UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator ristovych regulatoru

Regulace exprese geni PHOT1 a PHOT2

v semenech rajcete vlivem svétla a abiotickych

strest

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Bc. Katefina JaroSova
Studijni program: B1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Kristyna Schenkova

Termin odevzdani préce: 2019



BIBLIOGRAFICKA IDENTIFIKACE

Jméno a pfijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Kli¢ova slova

Pocet stran

Jazyk

Bc. Katefina JaroSova

Regulace exprese geni PHOT1 a PHOT2 v semenech

rajcete vlivem svétla a abiotickych strest
Diplomova

Laboratof rastovych regulatori

Prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.

2019

Predkladana diplomova prace se veénuje pochopeni
mechanismi  interakce  signalnich  fototropinovych
a stresovych drah probihajicich v modelové rostling
Solanum lycopersicum L. Teoreticka cast byla vénovana
aktualni problematice abiotického stresu a svételnych
signalnich drah modelovych rostlin. Experimentalni ¢ast
zahrnuje analyzu exprese vybranych kandidatnich genii
PHOT1 a PHOT2 vsemenech rajcete jedlého
a mutantniho genotypu 7B-1, vyznacujiciho se zvySenou
toleranci k abiotickym stresim na modrém svétle.
Ke sledovani exprese byla pouzita metoda kvantitativni
PCR. Vysledky provadénych experimentt vedly k zavéru,
ze modré svétlo a funkéni produkt 7B-1 miize zvySovat
toleranci semen rajéete k zasoleni prostiednictvim

fotoreceptoru PHOT1 a PHOT?2.

Solanum lycopersicum L., 7B-1, fototropiny, abioticky
stres, PHOT1, PHOT?2

55

Cesky (anglicky)



BIBLIOGRAPHICAL IDENTIFICATION

Author’s first name

surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages

and Bc. Katefina JaroSova

Expression of PHOT1 and PHOT2 genes in tomato
seeds as a function of light and abiotic stress

Diploma

Laboratory of Growth Regulators
Prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.
2019

This diploma thesis deals with the understanding
of the mechanisms of cross-talk between phototropin
and stress signalling pathways in the model plant
Solanum lycopersicum L. The theoretical part was
devoted to current problems of abiotic stress and light
signalling  pathways in the model plants.
The experimental part includes the analysis of the
expression of selected candidate genes PHOT1
and PHOT?2 in tomato seeds of the edible and mutant
genotype 7B-1, characterized by enhanced tolerance to
abiotic stress in blue light. Quantitative PCR was used
to monitor the gene expression. The results of
the conducted experiments led to the conclusion that
the blue light and the functional product 7B-1 increase
the tolerance of tomato seeds to salinization through
the photoreceptor PHOT1 and PHOT?2.

Solanum lycopersicum L., 7B-1, phototropins, abiotic
stress, PHOT1, PHOT2

55



Language Czech (English)



,»Prohlasuji, Ze jsem piedloZenou diplomovou préaci vypracovala samostatné za

pouziti citované literatury.*

V Olomouci dne .....



Podékovani

Na tomto misté bych chtéla pod€kovat svému vedoucimu Prof. RNDr. Martinu Fellnerovi,
Ph.D.za umoznéni vypracovani diplomové prace pod jeho vedenim, za cenné rady
a pfipominky. Rovnéz bych chtéla podékovat Mgr. Kristyné¢ Schenkové za pomoc pii praci

Vv laboratofi, pfi vyhodnocovani vysledki a za veskeré rady, které mi poskytla.



OBSAH

SEZNAM ZIKRATEK ...t 9
L1 UVOD A CILE PRACE ......ooooiiiiiiiiiice st 10
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ......ccoooiimiiiiiiiininnienninenne, 11
2.1 Modelovy organismus Solanum lyCopersicum L. ........ccccceviienniiiieniieeineenn 11

2.2 MULANT 7B=1 .. 12

2.3 KHCENT SCIMET ..teiiieiiiiiie ettt et e ettt e e e ettt e e e b e e e s anbbeeaeans 13

2.4 Reakce 1oStlin Na SVELI0 ...eeeiiiiiiiiiiiiiii et 14

2.4. 1 FYLOCIOMY ..ottt 16

2.4.2 KryPLtOCHIOMY ....ooiiiiiiiiiiie s 17

2.4.3 FOLOIIOPINY .veeiiiiiiiiieeiee ettt 18

2.4.4 Fotoreceptory Zeitlupe ........coovvveiiire i 19

2.5 Reakce 1ostlin na zasoleni ...........occcviiiiiiiiiiiiii e 21

2.5.1 SOS signalni draha .........cccevviiiiiiiii 21

2.5.2 1ontova hOMEOSEAZA ....ccoiviiiiieiiiiieie e 22
2.5.3VaKUOIa ..o 23

3 EXPERIMENTALNI CAST ......oooiiiiiiiiiiiinticenee s 24
3.1 RoStHNNY MAterial .........eoviiiiiiiiiiiiii e 24

3.2 PHIprava MS mMEdIa .......coooviiiiiiiiiiiiic it 24

3.3 Studium KHEeNT SEMEN ......coiiiiiiiiiiiiiie e 24

3.4 Hodnoceni KIHCeNT SEMEN ..........ceeiiiiiiiieiiiiiiie e 25

3.5 Studium exprese genit PHOT1 8@ PHOTZ .....ccooiiiiiiiiieece e 25

3.5.1 Sklizeni semen a homogenizace VZOrkll ..........cccceevviiiveiiiiiiiieniinn. 26

3.5.2 Izolace celkove RNA ... 26

3.5.3 Precisténi izolované celkové RNA .......ccccooiiiiiiiiiiiice 28

3.5.4 Syntéza CDNA ...ooiiiiiiie s 29



3.5.5 PCR nasyntetizované CDNA .........ccoceiiiiiiiiie e 31

3.5.6 Optimalizace Primerll ..........cceeerviieiiiieiiie e 32

3.5.7 Real-time PCR ......cciiiiiiieiicee e 33

A VYSLEDKY ..ottt 34
4.1 Studium KHEENT SEMEN ....vvviiiiiiiiiieiiiiie ettt 34

4.2 Studium exprese genit PHOT1 @ PHOTZ2 ......ccooiiiiiiiiee e 36

4.2.1 Exprese gen PHOT1 a PHOT2 v semenech kli¢icich na zakladnim MS

4.2.2 Exprese geni PHOT1 a PHOT2 vsemenech kli¢icich na médiu
S pridavkem NaCl .......oooiiiiiii e 42

4.2.3 Exprese gent PHOT1 a PHOT2 v semenech kli¢icich na zakladnim MS

médiu — sledovani vlivu doby inkubace ...........ccccooeiiiiiiii 44
SDISKUZE ... 49
B ZAVER .......iiiiiiiiiiiieece e 52
TZDROUJE ..o 53
8 INTERNETOVE ZDROUJE ..........cc.coeviiiiiiieiieieeeieeeseeeeseeeesesesee e 57



SEZNAM ZKRATEK

uv Ultrafialové zareni

UV-A Ultrafialové zafeni A

COP1 Constitutive photomorfogenesis 1
PHYA Fytochrom A

PHYB Fytochrom B

PHYE Fytochrom E

PHYF Fytochrom F

CRY1 Kryptochrom 1

CRY2 Kryptochrom 2

CRY3 Kryptochrom 3

FAD Flavinadenindinukleotid
MTHF Methenyltetraydrofolat

MS Murashige and Skoog medium
SOS Salt Overly Sensitive

ATP Adenosintrifosfat

WT Wild-type

DARK Tma

BL Blue light = modré svétlo

RL Red light = Cervené svétlo
PCR Polymerazova fetézova reakce



1 UVOD A CILE PRACE

PiedloZena diplomova prace se zabyva modelovym organismem Solanum lycopersicum L.
a od n¢j odvozenym mutantem 7B-1, ktery se vyznacuje samci sterilitou zavislou na period¢
dlouhého dne (Sawhney, 1997). Funkce mutovaného genu 7B-1 neni zcela znama, avsak se
predpoklada, Zze se jednd o mutaci v signalizaci modrého svétla, diky ¢emuz dochazi
Kk ovliviiovani procest zprostiedkovavanych fototropinovymi drahami. Piedpoklada se, Ze

tato mutace zasahuje signalni drahu modrého svétla (Fellner et Sawhney, 2002).

Obecnym cilem diplomové prace bylo zjistit, zda zasoleni jako abioticky stres je
schopno ménit signdlni drahy modrého svétla zprostfedkované fototropiny. Samotnym
experimentalnim cilem pak bylo zjistit zavislost exprese geni PHOT1 a PHOT2

na svételnych podminkéch a zasoleni.

Pro pochopeni fyziologickych funkei modelového organismu byly provedeny kli¢ici
experimenty probihajicich ve tm¢, na modrém a Cerveném svétle. Semena klicila na MS
médiu s ptitomnosti NaCl — 50 mmol/l, 75 mmol/l, 200 mmol/l a bez ptitomnosti NaCl. Pro
studium zavislosti exprese genit PHOT1 a PHOT2 byla pouzita metoda kvantitativni PCR.
Semena klic¢ila po dobu 24 h, 48 h, 72 h a 96 h ve tm¢ a na modrém svétle na zakladnim MS
médiu. Pro zjiSténi tolerance k zasoleni kli¢ila semena na médiu s NaCl — 50 mmol/I,

75 mmol/l po dobu 72 hodin ve tmé a na modrém svétle.

Diplomova prace byla vypracovana ve Skupiné molekularni fyziologie, ktera je
soudasti Laboratofe riistovych regulatorti Univerzity Palackého a Ustavu experimentalni

botaniky AVCR.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Modelovy organismus Solanum lycopersicum L.

Rostlina Solanum lycopersicum, neboli lilek rajce, patii do ¢eledi lilkovitych — Solanaceae.
Rodina Solanaceae zahrnuje pies 3000 druht, mezi které se fadi trvalé stromy i jednoleté
rostliny nachdzejici se na suchozemskych stanovistich, poustich i destnych pralesech
(Hanssen et Lapidot, 2012). Rostlina lilek raj¢e je ptivodem z Jizni Ameriky a k nam
do Evropy se dostala v 16. stoleti nejprve jako okrasna rostlina, pozdéji jako potravina. Jedna
se 0 jednoletou bylinu vysokou 40-50 cm s velmi bohatou lodyhou. Kvétenstvi je vijan

obsahujici az 20 oboupohlavnych kvétl, plodem je bobule (Slavik, 2005).

Obr. 1: Solanum lycopersicum (L.), pfevzato z: http://www.blanokridlivpraze.cz/rostliny/detail/?rosld=208,
3.10. 2018

Model rajéete a jeho divoké typy byly pouzivany pro molekularni a bunéénou
genetiku ve 20. stoleti kvilli své snadné kultivaci a morfologické rozmanitosti (Gebhardt,
2016). S pomoci novych sekvenacnich technologii bylo dokonéeno sekvenovani celého
genomu rajéete v roce 2012 a bylo zjisténo, ze genom rajcete je piiblizné¢ 900 Mb velky
(Sato et al., 2013).
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2.2 Mutant 7B-1

Mutant 7B-1 je odvozeny od kultivaru rajéete jedlého Solanum lycopersicum cv. Rutgers.
Tato mutace je recesivni a vznikla spontanné¢ v jednom genu (Sawhney, 1997). Mutant
se vyznacuje samci sterilitou zavislou na fotoperiodé¢ dlouhého dne (16 hodin svétlo a 8
hodin tma) a v tomto ptipadé produkuji sterilni rostliny ty¢inky, které se skryvaji a produkuji
vétSinou nezivotaschopny pyl. Naopak za kratkého dne jsou semena mutanta fertilni,
vytvaieji normalni ty€inky s Zivotaschopnym pylem. Rostliny péstované za kratkého dne

mohou byt pouzity jako samici populace pro produkci hybridnich semen (Sawhney, 1997).

Semena samciho sterilntho mutanta vykazuji rezistenci k abiotickym a biotickym
stresim — K vysokym hodnotam zasoleni riznorodymi solemi, jako jsou NaCl, Na,SO4, KClI,
K2SO4, viici osmotickému stresu a k nizkym teplotam. Jak tdaje naznacuji, tato rezistence
souvisi s vysokymi hodnotami kyseliny abscisové nachdzejici se Vv mladych rostlinach
mutanta (Fellner et Sawhney, 2001). V ptipadé standardniho genotypu byla pii aplikaci
manitolu, polyethylenglykolu nebo NaCl pozorovana inhibice kliceni. Mutant 7B-1
vykazuje vyss$i kliCivost pod osmotickym stresem, zvIast pokud byly rostliny péstovany

na modrém svétle (Fellner et Sawhney, 2002).

Reakce mutanta 7B-1 a standardniho genotypu ke svétlu jsou velice odlisné. Dochazi
Kk procesu tzv. de-etiolizace, coz je proces, pii kterém rostlina, vyvijejici se ve tmé&, méni
vlivem svétla svou formu (fotomorfogeneze) (Fellner et al., 2001). Pti fotomorfogenezi
dochazi ke sniZzeni rychlosti prodluZzovani rostliny. V ptipadé¢ tmy neni vyrazny rozdil
Vv prodluzovani hypokotylu obou genotypti, avSak na modrém svétle dochazi k vyraznéjSimu

prodluzovani hypokotyld u mutanta 7B-1 (Bergougnoux et al., 2012).

Z vyzkuml vyplyva, Ze mutace genu 7B-1 souvisi se signalizaci modrého svétla.
Tato mutace ovliviiuje procesy, které jsou zprostiedkovany fototropinovymi signdlnimi
drahami, napf. pohyb chloroplasti, otevirani praduchi, prodluzovani hypokotylu vyvolané
modrym svétlem (Fellner et Sawhney, 2002; Jezilova et al., 2012; Hlavinka et al., 2013).

V roce 2017 byla vydana publikace ohledné charakterizace genetické podstaty
mutace 7B-1. Byl vybran kandidatni gen SIGLOZ2, ktery by mohl souviset s mutaci 7B-1.
Tento gen patii do skupiny genii MADS-box tiidy B, které jsou zapojeny ve vyvoji ty¢inek
(Pucci et al., 2017).
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2.3 Kliéeni semen

Semena tvofi zékladni svétovy zdroj potravin, a proto jsou hojné vyuzivana ve vyzkumu
k pochopeni fyziologickych reakei rostlin. Hlavni funkci semen je tvorba nové generace

(Bewley, 1997).

Kliceni semen je pocateCnim vyvojem zivotniho cyklu kazdé rostliny Zahrnuje
udalosti, které =zacéinaji nasdvanim vody suchym semenem, prasknutim osemeni
a konciprodlouZzenim zarodecné osy embrya (Bewley, 1997). Prvotnim krokem je
tzv. embryondlni vyvoj (embryogeneze), ktery je zahdjen dvojim oplozenim a konci
kumulaci makromolekularnich latek v déloznich listcich. V této fazi je zaroven zastaven
bunéény cyklus v embryu. Semena jsou v tomto stadiu dormantni a odolné vii¢i vysychani
(McCarty et al., 1991). Po nasledném prolomeni dormance dochazi k samotnému kli¢enti,

které za¢ina ptijmem vody a kon¢i prinikem kotinka strukturou embrya (Bewley, 1997).

Kli¢eni je ovliviitovano endogennimi a exogennimi podnéty. Mezi endogenni podnéty
patii hlavné vliv fytohormonii — kyseliny abscisové a giberelinti. Funkci kyseliny abscisové
je udrzovani semen ve stadiu dormance (Yasuda et al., 2008), oproti tomu gibereliny

zpusobuji pfechod dormantniho semene ke kli¢icimu (Fath et al., 2001).

Nejvyznamnéj$im exogennim podnétem na kli¢eni je svétlo, které slouzi jako stimul.
Semena se Vv zavislosti na svétle déli na fotoblastické a nefotoblastickd. Mezi nefotoblastické
rostliny patfi Solanum lycopersicum L. Tyto rostliny se vyznacuji schopnosti kliceni
i ve tm¢, diky fytochromiim nachazejici se v semenech. Mezi fotoblastické rostliny se fadi

napt. Arabidopsis thaliana (Sawada et al., 2008).
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2.4 Reakce rostlin na svétlo

Slune¢ni svétlo neslouzi pouze jako zdroj energie pro fotosyntézu, ale i jako signal, ktery
reguluje rizné procesy v rostlinach, od kliceni semen po dozravani plodi a senescenci.
Pokud probihd rtst rostliny ve tmé, oznacujeme tento proces jako skotomorfogeneze
a rostliny jako etiolované. Rostliny jsou bledé a maji neobvykle dlouhy vzrlst
(Taiz et Zeiger, 2015). Jakmile dojde k proniknuti rostliny na povrch pudy zac¢ne pusobit
svétlo jako signal, kdy dochazi krychlému vyvoji chloroplasti, zvétSovani listt
a zpomalovani prodluzovani hypokotylu. Tento proces se nazyva fotomorfogeneze.
Receptorové molekuly, které rostliny vyuzivaji K detekci sluneéniho zafeni, se nazyvaji
fotoreceptory a stejné jako receptory pro hormony reaguji fotoreceptory na signal inicia¢ni

reakci, ktera konci vyvolanim fosforyla¢ni kaskady (Montgomery et al., 2002).

Oblastmi vinového spektra s nejvyznamnéj$im vlivem na vyvoj rostlin jsou oblast
modrého svétla (400-500 nm), oblast ¢erveného svétla (650-680 nm) a oblast dlouhovinného

¢erveného svétla (710-740 nm) (Russell et al., 2012).

Fotoreceptory absorbuji fotony dané vinové délky a pouzivaji energii jako signal
K iniciaci sv€telné reakce. VSechny znamé fotoreceptory se skladaji z proteinové skupiny

a prostetické skupiny absorbujici svétlo (Sullivan et al., 2003).
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Obr. 2: Fotoreceptory rostlin. Tti tfidy fotoreceptorti byly charakterizovany z rostlin na molekularni
urovni. Fytochromy vnimaji cervené, dlouhovinné Cervené svétlo mezi 600 a 750 nm a modré svétlo.
Kryptochromy vnimaji modré a UVA svétlo (320-500 nm). Fototropiny také vnimaji modré a UVA
svétlo (320-500 nm) (Montgomery et al., 2002).



2.4.1 Fytochromy

Fytochromy byly jako prvni fotoreceptory identifikovany v kvetoucich rostlinach
zodpovédné za fotomorfogenezi v reakci na Cervené a dlouhovinné cervené svétlo. Tyto
fotoreceptory byly zkoumany na zéklad¢ zodpovédnosti za reverzibilni kontrolu kratkodobé
kli¢icich rostlin ptes noc. Tato studie vedla k identifikaci odpovédného fotoreceptoru
fytochromu (Borthwick et al., 1952)

Fytochrom sestavda  z apoproteinu  kovalentné¢ pfipojeného  k linedrnimu
tetrapyrolovému chromoforu. Chromofor detekuje barvu, intenzitu, smér a periodicitu
svételného zateni. V rostlinach rostoucich ve tmé se tvoti fytochrom v podobé Pr absorbujici
Cervené svétlo. Pii expozici Cervenym svétlem se Pr méni na formu Pfr. Forma Pfr se
povazuje za biologicky aktivni. Zména mezi Pr a Pfr je spojena nejen s konformacni zménou
struktury, ale i s odpovidajicimi zménami absorpénich maxim z 666 nm (Pr) na 730 nm (Pfr).
Dale dochazi k ptesunu molekul z cytoplasmy do jadra, kde reguluji genovou expresi (Quail,
1997). Jednim z hlavnich regulatort fotomorfogeneze je protein COP1 (constitutive
photomorfogenesis 1), ktery neinteraguje pouze s fytochromy, ale i s kryptochromy —
potlacuje fotomorfogenezi pomoci ubikvitinace transkripénich faktord, které reguluji

expresi fotomorfogennich genti (Franklin et al., 2005).

Fytochromy reguluji signalni drahy, které zacinaji v cytoplasm¢. Dochazi k aktivaci
Pfr formy fytochromu, ktera putuje do jadra, kde dojde k navazani na transkripéni faktory
(napriklad PIF3 — fytochrom interagujici faktor 3) (Franklin et al., 2005).

Fytochromy lze vSeobecné rozdé¢lit do dvou skupin, a to typ 1, jez se rychle
odbourava pii vystaveni ¢ervenému nebo bilému svétlu (PHYA) a typ 2, ktery 1ze povazovat
za svételné stabilni. Do této skupiny patii fytochromy PHYB az PHYE (Clough et al., 1997).
U rajcete jedlého byly poznany geny, které koduji apoproteiny fytochromii: PHYA, PHYBI,
PHYB2, PHYE a PHYF (Thiele et al., 1999). I kdyz jsou fytochromy receptory pro ¢ervené
svétlo, maji schopnost absorbovat i v oblasti modrého svétla, k jehoz absorpci ptispivaji

prave fytochromy PhyA a PhyB (Neff et Chory, 1998).
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Obr. 3: Princip zmény konformace fytochromu. Biologicky neaktivni forma Pr je pii ozafeni
Cervenym svétlem prevedena na biologicky aktivni formu Pfr, coz vede ke genové expresi
a k fyziologické odpovédi. Naopak tomu ozafenim dlouhovlnnym Gervenym svétlem dochazi
k pfevodu aktivni formy k neaktivni. Upraveno a prevzato 19. 12. 2018 =z

https://www.mobot.org/jwcross/duckweed/phytochrome.htm

2.4.2 Kryptochromy

Kryptochromy (CRY1, CRY2, CRY3) jsou flavoproteiny, o nichz se piedpoklada, Ze
se vyvinuly z fotolyaz (Lin, 2005). Nejvice prozkoumané kryptochromy jsou u modelového
organismu Arabidopsis, kde zprostfedkovavaji svétlem fizené prodlouzeni hypokotylu, rist

listd, fotoperiodické kveteni a cirkadianni hodiny (Bagnall et al., 1996).

Kryptochromy obsahuji chromoformni kofaktory — flavinadenindinukleotid (FAD)
a methenyltetrahydrofolat (MTHF). CRY1 a CRY2 maji sekvenani podobnost
s fotolyazami, coZ je rodina proteini, které katalyzuji opravu DNA po poSkozeni UV
svétlem odstranénim pyrimidinovych dimerti, avSak kryptochromy nemaji fotolydzovou
aktivitu (Yang et al., 2001). Veskeré¢ kryptochromy jsou slozeny ze dvou domén — PHR
(photolyase-related) a C-koncovou doménu DAS, kde doména PHR vaze dva chromofory —
FAD a MTHF (Lin et Todo, 2005).
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CRY1 je hlavni fotoreceptor modrého svétla, ktery fidi inhibici prodluzovani
hypokotylu a tapiku, zprostfedkuje kveteni a expresi genii (Ahmad, 1996). CRY2 fidi
fotoperiodickou iniciaci kveteni (Liu, 2008). CRY3 je protein, ktery je schopen opravit UV-
indukované 1éze v jednovlaknové DNA (Selby et Sancar, 20006).

Geny CRY1 a CRY2 jsou homologni a odpovidaji za regulaci reakci modrého svétla
jako je rist hypokotylu a cirkadianni hodiny. VSeobecné¢ geny CRY koduji proteiny
o0 velikosti 70-80 kDa, které ve své aktivni form¢ tvofi dimery (Lin et Todo, 2005).

CRY1 se prvotné nachazi v jadie, avSak po ozafeni se velkd cast premistuje
do cytoplasmy. CRY2 se nachéazi v jadfe. Dals§i rozdil mezi témito kryptochromy je
v degradaci na svétle, kdy CRY2 je degradovan, ale CRY1 je na svétle stabilni. Oba
kryptochromy zprostiedkovavaji regulaci genové exprese, Kontroluji vyvojové zmény
Vv rostlinach pomoci zmén exprese gent v reakci na svétlo a jsou schopné ptenosu elektront
Z FAD na signalni molekulu, coz vede ke konformacnim zménam receptoru (Yang et al.,

2001).

Molekula kryptochromu interaguje s proteiny asociovanymi S transkripénimi
mechanismy, a tim pfimo ovlivni transkripci. Bylo zjisténo, Ze interaguji s E3 ubiquitin

ligazou COP1, ktera negativné reguluje fotomorfogenezi (Lin et Todo, 2005).

2.4.3 Fototropiny

Fototropiny jsou receptory modrého svétla. Fototropismus je dé€j, pti kterém se rostliny
ohybaji smérem ke svétlu vyuzitim svétla jako signalu, na rozdil od fotosyntézy, pii které
rostliny vyuzivaji svétlo a preménuji ho na chemickou energii (Taiz, 2010).
V experimentalnich studiich se béZzné pouzivé jednostranné svétlo, avSak fototropismus lze
pozorovat také tehdy, pokud je rostlina vystavena dvéma nerovnomérné jasnym zdrojim

svétla (Taiz, 2010).

Podnéty vyvolané modrym svétlem a zprostiedkované fototropiny byly pozorovany
u vysSich rostlin, kapradin, fas, hub a prokaryot. Mimo fototropismus vyvolavaji tyto
podnéty vychytadvani aniontll v fasach, ranou inhibici prodluZovani semenacku hypokotylu,
stimulaci syntézy chlorofylu a karotenoidd, pohyby priduchi a chloroplastti a aktivaci
genové exprese. U jednobunéénych nepohyblivych organismi, jako jsou fasy, bylo

pozorovano, ze modré svétlo zplisobuje fototaxi, neboli pohyb jednobunécnych organismu
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ke svétlu nebo od svétla. Modré svétlo je zodpovédné také za infekeni proces u bakterii

(Swartz, 2007).

Signaly modrého svétla napomahaji snizit rostliné pritomnost svétla. Modré svétlo
stimuluje asymetricky rtst a ohybani. Fototropni ohybani je mozné pouze u rostoucich
organti, proto vyhonky, které se jiz ptestaly prodluzovat, nebudou ohybany. Mezi dalsi
ucinky modrého svétla patii otevirani pruduchti. Priaduchy patfi mezi hlavni regulatory
ve vymeéné plyna v listech. Tento proces je rychly a reversibilni. Na rozdil od fototropismu
nebo prodluzovani hypokotylu, které probihaji jen v pocate¢nich stadiich Zivota rostliny,
je otevirani praduchti pomoci modrého svétla ptitomno po dobu celého Zivota rostliny (Taiz,

2010).

V roce 1997 byl izolovan gen PHOT1 u Arabidopsis thaliana a nasledné¢ i PHOT2.
Tyto dva geny maji prekryvajici funkci, ale fyziologicky jsou jedine¢né. Gen PHOT1
reguluje rychlou inhibici riistu hypokotylu po ptenosu rostliny ze tmy na svétlo a gen PHOT2

koriguje reakci chloroplastll vystavenych vysoké intenzité svétla (McDonald, 2003).

PHOT1 a PHOTZ2 se nachéazeji v cytoplazmé. Jejich struktura se sklada
z C-terminalni oblasti, ktera obsahuje serin threonin kindzu a z N-terminalni oblasti, ktera
nese LOV domény, jez maji obdobnou sekvenci a funkci — funguji jako kyslikové a svételné
senzory. Na  N-terminalni konec se vadze  flavinmononukleotid, ktery

je autofosforylovan na modrém svétle (Banerjee et Batschauer, 2005).

2.4.4 Fotoreceptory Zeitlupe

Fotoreceptory Zeitlupe jsou receptory modrého svétla majici dileZitou roli v fizeni
cirkadiannich hodin a fotoperiodicité kveteni. Nachazeji se v cytosolu a v jadie
a obsahuji 3 skupiny — Zeitlupe (ZTL), F-box 1 (FKF1) a LOV doménu (LKP2) (Liu et al.,
2013).

Fotoreceptory ZTL obsahuji doménu LOV na svém N-terminalnim konci, za kterym
nasleduje F-box, jez se sklada z 50 aminokyselin, usnadnujici proteinové interakce. Proteiny
F-boxu jsou soucasti nékterych E3 ubiquitin ligdz. Genetickd analyza u Arabidopsis
naznacuje, ze ZTL, FKF1 a LOV doména se Castecné¢ prekryvaji ve funkci. Mutanti
Arabidopsis postradajici ZTL maji naruseny cirkadianni hodiny, naopak tomu postradaji-li
FKF1, vykazuji zmény doby kveteni (Christie et al., 2015).
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Funkci téchto receptort je cilend proteolyza spojovana s kontrolou doby kveteni

a ¢innosti cirkadiannich hodin (Christie et al., 2015).

6 x Kelch repeats
ZTL/IFKF1/LKP2

photi/phot2

Obr. 4: Schéma struktury Zeitlupe rodiny fotoreceptori — LOV doména, F-box; struktura
PHOT1/PHOT2 genti — LOVI1, LOVI, serin threonin kindza; pfevzato a upraveno z Ito et al., 2012
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2.5 Reakce rostlin na zasoleni

Zasoleni pudy, které vznika nespravnymi postupy pii hospodafeni s vodou, patii
K nejzavaznéjSimu problému obzvlast v zemédélstvi, protoze drasticky snizuje vynos.
Vlivem zasoleni pidy se kolem kofeni rostliny zvysuje osmoticky tlak, kvili némuz se
snizuje schopnost kofent ziskavat vodu, avsak daleko horsim efektem je toxicky efekt iontd

akumulujicich se v bufice, coz vede k inhibici fotosyntézy (Epstein et al., 1980).

Divoké druhy rajcat jsou vice tolerantni vici soli nez kultivované druhy. Tato
vlastnost souvisi se zvySenou akumulaci sodnych iontl v nadzemnich ¢astech, naproti tomu

kultivované druhy akumuluji sodné ionty vice v kotfenech (Galvez et al., 2012).

2.5.1 SOS signalni draha (Salt Overly Sensitive)

Tato draha je znama jako klicovy mechanismus k fizeni iontové homeostazy pro vylouceni
sodnych iontd na trovni bunék (Wu et al., 1996) a je d¢lena na 3 slozky: SOS1, SOS2
a SOS3. Tyto slozky jsou vzajemné funkéné propojeny. Bylo zjisténo, ze pokud jsou tyto

geny mutované, jsou rostliny méné tolerantni k zasoleni (Wu et al., 1996).

SOSI1 je lokalizovan v plasmatické membrané, kde ma za kol ¢erpani sodnych ionti
ven z cytosolu. ZvySena exprese SOS1 byla pozorovana zejména v epidermalnich buiikach
kotene, z ¢ehoz vyplyva, Ze kofenovy systém se dostane se soli jako prvni do styku. Samotny
mechanismus prostfednictvim SOS1 je vSak nedostateCny pro toleranci k zasoleni, proto je
nutné zapojeni ostatnich mechanismi (Zhu et al, 1998). SOS1 je zapojen
i vantiportu Na*/H*. Tato funkce byla identifikovana u rajéete jedlého, kde byly
identifikovany geny SISOS1, které maji vyznam nejen pro jiz zminény antiport, ale i pro
distribuci Na* z kotene do rostlinnych organt, coZ je velmi vyhodné z hlediska toxického

efektu sodnych iontti — jejich zadrzeni ve stonku (Olias et al., 2009).
Gen SOS3 koduje protein vazajici vapnik a jeho funkci je vnimani hladiny
vapenatych iontl, ktera koresponduje s naristem sodnych ionti v cytoplasmé. SOS3

interaguje s SOS2, diky ¢emuz ho aktivuje. Tento komplex SOS2/SOS3 reguluje aktivitu
SOS1 (Shi et al., 2000).
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Obr. 5: Schéma SOS drahy (Salt Overly Sensitive). Senzor pro sodné ionty zachyti zvySenou
hladinu, coz vede ke zvySeni hladiny vapenatych iontli. Vapenaté ionty jsou signalem pro SOS3,
ktery interaguje s SOS2. Komplex SOS2/SOS3 ovlivituje SOS1, ktery slouzi jako membranovy

antiport, jehoZ funkci je dostat sodné ionty pry¢ z cytoplasmy (pievzato a upraveno: Ji et al., 2013).

2.5.2 Iontova homeostaza

Existuje $iroké spektrum reakci rostlin na zasoleni, které jsou definovany fadou tprav nejen
na Grovni bunék, ale i celych rostlin. Na urovni bunék se sodikové ionty dostavaji do bunék
prostiednictvim nekolika plazmatickych membranovych kandlti bez pomoci proteinovych
transportéra. Je to dano diky zdpornému naboji na intraceluldrni strané membrany. Tato
strana vtahuje sodné ionty dovnitf buiiky. Naopak tomu transport sodnych iontii ven z buniky

vyzaduje pfisun energie ve formé¢ ATP (Blumwald, 2000).

Bunka na zasoleni reaguje snizenim sodnych iont v cytoplasmé pomoci enzymu
H*-ATPazy, ktery katalyzuje hydrolyzu ATP, diky ¢emuz se vznikla energie vyuziva
Kk ptenosu H iont do extracelularniho prostiedi, proto dochazi k ptenosu sodnych iontl ven
Z buiky. U rostlin rajéete bylo identifikovano 8 genti kodujici riizné izoenzymy H'-ATPazy
SIHA1-8 (Liu et al., 2016).
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Dale mtze dochazet k niz§imu piijmu draselnych iontl. Tento deficit vznika diky
sodnym iontlim, protoze tyto dva ionty jsou velice podobné fyzikaln¢ a chemicky. Diky
deficitu drasliku dochazi k porucham metabolismu, protoZe je tento iont nepostradatelny pro
vyzivu a spravnou funkci buiiky (Zhu et al., 1998).

2.5.3 VVakuola

Dalsi reakci na zasoleni je uskladnéni sodnych iontii ve vakuole, diky ¢emuz nedochazi
k ovlivnéni metabolismu. Ionty jsou oddéleny od vSech reakci membranou vakuoly —

tonoplastem.

U rostliny rajcete jedlého jsou znamé 4 izoformy vakuolarniho antiportu z rodiny
proteintt NHX. Na reakci k zasoleni jsou zodpovédné geny LeNHX1-4. U mutantnich rostlin
byly zjistény vyssi hladiny genti SISOS2 a zvysena aktivita vyménného transportu Na*/H*
ve vezikulech a zaroven byla zjiSténa vyssi exprese SISOS1, LeNHX4 a LeNHX2 v kofenech
rostlin. Tyto vysledky naznacuji, Ze zvySena tolerance k zasoleni souvisi se zvySenou

akumulaci Na* a K* v organelach butiky (Galvez et al., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Rostlinny material

Pro provadéné experimenty byla vyuzita semena rajcete jedlého Solanum lycopersicum cv.
Rutgers a semena mutanta 7B-1 odvozeného od tohoto kultivaru rajéete. Ac¢koliv neni funkce
genu 7B-1 zcela zndma4, tento mutant se vyznacuje rezistenci k abiotickym a biotickym

strestim specificky na modrém svétle (Fellner et al., 2002).

3.2 Priprava MS média

Pro ptipravu 2 litrt MS média (Murashige and Skoog, 1962) bylo navazeno 20 g sacharosy,
8,66 g MS média (Cat. no. M0221.0050, Duchefa Biochemie) a 390,4 mg MES pufru. Poté
bylo navazeno 2,8 g agaru na 400 ml média. Latky potiebné pro piipravu média byly
rozpustény v 1 litru vody v Erlenmeyerové bance na magnetické michac¢ce. Objem byl
doplnén na 2 litry a pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 6,1 pomoci 1 M KOH.
Do 500 ml termolahvi bylo ptidano 2,8 g agaru a 400 ml hotového média. Médium bylo

sterilizovano v autoklavu. Po sterilizaci byly lahve skladovany v lednici.

3.3 Studium Kkli¢eni semen

Pro nasledujici experiment byla pouZzita semena dvou genotypt zminénych vyse — wild type
a mutant 7B-1. Od kazdého genotypu bylo potieba 360 semen na jeden experiment. Semena
byla sterilizovana v 50 ml plastovych zkumavkach roztoku SAVA (3% aktivniho chloru)
po dobu 30 minut. Béhem sterilizace byla semena ve zkumavce nékolikrat promichana
protfepanim. Po sterilizaci byla semena 5x proplachnuta sterilni destilovanou vodou
Vv laminarnim boxu pomoci 10 ml pipety. Semena byla vyseta do kulatych plastovych
sterilnich Petriho misek (primér 90 mm) obsahujicich 20 ml MS média a pfislusnou
koncentraci NaCl dle Tabulky 1. Zasobni roztok NaCl byl 5 mmol/I.
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Tabulka 1: Objemy a koncentrace ptidaného NaCl

Genotypy Testované koncentrace [mmol/I]  Objem NaCl na 120 ml MS média
WT, 7B-1 0 [nal]

50 1,2

75 1,8

100 2.4

Vysev semen byl proveden za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Na kazdou
misku bylo vyseto 30 semen. Vysev byl proveden sterilni pinzetou (sterilizace v 96% etanolu
a nasledné vyzihani v plameni lihového kahanu). Petriho misky byly po vysevu oblepeny
dvakrat po svém obvodu pomoci textilni pasky (Softpore) a vertikdlné umistény
do ristovych komor (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Holandsko) do ptislusnych
svételnych podminek. Semena byla kultivovana po dobu 7 dnti na modrém, nebo cerveném
svétle. Zdrojem modrého svétla s maximalni ozafenosti 10 pmolm2.s? pii 440 nm byla
zétivka Philips TLD36W/18-Blue, zdrojem cerveného svétla s maximalni ozarenosti
10 pmolm2s pii 660 nm byla zaFivka Philips TLD36W/15-Red. Pro kultivaci ve tmé byly
misky zabaleny do alobalu a umistény do stejné ristové komory, jako misky kultivovany

na modrém svétle.

3.4 Hodnoceni kli¢eni semen

Semena byla pozorovana 3. az 7. den od vyseti. Kli¢eni bylo hodnoceno na dennim svétle.
Experiment byl opakovan ctyiikrat. Z téchto opakovani byla vypoctena primérna hodnota
pro kazdy genotyp a hodnoty klic¢ivosti 7. den byly vyuZity pro zpracovani grafii zavislosti
klic¢ivosti semen na koncentraci NaCl. Byla vypoc¢itana i procentualni inhibice kli¢eni, a to
podle vzorce: (a — b / a) * 100, kde a = pramér procentualni kli¢ivosti pfi koncentraci

0 mol/1, b = primér procentudlni kli¢ivosti pti zvolené koncentraci NaCl.

3.5 Studium exprese geni PHOT1 a PHOT?2

Cilem studia exprese vybranych kandidatnich genti bylo zjistit zavislost exprese genl
PHOT1 a PHOT?2 na svételnych podminkach a zasoleni. Pro nésledujici experiment byla
pouzita semena dvou genotypt — cv. Rutgers (WT) a 7B-1. Od kazdého genotypu bylo
potfeba 180 semen na jeden experiment. Semena byla sterilizovana v roztoku SAVA (3%

aktivniho chloru) 50 ml v plastovych zkumavkach po dobu 30 minut. Béhem sterilizace byla

25



semena ve zkumavce nékolikrat promichana protiepanim. Po sterilizaci byla semena 5x

proplachnuta sterilni destilovanou vodou v laminarnim boxu pomoci 10 ml pipety.

Semena byla vyseta na Petriho misku obsahujicich 20 ml MS média bez pfitomnosti
NaCl a s pritomnosti NaCl — 50 mmol/l, 75 mmol/l. Vysev semen byl proveden stejné, jako
je popsano v odstavci 3.3. Semena byla kultivovana po dobu 24, 48, 72 a 96 hodin ve tmé
a na modrém svétle bez pritomnosti NaCl a 72 hodin s NaCl. Svételné podminky pro

kultivaci byly stejné, jako bylo popsano v odstavci 3.3.

3.5.1 Sklizeni semen a homogenizace vzorki

Po uplynuti doby kultivace byla semena sklizena. V komofte pro sklizeni bylo zapnuto modré
svétlo (pro sklizeni semen kultivovanych na modrém svétle), resp. zelené svétlo (pro sklizeni
semen kultivovanych ve tm¢). Misky byly otevieny, sterilni pinzetou (sterilizace v 96%
etanolu) byla sklizena semena a zabalena do sterilniho alobalu (sterilizace pomoci 96%
etanolu). Semena z kazdé misky byla sklizena zvlast do pfislusného alobalu. Vzorky

v alobalovych saccich byly ihned vlozeny do nadoby s tekutym dusikem.

Sklizena semena byla nadrcena. Sterilni tfeci miska a tlouc¢ek byly vychlazeny
tekutym dusikem, do misky byla vhozena semena z alobalu a nadrcena tlou¢kem na prasek.
Nadrceny prasek byl vloZzen do oznacenych vychlazenych mikrozkumavek eppendorf
(1,5 ml) pomoci sterilni Spachtle vychlazené v tekutém dusiku. Tyto zkumavky byly

uchovany v hluboko mrazicim boxu pii teploté -70 °C.

3.5.2 Izolace celkové RNA

Vsechny vzorky v mikrozkumavkach uchovany v mrazicim boxu byly pieneseny
do stojanku v digestofi. Pfed rozmrznutim bylo do kazdého vzorku pfidano 350 pl Lysis
Bufferu (RLS, Isolate Il RNA Plant Kit; Bioline) a 3,5 pl B-mercaptoethanolu. Kazdy vzorek
byl dikladné¢ homogenizovan na vortexu 10x po dobu 15 sekund. Po homogenizaci byl
vzorek stocen V centrifuze na 24 °C 5 minut pii 13 tisic rpm. Supernatant kazdého vzorku
byl ptenesen do fialové kolony s filtrem a 2 ml mikrozkumavkou. Kolona byla sto¢ena
Vv centrifuze po dobu 2 minut pfi 24 °C a 13 tisicich rpm. Po centrifugaci byla fialova kolona
vyhozena a obsah mikrozkumavky byl pfedan do dalsi mikrozkumavky (1,5 ml epp.)

Ke vzorku byl pfidan 70% etanol a cela smés byla homogenizovana na vortexu po dobu
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5 sekund. Vzorek byl pfedan do modré kolony v mikrozkumavce a centrifugovan po dobu
30 sekund pii 24 °C a 13 tisicich rpm. Modréd kolona byla pfeddna na novou
2 ml mikrozkumavku. Do vzorku bylo ptidano 350 pul Membrane Desalting Buffer (MEM,
Isolate 11 RNA Plant Kit; Bioline) a vzorek byl stocen v centrifuze po dobu 60 sekund pfi
24 °C a 13 tisicich rpm. Vzorek RNA navdzané na kolonu byl pienesen do nové
mikrozkumavky, do které byly jimana vyeluoava RNA. Nyni bylo mozné pracovat mimo

digestof.

Do 1,5 ml mikrozkumavky na led¢ byla ptipravena Dnase I reakéni smés dle tabulky
2. Na kazdy vzorek bylo potieba 10 ul DNasel a 90 ul RDN (reaction buffer for Dnase I,
Isolate Il RNA Plant Kit; Bioline).

Tabulka 2: Priprava Dnasel reaction mixture

1 vzorek
RDN 90 ul
Dnasel 10 w
Celkem 100 wl

Z ptipravené¢ smési bylo piidano 95 pl do kazdého vzorku piimo do stiedu
na membranu. Vzorek byl ponechdn pii pokojové teploté po dobu 15 minut. Poté bylo
do vzorku piidano 200 pl Wash Buffer RW1 (Isolate 1l RNA Plant Kit; Bioline) a byla
provedena homogenizace v centrifuze po dobu 30 sekund. Kolona byla pienesena na novou
2 ml mikrozkumavku. Ke vzorku bylo piidano 600 ul Wash Buffer RW2 (Isolate 11 RNA
Plant Kit; Bioline) a byla provedena centrifugace po dobu 30 sekund. Znovu bylo
ke kazdému vzorku ptidano 2x 250 ul RW2 a byla provedena centrifugace po dobu 2 minut.
Obsah mikrozkumavky byl vylit a kolona se vzorkem byla ptenesena na novou 1,5

mikrozkumavku z Kitu.

Do kazdé kolony bylo ptidano 40 pl RNase-free water. VVzorek byl ponechan po dobu
5 minut pfi pokojové teploté a centrifugovan 1 minutu. Tento proces byl zopakovan znovu
tak, Ze odfiltrovana RNase-free water byla znovu ptidana do kolony, a ta pak centrifugovana

po dobu 1 minuty. Celkove bylo ziskano 40 pl RNA.
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3.5.3 Piecisténi izolované celkové RNA

Bylo nutné pracovat se vzorky na ledu. Byla vytvofena reakéni smés do mikrozkumavky dle
tabulky 3. Z této smési bylo odebrano 10 pl do kazdého vzorku. Vzorky byly promichany
a stoCeny v centrifuze. Nasledné byly vzorky vlozeny do termobloku na 37 °C po dobu
1 hodiny. Po uplynuti stanoveného ¢asu byly ptidany 2 pul EDTA do kazdého vzorku. Poté
byly vzorky vlozeny zpét do termoboku na 80 °C po dobu 2 minut. Do vzorki bylo pfidano
48 ul RNase-free vody, 10 ul 3M octanu sodného, 250 ul vychlazeného 96% etanolu
a 2 pl glykogenu. Vzorky byly promichdny a ulozeny ptes noc do hlubokomraziciho boxu
pti-70 °C.

Nasledujici den byly vzorky vlozeny do stojanku na ledu a ponechany samovolnému
rozmrznuti. Poté byly stoceny v centrifuze vychlazené na 4 °C po dobu 30 minut pii 13 000
rpm. Veskery supernatant byl odstranén a do kazdého vzorku bylo ptidano 500 pl
vychlazeného 70% etanolu. Vzorky byly stoCeny na centrifuze po dobu 5 minut pii 4 °C
a supernatant byl vylit do odpadu. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 500 ul 96% etanolu
a vzorky byly stofeny po dobu 5 minut pii 4 °C v centrifuze. Supernatant byl odstranén
a prazdné zkumavky byly v centrifuze stoceny po dobu 2 minut pii 4 °C. Zbyly etanol byl
odpipetovan a mikrozkumavky se vzorky byly ponechany na vzduchu dnem vzhiru
z dtivodu doschnuti zbytkového etanolu po dobu 5 minut. Pellet byl rozpustén ve 20 pul
RNase-free water (Isolate 11 RNA Plant Kit; Bioline). Koncentrace celkové RNA byla

zméfena pomoci ptistroje Nanodrop (Thermo Scientific).

Tabulka 3: SloZeni reakéniho mixu pro pieéisténi izolované RNA

1 vzorek
10x DNasel buffer 4 ul
Recombinant Dnasel 4 ul
_ Recombinan'_[ _ 05 ul
Ribonuclease Inhibitor
H,O nuclease — free 1,5l
Celkem 10 pl

V piipadé dostatecné vysoké koncentrace izolované celkové RNA byla do 1,5 ml
mikrozkumavky ptichystana reakéni smés pro PCR dle tabulky 4. Byl zapnut termocycler

a navolen pfislusny program dle tabulky 5. Do 0,2 ml mikrozkumavky bylo pfidano 18 pl
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reakéni smési a 2 pl ptislusného vzorku, tedy templatu RNA. Sekvence pouzitych primert
kontrolniho genu LeGAPDH vV reakéni smési byly nésledujici: — F primer: 5'- ATC CAT
TTATTT CCACTG ATT ACA A—-3"aR primer: 5- CAT GGG AGC ATCTTT GCT A
-3

Vzorky byly vlozeny do termocycleru. Béhem PCR byl ptipraven agarosovy gel.
Po probéhnuti PCR byl vysledek zobrazen pomoci elektroforézy. Byl piipraven 1,5%
agardzovy gel obsahujici 1,2 g agardzy, 80 ml 0,5x TBE pufru a 5 pl barvy GelRed (fedény
10000x ve vod¢). Kazdy vzorek o objemu 20 pl byl smichdn s 1 pl barvy 6x Loading Dye.
Do prvni a posledni jamky gelu bylo pfidaino 8 ul velikostniho markeru (100 bp).
Elektroforéza probéhla v 0,5x TBE pufru pti 80 V po dobu 40 minut. Poté¢ byl gel

vyfotografovan softwarem GeneSys a vizualné byla hodnocena Cistota celkové RNA.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro PCR

1 vzorek
Nuclease-free H,O 13 pl
5x My Taq Buffer 4 ul
10 uM primer GAPDH - F 0,5 ul
10 uM primer GAPDH - R 0,5 ul
My Taq Polymerase 0,1
Celkem 18,1 pl

Tabulka 5: Program pro PCR, kroky 2-4 opakovany 44x

94 °C 3 min
94 °C 30 sek
55°C 30 sek
72 °C 1 min
72 °C 5 min
4°C

3.5.4 Syntéza cDNA

Nejprve bylo nutné spocitat objem RNA na syntézu cDNA. Do jedné reakce byl pouzit 1 pg
celkové RNA, 1000/koncentrace RNA. Ze zméfenych koncentraci izolované RNA byla

v v
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objem, ktery se pridal do reakce tak, aby vyslednd koncentrace vSech vzorkl byla stejna.

Do 1,5 ml mikrozkumavky byla ptipravena reakéni smés 1, viz Tabulka 6.

Tabulka 6: Reakéni smés 1 pro syntézu cDNA

1 vzorek
50 uM Oligo dT Primer 1ul
10 mmol/I dNTP 1ul
Celkem 2 ul

Ze smési byly ptidany 2 pl do kazdého vzorku. Dle tabulky 7 byl nastaven
termocycler. Vicko bylo nahfato na teplotu 105 °C, poté se nahiala deska na 65 °C. V tomto
okamziku byl program zastaven, zkumavky byly vlozeny do termocycleru a program byl
spustén na 5 minut. Po péti minutach byl program zastaven, zkumavky byly ihned vlozeny
do stojanku na ledu z diivodu zastaveni reakce. Byla pfipravena smés 2, dle tabulky 8.
Ze sméesi bylo ptidano 10 pl do kazdého vzorku, vzorky byly promichany a vlozeny zpét
do termocycleru. Program byl spustén na 75 minut (60 + 15 minut, dle Tab. 7). Poté byl
program zastaven, bylo ptidano 0,5 ul RNasyH. Po opétovném spusténi programu byly
vzorky vloZeny zpét do termocycleru na dobu 15 minut. Po skonceni programu bylo

nasyntetizovano 20 ul cDNA.

Tabulka 7: Program pro syntézu cDNA

65 °C 5 min
42 °C 60 min
70 °C 15 min
37 °C 15 min
4°C
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Tabulka 8: Reakéni smés 2 pro syntézu cDNA

1 vzorek
Rnase-free water 4,5 ul
5x PrimeScript buffer 4 ul
Rnase Inhibitor 0,5 ul
PrimeScript Rtase 1ul
Celkem 10 ul

3.5.5 PCR nasyntetizované CDNA

Vzorky nasyntetizované cDNA byly nafedény 1/5 vodou do 0,2 ml mikrozkumavek
nasledné: 1 pul cDNA + 4 ul H20. Byla pfipravena reakéni smés pro PCR dle tabulky 9.
Ze smési bylo piidano 18 pl do 0,2 ml mikrozkumavky a ptidany 2 pl nafedéné cDNA.
Primery kontrolniho genu PP2Acs pouzité ve smési byly nasledujici: F primer: 5'-TCC GAG
TCC CAG GTC AAG AG — 3" aR primer: 5'- GCT ACA AGC AGT GTAACT GTT TCA
— 3’. Byl zapnut termocycler dle tabulky 10. Po probéhnuti PCR byl vysledek zobrazen na
elektroforéze. Byl ptipraven 1,5% agar6zovy gel obsahujici 1,2 g agardzy, 80 ml 0,5x TBE
pufru a 5 ul barvy GelRed (fedény 10000x ve vod¢). Kazdy vzorek o objemu 20 ul byl
smichan s 1 ul barvy 6x Loading Dye. Do prvni a posledni jamky gelu bylo pfidano 8 pl
velikostniho markeru (10 bp). Elektroforéza probéhla v 0,5x TBE pufru pii 80 V po dobu 40
minut. Poté byl gel vyfotografovan softwarem GeneSys a vizualné byla hodnocena integrita

cDNA.

Tabulka 9: Reak¢ni smés pro nasyntetizovanou cDNA

1 vzorek
Rnase-free water 13 ul
5x My Taq Buffer 4 ul
10 uM primer PP2Acs — F 0,5 ul
10 uM primer PP2Acs — R 0,5 ul
My Taq Polymerase 0,1 ul
Celkem 18,1 ul
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Tabulka 10: Program PCR pro nasyntetizovanou cDNA, kroky 2-4 opakovany 29x

94 °C 3 min
94 °C 30 sek
60 °C 30 sek
72 °C 45 sek
72 °C 5 min
15°C

3.5.7 Optimalizace primert

Nejprve bylo potieba si promyslet, jaké fedici fada by mohla byt idedlni v nasem ptipade¢.
Pro vzorky s vysokou koncentraci cDNA bylo voleno vysoké tedéni, napt. 1:50, 1:100,
1:500 a 1:1000. Pro vzorky s nizkou koncentraci cDNA bylo voleno nizké fedéni — 1:2, 1:4,
1:8 a 1:16. Redéni bylo dale upraveno dle ziskanych CT hodnot a vypoéitané &innosti
primert, kterd by se méla pohybovat od 95-105 %. Po zvoleni fedici fady byly nachystany
4x0,2 ml mikrozkumavky (pro 4 fedici fady — 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16), 2x1,5 ml mikrozkumavky
na piipravu mixu (pro 2 studované geny), 96 jamkovou desku a folie na desku. Na ledu byla
nechana nasyntetizovana cDNA na pozvolné roztani, dale RNase/DNase free voda, SYBR
green a R, F primery vSech studovanych genti — EF1, PP2acs, PHOT1 a PHOT2. Kazdy
vzorek byl piidavan na desku v triplikatu pro zamezeni chybovosti. Do kazdé jamky bylo
piidano 16 ul mixu (pro gen EF1 cely fadek A a jamka E1 pro negativni kontrolu, pro gen
PP2acs cely fadek B a jamka E2 pro negativni kontrolu, pro gen PHOT1 cely tfadek C
a jamka E3 pro negativni kontrolu a pro gen PHOT2 cely fadek D a jamka E4 pro negativni
kontrolu). Poté byly ptidany 4 pl natedéné cDNA dle schématu (fedéni 1:2 tadek A-D,
jamky 1-3, fedéni 1:4 fadek A-D, jamky 4-6, fedéni 1:8 fadek A-D jamky 7-9 a fedéni 1:16
fadek A-D jamky 10-12). Do negativni kontroly bylo ptidano misto cDNA voda. Nasledné
byl pfipraven program cycleru dle tabulky 11. U vSech studovanych genli byla G¢innost

primerti v rozmezi 95-100 %, proto bylo pfistoupeno k samotné expresi gent.
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Tabulka 11: Program pro optimalizaci primer a studium exprese, kroky 2-3 opakovany 39x

95 °C 2 min
95 °C 5 sek
60,5 °C 20 sek
75 °C 10 sek
95°C 2 sek

3.5.8 Real-time PCR

Uroven genové exprese byla sledovana pomoci kvantitativni PCR. Jako housekeepingové
(provozni) geny byly pouzity PP2Acs a EF1. Geny zajmu byly PHOT1 a PHOT2. VSechny
primery byly nafedény dle instrukci vyrobce pomoci Tris-HCI na koncentraci 100 mmol/l.
Byly ptipraveny 4x0,2 ml mikrozkuavky (pro 4 vzorky), 4x1,5 ml mikrozkumavky (4 mix
pro 4 studované geny), 96 jamkova deska a folie na pielepeni desky. Na ledu byly ponechany
vzorky cDNA, SYBR green, RNase/DNase free voda a primery na roztani. Redici fada byla
vybrana 1:4 na zakladé nejoptimalnéjSich CT hodnot. Byla ptipravena smés pro kazdy
primer zvlast — EF1, PP2Acs, PHOT1 a PHOTZ2. Do smési bylo pfidano 250 ul SYBR green,
110 pl vody a 20 ul R a 20 pl F primeru. Nejprve byly pfidany mixy po 16 ul na jamku
(pro gen EF1 jamky A-D a sloupce 1-3, pro gen PP2acs jamky A-D a sloupce 4-6, pro gen
PHOTL1 jamky A-D a sloupce 7-9 a pro gen PHOT2 jamky A-D a sloupce 10-12). Poté byla
nafedéna CONA — 12,5 ul cDNA a 37,5 ul vody. Nasledné byly ptidany 4 pl naiedéni cDNA
(WT-D radek A a sloupce 1-12, 7B-1-D fadek B a sloupce 1-12, WT-BL fadek C a sloupce
1-12 a 7B-1-BL tadek D a sloupce 1-12. Sekvence pouzitych primert pro gen EF/a byly
nasledujici: F primer: 5'- CCC AAG CCA TCA GAC AA — 3" a R primer: 5'- CAA CAG
GGA CAG TTC CAA TAC CA — 3". Sekvence pouzitych primert pro gen PP2Acs byly
nasledujici: F primer: 5-TCC GAG TCC CAG GTC AAG AG - 3" a R primer: 5'- GCT
ACA AGC AGT GTA ACT GTT TCA — 3". Sekvence pouzitych zajmovych genl pro
PHOTL: F primer: 5'- ATG GAA GAA GAA ACA AGC — 3" a R primer: 5’TTA GAA
AAC ATT GTT TG — 3/, pro PHOT2: F primer: 5'- ATG GAA AAC CAG AGA AG -3
a R primer: 5'- CTA GAA TAA GTC CAT TG - 3". Byl nastaven program v cycleru dle
tabulky 11. Po probé¢hnuti PCR byly v excelu vypocitany exprese jednotlivych gent.
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4 VYSLEDKY

4.1 Studium kli¢eni semen

Maximalni kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT) a mutantu 7B-1 bylo
ovliviiovano ptidavkem chloridu sodného (NaCl) v koncentracich 0 mmol/l, 50 mmol/I,
75 mmol/l a 100 mmol/l v kombinaci se svételnymi podminkami (tma-DARK, modré svétlo-
BL, Cervené svétlo-RL). Grafy znazornuji primérné vysledky ze 4 po sobé nasledujicich

experimentl pro kazdy genotyp.

Z obrazku 6 je patrné, ze se zvySujici se koncentraci chloridu sodného dochazi ke
snizovani kli¢ivosti semen. Semena genotypu cv. Rutgers (WT) klicila ve tmé na zakladnim
médiu témef stoprocentné a Srostouci koncentraci chloridu sodného dochéazelo
K postupnému snizovani kliceni. Naproti tomu semena kultivovana na zakladnim médiu na
modrém a Cerveném svétle kli¢ila vyrazné méné a s postupné vyssi koncentraci NaCl

se kli¢ivost prudce snizovala az témét na nulu.

cv. Rutgers
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Obr. 6: Zavislost kli¢ivosti semen Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers v procentech 7. den po vysevu na

koncentraci chloridu sodného v mmol/l a svételnych podminkach. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE

vypocitané ze 4 nezavislych experimenti.
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Semena mutantniho genotypu 7B-1 kli¢ila na zdkladnim médiu témér
100%, a to, na rozdil od cv. Rutgers, nezavisle na svételnych podminkach. S rostouci
koncentraci chloridu sodného dochéazelo k inhibici kliceni semen pii riznych svételnych

podminkach obdobné (Obr. 7).
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Obr. 7: Zavislost kli¢ivosti semen mutanta 7B-1 v procentech 7. den po vysevu na koncentraci chloridu
sodného v mmol/l a svételnych podminkach. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE vypocitané ze 4

nezavislych experimentu.

Obrazek 8 reprezentuje relativni inhibici kli¢eni semen obou genotypl. Je vidét,
ze zatimco kli¢ivost semen genotypu WT se zvysujici se koncentraci NaCl byla inhibovana
témet stoprocentné, kli¢ivost semen mutantniho genotypu 7B-1 odolavala 50 mmol/l NaCl
ve tmé, poté jiz s vyssi koncentraci NaCl dochazelo téméf ke stoprocentni inhibici nezavisle

na svételnych podminkach.
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Obr. 8: Zavislost inhibice kliceni semen Solanum lycopersicum L. a jeho mutanta 7B-1 v zavislosti na

koncentrace chloridu sodného v mmol/l a svételnych podminkach 7. den po vysevu

4.2 Studium exprese genii PHOT1 a PHOT2

Ke studiu genové exprese byla pouzita semena rostlin Solanum lycopersicum cv. Rutgers —
WT a mutanta 7B-1. Semena byla péstovana na zakladnim médiu MS nebo na MS médiu
s ptidavkem NaCl — 50 mmol/l, 75 mmol/l pfi svételnych podminkach — tma a modré svétlo
po dobu 24, 48, 72 a 96 hodin. Exprese geni PHOT1 a PHOT2 v semenech ovlivnénych
NaCl byla studovana pouze po 72 hod inkubaci.

Cilem experimentu bylo zjistit, zda je exprese geni zajmu PHOT1 a PHOT2
ovlivnéna solnym stresem a zda je ptipadny vliv zasoleni na expresi obou genli ovliviiovan
modrym svétlem. Jako kontrolni vzorek byl povazovan WT ve tmé na MS médiu nezavisle

na case.

4.2.1 Exprese gentt PHOT1 a PHOT2 v semenech klicicich na zakladnim MS médiu

Obrazky 9 a 10 reprezentuji data exprese gent PHOT1 a PHOT2 u WT a 7B-1
kli¢icich 24 hodin na zdkladnim MS médiu. Z obrazku 9 je patrné, ze exprese genu PHOT1
je téméf identickd nezavisle na druhu genotypu ani na svételnych podminkéach, naopak tomu
gen PHOT?2 se exprimuje naprosto odlisné (Obr. 10). Na modrém svétle dochédzi k rapidnéjsi

expresi genu PHOT2, u genotypu 7B-1 je tato exprese vyssi ve srovnani s WT.
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PHOT1 - inkubace 24 hodin

RELATIVNI EXPRESE

Obr. 9: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dob¢ inkubace na
zakladnim MS médiu — 24 hodin, a odlisnych svételnych podminkach. Data reprezentuji relativni hodnoty

exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimenttL.
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Obr. 10: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dob& inkubace na
zakladnim MS médiu — 24 hodin, a odlisnych svételnych podminkach. Data reprezentuji relativni hodnoty

exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentu.
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Po prodlouzeni doby kli¢eni semen na zakladnim MS médiu na 48 hodin Ize vidét
rozdil v expresi studovanych genti. Gen PHOT1 se exprimuje témét identicky v semenech
WT a 7B-1 klicicich ve tm¢, rovn€Z na modrém svétle dochazi u obou genotypti k identické
expresi PHOT1 (Obr. 11). Exprese genu PHOT?2 je také identicka u obou genotypu klic¢icich
ve tmé&. Naproti tomu, na modrém svétle dochazi k vyraznéjsi expresi PHOT2 v semenech

WT ve srovnani se semeny mutanta 7B-1 (Obr. 12).

PHOT1 - inkubace 48 hodin

RELATIVNI EXPRESE

Obr. 11: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dob& inkubace na
zakladnim MS médiu — 48 hodin, a odlisnych svételnych podminkach. Data reprezentuji relativni hodnoty

exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimenttL.
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PHOT?2 - inkubace 48 hodin
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Obr. 12: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dobé inkubace na
zakladnim MS médiu — 48 hodin, a odlisnych svételnych podminkach. Data reprezentuji relativni hodnoty

exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimenttL.

Data experimentti po 72 hodinach ukazuji, ze exprese genu PHOTL1 probihd intenzivnéji
v semenech genotypu WT ve tmé nez v semenech 7B-1 kli¢icich ve tm¢, na modrém svétle
probiha exprese genu PHOT1 intenzivngji v semenech WT nez v semenech 7B-1 (Obr. 15).
U genu PHOT2 probiha intenzivnéjsi exprese v semenech WT ve tmé i na modrém svétle

ve srovnani se semeny 7B-1 (Obr. 16).
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Obr. 13: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dobé inkubace na
zakladnim MS médiu — 72 hodin, a odlisnych svételnych podminkach. Data reprezentuji relativni hodnoty

exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimenttL.
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Obr. 14: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dob& inkubace na
zakladnim MS médiu — 72 hodin, a odlisnych svételnych podminkach. Data reprezentuji relativni hodnoty

exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentu.
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Data experimenti po 96 hodindch ukazuji, ze exprese genu PHOT1 probiha
intenzivnéji v semenech genotypu 7B-1 ve tmé nez v semenech WT klicicich ve tmé,
na modrém svétle probiha exprese PHOT1 u obou genotypt téméf identicky (Obr. 15).
Obdobn¢ je tomu u genu PHOT2 (Obr. 16).

PHOT1 - inkubace 96 hodin
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Obr. 15: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dob& inkubace na
zakladnim MS médiu — 96 hodin, a odlisnych svételnych podminkach. Data reprezentuji relativni hodnoty

exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimenti.
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PHOT?2 - inkubace 96 hodin
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Obr. 16: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dobé inkubace na
zakladnim MS médiu — 96 hodin, a odlisnych svételnych podminkach. Data reprezentuji relativni hodnoty

exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentiL.

4.2.2 Exprese gentt PHOT1 a PHOT2 v semenech kli¢icich na médiu s ptidavkem NaCl

Na obrazcich 17 a 18 jsou vyobrazeny vysledky experimentii probihajicich
na zakladnim médiu a na médiu obsahujici 50 mmol/l a 75 mmol/l NaCl po dobu 72 hodin.
Na obrazku 17 je viditelny trend, ze na ¢im vyssi byla koncentrace NaCl, na které semena
kli¢ila, tim niz$i byla exprese genu PHOT1. Exprese genu PHOT1 v semenech mutanta
7B-1 kli¢icich ve tmé je téméf polovicni ve srovnani se semeny WT kli¢ici ve tmé&. Oproti
tomu u genu PHOT?2 dochazi ke zvySujici se expresi genu pii vysSich koncentracich NaCl
v semenech WT ve tm¢ a v semenech mutanta 7B-1 ve tmé a na modrém svétle. V semenech
WT kli¢icich na modrém svétle dochazi ke snizovani exprese s vyssi koncentraci NaCl

(Obr. 18).
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Obr. 17: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dobé& inkubace

— 72 hodin, koncentraci NaCl — 50 mmol/l, 75 mmol/l, a odli§nych svételnych podminkach. Data reprezentuji

relativni hodnoty exprese vypogéitané z CT hodnot = SE ze 2 nezavislych experimentu.
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Obr. 18: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech WT a 7B-1 v zavislosti na dobé inkubace

— 72 hodin, koncentraci NaCl

—50 mmol/l, 75 mmol/l, a odlisnych svételnych podminkéach. Data reprezentuji

relativni hodnoty exprese vypocitané z CT hodnot + SE ze 2 nezavislych experimenti.
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4.2.3 Exprese geni PHOT1 a PHOT2 v semenech kli¢icich na zakladnim MS médiu —
sledovani vlivu doby inkubace

Obrazky 19-26 reprezentuji srovnani exprese geni PHOT1 a PHOT2 v semenech
jednotlivych genotypti na odlisnych svételnych podminkach — tma (D) a modré svétlo (BL)
v zavislosti na dobé inkubace semen na zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h a 96 h.
Na vSech obrazcich je patrné, ze dochazi ke zvySovani intenzity exprese obou genti
s prodluzujici se délkou inkubace semen. Pii kliceni ve tmé dochazi k vyssi expresi genu
PHOTL1 u WT nez genu PHOT2 (Obr. 19 a Obr. 20). Semena WT kli¢ici na modrém svétle
vykazuji zvysenou expresi genu PHOT1 ve srovnani s PHOT2 (Obr. 21 a 22). Obdobné
je tomu i u mutanta 7B-1. Nezavisle na svételnych podminkach dochazi k vyssi expresi genu
PHOTL1 oproti PHOT2.
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Obr. 19: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech WT kli¢iciho ve tmé (D) na dob¢ inkubace na
zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h a 96 h. Data reprezentuji relativni hodnoty exprese vypoéitané z CT

hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentd.
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Obr. 20: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech WT kli¢iciho ve tmé (D) na dobé inkubace na

zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h a 96 h. Data reprezentuji relativni hodnoty exprese vypoéitané z CT

hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentd.
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Obr. 21: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech WT kli¢iciho na modrém svétle (BL) na dobé

inkubace na zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h, a 96 h. Data reprezentuji relativni hodnoty exprese

vypoéitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentd.
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Obr. 22: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech WT kli¢iciho na modrém svétle (BL) na dobé

inkubace na zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h a 96 h. Data reprezentuji relativni hodnoty exprese

vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentd.
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Obr. 23: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech 7B-1 kli¢iciho ve tmé& (D) na dob& inkubace na

zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h a 96 h. Data reprezentuji relativni hodnoty exprese vypocitané z CT

hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentd.
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Obr. 24: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech 7B-1 kli¢iciho ve tmé (D) na dob¢ inkubace na
zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h a 96 h. Data reprezentuji relativni hodnoty exprese vypocitané z CT

hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentd.
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Obr. 25: Zavislost relativni exprese genu PHOT1 v semenech 7B-1 kli¢iciho na modrém svétle na dobé
inkubace na zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h a 96 h. Data reprezentuji relativni hodnoty exprese

vypoéitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentd.
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Obr. 26: Zavislost relativni exprese genu PHOT2 v semenech 7B-1 kli¢iciho na modrém svétle na dobé
inkubace na zakladnim MS médiu — 24 h, 48 h, 72 h a 96 h. Data reprezentuji relativni hodnoty exprese

vypocitané z CT hodnot + SE ze 3 nezavislych experimentd.
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5 DISKUZE

Predmétem experimentdlni ¢asti diplomové prace bylo studium vlivu abiotického stresu
na signalni drahy modrého svétla, které zprosttedkovavaji fototropiny. Pro toto studium byla
vybrana semena Solanum lycopersicum L cv. Rutgers a mutanta 7B-1. Dale byly vybrany
kandidatni geny PHOT1 a PHOT2, kédujici fotoreceptory modrého svétla, jejichz exprese
byla studovana v semenech v ¢asovych intervalech 24-96 hodin po vysevu na kultiva¢ni
médium. Kliceni semen bylo studovano ve tmé nebo ovlivnéno modrym svétlem. Semena
kli¢ila na zékladnim MS médiu a na médiu s pfidavkem NaCl — v koncentracich 50 mmol/I

a 75 mmol/I.

Z drivéjsich experimentli byl prok4dzan negativni vliv modrého svétla na toleranci
rostlin Solanum lycopersicum k zasoleni. Mutant 7B-1 ma zvySenou toleranci k zasoleni
specificky na modrém svétle (Fellner et Sawhney, 2002). Ve fyziologickych experimentech
provadénych v ramci této diplomové prace bylo nejprve studovano, jak je kliceni semen
ovlivnéno NaCl a jak se citlivost semen méni na modrém svétle. Semena klicila
na zakladnim MS médiu a na médiu s pifidavkem NaCl—50 mmol/l, 75 mmol/l a 100 mmol/I.
Vysledky experimentii ukazaly, ze modré svétlo zvySovalo citlivost semen cv. Rutgers
k zasoleni, naproti tomu semena mutanta 7B-1 byla méné¢ citliva k zasoleni, jak na modrém
svétle, tak 1 ve tmé. Tyto vysledky potvrdily piedchozi zavéry, Zze funkéni produkt genu

7B-1 snizuje toleranci rostlin k zasoleni ve tm¢ a na modrém svétle.

Cilem molekularnich experimentti bylo zjistit, jak modré svétlo ovliviiuje expresi
genil PHOT1 a PHOT2, zda a jak je exprese téchto receptorti modrého svétla ovliviiovana

solnym stresem, a nebo mutaci 7B-1.

Pro analyzu exprese kandidatnich gent byla vyuzita kvantitativni RT-PCR. Semena
kli¢ila ve tm& a na modrém svétle v ¢asovych intervalech 24-96 hodin na MS médiu. Pro

studium abiotického stresu — zasoleni, byla vybrana doba kliceni 72 hodin a koncentrace

NaCl — 50 mmol/l a 75 mmol/I.

Pti studiu exprese genu PHOTL1 bylo sledovéno, jak je exprese genu ovliviiovana
svételnymi podminkami — tma a modré svétlo, v zavislosti na dobé inkubace — 24-48 hodin.
Veskeré vysledky byly porovnavany s genotypem WT kli¢icim ve tmé, jehoZ exprese obou
kandidatnich gend byla rovna 1. Z vysledki exprese genu PHOT1 u semen kli¢icich
24 hodin lze vypozorovat, ze mutace genu 7B-1 snizuje expresi PHOT1 ve tm¢ a na modrém

svétle. Obdobny jev lze pozorovat i u semen kli¢icich po dobu 48 hodin.
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Zménu pozorujeme u semen kli¢icich po dobu 72 hodin, kdy vidime Ze modré svétlo
razantn¢ snizuje expresi genu PHOT1. Ve srovnani s WT mutace genu 7B-1 také snizuje
expresi genu PHOTL, ve tm¢& téméf 3x a 2x na modrém svétle. Lze tedy fici, Ze funkéni
produkt genu 7B-1 zvysuje expresi PHOTL. Semena kli¢ici po dobu 96 hodin vykazuji jiny
trend. Po této dob¢€ jsou semena jiz témet vykliCend a nedochazi ke zvySeni exprese genu
PHOT1 vlivem funk¢niho produktu genu 7B-1, takze miizeme usuzovat, ze po 96 hodinach
funkéni produkt 7B-1 nema vliv na expresi genu PHOT1.

Pro gen PHOT2 vyplyvaji obdobné vysledky jako pro gen PHOT1. Rapidni zména
exprese genu PHOT2 je pozorovana u semen kli¢icich 72 hodin. Zde vidime, Ze mutace
7B-1 u semen genotypu 7B-1 sniZuje expresi téméef 5x ve tmé 1 na modrém svétle. Modré
svétlo také snizuje expresi ve srovnani s WT kli¢icim ve tmé&. Miizeme znovu usuzovat, ze
funk¢éni produkt 7B-1 zvysuje expresi genu PHOT2 ve tmé. U semen klicicich 96 hodin
pozorujeme stejny jev exprese PHOT2 jako u PHOTL, tedy ze funkéni produkt 7B-1 nema

vliv na expresi genu PHOT2.

Vysledky experimentli exprese gentt PHOT1 a PHOT2 v zavislosti na koncentraci
NaCl v kultivaénim médiu a po 72 hod inkubaci ve tmé ¢i na modrém svétle ukazuji, ze
modré svétlo snizuje expresi genu PHOT1 a se zvySujici se koncentraci NaCl dochézi
k dalSimu rapidnimu snizovani exprese genu PHOT1 u obou pouzitych genotypt ve tmé i
na modrém svétle. Lze tedy fici, Ze zasoleni negativné ovliviiuje fototropinové drahy a

samotnou expresi genu PHOT1.

Pti sledovani zmén exprese obou kandidatnich genii vlivem doby inkubace lze
vyvodit, ze exprese geni PHOT1 se zvySuje vlivem doby inkubace postupné u WT klic¢iciho
ve tm€. OvSem u semen WT kli¢icich na modrém svétle vidime, Ze dochézi k rapidnéjsimu
naristu exprese genu PHOT1 po 96 hodinach. Pro genotyp 7B-1 kli¢iciho ve tmé
a na modrém svétle lze fici, Ze vyrazné zvyseni exprese PHOT1 je pozorovano az u semen
inkubovanych 96 hodin, i kdyz nartist exprese PHOT1 je zfetelny jiz u semen inkubovanych
72 hodin. Muzeme usuzovat, ze funk¢ni produkt genu 7B-1 v prub&hu kli¢eni semen rajcete
zrychluje narust exprese genu PHOT1. Pro gen PHOT2 miiZeme formulovat obdobné zavéry
jako u genu PHOT1.

Z vysledku diplomové prace lze sumarizovat, ze exprese genu PHOT1 je zavisla
na svételnych podminkach a na abiotickém stresu zasoleni. Je tedy moZné ucinit obecny

zavér, ze abiotické stresy jsou schopny ovliviiovat svételné signdlni drahy modrého svétla.
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Z vysledkti miizeme rovnéz usuzovat, ze funkéni produkt 7B-1 stimuluje expresi genu

PHOT1 v prabéhu kli¢eni semen rajcete, predevsim u semen inkubovanych 72 hodin. Tyto

oy e

k modrému svétlu zprostiedkované specificky fototropiny (Hlavinka et al. 2013). Vysledky

Vv ptipad¢ genu PHOT2 jsou nejednoznacné a experimenty bude tfeba zopakovat.
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda zasoleni jako abioticky stres je schopno ménit
signdlni drahy modrého svétla zprostfedkované fototropiny. Experimentalnim cilem bylo
zjistit zévislost exprese vybranych kandidatnich geni PHOT1 a PHOTZ2 na svételnych
podminkach a abiotickém stresu zasoleni. Pomoci kvantitativni RT-PCR byly provedeny
experimenty studujici expresi kandidatnich geni v semenech rajcete jedlého Solanum
lycopersicum L. cv Rutgers a od n¢j odvozeného mutanta 7B-1 péstovanych ve tmé a na
modrém svétle. Vysledky ukazaly, ze funkéni produkt genu 7B-1 snizuje toleranci semen
k zasoleni. Vysledky prace potvrdily, Ze mutace 7B-1 ovliviiuje procesy zprosttedkované
fototropinovymi drdhami. Rovnéz bylo zjisténo, ze funkcéni produkt genu 7B-1 zvySuje
expresi genu pro fototropin PHOT1 u semen raj¢ete inkubovanych po dobu 72 hodin. Po
této dob¢ jiz nema funk¢ni produkt genu 7B-1 na expresi gent Vvliv. Vlivem abiotického
stresu zasoleni dochazi ke snizeni exprese genu PHOTL, je tedy ziejmé, ze signalni drahy
abiotickych stresti a modrého svétla se ovliviiuji. OvSem z diivoda vysokych standartnich

chyb v expresi genu PHOT2 by bylo vhodné dané experimenty zopakovat.
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