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Zoznam pouzitych skratiek

ABA - abscisic acid (kyselina abscisova)

BIC (2) — blue-light inhibitor of cryptochromes (2) (inhibitory modrého svetla)
BL — blue light (modré svetlo)

CCE - cryptochrome C-terminal extension

cDNA - complementary deoxyribonucleic acid (komplementarna deoxyribonukleova
kyselina)

CIB - cryptochrome — interacting basic-helix-loop-helix

CO - constans

COP1 - constitutive photomorphogenic 1

cry 1, 2 — cryptochrome 1,2 (kryptochrom 1, 2)
CRY-SPA/COP1 - cryptochrome — constitutive photomorphogenic 1 / supressor of
phytochrome A 105

cv. MM - cultivar Moneymaker (kultivar Moneymaker)

D — dark (tma)

DNA — deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
EMS - ethyl methansulfonat

F — forward primer

FAD - flavin adenin dinukleotid

FMD - flavin mononukleotid

GA - gibberellic acid (kyselina giberelova)

GAF — ¢cGMP phosphodiesterase/adenyl-cyclase/Fhl1

GI — gene of interest

HG — housekeeping gene

HKRD - histidine kinase-related domain

HKT - high affinity K* transporters

HYS5 —long hypocotyl 5

HYH - long hypocotyl 5 homologue

LOV 1, 2 —light-, oxygen-, or voltage 1, 2

LRGs — light responsive genes

MES - 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina

MS — Murashige and Skoog

MTHEF - 5,10-methenyltetrahydrofolat

NSCCs — non-selective cation channels (neselektivne kationove kanaly)



OS — osmoticky stres

PCR - polymerase chain reaction (polymerazova retazova reakcia)
Pfr — aktivna forma fytochromu

phot 1,2 — phototropin 1,2 (fototropin 1,2)

PHR - photolyase-homologous region

phy A,B,C,D,E — phytochrome A,B,C,D.E (fytochrom A,B,C,D.E)
PIFs — phytochrome-interacting factors

PKs — phytochrome kinase substrate

Pr — neaktivna forma fytochromu

gPCR - kvantitativna polymerazova retazova reakcia
R —reverse primer

RL - red light (Cervené svetlo)

RNA - ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

RNS - reactive nitrogen species

ROS - reactive oxygen species

RPT2 — root phototropism

SOS - salt overly sensitive

SPA — supressor of phytochrome A 105

TFs — transcription factors (transkripéné faktory)
TILLING - targeting induced local lesions in genomes
UV — ultraviolet light (ultrafialové svetlo)

WT — wild type
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1 UVOD A CIELE

Volne rastice, ale aj pestované rastliny su neustale vystavované réznym typom abiotického

stresu, medzi ktoré sa radi aj zvySena koncentracia soli v pode, o negativne ovplyviluje
fyziologické mechanizmy rastlin (Nejat and Mantri, 2017). Viacerymi vyskumami bolo
preukazané, ze modré svetlo vnimané receptormi rastlin kryptochrémami 1 a 2 (cryl a cry?2)
a fototropinmi (phot 1 a phot 2) ma schopnost do istej miery regulovat osmoregulaciu
v niektorych rastlinach. U niektorych druhov rastlin nadmerna expresia kryptochromov
vedie k zvySenej citlivosti rastlin k osmotickému stresu (OS), medzi ktory sa radia sucho a
zvySena koncentracia soli v pdde (Fantini et al., 2019; Mao et al., 2005; Xu et al., 2009).
Nedavno vSak bolo zistené, ze fotoreceptor cryla u Solanum lycopersicum L. chrani rastliny
pred nadmernym osmotickym stresom (D’ Amico-Damido et al., 2021; Fantini et al., 2019).
Napriek tomu bolo vSak zistené, ze mutant paradajky 7B-I s narusenou fototropinovou
signalizaciou ukazuje na modrom svetle toleranciu voci OS (Fellner and Sawhney, 2002).
Tieto vysledky naznacuju, ze modré svetlo prostrednictvom phot signalizacie moze
zosiliovat’ citlivost’ semien paradajok k OS. Na zéklade tychto a aj neskorSich vysledkov
(Fellner, nepublikované data) bola vytvorend hypotéza, ktorej sa venuje tato diplomova
praca. Podl'a tejto hypotézy abioticky stres zvysSuje expresiu fototropinov photl a phot2, ¢o
moze viest k indukcii stresovej reakcie pri posobeni modrého svetla. Exprimované phot su
nasledne schopné zvySovat' efekt modrého svetla na rastlinu, ¢o vo vysledku moze zvysit
stresovu reakciu. Fotoreceptory modrého svetla spolu funkcne interaguju, avSak zatial’ nie
je objasnené, akym spOsobom su signalne drahy phot ovplyviiované signalizaciou cry
(Rusaczonek et al., 2021). Je mozné, ze tato interakcia je ovplyviiovana prave abiotickymi
stresmi.

V tejto diplomovej praci boli skimané rastliny S. lycopersicum L. troch genotypov —
kultivaru Moneymaker (cv. MM), od ktorého boli néasledne odvodené mutanty cry2-1
s nefunkénym cry2 a transgénne rastliny cry2-ox3 s preexprimovanym cry2 (Fantini et al.,
2019; Giliberto et al., 2005). Bola skiimana inhibicia kli¢enia semien v tme, v kontinualnom
modrom svetle a kontinualnom c¢ervenom svetle pri roznych koncentraciach chloridu
sodného (0, 10, 20, 50, 60 a 80 mmol.lI"") v kultivaénom médiu po dobu 7 dni od vysiatia.
Dalej bola pomocou qPCR metddy skumana expresia génov PHOTI a PHOT2 v semenach
paradajok kultivovanych v spominanych svetelnych podmienkach v médiu s a bez obsahu
chloridu sodného. Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit, ako na kliCenie vplyva
pozmenenie funkcie cry2, ako sa meni expresia génov PHOTI a PHOT?2 a zaroven ako je
expresia danych génov prepojena s funkciou cry2 pri zasoleni a v spominanych svetelnych

podmienkach.
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Experimenty boli vykonané v Skupine molekularnej fyziologie, ktora je suastou
Laboratoria rastovych regulatorov, spolo¢ného pracoviska Univerzity Palackého Olomouc a

Ustavu experimentalnej botaniky Akadémie vied Ceskej republiky.
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2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Vplyv svetla na rastliny
Pre rastliny je charakteristické, ze su nepohyblivé a foto-autotrofné organizmy, tym padom

je cely ich zivotny cyklus znacne ovplyvneny prostredim, v ktorom sa nachadzaju (Kami et
al., 2010). Svetlo rastlinam sltzi ako primarny zdroj na prezitie, nakol'ko energiu ziskana zo
svetla st schopné spracovat’ pomocou fotosyntézy (Ruban, 2009).

Rastliny nevyuzivaju svetlo len pri fotosyntéze ako zdroj energie, ale st ho schopné
vnimat aj ako signal, ktory informuje o tom, v akych svetelnych podmienkach sa nachadza.
Tento signal je kliCovy pri procese fotomorfogenézy (Taiz and Zeiger, 2010). Rastlina,
ktora sa vyvijala v tme po presunuti na svetlo nie je schopna fotosyntézy, nakol'ko u nej
absentujui listy a chlorofyl. V takomto pripade svetelny signal spusta proces
fotomorfogenézy, pri ktorom rastlina ziskava schopnost vykonéavat fotosyntézu, a tak
vyuzivat' svetlo ako zdroj energie. PocCas fotomorfogenézy sa rastlina okamzite prestava
predlzovat’, a takto uSetrena energia je d’alej vyuzitd pre tvorbu chybajucich listov a
biosyntézu chlorofylu. PocCas celého procesu je rastlina schopna pohlcovat’ svetlo pomocou

$pecialnych fotoreceptorov, ktoré vnimaju vietky vlnové dizky svetelného spektra.

2.2 Fotoreceptory

Nakorl'ko su svetelné podmienky pomerne kolisavé, vysSie rastliny obsahuju fotoreceptory,
ktoré su na ne schopné efektivne odpovedat. Medzi fotoreceptory schopné vnimat
ultrafialové svetlo typu A (UV-A) az modré svetlo (390 — 500 nm) su radené cry, phot a
Cleny rodu Zeitlupe, zatial' ¢o medzi fotoreceptory schopné vnimat’ dlhovinné ¢ervené svetlo
(700 — 750 nm) az Cervené svetlo (600 — 700 nm) st radené fytochromy (phy) (Fantini et al.,
2019; Ruban, 2009).

Dané fotoreceptory spolupracuju a koordinovane reaguju na zmenu svetelnych
podmienok (Kami et al., 2010). Okrem odpovede fotoreceptorov, rastliny dokazu odpovedat
na svetelné podmienky aj systémovo, alebo aj na bunkovej urovni, napriklad upravenim
orientacie listov, ktorych pohyb je umozneny pohybovymi bunkami, ktoré dostavaju signal
od fotoreceptorov modrého svetla. Odpoved na bunkovej urovni na zmenu svetelnych
podmienok je pohyb chloroplastov, ktory ma za nasledok znizenie absorpcie svetelnej
energie. Oba typy spominanych adaptacnych odpovedi maju obmedzeny efekt na znizenie

spracovania svetelnej energie (Ruban, 2009).



2.2.1 Kryptochromy
Fotoreceptory cry obsahuju flavin, st schopné vnimat UV-A/modré svetlo a okrem rastlin

sa nachadzaju aj u zivocichov (Fantini et al., 2019; Perrotta et al., 2000). Pravdepodobne sa
vyvinuli z fotolyaz, ktorych hlavnou funkciou je oprava deoxyribonukleovej kyseliny
(DNA) po poskodeni UV ziarenim (Perrotta et al., 2000). Dané fotoreceptory sa vyskytuja
u vSetkych organizmov a su zapojené do regulacie a kontrolovania cirkadialneho rytmu
(Fantini et al., 2019).

U rastlin boli cry ako prvé objavené u Arabidopsis thaliana, konkrétne cryl, cry2 a
cry3, na ktorej boli aj d’alej skimané (Wang et al., 2018). Apoprotein cry sa sklada z dvoch
domén — z N-terminalnej domény (PHR), ktora je schopna absorbovat svetlo
nekovalentnymi védzbami chromoforov flavin adenin dinukleotid (FAD), 5,10-
methenyltetrahydrofolat (MTHF) a C-termindlnej domény kryptochromovych C-
terminalnych predizeni (CCE), ktora ale absentuje u cry3 a je povazovana za efektorovu
doménu. Za hlavny svetelny senzor je povazovany FAD a MTHF m4 funkciu ako prenasac
energie na FAD (Liu et al., 2011). Hlavny sprostredkovatel’ odpovede na vnimanie svetla je
PHR, ¢o ma za nasledok zmenu konformacie CCE a vyvolanie signalizacie cry (Christie et
al., 2015). Bolo zistené, ze cryl nachadzajici sa vjadre a cytoplazme, sprostredkovava
fotomorfogenézu stimulovani modrym svetlom, cry2 nachadzajici sa v jadre ovplyviiuje
fotoperiodické kvitnutie a cry3 nachadzajtci sa v mitochondriach a plastidoch ma funkciu
ako jednovlaknovy reparacny enzym DNA (Liu et al., 2011; Wang et al., 2018).

U rastlin hraju cry dolezitd rolu pri fyziologickych procesoch vyvolanych a
regulovanych svetlom, ako je klicenie, otvaranie a rozsirovanie kli¢nych listov, rast koreria,
kvitnutie, predlzovanie internodii, otvaranie prieduchov, potlaCovanie senescencie listov,
pigmentacia listov aj plodov a syntéza antokyanov (Fantini et al., 2019; Perrotta et al., 2000;
Wang et al., 2018).
2.2.1.1 Mechanizmy kryptochromovej signalizacie
Po absorbovani fotonu su cry fotoexcitované elektronovym prenosom a redukciou flavinu
vo flavinovom chromofore, ktory nasledne prechadza do roznych redoxnych stavov (Wang
et al.,, 2018). Po excitacii sa meni konformacia cry, dochadza k homodimerizacii,
oligomerizacii, fosforylacii, protein-protein interakciam zavislym na modrom svetle a
priamym interakciam so signalnymi proteinmi a transkripénymi faktormi, ktoré nasledne
menia génovu expresiu, o ma za nasledok fyziologické zmeny spomenuté na konci
predoslej podkapitoly. Protein-protein interakcie zavislé na modrom svetle s hlavnym
mechanizmom pri transdukcii signalov, zatial' Co excitované cry su schopné interagovat

s transkripénymi faktormi a regulatormi génovej expresie.
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U A. thaliana bolo dokazané, ze zmeny génovej expresie u cryl a cry2, ktoré sa nachadzaja
v jadre, su spaté s vnhemom modrého svetla, a to drahou cryptochrome — interacting basic-
helix-loop-helix (CRY-CIB), kedy je modulécia transkripcie zavisla na svetle (Obrazok 1a)
a drahou cryptochrome — constitutive photomorphogenic1/superessor of phytochrome A 105
(CRY-SPA/COP1), kedy dochéadza k potlaceniu degradacie proteinov zavislej na svetle
(Obrazok 1b).

LRGs

;
/
b) SPA SPA ¥ 4
ST — ——- I Ak ¥
D]
©)

E3 —— Degradicia CRY2

Zmena génovej expresie

Obrazok 1 — Drahy cry 1 a 2 zavislé na modrom svetle. Fotoexcitacia vyvolana posobenim modrého
svetla vyvola konformaéné zmeny, kryptochrom je fosforylovany a interaguje so signalnymi
proteinmi. (a) Fotoreceptory cry interaguju s transkripénym faktorom CIB, ¢o ma za vysledok
transkripciu a naslednu expresiu génov odpovedajucich na svetlo (LRGs) (Fraikin et al., 2023; Liu
et al., 2011). (b) Fotoreceptory cry interaguju so SPA proteinmi a dochadza ku kompeticii medzi
vazbami transkricpnych faktorov (TFs) a fotoaktivovan¢ho cry. Naviazanie cry namiesto TFs
potlacuje aktivaciu COP1 nevyhnutni pre degradaciu proteinov regulujucich génovua expresiu long
hypocotyl 5 (HY5), HY 5 homologue H (HYH) a constans (CO), ¢o ma za nasledok génovu expresiu
LRGs namiesto ich degradacie (Fraikin et al., 2023; Liu et al., 2011). (¢) Fosforylovany cry je
nasledne ubikvitovany E3 ligasou a degradovany 26S protcasomom (Fraikin et al., 2023). Schéma
vytvorena v programe Microsoft Office Word, upravené a prevzaté z Fraikin et al., 2023.

2.2.2 Fototropiny
Membranové fotoreceptorové kinasy phot sa vyskytuji u vysSich rastlin (Petersen et al.,

2017). Ako prvé boli phot objavené u A. thaliana, zatial st zname len photl a phot2
(Christie et al., 1998; Stone et al., 2005). Su klI'iCové pre mnoho procesov, ktoré optimalizuju
zachytavanie svetla spracovaného fotosyntézou, ako st fototropizmus, poloha a rozsirovanie
listov, pohyb chloroplastov a otvaranie prieduchov (Hart and Gardner, 2021; Petersen et al.,
2017).

Fotoreceptory phot sa skladaji z dvoch domén — N-terminalne light-, oxygen-, or
voltage domény 1 a 2 (LOVI a LOV2) a C-terminalnych domén serin/threonin kinas
(Kimura and Kagawa, 2006). Na LOV domény sa v tme nekovalentne viaze chromofor
absorbujuci UV a modré svetlo flavin mononukleotid (FMD), ktory sa nasledne po aktivacii

modrym svetlom viaze na obe domény kovalentne.
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Doména LOV2 je hlavna v odpovedi na svetelné podmienky, zatial co LOV1 moduluje
aktivitu LOV2. Domény LOV taktiez reguluju katalyticka aktivitu serin/threonin kinas,
ktoré nasledne §iria svetelny signal v bunke (Hart and Gardner, 2021; Petersen et al., 2017).
2.2.2.1 Mechanizmus fototropinovej signalizacie

Ako uz bolo spominané, LOV2 doména je klI'i¢ova pre odpoved na svetlo a aktivaciu phot
aktivity. Jadro domény LOV2 lemuju 2 alfa-helixy, AOa a Jo (Hart and Gardner, 2021).
V tme A-LOV2-J oblast’ tvori inaktivnu konforméciu s C-terminalnymi kinasami, ¢o ma za
vysledok potlacanie kinasovej aktivity phot (Obrazok 2a). Po fotoexcitacii dochadza k
zmenam polohy A a J, ¢o ma za vysledok autofosfosforylaciu C-terminalnych domén,
pricom kI'icovu rolu pri aktivacii a funk¢énosti phot zohrava fosforylacia serinovych zbytkov
(Petersen et al., 2017). V tme je taktiez nekovalentne viazany FMD na LOV domény. Po
fotoexcitacii modrym svetlom vznika kovalentna vizba medzi isoalloxazinovym kruhom a
konzervovanymi cysteinovymi zbytkami nachédzajucimi sa v LOV doméne (Hart and
Gardner, 2021). Vznik tejto vazby patri medzi hlavné mechanizmy vyvolania aktivacie LOV
domén (Obrazok 2b) (Petersen et al., 2017). V tme sa nasledne tento kruh spontanne
rozpadne a domény sa vracaju do konformacénych stavov, v ktorych sa nachadzali pred

fotoexcitaciou (Kimura and Kagawa, 2006).
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Obrazok 2 — Mechanizmus aktivacie phot. (a) V tme sa FMD nekovaletne viazu na LOV1 a LOV2
domény, A-LOV2-J komplex sa nachadza v neaktivnej konformacii s C-terminalnymi kinasami
(Petersen et al., 2017). (b) Po fotoexcitacii modrym svetlom sa FMD kovalentne viazu na LOV
domény, AO-a a J-o helixy menia polohy a dochadza k autofosforylacii C-terminalnych kinas (Hart
and Gardner, 2021). Fosforylované kinasy nasledne aktivuja signalne proteiny pre fototropizmus —
non-phototropic hypocotyl 3 (NPH3), root phototropism (RPT2) a phytochrome kinase substrate
(PKs) (Xin et al., 2022). Schéma vytvorena pomocou Microsoft Office Word, prevzaté z Xin et al.,
2022 a https://www.slideshare.net/227777222an/phototropin

2.2.3 Fytochromy
Fotoreceptory phy sa nachadzaju v cytosole v neaktivnej forme a v jadre rastlin v aktivne;j

forme. Tieto fotoreceptory su schopné vnimat a nasledne odpovedat na spektrum
vzdialeného Cerveného svetla a Cerveného svetla (Pham et al., 2018). U A. thaliana bolo
najdenych 5 druhov phy — phyA — phyE, u jednokli¢nolistovych rastlin sa vsak nachadzaju
len 3 — phyA — phyC (Wang et al., 2022).

Signalne drahy phy a phy samotné su vrastline dolezité pre udrziavanie
fyziologickych procesov, ako su kli¢enie, de-etiolizacia, predlzovanie stonky, vetvenie,
kvitnutie, odpoved’ na abioticky stres a prechod zo skotomorfogenézy do fotomorfogenézy

(Qiu et al., 2023).
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Fotoreceptory phy su radené medzi dimérické chromoproteiny, ktorych apoprotein
je kovalentne viazany na billinovy chromofor, ¢im vznika holoprotein (Pham et al., 2018).
N-terminalna doména mé funkciu ako fotosenzitivne jadro, v ktorom sa nachadza ¢cGMP
phosphodiesterase/adenyl-cyclase/Fhll (GAF) subdoména obsahujuca billin lyasu a
chromofor viazuci sa na GAF doménu. C-terminalna doména mé funkciu ako dimerizacna
doména s kinasovou aktivitou (Qiu et al., 2023). U A. thaliana si phy delené do 2 kategorii
— typ I, do ktorého sa radi fotolabilny phyA spustajuci kliCenie a de-etiolizaciu pri
nedostatku svetla a typ 11, do ktorého sa radia fotostabilné phyB — phyE spust’ajuce signalne
drahy odpovedajuce na Cervené svetlo. Medzi hlavné funkcie fotostabilnych phy patri
spustanie kli¢enia v réznych podmienkach, ako su nizke (phyB) a vysoké (phyD) teploty ¢i
tien (Wang et al., 2022).
2.2.3.1 Mechanizmus fytochromovej signalizacie
V rastlinach sa phy nachadzaju v dvoch formach — neaktivna forma phy (Pr) schopna
absorbovat’ Cervené svetlo a aktivna forma phy (Pfr) schopna absorbovat’ dlhovinné cervené
svetlo (Qiu et al., 2023). V tme je holoprotein phy zlozeny do stabilnej konformacie
absorbujucej Cervené svetlo.

Po absorpcii dochadza k reverzibilnej zmene konformacie Pr tak, ze apoproteiny
neaktivne] formy viazu chromofor, ¢im vznika aktivna forma Pfr absorbujuca dlhovinné
cervené svetlo. Po absorpcii dlhovinného ¢erveného svetla dochadza k zmene konformacie
Pfr a phy prechadza do Pr stavu (Sharrock, 2008). Neaktivna forma phy je lokalizovana
v cytosole a po zmene konformacie Pfr putuje do jadra. Na oboch miestach, v jadre aj
cytozole Pfr interaguje s proteinmi, ktoré st zavislé na prechodnych faktoroch phytochrome-
interacting factors (PIFs), dalej s COP1, SPA1 a HYS, ¢o vo vysledku reguluje drahy
prenosu svetelnych signalov, rast a vyvoj rastliny (Obrazok 3) (Pham et al., 2018; Qiu et al.,
2023).
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Obrazok 3 — Mechanizmus aktivacie a posobenia phy

Absorpciou ¢erveného svetla sa z neaktivnej formy phy Pr stava aktivna forma Pfr, na ktoru sa viaze
chromofor v mieste vysoko konzervovanych cysteinovych zbytkov GAF domény, ktora je spojena
s histidin kinasovou doménou (HKRD) (Sharrock, 2008). V tme s aktivne PIFs a SPA/COP1
komplex, ktoré proteolyzou negativne reguluji transkripéné faktory a udrzuju tak stav
skotomorfogenézy (Choi et al., 2023) Po zmene konformacie z aktivnej na neaktivnu je Prf
premiestnené z cytosolu do jadra, kde potlacuji aktivitu SPA/COP1 komplexu a zaroven je
aktivovana ubikvitinacia a degradacia PIFs cez 26S proteasom. Oba procesy vedu k stimulacii
transkripénych faktorov potrebnych pre exprimaciu réznych génov spojenych s fotomorfogenézou,
ako napriklad HYS (Choi et al., 2023; Rodrigues et al., 2014). Schéma vytvorena pomocou
Miscrosoft Word Office, prevzaté a upravené z Li et al., 2011 a Rodrigues et al., 2014. Sipky
naznacuju aktivaciu mechanizmu a rovna ¢iara jeho potlacanie.
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2.3 Klicenie semien rastlin

Klicenie semien rastlin je ontogeneticka faza vyvoja, ktora zacina, ked’ semeno vstreba vodu
z okolia a kon¢i predlzovanim embryonalneho primarneho korenia (Llanes et al., 2016).
Vstrebanim vody su spustené viaceré biochemické a metabolické fyziologické procesy, ktoré
reguluju signaly pre klicenie, ako st aktivacia roznych enzymov, pdsobenie fytohormoénov,
opravy poskodenej] DNA a translokacia zivin skladovanych v semene. Tieto procesy su
kIicové pre spravny vyvoj a kvalitu rastliny (Ge et al., 2023; Macovei et al., 2017). AvSak,
semend su schopné zacat’ klicit' iba ak na to maju optimalne podmienky, ktoré mozu byt
naruSené vykyvmi teploty, nepomerom fytohormonov, nedostatkom svetla, nedostatkom
zivin a suchou alebo slanou pddou (Eckstein et al., 2016; Farooq et al., 2022; Llanes et al.,
2016). Pri vymenovanych nepriaznivych podmienkach su semena v dormantnej faze, ktora

je charakterizovana ako neschopnost’ semien kli¢it' (Fantini and Facella, 2020).

2.3.1 Vplyv svetla na klicenie semien rastlin

Semenam, ktoré sa nachadzaju v dormantnej faze, nestaCi absorbovat’ vodu, aby zacali
klicit, ale potrebuju Specificky signal na iniciaciu klicenia, ktorym je mnohokrat svetlo
(Eckstein et al., 2016). Viaceré studia boli zamerané na vplyvy Casti spektra svetla na
klicenie rastlin. Bolo dokazané, ze u semien jaCmena fotoreceptor cryl navodzuje inhibiciu
kli¢enia, nakol'ko semena s poskodenym cryl mali znizena inhibiciu kli¢enia pod modrym
svetlom, zatial Co u semien s poSkodenym cry2 nebolo zniZenie pozorované. Na
molekularnej urovni bolo zistené, ze cryl spusta gény pre biosyntézu kyseliny abscisove]
(ABA), ¢o ma za vysledok inhibiciu kli¢enia (Barrero et al., 2014). Podobné vysledky boli
pozorované aj u A. thaliana, naopak, u S. lycopersicum L. nebola pozorovana inhibicia
kligenia pod modrym svetlom (Izzo et al., 2020). Dalej bolo dokazané, Ze cryl a cry2
reguluju predlzovanie primarneho korena nezavisle na svetelnych podmienkach. Inhibi¢né
vlastnosti cry spojené s modrym svetlom boli pozorované az pri dizke hypokotylov mutantov
s nefukénymi cryl, cryl a cry2 (Fantini et al., 2019).

Naopak, vo viacerych studiach bolo dokazané, ze Cervené svetlo je nevyhnutné pre
iniciaciu kli¢enia (Paik and Hug, 2019). KI'icova ulohu v endosperme v skorych fazach
klicenia ma hlavne svetlom aktivovany phyB, zatial' o phyA je aktivny v embryu. Zvysné
phy, phyC, phyD a phyE tiez podporuju klicenie pod Cervenym svetlom (Farooq et al., 2022).
Aktivne formy phy (Prf) v jadre spustaju degradaciu PIF1, ¢o aktivuje signalne drahy, ktoré
podporuju syntézu kyseliny giberelovej (GA) a inhibuju syntézu ABA (Obrazok 4) (Fantini
and Facella, 2020). To, ze Cervené svetlo a GA podporuju kli¢enie za optimalnych
podmienok bolo dokéazané u viacerych druhov rastlin vratane A. thaliana a S. lycopersicum

L. (Farooq et al., 2022; Izzo et al., 2020).
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Obrazok 4 — Signalne drahy kli¢enia semien vyvolané modrym a cervenym svetlom

Pri absorpcii modrého svetla (BL) je aktivovany cryl, ktory zvySuje expresiu génu potrebné¢ho na
syntézu ABA, NCEDI a potlaca expresiu katabolického génu ABA, ABA8 OH1, o ma za vysledok
inhibiciu kli¢enia (Wei et al., 2023). Pri posobeni ¢erven¢ho svetla (RL) je neaktivna forma phyB
konvertovana na aktivnu formu Pfr a pri p6sobeni vzdialeného ¢erveného svetla (FRL) sa z Pfr formy
phyB stava neaktivna forma Pf. Po aktivacii je Pfr premiestnené do jadra, kde vyvolava degradaciu
PIF1, ktory potlaca expresiu GA. Degradacia PIF1 ma za vysledok expresiu génov potrebnych pre
syntézu GA (GA3ox1, GA30x2) aklicenie. Nedegradovany PIF1 pri posobeni vzdialené¢ho ¢erveného
svetla zvySuje expresiu génu potrebného pre syntézu ABA (ABAT) a potlaca expresiu GA génov, ¢o
ma za vysledok inhibiciu kli¢enia.

Schéma vytvorena v Microsoft Office Word, upravené a prevzaté z Wei et al., 2023.

2.4 Stres
Stres u rastlin moze byt definovany ako stav, kedy je rastlina v podmienkach, v ktorych je

na fiu vyvijana sila. Na tieto podmienky rastlina reaguje stresovou odpovedou a vznika
poskodenie ako odpoved’ na prili§ vysoké hladiny stresu, ktoré rastlina uz nedokaze
kompenzovat’ (Lichtenthaler, 1998). Rastliny st citlivé na zmeny podmienok ich okolia, ako
su vykyvy teplot, radiacia a dazd'ové zrazky (Georgieva and Vassileva, 2023). Pred
pdsobenim stresovych podmienok sa rastlina nachadza v optimalnom fyziologickom stave,

ktory je dany rastom, svetlom, vodou a dostupnostou réznych mineralnych latok.
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Zmeny okolitych podmienok moézu na rastlinu vplyvat tak, ze vyvolaja trojstupiiové
stresové odpovede (faza odpovede, faza odporu a faza vycCerpania). Stresova odpoved je
zakonCena regeneracnou fazou, ku ktorej dochadza iba po odstraneni stresoru a pokial
poskodenie nebolo prili§ vazne (Lichtenthaler, 1998).

Odpoved’ rastliny na stres sa prejavi ako pokles fyziologickych funkcii, ako su
realizacia fotosyntézy, transport metabolitov a translokacia alebo prijem i6nov
(Lichtenthaler, 1998). Po dlh§om zotrvani rastliny v prvej faze stresovej odpovede dochadza
k miernemu prispdsobeniu na dané podmienky morfologickymi a metabolickymi zmenami,
z ktorych sa vo vysledku stdva nové fyziologické optimum. Po prejdeni do tretej fazy (faza
vycCerpania) dochadza k vaznemu poskodeniu rastliny, ¢o nasledne vedie k senescencii a
bunkovej smrti, avSak, ak je stresor odstraneny pred prechodom do senescencie, rastlina
prejde do fazy regeneracie.

Stres u rastlin sa deli do dvoch kategorii — bioticky a abioticky stres (Nejat and
Mantri, 2017). Medzi biotické stresory su radené rozne baktérie, huby, virusy a Skodci,
ktorych posobenie na rastliny moze spdsobit’ zmenu farby, vyschnutie, rozne infekcie a
mechanické poskodenie v pripade, ze iné organizmy vyuzivaju jednotlivé Casti rastliny ako

potravu (Georgieva and Vassileva, 2023).

2.4.1 Abioticky stres
Abioticky stres je charakterizovany ako podmienky zivotného prostredia, ktoré znizuju rast

rastliny pod fyziologicku optimalnu hladinu (Cramer et al., 2011). Medzi abioticky stres sa
radia zmeny teploty (prili§ vysoké teploty alebo prili§ nizke teploty az mrznutie), osmoticky
stres (OS) (sucho, vysoké hladiny soli v pdde, zaplavy), nevyvazenost hladin zivin a
mineralnych latok a vystavenie infraervenej a UV radiacii. VSetky vymenované stresory
vyvolavaju molekularne zmeny v rastline, ktoré vedu k znizeniu rastu a vyvoju, znizeniu
tvorbe semien, kliCenia, absorpcie zivin a ku zvy$eniu nachylnosti k patogénom. Odpoved
na stresory moze byt vyvolana v jednotlivych Castiach rastliny, alebo moézu byt v kazde;j
Casti rasliny rozne (Georgieva and Vassileva, 2023). Medzi signalne molekuly abiotického
stresu sa radia reaktivne formy kyslika (ROS) a dusika (RNS), ktoré sposobuju oxidativne
poskodenie makromolekul ako su lipidy, nukleové kyseliny a proteiny, ¢o moze mat’ za
vysledok zmenu aktivity enzymov a génovej expresie (Gupta and Huang, 2014). Hormoény
taktiez ovplyviiuju odpoved’ rastliny na stres, a to hlavne ethylen a ABA, ktoré su kl'ucové
najmi pri OS. Dalej mbze abioticky stres vyvolat mutacie a epigenetické zmeny DNA

(Cramer et al., 2011; Georgieva and Vassileva, 2023).
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2.4.1.1 Stres vyvolany zasolenim
Zasolenie vody a pddy je prirodzeny proces, avSak udsky faktor zvySuje hladiny zasolenia

cez nevhodné zavlazovanie pddy (Rosca et al., 2023). Pdda je povazovana za slanu, ked’ jej
elektricka vodivost je nad 4 dS.m™!, ¢o je v prepocte 40 mmol.I"! chloridu sodného v pdde a
osmoticky tlak dosahuje hodnoty okolo 0,2 MPa (Acosta-Motos et al., 2017). V slanych
pddach sa zhromazd'uju prebytocné rozpustné soli, hlavne chlorid sodny, ktoré negativne
vplyvaju na rast a vyvoj rastlin, dokonca mozu rast a kli¢enie rastliny uplne inhibovat, alebo
mozu viest k bunkovej smrti (Guo et al., 2022; Zhou et al., 2023). Odpovede rastliny na stres
vyvolany zasolenim su delené do dvoch skupin — odpoved’ nezavisla na i6noch, ktora je
spustena po par hodinach od pdsobenia stresoru a odpoved zavisla na i6noch, ktord sa
prejavi po niekol’kych drioch od pdsobenia stresoru (Rosca et al., 2023). V pociatocnej faze
stresu sposobeného zasolenim je znizena kapacita absorpcie vody korefiovym systémom a
je zvySena strata vody zlistov, ¢o je vysledok hyperosmotického stresu. Tento stres
poskodzuje membrany, sposobuje nevyvazenost zivin, narusuje schopnost’ detoxifikovat
ROS, vyvolava zmeny v aktivite antioxidacnych enzymov, znizuje schopnost’ fotosyntézy a
znizuje otvaranie prieduchov (Gupta and Huang, 2014).

Doposial nie je zndme, akymi presne drahami sa sodny kation a chloridovy anion
dostavaju do koreniov, avSak bolo dokazané, ze neselektivne kationové kanaly (NSCCs) a
transportéry s vysokou afinitou k draselnému kationu (HKT) su hlavné prenasace cez
plazmatické membrany do korenov, odkial’ putuji xylémovou drahou do listov (Guo et al.,
2022). Po vstupe soli do rastliny sa znizuje prijem draselného kationu rastlinou, nakol'ko
sodny a draselny kation maju rovnaky transportny systém, ¢o ma za vysledok inhibiciu
aktivity enzymov zéavislych na draselnom katione (Zhou et al., 2023).

Vstup sodného kationu do rastliny taktiez depolarizuje membrany, dochadza
k otvoreniu kanalov pre vapenaté kationy a zvySeniu ich koncentracie v cytosole (Gharsallah
et al., 2016; Guo et al., 2022). Tieto kationy sluzia ako jedna zo signalnych molekul
stresovych podmienok tak, ze na seba viazu proteiny, ktoré reguluju bunkovy metabolizmus
a génovu expresiu cez drahu Salt overly sensitive (SOS). Draha SOS cez vytvorenie
komplexu proteinov SOS3/véapenaty kation/SOS2 fosforyluje SOS1, ktory exprimuje gén
pre sodiko-proténovy antiport v plasmatickej membrane a podiel’a sa na vyluceni katidnov
z cytoplasmy alebo tvorbe vakuol, v ktorej si nasledne uskladnené. Antiport sa taktiez
podiel’a na transporte kationov z korefia do zvysnych Casti rastlin (Hao et al., 2021). Signalne
drahy zavislné na vapenatych kationoch zvysuju expresiu génov pre ABA synthasu, co ma

za vysledok syntézu ABA, ktora sa nasledne hromadi hlavne v koreni a xylémovou drahou



moze byt transportovana aj do ostatnych Casti rastlin (Hao et al., 2021). Upravuje otvaranie
prieduchov a vyvolava expresiu génov podporujucich odolnost voci danym podmienkam.
Stres vyvolany zasolenim ma negativny dopad aj na klicenie rastlin tak, ze kvoli
vyS$Sej koncentracii soli a nepomeru i6nov je klicenie znizené, dokonca dopad OS moze viest
k vaznemu poskodeniu pletiva az odumretiu embrya (Ge et al., 2023). Po pdsobeni OS na
semena rastlin je spusteny obranny mechanizmus vo forme zacatia osmoticky vyvolanej
dormancie, pricom dochadza k znizeniu syntézy latok potrebnych pre kli¢enie, ako je GA,
zvySeniu syntézy ABA, zmene permeability membrany a taktiez dochadza k zmene
spravania vody v semene (Llanes et al., 2016). Tolerancia voci zasoleniu a nasledné klicenie
st vyvolané hlavne signalnou drahou SOS, ktora je spustena fytochromami phyA a phyB

(Qiu et al., 2023).

2.4.2 Fotoreceptory a ich role v osmotickom strese

Stadia pozorujuce vplyv fotoreceptorov na abioticky stres nie st podetné, preto sa o tomto
mechanizme zatial' nevie dostatok informacii. Ked'Ze na odpovedi na abioticky stres sa
podiel'a viacero mechanizmov, nie je uplne jasné, aku presne rolu v tolerancii voci stresu
maju fotoreceptory. Avsak, bolo zistené, ze fotoreceptory cry, phot a phy spolupracuju, a tak
prispievaju k aktivacii danych mechanizmov spustanych pri strese (D’ Amico-Damido and
Carvalho, 2018; Gururani, 2023).

2.4.2.1 Kryptochrémy a osmoticky stres

Bolo dokézané, ze pri OS vyvolanym suchom skimanom na dvojitych mutantoch rastliny
A. thaliana s nefunknCymi cryl a cry2 boli tito mutanti viac tolerantni voci suchu
s porovnanim k rastline bez mutacie a rastlinam, ktoré mali nefunkcny len jeden z cry.

U rastlin, ktoré mali cryl preexprimovany bol pozorovany opacny efekt, ¢ize bola
zaznamenana vacsia strata vody. Taktiez bolo dokazané, ze cry a phot reguluji otvaranie
preduchov pod modrym svetlom, pricom u Stvoritych mutantov s nefunkénymi cry a phot
bolo otvaranie najmensie a pri preexprimovanych mutantoch najvéacsie (Mao et al., 2005).
Dalej bolo dokéazané, Ze preexprimované cry u mutantov A. thaliana zvy§uju citlivost
k zasoleniu a k ABA a naopak, mutanti bez pritomnosti cryl mali zvySenu toleranciu k OS
a ABA, o dokazuje, ze cry priamo suvisia s toleranciou voci abiotickému stresu a ABA
signalnymi drahami aktivovanymi pri OS (D’ Amico-Damido and Carvalho, 2018; Xu et al.,
2009).

Podobné vysledky boli pozorované aj u sadenic S. lycopersicum L., kedy bol
skimany mutant s absenciou cryla vystaveny OS. Mutant cryla vykazoval znamky rastliny
so zvySenou toleranciou k OS, mal zvySenu toleranciu k zasoleniu aj pod modrym svetlom,

avSak len pri nizSich intenzitach.

24



Dalej bolo zistené, e cryla reguluje gény odpovedajiice na ROS a negativne reguluje
zhromazd’ovanie prolinu pri OS (D’ Amico-Damido et al., 2021).

2.4.2.2 Fototropiny a osmoticky stres

Ako uz bolo spominané, bolo dokéazané, ze cry, phot a phy spolu spolupracuju pri otvarani
a zatvarani prieduchov a pri abiotickom strese v A. thaliana (Mao et al., 2005). Zatial ¢o u
Stvoritych mutantov pod modrym svetlom bolo otvaranie prieduchov vyrazne zmensené, u
dvojitych mutantov s nefunkénymi photl a phot2 sa prieduchy vobec neotvarali (Sharma et
al., 2021). Taktiez bolo dokéazané, ze phot pozitivne ovplyviiuju ich hustotu. Zmena
vodivosti prieduchov tak, ze boli takmer rezistentné voci stimulu modrého svetla, bola
zaznamenana aj u samcieho sterilného mutanta S. lycopersicum L. 7B-1, ktory mé poSkodené
fototropinové drahy a je viac odolny voci OS na modrom svetle (Fellner and Sawhney, 2001,
Hlavinka et. al, 2013). Dalej bolo dokazané, ze phot negativne reguluju efektivitu vyuZitia
vody, nakol'’ko mutanti spotrebovali menej vody ako rastliny bez mutacii (Rusaczonek et al.,
2021), navySe, aj u 7B-1 dochadza k efektivnemu vyuzitiu uz nachadzajucej sa vody
v rastline (Hlavinka et. al, 2013). Pri nedostatku vody v pdde phot, hlavne photl spusta
mechanizmy, ktoré maju za vysledok rast vo vysSej plochej Casti koreria, o zvySuje
absorpciu vody z pody, a tak znizuju dopad sucha na rastlinu (Sharma et al., 2021).

Okrem roli phot pri OS bolo dokéazané, ze phot hraju rolu aj pri vyskyte ROS.
Hodnoty ROS v A. thaliana s vyradenymi photl a phot2 boli ovela nizSie ako u tych
s funkénymi phot pri strese vyvolanym UV-C svetlom, ¢o naznauje, ze obranny
mechanizmus pri strese je tmyselne znizene expresie génov PHOTI a PHOT?2 (Rusaczonek
et al., 2021).
2.4.2.3 Fytochromy a osmoticky stres
Viacero vyskumov dokazuje priamu suvislost’ fytochromov a abiotického stresu, a to hlavne
pri oxidativnom strese. Bolo dokazané, ze antioxidaCny enzym hem oxygenasa priamo
interaguje s phy, ¢o podporuje odstraiovanie ROS pri OS a tym zvySuje toleranciu
(Gururani, 2023). Dalej bolo dokazané, Ze signalne drahy sprostredkované phy st spojené s
expresiou génov spojenych s toleranciou voci zasoleniu, ako je salt tolerance protein (STO),
nakol'ko u mutantov A. thaliana, u ktorych absentovali phyA a phyB, bola expresia STO
znizena pri pdsobeni ¢erveného svetla (Gavassi et al., 2017; Indorf et al., 2007). Avsak, STO
je degradovany phyB na cervnenom svetle, ¢o znamena, ze phyB negativne reguluje
odpoved’ rastliny na stres (Gururani, 2023).

Vplyv phyA a phyB na toleranciu OS boli podrobne skimané vo viacerych Studiach
a bolo zistené, ze phy znizuju exprimaciu génov v metabolizme ABA, ¢im znizuju jej

celkovu syntézu (Boggs et al., 2010; Carvalho et al., 2011).

25



Bolo dokazané, ze phy su negativne regulatory tolerancie voc¢i OS, nakolko mutanti
s neaktivnymi phyA, phyB alebo oboma neaktivhymi phy boli viac tolerantni vo¢i OS u
niekol'kych druhov rastlin, ako je S. lycopersicum L. a Nicotiana tabacum. U tychto
mutantov boli zvySené hladiny ABA, zvySené zhromazd'ovanie prolinu a znizena produkcia
ROS alebo ich zvySené odstrafiovanie (Gavassi et al., 2017; Gururani, 2023; Silva et al.,
2021; Yang et al., 2018). Naopak, u A. thaliana a Oryza sativa boli phyA, phyB a phyAB

mutanti viac citlivi na stres vyvolany suchom (Gururani, 2023; Qiu et al., 2023).

2.4.3 Obranné mechanizmy rastliny voci abiotickému stresu vyvolanému zasolenim

Rastliny, ktoré su prirodzene tolerantné voci soli sa nazyvaju halofyty, avSak vSetky uzitkové
rastliny su charakterizované ako glykofyty a si voci soli citlivé (Hao et al., 2021). Kvoli
citlivosti voci zasoleniu maju rastliny vyvinuté isté obranné a adaptacné mechanizmy, ktoré
zahriiuju morfologické zmeny, zmeny fyziologickych a biochemickych procesov, aktivaciu
roznych signalnych drah a prispdsobenie rastu a vyvoja (Zhou et al., 2023).

Typy tolerancii sa delia do troch skupin — osmoticka tolerancia, idonova tolerancia a
pletivova tolerancia. K osmotickej tolerancii sa radia mechanizmy znizenia vodivosti
prieduchov, o vedie k zadrziavaniu vody. Ionova tolerancia je vyvolana vstipenim sodného
kationu do koreria, o aktivuje signalne drahy, ktoré zabraniuju vstupu d’'alSich kationov do
koremia a znizuju ich translokaciu do ostatnych ¢asti rastliny (Isayenkov and Maathuis, 2019).
Taktiez sa znizuje rozsirovanie buniek v koncovych ¢astiach korefiov a mladych listoch a
sodny kation je nasmerovany hlavne do starSich listov, ¢im rastlina chrani mladsie listy pred
jeho toxickymi ucinkami (Guo et al., 2022; Rosca et al., 2023). Vysledok pletivovej
tolerancie je oddelovanie toxickych ionov do vakuol s cielom obmedzit' ich Skodlivé
posobenie na procesy prebiehajuce v cytoplasme (Isayenkov and Maathuis, 2019).

Rastliny sa brania Skodlivym vplyvom soli Styroma spdsobmi — vylucovanie soli,
riedenie soli, nahromadenie soli a zamedzenie (Hao et al., 2021). VyluCovanie soli je bezny
proces u halofytov, riedenie soli je proces, pri ktorom rastliny absorbuju vel'ké mnozstvo
vody alebo zvicsia vel'kost svojich buniek za ucelom zamedzenia dosiahnutia toxickych
koncentracii soli. Nahromadenie soli ma za vysledok tvorbu vakuol a zamedzenie soli je
proces, pri ktorom rastliny inhibuju vstup soli do korera.

Medzi fyziologické procesy, ktorymi sa rastlina brani vplyvu zasolenia je
prisposobenie osmotickych podmienok, ktoré je dosiahnuté zvySovanim koncentracie
draselného kationu a organickych rozpustadiel ako su prolin a betain v bunkach
(Gharsallah et al., 2016). Rozpustadla stabilizuju Struktiry makromolekual, menia elasticitu
bunkovej steny, udrziavaju absorpciu vody, znizuju osmoticky rozdiel medzi cytosolom a

okolim bunky, znizuji pocet akvaporinov, zbavuju rastlinu ROS, udrzujt integritu membran
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a enzymovu aktivitu (Acosta-Motos et al., 2017; Rosca et al., 2023). Medzi d’al§ie vyznamné
latky odpovedajuce na stres vyvolany zasolenim sa radia sukrosa, ktora je dolezita pre
metabolizmus alebo manitol a inositol, ktoré zvySuju toleranciu rastliny k zasoleniu (Hao et
al., 2021).

Medzi d’alsi, uz spominany obranny mechanizmus, typicky pre vyssie rastliny, patri
tvorba sol'nych vezikal (Hao et al., 2021). Mimo skladovania nadbytocnej soli medzi jej
funkcie patri skladovanie vody za ucelom ochranenia rastliny pred kratkodobym OS,
skladovanie organickych osmolytov a skladovanie latok odstraiujucich ROS.

Na molekularne; urovni st i6nové kanaly klucové pre zvySenie tolerancie
k zasoleniu v rastlinach (Gharsallah et al., 2016). Bolo zistené, ze HKT transportéry zvySuju
toleranciu tak, ze reguluju koncentraciu a pohyb sodnych kationov v pletivach. ZvySenie
tolerancie bolo dosiahnuté tak, ze sodné kationy boli vratené zo xylémovych ciev do
parenchymatickych xylémovych buniek, ¢im sa zvySilo nahromadenie vakuol, ¢o mé za

vysledok ochranu pletiv listov, v ktorych prebieha fotosyntéza.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rastlinny material
Pre prakticka Cast’ tejto prace bola vybrana rastlina Solanum lycopersicum L. troch

genotypov — kultivar Moneymaker (cv. MM), cry2-1 a cry2-ox3 (Fantini et al., 2019;
Giliberto et al., 2005). Semena genotypov cry2-1 a cry2-ox3 boli poskytnuté E. Heuvelink
(Wageningen University, Wageningen, Holandsko) a E. Fantini (ENEA-Centro Ricerche
Trisaia, Taliansko).

V genotype cry2-1 nie je cry2 funkény a vypnutie jeho funkcie bolo dosiahnuté
pouzitim molekularnej metédy TILLING (targeting induced local lesions in genomes) a
chemicky pomocou ethyl methansulfonatu (EMS), pricom bol mutant izolovany z cv. MM
(Fantini et al., 2019). Genotyp cry2-1 ma pred¢asny stop kodon lokalizovany na triplete 318.
Studia ukazala, 7e cry2-1 mal pri kultivacii v kontinuaAlnom modrom svetle dlhsi hypokotyl
a inhibicia rastu, ako aj jeho dizka su zavislé na intenzite modrého svetla. Dalej bolo zistené,
ze v tomto genotype bolo kvitnutie oddialené a plody cry2-1 obsahovali menSie percento
chlorofylu, karotenoidov a lykopénu.

V genotype cry2-ox3 je cry2 nadmerne exprimovany, ¢o bolo dosiahnuté
transformaciou komplementarnej DNA (cDNA) génu CRY2 do cv. MM vyuzitim 35S
promotéra mozaikového virusu vyskytujuceho sa u karfiolu za pouzitia Agrobacterim
tumefaciens (Giliberto et al., 2005). Studia ukazala, e u cry2-ox3 je vyssia koncentracia
antokyanov a chlorofylu v listoch, ako aj nadmerna produkcia flavonoidov a lykopénu
v plodoch. Dalej boli pozorované skratené hypokotyly a zvysené hladiny antokyanov pri
kultivacii na modrom svetle a bielom svetle. Pri zvySeni intenzity bieleho svetla bola
zvySena pigmentacia a znizena vyska rastliny. Dalej bolo dokazané, Ze nezavisle na
svetelnych podmienkach v tomto genotype dochadza ku skrateniu internodii, oneskoreniu
kvitnutia a v§eobecne zmenSeniu celkovej vysky rastliny.

Tieto genotypy boli vybrané na vyskum za ucelom zistenia, €i je aktivita génov
PHOTI a PHOT2 pre fotoreceptory phot zavisla na aktivite cry2 kryptochromu pri

abiotickom strese navodenom zasolenim.

3.1 Priprava kultiva¢ného MS média

Erlenmeyerova banka s objemom 3 1 bola naplnena 1 1 destilovanej vody. Za neustaleho
mieSania pomocou magnetického mieSadla na mieSaCke bolo pridanych navazenych 20 g
sacharézy (Lach-Ner, Ceska Republika, kat ¢. 40135-AP0), 8,6 g MS média (Murashige and
Skoog, 1962; Duchefa Biochemie, Holandsko, kat.c. M0221.0100) a 390,4 mg MES pufru

((kyselina 2-(N-morpholino) ethansulfonova, Serva, Nemecko).
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Nasledne bol objem doplneny destilovanou vodou na 2 1 a pH bolo upravené na hodnotu 6,1
pomocou malého mnozstva 1M roztoku hydroxidu draselného. Po ustaleni pH bola mieSacka
vypnutd. Do piatich 500ml flia§ bolo pridanych 2,8 g navazenej agardzy (Duchefa
Biochemie, Holandsko, kat. ¢. P1003.1000) a fTaSe boli naplnené 400 ml pripraveného
roztoku. Nasledne boli fTase sterilizované v parnom autoklave pri teplote 121 °C a tlaku

101,3 kPa.

3.2 Vysev a kultivacia semien
Do nesterilnych plastovych 50ml skimaviek typu Falcon bolo napocitanych 360 semien

S. lycopersicum L. uz spominanych troch genotypov a nasledne bolo pridanych 40 ml
roztoku chlornanu sodného obsahujuceho 2,8 % aktivneho chléru za ucelom povrchovej
sterilizacie semien po dobu 20 minut. Medzitym bolo dopredu pripravené médium zohriate
v mikrovlnnej rure a d'al§ia praca prebiehala v laminarnom flowboxe (Holten Horizontal
Laminar Airflow Clean Bench, Thermo Fisher Scientific, USA), ktorého pracovna plocha
bola vycistena 70% ethanolom.

Po uplynuti 20 minut boli semend 6x premyté sterilnou destilovanou vodou pomocou
10ml automatickej pipety. Po poslednom premyti bolo do skimaviek naliatych cca 5 ml
sterilnej destilovanej vody, aby semena nevyschli. Boli pripravené média o réznych
koncentraciach, vratane média bez obsahu chloridu sodného. Dany objem sterilného 5SM
zasobného roztoku chloridu sodného bol napipetovany do 120 ml teplého MS média podl'a
toho, aka bola potrebna vysledna koncentracia média (Tabulka 1). Roztoky o prislusnych
koncentréciach boli rozliate na okruhle plastové sterilné Petriho misky (priemer 90 mm) tak,
ze objem média v kazdej miske bol 20 ml. Po stuhnuti média bolo na kazdu misku pomocou
pinzety vysterilizovanej v 96% roztoku ethanolu a vyzihanej v plameni liehového kahanu
vysiatych 30 semienok. Genotypy boli vysiate na kazdi koncentraciu dokopy trikrat — jedna
miska pre kazdu svetelnu podmienku kultivacie. Po vysiati bola kazda Petriho miska
zalepena paskou znetkanej textilie (Urgopore, Softpore; Batist Medical, a.s., Ceska

republika) a na vrch Petriho misiek boli nakreslené Ciary pre orientaciu rastu.
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Tabul'ka 1 - Priprava médii o réznych koncentraciach pomocou pridania 5 mol.1"! zasobného roztoku chloridu
sodného

Pozadovana koncentracia média [mmol.1"'] 5 mol.I"! zasobny roztok chloridu sodného [ml]
80 1.9
60 1.4
50 1,2
20 0,48
10 0,24

Misky so semenami uréenymi na kultivaciu v kontinualnom modrom alebo ¢ervenom svetle
bez nocnej periody boli umiestnené do plastovych stojanov vo vertikalnej polohe
aumiestnené do automatickych kultivaénych komodr (Microclima 1000E, 39 Snijders
Scientific, Holandsko). Zdrojom modrého svetla bola trubica (Philips TLD-36 W/18-Blue,
USA) s maximalnou oziarenostou 10 umol.m™s! pri 440 nm a zdrojom &erveného svetla
bola trubica (Philips TLD-36 W/15-Red, USA) s maximalnou oziarenostou 10 pmol.m™s’!
pri 660 nm. Pre kultivaciu v tme boli koncentracné rady vSetkych genotypov oddelene
zabalené vo vertikalnej polohe do alobalu tak, aby k nim neprenikalo svetlo a kultivované v
komore s modrym svetlom.

Semena boli nasledne kultivované pri teplote 23 °C po dobu 7 dni, kedy bolo za tento
Casovy udaj pozorované kli¢enie vSetkych genotypov v rozdielnych podmienkach a hodnoty
klicivosti boli denne zaznamenavané. Zaznamenavanie kliCenia zacalo treti denl od vysiatia

semien.

3.3 Homogenizacia semien

Pre Stadium expresie génov PHOTI a PHOT2 boli semend vSetkych troch genotypov
kultivované na médiu bez pridavku chloridu sodného a na médiu s pridavkom chloridu
sodného. Pre genotyp cry2-1 bola pouzita koncentracia 50 mmol.1"! chloridu sodného, zatial
o pre genotyp cry2-ox3 bola pouzita koncentracia 20 mmol.l"! chloridu sodného. Pre
cv.MM boli pouzité obe koncentracie (50 mmol.1"! a 20 mmol.1"!). Tieto koncentracie boli
vybrané na zaklade vyhodnotenia vysledkov inhibicie kli¢enia. Expresie génov boli
Studované v spominanych podmienkach 72 hodin po vysiati semien. Semena boli pomocou
sterilnej pipety odobrané z Petriho misiek, prenesené do sterilnej hlinikovej folie a zvazené
na analytickych vahach (HR-200 EC, A&D, Japonsko). So semenami bolo manipulované
pod svetlom, v ktorom boli kultivované. Semena kultivované v tme boli zbierané pod
zelenym svetlom, kultivované v modrom svetle pod modrym svetlom a kultivované
v ¢ervenom svetle pod Cervenym svetlom. Nasledne boli odvazené semend uschované

v sterilnej hlinikovej folii dané do tekutého dusiku a boli ponechané v mraznicke pri teplote



—80 °C na 24 hodin. Nasledne boli vSetky semena zhomogenizované v trecej miske pomocou
ti¢ika a tekutého dusiku na jemny prasok tak, aby bol celkovy vytazok hmotnosti
zhomogenizovanych semien v rozmedzi 90 — 120 mg. Zhomogenizovany material bol
preneseny do 2ml sterilnych mikroskiimaviek a uskladneny v mraznicke pri —80 °C na 24
hodin.

3.4 IzolAcia, precistenie RNA a syntéza cDNA
Po uplynuti 24 hodin bola vykonana izolacia a precistenie ribonukleovej kyseliny (RNA)

podl'a protokolu (Isolate II RNA Plant Kit, Bioline, UK, kat. ¢. BIO-52077; Travnic¢kova,
2021). To, ¢i je vyizolovand RNA vhodna na d'alSie pouzitie bolo kontrolované pomocou
elektroforézy a meranim koncentracie vyizolovane] RNA na Nanodrop spektrofotometri
(Nanodrop one, Thermo Scientific, USA), ktory bol nastaveny na meranie RNA a nasledne
bola zmerana jej celkova koncentracia [ng/ul] v 1 ul vzorky. Vzorky s koncentraciou nad 80
ng/ul boli vhodné pre syntézu cDNA.

Na elektroforézu bol pouzity 1,5% agarozovy gél, ktory bol pripraveny navazenim
1,2 g agardzy (Invitrogen, USA, kat €. 15510-027) a naslednym zahriatim navazky v 80 ml
0,5x TBE pufti. Po uplnom rozohriati agar6zy v mikrovlnnej rare bolo do roztoku pridanych
5 wl fluorescenéného farbiva nukleovych kyselin GelRed 1000x riedeného s vodou
(GelRed® Nucleic Acid Stain, Merck, Nemecko). Objem 2 pl 6x Loading Dye (Thermo
Scientific, USA) bol spolu s 2 ul vzorky napipetovanych do jamiek v géli. Ako DNA ladder
bol pouzity GeneRuler 100 bp (Thermo Scientific, USA). Elektroforeticka vana (Bio-rad,
USA) bola naplnena po rysku 0,5x TBE pufrom a elektroforéza bola nastavena na 110 V na
30 minut. Vysledok bol analyzovany pomocou gélového zobrazovacieho a analytického
systému Ingenius 3 (Syngene, India) a pomocou softwaru GeneSys (Genesys, USA).

Nedegradované vzorky boli vhodné pre pouzitie na syntézu cDNA. Syntéza cDNA
bola vykonana podla protokolu (PrimeScript™ 1% ¢cDNA Synthesis Kit, Takara Bio,

Japonsko; Travnickova, 2021) a po syntéze bola skladovana v mraznicke pri teplote —20 °C.

3.5 Kvantitativna PCR
Pomocou kvantitativnej PCR (real-time PCR; qPCR) bola sledovana expresia génov PHOT1

a PHOT2. Ako housekeeping gén bol pouzity gén PP2Acs. Do troch sterilnych 1,5ml
mikroskimaviek (pre kazdy gén jedna) bol pripraveny mix z 10 mM zasobnych forward (F)
a reverse (R) primerov (Tabulka 2) pre gény PHOTI, PHOT2 (Omidvar et al., 2015) a
PP2Acs (Humplik et al., 2015) (Tabul'ka 3). Ako florescenc¢né farbivo bol pouzity SYBR
green (SensiFAST SYBR Lo-ROX Kit, Bioline, UK, kat ¢. BIO-94005). Objem bol ratany
pre 6 vzoriek v triplikatoch, negativnu kontrolu, ¢o bola v tomto pripade voda a jeden objem

navyse.



Tabulka 2 - Priprava mixov pre expresiu génov

1 vzorka 6 vzoriek v triplikatoch
[ul] + negativna kontrola [ul]

+ extra objem

SYBR green 10 200
Forward primery (PHOT], 0,8 16
PHOT2, PP2Acs)
Reverse primery (PHOT, 0,8 16
PHOT2, PP2Acs)
Voda (nuclease free) 44 88

Tabul'ka 3 — Sekvencie F a R primerov pouzitych na expresiu génov PHOT1, PHOT2 a PP2Acs pri qPCR

Gén Forward sekvencia Reverse sekvencia
PHOTI GCTGGCAAAGAGAGGGGAAT CCCGATTGCAATGCTTCTCG
PHOT?2 GAAGGTGTTAATGAGAAAGAAT CGTCCTGACTAGACTTTATA
PP2Acs CGATGTGTGATCTCCTATGGTC AAGCTGATGGGCTCTAGAAATC

Vzorky ¢cDNA, F a R primery vSetkych troch génov, voda a SYBR green boli vybrané
z mrazni¢ky a boli nechané v l'ade, dokym sa mierne neroztopili. Nasledne boli vzorky
cDNA sto¢ené na minicentrifuge (D1008 Mini-Centrifuges, Scilogex, USA) a ich
koncentracia bola zmerana na Nanodrope. Po roztopeni primerov boli taktiez stoCené na
mikrocentrifuge a bol pripraveny mix podla Tabulky 2. Nésledne boli tieto mixy opat
stoCené na minicentrifige a 16 ul z kazdého mixu bolo napipetovanych do 96-jamkovej
dosky (Bio-Rad Laboratories, USA). cDNA bola riedena na %4 a to tak, ze do 0,2ml sterilnych
mikroskimaviek bolo napipetovanych 30 pl vody a 10 pl vzorky. Do kazdej jamky bolo
napipetovanych 4 ul nariedenej cDNA podl'a schémy. (Obrazok 5). Cela praca prebiehala

na lade.
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Obrizok 5 — Schéma pipetovania 96-jamkovej dosky pre expresiu génov PHOT1, PHOT2 a PP2Acs

Po napipetovani bola doska zalepena priehl'adnou foliou, sto¢ena na centrifuge (PCR plate
spinner, VWR, USA) a danéa do termocycleru (C1000 Touch, CFX96 Real-Time System,
Bio-rad, USA). Nasledne bol zvoleny program pre gény PHOTI+PHOT?2 (Tabulka 4).

Tabul'ka 4 — Schéma real-time PCR programu pre gény PHOT1 a PHOT?2

Proces Teplota [°C] Cas [sek]
Hot Start aktivacia 95 120
Denaturacia 95 5
. 40 cyklov
Nasadanie primerov 60,5 20
Elongacia retazca 75 10

Nasledne boli vysledky vyhodnotené pomocou softwaru CFX Maestro™ Software (Bio-Rad
Laboratories, USA) a d’al§ie matematické ukony boli prevedené v Microsoft Office Excel.
Z vysledkov zo spominaného softwaru boli vybrané tie hodnoty Ct v triplikatoch, ktoré sa
nelisili viac ako 0 0,5 a nedosahovali hodnoty nad 35 alebo pod 10. Nasledne bola vyratana
relativna expresia génov pomocou matematickych operacii v Microsoft Office Excel.
Vsetky vypocty sa vztahovali k cv. MM kultivovanom v tme bez zasolenia po 72 hodinéach.

Najprv bol vyratany priemer hodnoty C; triplikatov a ich smerodajna odchylka.
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Nasledne bola vypocitana hodnota AC; vztiahnutd k cv. MM v spominanych podmienkach:
AC,

= Ctgre - Crevmmo

Cia1, nG = priemerna C; hodnota triplikatov génu PHOT1, PHOT2 (GI — gene of interest)
alebo PP2Acs (HG — housekeeping gene).

Ctcv.mmo = priemerna C; hodnota triplikatov génov PHOT1, PHOT?2 alebo PP2Acs

v genotype cv.MM kultivovanom 72 hodin v tme bez zasolenia.

Z tychto hodndt bola d’alej vyratana relativna expresia génov:

_ ACtGLHG
Reine = (1 + Egrue)

Kde Eciuc = hodnota ucinnosti primerov PHOTI, PHOT2 (GI) alebo PP2Acs (HG)
(Omidvar and Fellner, 2015)

Nasledne bol vyratany podiel relativnej expresie R génov PHOTI, PHOT2 a PP2Acs:

Rer

R =
RHG

Vysledky a porovnania relativnej expresie vSetkych skimanych genotypov v spominanych

podmienkach si d’alej analyzované v kapitole Vysledky.
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4 VYSLEDKY

4.1 Klicivost’ semien
Ako uz bolo spominané v kapitole 3, semend S. lycopersicum L. genotypov cv. MM, cry2-1

a cry2-ox2 boli kultivované v tme (D), na kontinualnom modrom svetle (BL) a na
kontinuadlnom Cervenom svetle (RL) po dobu 7 dni, pocas ktorych bolo od tretiecho dna
zaznamenavané percento kliCenia semien v MS médiu bez alebo sobsahom chloridu
sodného vybranych koncentracii (0, 10, 20, 50, 60 a 80 mmol.l'l). Po zaznamenavani klienia
v celkovo deviatich nezavislych experimentoch bola porovnand maximalna kli¢ivost
mutantov cry2-1 a cry2-ox3 s kultivarom cv. MM, v danych svetelnych podmienkach
(Obrazky 6 — 8). Ciel'om bolo zistit’, ¢i cry2 ovplyviiuje odpoved’ rastliny na zasolenie a ¢i

je vplyv zasolenia zavisly na svetle.
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Obrazok 6 — Maximalna klicivost” semien genotypov cv. MM, cry2-1 a cry2-ox3 v tme po 7 ditoch
od vysiatia. Genotypy cv. MM a cry2-ox3 boli kultivované v MS médiu bez obsahu chloridu sodného
a v koncentraciach 10, 20, 50, 60 a 80 mmol.l"", genotyp cry2-1 bol kultivovany v MS médiu bez
chloridu sodného a v koncentraciach 50, 60 a 80 mmol 1. Priemerné hodnoty kli¢ivosti a + SE boli
ziskané z celkovo 9 nezavislych experimentov.

Pri kli¢eni v D bolo mozné pozorovat, ze kli¢enie cv. MM bez obsahu soli zacinalo
na hodnote 95 % a so zvySujicou koncentraciou chloridu sodného v médiu sa kli¢ivost
znizovala. Tento trend bol pozorovany aj u oboch mutantov. Genotyp cry2-1 vykazoval

vys$siu klic¢ivost ako cv. MM, a to 100% pri kultivacii bez chloridu sodného.
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U genotypu cry2-ox3 bola kli¢ivost’ bez pritomnosti chloridu sodného nizsia ako u cv. MM
s hodnotou 91 %.

Pri najvysSej koncentracii chloridu sodného v médiu (80 mmol.I") dosiahla
maximalna klicivost cv. MM 22 %, pricom mutant cry2-1 dosahoval v tejto koncentracii az
43,5 %. U mutanta cry2-ox3 bola maximalna hodnota kli¢ivosti najniz§ia, a to 7,25 %. Vo
vysledku mal v D genotyp cry2-1 vo vSetkych koncentraciach vyssiu kli¢ivost ako cv. MM
a aj ako cry2-ox3.
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Obrazok 7 — Maximalna kli¢ivost’ semien genotypov cv. MM, cry2-1 a cry2-ox3 na BL po 7 ditoch
od vysiatia. Genotypy cv. MM a cry2-ox3 boli kultivované v MS médiu bez obsahu chloridu sodného
a v koncentraciach 10, 20, 50, 60 a 80 mmol.I", genotyp cry2-1 bol kultivovany v MS médiu bez
chloridu sodného a v koncentraciach 50, 60 a 80 mmol.1". Priemerné hodnoty kli¢ivosti a + SE boli
ziskané z celkovo 9 nezavislych experimentov.

V porovnani s D bola v podmienkach bez obsahu soli v médiu maximalna kli¢ivost v BL
znizena u vSetkych troch genotypov, kedy u cv. MM zacinala kli¢ivost’ na 71 %. Hodnota
klicivosti cv. MM je vSak niz§ia ako pri cry2-1, ktora bola 93 %. Mutant cry2-ox3 dosahoval
najniz§iu hodnotu klicivosti, a to 41 %, o je vyrazny pokles oproti D. So zvySujucou sa
koncentraciou chloridu sodného v médiu bolo opat pozorované znizovanie kli¢ivosti. Pri
kultivacii v najvyssej koncentracii (80 mmol.1"!) chloridu sodného v médiu bola maximalna

klicivost cv. MM iba 1,3 %, priCom u cry2-1 dosiahla 8,5 %.
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U mutanta cry2-0x3 bola kli¢ivost v tejto koncentracii nulova. Tak ako v D, aj pri kultivacii

v BL bola pozorovana najvyssia klicivost u genotypu cry2-1.

100

80

[oN
(e}

N
(@)

Kli¢ivost’ semien [%]

[\
(e)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
NaCl [mmol.1"]

Obrazok 8 — Maximalna kli¢ivost” semien genotypov cv. MM, cry2-1 a cry2-ox3 v RL po 7 diloch
od vysiatia. Genotypy cv. MM a cry2-ox3 boli kultivované v MS médiu bez obsahu chloridu sodného
a v koncentraciach 10, 20, 50, 60 a 80 mmol 1", genotyp cry2-1 bol kultivovany v MS médiu bez
chloridu sodného a v koncentraciach 50, 60 a 80 mmol.lI"". Priememé hodnoty kliivosti a + SE boli
ziskané z celkovo 9 nezavislych experimentov.

Pri kultivacii v kontinualnom RL bola kli¢ivost’ semien vysSia ako v BL, ale niz§ia ako v D,
kedy pri kultivacii cv. MM v médiu bez obsahu soli kli¢ivost’ zacinala na hodnote 88 %, u
cry2-1 bola opat’ vyssia ako u cv. MM, a to 98 % a u mutanta cry2-ox3 zac¢inala na hodnote
80 %. Bol zachovany trend klesania kliivosti so zvySujicou sa koncentraciou chloridu
sodného v MS médiu. Pri najvyssej skamanej koncentracii (80 mmol.l"!) bola maximalna
klicivost cv. MM 4,5 %, priCom u cry2-1 bola vyrazne vyssia a hodnota dosahuje 28,5 %.
Mutant cry2-ox3 mal v tychto podmienkach maximalnu kli¢ivost’ 1,5 %, ¢o je vysledok
bliz8i k hodnotam cv. MM. Vysledky klicenia v RL bez obsahu soli sa priblizuju kultivacii
v D, avSak pri najvysSe] koncentracii boli vysledky bliz§ie vysledkom zBL. Ako
v predoslych svetelnych podmienkach, aj v RL bola najvyssia kli¢ivost pozorovana u

genotypu cry2-1.
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Z grafov popisuyjucich maximalnu kli¢ivost v D, v kontinualnom BL a
v kontinualnom RL je viditelné, ze genotyp cry2-I s neaktivnym cry2 mal najvysSiu
maximalnu klicivost v kazdej svetelnej podmienke, zatial’ Co cry2-0x3 s preexprimovanym
cry2 mal kli¢ivost' znizenu aj v nizSich koncentraciach soli v porovnani s cv. MM.

Okrem maximalnej kli¢ivosti, ktora nie je z grafov zretelne prehladna, bola
pozorovanad aj inhibicia kli¢enia chloridom sodnym v rovnakych koncentraciach, ako
maximalna kli¢ivost. Kvoli vel'mi nizkej klicivosti pri koncentracii 50 mmol.1"! genotypu
cry2-0x3 bola inhibicia kli¢enia daného genotypu porovnana s inhibiciou kli¢enia cv. MM
pri koncentracii 20 mmol.I"! (Obrazok 9). Pre porovnanie inhibicie kli¢enia u cv. MM a
cry2-1 bola vybrana koncentracia 50 mmol.I"" chloridu sodného, nakolko pri tychto

koncentraciach je rozdiel v inhibiciach najviac viditelny (Obrazok 10).
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Obrazok 9 — Inhibicia kli¢ivosti semien genotypov cv. MM a cry2-ox3 pri koncentracii 20 mmol 1!
chloridu sodného v MS médiu po 7 diioch od vysiatia v D, BL a RL. Hodnoty inhibicie kli¢ivosti
semien boli vypocitané z priemernych hodnét maximalnej klicivosti (Obrazok 6-8).

Pri inhibicii kli¢ivosti na 7. defi od vysiatia v koncentracii 20 mmol.1"! chloridu sodného
v MS médiu dosahovala inhibicia kli¢ivosti semien cv. MM kultivovanych v D len 6%,
zatial' ¢o u cry2-ox3 to bolo az 29%. V BL je pozorovany rovnaky trend, kedy u cv. MM
bola vypocitana hodnota inhibicie kli¢ivosti 25 % a u cry2-o0x3 bola tato hodnota 46,8 %.
V RL boli vysledky v podstate totozné s tymi, ktoré boli vypocitané pre BL, kedy inhibicia
kli¢ivosti cv. MM bola 24 % a cry2-ox3 46 %.
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Inhibicia kli¢enia pri 50 mmol.I'! NaCl

100 -
mD
80 - mBL
§ ERL
<
= 60
Q
22
=
.g 40 -
S
=
K=
20 A
O .

cv. MM cry2-1

Obrizok 10 — Inhibicia kligivosti genotypov cv. MM a cry2-1 pri koncentracii 50 mmol 1" chloridu
sodného v MS médiu po 7 diioch od vysiatia v D, BL a RL. Hodnoty inhibicie kli¢ivosti semien boli
vypocitané z priemermnych hodn6t maximalnej klicivosti (Obrazok 6-8).

Pri inhibicii kli¢ivosti na 7. defi od vysiatia v koncentracii 50 mmol.I"! chloridu sodného
v MS médiu dosahovala inhibicia kli¢ivosti semien cv. MM kultivovanych v D 49,5 %,
pricom u cry2-1 len 6,7 %. V BL bola vypocitana hodnota inhibicie kli¢ivosti pre semena
cv.MM 842 %, pricom u cry2-1 bola tato hodnota opit nizsia, a to 49 %. VRL je
pozorovany rovnaky trend, kedy u cv. MM bola vypocitana hodnota inhibicie kli¢ivosti pre
semena cv. MM na 72,8 % a u cry2-1 na 34 %.

Pri porovnani inhibicie kli¢enia v dvoch roznych koncentraciach (20 mmol.I"! a 50
mmol.I"") bolo mozné pozorovat, Ze pri niziej koncentracii bola inhibicia klidenia v BL a
RL porovnatelna, ako u cv. MM, tak aj u cry2-ox3. VSeobecne bola najniz§ia inhibicia

klicenia vo vSetkych troch genotypoch a v oboch koncentraciach pozorovana v D.

4.2 Expresia génov PHOT1 a PHOT2
Pre analyzu miery relativnej expresie génov PHOT1 a PHOT?2 vo vSetkych troch genotypoch

bola pouzita metdoda qPCR. Genotyp cry2-1 bol analyzovany pri koncentraciach 0 a 50
mmol.I"! chloridu sodného v MS médiu po 72 h od vysiatia v D, BL a RL a porovnany s cv.
MM v rovnakych popisanych podmienkach. Genotyp cry2-ox3 bol analyzovany pri
koncentraciach 0 a 20 mmol 1! chloridu sodného v MS médiu 72 h od vysiatia v D, BL a RL
a porovnany s cv. MM v rovnakych popisanych podmienkach. Boli analyzované vysledky
celkovo Styroch experimentov, priCom dva experimenty boli sustredené na relativnu

expresiu PHOTI a PHOT?2 v cry2-1 a dva experimenty boli sustredené na expresiu tychto
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génov v cry2-ox3. Relativna expresia bola vztiahnuta k housekeeping génu PP2Acs a k cv.
MM kultivovanom v tme bez obsahu soli v MS médiu.

Experimenty neboli priemerované kvoli rozdielnym absolutnym hodnotam, avsak
trend vysledkov sa nemenil (Obrazok 11 — 14). Vysledky expresie génu PHOT2 vykazovali
az prili§ velku biologicku variabilitu na to, aby sa dal formulovat' zaver. Preto su tieto
vysledky uvedené v Prilohe 1.
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Obrazok 11 - Relativna expresia génu PHOT! v semenach muntanta cry2-/ porovnana s cv. MM
v zavislosti na koncentracii chloridu sodného (50 mmol.I"!) a vybranych svetelnych podmienkach D,
BL a RL (Experiment 1). Semena boli kultivované po dobu 72 h od vysiatia v MS médiu bez alebo
s obsahom chloridu sodného. Relativna expresia bola vztiahnuta k expresii housekeeping génu
PP2Acs v tme u cv.MM.

Miera relativnej expresie génu PHOTI v semenach cv. MM kultivovanych v D bez
pritomnosti chloridu sodného bola vypocitana na hodnotu 1. Z Obr. 11 je zretelné, ze
expresia génu PHOT1 sa v skimanych svetelnych podmienkach 1isi, ako u cv. MM, tak aj u
cry2-1, priCom najniz§ia expresia je v BL. Vyrazny bol taktiez rozdiel v expresii PHOTI
genotypov v D bez pritomnosti soli, kedy u mutanta cry2-1 bola expresia zvysena az o 95 %
v porovnani scv. MM. V BL nie si pozorované takmer ziadne zmeny, nakolko bez
pritomnosti soli bola expresia génu u cry2-1 zvySend len o 8 % v porovnani s cv. MM. V RL

bola taktiez vyrazne zvySend expresia génu u cry2-1 v porovnani s cv. MM, a to o 87 %.
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Co sa tyka expresie génu v podmienkach zasolenia, u cv. MM v D po pridani chloridu
sodného do MS média klesla relativna expresia génu o 35 %, v BL a v RL naopak relativna
expresia pri zasoleni stupla, a to o 18 % (BL) a o 77 % (RL). Naopak, u cry2-1 doslo
k poklesu expresie pri zasoleni vo vsetkych skimanych svetelnych podmienkach. V D klesla

expresia génu pri zasoleni o 78 %, v BL o 12 % a v RL 0 75 % (Obrazok 11).
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Obrazok 12 — Relativna expresia génu PHOT1 v semenach muntanta cry2-1 porovnana s cv. MM v
zavislosti na koncentracii chloridu sodného (50 mmol.I-1) a vybranych svetelnych podmienkach D,
BL a RL (Experiment 2). Semena boli kultivované po dobu 72 h od vysiatia v MS médiu bez alebo
s obsahom chloridu sodného. Relativna expresia bola vztiahnuta k expresii housekeeping génu
PP2Acs v tme u cv.MM.

Nakol'ko Experiment 2 (Obrazok 12) bol rovnaky ako predosly (Obrazok 11), opat bola
miera relativne] expresie génu PHOTI v semenach cv. MM kultivovanych v D bez
pritomnosti chloridu sodného vypocitana na hodnotu 1. Aj v Experimente 2 (Obrazok 12)
bol pozorovany rovnaky trend ako v Experimente 1 (Obrazok 11), kedy sa expresia lisi
v zavislosti na svetelnych podmienkach, pri¢om najnizsia je pozorovana v BL. V D bola
v nepritomnosti soli expresia PHOT trikrat vysSia u mutanta cry2-1 v porovnani s cv. MM.
V BL bez pritomnosti sa tentokrat lisila expresia v porovnani s Exp.1 o trochu viac, a to o
20 %. V RL bola opat’ v nepritomnosti soli vyssia expresia u cry2-1, ato o 72 %. Po pridani
chloridu sodného do média sa opit expresia znizovala v niektorych svetelnych

podmienkach.
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V D u cv. MM expresia pri podmienkach zasolenia klesla o 40 %,

v BL rovnako 0 40 % a v RL opét expresia génu pri zasoleni stupla, ato o 55 %. U mutanta
cry2-1 v D je opat pozorovany vyssi pokles expresie po pridani chloridu sodného, kedy
expresia klesa o 94 %. Ako aj u cv. MM, aj u cry2-1 je v tomto experimente pozorovany
vyS$si rozdiel medzi expresiami v BL bez pritomnosti a v pritomnosti chloridu sodného, kedy
expresia génu pri zasoleni klesa 0 65 %. V RL v pripade mutanta cry2-1 dochadza k znizeniu
relativnej expresie génu v pritomnosti chloridu sodného o 70 %. Obecne je mozné zhodnotit,
ze s pritomnostou chloridu sodného v médiu klesa relativna expresia génu PHOTI u
mutanta cry2-1 (Obrazok 11 a 12).
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Obrazok 13 — Relativna expresia génu PHOT' v semenach muntanta cry2-ox3 porovnana s cv. MM
v zavislosti na koncentracii chloridu sodného (20 mmol.1"") a vybranych svetelnych podmienkach D,
BL a RL (Experiment 3). Semena boli kultivované po dobu 72 h od vysiatia v MS médiu bez alebo
s obsahom chloridu sodného. Relativna expresia bola vztiahnuta k expresii housekeeping génu
PP2Acs v tme u cv.MM.
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Vysledky expresie PHOT 1 u mutanta cry2-0x3 si znazornené na Obrazkoch 13 a 14.
Opét bola miera relativnej expresie génu PHOTI v semenach cv. MM kultivovanych v D
bez pritomnosti chloridu sodného vypocitand na hodnotu 1. Ako aj v pripade cry2-1, aj
v pripade cry2-ox3 (Obrazok 13) sa relativna expresia génu PHOTI lisi v zavislosti na
svetelnych podmienkach. VSeobecne bola v porovnani s cv. MM pozorovana znizena
expresia génu PHOT u mutanta cry2-ox3. V D v nepritomnosti soli bola relativna expresia
génu u cry2-ox3 znizena o 55 %, vBL 0 86 % a vRL o 40 % v porovnani s cv. MM.
V pritomnosti zasolenia bolo u cv. MM, aj u mutanta cry2-ox3 pozorované znizenie
relativnej expresie génu v pritomnosti soli vD aj v RL. Expresia vD u cv. MM sa po
zasoleni znizila o 53 %, u cry2-0ox3 o 70 %. V RL boli pozorované menej vyrazné zmeny
expresie, nakol’ko u cv. MM bola expresia génu znizena v pritomnosti soli len o 10 %, u
cry2-ox3 sa expresia v RL v pritomnosti soli znizila o 32 %. V BL bola zvySena expresia
PHOTI v pritomnosti chloridu sodného u oboch genotypov. U cv. MM bola hodnota
relativnej expresie pri zasoleni zvySena o 36 %, zatial'Co u cry2-ox3 stipla relativna expresia

pri zasoleni o 20 %.
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Obrazok 14 — Relativna expresia génu PHOT] v semenach muntanta cry2-ox3 porovnana s cv. MM
v zavislosti na koncentracii chloridu sodného (20 mmol.1"") a vybranych svetelnych podmienkach D,
BL a RL (Experiment 4). Semena boli kultivované po dobu 72 h od vysiatia v MS médiu bez alebo
s obsahom chloridu sodného. Relativna expresia bola vztiahnuta k expresii housekeeping génu
PP2Acs v tme u cv.MM.

43



Nakol'ko su Experimenty 3 a 4 (Obrazok 13 a 14) rovnaké, opat’ bola miera relativnej
expresie génu PHOTI v semenach cv. MM kultivovanych v D bez pritomnosti chloridu
sodného vypocitana na hodnotu 1. Opat’ su pozorované zmeny relativnej expresie génu
PHOTI vo vybranych svetelnych podmienkah. Co sa tyka rozdielu relativnej expresie génu
PHOT1 bez pritomnosti chloridu sodného v MS médiu, v porovnani s cv. MM bola expresia
u semien transgenného cry2-ox3 znizena vD o 45 %, v BL o 67 % a naopak v RL bola
expresia u cry2-ox3 zvysena o 10 %. Tak ako v Exp. 3 (Obr. 13), aj v Exp.4 (Obr. 14) bol
zachovany trend klesania relativnej expresie génu v pritomnosti soli v médiu u cv. MM v D
aj vRL ato 055 % (D) a 32 % (RL). Narozdiel od predoslého experimentu, kedy expresia
génu u cv. MM v BL v pritomnosti soli stipla, v Exp.4 expresia klesla o 37 %. U mutanta
cry2-ox3 bol zachovany trend zmeny relativnej expresie génu PHOTI po zasoleni
v porovnani s Exp. 3 (Obr. 13) v BL, kedy expresia stiipla a v RL, kedy klesla. Narozdiel od
Exp.3, kde expresia v pritomnosti soli v D u cry2-ox3 klesla, v Exp. 4 (Obr. 14) mierne
stupla, ato 09 %. V BL v pritomnosti chloridu sodného expresia stupla o 13 % a v RL klesla
025 %.
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S DISKUSIA

V predoslych pracach bolo zistené, ze citlivost klicenia semien S. [lycopersicum L.
k zasoleniu a osmotickému stresu je zosilovana vplyvom modrého svetla, priCom
mechanizmus nie je znamy (Fellner and Sawhney, 2001; 2002). Bola vyslovena hypotéza,
ze modré svetlo zosiluje citlivost semien k abiotickym stresom prostrednictvom
fotoreceptorov fototropinov a kryptochromov (Fellner, nepublikované vysledky), avSak
funk¢na spolupraca tychto dvoch skupin fotoreceptorov nebola doposial’ objasnena. Ciel'om
tejto diplomovej prace bolo zistit', ¢i su fototropiny a kryptochrémy zapojené v procese
klicenia semien vystavenych zasoleniu a ¢i a ako spolu tieto dve skupiny fotoreceptorov
modrého svetla funkcne interaguju. Experimentalnym cielom bolo pomocou genetického
pristupu skamat kli¢ivost’ semien S. lycopersicum L. v podmienkach zasolenia v zavislosti
na svetelnych podmienkach. Konkrétne bolo zistované, ako svetlo vplyva na klicenie
mutantov S. lycopersicum L., cry2-1 a cry2-ox3 v porovnani s cv. MM, od ktorych boli tito
mutanti odvodeni, v podmienkach stresu vyvolanym zasolenim (vysokej salinity). Dalej
bolo potrebné zistit', ako sa za tychto podmienok meni expresia génov PHOTI a PHOT?2 a
ako mozu byt prepojené signalne drahy fotoreceptorov pre modré svetlo.

V experimentoch zaoberajucich sa kli¢ivost'ou bolo zistené Ze pri absencii stresu bola
v naSich podmienkach kli¢ivost' semien cv. MM redukovana BL asi o 25 %, kdezto v RL
bola kli¢ivost’ redukovana len o 8 % v porovnani s kli¢ivostou v tme. Tieto vysledky
potvrdzuju niektoré literarne udaje, ze BL ma negativny ucinok na kli¢ivost semien S.
lycopersicum L. (Fellner and Sawhney. 2002; Piterkova et al. 2012). U mutanta cry2-1
inhibicia klicivosti semien modrym svetlom pozorovana nebola, zatial'Co u transgénu cry2-
ox3 bola kli¢ivost’ zredukovana az o 50 %. Co sa tyka kli¢ivosti oboch mutantov v RL, tak
ako u semien cv. MM, aj v tomto pripade nedochadzalo v RL k redukcii klicivosti, kedy u
mutanta cry2-1 nedochadza k redukcii vobec a u transgénneho cry2-ox3 je redukcia
klicivosti len 10 %, o je porovnatel'ny vysledok s cv. MM. Tieto vysledky demonstruja, ze
BL redukuje kli¢ivost’ semien S. lycopersicum L. prostrednictvom fotoreceptoru cry2. Nase
vysledky sucasne ukazuja, ze RL nema vyrazny redukény ucinok na kli¢ivost’ semien, alebo
nepodsobi na kli¢ivost prostrednictvom cry2.

Po zasoleni dochadzalo k redukecii klic¢ivosti vo vSetkych svetelnych podmienkach u
vSetkych skimanych genotypov. S rasticou koncentraciou chloridu sodného v médiu
klesala klicivost', Co potvrdzuje, Ze stres u rastlin oddial'uje alebo tplne inhibuje klicenie, Co
je podrobne popisané vo viacerych publikaciach (Farooq et al., 2022). Vysledky kli¢iacich
experimentov ukazali, ze vSetky Studované genotypy mali najnizsiu kli¢ivost na modrom

svetle.
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Dalej bolo ukazané, 7e mutant cry2-1 vo vietkych svetelnych podmienkach (teda aj v tme)
vykazoval toleranciu k zasoleniu, zatial ¢o mutant cry2-ox3 bol naopak k zasoleniu
citlivejsi, a to tiez vo vsetkych skiumanych svetelnych podmienkach. Tieto vysledky
demonstruju, ze fotoreceptor cry2, a to aj neaktivovany svetlom (v pripade tmy) zvySuje
citlivost’ semien S. lycopersicum L. k zasoleniu. Kazdopadne, vysledky taktiez demon§truju,
ze u vSetkych troch genotypov, sfunkénym (cv. MM), nefunkénym (cry2-1) c¢i
preexiprovanym (cry2-ox3) cry2, BL aj RL vyrazne zvySuju citlivost’ kli¢ivosti semien
k chloridu sodnému. Tieto vysledky naznacuju, ze cry2 je zapojeny do signalnych drah
spust’ajucich sa pri vysokej salinite a negativne ovplyviiuje schopnost’ rastliny sa pred tymto
podmienkami chranit. Dalej tieto vysledky dokazuju, do zvySovania citlivosti semien
k zasoleniu na svetle su zapojené aj iné receptory nez cry2.

Vysledky expresnych experimentov ukazuju, ze relativna expresia génu PHOTI sa
meni v zavislosti na svetelnych podmienkach. Medzi experimentami boli rozdiely
v relativnej expresii génu v rovnakych podmienkach, o mohlo byt zapri¢inené biologickou
variabilitou testovanych semien. Obecne bolo zistené, Ze najvyssia relativna expresia génu
PHOTI je v tme u vSetkych skimanych genotypov, pricom u mutanta cry2-1 bola expresia
viacnasobne vyssia ako u cv. MM, u cry2-ox3 bola naopak v porovnani s cv. MM niz$ia.
Z tychto vysledkov mdézme vyvodit zaver, ze neaktivovany fotoreceptor cry2 znizuje
v semenach S. lycopersicum L. expresiu génu PHOTI. Hladina transkriptu PHOTI bola
redukovana BL aj RL podobne u cv. MM aj u oboch mutovanych genotypov.

Co sa tyka vplyvu zasolenia na expresiu génu PHOTI, u semien cv. MM dochadzalo
k zvyseniu expresie po zasoleni v RL, ale len pri koncentracii 50 mmol.I"!, pri 20 mmol.l"!
bol pozorovany opacny jav. V D stale dochadzalo po zasoleni k znizeniu expresie, kdezto
v BL sa trovne expresie od seba liSia vo vSetkych §tyroch experimentoch. U mutanta cry2-
I bola vD a RL expresia vyrazné znizend v podmienkach zasolenia, pricom v BL
dochadzalo k najmenej vyraznej zmene expresie. Co sa tyka zmeny expresie génu PHOT! u
semien transgénneho mutanta cry2-ox3 v podmienkach zasolenia, vysledky pozorované v D
salisia, av§ak v BL dochadza k zvyseniu expresie génu a v RL naopak k znizeniu. Vysledky
ukazuju, ze u mutanta cry2-1 s nefunkn¢ym fotoreceptorom cry2 dochadza vo vSetkych
svetelnych podmienkach k znizeniu expresie génu PHOTI, pri€om najmenej vyrazna zmena
je pozorovana prave v BL, Co naznacuje interakciu fotoreceptorov kryptochromov a
fototropinov. Naopak, u mutanta cry2-ox3 s preexprimovanym cry2 dochéadzalo k zvySeniu
expresie PHOTI v BL, o taktiez poukazuje na to, ze tieto fotoreceptory spolupracuju. U
oboch mutantov bola prave v BL najnizSia expresia zo vSetkych svetelnych podmienok,

zatial'¢o u cv. MM, ktory ma fukény cry2 bola najnizsia expresia v RL.
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Tento vysledok, tak ako aj vysledky kli¢ivosti poukazuju na to, ze do tejto drahy nie st
zapojené len fotoreceptory modrého svetla, ale pravdepodobne aj recepetory Cerveného
svetla.

Vysledky kli¢ivosti a expresnej analyzy ukdazali zaujimavu korelaciu medzi
citlivostou kli¢ivosti semien oboch mutantov cry2-1 a cry2-ox3 a expresnymi profilmi
PHOTI v pritomnosti soli. Semena mutanta cry2-1 s nefukénym cry2 vykazovali vyraznu
toleranciu voci zasoleniu vo vsetkych Studovanych svetelnych podminekach a zarovei bola
expresia génu PHOTI v semenach mutanta cry2-1 zna¢ne redukovanéa vplyvom zasolenia.
To moze viest k Spekulécii, ze tolerancia semien voci zasoleniu je tym vicSia, ¢im je
silnejSia inhibicia expresie PHOTI vplyvom zasolenia. Alebo, ¢im viac je expresia génu
PHOTI inhibovana vplyvom chloridu sodného, tym viac budil semena tolerantnejsie voci
zasoleniu. Vysledky experimentov s overexpressorom cry2, mutantom cry2-ox3 by tuto
teoriu mohli podporit. Inhibicia expresie PHOTI v semenach cry2-ox3 bola vplyvom
zasolenia vyrazne niz§ia nez v cry2-1. Semena cry2-ox3 sucasne vykazuju vysoku citlivost
voci zasoleniu. Vysledky teda potvrdzuju hypotézu, ze v citlivosti semien S. lycopersicum L.
su nejakym sposobom zapojené fotoreceptory kryptochromy a fototropiny.

V sucasnosti nebolo publikovanych mnoho prac, ktoré by boli sustredené iba na
klicivost §tudovanych muntantov v tejto praci. Boli pozorované celkové vlastnosti mutantov
cry2-1 acry2-0x3 S. lycopersicum L. v rovnakych svetelnych podmienkach ako v tejto praci,
avSak neboli sledované odpovede mutantov na salinitu (Fantini et al., 2019; Giliberto et al.,
2005). Existuje mnoho vyskumov, ktoré sa venuju fotoreceptorom u A. thaliana, avSak
momentalne nie je dostupna ziadna literatura, s ktorou je mozné porovnovat danu cast
vysledkov tejto diplomovej praci.

Ako uz bolo spominané, cry2-1 je tolerantnej§i voci zasoleniu a vykazuje vyssiu
klicivost v BL v porovnani s cv. MM a naopak, cry2-0x3 je voci zasoleniu viac citlivy a
v BL jeho kli¢ivost klesa. Najvys§ia maximalna kli¢ivost bola stale pozorovana v tme, ¢o
dokazuje aktivitu COP/SPA1 komplexu a jeho kl'i€ovu rolu pri kliceni rastlin v tme (Peng
et al., 2022). U rastlin Arabidposis bolo zistené, ze BL prostrednictvom psSeni¢nych
kryptochrémov cryl a cry2 znizuje toleranciu klicenia k zasoleniu (Xu et al., 2009). Podobne
bolo zistené, ze u Arabidposis overexprimujuce cryl z rastliny Ciroku (Sorghum bicolor)
ukazuju zvySenu citlivost’ klicenia semien k zasoleniu (Zhou et al., 2018). U ja¢menia bola
pozorovana uplna inhibicia kli¢enia v BL skrz cryl receptor, u S. lycopersicum L. inhibicia
modrym svetlom nebola pozorovana (Barrero et al., 2014; Izzo et al., 2020). Toto tvrdenie
sa potvrdilo aj v tejto praci, nakolko je kli¢enie v BL len zniZené a nie inhibované. Dalej

literarne zdroje uvadzaju, ze cry2 je fotolabilny, zatial’ o cry1 je fotostabilny.
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Degradacia cry2 je vyvolana BL s vysokou intenzitou, ale dochadza k nej aj v RL a je
vykonana prostrednictvom COP1. Dévodom pre degradaciu fotoaktivovaného receptoru je
pravdepodobne regulacia aktivity cry na svetle a zarovein znecitlivenie fotoreceptoru v tme
(Mishra and Khurana, 2017; Ponnu and Hoecker, 2021). Znecitlivenie ale neznamena
inaktivacia, ¢o suhlasi s vysledkami. Vysledky d’alej ukazuju, ze cry2 hra kl'aovu rolu v
tolerancii voci salinite, avSak podrobné molekularne mechanizmy zatial’ nie su zname.

Po analyze vysledkov je mozné navrhnut molekularne mechanizmy alebo signalne
drahy, pri ktorych je pravdepodobné, ze sa v rastline odohravaju na zaklade doposial
zistenych skutoCnosti obsiahnutych v dostupnej literature. Fotoroceptory cry sa nachadzaju
v jadre, kde po fotoexcitacii modrym svetlom ovplyviiuji rézne transkripéné faktory,
ktorych funkcia je nevyhnuta pre spravny vyvoj. V jadre sa tiez nachadzaju inhibitory
modrého svetla (BIC), ktoré su schopné inhibovat’ funkciu cry tak, ze nahromadenie proteinu
HYS, ¢o je spdsobené potlacanim aktivity E3 ubikvitin ligasy COP1/SPA komplexu, spusta
ich transkripciu a BIC nasledne inhibuju homodimerizaciu cry2-cry2 (Wang and Lin, 2020;
Wang et al., 2023). Bolo zistené, ze tento proces je vyvolany modrym svetlom u A. thaliana
a O. sativa, co moze naznacovat rovnaku skutocnost’ u S. lycopersicum L. TaktieZ bolo u A.
thaliana zistené, ze expresia BIC2 je zvySena pri posobeni ABA, ktora inhibuje klicenie pri
stresovych podmienkach. Tieto skutoCnosti dokazuju, ze pri strese, ktory pdsobi na rastlinu,
st zvySené hladiny ABA a zaroveil je zvySena expresia BIC2, ¢o potlaca fyziologické
funkcie cry, ako je rast a metabolizmus zavisly na svetle (Wang et al., 2023). Je mozné, ze
prave tento mechanizmus u S. lycopersicum L. je dovod, preCo je pozorovana najniz§ia
maximalna kli¢ivost na modrom svetle u vSetkych skimanych genotypov. U cry2-1 je
pozorovana vyssia klicivost v BL, pretoze BIC2 sa nema na o viazat, naopak u cry2-ox3
je cry2 preexprimovany, ¢o vedie k vysSej expresii BIC2 a zaroven k potencidlne vyS§sim
hladinam ABA, ktora klienie inhibuje. A zaroven, ako uz bolo spominané, cry2 je
fotolabilny prave na modrom svetle.

Co sa tyka suvislosti expresie PHOT] s cry2, literatura tykajuca sa tejto problematiky
je obmedzena. Je zname, Ze phot si membranové receptory, zatial' o cry sa nachadzaju
v jadre, avSak, oba fotoreceptory sa podielaju na spravnom vyvoji rastliny. Bolo zistené, ze
cry mbézu byt ovplyviiované inymi fotoreceptormi alebo proteinmi, ako napriklad uz
spominanymi BIC. Avsak, expresia BIC nie je zavisla len na modrom svetle a HYS5, ale aj
na fytochrbmoch a post-translaéne je ich expresia kontrolovana fotoreceptormi, ktoré
obsahuju LOV/F — box domény (Wang and Lin, 2020). Fotoreceptory cry fyzicky interaguju
s LOV doménami fotoreceptorov modrého svetla Zeitlupe (Liu et al., 2013). Prave phot

obsahuju LOV domény, avSak neobsahuju F-box (Kimura and Kagawa, 2006).
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Kazdopadne tato skutocnost’ naznacuje, ze ak su cry schopné interagovat’ s LOV doménami
iného receptoru, je mozné, ze dokazu interagovat s LOV doménami phot a tak ovplyvilovat
ich expresiu. Rozdiel expresie PHOTI je najvacsi u cry2-1 v tme a v Cervenom svetle, ¢o
moze byt sposobené komplexom COP1/SPA. U A. thaliana pOsobenie ABA spusta
nahromadenie COP1 v tme, ¢o zvySuje jeho aktivitu v ABA signalizacii (Peng et al., 2022).
K jej nahromadeniu dochadza pocas stresovych podmienok a je dost mozné, ze COP1/SPA
komplex taktiez interaguje s PHOTI, alebo na tento gén posobia ABA signalne drahy. Na
svetle je aktivita tohto komplexu potlacana, preto vinych svetelnych podmienkach
pozorujeme mensie zmeny.

Vo vysledku existuje mnoho faktorov, ktoré vplyvaja na toleranciu voci zasoleniu a
osmotickému stresu u rastliny. Na zaklade vysledkov bola zistend suvislost medzi
zasolenim, cry2 a PHOT1, avsak su potrebné d’alsSie vyskumy, ktoré by pomohli objasnit
molekularne mechanizmy tejto interakcie, nakolko v modrom svetle je pozorovana

minimalna zmena expresie génu PHOT] .
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6 ZAVER

Tato diplomova praca bola sustredena na §tadium mutantov S. lycopersicum L. cry2-1, ktory
ma nefunkény fotoreceptor cry2 a cry2-ox3, ktory ma cry2 preexprimovany, ich kli¢ivost' a
relativiu expresiu génov PHOTI a PHOT2 metddou qPCR v porovnani s kontrolnym
genotypom cv. MM. Bola skimana kli¢ivost mutantov pri strese vyvolanom zasolenim
v MS médiu s obsahom réznej koncentracie chloridu sodného (0, 10, 20, 50, 60 a 80 mmol.l°
1 v troch sveletnych podmienkach — D, kontinudlnom BL a kontinualnom RL po dobu
siedmich dni. Cielom bolo zistit, ako svetlo ovplyviiuje kliCenie semien u mutantov
v porovnani s cv. MM. Bolo zistené, ze najvyssiu kli¢ivost vo vSetkych svetelnych aj
stresovych podmienkach mal mutant cry2-1, naopak, cry2-ox3 mal kli¢ivost znizenu a bol
viac citlivy k zasoleniu. To je dévod, preCo bol mutant cry2-ox3 kultivovany v podmienkach
10 a 20 mmol.lI"! chloridu sodného v MS médiu, zatial' ¢o testované koncentracie u cry2-1
za¢inali na koncentracii 50 mmol.I! chloridu sodného v MS médiu. Vysledky diplomovej
prace vedu k zaveru, ze fotoreceptor cry2 zvySuje citlivost’ semien S. lycopersicum L.
k zasoleniu a potvrdzuju tak spojitost’ fotoreceptoru cry2 s drahami zasolenia, a to nielen v
BL. Vysledky taktiez vedu k zaveru, Ze do zvySovania citlivosti semien k zasoleniu na svetle
su zapojené aj in€ fotoreceptory nez cry?2.

Sktimanie relativnej expresie génov PHOTI a PHOT2 vziahnutej k housekeeping
génu PP2Acs metddou qPCR bolo sustredené na najdenie interakcii medzi fotoreceptormi
modrého svetla cry2 a phot a ich spojitosti so stresom vyvolaym zasolenim. Relativna
expresia u mutanta cry2-1 bola skimana v koncentraciach 0 a 50 mmol.lI"! chloridu sodného
v MS médiu 72 hodin od vysiatia v D, BL. a RL a nasledne bola porovnana s relativnou
expresiou u cv. MM v rovnakych podmienkach. U mutanta cry2-ox3 experimenty prebiehali
rovnako, ale koncentracie boli zmenené na 0 a 20 mmol.I"! a nasledne porovnané s cv. MM
v rovnakych podmienkach. Bolo zistené, ze ¢im viac je rastlina tolerantnejsia voci zasoleniu,
ako je cry2-1, tym viac sa znizi expresia PHOT I pri zasoleni v D a RL. Naopak, pri zvySenej
citlivosti k zasoleniu, ako vykazovali semena cry2-ox3, bola expresia génu PHOTI na
modrom svetle v pritomnosti soli mierne zvySena. Z relativne] expresie PHOT2 nebolo
mozné vytvorit ucelené vysledky, nakol’ko sa expresie v experimentoch lisili, kvoli vysoke;j
biologicke;j variabilite.

Vo vysledku bola zistend stuvislost medzi cry2 a expresiou PHOTI a stresom
vyvolanym zasolenim. Tieto vysledky naznacuju isté signalne drahy, av§ak, je este potrebné
preskumat’ niekol'ko molekularnych signalnych drah a mechanizmov predtym, nez bude
mozné navrhut' celt signalnu drahu spajajucu cry, phot a stres vyvolany zasolenim

v klic¢iacich semenach S. lycopersicum L.
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Prilohy
Priloha 1: Relativna expresia génu PHOT2 v mutantoch cry2-1 a cry2-ox3 porovnana

s cv.MM

Rovnako ako pri sledovani relativnej expresie génu PHOT, relativna expresia génu PHOT2
bola vztiahnuta k housekeeping génu PP2Acs a k cv. MM kultivovanom v tme bez obsahu
chlorid sodného v MS médiu po 72 hodinach od vysiatia. Relativna expresia bola v pripade
mutanta cry2-1 analyzovana v koncentraciach 0 a 50 mmol.lI"! chloridu sodného v MS médiu
po 72 h od vysiatia vD, BL a RL a porovnany s cv. MM v rovnakych popisanych
podmienkach. Genotyp cry2-ox3 bol analyzovany pri koncentraciach 0 a 20 mmol.1"!
chloridu sodného v MS médiu 72 h od vysiatia v D, BL a RL a porovnany s cv. MM
v rovnakych popisanych podmienkach. Boli analyzované vysledky celkovo Styroch
experimentov, pricom dva experimenty boli sustredené na relativnu expresiu PHOTI a
PHOT2 v cry2-1 a dva experimenty boli sustredené na expresiu tychto génov v cry2-ox3
(Obrazok 18 — 21). Vysledky experimentov neboli priemerované, nakolko vysledky
relativnej expresie sa liSili a zaroveii nebolo mozné z tychto vysledkov ur€it relativnu
expresiu génu PHOT2, nakolko F a R primer pre tento gén vykazuju vel'ka biologicku

variabilitu, o sa potvrdilo aj v inych experimentoch (Fellner, nepublikované vysledky).
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Obrazok 18 — Relativna expresia génu PHOT?2 v semenach muntanta cry2-/ porovnana s cv. MM
v zavislosti na koncentracii chloridu sodného (50 mmol.I"") a vybranych svetelnych podmienkach
D, BL a RL (Experiment 5). Semena boli kultivovan¢ po dobu 72 h od vysiatia v MS médiu bez
alebo s obsahom chloridu sodného. Relativna expresia bola vztiahnuta k expresii housekeeping
génu PP2Acs v tme u cv. MM.
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Obrazok 19 — Relativna expresia génu PHOT2 v semenach muntanta cry2-1 porovnana s cv. MM v
zavislosti na koncentracii chloridu sodného (50 mmol. 1) a vybranych svetelnych podmienkach D,
BL a RL (Experiment 6). Semena boli kultivované po dobu 72 h od vysiatia v MS médiu bez alebo
s obsahom chloridu sodného. Relativna expresia bola vztiahnuta k expresii housekeeping génu
PP2Acs v tme u cv. MM.
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Obrazok 20 — Relativna expresia génu PHOT2 v semenach muntanta cry2-ox3 porovnana s cv.
MM v zavislosti na koncentracii chloridu sodného (20 mmol.l!) a vybranych svetelnych
podmienkach D, BL a RL (Experiment 7). Semena boli kultivované po dobu 72 h od vysiatia v
MS médiu bez alebo s obsahom chloridu sodné¢ho. Relativna expresia bola vztiahnuta k expresii
housekeeping génu PP2Acs v tme u cv. MM.
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Obrazok 21 — Relativna expresia génu PHOT2 v semenach muntanta cry2-ox3 porovnana s cv. MM
v zavislosti na koncentracii chloridu sodného (20 mmol.l1"") a vybranych svetelnych podmienkach D,
BL a RL (Experiment 8). Semena boli kultivované po dobu 72 h od vysiatia v MS médiu bez alebo
s obsahom chloridu sodného. Relativna expresia bola vztiahnuta k expresii housekeeping génu
PP2Acs v tme u cv. MM.
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