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Ciele prace
Vypracovat’ teoreticki reSers na témy:

— Kiyselina salicylova a jej tloha u rastlin pocas biotického a abiotického stresu.
— Funkcia kyseliny salicylovej vo vyvine rastlin.
- SQUAMOSA promoter-binding protein-like proteiny (SPL) u rastlin a ich

regulécia, uloha v biotickom a abiotickom strese.
Experimentalne ciele :

— Ziskat’ zrucnosti v metddach kultivacie rastlin in vitro, fenotypovej analyze a
Specifickom farbeni enzymatickej aktivity na nativnych géloch.

— Analyza aktivity vybranych enzymov (napr. peroxidaz a chitinaz) v mutantoch
spll-1 a spli-2 poc€as odpovedi na exogénne ovplyvnenie kyselinou salicylovou.

— Fenotypova analyza odpovedi mutantov sp//-1 a spl1-2 na exogénne ovplyvnenie

kyselinou salicylovou.



1. Uvod

SQUAMOSA promoter-binding protein-like (SPL) st Specifické transkripcné
faktory, ktoré su zname predovsetkym vd’aka ich funkcidm vo vyvine (Chen et al., 2010).
Ich tlohy v odpovedi na bioticky a abioticky stres nie st eSte dostatocne prestudované.

Predchadzajuce vysledky naznacuju, ze transkripény faktor SPL1 moze byt
dolezity pre odpoved’ rastlin na kyselinu salicylova (SA; Zeiner et al., 2021) a ze by
mohol regulovat’ expresiu superoxiddizmutazy FeSOD1 (Dvotak et al., 2021b).

SA je dolezita fenolova signdlna molekula, ktord je dolezitd pre viaceré
fyziologické procesy. SA je radena do kategorie rastlinnych hormoénov, ktoré maju
klt€ovu rolu pri regulécii vyvinu a tolerancie voci biotickému a abiotickému stresu.

Preto bolo ciel'om tejto prace zistit’ vplyv a tlohu SA v regulacii SOD a zapojenie
traskripéného faktoru SPL1 do odpovede rastlin na SA. V ramci tejto bakalarskej prace
boli analyzované mutanty spl/l-I aspll-2 pocas exogénnej aplikacie SA. Bol
kvantitativne analyzovany fenotyp primarneho korenia v odpovedi na SA. Zamerali sme
sa tiez na vplyv SA na aktivitu izozymov MnSOD, FeSOD, Cu/ZnSOD a chitinaz,

dolezitych obrannych enzymov v odpovedi na SA.



2. Sucasny stav rieSenej problematiky

2.1 Kiyselina salicylova

Kyselina salicylova (SA) je prirodzene sa vyskytujuca fenolovd zlucenina
obsahujuca sedem uhlikov, ktora je dodlezitou endogénnou signilnou molekulou.
V rastlinach je syntetizovana hlavne biochemickou drdhou kyseliny Sikimovej. Draha
kyseliny Sikimovej je hlavnou drdhou pre biosyntézu vicsSiny rastlinnych fenolovych
zliCenin, vratane SA. Téato draha vyuziva sacharidové prekurzory, ako je fenylalanin,

ktory sluzi ako prekurzor pre SA (Averesch & Kromer, 2018).

Biosyntéza SA modZze byt realizovand dvomi drdhami, a to izochorizmatovou a
fenylalaninovou drahou. V izochorizmatovej drahe sa izochromat, ktory je produktom
metabolizmu aminokyseliny tryptofan, meni na SA (Mustafa et al., 2009). Druhou drdhou
je fenylalaninova dréha, ktora je najbeznejSou cestou pre syntézu SA. V tejto drahe je
fenylalanin premeneny na kyselinu benzoovu atd je premenend na SA v dosledku
chemickych reakcii, ktoré su katalyzované roznymi enzymami. Jednym z takychto
enzymov je 2-hydroxylaza, ktord katalyzuje hydroxylaciu kyseliny benzoovej na SA

(Lefevere et al., 2020).

Biosyntéza SA je ovplyvnena mnohymi regulatormi, medzi ktorymi st reaktivne
formy kyslika (ROS), najmi peroxid vodika. Ten tvori spolu s SA spdtnovéazobnu slucku,
kde peroxid vodika podporuje jej tvorbu a SA zase sposobuje hromadenie peroxidu

vodika inhibiciou jeho odburavania (Li et al., 2020).

SA ma ulohu pri regulacii rastu a vyvoja rastlin a taktiez pri ich odpovedi na
biotické a abiotické stresové faktory (Khan et al., 2012). Zohrava klIi¢ova ulohu
v regulacii vyznamnych fyziologickych procesov v rastlindch, vratane fotosyntézy,
metabolizmu dusika, produkcie prolinu a glycinbetainu, antioxida¢ného obranného
systému a vzt'ahov rastlin s vodou za stresovych podmienok. Tymto spdsobom poskytuje
rastlindm ochranu pred negativnymi ucinkami abiotického stresu. (Khan et al., 2010)

Dalsie jej tlohy st zobrazené na Obrazku 1.

Vyskumy ukézali, ze SA moze zlepsit’ odolnost’ rastlin vo¢i hlavnym abiotickym
stresom, ako su soli (Khan et al., 2014), kovy (Zhang et al., 2015), sucho (Fayez
& Bazaid, 2014), osmoticky stres (Alavi et al., 2014), a tepelny stres (Khan et al., 2013).

SA byva uvadzana ako induktor viacerych génov, ktoré¢ koduju caperony, proteiny



tepelného Soku (heat shock proteins, HSP), antioxidanty a sekundarne metabolity (Jumali

etal., 2011).

SA moze v rastline prejst réznymi modifikdciami, ktoré vicSinou vedu k
inaktivacii SA. Ked’ je SA glukozylovand, mdze sa vytvorit’ SA glukozid (SAG), ktory sa
moze ukladat vo vakuole vo velkych mmnoZstvach (Dean et al., 2003). DalSou
modifikaciou SA je glukozylacia esterom SA , ktora vedie k tvorbe d’alSieho konjugatu
cukru SA, ktory sa moéze vytvarat v rastlindch. Metylacia zvySuje membranovu
permeabilitu SA a robi ju prchavejSou, ¢im sa tento derivat méze uvolnit’ z rastliny a slazi
ako podnet na interakciu medzi rastlinami a hmyzom (Snoeren et al., 2010). DalSou
hlavnou modifik4ciou je konjugicia s aminokyselinami, ktord sa mdze podielat’ na
katabolizme SA (Mackelprang et al, 2017). Dalsia modifikicia je vysledkom
hydroxylacie SA za tvorby kyseliny 2,3- a 2,5-dihydroxybenzoovej (Dempsey et al.,
2011). V nedavnej dobe bola identifikovana glykozyltransferaza, ktora dokaze previest
metylovani SA(MeSA) na MeSA glukozid (Chen et al., 2019).

. ) ™

Senescencia Kvitnutie

Tvorba apikédlneho \ B / Redoxna
hacika \ / reguldcia
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nekrot‘ropni'm jasmonova = S
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N

SA
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\ =

Obrazok 1 Uloha kyseliny salicylovej (SA) vroznych biologickych procesoch. Prevzaté
a nasledne upravené z Peng et al., 2021.




2.1.1 Uloha SA pri raste a vyvine

Transport auxinov je prisne kontrolovany pomocou transportérov auxinu PIN,
ktoré su umiestnené v membranach (Adamowski & Friml, 2015). Vacsina PIN proteinov
sa nachadza na plazmatickej membrane (Vieten et al., 2007). Aby sa udrzala efektivna
vymena auxinu, rastliny stale internalizuji PIN proteiny z plazmatickej membrany
pomocou klatrinom sprostredkovanej endocytézy (Adamowski & Friml, 2015).
Hromadenie SA vrastline ma inhibicny ucinok na endocytéozu PIN proteinov
a ovplyviiuje Struktaru korenovych buniek v zavislosti od koncentracie (Pasternak et al.,
2019). Tym Ze SA obmedzuje dynamiku PIN proteinov a spdsobuje ich hyperklastrovanie
na plazmatickej membrane, narusuje gravitropizmus korena (Ke et al., 2020). Vysledky
analyzy transkriptomu ukazuju, ze oSetrenie SA vedie k potladeniu expresie 21 génov,

ktoré su zapojené do auxinovej signalizacie (Wang et al., 2007).

Aplikacia SA, mdze mat’ rozne ucinky na rast a vyvoj rastlin, ktoré zavisia od
druhu rastliny, jej vyvojového Stadia akoncentracie SA (Rivas-San Vincente
& Plasencia, 2011). Aj ked pouZitie nizkych koncentracii SA modze stimulovat’ rast
niektorych druhov rastlin, prili§ vysoké davky SA maju takmer vzdy negativny vplyv.
Toto sa prejavuje napriklad v pripade aplikdcie 1000 mM SA, ktord vedie k vyraznému
spomaleniu rastu semenacikov Arabidopsis (Rajjou et al., 2006). Mutanty s poruchou
imunitného systému, ktoré maji konstitutivne zvySené hladiny SA, Casto prejavuju
zniZenu rastovl schopnost’ (van Wersch et al., 2016). SA ovplyviiuje rast korefiov tym,
ze reguluje aktivitu koreiového apikdlneho meristému (root apical meristem, RAM) (Xu
et al.,, 2017). Vyskum ukdazal, Ze pritomnost’ 30 uM SA znizuje pocet buniek, ktoré
exprimuju CYCLIN B1, marker bunkového delenia, v proximalnom meristéme. To
znamena, ze delenie buniek v proximalnom meristéme je inhibované po osetreni SA, ¢o
ma za nasledok znizenie dizky korena. Ked’ sa korene ofetrili vy$§imi koncentraciami SA
(150 uM), proximalne meristémové bunky sa zvicsia, ale CYCLIN B1 sa nenachadzal

vo viac ako polovici oSetrenych korenov (Pasternak et al., 2019).

Pri exogénnej aplikacii nizkych davok SA dochéddza k vyraznému zlepSeniu
kli¢enia semien Arabidopsis v rdznych podmienkach abiotického stresu (Rajjou et al.,
20006). Pri stresovych podmienkach sposobenych sol'ou (100-150 mM NaCl) vyklici len
50 % semien Arabidopsis, ale v pritomnosti SA (0,05-0,5 mM) sa zvySuje kli¢ivost’
semien na 80 %. Tieto zistenia su v sulade s pozorovanym fenotypom oneskoreného

kli¢enia u mutanta Arabidopsis sid2 pri vysokej koncentracii soli (Alonso-Ramirez et al.,
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2009). Tento  mutant sa  vyznacuje chybajicou  expresiou  génu
IZOCHORIZMATSYNTAZA 1 (ISOCHORISMATE SYNTAHASESI, 1CS1), ¢o vedie
k znizeniu hladin SA. Transgénne linie Arabidopsis NahG exprimujice bakterialnu
salicylathydroxylazu maji podobne nizsie hladiny SA. Avsak, v tomto pripade kli¢enie
semien za vysokej salinity nie je ovplyvnené, ako tomu bolo u mutanta sid2 s nizkymi
hladinami SA (Borsani et al., 2001). Tento rozpor v pozorovanych ucinkoch sa vysvetl'uje
pritomnostou katecholu, ktory vznika pri pdsobeni salicylathydroxyldzy a ma
antioxida¢né vlastnosti (Lee et al., 2010). Takze SA zlepSuje klicenie semien
v podmienkach vysokého obsahu soli tym, ze redukuje oxida¢né poSkodenie (Saidi et al.,
2013). Taktiez boli zistené zmeny, ktoré naznacuji indukciu dvoch superoxiddizmutaz
pod vplyvom SA v kli¢iacich semenach Arabidopsis, co modze prispiet’ k zvySenej

schopnosti rastlin eliminovat ROS (Rajjou et al., 2006).

2.1.2 Uloha SA v senescencii rastlin

Podrobna analyza génovej expresie v starnucich listoch Arabidopsis potvrdila
ucast’ signalnej drahy SA v senescencii. Az 20 % génov, ktorych expresia bola zvySena
pocas senescencie, vykazuje aspoil dvojnasobné zniZenie ich expresie v SA-deficientnych
NahG transgénnych rastlinach. VicSina tychto génov, ktoré si zosilnené senescenciou
a zavisia na drdhe SA, koéduju kinazy, transferazy a hydroldzy (Buchanan-Wollaston et
al., 2005). Senescencia sa vyznaCuje poklesom fotosyntetickej aktivity a zvySenymi
hladinami ROS kvoli strate antioxidacnej kapacity (Prochazkovéa et al., 2001). Je
pravdepodobné, Ze tieto udalosti su ¢iastocne sposobené hromadenim SA. V starntcich
listoch Arabidopsis dochddza k 4-ndsobnému zvySeniu hladin SA. Rastlinné mutanty,
v ktorych je prerusend signalna drdha SA, ako je napriklad npr! (deficientné v expresii
NPRI, NON EXPRESSOR OF PR 1), prejavuju oneskorenu senescenciu. Toto zahfiia

oneskorené Zltnutie a mensi vyskyt nekréz (Yu et al., 2021).

2.1.3 Uloha SA po¢as odpovedi rastlin na abioticky stres

Bolo potvrdené, Ze exogénna aplikacia SA zlepSuje rast a fotosyntetické vlastnosti
plodin vystavenych tazkym kovom, vratane Oryza sativa (O. sativa) vystavenej olovu
(Chen et al., 2007) a Zea mays vystavene] kadmiu (Krantev et al., 2008). Taktiez bolo
preukdzané, Ze aplikacia SA ovplyviiuje komponenty antioxidaéného systému

a signifikantne redukuje peroxidaciu membranovych lipidov u Phaseolus vulgaris



vystavenej medi (Zengin, 2014). Vyskumy ukazuju, ze SA ma dolezitt ulohu v regulacii
procesov suvisiacich s fotosyntézou, ako je fotosystém II (PSII), fotosyntetické pigmenty
a aktivity enzymov, ako napriklad ribuldza-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygendza
(RuBisCO) a karboanhydraza, pri stresovych podmienkach z tazkych kovov (Zhang et
al., 2015).

SA ma vyznamnu ulohu pri posiliiovani schopnosti rastlin znasat’ stres sposobeny
vysokou koncentraciou soli v pode. Tento efekt bol uspesne preukdzany u mnohych
plodin, ako napriklad Vicia faba (Azooz, 2009), Brassica juncea (Nazar et al., 2011),
Medicago sativa (Palma et al., 2013) a Vigna radiata (Khan et al., 2014). Podl'a Li et al.
(2014) SA moze zvysit toleranciu rastlin voc¢i solnému stresu a zlepSit’ rast Torreya
grandis. Tento ucinok je spdsobeny zvySenim mnozstva chlorofylu a aktivitou
antioxida¢nych enzymov, ktoré podporili proces fotosyntézy a zmiernili oxidacny stres.
Vyskum Cao et al. (2009) naznacuje, ze nedostatok SA v rastlindach méze byt hlavnou
pri¢inou zvySenych poskodeni sposobenych solnym stresom a znizenej aktivity
antioxidac¢nych enzymov. Toto bolo potvrdené v NahG transgénnych liniach Arabidopsis,
kde bola zistena nizka hladina SA a zhor$ena tolerancia voci soli. Na zaklade studie Fayez
& Bazaid (2014) redukovala 50 uM koncentracia SA oxidacny stres sposobeny solou
vrastline Hordeum vulgare prostrednictvom zniZenia mnoZstva bunkového
malondialdehydu (MDA), ktory sluzi ako marker membranovo-lipidovej peroxidacie, ale

aj prostrednictvom zniZenia produkcie ROS.

Podl'a dostupnych udajov SA moézZe mat’ rozne UCinky na rastliny vystavené
tepelnému stresu. Pri teplote 38 °C sa ukazalo, e SA v koncentracii 0,5 mM! zlep3uje
aktivitu antioxidaénych enzymov ako st napriklad peroxiddzy, superoxiddizmutazy
(SOD) a katalazy a taktiez zvySuje obsah chlorofylu v Medicago sativa (Wassie et al.,
2020). U Hordeum vulgare (H. vulgare) sa po exogénnej aplikécii SA zvysila tolerancia
k chladu prostrednictvom zvySenia aktivity antioxidaénych enzymov a zmenou
usporiadania apoplastickych proteinov (Mutlu et al., 2013). ZvySena tolerancia k chladu
bola taktiez preukdzana pri plode paradajok (Solanum lycopersicum, S. lycopersicum)
v dosledku vystavenia nizkej koncentracie kyseliny metylsalicylovej (MeSA), ktora sa
podiela na syntéze niektorych stresovych proteinov, ako su napriklad PR proteiny
(pathogen-related proteins) (Ding et al., 2002). Taktiez aplikacia SA mdze pomoOct’

rastlinam druhu Triticum aestivum (T. aestivum) zmiernit’ ucinky tepelného stresu. Tento



ucinok bol dosiahnuty nasledkom zvySenia produkcie prolinu a obmedzenim tvorby

etylénu pocas stresu (Khan et al., 2013).

Aplikacia SA na rastliny H. vulgare, ktoré boli vystavené stresu zo sucha, viedla
k narastu asimilacie CO» v ddsledku zvysenej prieduchovej vodivosti a k zvySeniu suche;j
hmoty rastlin (Habibi, 2012). U rastlin 7" aestivum vystavenych suchu a oSetrenych SA
boli zistené nizSie hodnoty peroxidacie membranovych lipidov a rastliny zaroven
dosahovali vyssSiu vysku a vacsiu suchi hmotnost’ a listy nevykazovali Ziadne vyrazné
priznaky vidnutia (Kang et al., 2012). Dalsi vyskum ukézal, Ze aplikacia 5 uM SA viedla
k aktivacii génov v rastline Mitragyna speciosa. Z nahodnej analyzy 292 exprimovanych
génov sa ukazalo, ze viacSina génov kodujucich ¢aperony, HSP, antioxidanty a enzymy
biosyntézy sekundarnych metabolitov reagovala na aplikaciu SA (Jumali et al., 2011).
Sadenice T. aestivum, ktoré boli osetrené 0,5 mM SA pocas troch dni pred vyvolanim
stresu, prejavili vyrazné zvysenie rastu a zlepSenie tolerancie voci stresu zo sucha. Tieto
zmeny sa prejavili zvySenymi hodnotami absolutneho obsahu vody, suchej hmotnosti a
cerstvej hmotnosti, a tiez zniZenou peroxidaciou lipidov. Proteomické analyza odhalila,
ze SA reguluje 76 roznych proteinovych drah, ktoré sa podiel’aju na prenose signalu,
obrane proti stresu, fotosyntéze, metabolizme sacharidov, metabolizme bielkovin a na
produkcii energie. Pri obrane voci stresu vysledky naznacuju, ze aplikacia SA tri dni pred
vyvolanim stresu zvySila antioxidany obranny systém, ¢im sa zniZilo oxidacné
poskodenie spdsobené stresom. PredoSetrenie aplikdciou SA s nasledujiicim vyvolanim
stresu zo sucha ma synergicky UCinok na zvySenie RuBisCO, ¢im je zvySend aj
fotosyntéza. SA taktiez zvySila metabolizmus sacharidov a produkciu energie
prostrednictvom zvySenia kl'icovych enzymov glykolyzy a citratového cyklu (Kang et
al., 2012). Schéma potencidlnych mechanizmov pre vytvorenie tolerancie voci

abiotického stresu prostrednictvom SA je zobrazena na Obrazku 2.



Aplikacia kyseliny salicylovej na stresované rastliny

Modulacia syntézy Aktivacia Produkcia sekundarnych Optimalizacia stavu
osmolytov antioxidaéného systému metabolitov minerdlnych Zivin
Moduldcia génov Zvysenie funkcie

sekundarnych mineralnych
metabolitov transporterov

Kyselina salicylova detekovana pomocou receptorov na membrane |

Up-regulacia génov
osmolytov

Indukcia antioxidacnych

génov

!

Zvysenie aktivity
antioxidaénych
enzymov

!

Detoxikdcia ROS a
zlepsenie bunkového

Zvysenie stavu
sekundérnych
metabolitov
obsahujucichN a$s

Zvysenie stavu
mineralnych Zivin
zvysenimich prijmu

Zvy$enie obsahu
osmolytov

Ochrana
fotosyntetického
aparatu a aktivity PSII

Zmiernenie poskodenia UdrZiavanie stavu
bunky a obnova dostupnosti

redoxného statusu homeostazy mineralnych Zivin

[ Tolerancia k abiotickému stresu ]

Obrazok 2 Zjednodusené schémy predstavujiice potencidlne mechanizmy, ktoré su zakladom
tolerancie rastlinného abiotického stresu sprostredkovaného kyselinou salicylovou (SA).Prevzaté
a upravené z Khan et al., 2015.

2.1.4 Funkcie SA v odpovedi rastlin na bioticky stres

Rastliny si vyvinuli imunitny systém, ktory sa sklada z dvoch vrstiev, ktoré sluzia
na detekciu a zvladanie biotickych utokov. Prva vrstva sa aktivuje po rozpoznani
molekularnych vzorov spojenych s patogénmi, ktoré su detekované pomocou
Specifickych receptorov (patern-recognition receptors, PRR) na bunkovom povrchu, ¢im
sa aktivuje primarna imunita (patern-triggered imunity, PTI). Ak rastlina rozpozna
efektory, ktoré su sekretované patogénmi, mdze sa aktivovat druhd, silnejSia vrstva
imunitnej signalizacie znama ako efektorom spustend imunita (effector-triggered imunity,
ETI) (Jones & Dangl, 2006). Po tychto udalostiach moézu ETI a PTI sp6sobit’ imunitné
reakcie v neinfikovanych ¢astiach rastlin, ktoré su vystavené napadnutiu patogénom. Této
Sirokospektralna rezistencia na velku vzdialenost sa nazyva systémova ziskana
rezistencia (systemic acquired resistance, SAR). SAR je primarne regulovana
endogénnou akumuléciou SA a charakterizovana aktivaciou génov PR a proteinmi s

antimikrobidlnou aktivitou (Shine et al., 2019).
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SA hra déleziti ulohu pri obrane rastlin voci patogénom. Pri infekcii biotrofnymi
patogénmi, ktoré potrebuju zivé hostitel'ské pletivo, sa aktivuji komplexné siete
kl'aCovych zloziek, ktoré zabezpecuju obranu rastlin. SA posobi prostrednictvom NPR1,
ktory je zékladnym prvkom signalizacie obrany rastlin a jeho tlohou je aktivovat
obranni odpoved’ rastlin a produkciu PR proteinov (Withers & Dong, 2016).
V Arabidopsis existuje multigénna rodina proteinov NPR1 az NPR6 (Kuai & Després,
2016). Protein NPR1 je lokalizovany najma v cytoplazme a vé¢Sinou zostava neaktivny
v oligomérnej forme, kym hostitel'ska rastlina nie je infikovanad patogénom. Po infekcii
sa zac¢ne v rastline akumulovat SA, a vyssi obsah SA spdsobuje zmenu bunkového
redoxného potencialu, v dosledku coho sa oligomér NPR 1 redukuje na biologicky aktivne
monoméry. Monomérny NPR1 sa potom premiestiiuje do jadra, kde interaguje s TGACC
MOTIF-BINDING PROTEIN (TGA). Na zéklade tejto interakcie je vyvolana expresia PR
proteinov (Seo et al., 2020). Tento mechanizmus monomerizacie je zobraazeny na
Obrazku 3. Vyskytuju sa Specialne situacie, kde jadrova lokalizdcia NPR1 nie je potrebna
na regulaciu génov ovplyvnenych SA (Skelly et al, 2019). Toto naznacuje, Ze
cytoplazmatick4 forma NPR1 aktivovand SA ma int funkciu, ktora je mimo jej tradi¢ne;j
role ako transkripény koaktivator v jadre (Zhou et al., 2023). SA ma kl'aicovu tlohu v
aktivacii obrannych reakcii rastlin proti patogénom prostrednictvom regulacie
niekol’kych biochemickych a morfofyziologickych procesov (War et al., 2011). Po
infekcii patogénom sa biosyntéza SA mnohonésobne zvysuje, o je dolezité pre spustenie
hypersenzitivnej odpovede (hypersensitive response, HR) v rastlinach (Huang, et al.,

2020).



Obrazok 3 Schematické zndzornenie rastlinnej imunitnej signalizacie zaloZenej na NPRI.
Patogenom vyvoland akumulacia kyseliny salicylovej (SA), vedie k monomerizacii NON
EXPRESSOR OF PR 1 (NPR1), ktora za normalnych okolnosti zostava v cytosole ako oligomér
stabilizovany disulfidovymi vdzbami. Proces monomerizacie NPR1 je regulovany tioredoxinom
(Trx). Nuklearny import NPR1 spdsobi interakciu s TGA transkripénymi faktormi, ¢o nasledne
aktivuje expresiu génov zodpovednych za obranu rastliny (Kerchev et al., 2015).

Aj ked’ ROS reguluje imunitu rastlin, bioticky stres moZe sposobit’ ich nadmerné
hromadenie, ktoré spdsobuje oxidativny stres (Huang et al., 2019). SA je znama ako
dolezity regulator ROS (Saleem et al., 2021). Uloha SA a miesto, kde interferuje
so signalizaciou ROS, zavisi od pdvodu ROS a patosystému. Jednym z hlavnych ciel'ov
SA v sprostredkovani indukcie ROS je NADPH oxiddza (Liu & He, 2016). NADPH
oxiddzy su enzymy lokalizované na plazmatickej membrane produkujice superoxid.
Vrastlinach st kodované génmi RBOH (RESPIRATORY BURST OXIDASE
HOMOLOGsS) (Qin et al., 2020). Niektoré vyskumy naznacuju spojenie funkcii RBOH
a SA v regulécii bunkovej smrti. Napriklad RBOH spusta bunkova smrt’ v poskodenych

bunkach infikovanych hubou v Arabidopsis. Zaroven vsak inhibuje bunkovu smrt
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v susednych bunkach potlacenim hladin SA a etylénu, avSak tato regulécia sa zda byt

zavisla na patosystéme (Pogény et al., 2009).

SA vrastlinach moze podstapit chemické modifikacie, ako je napriklad
hydroxylécia, ktora prispieva k regulacii hladiny SA v rastline a zohrdva ulohu pri
udrziavani jej homeostazy (Zhang et al., 2017). Patogény mozu modifikovat’ SA tak, aby
podporila ich virulenciu. Niektoré baktérie a hubové patogény maji enzymy, ako st SA
hydroxyldzy, ktoré slizia na inaktivaciu SA (Qi et al., 2018). SA mdze byt degradovana
na kyselinu gentisovu a nasledne degradovana na fumarat a pyruvat baktériou Ralstonia

solanacearum (Lowe-Power et al., 2016).

2.1.5 Interakcia SA s ostatnymi rastlinnymi hormonmi

SA reguluje rdzne aspekty reakcii rastlin v optimalnych aj stresovych
podmienkach prostrednictvom signaliza¢nych interakcii s inymi fytohormonmi. Pod
normalnymi aj stresovymi podmienkami bola zistené interakcie medzi SA a inymi
fytohormonmi, ako s auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova, etylén, oxid
dusnaty a brassinosteroidy. Interakcie SA sinymi fytohorménmi moézu viest’

k synergickym alebo antagonistickym vzt'ahom (Kaya et al., 2023).

SA spdsobuje hromadenie kyseliny abscisovej v rastlinach, ktoré sa nachadzaju
v optimédlnych podmienkach, aj v podmienkach poOsobenia sol'ného stresu. Toto
hromadenie vedie klepSej adaptiacii na osmoticky stres, k zvySeniu obsahu
fotosyntetickych pigmentov a k zlepSeniu rastu rastlin S. lycopersicum (Szepesi et al.,

2009).

Je preukézané, Ze SA a etylén v interakcii medzi sebou posobia antagonisticky.
Signalizacia SA brani tvorbe etylénu tym, ze potlaca aktivitu transkripéného faktoru

EIN3 (ethylene insensitive) prostrednictvom NPR1 (Huang et al., 2020).

SA patri medzi hlavné fytohormony, ktoré interaguju s oxidom dusnatym, a slizi
ako druhy posol, ktory riadi otvaranie a zatvaranie prieduchov u vyssich rastlin (Hao et
al., 2010). Vyskumy naznacujt, Ze oxid dusnaty mézZe byt uc¢innym prostriedkom na
zniZzenie oxida¢ného posSkodenia v rastlinach 7. aestivum, ktoré sa nachadzaju pod
osmotickym stresom, a to prostrednictvom SA signalizacie (Alavi et al., 2014). Okrem
toho moze SA stimulovat’ tvorbu oxidu dusnatého zvySenim aktivity enzymov, ktoré ho

syntetizuju (Zottini et al., 2007).
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SA akyselina jasmonova maji antagonistické interakcie na urovni signalizacie
a biosyntézy mitogénom aktivovanych proteinkindz (MAPK, MPK) (Khan et al., 2012).
Tento antagonizmus ovplyviiuje expresiu PR génov, pricom SA a kyselina jasmonova

indukuju alebo inhibuju ich expresiu (Wang et al., 2001).

2.1.6 Chitinazy

Chitinazy st proteiny, ktoré maji enzymaticku aktivitu a ich hlavnou funkciou je
rozklad chitinu, ktory je Struktirnou zlozkou hub, hmyzu, nematdd a korovcov (Singh et
al., 2021). V rastlinach maju chitinazy délezitu ulohu v ochrane pred patogénmi, pretoze
dokézu rozkladat’ chitinovl stenu baktérii a hub. Rastlinné chitindzy sa zvycajne
klasifikuju do rodin PR proteinov 3, 4, 8 a 11 (Filyushin et al., 2021). Chitinazy su jednym
z najhojnejSich PR proteinov v rastlindich a su pritomné konStitutivne v nizkych
koncentraciach, ale su S$pecificky indukované pri stretnuti s urcitymi biotickymi a
abiotickymi faktormi (van Loon et al., 2006; Kumudini et al., 2018). Rastlinné chitindzy
sa vSak tiez podiel'ajii na réznych procesoch rastu a vyvoja, ako je embryogenéza, klicenie
semien, mikrosporogenéza, dehiscencia pelnice, vyvoj korefiov a abscisia (Wu et al.,
2001; van Loon et al., 2006). Rastlinné chitinazy sa vyskytuju v jednokli¢nolistovych aj
dvojkli¢nolistovych druhoch a st distribuované v réznych organoch, vratane semien,
listov, koreniov a kvetov (Singh et al., 2021) a su indukované v reakcii na rozne biotické
stresy, ako st baktérie, huby, virusy a abiotické stresy, ako su zranenia, osmoticky tlak,
sucho, salinita, tazké kovy, teplo a chlad (Cletus et al., 2013; Jain & Khurana, 2018).
Podl'a Taka¢ et al. (2021) HvMPK3 proteinova kinaza sa po stimulécii flagelinom 22
(flg22) podiela na pozitivnej regulacii chitindz, a to pravdepodobne Specifickym
spdsobom pre jednotlivé izoformy enzymu. TaktieZ podl'a analyzy sa zistilo, Ze HYMPK3
ovplyviiuje imunitnl odpoved’ u jacmena po indukcii flg22 a to najmé prostrednictvom
regulacie nadbytku PR proteinov, vratane chitindz. Tymto spdsobom sa zvySuje aktivita

obrany indukovanej flg22.
2.2 Superoxiddizmutazy

Rastliny sa s toxicitou ROS vysporiadavaju pomocou sofistikovanych a u¢innych
antioxidacnych systémov, ktoré zahffiaju syntézu molekal s nizkou relativnou
molekulovou hmotnostou, ako je napriklad kyselina L-askorbovéa, glutation, a rozne
enzymy. Medzi tieto enzymatické zlozky patria SOD. SOD patria do skupiny

metaloenzymov, ktoré tvoria prva obrannu liniu proti ROS tym, Ze katalyzuja premenu
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superoxidu na peroxid vodika a vodu (Alscher et al., 2002). Izoformy SOD boli objavené
v korenioch, listoch plodoch a v semenach rastlin, kde plnia doleziti funkciu v ochrane
buniek pred poSkodenim spdsobenym oxidaciou (Feng et al., 2016). V rastlinach existuje
niekol’ko izoforiem SOD, ktoré su klasifikované do troch typov na zaklade ich kovového
kofaktoru a subcelularnej distribticie. Tymito typmi si Cu/ZnSOD, MnSOD a FeSOD,
(Alscher et al., 2002; Perry et al., 2010). Cu/ZnSOD st hlavne distribuované v cytosoéle,
chloroplastoch, peroxizoémoch a extracelularnom priestore, zatial’ co FeSOD sa vyskytuje
predovsetkym v chloroplastoch, ale aj v cytosole, a MnSOD su lokalizované hlavne v
mitochondriach, ale aj v peroxizomoch (Wang et al., 2016). CuZnSOD a FeSOD su
dolezité pre obranu rastlin voci oxidativnemu stresu v chloroplastoch (Dvotak et al.,
2021a), pricom MnSODI1 odburava superoxid v mitochondriach (O'Brien et al., 2004).
Ich aktivita je regulovand pomocou protein-proteinovych interakcii (Melicher et al.,
2022), posttranslacnych modifikécii (Dvoréak et al., 2021b) a MAPK (Takac et al., 2014).
Je zndme, Ze ich transkripcia je riadena pomocou trankripéného faktoru SQUAMOSA

promoter-binding protein-like 7 a miRNA (Cohu et al., 2009).
2.3 Transkrip¢né faktory SQUAMOSA promoter-binding protein-like

SQUAMOSA promoter-binding protein-like (SPL) st Specifické rastlinné
transkripéné faktory, ktoré plnia funkcie pri raste a vyvoji rastlin (Chen et al., 2010).
Aminokyselinové sekvencie tychto transkripénych faktorov su charakterizované vysoko
konzervovanou oblastou, ktord pozostava zo 76 aminokyselin aje oznaCovand ako

SQUAMOSA promoter binding protein (SBP) doména (Yang et al., 2008).

Doména SBP je kIicovym faktorom v procesoch jadrového importu a vizby
s DNA s vysokou sekven¢nou Specifitou. Jej hlavnou funkciou je vdzba na konsenzudlne
vizbové miesto v promdtorovej oblasti cielovych génov, obsahujtice nukleotidovy motiv
GTAC a génovo Specifické prilahlé oblasti (Birkenbihl et al., 2005; Yamasaki et al., 2006;
Liang et al., 2008).

SPL proteiny maju od 131 (4#SPL3) do 927 aminokyselin (AtSPL12; Cardon et
al., 1999). Gény kodujuce proteiny SPL sa skladaju z r6zneho poctu exonov, avSak pre
suchozemské rastliny, doména SBP je kodovana prvym a druhym exoénom a miesta

intronov medzi nimi si konzervované (Guo et al., 2007).

SPL tvoria pomerne vel’ku rodinu génov so 17 zastupcami v Arabidopsis (AtSPL)

(Obrazok 4A) a 19 zastupcami v ryzi (OsSPL). Tieto transkripcné faktory sa podiel'aju na
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regulacii inych transkripénych faktorov a zohravaji doéleziti tlohu v metabolickych
procesoch, ktoré ovplyviiuji produkciu glukézy, anorganickych soli, adenozintrifosfatu
(ATP) (Wang et al., 2009a) a reakcie na med’ a plesnovy toxin (Eriksson et al., 2004;
Stone et al., 2005).

SPL tiez regulujt viaceré dolezité vyvinové procesy, ako napriklad vyvin listov
(Wu & Poething, 2006), kvetov a plodov (Klein et al., 1996; Cardon et al., 1997; Wang
et al., 2005; Manning et al., 2006), prechod z vegetativneho na generativny rast (Usami

et al., 2009) a sporogenézu (Unte et al., 2003).

V Arabidopsis st SPL gény exprimované v rdznych pletivach v réznych Stadiach
vyvoja. Roznu troven expresie SPL génov v rozlicnych vyvojovych S$tadiach je
zobrazend na Obrazku 4B. Na mnohych transkriptoch génov SPL sa nachadza miRNA
responzivny prvok (microRNA response element, MRE), ¢o naznacuje rozsiahle
interakcie s miRNA. (Rhoades et al., 2002). ViacsSina MREs tvori sucast’ kodujucej
sekvencie v poslednom exéne, s vynimkou SPL3, SPL4 a SPL5, kde sa MREs

nachadzaju na 3 neprelozenej oblasti (Gandikota et al., 2007).

Gény SPL u A. thaliana su rozdelené do dvoch hlavnych skupin. Prva skupina
tvori velké proteiny majuce 800 a viac aminokyselinovych zvySkov. Sem patria SPL1,
SPL7, SPL12, SPL14 a SPL17. Druhu skupinu tvori ostadvajtcich 12 ¢lenov, ktoré maja
menej ako 400 aminokyselinovych zvySkov (Xing et al.,, 2010). Medzi 17 génmi
kédujucimi  proteiny SPL  vrastline A. thaliana si SPL1 a SPL12 geneticky
najpodobnejSie a maju v porovnani s inymi SPL proteinmi identickt sekvenciu na tirovni
72 %. Podiel'aju sa na termotolerancii a to najméd reprodukénych pletiv (Chao et al.,
2017). V experimente z roku 2019 od Schulten et al., boli zistené rastové defekty pri
mutante spl7 v situacii nedostatku medi, ktoré sa prejavili znizenou Cerstvou biomasou a
niz§imi hladinami chlorofylu. Trojity mutant sp/1/spl7/spli2, ktory bol kultivovany na
médiu bez pridané¢ho Cu, vykazoval podobné vlastnosti ako spl/7, zatial’ ¢o dvojity mutant
spll/spl12 bol neodliSitelny od divého typu. Bolo pozorované, Ze napriek znizenému
obsahu Cu na gram suchej hmoty pri raste divého typu a mutantu sp/1/spl12 nedochadzalo
k jeho naruseniu, o mdze byt sposobené tym, ze SPL7 ovplyviiuje subceluldrnu
distribiciu Cu, ¢im ekonomizuje jeho pouzitie pri niektorych funkciach. (Bernal et al.,
2012). Z tohto vyplyva, ze tloha SPL1 alebo SPL12 nie je v reakcidch na nedostatok Cu
u sadenic kriticky dolezitd (Schulten et al., 2019).
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SPL7 je jednym z najpreStudovanejSich SPL a jednym z hlavnych zndmych
transkripénych faktorov, ktoré sprostredkovavaju reakcie vyvolané nedostatkom medi
(Yamasaki et al., 2009). SPL7 sa viaze na motiv GTAC v promotore génu miR398 a
aktivuje jeho expresiu. miR398 je mikroRNA, ktord ovplyviuje expresiu génov
kédujucich rozne proteiny v rastlinach. Jednym z proteinov, ktoré miR398 reguluje, su
Cu/ZnSOD (CSDI a CSD2) (Zhu et al., 2011), ktoré zabezpecuji ochranu rastliny pred
ROS (Alscher et al., 2002). Ked’ je k dispozicii dostatok medi, Cu/ZnSOD maja zvySenu
aktivitu a zabranuju tvorbe reaktivnych foriem kyslika. Ak je koncentracia medi nizka,
tak rastlina musi vyuzit’ iné¢ SOD, ktoré nie su zavislé na jej koncentracii. SPL7 aktivuje
miR398 a tym sa zvySuje produkcia FeSOD (FSD), ktora je schopna plnit’ rovnakua tlohu
ako CSD, ale bez nutnosti medi. Tento proces zabezpe€uje ochranu rastlin aj v prostredi

s nizkou koncentraciou medi. (Yamasaki et al., 2007).
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Obrazok 4 A: Fylogeneticka $truktira rodiny SPL. B: Urove expresie u jednotlivych Arabidopsis
SPL génov v rdznych vyvojovych stadiach. Obrazok spracovany a upraveny od autorov Yamasaki
et al. (2009) a Chen et al. (2010)

2.3.1 Zapojenie SPL transkripcnych faktorov do obrany proti biotickému stresu

Transkripéné faktory SPL s zapojené k mechanizmom obrany voci biotickému
stresu prostrednictvom mikroRNA156 (miR156). Tato miRNA patri do konzervovanej
rodiny miRNA, ktora reguluje nastup zmeny vegetativnej fazy (Poethig, 2013). MiR156
sa zameriavaji na SBP box pre jadrovy import a vizbu DNA v génoch kodujucich SPL.
V stadiu juvenilnych listov dochadza k akumulécii vysokej hladiny miR156. Zmenu

vegetativnej fazy iniciuje docasny pokles hladiny miR156, po ktorom nasleduje vysoka
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expresia SPL. (Wu & Poethig, 2006, Wu et al., 2009). Celkovo 11 génov SPL
v Arabidopsis je potlatenych miR156 prostrednictvom Stiepenia mRNA alebo translacne;j
represie (Cardon et al., 1999; Rhoades et al., 2002). Nov¢é vyskumy ukazuju, ze draha
regulacie génov miR156-SPL je zapojena do obrannych mechanizmov rastlin. Porusenie
funkcie miR156 v rastline Arabidopsis pomocou mutacie SQUINT (SQN) sposobilo
naru$enie signalizacie kyseliny jasmoénovej a znizenl rezistenciu voci nekrotrofickému
patogénu Botrytis cinerea (Sun et al., 2022). Nadmerna expresia SPL9, ktora je cielom
miR 156, v juvenilnych rastlindch zvysuje hladiny reaktivnych foriem kyslika a sposobuje
signalizaciu kyseliny salicylovej, ¢o vedie k zvySenej rezistencii Arabidopsis proti
bakteridlnemu patogénu Pseudomonas syringae (Yin et al., 2019). V inej $tadii zistili, ze
downregulacia miR-156 a nadmerné expresia Ideal Plant Architecturel (IPA1) a OsSPL7,
dvoch cielovych génov miR-156, zvysila odolnost’ vo¢i chorobam proti bakteridlnej

plesni spdsobenej Xanthomonas oryzae, ale zaroven znizila vynos ryze (Liu et al., 2019).

V ramci vyskumu boli systematicky analyzované hladiny expresie PfSPL v
semendcikoch Paulownia fortunei postihnutych ochorenim Paulownia witches' broom
(PaWB), pricom pre liecbu tohto ochorenia boli pouzité rézne exogénne Ccinidla.
Komplexna analyza ukézala, Ze niektoré gény PfSPL maju ulohu v stvislosti s vyskytom
ochoreni PaWB. Konkrétne gény PfSPL17/18 boli identifikované ako gény stvisiace s
vyskytom ochorenia PaWB, zatial o gény PfSPL4/5/9/13 boli identifikované ako

supresoroveé gény, ktoré by mohli pomoct’ potlacit’ rozvoj ochoreni (Yang et al., 2023).

V O. sativa boli identifikované miRNA, ktoré maju tlohu v regulacii imunitného
systému rastlin. Jednou z tychto miRNA je Osa-miR535, ktora sa zameriava na promotor
OsSPL14. (Wang et al., 2021). V §tidii podla Zhang et al. (2022) transgénne linie
O. sativa, ktoré vykazuji nadmernt expresiu OsSPL4 (oxspl4), zaroven vykazujl
zvySenu odolnost’ vo€i blastickym chorobam a taktiez prejavuju zvySenll imunitnil
odpoved, ktord zahfiia zvySenu expresiu génov suvisiacich s obranou a nahromadenie
peroxidu vodika. Naopak je to pri mutante ossp/4, kde dochadza k deaktivacii tohto génu,

pri¢om prejavuje citlivost’ na ochorenia (Zhang et al., 2022).
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3. Experimentalna cast’

3.1

Biologicky material

Arabidopsis thaliana: ekotyp Columbia (Col-0; rastlina divého typu); mutantné
linie sp/1-1 (SALK 134584), spl1-2 (SALK 058642)

3.2 Chemikalie

2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich, USA)
Akrylamid/N,N’-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (Bio-Rad, USA)
Bradfordovo ¢inidlo Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)
Deionizovana voda (MiliQ voda)

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH2PO4.2H>O)(Sigma Aldrich,
USA)

Dihydrat disodnej soli kyseliny ethylendiamin tetraoctovej (Na2EDTA, Sigma
Aldrich, USA)

Dihydrogen fosfore¢nan sodny (NaH2PO4)(Sigma Aldruch, USA)

DMSO (Dimethyl suloxid, Sigma Aldrich, USA)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova, Sigma Aldrich, USA)

Ethanol p.a. 99,8% (v/v) (PENTA)

Gellan Gum (Alfa Aesar)

Glycerol, >99% (Sigma Aldrich)

Glycin (Sigma Aldrich, USA)

Hydroxid draselny (KOH, Sigma Aldrich, USA)

Hydroxid sodny (NaOH, Sigma Aldrich, USA)

Chlorid nitrotetrazoliovej modrej (NBT) (Carl Roth, Nemecko)

Isopropanol (Sigma Aldrich, USA)

Kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich, USA)

Kyselina salicylova (Sigma Aldrich, USA)

Kyselina octova (Sigma Aldrich, USA)

Murashige a Skoog (MS) médium, basal salt mixture (Duchefa Biochemie,
Holandsko)

MES (2-(N-morpholino)etansulfonova kyselina, Sigma Aldrich. USA)

N,N,N’ N’-tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma Aldrich, Cina)
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e o-Dianisidin (DIA; Sigma Aldrich, USA)

e Octan sodny (CH3COONa; Sigma Aldrich, USA)

e Peroxid vodika (Sigma Aldrich, USA)

e Polyvinylpyrolidéon (PVP)(Sigma Aldrich, USA)

e Proteinovy Standard Precision Plus Protein Dual Standards (Bio-Rad, USA)
e Riboflavin BioChemica (AppliChem, Nemecko)

e Sacharosa (Sigma Aldrich, USA)

e Tekuty dusik (Messer Technogas, Ceska Republika)

e Tetramethylendiaminium (TEMED, Sigma Aldrich, USA)

e TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10% (Bio-Rad, USA)
e Tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris) (Sigma Aldrich, USA))

e Tween 20 (Sigma Aldrich, USA)

3.3 Pouzité pristroje

e Analytické vahy xA110/2X (Radwag, Pol'sko)

e Centrifuga Allegra 64R (Beckman Coulter, USA)

e Dokumenta¢ny pristroj ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, USA)
e Digestor (Merci, Ceska Republika)

e FElektroforeticka aparatira (Bio-Rad, USA)

e FElektromagnetickd mieSacka (Boeco, Nemecko)

e Fotoaparat (Nikon, Japonsko)

e Fytotron (WEISS Gallenkamp, Nemecko)

e Laminarny box (Biohazard, Taliansko)

e pH meter (Eutech Instruments. Singapur)

e Skener Image Scanner I1I (GE Healthcare, Svédsko)

e Spektrofotometer Infinite M Nano (TECAN, Cina)

e Vortex (Genie, Holandsko)

e Vykyvna trepacka (Biosan, LotySsko)

e Zdroj napitia pre elektroforézu PowerPaC HV (Bio-Rad, USA)

3.4 Pouzité softvéry

e Imagel (http://imagej.nih.gov/ij/)
e Imagelab (Bio-Rad)
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e Microsoft Excel (Microsoft)

e Microsoft Powerpoint (Microsoft)
3.5 Roztoky a ich priprava

15 MS médium (1000 ml)

e 10 gsachar6za

e 2,15 g MS basal mixture

e 1 gMES

e Uprava pH na 5,8 pomocou KOH
e 6 g Gellan Gum

Elektroforeticky pufor (1000 ml)

o 3 gTris
e 14,4 gglycinu

Na acetatovy pufor 50 mmol.l"! (50 ml)

e 205,1 mg CH3COONa

e Uprava pH na 5 pomocou kyseliny octovej
Na fosfatovy pufor 50 mmol.l"! (200 ml)

e 1,22 g NaH;POq4

e 1,78 g Na,HPO4

e (prava pH na 7,8 pomocou NaOH
e 5 mg kyseliny L-askorbove;j

e 20 ml glycerolu

Tris-HCI, 0,5 mol.I'!, pH 6,8 (100 ml)

o 6gTris

e qprava pH pomocou HCl na 6,8
Tris-HCI, 1 mol.I", pH 8 (100 ml)

e 12,1 gTris

e uprava pH pomocou HCI na 8
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Tris-HCI, 1,5 mol.I'!, pH 8,8 (300 ml)

o 5445 gTris

e qprava pH pomocou HCI na 8,8
RozliSovaci 10% polyakrylamidovy gél (7 ml)

e 1,875 ml 40% v/v roztoku akrylamidu a N,N-metylénbisakrylamidu v pomere
37,5:1

e 1,875 ml 1,5 mol.l ! roztoku Tris-HCI (pH 8,8)

e 3,138 ml MiliQ vody

o 3,75 ul 99% v/v tetrametyletyléndiaminu (TEMED)

37,5 ul 10% w/v APS

Zaostrovaci 4% polyakrylamidovy gél (4,1 ml)

e 250 pl 40% v/v roztoku akrylamidu a N,N-metylénbisakrylamidu v pomere
37.5:1

e 630 ml 0,5 mol.l ! roztoku Tris-HCI (pH 6,8)

e 321 ml MiliQ vody

e 25ul TEMED

e 12,5 ul 10% w/v APS
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3.6 Metody prace

3.6.1 Sterilizacia semien

Semena boli sterilizované v lamindrnom boxe v Ependorfovej skimavke
inkubaciou v 1 ml 70% etanolu po dobu piatich minut. Po uplynuti ¢asu bol 70% etanol
odpipetovany a do skimavky bol napipetovany 96% etanol a semend v nom boli
inkubované po dobu troch mintt. Po troch minttach bol etanol odpipetovany a semena
boli patkrat premyté pomocou sterilnej redestilovanej (MiliQ, Millipore) vody. Takto
vysterilizované semend boli spolu s vodou napipetované na sterilny filtracny papier do
Petriho misky. Po odpareni vody bola Petriho miska prikrytd vekom, vzduchotesne

uzavreta parafilmom a uschovana v tme pri teplote 4 °C pre d’alSie pouzitie.

3.6.2 Kultivacia Arabidopsis thaliana in vitro

Sterilizované semend Arabidopsis thaliana, boli v lamindrnom boxe prenesené
pomocou sterilného dreveného $paradla na povrch pevného 2 MS média v Petriho miske
(a=14cm). Semend (25ks) boli uloZené v rade, priblizne 2 cm od horného okraja misky.
Po uzavreti misky boli semend uchované cez noc pri teplote 4 °C kvoli stratifikacii. Po
stratifikécii boli misky so semenami premiestnené do fytotronu a rastliny boli kultivované
v podmienkach 22 °C, 16 hodin svetlo, 8hodin tma, 70% vlhkost’, intenzita osvetlenia:

150 pmol.m2.s™! vo vertikalnej polohe.

3.6.3 Fenotypova analyza odpovede mutantov spll-1 a spl1-2 na SA

Rastliny kultivované 4 dni boli prenesené¢ na 2 MS médium s pridavkom
30 umol.I"" kyseliny salicylovej, ktord bola rozpustends v DMSO. Pre kontrolné
ovplyvnenie bol rovnaky pocet rastlin preneseny na 2 MS médium s rovnakym obsahom
DMSO. Na 1 miske (a=14cm) bolo umiestnenych 8 rastlin divého typu Col-0, 8 rastlin
mutanta spl/-1 a 8 rastlin mutanta sp//-2. Rastliny boli rozlozené na Petriho misku do
jedného radu asi 2 cm od povrchu misky. Boli uskuto¢nené 3 biologické opakovania a v
ramci jedného biologického opakovania bolo pripravenych 6 misiek. Nasledne boli misky
s rastlinami prenesené do fytotronu s teplotou 21 °C s intervalom 16 hodin svetlo 8 hodin
tma. Po dobu siedmich dni boli rastliny kazdy deii skenované skenerom Image Scaner III
(GE, Healthcare). Nasledne boli na zéklade fotografii vyhodnotené dizky koretiov
pomocou softwaru ImagelJ. Déta boli nasledne spracované v programe Microsoft Excel

(Microsoft)

21



3.6.4 Biochemicka analyza mutantov spll-1 a spl1-2 po kratkodobom oSetreni SA

Pre analyzu aktivity enzymov boli pouzit¢ 14 diové rastliny Col-0, spl/l-1 a
spll- 2, kultivované vo fytotrone na 1/2MS médiu ktoré boli oSetrené¢ postrekom
obsahujucim 0,5 mM koncentraciu kyseliny salicylovej, ktora bola rozpustena v DMSO
a nasledne v 50 ml MilliQ vody. Ako kontrola bol pouzity roztok rovnakého mnozstva
DMSO v 50 ml MilliQ vody. Celé rastlinyboli odobrané pomocou pinzety 4 a 24 hodin
po postreku a okamzite zmrazené pomocou tekutého dusika. Material bol uschovany pri

teplote -80 °C pre nasledni homogenizéciu.

3.6.5 Homogenizacia

Homogenizacia prebehla mechanicky pomocou tekutého dusika. Materidl bol
z mrazni¢ky preneseny do vychladenej trecej misky a k nemu bol priliaty tekuty dusik.
Material bol nasledne rozdrveny ti¢ikom. Takto rozdrveny material sa preniesol do
zamrazene] Ependorfovej skumavky. Pocas manipuldcie bol materidl uchovany

v permanentnom chlade.

3.6.6 Extrakcia proteinov pre stanovenie aktivit superoxiddizmutaz a peroxidaz

K objemu homogenatu bol pridany jeden nasobok extrakéného pufru, ktory bol
pripraveny z 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1,5% (w/v) PVP, 10% (v/v) glycerolu a 0,2%
(v/v) merkaptoetanolu. Po dokladnom premieSani pomocou vortexu bola zmes
inkubavana na l'ade 30 mint a nasledne centrifugovana pri 12 000 g po dobu 20 minut
pri teplote 4 °C. Supernatant bol nésledne opatrne prepipetovany do novych skimaviek
a preneseny na l'ad, v pripade neskorSieho pouZitia bol uchovany v mraznicke pri teplote

-80 °C.

3.6.7 Extrakcia proteinov pre stanovenie aktivity chitinaz

K objemu homogenatu bol pridany jeden ndsobok extrakéného pufru., ktory bol
pripraveny z 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1,5% (w/v) PVP, 10% (v/v) glycerolu a 0,2%
(v/v) merkaptoetanolu. Po dokladnom premieSani pomocou vortexu bola zmes
inkubavand na l'ade 30 minut a nasledne centrifugovana pri 12 000 g po dobu 20 minut
pri teplote 4 °C. Supernatant bol nésledne opatrne prepipetovany do novych skimaviek
a preneseny na l'ad, v pripade neskorSieho pouZitia bol uchovany v mraznicke pri teplote

-80 °C.
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3.6.8 Stanovenie mnoZstva proteinov pomocou Bradfordovej metody

Stanovenie mnozstva proteinov prebehlo pomocou Bradfordovej metddy
(Bradford, 1976). Do kazdej pouzitej jamky v 96 jamkovej mikrotitracnej dosticke bolo
napipetovanych 239 ul miliQ vody, kde bol pridany 1 pl extraktu a nasledne bolo
pridanych 60 pl Bradfordovho ¢inidla. Pre kazdu vzorku boli spravené 3 opakovania. Ako
slepy pokus bolo namiesto vzorky napipetovany 1 ul extrak¢ného Na fosfatového pufru.
Kazd4 jamka bola nasledne pomocou pipety premiesana a mikroplatnicka bola ponechana
po dobu 20 minit pri izbovej teplote. Na odmeranie absorbancie pri vlnovej dizke 595
nm bol pouzity spektrofotometer s monochromatorom Infinite M Nano (TECAN).
Aritmeticky priemer absorbancii ziskanych z 3 opakovani sa odcital od absorbancie
ziskanej zo slepého pokusu. Obsah proteinov (nug/ml) bol kalkulovany pomocou regresnej
rovnice kalibracnej krivky zostavenej prostrednictvom merani absorbancie zndmych

koncentracii hovadzieho sérového albuminu.

3.6.9 Nativna polyakrylamidova elektroforéza

Pre nativnu elektroforézu bol pouzity 1 mm hruby nedenaturujuci
polyakrylamidovy gél, ktory sa skladal z 4% zaostrovacieho gélu a 10% rozliSovacieho
gélu. V pripade stanovenia aktivity chitindz bol do rozliSovacieho gélu pridany este 1%
glykol chitin. Tento roztok bol naliaty medzi skla a nasledne bol navrstveny 1 ml 2-
propanolu. Gél polymerizoval po dobu 40 minut pri laboratornej teplote. Nasledne bola
vrstva 2-propanolu pomocou papierovych vreckoviek odstranena a povrch gélu bol tri
krat premyty MiliQ vodou. Nasledne bol pripraveny zaostrovaci gél, roztok bol
premiesany a pomocou pipety preneseny na rozliSovaci gél medzi sklicka a hned’ bola
medzi sklicka vloZzen4d forma (tzv. hrebefl) pre vytvorenie jamiek. Gél sa nechal
spolymerizovat’ pri laboratdrnej teplote po dobu 40 mintt.

Nasledne bola poskladana elektroforetickd aparattira a do jamiek boli nanesené
vzorky, ktoré obsahovali 50 pg proteinov. Elektroforéza prebehla pri konstantnom prude
20 mA na jeden gél za neustaleho chladenia v l'adovom kupeli po dobu 1 hodiny
a45 minit v pripade superoxiddizmutdz a chitindz. V pripade stanovenia aktivity
peroxidaz prebehla elektroforéza pri konStantnom prude 15 mA na jeden gél po dobu 2

hodin a 45 minut. Tato elektroforéza prebehla v elektrodovom pufri.
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3.6.10 Stanovenie aktivity superoxiddizmutaz

Principom metddy je potlacenie produkcie nerozpustného formazanu
z nitrotetrazoliovej modrej (NBT) posobenim superoxiddizmutaz. V mieste, kde pdsobi
SOD na géli, sa objavi svetly bezfarebny pas, zatial ¢o zbytok gélu zostane modro-

fialovy.

Po dokonceni nativnej elektroforézy sa gél inkuboval v 50 mM Na fosfatovom
tlmivom roztoku s pH 7,8 10 mintit na kmitajucej doske pri pomalom miesani. Nasledne
bol gél premiestneny do roztoku obsahujiceho NBT s koncentraciou 0,6 mM v 50 mM
Na fosfatovom tlmivom roztoku s pH 7,8 a inkuboval sa 20 mintt v tme na kmitajuce;j
doske pri pomalom miesani. V d’alSom kroku sa gél inkuboval v 50 mM Na fosfatovom
tlmivom roztoku s pH 7,8 a s pridavkom 5 mM Na;EDTA, 4,6 uM riboflavinu (z vopred
pripraveného zdsobného roztoku obsahujiceho 38,25 mM riboflavinu v 96% v/v etanole)
a 0,324% v/v TEMED a inkuboval sa 15 minut v tme na kmitajtiicej doske pri pomalom
mieSani. Po inkubdcii bol gél v roztoku vystaveny priamemu osvetleniu pocas 20 minut,
a ked sa gél sfarbil na tmavo modro, bol premyvany MiliQ vodou. Gél bol

zdokumentovany pomocou skenera Image Scanner III (GE Healthcare).

Softvér ImagelJ bol pouZzity na kvantifikdciu intenzity pasov. Experimenty boli
vykonané v troch biologickych opakovaniach. Optickd hustota péasov jednotlivych
1izozymov SOD bola vypocitana pomocou softvéru a normalizovana na celkovl intenzitu
ziskanu suctom vSetkych detekovanych intenzit danej izoformy vo vSetkych liniach a vo
vSetkych podmienkach. Ziskané idaje z analyzy boli nasledne spracované v programe

Microsoft Excel (Microsoft).

3.6.11 Stanovenie aktivity peroxidaz

Principom metody Specifického farbenia peroxidaz je oxidacia o-dianizidinu
v pritomnosti peroxidu vodika a peroxidéz, v désledku ¢oho d6jde ku zmene sfarbenia na

tmavo oranzovo.

Po dokonceni nativnej elektroforézy sa gél inkuboval v 50 mM Na acetatovom
tlmivom roztoku (pH 5,0) po dobu 15 minut na kmitajucej doske. Nasledne prebehla
inkubécia gélu v roztoku obsahujucom 50 mM Na acetatu, pH 5,0 a 2 uM o-dianizidinu
(o-dianizidin bol rozpusteny v 500 pl 96% etanolu pri teplote 65 °C) a doplnené na objem
50 ml pomocou 50 mM Na acetatu pH 5,0). Tesne pred inkubaciou bol do roztoku
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pridanych 250 pl 30% peroxidu vodika. Inkubdcia prebiehala az pokym neboli jasne
vizualizované vSetky drdhy gélu. Po vizualizacii prebehlo viacnasobné premyvanie
v MiliQ vode na kmitajicej doske (Rocker Shaker, Biorad). Nasledne bol gél

zdokumentovany pomocou skenera Image scanner II (GE Healthcare).

3.6.12 Stanovenie aktivity chitinaz

Po elektroforéze bol gél preneseny a inkubovany po dobu 1 hodiny v 50 mM
Na acetatovom tlmivom roztoku (pH 5,0) pri teplote 37 °C. Dal§im krokom bola
inkubacia gélu pri izbovej teplote, v tme a v 50 mM Tris-HCI timivom roztoku (pH 8,9),
ktory obsahoval 0,01% (w/v) fluorescent brightener 28 po dobu 20 minut. Nasledne
prebehlo viacnasobné premyvanie v MiliQ vode v tme po dobu niekol’kych dni pri teplote
4 °C. Najskor po tretom dni premyvania bol gél vizualizovany pomocou detekcie UV
svetla na dokumenta¢nom pristroji Chemidoc MP (Biorad), kde aktivita chitinaz

predstavovala tmavé pasy na bielom pozadi.

Experiment bol vykonany v troch biologickych opakovaniach a optickd denzita
pasov bola namerana pomocou Image] a normalizovand na celkovl intenzitu ziskana
suctom vsetkych detekovanych intenzit danej izoformy vo vsetkych linidch a vo vSetkych

podmienkach. Ziskané udaje boli pomocou programu Microsoft Excel (Microsoft).

3.6.13 Statistické vyhodnotenie vysledkov

Statistické vyhodnotenie vysledkov prebehlo v programe MS Excel pomocou
jednocestného ANOVA testu, pricom vysledok bol povaZzovany za signifikantny v pripade
ze hodnota P <0,05.
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4. Vysledky

4.1 Klicenie semien mutantov spl//

Po vysadeni semien na 2 MS médium a po stratifikacii cez noc v chladnicke bol
na treti den po kultivacii vo fytotrone pri Standardnych podmienkach zaznamenany pocet
vyklicenych anevyklicenych semien pomocou binokuldrneho zoomovacieho
mikroskopu. Rastliny divého typ vykazovali kli¢ivost’ s priemernou hodnotou u92,75 %
aso Standardnou odchylkou + 5,35 %. Mutant sp//-1 vykazoval niz8iu klicivost’
v §tandardnych podmienkach v porovnani s divym typom, a to 77,97 % so Standardnou
odchylkou £12,48 %. Mutant sp/l-2 taktieZ vykazoval zniZenu kliivost' v porovnani
s divym typom, a to 73,04 % so Standardnou ochylkou +10,76 % (Obrazok 5). Pre obidva
mutanty teda plati, Ze maju znizenu kli¢ivost’ v porovnani s divym typom a toto zniZenie

je podla jednocestného ANOVA testu pre oba Statisticky signifikantné.
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Obrazok 5 Graf znazornujtci klicivost semien Arabidopsis thaliana divého typu Col-0 a semien
mutantov spl/l-1 a sp/1-2 v Standardnych podmienkach, ktora bola zaznamenana na treti den po
vylozeni do fytotronu.Chybové Gsecky predstavuji Standardnti odchylku.
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4.2 Fenotypova analyza odpovede mutantov sp/I-1 a spl1-2 na SA

Pre tento experiment boli pouzité rastliny Col-0 a mutanty spll-1 aspli-2, ktoré po
vylozeni do Standardnych podmienok rastli 4 dni a nasledne boli preloZzené na 2 MS
médium s pridavkom 30 uM SA, kde boli kultivované 14 dni. Pomocou softwaru Imagel
boli zmerané dizky korefiov bezprostredne po preloZeni, prvy, druhy, treti a siedmy defi
po prelozeni. Inicidlna (po preloZeni rastlin) dizka korefiov divého typu bola mierne
vicsia (o 22,70 % pre spll-1 a 19,47 % pre spll1-2) v porovnani s mutantami, pricom
rozdiely medi oboma mutantami a divym typom neboli Statisticky preukazné (Obrazok 6
a 7). Po 7 dioch kultivacie pri kontrolnych podmienkach bola dizka priméarneho korefia
mutantov o 8,59 %, resp. 0 6,97 % kratSia v porovnani s divym typom, priCom nebola
pozorovana Statistickd preukaznost’ rozdielov. Ovplyvnenie SA sposobilo spomalenie
rastu primarnych korenov vsSetkych 3 linii (Obrazok 6 a 7), pricom sme pozorovali ich
agravitropicky rast. Rozdiely v agravitropickom raste medzi mutantami a divym typom
neboli pozorované (Obrazok 6B). Dizka koretiov u divého typu na siedmy defi po
posobeni SA je 019,61 %, resp 18,62 % vicSia neZ u mutantov a tento rozdiel je
signifikantny. Nase vysledky ukazuju, Zze odpovede mutantov v géne SPL/ na SA sa

nelisili od odpovedi divého typu. Standardné odchylky su prezentované v Tabul’ke 1.

A B

Kontrola Kyselina salicylova

Col-0 spll-1 spli-2 Col-0 spli1-1 spl1-2

Xy 'uc\ﬂ?fma

Obrazok 6 Reprezentativne fotografie prenesenych rastlin Arabidopsis thaliana divého typu Col-
0 a mutantov sp/l-1 aspll-2 odfotenych na 7. deil po preloZeni; A: rastliny prenesené na
kontrolné 2 MS médium s pridavkom DMSO; B: rastliny prenesené na 2 MS médium
s pridavkom DMSO a 30 uM kyselinou salicylovou, Mierka 1 cm.
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Obrazok 7 Graf dizky koreov rastlin Arabidopsis thaliana divého typu Col-0 a mutantov spll-
1 a spl1-2 po kontrolnom osetreni aj po oSetreni kyselinou salicylovou zaznamenanych tesne po

prelozeni, a v prvy, druhy, treti, Siesty a siedmy denl po prenose.

Tabulka 1 Standardné odchylky pre dizky koretiov rastlin Arabidopsis thaliana divého typu

Col-0 a mutantov spl/l-1 a spli-2 z Obrazku 7. SA — kyselina salicylova.

Defi 0 [Den 1 [Den 2 [Den 3 [Den 6 [Den 7
Kontrola [12,28+1,39 18,46+1,99 26,65¢3,73 38,70+2,13 69,30£10,68 81,39+10,02
Col-0 SA 11,53+1,66 13,34+1,70 14,94+2,02 17,46+1,86 18,88+2,66 19,60+2,24
Kontrola [9,49+1,19 15,71+2,43 22,60+4,41 35,00+1,60 63,18+12,97 74,40+13,52
spl1-1_ SA 8,57+1,69 10,61+1,64 12,23+1,82 14,55+1,91 15,5742,57 15,76+2,43
Kontrola [9,89+1,33 15,08+1,94 22,56+4,06 34,88+0,58 63,69+11,96 75,71£12,17
spl1-2_ SA 9,53+1,16 11,4341,12 12,9041,72 15,3340,77 15,7542,86 15,9542,72
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4.3 Biochemicka analyza mutantov spl/1-1 a spl1-2 po oSetreni SA

4.3.1 Biochemické stanovenie aktivity peroxidaz

Na zaklade Specifického farbenia pre aktivitu peroxidaz mozeme povedat, ze 4
a 24 hodinové vystavenie rastlin kyseline salicylovej nespdsobilo viditeIné zmeny

v aktivite izozymov peroxiddz v divom type a ani v sp// mutantoch (Obazok. 8).

Kontrola 4h SA 4h Kontrola 24h SA 24h

~ ~N ~ ~N ~ ~N ~ ~N
S 4 s 20 9 S 4 4 2 4 4
o & & o & & 8§ & & & & g

Obrazok 8, Farbenie aktivity peroxidaz na nativnych polyakrylamidovych géloch v rastlinach
Arabidopsis thaliana divého typu Col-0 a mutantov spli-1 a spli1-2 v kontrolnych podmienkach
apo osetreni kyselinou salicylovou (SA). A: oSetrenie kontrolnym roztokom a roztokom
s pridavkom 0,5 mM kyseliny salicylovej po dobu Styroch hodin; B: oSetrenie kontrolnym
roztokom a roztokom s pridavkom 0,5 mM kyseliny salicylovej po dobu 24 hodin.
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4.3.2 Zmeny v aktivite izozymov superoxiddizmutaz po ovplyvneni SA

Po farbeni Specifickej aktivity superoxiddizmutaz sme na polyakrylamidovom
géli rozpoznali 3 rozne izoenzymy superoxiddizmutidz, a to Mn-superoxiddizmutdzu
(MnSOD), Fe-superoxiddizmutazu (FeSODI), a jeden pas ktory predstavuje aktivitu
Cu/Zn-superoxiddizmutaz (Cu/ZnSOD). Tieto izoformy st jasne viditeI'né ako biele pasy
na fialovom pozadi gélu na Obrazku 9, ktorych opticka denzita je kvantifikovana na

Obrazku 10, 11 a 12.

Kontrola 4h SA 4h Kontrola 24h SA 24h
o T N o N\ o ¥ ¥ o T A
o F & o & > ©c F F o & F

<+— MnSOD
<4+— FeSOD1

]- Cu/ZnSOD

Obrazok 9 Farbenie aktivity superoxiddizmutdz na nativnych polyakrylamidovych géloch v
rastlinach Arabidopsis thaliana divého typu Col-0 a mutantov spll-1 a spl/l-2 v kontrolnych
podmienkach a po oSetreni kyselinou salicylovou (SA) A: oSetrenie kontrolnym roztokom
aroztokom s 0,5 mM kyselinou salicylovou po dobu styroch hodin; B: oSetrenie kontrolnym
roztokom a roztokom s 0,5 mM kyselinou salicylovou po dobu 24 hodin.
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4.3.2.1 MnSOD
Po Sstyroch hodindch v kontrolnych podmienkach je mozné u oboch

mutantov pozorovat’ mierne niz$iu aktivitu MnSOD v porovnani s divym typom. Tento
rozdiel viak nie je $tatistiky signifikantny. Styri hodiny trvajtice ovplyvnenie SA nemalo
vplyv na aktivitu MnSOD ani u jednej z analyzovanych linii. U mutantov spl/-1 a spli-2
sme po Styroch hodinach pdsobenia SA pozorovali mierne nizsiu aktivitu MnSOD oproti
divému typu, avSak bez Statistickej preukazatelnosti (Tabulka 2). Po 24 hodinach
v kontrolnych podmienkach sme pozorovali vel'mi podobné hladiny MnSOD u divého
typu a mutantov. Po 24 hodinach posobenia SA sme udivého typu v porovnani
s kontrolou nepozorovali ziadny rozdiel v aktivite MnSOD, avSak mutanty vykazuja
nizsiu aktivitu MnSOD v porovnani s kontrolou, toto zniZenie vSak nie je signifikantné.
Mutanty vykazuja signifikantne niZ8iu aktivitu MnSOD v porovnani s divym typom po

24 hodinovom ovplyvneni SA (Tabulka 3).

>
w

033 7 0,3 n
2 0,25 | 2 3
2 , 3 8 0,25 1 5pc abc a
£ 02 - ab ab ab £ 02 - b
- C
2015 - 2 0,15 - ¢
=
g 01 4 ‘T 0,1 -
=] ©
s 0,05 - S 0,05 -
0 © 0
e : R : N e T N|e T A
S 3 -‘2"5_ S 3 -"-"5_ s ¥ dHO|lo ¥ ¢H
v e | Y a 3 °c & g|v & 2
Kontrola SA Kontrola SA

Obrazok 10 Graf kvantifikacie optickej hustoty pasu MnSOD z Obrazku 9. A: optickd hustota
pasu po Styroch hodinach posobenia kontrolnych podmienok a kyseliny salicylovej. B: opticka
hustota pasu po 24 hodinach pdsobenia kontrolnych podmienok a kyseliny salicylovej. Chybové
Gisetky znazoriuju Standardnii odchylku. Rovnaké pismena nad jednotlivymi stipcami
predstavuju Statisticky nepreukazny rozdiel.
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Tabulka 2 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite MnSOD v rastlinach Arabidopsis thaliana divého
typu Col-0 a mutantov sp/l-1 aspll-2 v kontrolnych podmienkach apo Styroch hodiniach
osetrenia kyselinou salicylovou (SA; Obrdzok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny
(signifikantny), ak je hodnota P<0,05.

MnSOD 4h Col-0 Kontrola |spl1-1 Kontrola |spl1-2 Kontrola |Col-0 SA |spl1-1 SA (spl1-2 SA
Col-0 Kontrola 0,1185 0,0643 0,6532 0,0898 0,0828
spl1-1 Kontrola 0,1185 0,0945 0,6985 0,6618
spl1-2 Kontrola 0,0643 0,0147 0,6030 0,5609
Col-0 SA 0,6532 0,0945 0,0147 0,0750 0,0674
spl1-1 SA 0,0898 0,6985 0,6030 0,0750

spl1-2 SA 0,0828 0,6618 0,5609 0,0674

Tabulka 3 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite MnSOD v rastlinach Arabidopsis thaliana divého
typu Col-0 a mutantov spli-1 a splil-2 v kontrolnych podmienkach a po 24 h oSetrenia kyselinou
salicylovou (SA; Obrazok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny (signifikantny), ak
je hodnota P<0,05.

MnSOD 24h Col-0 Kontrola |spl1-1 Kontrola [spl1-2 Kontrola |Col-0 SA |spl1l-1 SA |[spl1-2 SA
Col-0 Kontrola 0,9140 0,7830 0,5091 0,0924 0,1182
spl1-1 Kontrola 0,9140 0,6528 0,1190 0,1467
spl1-2 Kontrola 0,7830 0,0313 0,0103 0,0161
Col-0 SA 0,5091 0,6528 0,0313 0,0115 0,0146
spll-1 SA 0,0924 0,1190 0,0103 0,0115

spl1-2 SA 0,1182 0,1467 0,0161 0,0146

4.3.2.2 FeSODI1
Aktivita FeSOD1 bola po Styroch hodindch mierne niZSia v mutantoch

v porovnani s Col-0 v rastlindich ovplyvnenych tak SA, alebo kontrolnym roztokom.
Signifikantné rozdiely sme zistili medzi divym typom a sp//-2 po kontrolnom ovplyvneni
atieZ po ovplyvneni SA (Tabulka 4). U vSetkych linii nedoSlo k vyraznym rozdielom
v aktivite FeSOD1 medzi ovplyvnenim SA a kontrolou. Po 24 hodinach v kontrolnych
podmienkach nepozorujeme ziadny rozdiel v aktivite FeSOD1 medzi divym typom a
mutantami. Po 24 hodinovom pdsobeni SA vidiet' u divého typu zvySenie aktivity
FeSOD1 v porovnani s kontrolou, avSak toto zvySenie nieje signifikantné. Mutanty, maju
signifikantne zniZenu aktivitu FeSOD1 v porovnani s kontrolou (Tabul'ka 5). A taktiezZ

tieto mutanty maju signifikantne niz$iu aktivitu FeSODI v porovnani s divym typom.
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Obrazok 11 Graf kvantifikacie optickej hustoty pasu FeSOD z Obrazku 9. A: opticka hustota pasu
po Styroch hodinach pésobenia kontrolnych podmienok a kyseliny salicylovej. B: opticka hustota
pasu po 24 hodinach pdsobenia kontrolnych podmienok a kyseliny salicylovej. Chybové usecky
znazoriiuju Standardni odchylku. Rovnaké pismena nad jednotlivymi stipcami predstavuju
Statisticky nepreukazny rozdiel.

Tabulka 4 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite FeSOD v rastlinach Arabidopsis thaliana divého
typu Col-0 a mutantov sp/l-1 aspll-2 v kontrolnych podmienkach apo Styroch hodinach
osetrenia kyselinou salicylovou (SA; Obrazok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny
(signifikantny), ak je hodnota P<0,05.

FeSOD 4h Col-0 Kontrola |spl1-1 Kontrola |spl1-2 Kontrola |Col-0 SA |spl1l-1 SA |[spll-2 SA
Col-0 Kontrola 0,1292 0,0044 0,6927 0,5113 0,0440
spl1-1 Kontrola 0,1292 0,1093 0,8480 0,2318
spl1-2 Kontrola 0,0044 0,0064 0,1724 0,5022
Col-0 SA 0,6927 0,1093 0,0064 0,4156 0,0406
spll-1 SA 0,5113 0,8480 0,1724 0,4156

spl1-2 SA 0,0440 0,2318 0,5022 0,0406

Tabulka 5 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite FeSOD v rastlinach Arabidopsis thaliana divého
typu Col-0 a mutantov sp/I-1 a splI-2 v kontrolnych podmienkach a po 24h oSetrenia kyselinou
salicylovou (SA; Obrazok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny (signifikantny), ak
je hodnota P<0,05.

FeSOD 24h Col-0 Kontrola [spl1-1 Kontrola [spl1-2 Kontrola |Col-0 SA |spl1-1 SA |spll-2 SA
Col-0 Kontrola 0,5724 0,2157 0,2034 0,0088 0,0053
spl1-1 Kontrola 0,5724 0,3055 0,0479 0,1699
spl1-2 Kontrola 0,2157 0,0420 0,0254 0,0146
Col-0 SA 0,2034 0,3055 0,0420 0,0043 0,0007
spll-1 SA 0,0088 0,0479 0,0254 0,0043

spl1-2 SA 0,0053 0,1699 0,0146 0,0007
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4.3.2.3 Cu/ZnSOD
Aktivita Cu/ZnSOD bola po Styroch hodindch v kontrolnych podmienkach

u mutantov signifikantne vyssia v porovnani z divym typom. U divého typu po Styroch
hodinach vplyvu SA bola aktivita Cu/ZnSOD mierne vysSia v porovnani s kontrolou,
avsak nie signifikantne. U obidvoch mutantov sme pozorovali nizsiu aktivitu Cu/ZnSOD
po Stvorhodinovom pdsobeni SA v porovnani s kontrolou, toto znizenie bolo u obidvoch
mutantov Statisticky preukazné (Tabulka 6). Aktivity Cu/ZnSOD boli po Styroch
hodinach posobenia SA medzi liniami podobné. Po 24 hodinovom oSetreni v kontrolnych
podmienkach bola u mutantov pozorovana vyssia aktivita Cu/ZnSOD. spll-1 a spli-2
v porovnani s divym typom, pri¢om boli rozdiely signifikantné tak, ako tomu bolo pri
Styroch hodinach. Po 24 hodinovom pdsobeni SA doslo u divého typu k miernemu
zvySeniu aktivity Cu/ZnSOD v porovnani s kontrolnymi podmienkami, avSak toto
zvySenie nebolo signifikantné. U mutantu sp//-1 po 24 hodinovo posobeni SA nedoslo
k vyraznym zmenam v porovnani s kontrolou, ale u mutantu sp//-2 doslo ku miernemu

znizeniu aktivity, ale toto znizenie nebolo signifikantné.

Nas$ vysledky teda ukazali, Ze ovlplyvnenie rastlin SA ma pozitivny G¢inok na
aktivitu CuZn/SOD, pri¢om sa aktivita FeSOD1 a MnSOD nemeni. Absencia expresie

SPL1 znizuje aktivitu vSetkych izozymov v odpovedi na SA.
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Obrazok 12 Graf kvantifikacie optickej hustoty pasu Cu/ZnSOD z Obrazku 9. A: opticka hustota
pasu po Styroch hodinach pdsobenia kontrolnych podmienok a kyseliny salicylovej. B: opticka
hustota pasu po 24 hodinach pdsobenia kontrolnych podmienok a kyseliny salicylovej. Chybové
Gise¢ky znazoriuji Standardnti odchylku. Rovnaké pismend nad jednotlivymi stipcami
predstavuju Statisticky nepreukazny rozdiel.
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Tabul'ka 6 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite Cu/ZnSOD v rastlindch Arabidopsis thaliana divého
typu Col-0 a mutantov sp/l-1 aspll-2 v kontrolnych podmienkach apo Styroch hodiniach
osetrenia kyselinou salicylovou (SA; Obrazok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny
(signifikantny), ak je hodnota P<0,05.

Cu/ZnSOD 4h Col-0 Kontrola |spl1-1 Kontrola |spl1-2 Kontrola |Col-0 SA |spl1l-1 SA |[spll-2 SA
Col-0 Kontrola 0,0205 0,0107 0,1673 0,3903 0,1140
spl1-1 Kontrola 0,0205 0,0040 0,0044 0,0400
spl1-2 Kontrola 0,0107 0,0029 0,0030 0,0139
Col-0 SA 0,1673 0,0040 0,0029
spll-1 SA 0,3903 0,0044 0,0030
spl1-2 SA 0,1140 0,0400 0,0139
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4.3.3 Zmeny v aktivite izozymov chitinaz po ovplyvneni SA

Celkovo bolo na géli separovanych sedem rozoznatel'nych pasov v kazdej drahe
(Obrazok 13), avsak opticka denzita pasov s Rm (relativna mobilita, Rm) 0,033 a Rm
0,407 nebola z technickych dévodov meratelnd. Kvantifikacia bola zaznamenand do

grafu na Obrazku 14.

A B
Kontrola 4h  Kontrola 24h SA 4h SA 24h
3 T 9T oo 5 3 s S % 5 Rm
% % % % O n “ O % *\
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Obrazok 13 Farbenie aktivity chitinaz na nativnych polyakrylamidovych géloch v rastlinach
Arabidopsis thaliana divého typu Col-0 a mutantov spl/i-1 a sp/1-2 v kontrolnych podmienkach
a po oSetreni kyselinou salicylovou (SA) A: oSetrenie kontrolnym roztokom po dobu Styroch
hodin; B: oSetrenie a roztokom s 0,5 mM kyselinou salicylovou po dobu 24 hodin. Jednotlivym
pasom bola vypocitand hodnota relativnej mobility (Rm) na zaklade vydelenia prejdenej
vzdialenosti daného izoenzymu a vzdialenosti izoenzymu, ktory po separacii presiel najvacsiu
vzdialenost'.
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Obrazok 14 Graf kvantifikicie optickej hustoty pasov s hodnotou relativnej mobility 0,065;
0,106; 0,358; 0,447 a 1 z Obrazku 9. A: optickad hustota pasu po Styroch hodinach pdsobenia
kontrolnych podmienok a kyseliny salicylovej. B: opticka hustota pasu po 24 hodinach pdsobenia
kontrolnych podmienok a kyseliny salicylovej (SA). Chybové tsecky znazornuji Standardni
odchylku. Relativna mobilita (Rm) bola vypocitana ) na zéklade vydelenia prejdenej vzdialenosti
daného izoenzymu a vzdialenosti izoenzymu, ktory po separacii presiel najvacsiu vzdialenost’.
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Opticka denzita pasu s Rm 0,033 nebola meratelnd z dovodu vysokého pozadia,
a tento pas bolo mozno zhodnotit’ len vizudlne. Intenzita pasu s Rm 0,33 sa po Stvor
hodinovom pdsobeni SA zvysila oproti kontrolnému ovplyvneniu vo vSetkych 3 liniach,
pricom aktivita bola v mutantoch nizSia v porovnani s divym typom pri oboch
ovplyvneniach. Aktivita tohoto izozymu po 24 hodinovom kontrolnom ovplyvneni klesla
u vSetkych linii, priCom nepozorujeme rozdiely medzi divym typom a mutantami. Po 24
hodinovom ovplyvneni SA dochadza ku zvySeniu aktivity, priCom zvySenie sa javi viac

intenzivne u mutantov v porovnani s divym typom (Obrazok 13).

Aktivita izozymu s Rm 0,065 je po Styroch hodinach v kontrolnych podmienkach
podobna u vsetkych linii. Divy typ po Stvorhodinovom ovplyvneni SA vykazuje mierne
zvySenu aktivitu tohto izoenzymu v porovnani s kontrolnymi podmienkami, vSak toto
zvySenie nie je signifikantné. Mutanty prejavuju podobni mieru zvySenia aktivity po
osetreni SA v porovnani s kontrolnymi podmienkami ako divy typ, a toto zvySenie je
Statisticky preukazné (Tabul'ka 7). Po 24 hodinach v kontrolnych podmienkach bola
hladina aktivity izoenzymu s hodnotou Rm 0,065 pri divom type a mutantoch podobna.
Po 24 hodinach posobenia SA sa u divého typu v porovnani s kontrolou aktivita zvysila,
avSak tento rozdiel nebol signifikantny. U mutantov sa aktivita po 24 hodinovom oSetreni
SA v porovnani s kontrolou nemenila, a rozdiely medzi mutantami a divym typom neboli
Statisticky preukazné.

Tabulka 7 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite izozymu Rm 0,065 v rastlinach Arabidopsis thaliana
divého typu Col-0 a mutantov spll-1 a spll1-2 v kontrolnych podmienkach a po Styroch hodinach

osetrenia kyselinou salicylovou (SA; Obrazok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny
(signifikantny), ak je hodnota P<0,05. Relativna mobilita (Rm).

Rm 0,065 4h

Col-0 Kontrola
spl1-1 Kontrola
spl1-2 Kontrola

Col-0 Kontrola

spl1-1 Kontrola |[spl1-2 Kontrola |Col-0 SA |spl1-1 SA [spl1-2 SA
0,1728 0,0624 0,0795
0,0676 0,0073 0,0096
0,0073 0,0097

Col-0 SA 0,1728 0,0676 0,0728
spl1-1 SA 0,0624 0,0073 0,0073
spl1-2 SA 0,0795 0,0096 0,0097
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Podobne ako uizozymu Rm 0,065, tak aj aktivita izozymu s Rm 0,106
prejavovala po Styroch hodinach v kontrolnych podmienkach u divého typu a mutantov
podobné hladiny. Rovnakéd situdcia nastala medzi divym typom a mutantami po
Stvorhodinovom oSetreni SA, pricom je mozné pozorovat mierny narast aktivity tohto
izoenzymu po ovplivneni SA v porovnani s kontrolou, avSak tento nérast nie je Statisticky
preukazny. Po 24 hodindch sa aktivita izozymu zvysila u vSetkych linii po obidvoch
ovplyvneniach rovnakou mierou. Aktivita viak bola umutantov niZia. Ziaden

z rozdielov nie je Statisticky vyznamny.

Aktivita izozymu s Rm 0,358 sa neliSila medzi liniami ani po Stvorhodinovom
kontrolnom ovplyvneni a ani po ovplyvneni SA. Izozym vykazoval mierne zvySenu
aktivitu po oSetreni SA v porovnani s kontrolou, toto mierne zvySenie vSak nebolo
signifikantné. Po 24 hodinach doslo k markantnému a signifikantnému zvyseniu aktivity
tohoto izozymu po ovplyvneni SA v divom type (Tabulka 8), priCom v mutantoch sme
zaznamenali nezmenenu aktivitu (spl//-1), alebo zvysSenu aktivitu (sp/l-2), pricom toto
zvySenie nedosiahlo intenzity divého typu. Mutanty po 24 hodinovom oSetreni SA
vykazuju znizenu aktivitu tohto izoenzymu v porovnani s divym typom. Toto zniZenie je
u obidvoch mutantoch Statisticky preukazné.

Tabul'ka 8 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite izozymu Rm 0,358 v rastlinach Arabidopsis thaliana
divého typu Col-0 a mutantov sp/l-1 aspll-2 v kontrolnych podmienkach a po 24 hodinach

osetrenia kyselinou salicylovou (SA; Obrazok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny
(signifikantny), ak je hodnota P<0,05. Relativna mobilita (Rm).

Rm 0,358 24h Col-0 Kontrola  |spl1-1 Kontrola |spl1-2 Kontrola [Col-0 SA |spll-1 SA |spl1l-2 SA
Col-0 Kontrola 0,3455 0,7208 0,0351 | 0,3127 0,1032
spl1-1 Kontrola 0,3455 0,1252 | 0,9360 0,5412
spl1-2 Kontrola 0,7208 0,0216 | 0,3662 0,0767
Col-0 SA 0,0351 0,1252 0,0216 0,0722 0,0263
spll-1 SA 0,3127 0,9360 0,3662 0,0722

spl1-2 SA 0,1032 0,5412 0,0767 0,0263

39



Pé4s s Rm 0,407 v désledku vysokej hodnoty pozadia nebolo mozné kvantifikovat'.
Po Styroch hodinach v kontrolnych podmienkach je mozné pozorovat u divého mierne
vysSie aktivity v porovnani z mutantami. SA sposobila mierne zvySenie aktivity tohoto
izozymu v divom type v porovnani s kontrolou. Mutanty po Stvorhodinovom vystaveni
SA vykazuju slabo zvysenu aktivitu v porovani s kontrolou. Po 24 hodinovom pdsobeni
SA pozorujeme u divého typu vyrazné zvySenie aktivity tohto izoenzymu v porovnani
s kontrolnymi podmienkami. U mutantov je taktiez mozné pozorovat’ mierne zvysSenu
aktivitu v porovnani s kontrolou i ked’ zvySenie nebolo tak intenzivne ako u divého typu

(Obrazok 13).

Aktivita izozymu s Rm 0,447 sa mierne zvysila po 4 hodinach ovplyvnenia SA, pricom
neboli zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely medzi liniami. ZvySenie je
preukazate'né len v pripade porovnania mutantu spl//-I v kontrolnych podmienach
a mutantu sp//-2 po Stvor hodinovom ovplyvneni SA (Tabulka 9). SA sposobila
markantné, Statisticky preukazné zvySenie aktivity tohoto izoenzymu po 24 hodinich
u divého typu (Tabulka 10). Aktivita bola zvySend aj u mutanta spl/l/-1, avSak menej
vyrazne a nepreukazne. Mutant sp//-2 neprejavoval ziadne zmeny v aktivite tohoto
1zozymu po 24 hodinovom ovplyvneni SA. V kontrolnych podmienkach mutant sp//-2
ma mierne zvySenu aktivitu izoenzymu s hodnotou Rm 0,447 v porovnani s divym typom
a mutantom spl//-1. Toto zvySenie vSak nie je Statisticky vyznamné.

Tabulka 9 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite izozymu Rm 0,447 v rastlinach Arabidopsis thaliana
divého typu Col-0 a mutantov spl//-1 a spl1-2 v kontrolnych podmienkach a po Styroch hodinach

osetrenia kyselinou salicylovou (SA; Obrazok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny
(signifikantny), ak je hodnota P<0,05. Relativna mobilita (Rm).

Rm 0,447 4h

Col-0 Kontrola
spl1-1 Kontrola
spl1-2 Kontrola

Col-0 Kontrola |spl1-1 Kontrola [spl1-2 Kontrola|Col-0 SA [spl1-1 SA [spl1-2 SA
0,4315 0,3898 0,2954

0,1579 0,1372 0,0456
0,2769 0,1851

Col-0 SA 0,4315 0,1579 0,3090
spll-1 SA 0,3898 0,1372 0,2769
spl1-2 SA 0,2954 0,0456 0,1851
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Tabul'ka 10 Hondnoty P vypocitané pomocou jednocestného ANOVA testu pre vyhodnotenie
Statistickej preukaznosti rozdielov v aktivite izozymu Rm 0,447 v rastlinach Arabidopsis thaliana
divého typu Col-0 a mutantov sp/l/-1 aspll-2 v kontrolnych podmienkach a po 24 hodindch
osetrenia kyselinou salicylovou (SA; Obrazok 10). Rozdiel sa povazuje za Statisticky vyznamny
(signifikantny), ak je hodnota P<0,05. Relativna mobilita (Rm).

Rm 0,447 24h Col-0 Kontrola  |spl1-1 Kontrola |spl1-2 Kontrola [Col-0 SA |spll-1 SA |spl1l-2 SA
Col-0 Kontrola 0,8620 0,2995 0,0267 | 0,3846 0,1603
spl1-1 Kontrola 0,8620 0,0325 0,3607 0,1616
spl1-2 Kontrola 0,2995 0,0916 | 0,9343 0,5598
Col-0 SA 0,0267 0,0325 0,0916 0,1085 0,1613
spll-1 SA 0,3846 0,3607 0,9343 0,1085

spl1-2 SA 0,1603 0,1616 0,5598 0,1613

Izoenzym s Rm 1 nevykazuje takmer Ziadne zmeny v aktivite u divého typu a ani
u mutantov a to aj v kontrolnych podmienkach aj v podmienkach po $tvorhodinovom
osetreni SA. Jeho aktivita sa vSak zvysila u vSetkych linii po 24 hodinach posobenia SA,
avSak zvySenie bolo intenzivnejSie u divého typu v porovnani s mutantami. Vsetky

zmeny aktivit pri tomto izoenzyme neboli Statisticky vyznamné.

Nase vysledky teda ukazuju, ze oSetrenie SA zvySuje aktivitu vSetkych nami
prezentovanych izozymov chitinaz, priCom absencia expresie SPL/ ich aktivitu zvySuje

len miernejSie pri posobeni SA.
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5. Diskusia

Je zname, ze SPL st doblezité transkripcné faktory, ktoré reguluju rdézne procesy ako
napriklad kvitnutie (Wang et al., 2009), biosyntézu antokyanov (Gou et al., 2011),
odpoved’ na abiotické stresy (Cui et al., 2014) alebo rast trichomov (Yu et al., 2010). Jedna
z nedavnych §tudii zistila ze expresia SPL5, SPL7, SPLS, SPL13 a SPL14 sa zvysuje po
oSetreni SA (Shah et al., 2022). ZvySena uroven expresie SPL9 v juvenilnych rastlinach,
ktora je spdsobena potlacenim miR156, vedie k zvySenej tvorbe ROS a vyvolava
signalizaciu SA. Toto vedie k zvySenej odolnosti rastlin Arabidopsis proti bakterialnemu
patogénu Pseudomonas syringae (Yin et al., 2019). Tieto $tidie naznacuju ze transkripcné

faktory SPL m6zu byt indukované SA a to pravdepodobne prostrednictvom miR156.

Bolo zistené, ze OsSPL7/14/17 sa priamo viazu na promo6tor NPR1, a aktivuju
jeho transkripciu a tym sa spust’a signalizacia SA (Hui et al., 2023). Ked’ze vSetky SPL
transkripéné faktory obsahuju Specifickit SBP doménu, ktorou sa viazu na GTAC motiv
(Chen et al., 2010) je mozno predpokladat’ Ze aj SPL1 méze regulovat’ transkripciu NPR1,

kedze tento motiv obsahuje.

Nase vysledky naznacujii Ze po ovplyvneni SA sa po 4 aani po 24 hodinach
aktivita peroxiddz nezmenila. Literdrne zdroje uvadzaji nejednoznacné vysledky
o vplyve SA na aktivitu peroxidaz. Inkubdcia semien fazule v roztoku SA aktivitu
peroxidaz v koretloch zniZila, jej pridanie do hydroponického roztoku aktivitu peroxidaz
nezmenila (Gondor et al., 2016; Hiraga et al., 2000). Ukazalo sa, Ze responzivita
peroxidaz na SA je zavisla na ich identite. Kym cytoplazmatické peroxidazy analyzované
s vyuzitim guaiakolu len malo menili svoju aktivitu v odpovedi na SA, aktivita
sekretorickych peroxiddz bola silno indukovania (Mika et al., 2010). NaSe vysledky
ukazuji podobné vysledky.

Protein lesion simulating disease 1 (LSDI1) je nevyhnutny pre akumuldciu
proteinov Cu/ZnSODI1 a Cu/ZnSOD?2 v odpovedi na 2,6-dichloroisonicotinovu kyselinu,
analdog SA (Kliebenstein et al., 1999). Podla Studie Nazari et al. (2022) aplikacia SA
v koncentrécii 0,1 mM a 1 mM v rastline Vitis vinifera L. (vini€) zvysSila celkovu aktivitu
SOD v listoch, epiderme aj v duzine, ¢o moze byt spdsobené zvysenou indukciou ROS
po aplikacii SA (Khokon et al., 2010). V naSom experimente sme pozorovali u divého
typu mierne, nepreukazné zvySenie aktivity CuZn SOD, pricom aktivity MnSOD
a FeSODI neboli zmenené. Preukazny pokles aktivity FeSODI1 pri aplikacii SA sme
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pozorovali u mutantov sp//, pricom mutanty okrem tohoto izozymu vykazovali tiez
preukazne nizSie hladiny aktivit MnSOD. Toto naznacuje, ze transkripény faktor SPL1
moze byt dolezity pre regulaciu FeSOD1 a MnSOD v signalizacii SA. SPL1 bol
pomocou bioinformatickej analyzy predikovany ako mozny transkripény faktor, ktory
priamo reguluje FeSOD1 cez moznu fosforyldciu pomocou MAPK (Dvotik et al.,
2021b). Analyza aktivit v mutantoch sp/l bez ovplyvnenia neukazala rozdiely
v porovnani s divym typom (Zeiner et al., 2021). Nase vysledky naznacuju, ze tato
regulacia méze byt kondiciondlna, zavisla na SA. AvSak nemo6zeme vylucit tiez nepriamu
regulaciu cez horeuvedené prepojenie na NPR1 alebo LSD1, nakol’ko je zdroven zmenena
aj aktivita MnSOD. Expresia SPL1, v kontraste so znamym reguldtorom SOD SPL7, nie
je regulovand hladinami medi v médiu (Schulten et al., 2019), ¢o by predstavovalo novy
mechanizmus regulacie FeSOD1. Priamu regulaciu FeSOD1 pomocou SPL1 je nutné
dokazat’ nezavislymi metédami ako napriklad Chip sekvenovanie. Pri tejto metdde sa
transkripcné faktory viazu na fragmentovanu DNA. Pre izolaciu transkripéného faktora a
fragmentov  DNA, ktoré viaze, sa pouziva Specifickd protilatka pre pozadovany
transkripény faktor. Potom sa vykondva analyza signdlov, ktoré su spojené s
pritomnost'ou transkripného faktora na danych miestach v DNA, aby sa urcilo, ktoré

miesta su potencialne priamo regulované transkripnymi faktormi (Zhang et al., 2008).

SA indukuje prostrednictvom NPR1 expresiu PR proteinov (Seo et al., 2020),
vratane chitinaz (Mahesh et al., 2017; Zhang et al., 2016). Podobne aj naSe vysledky
ukazuju preukazné zvySenie aktivity niektorych izoforiem u divého typu predovsetkym
po 24 hodinach ovplyvnenia. Chybajica expresia SPL1 zabranila zvySeniu aktivity
niektorych izoforiem, ¢o moze naznafovat zapojenie SPL1 do regulacie chitinaz
v odpovedi na SA. Chitindzy maju okrem tulohy v obrane proti patogénom dolezité
funkcie v abtiotickom strese, ako napriklad odpoved’ rastlin na solny stres a stres
z tazkych kovov (Dana et al., 2006) alebo chlad (Nakamura et al., 2008). Preto nie je
mozné jednoznacne povedat, ¢i sa SPL1 zc¢astiiuje na odpovediach rastlin na abiotické
alebo biotické stresy. Predchadzajuce vysledky indikuja, ze inokulécia Agrobacterium
tumefaciens mnesuceho konstruktu pro35S::SPL1:GFP do listov tabaku sposobila
markantné nekrozy v okoli miesta inokulacie (Zeiner et al., 2021). Tato odpoved’ moze

stvisiet’ s obrannymi funkciami SPL1 voci patogénom.

SPL1 bola lokalizovana v plasmodezmach na zaklade tranzientnej transformacie

listov N. benthamiana (Zeiner et al., 2021). Proteiny, ktoré su lokalizované
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v plazmodezméach sa ukazali ako dolezité pre SAR (Lim et al., 2016a), ktora je tizko
spojend s akumuléaciou SA (Shine et al., 2019). AvSak k SAR prispievaju aj iné latky ako
je SA a to napriklad kyselina azelaova alebo glycerol-3-fosfat (Lim et al., 2016a). Stadie
ukazali, ze infekcia patogénom vedie k zvySeniu hladin SA v apoplastickom priestore a to
aj v pripade rastlin, ktoré vykazuju defekt so symplastickym transportom (Lim et al.,
2016b). SA je transportovana s oblasti rastliny infikovanej patogénom do neinfikovane;j
oblasti protrednictvom apoplastického transportu (Kachroo et al.,, 2020) ale aj
prostrednictvom symplastického transportu (Lim et al., 2016b). Tym, ze SPL1 je
lokalizovana v plasmodezmach, je mozné ze by mohla ovplyviiovat’ ich priepustnost’
atym sa zapojit do obrannych procesov. Tym padom by SPL1 mohla byt schopna
regulovat’ symplasticky transport SA a tym byt zapojena do jej signlizacie. KaZzdopadne
ulohy SPL1 v obrannych procesoch proti biotickému a abiotickému stresu bude treba

detailnejSie prestudovat’.
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6. Zaver

Zistili sme, ze SPL1 moze byt transkripny faktor dolezity pre kli¢enie semien.
Vysledky fenotypovej analyzy dizky korefia ukéazali, Ze transkripény faktor SPL1 nie je
dolezity pre regulaciu rastu a gravitropizmu primarneho korena Arabidopsis pocas
odpovedi na SA. Vysledky biochemickej analyzy ukézali, ze SPL1 pravdepodobne
ovplyviiuje aktivitu superoxiddizmutaz po aplikécii SA. SPL1 by preto mohol regulovat’
schopnost’ rastlin odbtravat’ superoxidové radikaly v odpovedi na SA. Z vysledkov tiez
vyplyva, SPL1 by mohol regulovat’ chitindzy indukované prostrednictvom SA. SPLI je
pravdepodobne dolezity pre obranu rastlin voc¢i patogénom.

Funkcie SPL1 neboli doteraz v literature podrobne Studované. Nasa bakalarska
praca prinasa nové funkcie tohoto transkripéného faktoru v odpovedi rastlin na stres.

Uplne pochopenie funkcii SPL1 si vyzaduje d’alsi vyskum.
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8. Zoznam pouzitych symbolov a skratiek

ATP

CAT2

CSD

DMSO

EDTA

EIN3

ETI

Flg22
FSD

HR

HSP

ICS1

IPA1

LSDI

MAPK/MPK

MDA

MeSA

MiliQ
MRE

Adenosine triphospate
Adenozin trifosfat
CATALASE?

Kataldza 2

Cu/Zn superoxiddismutase
Cu/Zn superoxiddizmutaza
Dimetyl sulfoxid
Ethyléndiamin tetraoctova kyselina
Ethylene insensitive 3
Effector-triggered imunity
Efektorom spustend imunita
Flagelin 22

Fe superoxiddismutase

Fe superoxiddizmutaza
Hypersensitive response
Hypersenzitivna odpoved’
Heat shock proteins
Proteiny tepelného Soku
Isochorismatesyntaaze 1
[zochorizmét syntaza 1
Ideal Plant Architecturel
Lesion simulating diseasel

Mitogen activated protein kinases

Mitogenom aktivované protein kinazy

Malondialdehyde
Malondialdehyd
Kyselina metylsalicylova
Deionizovana voda

MicroRNA respons elements
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MS
NBT

NPR1

PIN

PR

PRR

PSII

PTI

PVP
RAM

RBOH
ROS

RuBisCO

SA

SAR

SBP
SOD

SPL
TEMED

MicroRNA responzivne elementy

Murashige a Skoog

Nitrotatrazolium blue

Nitrotetrazdliovd modra

NONEEXPRESSER OF PR GENES|I
PIN-FORMED

Patogen-releated

Patern-recognition receptors

Vzor rozpoznavajuce receptory

Photosystem 11

Fotosystém II

Patern-triggered imunity

Vzorovo spustend imunita
Polyvinylpyrolidon

Root apical meristeme

Korenovy apikadlny meristém
RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOGs
Reactive oxigen species

Reaktivne formy kyslika
ribulose-1,5bisphospate carboxylase/oxygenase
ribuldza-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygenéaza
Salicylic acid

Kyselina salicylova

Systemic acquired resistance

Systémovo ziskana rezistencia

SQUAMOSA promoter binding protein
Superoxiddismutase

Superoxiddizmutaza

SQUAMOSA promoter-binding protein-like
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
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TGA TGACC MOTIF-BINDING PROTEIN
Trx Thioreoxin

Tioredoxin
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