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Abstrakt

Svetlo, ako exogénny faktor, je rastlinou vnimany prostrednictvom fotoreceptorov a dokaze
modulovat’ odpoved’ rastliny na abioticky stres. Tato diplomova praca prinasa informacie o vplyve
modrého svetla na citlivost’ rastlin k zasoleniu. Bola Studovand expresia génov pre fototropiny
(PHOT1 aPHOT2) v semenach rajéiaka a vplyv soli na expresiu tychto génov. Rovnako bola
skimana kli¢ivost’ tychto semien. K experimentom boli vyuzité semena raj¢iaka jedlého (Solanum
lycopersicum L.) kultivar Rutgers a semena mutanta 7B-1 odvodeného od tohto kultivaru. Semena
oboch genotypov boli vystavené solnému stresu a r6znym svetelnym podmienkam. Experimenty
kli¢ivosti semien prebichali v tme, na modrom a ¢ervenom svetle. Semena, u ktorych bola studovana
expresia génov, boli kultivované v tme a na modrom svetle.

Vysledky kli¢ivosti semien potvrdili predoslé pozorovania, ze modré svetlo zvysuje inhibi¢ny
ucinok soli na kli¢enie semien raj¢iaka a Ze semena mutanta 7B-1 su tolerantnejSie k sol'nému stresu,
zvlast’ na modrom svetle. Ukazalo sa, ze u semien mutanta 7B-1 kultivovanych na BL zasolenie
vyznamne znizilo expresiu PHOT1, ¢o potvrdzuje hypotézu, Ze zasolenie méze spitnou vidzbou
ovplyviiovat’ signalne drahy modrého svetla. V semenach mutanta 7B-1 bola expresia PHOT1
redukovana aj modrym svetlom, ¢o by mohlo vysvetl'ovat’ mechanizmus, ktorym mutant 7B-1 dokaze
tolerovat’ zasolenie aj po ovplyvneni BL. Na expresiu PHOT2 nemal sol'ny stres vyrazny G¢inok.
Ukéazalo sa vSak, ze expresia PHOT2 je stimulovand modrym svetlom a ze funkény produkt génu

7B-1 je pozitivne zapojeny do signalnej drahy BL.
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Abstract

Light is as an exogenous factor perceived by a plant through photoreceptors and may even modulate
the response of the plant to abiotic stress. The present thesis presents information on the influence of
blue light on sensitivity of the plant in terms of salinity. Expression of genes for phototropins (PHOT1
and PHOT2) and the influence of salt on the expression of the genes were studied in tomato seeds.
Germination of those seeds was investigated as well. For the experiments seeds of edible tomato
(Solanum lycopersicum L.) of cultivar Rutgers and seeds of 7B-1 tomato mutant derived from this
cultivar were used. The seeds of both genotypes were exposed to salt stress and different light
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The results on seed germination confirmed previous observations that blue light increases the
inhibition effect of salt on germination of the tomato seeds and that the seeds of the mutant 7B-1 were
more tolerant to the salt stress, especially under blue light condition. The results have also shown that
in seeds of 7B-1 mutant incubated in BL, the salinity stress also resulted in significantly lowered
expression of PHOTL. This proves the hypothesis that salinity may influence signal pathways of blue
light. In 7B-1 seeds, the expression of PHOT1 was reduced by blue light as well, which might explain
a mechanism through which 7B-1 may tolerate salinity even after being influenced by BL. Salt stress
did not show any specific effect on the expression of PHOT2 gene. However, it was shown that the
expression of PHOT2 was stimulated by blue light and that the functioning product of 7B-1 gene is

positively connected with BL signaling.

Keywords gene expression, phototropins, blue light, mutant 7B-1, Solanum

lycopersicum L. salt stress

Number of pages 66
Number of appendices 0

Language Slovak (English)



Obsah

1 Bibliografickd identifiKACTIA.........civiiiiiiieiieie e 5
2 TIVOM @ CHBIE....vuvveiriieisiie e 9
3 Sucasny stav rieSene] problematiky .......c.cccvviiiiiiiiiiic 10
3.1, KIECENIE SEIMICTL ...vveiieieeieeiee sttt b e e e nn e e e s e 10
TN o3 (0] 51614 ] § (< PR P PSPPI 13
3.2, 1. SOPILY SITES ..verveieeiiiteeie sttt sttt rb e s e r e r e se e n e enrenr e nenreereenrenne s 13
3.2.1.1. KliCenie Pri ZaSOIENT .........ccvviiriiiiiiiiie e s 16

3.3. Vnimanie svetla rastliinou ..........cociiiiiiiiiie e 18
3.3. 1. FOIOTECEPLONY ...ttt et r et nn e re e nre e nrenne s 18
3.3.2. Prenos svetelného signalu v rastline ..o 19
3.3.2.1. FOtotropiny 1 @ 2...ciiiiiiiiiiiiii i s 19

3.3.3. Vplyv svetla a schopnosti rastlin tolerovat’ SOINY Stres ........cooerververvnienienienienenieneeenns 25

4 MAtETIAl @ METOAY .. .cvveiureeitieti ettt b et et b e e e sn e e be e sbe e sbeesreesanesnneanns 28
4.1. Rastlinny materil..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiie s 28
4.2. PracoVNE POSTUPY ....cuiriiiiiiiiiiiiiin it bbb s 28
4.2.1. Priprava kultivaéného média (IMS) .......ceiiiiiiiiinie s 28
4.2.2.Postup pre $tadium KHCIVOSH SEIMIET. .....cc.viiieeiiiiiriieie e 29
4.2.2.1. Povrchova sterilizacia @ VYSEV SEMICI........ciiiiieiiiiiiisis e 29

4.2.2.2. Vyhodnotenie KIICIVOStE SEIMIC......ccuiiiueerieeiiaieeie ettt 30

4.2.3. Postup pre stadium expresie génov PHOT1 a PHOTZ2 .......ccooveiiiiiiiniiieece 31
4.2.3.1. Vysev, zber a homogenizacia SEMICI .........cocvrveeiiiiiiieie i 31

4.2.3.2. 1zolacia RNA @ J&] PIECISTEINIC . .eeveeieeieeieeieeie et sie ettt sttt 31

4.2.3.3. PCR pre pre€isteniil RNA .........cccooiiiiiiiiiin s 34

4.2.3.4. Syntéza cDNA a PCR pre nasyntetizovant cDNA............ccocviieiiinennne e 35

4.2.3.5. REAI-IME PCR ...ttt bbb 38

S VTSLRAKY ettt b bbbt b e nb e nre e nan e nns 41
5.1. Stdium KHEIVOSH SEMIEN ...vvvuvieeeiirieiiiiesiieseis s 42
5.2. StAAIUM EXPIESIE ZENOV......o.eveeereciiceeeeseeieiesie et sttt ses st es s aeneenes 44
5.2.1. Expresia génu PHOTL ... 45
5.2.1.1. Vplyv NaCl na expresiu PHOTL ..ot 46

5.2.1.2. Vplyv modrého svetla na expresiu PHOTL ..., 47

5.2.1.3. Vplyv mutacie 7B-1 na expresiu PHOTL ...t s 48

5.2.2. Expresia génu PHOTZ .....ooiiiiii et 49
5.2.2.1. Vplyv NaCl na expresiu PHOTZ2 .......ccccoooiiiiienee e 50

5.2.2.2. Vplyv modrého svetla na expresiu PHOTZ ... 51

5.2.2.3. Vplyv mutéacie 7B-1 na expresiu PHOT2 ......ccccooiveiiiienieise s 52



O BT (U ) I TR 53
A= T 56
R @S 00N Y=Y o F T VL) 1111 - TR 57

SIS L1 4 VSO RSRSS 65



2 Uvod a ciele

Rast a vyvin rastliny vyznamne ovplyviuje okolité prostredie. Abioticky stres patri medzi Cinitele,
ktoré svojim pdsobenim nepriaznivo zasahuju do existencie rastliny. Kvoli usadlému sposobu Zivota,
je tvorba adaptaénych mechanizmov jedinou moznostou rastliny, ako sa vyhnut negativnym
ucinkom stresovych faktorov. V pripade solného stresu, pri ktorom je rastlina vystavena
predovsetkym toxickému Uc¢inku i6nov soli, spociva adaptacny mechanizmus vo vylucovani idnov
sodika von z bunky alebo ich ukladanim do vakuoly. Optimalny rast a vyvin rastliny zavisi aj od
svetelnych podmienok, v ktorych sa rastlina nachadza. Svetlo nie je len zdrojom energie pre rastlinu,
ale podiel’a sa aj na jej vyvojovych procesoch. Dokéaze tiez modulovat’ odpoved’ na okolity stres.
Rastlina vnima svetlo prostrednictvom fotoreceptorov. Tie mozno rozdelit’ podl'a toho, na aka vinova
dizku svetla st citlivé.

Vseobecnym cielom prace bolo objasnit, ¢i modré svetlo ovplyviiuje citlivost’ rastlin
k zasoleniu. Uskuto¢nené experimenty mali vyvratit’ alebo potvrdit’ vzniknuti hypotézu 0 tom, Ze
zasolenie mdze spétnou vézbou ovplyviiovat' signalne drahy modrého svetla. Experimentalnym
ciel'om bolo $tadium expresie génov pre fototropiny (PHOT1, PHOT2) v semenach raj¢iaka jedlého
ato, ako zasolenie ovplyviiuje expresiu fototropinov v tychto semenach. K experimentom boli
vyuzité semena raj¢iaka Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers a od neho odvodeného mutanta
7B-1. Pouzity mutant je Specificky svojou samcou sterilitou pri fotoperiéde dlhého dina. Taktiez
vykazuje toleranciu k abiotickym a biotickym stresom a to $pecificky na modrom svetle. K stidiu
expresie fototropinov v tejto rastline viedlo zistenie, ze mutacia 7B-1 spdsobuje redukciu reakcii
vyvolanych modrym svetlom a sprostredkovanych fototropinami. Dalsim podnetom je tieZ hypotéza,
ktora tvrdi, Ze abioticky stres mdze zosiliovat’ fototropinovi signalnu drahu.

Semena oboch genotypov boli kultivované in vitro na MS médiu s r6znou koncentraciou NaCl
pri réznych svetelnych podmienkach. Nasledne bolo pozorované kli¢enie semien a pomocou metody
kvantitativnej RT-PCR bola u semien kultivovanych 72 hodin $tudovana expresia génov PHOT1
a PHOT2.

Prekladana diplomova bola vypracovana v Skupine molekularnej fyziologie, v Laboratoriu
rastovych regulatorov, ktord je spolocnym pracoviskom Prirodovedeckej fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalnej botaniky Akadémie vied Ceskej Republiky.



3 Sucasny stav rieSenej problematiky

3.1. Kliéenie semien

Rastlina zacina svoj nezavisly zivot vo forme semena. Nova rastlina je v semene ulozena v podobe
embrya. Semeno obsahuje zasoby zivin, vd’aka ktorym dokaze vyZzivovat embryo rastliny, az pokym
sa z neho stane sebestacny autotrofny organizmus. Ked’ze hlavnou tlohou kazdého semena je
vyklicit, je zaujimavé, ze existuje kl'udovy stav semena, ktory tvori akfisi vntutornu blokadu klic¢enia.
Tento stav predchadza kli¢eniu anazyva sa dormancia (Bonner 1984). Dormancia predstavuje
adaptivnu vlastnost’, ktora optimalizuje pociatok klicenia v zavislosti na ¢ase. Doba, kedy je semeno
v stave dormancie sa v jednotlivych rastlinach lisi. Stav dormancie teda zabezpecuje, aby semeno
nezacalo kli¢it' uz v materskej rastline alebo za nepriaznivych podmienok, ¢o by mohlo mat’ za
nasledok zéhubu rastliny.

V pripade, Ze sa semeno nachadza v priaznivych podmienkach zac¢ina kli¢it'. Kli¢enie zacina
imbibiciou suchého semena a je ukoncené, ked’ Cast’ embrya, ktorou je zvycajne radikula, prerazi
osemenie. Imbibiciou sa rozumie proces nasavania vody suchym semenom. Klienie je mozno
rozdelit’ do troch faz (Obr. €. 1). V prvej faze dochadza k rychlemu pociatoénému prijmu vody, po
ktorom nastava druha faza, takzvana faza plato. V tejto faze sa nasavanie vody semenom spomali
alebo sa uplne zastavi. V tretej faze sa absorpcia vody opét’ zvySuje, avsak tentoraz nasava vodu

radikula, ktora prerazila semenné obaly a ukonc¢ila proces klicenia (Bewley 1997).

4— Radikula

o
“4— Endosperm

<+— Osemenie

Faza3

Obr. €. 1: Fazy kliGenia semena (prevzaté a upravené od Dekkers et al. 2013)

Nasatie vody bunkami suchého semena pocas prvej fazy vedie k do¢asnym Strukturalnym porucham
predovsetkym v bunkovych membranach. Tieto poruchy vedu k okamzitému a rychlemu Uniku
rozpustenych latok a nizkomolekularnych metabolitov do okolitého imbibovaného prostredia. Po
kratkej dobe rehydratdcie sa membrany stabilizuju a Gnik rozpustenych latok sa obmedzi. Po
imbibicii sa v dovtedy dormantnom semene obnovi jeho metabolicka aktivita. Enzymy a zlti¢eniny
potrebné k tomuto pociatoénému obnoveniu metabolickej aktivity st pritomné aj v suchom semene,
avsak ich aktivita je vel'mi nizka alebo ziadna. Ich zvySent metabolicku aktivitu zapri¢ini az pritok
vody, priCom k ndhrade tychto zlucenin dojde az po niekolkych hodinach, ked’ semeno dosiahne
kompletne aktivny metabolicky stav (Bewley 1997).

Bunky suchého semena obsahuju mitochondrie, ktoré si kvoli predchadzajucemu dozrievaniu

a vysuSovaniu semena menej diferencované. Napriek tomu tieto organely obsahuju dostatok
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enzymov, zucastiujucich sa Krebsovho cyklu, na zaistenie dostatocného mnozstva ATP na podporu
metabolizmu po prvotnej imbibicii (Ehrenshaft and Brambl 1990). Jednou z prvych zmien po
imbibicii je teda obnovenie respiracnej aktivity. Po prudkom pociato¢nom zvyseni spotreby kyslika
jeho spotreba klesa az kym radikula neprerazi osemenie. Nasledne znova nastava stav zvysSenej
spotreby kyslika radikulou (Botha et al. 1992). Glykolytické a oxidaéné pentdézové drahy sa obnovia
pocas prvej fazy imbibicie a dojde tiez k aktivacii enzymov Krebsovho cyklu (Nicolas and Aldasoro
1979).

Dormancia a kli¢enie semien st dva odlisné fyziologické procesy a prechod z dormantného
Stadia semena do stadia klicenia je kritickym vyvojovym krokom v Zivotnom cykle rastliny. Tento
proces je presne regulovany endogénne - fytohormonmi a exogénne - faktormi zivotného prostredia,
pri¢om tieto faktory (svetlo, teplo, voda a ziviny v pdde) ovplyviiuju klienie semien hlavne
prostrednictvom regulacie metabolizmu a signalnych drah fytohorménov (Holdsworth et al. 2008).

Medzi hlavné endogénne regulacné fytohromony patri kyselina abscisova (ABA) a gibereliny
(GA). Tieto hormoény antagonisticky ovplyviiuju dormanciu semena (Holdsworth et al. 2008).
Hlavnym vyznamom dormancie je predist’ kliceniu v nevhodnom ¢asovom obdobi alebo zabezpecit
prezitie rastliny v nepriaznivych a stresovych podmienkach. Pri naruseni optimalnych hladin
spomenutych regulaénych fytohorménov v semene moze dojst’ napriklad k viviparii, ktora
predstavuje proces rychleho kli¢enia prave vyzretych semien uz v materskej rastline (Neill et al.
1987).

ABA je hlavnym induktorom a udrziavatelom dormatného stavu semena (Vaistij et al. 2013).
V dobe, ked” semeno v materskej rastline dozrieva, je v iom akumulovana endogénna ABA, ktora
indukuje a udrzuje vegetaény kl'ud semena a zabrafuje viviparii. Zistilo sa, ze ABA sa tiez do istej
miery podiela na remodeldcii chromatinu, ¢im sa uréuje génova expresia v semene a su tak
regulované mnohopocetné vyvojové procesy, ¢o ma rovnako vplyv na dormaciu a klicenie semien
(Chinnusamy et al. 2008). Pred zac¢iatkom kli¢enia je endogénna hladina ABA v semene zniZena
anaopak, obsah GA je regulovany imbibiciou a stratifikaciou. GA preruSuje vegetacny kl'ud
a stimuluje kli¢enie prostrednictvom antagonistického potlacenia dormancie, ktora bola vyvolana
kyselinou abscisovou (Graeber et al. 2012). Vysoka hladina GA alebo signalna draha GA sposobuje
napriklad uvolfiovanie hydrolytickych enzymov, ¢i oslabenie osemenia, a tym podporuje kli¢enie
semien (Holdsworth et al. 2008).

Svetlo je jednym z exogénnych faktorov, ktoré vplyvaji na kli¢enie semien. Kli¢enie semien
indukované svetlom sa nazyva fotoblastizmus. Tato vlastnost’ niektorych semien vysSich rastlin
spbsobuje, ze v zemi ulozené semena zostavaji v stave dormancie a nekli¢ia (Borthwick et al. 1952).
Schopnost’ regulovat’ kli¢enie ma predovsetkym Cervena a modra Cast’ svetelného spektra, pricom
regulacia u jednotlivych spektier prebieha odlisne.

Cervenym svetlom indukované kli¢enie moZe nastat’ u semien prostrednictvom fotoreceptorov

zvanych fytochromy. U fotoblastickych rastlin, vratane Arabidopsis thaliana, je pravdepodobnost’

11



vyklidenia vysiia na priamom slneénom svetle, ktoré je bohaté na vinové dizky nachadzajiice sa
v ervenej oblasti absorpéného spektra. Naopak v tieni, kde sa vinové dizky svetla pohybuji v oblasti
far-red absorb¢ného spektra, tieto rastliny kli¢ia menej (Lee and Lopez-Molina 2012). Fytochromy
rozli§uju tieto Casti svetla a reaguju na ne. Cervené svetlo prostrednictvom aktivacie fytochrému
sposobuje akumulaciu GA v semene, ¢im indukuje jeho kli¢enie. Naopak far-red svetlo podporuje
akumulaciu ABA ateda klicenie blokuje (Oh et al. 2007, Piskurewicz et al. 2009). Zatial' ¢o
fotoblastické rastliny reguluju kli¢enie semien cez svetlom aktivované fytochrémy, nefotoblastické
rastliny maju tieto fotorecetory uz aktivované dokézu klicit' v tme, pricom svetlo tato hladinu
aktivovanych fytochrémov znizuje a inhibuje tak kli¢enie semena.

V pripade, ze rastlina vykli¢i vtme a nie je zatial' fotosynteticky aktivna, nastdva tzv.
etiolovany vyvoj, kedy su vyuzivané zasoby zo semena. Tento vyvoj je charakterizovany rychlym
predizenim hypokotylu v protismere gravitaéného pdsobenia, inhibiciou predlZovania kotyledonov
a inhibiciou expanzie listov. Ciel'om takejto rastliny je dostat’ sa ¢o najskor na svetlo a zahajit’ tak
deetiolizaciu. Procesu deetiolizacie sa zucastnuji hlavne fotoreceptory citlivé na Cervené a modré
svetlo (fytochromy a kryptochromy) a jeho ciel'om je zapocat’ fotosynteticku aktivitu rastliny (Chen
et al. 2004).

Modré svetlo ma vplyv hlavne na dalsi vyvoj vykli¢enej rastliny, akym je spominané
zahajenie fotosyntetickej aktivity rastliny. AvSak na zaklade experimentov bolo zistené, ze modré
svetlo u dormantnych semien jaémena prostrednictvom kryptochromu 1 (cryl) stimuluje tvorbu

ABA, ¢im zabranuje kli¢eniu semena (Hofmann 2014, Barrero et al. 2014).
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3.2. Abioticky stres

Abioticky stres U rastlin je definovany ako negativny vplyv nezivych faktorov na zivé organizmy
ako su napriklad rastliny. Najcastej$im stresom pre rastliny su sucho, slanost’ pody, nizke a vysoké
teploty a iné extrémne prostredia, ktoré st pric¢inou nepriaznivého rastu rastlin a zniZenia ich vynosu.
Sucho postihuje priblizne 45% pol'nohospodarskej pody vo svete a 19,5% zavlazovanej pddy trpi
zvySenym obsahom soli (dos Reis et al. 2012).

Abiotické stresy v rastlinach vyvolavaju zvysenu tvorbu reaktivnych foriem kyslika (ROS),
¢o sposobuje rozsiahle poskodenie buniek a inhibiciu fyziologickych procesov prebiehajicich
Vv rastlinach. Na potlacenie tvorby ROS si rastliny dokazali vytvorit endogénne antioxida¢né
mechanizmy. Avsak, ak je organizmus vystaveny abiotickému stresu, zvySuje sa intracelularna
koncentracia ROS a s fiou sa zvySuje aj posSkodenie tychto antioxidacnych mechanizmov. Rastlina
preto nie je schopna odolavat’ pésobeniu ROS. Na prezitie v takychto podmienkach si rastliny
vyvinuli zlozit¢é mechanizmy, vd’aka ktorym sa rastlina dokaze adaptovat’ na stres alebo sa mu
dokonca vyhnut. Tieto reakcie st regulované na vSetkych trovniach organizmu. Na bunkovej trovni
su to procesy, ktoré sa podiel’aju na iprave bunkovych membran, modifikacii stavby bunkovej steny,
zapri¢inuju zmeny Vv bunkovom cykle adeleni buniek. Taktiez si zodpovedné za syntézu
$pecifickych endogénnych nizkomolekularnych zlucenin ako je kyselina salicylova, kyselina
jasmonova, ethylén a kyselina abscisova (Fujita et al. 2006). Na urovni genéomu sa rastlina dokaze
chranit’ napriklad expresiou génov, ktoré st zapojené do priamej ochrany pred stresom (Chinnusamy

et al. 2004).

3.2.1. Solny stres

Zasolenie pody sa Coraz viac stava hrozbou pre pestovanie rastlin vo svete. Solny stres u rastlin
vykazuje hlavne znizenie ich produktivity a kvality plodin. Dévodom salinity je predovSetkym
nevhodny reZim zavlaZovania a zavlazovanie pody brakickou vodou. Situacia je hor$ia prevazne na
pobreziach, kde dochadza k zvySovaniu hladiny mora kvoli klimatickym zmenam. Ak sa v rastline
vplyvom zasolenia hromadia soli, dochadza tiez k osmotickému stresu, nutricnej dysbalancii
a k oxidativnemu stresu (Volkov 2015). Désledkom toho je naruSena homeostaza intracelularnych
i6nov, funkcia membrany a metabolicka aktivita (Hasegawa et al. 2000). Osmoticky stres vyvolany
zasolenim sposobuje znizenie rychlosti delenia a predlzovania koreniovych buniek, znizuje primarny
rast korenov a v kone¢nom désledku inhibuje rast a vyvoj rastliny (Jung and McCouch 2013).
Podl'a adaptacie rastlin na zasolenie pody ich mozno rozdelit na halofyty a glykofyty
(halofobne rastliny). Halofyty st charakterizované ako rastliny adaptované na podmienky zasolenych
pdd, naopak glykofyty vykazuju neznasanlivost’ k zasoleniu a aj nizka koncentracia soli je pre ne

toxicka. Napriek tomu obe skupiny rastlin disponuj urcitymi procesmi, vd’aka ktorym st schopné
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do istej miery zvySené koncentracie ionov soli v bunke tolerovat. Prebytocna sol je bud
transportovana do vakuoly, alebo je extrudovana von z bunky a ukladana do starSich pletiv, ktoré
neskor odumieraji (Reddy et al. 1992, Zhu 2003).

Hlavnou formou soli, ktora sa v pdde vyskytuje, je chlorid sodny (NaCl), a teda hlavn rolu
Vv toleranénych mechanizmoch zohrava kation sodika (Na*) a jeho transport cez bunkové membrany.
Vstup Na* do cytosolu buniek prebicha pasivne prostrednictvom K*-Na* transportného proteinu
(HKT) ulozeného v cytoplazmatickej membrane. Za normalnych podmienok tento transportér
uprednostiiuje K* pre vstup do bunky. Avsak, ak je rastlina vystavena solnému, je vstup K* cez tento
transportér inhibovany prave ionmi Na*, ktoré tak prioritne vyuzivaji K*/Na*-transportér pre svoj
vstup do bunky (Liu and Zhu 1997).

V rastline postihnutej sol'nym stresom sa objavuje tiez rad reakcii, ktoré indukuju expresiu
génov, zmeny v metabolizme alebo urcité fyziologické procesy, vd’aka ktorym organizmus bojuje
proti stresu. Medzi proteiny, ktoré st schopné detekovat’ zasolenie patria receptory sprazené s G-
proteinom, i6nové kanaly, receptor-like kinaza alebo histidinkindza. Tieto receptory prenasaju
primarne signaly, ktoré generuju sekundéarne signaly, akym st napriklad vapenaté kationy (Ca?*),
inozitol fosfaty, ROS, oxid dusnaty (NO) alebo ABA. NajdodlezitejSia je signalna draha spojena so
zvysenou koncentraciou cytosolického Ca?* (Onaga and Wydra 2016).

Vapenaté katiény v cytosole aktivuju Ca?*-depentné proteiny, tzv. kalmoduliny, ktoré sliizia
na d’al$i prenos signalu v bunke, aktorych cielom je aktivovat’ transkripéné faktory a zapocat
transkripciu (Deinlein et al. 2014). Takto aktivované transkripéné faktory spustaji transkripciu
génov zapojenych do adaptacnych mechanizmov na solny stres. St nimi napriklad gény kodujuce
proteiny, ktoré¢ vylucuju sol’ z bunky (SOS1, skratka pre Salt Overly Sensitive), rodina génov pre
kation:proton Na*/H*-antiporty alebo gény pre kompartmentalizaciu soli v bunke (napriklad
vakuolarna H*-pyrofosfataza) (Chen et al. 2015).

Na sol’ citlivy Ca?* senzor (SOS) sa sklad4 z troch funkéne prepojenych proteinov: SOSI,
S0OS2 a SOS3 (Obr. ¢&. 2). Jeho regulaény mechanizmus spociva vo vizbe Ca?*, ktorého koncentracia
sa zvysi pri vysokych hodnotach Na* v bunke. SOS3 detekuje a navizuje Ca?, pricom u neho
dochadza ku konformacnej zmene a viaze sa na SOS2, ktory prestavuje serin/treonin proteinkindzu.
Po naviazani je kindza aktivovana a komplex SOS3-SOS2 je ulozeny v plazmatickej membrane
bunky. Aktivovana proteinkinaza fosforyluje Na*/H*-antiport (SOS1), ktory sa tiez nachadza
Vv plazmatickej membrane. Kinazou aktivovany antitport extruduje nadbyto¢ny Na* von a znizuje
jeho toxicitu v bunke (Quintero et al. 2011). Ddlezitt ulohu v popisanom adaptaénom mechanizme
ma aj H*-ATPéaza, ktora generuje elektrochemicky protonovy gradient. Protonova pumpa pumpuje
protony vodika von z bunky a tvori tak gradient, ktory napomaha Na*/H*-antiportu vypudzovat
prebyto¢né Na* z bunky a udrzuje optimalne pH v cytosole bunky (Hasegawa et al. 2000).
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Obr. & 2: Schéma SOS signalnej drahy ako odpoved na solny stres (prevzaté a upravené od Gupta and
Huang 2014)

Dalsim délezitym mechanizmom, vdaka ktorému je rastlina schopna tolerovat’ solny stres, je
ukladanie i6nov soli do vakuoly. Jeho fungovanie spociva v aktivite Na*/H*-exchangerov (NHX),
ktoré st uloZené v tonoplaste vakuoly (Obr. €. 3). Rovnako ako pri vypudzovani Na* von z bunky,
ktor¢é je popisané v odstavci vyssie, je k spravnemu fungovaniu NHX potrebna aktivita protonovych
pamp uloZzenych v tonoplaste. Medzi tieto pumpy patri V-ATPaza (vakuolarna H*-ATPaza)
a V-PPaza (H'-pyrofosfataza) (Rea and Sanders 1987). Ich funkcia pumpovania H* do vakuoly
spociva jednak vo vytvoreni proténového gradientu vo vakuole, ktory napomaha spravnej funkcii

NHX, ale aj k drzaniu optimalneho pH v cytosole bunky (Hasegawa et al. 2000).
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Obr. € 3: Schéma adaptaénych procesov v rastlinnej bunke vystavenej sonému stresu (prevzaté

a upravené od Taiz and Zeiger 2002)

3.2.1.1. Kli¢enie pri zasoleni

Ak sa semena nachadzaju v zasolenej pode, st rovnako vystavené stresu. Zasolenie zvySuje vonkajsi
osmoticky potencial, kvoli ktorému je nasledne zniZzena absorpcia vody semenom poc¢as imbibicie
(Munns and Tester 2008). ZvySena koncentracia sodnych katidnov pdsobi v semene toxicky
a ovplyvnuje tak jeho kli¢enie a zivotaschopnost’ embrya rastliny. Toxické Géinky idnov spdsobuji
hlavne poSkodenie $truktary a funkcie proteinov, bunkovych organel, poskodzuju proces respiracie
a fotosyntézy (Jahromi et al. 2008, Daszkowska-Golec 2011).

Osmoticky stres mé vplyv na klicenie hlavne v jeho prvej faze, kedy suché semeno imbibuje
vodu. Naopak toxicita ibnov sa prejavuje prevazne vo faze dva, ked je bunkovy metabolizmus
V semene reaktivovany. Spolupdsobenie oboch faktorov mozno sledovat’ pocas posledne;j, tretej fazy
klicenia, pocas ktorej dochadza k deleniu, rastu a predlzovaniu buniek za nepretrzitého nasavania
vody semenom. Sol'ny stres ma za nasledok spomalenie alebo iplnt inhibiciu kli¢enia (El-Hendawy
negativne ovplyviiuje klicenie. Postihnutd méze byt aj permeabilita membrany a vyuzite vody
semenom (Lee and Luan 2012). V dobe kli¢enia je zvySena transkripcna aktivita génu pre a-amylazu,
ktora prestavuje hydrolyticky enzym metabolizujuci Skrob. Jej tloha pocas klicenia spociva
v rozklade zdsobného $krobu na cukry, ktoré potom sluzia ako energia a vyziva pre embryo

aradikulu (Weiss and Ori 2007). Oneskorené kli¢enie je dbsledkom prave poklesu aktivity
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a-amylazy, ku ktorej doSlo nedostatocnym prijmom vody zo zasolenia. Malo aktivna a-amylaza
vedie k vyznamnému deficitu sacharidov, ktoré st nevyhnutné pre vyvin embrya. Okrem toho
znizena koncentracia cukru meni osmoticky potencidl buniek semena, o ma negativny vplyv na
absorpciu vody semenom (El-Hendawy et al. 2019). Semena halofytnych rastlin s prispésobené na
klicenie arast Vv zasolenych podach. Adaptacné procesy v semendch moézu odpovedat uz
spominanym mechanizmom rastlin tolerovat’ stres, alebo odpoved’ou méze byt napriklad zvySena
selektivita K*/Na*-transportéru, vd’aka ktorému je semeno schopné udrzovat’ optimalnu kladinu K*

v cytosole, a tak odolavat’ stresovym faktorom (Guo et al. 2012).

17



3.3. Vnimanie svetla rastlinou

Rastliny st schopné detekovat’ kvalitu, kvantitu a smer svetla a vyuzit' ho ako vonkajsi signal pre
optimalizaciu svojho rastu a vyvoja. Svetlo ovplyviiuje vacSinu vyvojovych procesov pocas celého
zivota rastliny. Medzi hlavné deje ovplyviiované svetlom patri klicenie semien, ich nasledujuci
fotomorfogénny vyvoj, fototropizmus a tiez kvitnutie. Energia zo svetla sa vyuziva hlavne na fixaciu
oxidu uhli¢itého pri fotosyntéze. Vd’aka usadenému sposobu Zivota si rastliny dokazali vytvorit’
rozne adapta¢né mechanizmy, ktoré ich do istej miery dokézu ochranit’ pred nepriaznivym okolitym
prostredim. Aby sa rastliny dokazali adaptovat’ na meniaci sa svet okolo nich a prezit’ v fiom,
vyvinuli si sofistikovany spdsob detekcie vonkajSich signalov (napriklad svetlo) a prenos takychto
signalov do vnutornych signalnych drah. Je preto nevyhnutné, aby rastliny spravne interpretovali
informacie o dopadajiicom svetle prostrednictvom réznych druhov fotoreceptorov (Batschauer 1999;
Paik and Huq 2019).

3.3.1. Fotoreceptory

Fotoreceptory su proteiny lokalizované v réznych Castiach rastlinnej bunky v zavislosti od typu
receptora (napriklad cytoplazmatickd membrana alebo jadro bunky) a st Specidlne ur¢ené na
vnimanie svetla a signalizaciu ur¢itych biologickych pochodov v rastline.

Rastliny pouzivaju na presné vymedzenie svetelného prostredia skupiny fotoreceptorov
s roznou vlnovou dizkou absorpéného spektra a réznymi biochemickymi vlastnostami. Na ziskanie
detailnych informacii z réznych vinovych dizok prichadzajiceho svetla maju rastliny najmenej pat
tried fotoreceptorov.

Fytochromy (PHYA-E v modelovej rastline Arabidopsis thaliana) vnimaju &ervené
a dlhovinné &ervené svetlo (far-red). VInova dizka takéhoto svetla je v rozmedzi 600 az 750 nm.
Kryptochromy (cryl, cry2, cry3), fototropiny (photl, phot2) a F-box obsahujtci proteiny, ktoré viazu
flavin (ZEITLUPE, FKF1/LKP2), absorbuju modré a UV-A svetlo v oblasti 320 az 500 nm
sveteln¢ho spektra. Fotoreceptory UVRS absorbuji UV-B Ziarenie v oblasti 280 az 320 nm
(Obr. ¢. 4). Nedavny pokrok vo vyskume rastlinnych fotoreceptorov odhalil nové ulohy
fotoreceptorov. Jedna sa o zapojenie fotoreceptorov do priameho vnimania a modulacie reakcii na

Sirokt §kalu environmentalnych podnetov, ¢o naznacuje tilohu ,,multisenzora“ (Paik and Hug 2019).
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Obr. ¢&. 4: Rozdelenie rastlinnych fotoreceptorov podl'a ich absorpéného spektra a ich zapojenie v rastline

(prevzaté a upravené od Paik and Hug 2019)

3.3.2. Prenos svetelného signalu v rastline
3.3.2.1. Fototropiny 1 a 2

Svetlo je jednym z najddlezitejSich elektromagnetickych signalov, ktoré organizmy prijimaji
z okolitého prostredia. Rastliny disponuju systémom svetlocitlivych chromoproteinov. Druhom
fotoreceptorov citlivych predovsetkym na modré svetlo su fototropiny (phot). Fototropin bol
prvykrat identifikovany ako fotoreceptor pocas fototropickej reakcie (Christie et al. 1998). V dnesne;j
dobe je zname, ze phot indukuje pohyb chloroplastov (Kagawa et al. 2001, Jarillo et al. 2001), otvara
prieduchy (Kinoshita et al. 2001), sp6sobuje splostenie listov (de Carbonnel et al. 2010) a navodzuje
fotomorfogenézu pri pdsobeni modrého svetla (Kozuka et al. 2011). Predpoklada sa, Ze tieto reakcie
phot vedi k maximalnej fotosyntetickej aktivite rastliny. VysSie rastliny maju dve izoformy
fototropinov. St nimi photl a phot2. Obe izoformy indukuju pohyb chloroplastov a otvorenie stomat.
Oba fototropiny st citlivé na modré svetlo avSak pracuju nezavisle od seba. Napriklad photl funguje
ako senzor modrého svetla pre fototropizmus v Sirokom rozmedzi ziarenia, zatial’ ¢o phot2 funguje

ako senzor excitovany vysokym tokom svetla u etiolovanych rastlin (Sakai et al. 2001). Fototropin

rwtw

19



Fototropiny sa skladaji zo 700 az 1000 aminokyselinovych zvySkov a dvoch molekul
prostetického flavinmononukleotidu (FMN). N-koncova €ast’ phot je zlozena z dvojice domén LOV1
a LOV2, ktoré viazu FMN (LOV z angl.: light/oxygen/voltage). Je zname, Ze doména LOV patri do
podmnoziny Per-ARNT-Sim super rodiny, ktoré sprostredkuju interakciu protein-protein.
C-koncovu cast’ phot tvori doména serin/treonin kindza (STK), ktora patri do rodiny AGC
(CAMP-depentnd  proteinkinaza, = c¢GMP-depentnd  proteinkinaza  a fosfolipid-depentna
proteinkinaza C). Aktivaciou STK je spristupneny druhy posol, ktory posiela biochemicky signal
dalej po signélnej drahe. LOV2 a STK st spojené linkerom zlozenym z priblizne 70
aminokyselinovych zvySkov. LOV ma trojrozmernu Struktiru zlozenu z niekolkych B-skladanych
listov a a-helixov (a/p skelet). Na C-konci domény LOV2 sa nachadzaju helixy A’a a Jo, pricom
A’a helix je spojeny so zvySkom domény LOV2 prostrednictvom takzvaného A’a/AB gapu
(Obr. ¢. 5; Christie et al. 1998; Crosson and Moffat 2001; Bogre et al. 2003).

V tme sa LOV viaze nekovalentne na jeden chromofor FMN s vakom vytvorenym v o/f3
skelete, pricom vykazuje maximalne absorpéné spektrum 450 nm (stav D450). Po oziareni modrym
svetlom LOV prechadza fotoreakénym cyklom v prechodnej forme arozbije cysteinovy zvySok
lokalizovany v tesnej blizkosti FMN. Vznika tak prechodny adukt medzi FMN a cysteinovym
zvyskom LOV2. Zvysok je charakterizovany absorpénym maximom 390 nm (stav S390). Stav S390
sa termodynamicky vracia k D450 v ¢asovom rozmedzi niekolkych sekind az minut. Tvorba
cysteinového zvysku indukuje naklonenie izoalloxazinového kruhu FMN, preskupuje dobre
konzervovany bocny retazec glutamatu a reorganizuje siet’ vodikovych vizieb okolo kruhu.
Predpokladé sa, Ze tieto malé, ale vyznamné konformacné zmeny v proteinovej Casti LOV pri
posobeni modrého svetla spustaju autofosforylaciu STK. Zatial’ ¢o neaktivna forma D450 nie je
schopné podporit” aktivitu STK, S390 je signalizacny stav schopny aktivacie STK. Preto LOV2
posobi ako primarny regulator aktivacie STK po oziareni modrym svetlom (Obr. €. 5; Christie et al.
1999, 2002; Crosson and Moffat, 2002; Salomon et al. 2000; Kasahara et al. 2002).
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Obr. & 5: a. Organizicia troch funkénych domén LOV1, LOV2 a STK aprimarna Struktira phot;
b. Krystalicka Struktira LOV2 a model STK u photl; c. Schéma fotocyklu LOV2 (prevzaté a upravené
od Okajima 2016)

Napriek podobnosti vo svojich §truktiurach a fotoreakénych cykloch maja LOV1 a LOV2 odlisné
ulohy vo funkcii fototropinov. Bolo pozorované, ze LOV1 predlzuje rozpad signaliza¢ného stavu
S390 v LOV2 anepriamo reguluje STK. Rychlost’ rozpadu S390 v LOV2 koreluje s pomerom
aktivovanych fotomolekul v bunkach oziarenych modrym svetlom. Rozdiely v rychlosti rozpadu
maju za nasledok zretel'nu citlivost’ na svetlo medzi jednotlivymi phot. Rastliny by tak mohli
modulovat’ senzitivitu fototropinov v ramci adaptacie na environmentalne zmeny pocas evolucie
(Okajima 2016). Predpoklada sa tiez, ze skupina LOV1 u photl a phot2 pdsobi svojou Struktirou
ako dimeriza¢né miesto (Katsura et al. 2009). Doména LOV2 je zodpovedna za autofosforylaciu
kinazovej] domény zavisli na modrom svetle aje nevyhnutnd pre signalnu transdukciu

sprostredkovanu photl a phot2 (Obr. ¢. 6; Christie et al. 2002).

:

substraty

neaktivne aktivne

Obr. ¢&. 6: Schéma usporiadania funkénej domény a kliGovych segmentov phot za tmy (vlavo) a pri

modrom svetle (vpravo) (prevzaté a upravené od Okajima 2016)
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Bolo zistené, ze do regulacie aktivity STK prispievaji aj A’ a-helix, Ja-helix a A"a/AB gap. V tme
A’o a Ja-helixy pravdepodobne interaguju s N-koncovou ¢astou STK za ucelom potlacenia aktivity
STK prostrednictvom neidentifikovaného priameho a/alebo nepriameho kontaktu. Ako uz bolo
vysSie spomenuté, osvietenie rastliny modrym svetlom indukuje tvorbu prechodného aduktu medzi
FMN a konzervovanym cysteinovym zvyskom LOV2. Bo¢né retazce aminokyselinovych zvyskov
asiet’ vodikovych vizieb okolo FMN sa reorganizuju, apotom sa malé konformacné zmeny
vV modrym svetlom excitovanom LOV2 prenasaju do A’a a Ja-helixov na povrchu B-listu (Okajima
2016). Ciastoénym rozvinutym $piraly sa Ja uvolni z povrchu LOV2. Lokélne konformaéné zmeny
sa potom S§iria do medzery A o/Ap a vyvolavaju reorganizaciu lokalnych interakcii pravdepodobne
Vv Oblasti spojovnika, ktoré sa tiez podiel’aju na aktivacii STK (Kashojiya et al. 2016).

Ako bolo uvedené, fototropiny sprostredkavaji pod vplyvom modrého svetla fototropizmus,
pohyb chloroplastov a otvorenie prieduchov v rastline. Fyziologické stadie naznaCujt, Ze idny
vapnika (Ca?*) v cytoplazme hrajii kI'i¢ovi tllohu v spominanych reakciach indukovanych modrym
svetlom. Bola zistena interakcia photl a phot2 v stvislosti so zvysenim Ca?* v cytoplazme, aviak
zvysenie cytosolického Ca?* indukované modrym svetlom prostrednictvom fotoreceptorov photl
a phot2 prebiecha odlisne (Harada et al. 2003).

Vapenaté iony (Ca?*) st najuniverzalnej$im intracelularnym poslom. St schopné spojit’ §iroka
Skalu extracelularnych signalov so Specifickymi odpoved’ami bunky. Signaly, ktoré vznikaji
z dovodu narastu Ca?* v cytoplazme, s posielané konkrétnym efektorom k inicidcii bunkovych
reakcii. Ca?* pochadza bud’ z extracelularneho priestoru, alebo z bunkovych zésob, ktoré st ulozené
v endoplazmatickom retukulu a vakuole (Sanders et al. 1999, Sanders et al. 2002).

Vyskum Bapourina et al. naznaduje, Ze photl mdze byt zodpovedny vylucne za pritok Ca®
Z extracelularnych priestorov. Sato et al. uvadza, 7ze Ca?" uvolfiovany zbunkovych zasob je
pravdepodobne zodpovedny za pohyb chloroplastov vyvolany modrym svetlom a ze Ca?* ziskany
z extracelularneho priestoru nie je ktejto signalizacii nevyhnutny (Babourina et al. 2002,
Sato et al. 2001).

Novsie $tudia preukazali, Ze photl a phot2 by mohli indukovat’ pritok Ca?" z apoplastu cez
kanal v PM a phot2 by mohol sptstat’ tok Ca** z bunkovych zasob z endoplazmatického retikula
alebo z vakuoly v zavislosti na InsP3 (inositol 1, 4, 5-trifosfat), ktory je sprostredkovany fosfolipazou
C (PLC). Vysledky d’alej ukazali, Ze modrym svetlom indukované zvysenie Ca?" prostrednictvom
drahy PLC je mozné len v pritomnosti phot2. AvSak aj photl ma pravdepodobne suvislost’ so
spravnym fungovanim PLC. Bol teda navrhnuty model, kde photl stimuluje phot2-depentnti drahu
PLC (Obr. &. 7). Tento model nazna¢uje moznost’, Ze existuji uréité funkeéné interakcie photl a phot2

k indukcii zvySenia cytosolického Ca?* (Harada et al. 2003).
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Obr. & 7: Schéma signalnej drahy procesu zvySovania koncentracie Ca?* v bunkich listoch A. thaliana

v zavislosti od photl a phot2 a modrého svetla (prevzaté a upravené od Harada et al. 2003)

Mechanizmus otvarania prieduchov z velkej casti indukuje modré svetlo prostrednictvom
fototropinov (photl, phot2). Hlavnym bodom intracelularnej signalizacie je aktivacia H*-ATPazy,
ktora pumpuje H* i6ny von z buniek prieduchov, a tym dochadza k prechodnej hyperpolarizacii
membrany (Assmann et al. 1985). Modré svetlo teda zvySuje vnitorny negativny elektricky potencial
na cytoplazmatickej membrane aktivaciou elektronovej protonovej pumpy. Po objave protonovej
pumpy indukovanej modrym svetlom boli v plazmatickej membrane ochrannych buniek stomat
objavené aj napitim riadené draselné kanaly (K*-kanaly), ktoré st aktivované hyperpolarizaciou
membréany (Schroeder et al. 1987). Ulohou aktivovanych K*-kanalov je transportovat’ K* do cytosolu
buniek. Tieto kanaly taktiez vychytavaju K*, ked’ si ochranné bunky hypopolarizované (hodnoty
potencialu st nizsie, nez rovnovazny membranovy potencial). K*-kanaly na aktivaciu a udrZanie
svojej aktivity vyzadujo ATP, naopak aktivita tychto kandlov je inhibovana Ca?*
(Schroeder et al. 1989).

H*-ATPaza je protonova pumpa ulozena v cytoplazmatickej membrane buniek a je aktivovana
fosforylaciou (Kinoshita and Shimazaki 1999). Fosforylacia prebicha vyluéne na C-konci
H*-ATPazy s naslednou vdzbou proteinu 14-3-3 na fosforylovany C-koniec. Ukazalo sa, Ze tento
koniec funguje ako autoinhibi¢nad doména H*-ATPazy (Palmgren 2001). Fosforylacia zvySkov Ser
a Thr v tejto doméne podporuje aktivitu protonovej pumpy, ¢o naznacuje, ze do tejto regulacie je
zapojena serin/treonin proteinkinaza (Sondergaard et al. 2004). Pre aktivaciu tejto proteinkinazy je
potrebné naviazanie proteinu 14-3-3 na H'-ATPazu, ale rovnako moze byt tato kinaza priamo

aktivovana aj modrym svetlom (Kinoshita and Shimazaki 2002, Kinoshita and Shimazaki 1999).
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Binding-protein 14-3-3 je molekula, ktora sa dokaze viazat’ na iné proteiny, a tak modifikovat’
ich aktivitu, menit’ ich intraceluldrnu lokalizdciu alebo stimulovat’ interakcie s inymi proteinmi.
Tento protein do istej miery interaguje aj so samotnym fototropinom a je délezity v modrym svetlom
indukovanej signalnej drahe. Fototropin sa po autofosforylacii v ochrannych bunkach stomat
reverzibilne viaZe na protein 14-3-3. Vazobné miesto sa nachadza medzi doménami LOV1 a LOV2.
Komplex 14-3-3—phot mdzZe potom prenasat’ signal na ostatné phot, ktoré by potom mohli prenasat’
signal na d’al$ie prvky signalnej drahy (Kinoshita and Shimazaki 2002, Kinoshita et al. 2003,
Shimazaki et al. 2007).

14-3-3 proteiny sa podiel'aju na signalizacii modrym svetlom v prieduchoch ako regulator
phot, ale aj H*-ATPazy. Protein 14-3-3 funguje ako aktivator protonovej pumpy prostrednictvom jej
fosforylacie v reakcii na modré svetlo (Obr. €. 8). Protein 14-3-3 sa tiez viaze na fototropin pri jeho
fosforylacii a zda sa, ze tato vézba predchadza aktivacii protonovej pumpy V ochrannych bunkach
prieduchov (Kinoshita and Shimazaki 2002, Kinoshita et al. 2003).

Stvislost’ so signdlnou drahou medzi fototropinom a proténovou pumpou V ochrannych
bunkach stdmat ma aj proteinova fosfataza. Na zaklade experimentov bolo zistené, ze proteinova
fosfataza sprostredkuje signalizaciu medzi fototropinom a H*-ATPazou V ochrannych bunkach

prieduchov (Shimazaki et al. 2007).
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Obr. €. 8: Schéma procesov zavislych na modrom svetle, ktoré zapricinuju otvaranie stomat (prevzaté

a upravené od Shimazaki et al. 2007)
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Mechanizmus reguldcie koncentracie Ca®* v rastlinnej bunke prostrednictvom phot je popisany
vy$Sie. ZvysSenie Ca®* prostrednictvom fotoropinov bude pravdepodobne potrebné pre rychlu
inhibiciu hypokotylovej elonacie (Folta et al. 2003), pohyb chloroplastov (Tlalka and Fricker 1999),
fototropizmus (Babourina et al. 2002) a rychlej inhibicie rastu zavislej na photl. V ochrannych
bunkach prieduchov v8ak nebol pozorovany narast koncentracie Ca* v zavislosti na modrom svetle.
Bolo ale zistené, ze Ca?* je druhym poslom pre ABA-indukovanym uzavretim stomat (Blatt 2000).
Vysoka koncentréacia cytosolického Ca?* spdsobila uzavretie stdmat alebo inhibovala ich otvorenie
aktivaciou anionovych kanalov a inaktivaciou protéonovej pumpy a K*-kanalov (Kinoshita et al.

1995). Tieto vysledky su teda v rozpore s predstavou, Ze na otvorenie prieduchov je potrebny Ca?".

3.3.3. Vplyv svetla a schopnosti rastlin tolerovat’ sol’ny stres

Je zname, Ze v rastline prebieha mnoho reakcii, ktoré st ovplyviiované svetlom. Rézne vinové dizky
svetla dokazu v rastlinnom organizme vyvolat' zmeny, aktivovat’ alebo inhibovat’ uréiti signalnu
drahu, indukovat’ génovu expresiu. V niektorych pripadoch svetlo dokaze tiez vyvolat stresovi
reakciu. Naskytuje sa teda otazka, ako reaguje rastlina rastica v zasolenom prostredi na svetlo. Vo
vyskumoch, ktoré sa zaberajii touto problematikou, sa kladie doraz na ulohu jednotlivych
fotoreceptorov v reakciach na svetlo asuvislost signalnych drah pre svetlo astres
(Roeber et al. 2020).

Nahusto rastice rastliny neustdle sut'azia o svetlo. Vyvinuli si preto spésob ako sa efektivne
vyhnut tiefiu. Jedna sa o tzv. syndrom predchadzania tiefiu (The shade avoidance syndrome; SAS),
vd’aka ktorému st rastliny schopné uniknut’ tiefiu susednej rastliny a vystavit’ sa tak dostatoénému
ziareniu. V prirodnych podmienkach su vSak rastliny vystavované viacerym stresovym faktorom
sucasne. Aby bolo mozné pochopit’ jednotlivé odpovede rastlin na tieto faktory, je klucové
identifikovat’ ich spolo¢né Crty, rozdiely a interakcie. Bolo Studované vzajomné pdsobenie svetla
a inych biotickych a abiotickych stresov na rastliny. Prikladom je Stadium pdsobenia soI'ného stresu
a SAS. Zistilo sa, ze zasolenie pddy inhibuje predlzovanie hypokotylu a stopky, ktoré je asociované
s SAS u Arabidopsis thaliana. Bolo tieZ ukazané, ze zasolenie ovplyviiuje signalnu drahu ABA
a brassinosteroidov u Arabidopsis, ¢im potlaa SAS a Ze signalizacia SAS pravdepodobne vykazuje
spatnu vézbu k tolerancii na zasolenie (Courbier and Pierik 2020).

Bolo dokazané, ze kryptochromy (cry) ako receptory modrého svetla, tvoria st¢ast’ reakcie na
zasolenie. Transgénne rastliny Arabidopsis thaliana, ktoré nadmerne exprimovali gény CRY1
a CRY2, vykazovali vyssiu citlivost’ na zasolenie ako divoky typ (WT). Tiez sa ukazalo, Ze rastliny
s overexpresiou CRY1 boli na sol citlivejsie, nez rastliny s overexpresiou CRY2 (Xu et al. 2009, Zhou
et al. 2018). Zistilo sa, ze v zasolenom prostredi v semenach nadmerne exprimujucich CRY1

dochadza k modifikacii expresie génov, ktoré slazia ako odpoved’ na sol'ny stres. Ukazalo sa tiez, Ze
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mutantné semena cryl oproti WT v pritomnosti soli a ABA vykazuju toleranciu na solny stres.
Spomenuté procesy st pravdepodobne regulované komplexom HY5-ABI5 (LONG HYPOCOTYL
5-ABA INSENSITIVE 5), kde HYS je transkripény faktor pre svetlom regulované gény a ABIS
transkripény faktor zohravajuci kI'icovu ulohu v regulacii kli¢enia a rastu rastliny v pritomnosti
ABA a abiotickych stresov. V suvislosti s tymito vysledkami sa predpoklada, Ze svetlom aktivované
kryptochromy negativne ovplyviiuji odpoved’ rastliny na zasolenie a Ze cry1 kontroluje odpoved’ na
solny stres prostrednictvom ABA signalnej drahy (Zhou et al. 2018, Sharma et al. 2014, D'Amico-
Damiio and Carvalho 2018).

Kryptochrémy boli Studované aj v suvislosti s reguldciou lokélnej a dial’kovej signalizacie
deficitu vody v rajéiakoch. Z nedostatku vody sa v rastline zvySuje tvorba peroxidu vodika (H205),
ktorého negativnym ucinkom je hlavne peroxidacia lipidovych membran. Zistilo sa, ze molekula
H20- je pravdepodobne zapojena do dialkovej signalizacie zakladnych fyziologickych procesov,
ktoré reguluju odpoved’ rastliny na stres zo sucha (napriklad rast korenov alebo uzavretie
prieduchov). Metodou Stiepenia bolo zistené, ze modrym svetlom aktivovany fotoreceptor cryl
pozitivne reguluje expresiu génu HY5. Vdaka tomu je podporovana aktivita antioxidac¢nych
enzymov, ktoré potom eliminuju H>O; a jeho peroxidac¢né ucinky. Z toho vyplyva, Ze cryl moze byt
zapojeny aj do reakcii, ktoré st spojené s toleranciou rastliny k stresu (D'Amico-Damido et al. 2021).

Okrem iného bol skimany protedm halofytnej rastliny Physcomitrella patens, ktora bola
vystavena sol'nému stresu. Z vysledkov bolo zrejmé, Ze pocas zasolenia dochadza v rastline k syntéze
proteinov, ktoré su zapojené do obrany pred solnym stresom a udrzania iénovej homeostazy. Zistilo
sa, Ze signalne proteiny, ako napriklad protein 14-3-3 a fototropiny, mozu spolupracovat’ pri regulacii
PM H*-ATPazy, udrziavani ionovej homeostazy alebo zvyseni fotosyntetickej aktivity, ¢o vedie
k tolerancii voci zasoleniu (Wang et al. 2008).

Kovtun et al. (2019) ukazal, Ze l'ul'ok zemiakovy (Solanum tuberosum L.) je schopny tolerovat
zasolenie po kratkej expozici modrému svetlu. Autor uvadza, ze modré svetlo dokaze v rastline
stimulovat’ akumulaciu organickych latok s antioxidacnym u¢inkom.

V suvislosti s rieSenou problematikou boli Studované gény a ich produkty, ktoré mozu byt
zapojené do signalnych drah pre svetlo a stres. Jednym Z nich je napriklad gén GBF1, ktoré¢ho
produktom je G-box vdzobny faktor (GBF) patriaci do skupiny transkripénych faktorov zvanych
bZIP (Basic Leucin Zipper Domain). Molekula GBF je zapojena do svetelnej signalizacie Specificky
pre modré svetlo a je pravdepodobné, Ze reguluje génovu expresiu aj v reakcii na abioticky stres.
Uloha GBF v signélnej drahe modrého svetla spo&iva v interakcii v G-box elementom, ktory reaguje
na svetelné ziarenie. Zo $tudie génu GBF1 v pSenici a v Arabidopsis thaliana, bolo zistené, Ze
nadmerna expresia toto génu zvySuje citlivost’ oboch rastlin na zasolenie a kyselinu abscisovi
(ABA). Mediatorom tejto reakcie je pravdepodobne transkripény faktor ABI5, pretoze pri nadmernej

expresii GBF1 je zvy3ena aj expresia génu pre ABIS. Studia tiez ukazala, ze GBF zavisla citlivost
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na zasolenie nezavisi od svetla. To naznacuje, ze GBF je beznou si¢ast’'ou signalnych drah modrého
svetla a abiotického stresu (Sun et al. 2015).

Dalej bol $tudovany protein LIP1 (Light intentive period 1), ktory predstavuje faktor
asociovany s cirkadidnnymi hodinami rastliny. Vysledky Stidia naznacuju, ze LIP1 je okrem
potlacenia fotomorfogenézy rastliny na ¢ervenom a modrom svetle potrebny aj pre svetlom riadenu
inhibiciu endoreplikacie a toleranciu sol'ného stresu u Arabidopsis thaliana. Ukazalo sa, Ze rastliny
s defektom v géne pre LIP1 su citlivejSie na zasolenie v porovnani s WT. Na zaklade toho mozno
tvrdit, Ze protein LIP1 je potrebny pre maximalnu toleranciu rastliny k zasoleniu
(Terecskei et al. 2013).

Studie tiez dokéazali, e do signalnej drahy modrého svetla v rastlinach je zapojeny aj protein
STO (Salt tolerance protein). Bolo zistené, Ze STO negativne reguluje inhibiciu predlzovania
hypokotylov vyvolani modrym svetlom. Protein STO je vSak primarne charakterizovany tym, Ze
jeho ektopicky vyskyt umoznuje kvasinkam toleranciu na sol’ a Ze nadmerna expresia génu STO
v Arabidopsis thaliana spdsobuje rast koretia v zasolenom prostredi (Indorf et al. 2007).

Jednou z odpovedi rastliny na extrémne prirodné podmienky akymi st zasolenie alebo suchost’
pody je akumulacia prolinu. Molekuly prolinu pdsobia ako osmoprotektant a zabezpecuju
stabilizaciu enzymov alebo udrziavaju redoxnu rovnovahu rastliny v nepriaznivych podmienkach.
Bolo dokazané, ze modré a Cervené svetlo (okrem dlhovinného ¢erveného svetla) st nevyhnutné pre
akumulaciou prolinu v rastline indukovana sol'nym stresom. Toto ziarenie je tiez nevyhnutné pre up
adown regulaciu génov pre 1-pyrolin-5-karboxyl syntazu (P5CS1) a prolindehydrogenazu 1
(PDH1), ktoré kontroluju biosyntetické a katabolické drahy prolinu. Ukazalo sa, Ze transkripény
faktor HYS podporuje biosyntézu prolinu spojenim svetelnych a stresovych signdlov. Uvedena
Studia jednak objasnuje interakcie medzi stresom a svetelnymi signalmi a tiez potvrdzuje, ze HYS je
kl'aCovym regulatorom metabolizmu prolinu (Kovéacs et al. 2019).

Témou reakcie rastliny na solny stres na modrom svetle sa zaobera aj podrobny vyskum
mutantnej rastliny rajéiaka jedlého (Solanum lycopersicum L.) s mutaciou v géne 7B-1. Tato
recesivna mutéacia vznikla spontdnne v jednom géne. Fenotyp mutanta 7B-1 je charakterizovany
samcou sterilitou, kedy rastlina pestovana pocas dlhého dia (16 hodin svetlo, 8 hodin tma) produkuje
deformované ty¢inky a pel’ s nizkou zivotaschopnostiou (Sawhney 1997). Mutant sa vyznacuje tym,
7e je tolerantny k abiotickym stresom ako je zasolenie alebo osmoticky stres, a to hlavne na modrom
svetle. Vysledky teda naznacujt, Ze pésobenie modrého svetla posiliiuje inhibi¢ny u¢inok stresovych
faktorov v semene aZe toleranéné mechanizmy, ktoré sa prejavuju u mutanta 7B-1, spocivaju
Vv poruche vnimania modrého svetla alebo v poruche jeho signalnej drahy indukovanej modrym
svetlom (Fellner and Sawhney 2001, 2002).

Nedavne genetické a molekularne vyskumy ukazali, ze mutant 7B-1 vykazuje vyznamnu
vézbu s génom SIGLO2, ktory patri do B triedy MADS-box génovej rodiny. Gény patriace do tejto

rodiny su transkripénymi faktormi génov pre vyvoj kvetu podl'a modelu ABC (Pucci et al. 2017).
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4 Material a metody
4.1. Rastlinny material

K experimentom boli pouzité semena rajciaka jedlého (Solanum lycopersicum L.) kultivar (cv.)
Rutgers a mutantné semena 7B-1 odvodené od tohto kultivaru s mutaciou v géne 7B-1. Jedna sa
0 spontannu mutaciu v géne, ktorého funkcia doposial’ nie je Uiplne znama, avSak semena mutanta
7B-1 vykazuju toleranciu k abiotickym a biotickym stresom ato Specificky v modrej oblasti
svetelného spektra (Fellner and Sawhney 2002, Bergougnoux et al. 2009). Nedavno vSak bola zistena
signifikantna vézba medzi 7B-1 a génom SIGLO2 (Pucci et al. 2017). Semena mutanta 7B-1 a cv.

Rutgers boli laskavo poskytnuté V. K. Sawhney z University of Saskatchewan, Saskatoon, Kanada.

4.2. Pracovné postupy

Experimentalnu cCast’ predlozenej diplomovej prace predstavuje predovSetkym Stadium génovej
expresie, ktora bola zamerand na expresiu génov pre fotoreceptory photl a phot2 v semenach
rajéiaka jedlého a jeho mutanta 7B-1. Samotnému $tudiu expresie génov vSak predchadzalo stadium
klicenia semien rovnakej rastliny, ktoré¢ho cielom bolo zistit, respektive potvrdit’, vplyv modrého

svetla a sol'ného stresu na klicenie tychto semien.

4.2.1. Priprava kultiva¢ného média (MS)

Vo vykonanych experimentoch bolo pouzité MS médium (Murashige and Skoog 1962) ako pevné
kultivatné médium pre kultivaciu semien v urcitych podmienkach. K priprave dvoch litrov MS
média bol do Erlenmayerovej banky s objemom 3 1 pridany 1 liter destilovanej vody. Po tom, ako
bola banka svodou a miesadlom postavena na magneticki mieSacku, bolo navazenych 20 g
sachardzy, 8,66 g MS média (kat. ¢. M5519-10L, Duchefa Biochemie, Holandsko) a 390,4 mg MES
a latky boli za staleho miesania postupne pridané do banky s vodou. Za staleho miesania boli pridané
latky rozpustené. Po rozpusteni vSetkych latok, bol objem média doplneny na 2 litre. Nasledne bolo
na pH metri pridanim 1M KOH (hydroxidu draselné¢ho) upravené pH média na hodnotu 6,1. Médium
bolo vzdy pripravované v objeme dva litre, ktory bol nasledne rozdeleny do piatich sklenenych
termoflias v objeme 400 ml, pricom do kazdej fl'ase bolo navazenych a pridanych 2,8 g phyto agaru
(kat. ¢. P1003.1000, Duchefa Biochemie, Holandsko). Médium bolo potom sterilizované pomocou

autoklavu a uskladnované v chladnicke.

28



4.2.2.Postup pre stadium kli¢ivosti semien

Bola pozorovana kli¢ivost’ semien rajéiaka jedlého a mutanta 7B-1 v tme (D), na modrom (BL)
a cervenom svetle (RL). Semena boli zaroveii vystavené solnému stresu, ktory bol indukovany
pritomnost’ou NaCl v kultivatnom médiu. Koncentracia NaCl v médiu bola 0, 50, 75 a 100 mmol/I.

Experimenty boli opakované pétkrat, pricom tri opakovania neprebiehali na RL.

4.2.2.1. Povrchova sterilizacia a vysev semien

Semena raj¢iaka jedlého (Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers) a mutanta 7B-1 pouZité vo vsetkych
experimentoch boli pred samotnym vysevom na pripravené kultivaéné MS médium povrchovo
sterilizované nasledovnym postupom. Z oboch genotypov bolo v kazdom experimente potrebnych
priblizne 360 az 420 semien. Semena boli sterilizované po dobu 30 minut v riedenom roztoku
chléornanu sodného (NaClO, SAVO), ktory obsahoval 2,8% aktivneho chloru, v plastovych
skamavkach typu Falcon (50 ml). Pocas prebiehajucej sterilizacie bol obsah v skimavkach
niekol’kokrat premiesany pretrepanim. Po uplynuti daného ¢asu bol roztok NaClO odpipetovany
pomocou 10 ml pipety a nahradeny sterilnou destilovanou vodou. Takyto oplach semien od NaClO
prebichal za sterilnych podmienok v pripravenom laminarnom boxe a bol opakovany u kazdého
genotypu celkom patkrat.

V laminarnom boxe bolo pripravenych 24 plastovych okrahlych Petriho misiek s priemerom
90 mm. Do boxu bola taktieZ pripravena sterilna plastova skaimavka typu Falcon (50 ml) a sterilna
Erlenmayerova banka (300 ml), ktoré sluzili na ddvkovanie a mieSanie MS média. Tuhé kultivacné
MS médium bolo zohriate vV mikrovinnej rure a privedené tak do tekutého stavu. Po miernom
vychladnuti bol do 120 ml média v banke napipetovany 5SM zéasobny sterilny roztok NaCl tak, aby
vysledna koncentracia NaCl v médiu ¢inila 0, 50, 75 a 100 mM. Napipetované objemy 5M
zasobného roztoku NaCl st uvedené Vv tabulke 1. Potom bol pripraveny roztok MS média a NaCl
rozdeleny do Petriho misiek vZdy v objeme 20 ml na jednu misku. Rozliate médium sa nasledne

V pootvorenych miskach nechalo stuhntt’.
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Tabul’ka 1: Objem 5M zasobného roztoku NaCl pre pripravu uvedenej koncentracie NaCl v 120 ml
MS média

Vysledna koncentracia NaCl Objem zasobného roztoku NaCl
v médiu [mmol/l] [ml]
0 0
50 1,2
75 1,8
100 2,4

K vysevu bol v boxe prichystany zapaleny lichovy kahan a nadoba s 96% ethanolom, ktoré sluzili
k sterilizacii pinzety. Sterilnou pinzetou bolo na misku vysiatych vzdy priblizne 30-35 semien
dané¢ho genotypu. Po vyseve boli Petriho misky dvakrat po svojom obvode oblepené paskou
z netkanej textilie (Ugropore alebo Softpore). Semena boli kultivované v rastovej komore Snijders
Scientific za prislusnych svetelnych podmienok. Misky, ktorych semena boli kultivované na modrom
a ¢ervenom svetle, boli vo vertikdlnej polohe umiestnené do stojanov a ulozené do kultiva¢nej
rastovej komory. Zdrojom modrého svetla s maximalnou oZiarenost'ou 10 mmol.m?.s? pri 440 nm
bola ziarivka Philips TLD36W/18-Blue. Zdrojom ¢erveného svetla s maximalnou oziarenostou 10
mmol.m=2.s? pri 660 nm bola Ziarivka Philips TLD36W/15-Red. Misky, ktorych semena boli
kultivované v tme, boli zabalené do alobalu a taktiez boli vo vertikalnej polohe uloZené v spodnej

Casti rovnakej kultivac¢nej komory. Kultivicia semien prebiehala celkom 7 az 8 dni pri teplote 23°C.

4.2.2.2. Vyhodnotenie kli¢ivosti semien

U semien oboch genotypov bola kli¢ivost vyhodnocovana vzdy od tretiecho alebo $tvrtého dna po
vyseve. Experiment bol opakovany patkrat a opakovania prebiehali nezavisle na sebe. Princip
vyhodnotenia kli¢ivosti predstavoval spocitanie vSetkych semien v danej Petriho miske a semien,
ktor¢ kli¢ili. Pomer tychto dvoch udajov (pocet vykli¢enych/vSetkych semien*100) udaval percento
kli¢ivosti semien v miske. Jednotlivé hodnoty kli¢ivosti boli spriemerované a hodnoty kli¢ivosti zo
7. dna od vysiatia boli d’alej spracované do podoby grafu zavislosti kli¢ivosti semien na koncentracii
NaCl. Taktiez bola vypocitana percentudlna inhibicia kli¢ivosti pomocou vzorca [(a—b) / a] * 100%,
kde a predstavuje priemerné percento kliivosti semien na 0 mM NaCl a veli¢ina b predstavuje

priemerné percento klicivosti pri zvolenej koncentracii NaCl.
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4.2.3. Postup pre §tudium expresie génov PHOT1 a PHOT?2

Bola studovana expresia génov PHOT1 a PHOT2, ktorych produkty predstavuju svetlocitlivé
fotoreceptory - fototropiny. Tieto rastlinné receptory su citlivé na modré svetlo v oblasti 390-500 nm
svetleného spektra. Génova expresia bola opat’ Studovana na semendch dvoch genotypoch rajciaka
jedlého — cv. Rutgers (WT) a mutant 7B-1 vtme ana modrom svetle. Semena boli navySe
kultivované na médiu s obsahom NaCl o koncentracii 0, 50 a 75 mmol/l, ktory u nich vyvolal sol'ny

stres. K stadiu génovej expresie boli urobené styri rovnaké a na sebe nezavislé experimenty.

4.2.3.1. Vysev, zber a homogenizacia semien

Sterilizacia a vysev semien na Petriho misky s MS médiom prebiehali rovnako ako v postupe pre
Studium klienia semien, ktory je uvedeny vySSie. AvSak NaCl sa v médiu vyskytovala iba
v koncentracii 0, 50 a 75 mmol/l. Semena boli kultivované v tme a na modrom svetle v rovnakej
rastovej komore ako semend, u ktorych bolo pozorované kli¢enie. Po kultivacii semien, ktora trvala
vzdy 72 hodin, nasledoval zber semien v tmavej komore. Pocas zberu semien kultivovanych na
modrom svetle bolo v komore zapnuté modré svetlo a po¢as zberu semien kultivovanych v tme bolo
zapnuté zelené svetlo. Petriho misky so semenami boli pomocou skalpelu otvorené a jednotlivé
semena boli sterilnou pinzetou (sterilizacia v 96% ethanole a vyzihanie nad plamenom) prenesené
na sterilny alobal (sterilizacia 96% ethanolom) na analytickych vahach. Na vahach bolo navazenych
vzdy priblizne 130 mg semien z danej misky. Navazené semena boli zabalen¢ do alobalu prenesené
do nadoby s tekutym dusikom. Vyber semien pre d’alSie spracovanie prebiehal pri zbere nahodne.
Nésledne bola pripravend vychladend sterilnd trecia miska s ti¢ikom, stojan na
mikroskiimavky, mikroskiumavka eppendorf (2 ml) a sterilna Spachtl’a. Vsetky pouzité predmety boli
pravidelne ochladzované tekutym dusikom. Do trecej misky bol naliaty tekuty dusik a vhodené
semena z alobalu. Semend boli nasledne v miske rozdrvené ti¢ikom na jemny prach. Ten bol
pomocou S$pachtle preneseny do prislusnej mikroskumavky, ktoré boli potom spolu s obsahom

uchovavané v hlbokomraziacom boxe pri teplote -80°C.

4.2.3.2. Izolacia RNA a jej precistenie

Pri izolacii celkovej RNA z pripravenych vzoriek bol pouzity kit Isolate II RNA Plant Kit (Bioline,
Vel’ka Britania). Izolacia prebiehala v dvoch ¢astiach za sebou, kde prva ¢ast’ prebiehala v digestore
a druhé cast’ prebiehala na pracovnom stole.

Zhomogenizované vzorky v mikroskimavkach boli prenesené aumiestnené do stojanu

v digestore. V mikroskimavke eppendorf (1,5 ml) bola pripravenda zmes Lysis Bufferu (RLS)
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a B-mercaptoethanolu, priCom na jednu vzorku bolo pouzitych 350 ul Lysis Bufferu a 3,5 pl
B-merceptoethanolu. Zmes bola do mikroskimavky napipetovana este pred samotnym rozmrznutim
obsahu. Potom bola kazd4 vzorka dokladne zhomogenizovana na mikrotrepacke desatkrat po dobu
10 az 15 sektind na strednej rychlosti. Po homogenizéacii boli vzorky vlozené do centrifugy
a scentrifugované (13 000 rpm, 24°C, 2 minuty). Oddeleny supernatant kazdej vzorky bol potom
prepipetovany na pripravenu fialova kolonu nasadent na Specialnu neuzatvaratel'na mikroskumavku
(2 ml). Koléna s obsahom bola scentrifugovana (13 000 rpm, 24°C, 2 minuty). Fialova kolona bola
po centrifugacii vyhodena a obsah mikroskimavky bol prepipetovany do novej uzatvaratelnej
mikroskumavky (1,5 ml). Nésledne bolo do kazdej vzorky napipetovanych 350 pl 70% ethanolu
a vzorky boli pretrepané pomocou mikrotrepacky dvakrat po dobu 5 sekund. Po pretrepani boli
vzorky prepipetované na modru kolonu nasadent na Specialnu mikroskiimavku a scentrifugované
(13000 rpm, 24°C, cca 30 sekund). Koléna so vzorkou bola potom prenesena na nova
neuzatvarateIni mikroskimavku. Na modra kolonu bolo napipetovanych 350 pl Membrane
Desalting Bufferu (MEM) a obsah bol opit’ scentrifugovany (13 000 rpm, 24°C, cca 60 sektnd).
Stoc¢eny kvapalny obsah v skimavke bol vyliaty a koléna s RNA bola nasadena spit’ na skimavku.

Nasledovala druha ¢ast izolacie RNA, ktora prebiehala mimo digestora a spocivala v eluacii
RNA z kolony do mikroskiimavky. Na T'ade bola do mikroskimavky (1,5 ml) pripravena reakéna
zmes DNasel. Do zmesi bol napipetovany roztok DNasel a RDN v objemoch uvedenych v tabul’ke
2. Z pripravenej zmesi bolo odobranych 100 ul a prenesenych na membranu modrej kolony so
vzorkou. Pdsobenie reakénej zmesi na vzorku prebiehalo 15 mintt pri izbove;j teplote. Potom bolo
na kolonu pridanych 200 pl Wash Bufferu RW1 a vzorka bola scentrifugovana (13 000 rpm, 24°C,
cca 30 sekiind). Po stoCeni na centrifuge bola modra koléna s RNA prenesena na novua
neuzatvarate'na mikroskimavku (2 ml). Bolo pridanych 600 ul Wash Bufferu RW2 a vzorka bola
scentrifugovana pri rovnakych podmienkach 30 sekund. Obsah v skimavke bol vyliaty do odpadu
a na kolonu bolo pridanych 250 pul Wash Bufferu a kolony so skiimavkami boli stocené na centrifuge
(13 000 rpm, 24°C, 2 minuty). Tento vyplach proteinov s pouzitim 250 ul Wash Bufferu RW2 bol
opakovany dvakrat. Po poslednom centrifugovani vzoriek boli modré kolony prenesené na
uzatvarateI'né mikroskimavky (1,5 ml), ktoré boli sucastou pouzivaného kitu. Nasledne bolo na
kolonu napipetovanych 40 ul Rnase-free vody a vzorky boli pri izbovej teplote ponechané po dobu
5 minGt a nasledne boli scentrifugované (13 000 rpm, 24°C, 1 minata). Proces popisanej eluacie
RNA bol zopakovany znovupouzitim odfiltrovanej Rnase-free vody z mikroskiamavky. Zisk
celkovej RNA ¢inil 40 pl.
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Tabul’ka 2: Reak¢éna zmes pre degradaciu DNA (Isolate I1 RNA Plant Kit, Bioline)

Objem pre 1 vzorku

[ml]

RDN 90
DNasel 10
Celkom 100

Nasledovalo precistenie ziskanej RNA, ktoré bolo rozdelené na dve casti, priCom prva cast
prebiechala ihned’ po izolacii celkovej RNA a druha ¢ast’ v nasledujtci den. Od tohto momentu sa
pocas celého pracovného postupu pre Stidium expresie génov so vzorkami a pouzitymi latkam
pracovalo vzdy na l'ade.

Do mikroskamavky (1,5 ml) bola pripravena reakéna zmes, ktorej zlozky a ich objemy st
uvedené v tabul’ke 3. Do jednej vzorky bolo napipetovanych 10 ul ztejto zmesi. Vzorka bola
premieSana a kratky cas centrifugovana v priru¢nej minicentrifuge. Takto pripravena vzorka bola na
1 hodinu vlozZena do termobloku s teplotou 37°C. Po vyprsani ¢asu bola vzorka presunuta opit’ na
lad aboli knej napipetované 2 ul EDTA. Potom bola vzorka opdt vloZzena na 2 mintty do
termobloku s teplotou 80°C. Po 2 minttach bola vzorka presunuta na I'ad a bolo k nej pridanych 48
pl Nuclease-free vody, 10 pl 3M octanu sodného, 250 pl vychladen¢ho ethanolu (96%) a2 pl
glykogénu. Obsah v mikroskiimavke bol premieSany, stoéeny na minicentrifige a vzorka bola

uloZena na noc do hlbokomraziaceho boxu pri teplote -80°C.

Tabul’ka 3: Reakéna zmes pre precistenie vyizolovanej RNA (Isolate II RNA Plant Kit, Bioline)
Objem pre 1 vzorku

[ml]
10x DNasel buffer 4
Recombinant Dnasel 4
Recombinant Ribonuclease Inhibitor 0,5
Nuclease-free H,O 15
Celkom 10

Dalsi den bola vzorka ponechand k rozmrznutiu na lade a nasledne scentrifugovana (13 000 rpm,
4°C, 30 minuat). Supernatant, ktory sa oddelil pocas centrifugacie bol odpipetovany a do
mikroskumavky bolo pridanych 500 ul vychladeného 70% ethanolu. Obsah bol opét’ stoeny vo
vychladenej centrifage (13 000 rpm, 4°C, 5 minat). Vzniknuty supernatant bol z mikroskumavky
odstraneny a bolo pridanych 500 ul vychladeného 96% ethanolu. Opit’ prebehla centrifugacia vzorky
(13 000 rpm, 4°C, 5 minut). Ethanol, ktory zostal na dne skimavky bol odpipetovany a skiimavka
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S vyzrazanou RNA na stenach sa nechala hore dnom vysusit’ na vzduchu od zvy$ného ethanolu po
dobu 5 minut. Potom bola RNA zo stien rozpustena v 15 ul Rnase-free vody a na Nanodrope

(Thermo Scientific) bola zmerana koncentrécia celkovej RNA vo vzorke.

4.2.3.3. PCR pre precisteni RNA

Ak bola koncentracia celkovej RNA vo vzorke dostatocnd (minimalne 120 ng/ul) bola urobena PCR
pre precisteni RNA za uc¢elom kontroly pritomnosti DNA, ktord bola vo vzorke neziaduca. Bol
zapnuty termocycler (Bio-rad Laboratories, USA) a bol zvoleny program, ktorého rozpis je uvedeny
Vv tabul’ke 4. Potom bola do mikroskimavky (1,5 ml) pripravena reak¢na zmes pre PCR. Zoznam
zloziek zmesi aich pipetované objemy st uvedené v tabulke 5. Bola pripravena 0,2 ml
mikroskumavka, do ktorej bolo napipetovanych 18 ul reakénej zmesi pre PCR a nasledne 2 pl
vyizolovanej RNA, ktora slizila ako templat pre PCR reakciu. Taktiez boli pripravené vzorky, ktoré
sluzili ako pozitivna a negativna kontrola. Pozitivna kontrola obsahovala 2 pul cDNA (namiesto
RNA) a negativna kontrola obsahovala 2 ul Nuclease-free vodu (namiesto RNA). Pripravené vzorky
boli premiesané, stocené a vlozené do termocycleru, na ktorom bol potom zapnuty navoleny

program.

Tabul’ka 4: Program pre PCR v termocycleri

Teplota [°C] Cas
94 3 min
94 30 sek
55 30 sek 45 cyklov
72 1 min
72 5 min
4
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Tabul’ka S: Zlozky reak¢nej zmesi pre PCR reakciu (Bioline)

Objem pre 1 vzorku

[l]

Nuclease-free H,O 13

5x My Taq Buffer 4
10uM primer GAPDH — F 1 0,5
10uM primer GAPDH — R 2 0,5
My Taq Polymerase 0,1
Celkom 18,1

1Sekvencia F primeru pre kontrolny gén GAPDH: 5'- ATC CAT TTATTT CCACTG ATT ACAA -3’
2Sekvencia R primeru pre kontrolny gén GAPDH: 5'- CAT GGG AGC ATC TTTGCT A -3’

Po skonc¢eni programu v termocycleri, bol vysledok PCR zobrazeny na elektroforéze. K tomu bol
pripraveny 1,5% agar6zovy gél. Do Erlenmayerovej banky bolo navazenych 1,3 g agardzy, ku ktorej
bolo pridanych 80 ml 0,5x TBE. Banka s obsahom bola ohrievana v mikrovinnej rare pokial’ sa
agaro6za uplne nerozpustila. Po miernom ochladeni tekutého gélu bolo k nemu napipetovanych 5 pl
GelRed (10 000x riedeny vo vode) a gél bol premiesany. Gél bol vyliaty do pripravenej formy, do
ktorej bol potom vlozeny hrebefi vytvarajici jamky. Cas tuhnutia gélu vo forme bol 30 mindt.
Nasledne bol hreben z formy vytiahnuty a gél bol preneseny do vanicky s 0,5x TBE, kde prebiehala
elektroforéza. Nasledne bol do kazdej PCR vzorky pridany 1 pl 6x loading Dye, ktory bol zmiesany
S0 vzorkou a obsah skiimaviek bol napipetovany do prislusnych jamiek. Do prvej jamky v géli bolo
napipetovanych 6 pl standardu molekulovych hmotnosti (100 bp ladder). Elektroforéza prebiehala
po dobu cca 45 minat. Po uplynuti doby bol gél odfotografovany v programe GeneSys pri UV

v uzatvorenej fotokomore a bola vizualne vyhodnotena Cistota vyizolovanej celkovej RNA.

4.2.3.4. Syntéza cDNA a PCR pre nasyntetizovani cDNA

Komplementarna DNA (cDNA) bola syntetizovana z precistenej RNA za pouzitia komponentov z
kitu PrimeScript™ 1st strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa) a termocyclera (Bio-rad), na ktorom
bol navoleny program popisany v tabulke 6. Program na cycleri bol spusteny a ihned’ docasne
pozastaveny, aby doslo k optimalnemu nahriatiu veka a dosky. K syntéze cDNA bol potrebny 1 pg
RNA, apreto bol objem pouzitej RNA vypocitany ako 1000/koncentracia RNA. Néasledne bol
dopocitany objem vody tak, aby RNA a voda Cinili spolu 8 pl. Do mikroskimavky (0,2 ml) bol
napipetovany vypocitany objem Nuclease-free vody a nasledne bol napipetovany prislusny objem
vyizolovanej RNA. Bola pripravena reakénd zmes €. 1 pre syntézu cDNA, ktorej zlozky a ich objemy

st uvedené v tabulke 7. Do nariedenej RNA boli zo zmesi ¢. 1 napipetované 2 ul. Obsah bol
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premiesany, sto¢eny a mikroskimavka bola vloZena do cyclera v momente, ked’ bolo veko zohriate
na 105°C a doska mala teplotu 65°C. Potom bol pripraveny program spusteny na 5 minut. Po uplynuti
Zasu bol program opit’ pozastaveny a vzorka bola schladena v lade. Dalej bola podla tabulky 8
pripravena reakéna zmes €. 2, Z ktorej bolo do vzorky napipetovanych 10 pl. Vzorka bola premieSana
a vlozena do termocyclera. Program bol spusteny na dobu 75 minat. Potom bol pozastaveny a vzorka
bola opét’ schladend v I'ade. Do vzorky bolo napipetovanych 0,5 ul Rnasa H, obsah bol premieSany
a skimavka vratena do cyclera. Spusteny program bezal po dobu 15 minfit. Vzorka nasyntetizovane;j

cDNA bola potom uskladnena v mraziacom boxe pri teplote -20°C.

Tabul’ka 6: Program pre syntézu cDNA v termocycleri

Teplota [°C] Cas
65 5 min
42 60 min
70 15 min
37 15 min
4

Tabul’ka 7: Reak¢na zmes €. 1 pre syntézu cDNA (PrimeScript™ 1st strand cDNA Synthesis Kit,
TaKaRa)

Objem pre 1 vzorku

[ml]
10mM dNTP 1
50uM Oligo dT Primer 1
Celkom 2

Tabulka 8: Reakéna zmes €. 2 pre syntézu cDNA (PrimeScript™ 1st strand cDNA Synthesis Kit,
TaKaRa)

Objem pre 1 vzorku

[ul]

Rnase-free water 4,5
5x PrimerScript buffer 4

RNase Inhibitor 0,5
PrimeScript Rtase 1
Celkom 10
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Po syntéze prebehla reakcia PCR pre cyklicki cDNA na termocycleri, na ktorom bol nastaveny
program popisany v tabulke 9. Bola pripravend reakénd zmes pre PCR podla tabulky 10.
V mikrosktimavke (0,2 ml) bol 1 pl cDNA nariedeny vodou (nuclease-free) v pomere 1:1. K objemu
nariedenej cDNA bolo pridanych 18 pl reakénej zmesi. Boli pripravené aj vzorky pre pozitivhu
a negativnu kontrolu tak, ze do skimavky s pozitivnou kontrolou boli napipetované 2 pl kontrolne;j
cDNA (namiesto vzorkovej cDNA) a do skamavky s negativnou kontrolou boli napipetované 2 pl
vody (nuclease-free; namiesto vzorkovej cDNA). Vzorky boli Standardne premieS$ané, stocené
a vlozené do cyclera, na ktorom bol spusteny navoleny program, ktory trval 1 hodinu a 17 minut. Po
skonceni programu bol vysledok PCR zobrazeny na elektroforéze. Postup pripravy gélu, vzoriek,
chod elektroforézy a vyhodnotenie su totozné s vysSie uvedenym postupom Vv casti PCR pre

precistenu RNA.

Tabul’ka 9: Program pre PCR v termocycleri

Teplota [°C] Cas
94 3 min
94 30 sek
60 30 sek 30 cyklov
72 45 sek
72 5 min
15

Tabul’ka 10: Zlozky reakénej zmesi pre PCR reakciu (Bioline)
Objem pre 1 vzorku

[ml]

Nuclease-free H,O 13

5x My Taq Buffer 4
10uM primer PP2Acs — F 3 0,5
10uM primer PP2Acs — R # 0,5
My Taq Polymerase 0,1
Celkom 18,1

3Sekvencia F primeru pre kontrolny gén PP2Acs: 5'-TCC GAG TCC CAG GTC AAG AG -3’
4Sekvencia R primeru pre kontrolny gén PP2Acs: 5'- GCT ACA AGC AGT GTAACT GTTTCA -3’
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4.2.3.5. Real-time PCR

Z pripravenych vzoriek cDNA bola skimana urovei génovej expresie pomocou kvantitativnej PCR
(qPCR). Studovanymi génmi, tzv. génmi zaujmu (genes of interest; GI) boli PHOT1 a PHOT2,
ktorych produktom st svetlocitlivé fotorepetory — fototropiny. Ako referencné gény, tzv.
housekeepingové gény (housekeeping genes; HG) boli pouzité PP2Acs a EF1. Primery pre Gl a HG
boli laborantkou nariedené podla postupu od vyrobcu (vyslednad koncentracia primerov bola 100
mmol/l) a boli predom optimalizované.

Prvym krokom v priprave vzoriek pre qPCR bola uprava koncentracie nasyntetizovanej cDNA
na 1/4 pomocou riedenia. Komplementarna DNA bola nariedend vodou (Nuclease-free) do
mikroskumaviek (0,2 ml) sposobom, ktory je uvedeny v tabulke 11. Potom bola do Styroch 1,5 ml
mikroskumaviek pripravena reakéna zmes (pre kazda dvojicu primerov zvlast’). Jednotlivé zlozky
aknim prislusné pouzit¢ objemy st uvedené v tabulke 12. Bola pripravena mikrotitrana 96
jamkova doska (Bio-rad), do ktorej boli najskor podla schémy (Obr. ¢. 9) napipetované reakéné
zmesi tak, Ze jedna jamka obsahovala 16 ul zmesi. Potom bola do jamiek podl'a schémy (Obr. ¢. 9)
napipetovana nariedena cCDNA v objeme 4 ul na jamku. Ku kazdej reakénej zmesi bola v doske
vytvorena negativna kontrola, tak, Ze namiesto cDNA boli do jamky napipetované 4 pl Nuclease-
free vody. Obsah v jamkach bol premieSany pipetou a na dosku bola nalepena foélia (Bio-rad).
V pripade, Ze sa v jamkach vyskytovali vzduchové bubliny alebo sa roztok zachytil na stenu jamky,
bola mikrotitra¢na doska stocena na centrifige. Nasledne bola doska so vzorkami vlozena do cyclera
pre gPCR (Bio-rad), na ktorom bol nastaveny a spusteny program uvedeny v tabulke 13.

Po dokonceni programu bola relativna expresia vybranych génov (R) vyhodnotena podl'a vzorca:

R = (1+Eff(Gl))ACt(GI)/(1+Eff(HG))ACt(HG)

Eff — u¢innost’ primerov

ACtl, He) = priemer Ct vzorky — priemer Ct kontroly

Relativna inhibicia expresie bola vypo¢itana podl'a vzorca [(Reri — Rvz. )/ Rewi] * 100%. Vysledky boli
Statisticky vyhodnotené v programe REST 2009.

Tabul’ka 11: Riedenie cDNA na 1/4

Objem pre 1 vzorku

[ml]
cDNA 1
Nuclease-free H,O 3
Celkom 4
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Tabul’ka 12: ZloZenie reakénych zmesi pre qPCR (SensiFAST™ SYBR® Lo-ROX Kit, Bioline)

Objem pre 1 vzorku

[ml]

2x SensiFAST SYBR® L0o-ROX Mix 10
10uM primer — F ® 0,8

10uM primer — R ® 0,8
Nuclease-free H,O 4.4

Celkom 16

SSekvencia F primeru pre GI PHOT1: 5'- ATG GAA GAA GAA ACA AGC -3’
Sekvencia R primeru pre GI PHOT1: 5" - TTA GAA AACATTGTT TG -3/,

Sekvencia F primeru pre Gl PHOT2: 5'- ATG GAA AAC CAG AGA AG -37

Sekvencia R primeru pre GI PHOT2: 5'- CTAGAA TAAGTC CATTG - 37

Sekvencia F primeru pre HG PP2Acs: 5’ - TCC GAG TCC CAG GTC AAG AG - 37
Sekvencia R primeru pre HG PP2Acs: 5- GCT ACA AGC AGT GTAACT GTT TCA -3’
Sekvencia F primeru pre HG EF1: 5'- CCC AAG CCA TCA GAC AA -3’

Sekvencia R primeru pre HG EF1: 5'- CAA CAG GGA CAG TTC CAATACCA -3

Tabul’ka 13: Program pre gPCR v termocycleri

Teplota [°C] Cas
95 2 min
95 5 sek 39
60,5 20 sek cyklov
75 10 sek

95 2 sek
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Obr. ¢&. 9: Schéma pipetovania do 96 jamkovej mikrotitraénej dosky pre tri vzorky cDNA (v radoch: x,
y, z), §tyri reakéné zmesi (v stipcoch: modr4, e — primer pre PHOT1; zelena, o — primer pre PHOT2;
Cervena, ® — primer pre PP2Acs; zIta, - — primer pre EF1) a §tyri vzorky pre negativnu kontrolu (N).
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5 Vysledky

Vseobecnym ciel'om diplomovej prace bolo priniest’ informéacie o tom, ¢i modré svetlo ovplyviuje
citlivost’ rastlin k zasoleniu. U&elom experimentov bolo potvrdit alebo vyvratit' hypotézu, Ze
zasolenie mdze spitnou védzbou ovplyviovat signalne drahy modrého svetla. Experimentalnym
cielom predlozenej prace bolo teda $tidium expresie génov pre fototropiny (PHOT1, PHOT?2) a to,
aky vplyv ma solny stres na expresiu tychto génov v semenach rajc¢iaka jedlého. V praci bolo takisto
Studované kli¢enie semien raj¢iaka jedlého vystavenych zasoleniu so zamerom potvrdit’ doposial’
zistené informdcie, ze modré svetlo zosiliuje inhibicny ucinok zasolenia na kliCenie semien.
Experimentalnymi rastlinami boli semend raj¢iaka cv. Rutgers a od neho odvodeny mutant 7B-1,
ktory ma potlacené reakcie sprostredkované fototropinami a na modrom svetle vykazuje zvySent
toleranciu Kk abiotickym stresom. Vysledky st rozdelené do dvoch ¢asti, pricom v jednotlivych
experimentoch boli pouZité semena rajc¢iaka jedlého (Solanum lycopersicum L.) cv. Rutgers (WT)
a mutanta 7B-1. V casti, ktord sa zaobera kli¢enim semien, su uvedené vysledky kli¢ivosti semien
v tme, na modrom a ¢ervenom svetle. Uvedené su tieZ vysledky inhibicie kli¢ivosti. V d’alsej Casti
su zahrnuté vysledky génovej expresie V semenach, ktoré boli kultivované 72 hodin v tme a na
modrom svetle. Z tychto vysledkov bola vypocitana inhibicia, respektive stimulacia expresie génov

v danych podmienkach.
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5.1. Stadium kli¢ivosti semien

Semena raj¢iaka boli kultivované na MS médiu s obsahom chloridu sodného (NaCl) o koncentracii
0, 50, 75 a 100 mmol/l vtme (D), na modrom (BL) a ervenom (RL) svetle. Obrazok ¢. 10
predstavuje grafické znazornenie kli¢ivosti semien WT a 7B-1 za uvedenych podmienok. Na obrazku
mozno vidiet, ze klicenie WT a 7B-1 klesa so zvySujucou sa koncentraciou NaCl. To mozno
pozorovat na vSetkych svetelnych podmienkach. Modré a ¢ervené svetlo u oboch genotypov vyrazne
znizuje kli¢ivost’ semien, pricom u¢inok BL je intenzivnejsi. Pri porovnani jednotlivych genotypov
je vidiet, ze kli¢enie mutanta 7B-1 na médiu bez NaCl sa vo vSetkych svetelnych podmienkach
pohybuje v intervale od 80 az 100%, zatial’ co WT v intervale od 58 do 90%. Vyznamnym rozdielom
je predovsetkym vyrazne vyssia kli¢ivost’ semien 7B-1 na modrom svetle. Tiez mozno pozorovat’,
ze mutant 7B-1 kli¢i na BL pod vplyvom NaCl s koncentraciou 50 mmol/l priblizne o 20% viac nez
WT za rovnakych podmienok. Rozdielnu kli¢ivost’ vykazuju semena WT a 7B-1 na BL aRL
v prostredi 75 mM NaCl. Zatial' ¢o semena WT na BL vykazuju kli¢ivost’ 1,2%, semend mutanta
7B-1 kli¢ia priblizne o 10% viac. Na Cervenom svetle v danych podmienkach je rozdiel kliivosti
genotypov az 25%. U¢inok NaCl o koncentracii 100 mmol/l pdsobil na kli¢ivost’ semien mutanta pri
vSetkych svetelnych podmienkach podobne ako na semena divokého typu. Oba genotypy na tejto

koncentracii kli¢ili najmene;j.
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Obr. €. 10: Vplyv NaCl na kli¢enie semien Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT, vl’avo) a mutanta

7B-1 (vpravo), ktoré boli kultivované v tme (D) na modrom svetle (BL) a na Cervenom svetle (RL).

Prezentované vysledky kli¢ivosti st zo 7. az 8. dfia po vyseve na MS médium s NaCl a udavaji priemernt

percentualnu hodnotu + SE kli¢ivosti semien z piatich (dvoch pre RL) na sebe nezavislych experimentov.
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Relativna inhibicia kli¢ivosti bola vypocitand vzhI'adom na kli¢ivost’ semien WT v tme na 0 mM
NaCl, ktoré sluzili ako kontrola (Obr. €. 11). Vysledky relativnej inhibicie kli¢ivosti ukazuju, ze
klicenie semien WT je inhibované vo vacSej miere nez kli¢enie mutanta 7B-1. To mozno pozorovat
na vSetkych svetelnych podmienkach pri NaCl o koncentrécii 50 a 75 mmol/l. Pri koncentréacii 100
mmol/l NaCl je inhibicia kli¢ivosti u oboch genotypov podobné a takto ovplyvnené semend takmer
neklicili.
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Obr. ¢&. 11: Zavislost’ relativnej inhibicie kli¢ivosti semien Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT,
vlavo) a mutanta 7B-1 (vpravo) na koncentracii NaCl (50, 75 a 100 mmol/l) a na svetelnych podmienkach
(D, BL aRL). Uvedené vysledky predstavujii percentudlnu hodnotu inhibicie kli¢ivosti vypocitana

z priemernej klicivosti semien.
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5.2. Stadium expresie génov

Génova expresia bola Studovana na semenach rajciaka jedlého, ktoré boli kultivované na MS médiu
s NaCl o koncentracii 0, 50 a 75 mmol/l v tme (D) a na modrom svetle (BL) po dobu 72 hodin.
Génmi zaujmu boli PHOT1 a PHOT2, ktorych produktami si na modré svetlo citlivé rastlinné
fotoreceptory photl a phot2. Referenéné gény boli PP2Acs (gén kodujuci katalyticku podjednotku
proteinfosfatazy 2A) a EF1 (gén kddujuci elongacny faktor 1). Expresia tychto génov bola Studovana
pomocou metody qPCR. Zo ziskanych Ct hodndt pre gény zédujmu (GI = gene of interest) a
referencné gény (HG = housekeeping gene) bola podla vzorca uvedeného v kapitole Material
a metody vypocitana relativna génova expresia (R). Z nej bola nasledne vypocitana inhibicia,
respektive stimulacia expresie GI. Ako kontrolnd vzorka pre vypocet relativnej expresie oboch GI
sluzili semend WT kultivované v tme na 0 mM koncentracii NaCl. Vysledné hodnoty pre relativnu

génovu expresiu boli Statisticky vyhodnotené v programe REST2009.
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5.2.1. Expresia génu PHOT1

Z prezentovanych vysledkov na obrazku €. 12 mozno povedat, zZe v tme U semien WT solny stres
vyvolany NaCl, znizuje expresiu PHOTL1, a to ako pri koncentracii 50, tak aj 75 mmol/l. Vysledky
d’alej ukazuju, ze u semien WT na médiu bez ¢i s NaCl modré svetlo vyrazne neovplyvnilo expresiu
PHOT1. Vo vysledkoch expresic PHOT1 u semien mutanta 7B-1, ktoré¢ boli kultivované v D na
médiu bez NaCl vSak mozno pozorovat’ zreteI'ny narast expresie Studovaného génu v porovnani
s expresiou PHOT1 u WT. V porovnani s WT, NaCl vyrazne redukoval expresiu PHOT1, a to jednak
u semien kultivovanych v D, ale aj na BL. U mutanta 7B-1 je mozno takisto pozorovat’ vyrazny

redukény uéinok BL na expresiu Studovaného génu (Obr. €. 12).
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Obr. & 12: Relativna expresia génu PHOT1 v semenach Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT)
a mutanta 7B-1, ktoré boli kultivované v tme a na modrom svetle na MS médiu s NaCl o koncentracii 0,
50 a 75 mmol/l. Hodnoty predstavuju priemernu relativnu expresiu génu PHOT1 + SE vypog¢itan zo
Styroch na sebe nezavislych experimentov. Pismenom a je oznacena §tatistickd vyznamnost rozdielu (T-
Test) v porovnani s expresiou PHOT1 u semien WT v D bez NaCl (hodnota p<0,05). Pismenom b je
oznalena Statistickd vyznamnost’ rozdielu v porovnani s expresiou PHOT1 u semien 7B-1 v D bez NaCl
(hodnota p<0,05). Pismenom c je oznaena Statisticka vyznamnost' rozdielu v porovnani s expresiou

PHOTL1 u semien 7B-1 na BL bez NaCl (hodnota p<05).
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5.2.1.1. Vplyv NaCl na expresiu PHOT1

Na obrazku €. 13 st prezentované data inhibicie expresie génu PHOT1 vplyvom NaCl o koncentracii
50 a 75 mmol/l u WT v D a 7B-1 kultivovanych v D a na BL. Hodnoty boli vypo¢itané v zavislosti
na expresii PHOT1 usemien WT alebo 7B-1, ktoré za danych svetelnych podmienok neboli
vystavené sol'nému stresu. Vysledky ukazuju, ze u semien WT kultivovanych v tme solny stres
inhiboval expresiu PHOTL1 o priblizne 50% na oboch pouzitych koncentraciach NaCl. Naopak
u semien mutatna 7B-1 v D bola expresia PHOT1 inhibovana az o priblizne 75% na oboch pouzitych
koncentraciach NaCl. Zatial' co u semien WT na BL nebol pozorovany vyrazny efekt NaCl na
expresiu PHOTL, tak u 7B-1 bola na BL v zasolenom prostredi inhibovana expresia PHOT1 0 41%

na koncentracii 50 mmol/l a 0 63% na koncentracii 75 mmol/I.
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Obr. ¢&. 13: Expresia génu PHOTL vplyvom NaCl v semenach Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers
(vlavo) a mutanta 7B-1 (vpravo), ktoré boli kultivované v tme a na modrom svetle po dobu 72 hodin.

Hodnoty predstavuju percentualnu inhibiciu expresie vypoéitani z priemernej expresie génu PHOT1.
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5.2.1.2. Vplyv modrého svetla na expresiu PHOT1

U semien oboch genotypov kultivovanych na modrom svetle na 0, 50 a 75 mmol/l NaCl bol
vypocitany inhibi¢ny G¢inok modrého svetla na expresiu PHOT1 v zavislosti na vysledkoch expresie
PHOT1 v tme udaného genotypu na prislusnej koncentracii NaCl (Obr. ¢. 14). U semien WT
kultivovanych na 0 mM NaCl nemalo BL vyznamny efekt na expresiu PHOT1, avsak u 7B-1 na BL
Mozno pozorovat’ vyraznu inhibiciu expresie PHOT1 vplyvom modrého svetla, ktora ¢ini priblizne
46%. U WT na BL v prostredi 50 a 75 mM NaCl bola expresia PHOT1 zna¢ne stimulovana oproti
WT v tme. Oproti tomu na expresiu PHOT1 u semien 7B-1 v zasolenom prostredi nemalo modré

svetlo vyrazny inhibi¢ny, respektive stimulac¢ny efekt.
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Obr. &. 14: Expresia génu PHOT1 vplyvom modrého svetla v semenach Solanum lycopersicum L. cv.
Rutgers (WT, vlavo) a mutanta 7B-1 (vpravo), ktoré boli kultivované na modrom svetle po dobu 72

hodin. Hodnoty predstavuju percentualnu inhibiciu expresie vypocitani z priemernej expresie génu
PHOT1.
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5.2.1.3. Vplyv mutacie 7B-1 na expresiu PHOT1

V zavislosti na relativnej expresii PHOT1 u semien WT, ktoré boli kultivované na médiu s NaCl v D
ana BL, bol vypocitany vplyv mutacie 7B-1 na expresieu PHOT1 (Obr. ¢. 15). U semien 7B-1
kultivovanych v D na médiu bez NaCl sposobila mutacia stimulaciu expresie daného génu priblizne
0 78%. Za to na BL doslo vplyvom mutacie 7B-1 iba k slabsej stimulacii expresie PHOT1, ktora bola
27%. Mutacia u 7B-1 v D aV zasolenom prostredi nemala vyrazny efekt na expresiu PHOTL.
Naopak umutanta 7B-1 kultivovaného na BL v zasolenom prostredi bola vplyvom mutacie

inhibovana expresia génu PHOTL1. Na koncentracii 50 mmol/l NaCl bola inhibovana o 44% a na

koncentracii 75 mmol/l o 53%.
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Obr. ¢&. 15: Expresia génu PHOT1 vplyvom mutacie u semien mutanta 7B-1, ktoré boli kultivované v tme
(vlavo) a na modrom svetle (vpravo) po dobu 72 hodin. Hodnoty predstavuji percentudlnu inhibiciu

expresie vypocitant z priemernej expresie génu PHOTL.
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5.2.2. Expresia génu PHOT2

Vysledky relativnej expresie génu PHOTZ2, ktoré su prezentované na obrazku ¢. 16, ukazuju, ze NaCl

Vv testovanych koncentraciach ani vtme aani na BL vyznamne neovplyviiuje expresiu PHOT2

v semenach WT alebo 7B-1. Mozno v8ak pozorovat’, ze u WT a 7B-1 expresia PHOT2 na BL sttipa

v porovnani s D. Vysledky tiez ukazuji ze PHOT2 je u WT na BL exprimovany vo vys§ej miere nez

v semenach mutanta 7B-1 na BL. Na rozdiel od expresie PHOTL, expresia génu PHOT2 na BL bola

vel'mi variabilna o ¢om sved¢ia vysoké hodnoty SE.

7,5
6,0
4,5

3,0

relativna expresia

1,5

0,0 -

diii |
fi
a B & III' i

0OmM (50 mM|75 mM| O mM (50 mM|75 mM| 0 mM |50 mM|75 mM| 0 mM |50 mM |75 mM
NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl

Obr.

amu
50 a

WT WT WT WT WT WT | 7B-1 | 7B-1 | 7B-1 | 7B-1 | 7B-1 | 7B-1

¢. 16: Relativna expresia génu PHOT2 v semenach Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT)
tanta 7B-1, ktoré boli kultivované v tme a na modrom svetle na MS médiu s NaCl o koncentracii 0,

75 mmol/l. Hodnoty predstavuju priemernu relativnu expresiu génu PHOT2 + SE vypocitant zo

Styroch na sebe nezavislych experimentov. Pismenom d je oznaéena Statisticka vyznamnost’ rozdielu (T-

test)

V porovnani s expresiou PHOT2 u semien WT v D bez NaCl (hodnota p<0,05). Pismenom e je

oznaena Statistickd vyznamnost rozdielu V porovnani sexpresiou PHOT2 usemien WT v D na

75 mmol/l NaCl (hodnota p<0,05). Pismenom f je oznacena $tatisticka vyznamnost’ rozdielu v porovnani

s expresiou PHOT2 u semien WT na BL bez NaCl (hodnota p<0,05). Pismenom g je oznacena $tatisticka

vyzn

amnost’ rozdielu v porovnani s expresiou PHOT2 u semien 7B-1 v D bez NaCl (hodnota p<0,05).

Pismenom h je oznaena Statistickd vyznamnost’ rozdielu v porovnani s expresiou PHOT2 u semien

7B-1

v D na 50 mmol/l NaCl (hodnota p<0,05).
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5.2.2.1. Vplyv NaCl na expresiu PHOT2

Vysledky prezentované na obrazku €. 17 predstavuju inhibiciu expresie génu PHOT2 vplyvom NaCl
o koncentracii 50 a 75 mmol/l u semien WT a 7B-1, ktoré boli kultivované na BL a v D. Hodnoty
boli vypocitané v zavislosti na expresii PHOT2 u semien WT alebo mutanta 7B-1, ktoré za danych
svetelnych podmienok neboli vystavené solnému stresu. UWT vtme na 50 mM NaCl bola
stimulovana expresia PHOT2 0 priblizne 39%. Na koncentracii 75 mmol/l NaCl nedoslo u WT v D
k vyraznej inhibicii, respektive stimulacii expresie PHOT2. U semien mutanta 7B-1 v D ana BL
taktiez nedoslo vplyvom soli k ur¢itej inhibicii, respektive stimulacii expresie PHOT2. Je vSak

potrebné pripomenut’, Ze uvedené rozdiely v expresii neboli signifikantné (Obr. ¢. 16).
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Obr. €. 17: Expresia génu PHOT2 vplyvom NaCl v semenach Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT,
vlavo) a mutanta 7B-1 (vpravo), ktoré boli kultivované v tme a na modrom svetle po dobu 72 hodin.

Hodnoty predstavuju percentualnu inhibiciu expresie vypocitani z priemernej expresie génu PHOT2.
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5.2.2.2. Vplyv modrého svetla na expresiu PHOT2

Uginok modrého svetla na expresiu PHOT2 u WT na 0, 50 a 75 mM NaCl bol vypo&itany v zavislosti
na expresii PHOT2 u WT v tme. Podobne u mutanta 7B-1 bol u¢inok BL vypo¢itany v zavislosti na
expesii PHOT2 u 7B-1v tme (Obr. ¢. 18). Vysledky ukazali, ze u WT aj u 7B-1 bola expresia PHOT2

stimulovana modrym svetlom, avSak u WT bola expresia PHOT2 stimulovana vyraznejsie nez
u mutanta 7B-1.
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Obr. ¢&. 18: Expresia génu PHOT2 vplyvom modrého svetla v semenach Solanum lycopersicum L. cv.
Rutgers (WT, vlavo) a mutanta 7B-1 (vpravo), ktoré boli kultivované na modrom svetle po dobu 72

hodin. Hodnoty predstavuju percentualnu stimuldciu expresie vypocitanu z priemernej expresie génu
PHOT2.
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5.2.2.3. Vplyv mutacie 7B-1 na expresiu PHOT2

Vplyv mutacie 7B-1 na expresiu génu PHOT2 bol vypocitany na zaklade relativnej expresie PHOT2
uWT v tme, na modrom svetle a v pritomnosti NaCl (Obr. ¢. 19). Zatial’ ¢o u 7B-1 v D je efekt
mutacie na expresiu daného génu variabilny, u semien 7B-1 kultivovanych na BL je expresia PHOT2

vyrazne inhibovana a to aj v pritomnosti NaCl.
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Obr. ¢. 19: Expresia génu PHOT2 vplyvom mutacie u semien mutanta 7B-1, ktoré boli kultivované v tme
(vlavo) a na modrom svetle (vpravo) po dobu 72 hodin. Hodnoty predstavuji percentualnu inhibiciu

expresie vypocitant z priemernej expresie génu PHOT2.
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6 Diskusia

Jeden z aktudlnych problémov pre pestovanie rastlin je zasolenie pddy. Solnym stresom je
inhibovany rast a vyvoj rastlin, ¢im dochadza k zniZeniu ich produktivity a kvality plodin. Svetlo,
sluzi jednak ako zdroj energie, ale poskytuje aj informacie, ktoré rastliny vyuziva pri svojom vyvoji
araste. Svetelné signaly ovplyviiuju teda cely rad procesov, ktoré v rastline prebichaju. Studie,
zaoberajuce sa vzajomnym pdsobenim svetla a soli na rastlinu, ukazali, Ze signalne drahy tychto
faktorov vykazuji spolo¢né znaky a vzajomnu interakciu.

Mutant 7B-1, ktory je mutantom raj¢iaka jedlého (Solanum lycopersicum L.) cv. Rutgers, sa
dostal do pozornosti vedcom po tom, ako bola u neho objavena samcia sterilita pri pestovani za
dlhého dna. Tato mutantnd rastlina, ktorej mutacia vznikla spontdnne v jednom géne, bola d’alej
Studovana za ucelom potencionalnej produkcie hybridnych semien a zlepSovania plodin (Sawhney
1997). Dalie vyskumy vsak ukazali, 7¢ mutant 7B-1 je zaujimavy aj v oblasti tolerancie okolitého
stresu a v odpovedi na modré svetlo (Fellner and Sawhney 2001, 2002). Vysledky studii tiez ukazali,
ze muticia 7B-1 poskodzuje zatial neznamy element signalnej drdhy modrého svetla, ktory je
zapojeny do otvarania stomat (Jezilova et al. 2012; Hlavinka et al. 2013), pohybu chloroplastov,
fototropizmu a ranej inhibicie rastu hypokotylu (Fellner, nepublikované vysledky). Mozno teda
predpokladat’, ze defekt nastava v signalnej drahe BL sprostredkovanej fototropinami (phot)
(Hlavinka et al. 2013). Na zaklade doterajSich poznatkov o danej problematike bolo v§eobecnym
cielom prace zistit’, ¢i modré svetlo prostrednictvom fototropinovych signalnych drah ovplyviuje
citlivost’ rastlin k zasoleniu. Experimenty mali potvrdit’ alebo vyvratit navrhnuta hypotézu, Ze sol'ny
stres moze spitnou vizbou ovplyviiovat signilne drdhy modrého svetla. Stadium expresie
fototropinov malo za ciel’ ozrejmit, aky vplyv ma solny stres na expresiu génov kodujucich
fototropiny photl a phot2 v semenach raj¢iaka. Sucastou prace bolo takisto $tadium kli¢ivosti
Semien raj¢iaka so zamerom overit’, ¢i modré svetlo zosiliiuje inhibi¢ny G¢inok zasolenia na klicenie
semien.

Nase vysledky studia kli¢ivosti semien Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT) a mutanta
7B-1 ukazuju, Ze zvySujucou sa koncentraciou NaCl klesa kli¢ivost’ semien oboch genotypov vo
vSetkych svetelnych podmienkach. Znaci to, ze kli¢ivost’ semien je inhibovana zasolenym prostredim
a miera inhibicie zavisi na koncentracii soli v okolitom prostredi. Mozno tiez tvrdit, ze ¢ervené (RL)
a modré svetlo (BL) zosilnuje inhibi¢ny G€inok soli, pricom inhibicia kli¢ivosti je vyraznej$ia na BL.
Pri porovnani vysledkov inhibicie klic¢ivosti u WT a 7B-1, mozno povedat, ze semena mutanta su
tolerantnejSie na solny stres. Tuto toleranciu vykazuju mutantné semena kultivované na médiu
s NaCl o koncentracii 50 a 75 mmol/l v D, RL a BL. Popisané vysledky teda potvrdzuju predoslé
tvrdenia o tom, ze BL zvySuje inhibi¢ny uc¢inok soli na kli¢enie semien a ze mutant 7B-1 dokaze
nejasnym sposobom tolerovat’ zasolenie zvlast’ na modrom svetle.

Stadium relativnej expresie génov PHOT1 a PHOT2 v semenach Solanum lycopersicum L. cv.

Rutgers (WT) a mutanta 7B-1, ktoré boli pestované v zasolenom prostredi v tme a na modrom svetle,
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prinieslo zaujimavé vysledky. Ukazalo sa, ze solny stres zasahuje do signalnej drahy PHOT1. Ako
u semien WT, tak usemien 7B-1 sa zistilo, Ze v tme zasolenie znizuje expresiu PHOT1. Toto
znizenie v8ak bolo vyrazne vysSie u 7B-1. KI'i¢ovym vysledkom je ale fakt, Ze na modrom svetle
zasolenie signifikantne znizovalo expresiu PHOT1 v semenach mutanta 7B-1, nie vSak u WT. Tieto
vysledky potvrdzuju nasu hypotézu, ze solny stres ovplyviiuje signdlne dradhy modrého svetla,
konkrétne, Ze tlmi signalizaciu modrého svetla sprostredkovanu fototropinami.

Vysledky d’alej ukazali, ze na expresii PHOT1 sa podiela aj funkény produkt génu 7B-1.
Z nasich vysledkov vyplyva, ze u semien WT funkény produkt 7B-1 tlmi expresiu PHOT1 v tme.
Dokazom toho je vyrazna stimulacia expresie PHOT1 u semien mutanta 7B-1 inkubovanych v tme.
Dalsie vysledky tejto prace nasledne ukazali, ze u semien 7B-1, nie viak u WT, je expresia PHOT1
redukovana modrym svetlom. Tento vysledok koreSponduje s vysledkami predoslych experimentov,
ktoré uvadzaju, Ze mutant 7B-1 disponuje menSim mnozstvom fototropinov v bunkach (Fellner,
nepublikované vysledky) a je menej vnimavy k modrému svetlu (Fellner et al. 2001). Je teda zrejmé,
ze vd’aka mutaciou a sol'nym stresom downregulovanej expresii PHOT1 sa dokaze semeno mutanta
7B-1 do ur¢itej miery vyhnat negativnym t¢inkom sol'nému stresu.

Nase vysledky je mozno porovnat so zatial’ jedinou s$tudiou, ktora ukazala, ze osmoticky stres
upreguluje expresiu génov kodujucich fotoreceptory cry2 v korenoch a kliciacich embryach
Arabidopsis thaliana. Zistilo sa, Ze nadmernd expresia génov pre kryptochrémy neZiaduco
ovplyviiuje odolnost’ rastlin voc¢i osmotickému stresu (Xu et al. 2009). Tieto vysledky, rovnako ako
nase, poukazuju na to, ze gény pre fotoreceptory su asociované so signalnymi drahami abiotickych
stresov.

Z vysledkov expresie PHOT2 nemozno potvrdit, Ze by solny stres ovplyviioval hladinu
transkriptu PHOT2. Vysledky vSak ukazali, ze u WT expresia PHOT2 bola stimulovana vplyvom
BL a Ze tato stimulécia bola vyrazne redukovana mutdciou 7B-1. Tento vysledok teda naznacuje, ze
funkény produkt génu 7B-1 je zapojeny do signalnej drahy BL, pretoze zosililuje expresiu génu
PHOT?2. Pozitivny vplyv modrého svetla na expresiu PHOT2 koresponduje s predoslymi vyskumami
u Arabidopsis thaliana (Labuz et al. 2012). Tato Stadia tiez ukazala, Ze PHOT2 je u Arabidopsis
takisto upregulovany modrym svetlom. U expresie PHOT2 na BL u oboch genotypov mozno v§ak
pozorovat’ vysoké Standardné chyby, ktoré st pravdepodobne spdsobené nestabilitou transkriptu
génu PHOT2 na BL.

Ak by funkény produkt génu 7B-1 sposoboval upregulaciu PHOT1 a PHOT2 na BL a sticasne
blokoval inhibi¢ny G¢inok soli na expresiu PHOT1, znamenalo by to, Ze tato molekula je zodpovedna
za zvySend citlivost’ semien na zasolenie na modrom svetle. U mutanta 7B-1 dochadza vd’aka mutacii
k znizeniu expresie PHOT1 a PHOT2 na BL, a inhibicia expresiec PHOT1 je umocnena sol'nym
stresom. Pokial’ predpokladame, Ze expresia PHOT1 a PHOT?2 odraZza podobnu situaciu na Grovni
proteinov (Fellner, nepublikované vysledky), potom sa mutant stava kvoli zniZzenému poctu

funkénych fototropinov Ciastone defektny vo vnimani modrého svetla. Vd’aka tomuto defektu
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pravdepodobne dokaze ucinnejsie odpovedat’ na solny stres a stava sa tak vo¢i nemu tolerantnejSim
aj po ovplyvneni modrym svetlom.

V suvislosti s expresiou génov a ich prepisom do proteinov je nutné podotknut’, ze mnozstvo
transkriptu daného génu nemusi odpovedat’ mnozstvu konecného produktu. Je mozné, Ze expresia
génov moze byt regulovand negativnou spétnou vézbou, ¢o znamena, ze mnozstvo fototropinov
nasledne zniZuje expresiu génu pre fototropiny.

Na zéklade ziskanych vysledkov je mozné navrhnut d’als$i postup v rieSeni Studovanej
problematiky, ktory by pomohol objasnit’, ¢i navrhnuty mechanizmus regulacie citlivosti semien
rajCiaka k zasoleniu na modrom svetle, je spravny. Buduce experimenty by teda spocivali
V kvantifikacii jednotlivych fototropinovych proteinov v semenich vystavenych zasoleniu
a modrému svetlu. Nasledne by bolo mozné v semenach rajc¢iaka porovnat’ relativnu expresiu génov

s expresnym profilom fototropinovych receptorov.
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7 Zaver

Hlavnou podstatou diplomovej prace bolo priniest’ informacie o tom, ¢i ma modré svetlo vplyv na
citlivost’ rastlin k sol'nému stresu. Vykonané experimenty mali potvrdit’ alebo vyvratit’ hypotézu, Ze
zasolenie by mohlo spdtnou vézbou ovplyviiovat signalne drahy modrého svetla. Cielom
experimentov bolo teda Studium expresie génov, ktoré koduju fototropiny photl a phot2 a to, aky
vplyv ma solny stres na expresiu tychto génov v semenach rajc¢iaka jedlého. Praca sa rovnako
zaoberala aj Stidiom kli¢enia semien raj¢iaka v zasolenom prostredi, ktoré¢ malo za ciel’ potvrdit, Ze
modré svetlo zosilnuje inhibi¢ny G¢inok zasolenia na kli¢enie semien raj¢iaka.

Boli urobené dva druhy experimentov, pricom v oboch boli pouzité semena rajciaka jedlého
(Solanum lycopesicum L.) kultivar Rutgers a semena mutanta 7B-1 odvodené od tohto kultivaru.
V stadiu klicenia semien a expresie génov pre fotoropiny boli semena oboch genotypov vystavené
sol'nému stresu v roznych svetelnych podmienkach. Génova expresia bola nasledne sledovana
pomocou kvantitativnej RT-PCR.

Zo ziskanych vysledkov mozno urobit’ niekol'ko zaverov. Vysledky kli¢ivosti semien potvrdili
doposial’ zistené informacie, ze modré svetlo zvySuje citlivost’ semien rajc¢iaka jedlého na zasolenie
a ze mutant 7B-1 vykazuije toleranciu k solnému stresu zvlast na modrom svetle. Stadium expresie
génov pre photl potvrdilo hypotézu, Ze sol'ny stres ovplyviiuje signalne drahy modrého svetla a teda,
ze signalna draha modrého svetla a sol'ného stresu spolu interaguju.

Ukazalo sa, ze semenad mutanta 7B-1 maju na modrom svetle vplyvom mutacie a zasolenia
znizenu expresiu génu PHOT1. Tym ma mutant 7B-1 oslabenu signalizaciu modrého svetla, ¢o moze
vysvetlovat’ toleranciu mutanta 7B-1 k zasoleniu na BL. Stadium expresie génu PHOT2 prinieslo
informaciu, ze modré svetlo aj funkény produkt 7B-1 stimuluje mnoZstvo transkriptu PHOT2.

Do budtcnosti mozno navrhnut' dal$i postup, ktorym by pomohol detailnejSie objasnit
mechanizmus regulacie citlivosti semien raj¢iaka k zasoleniu na modrom svetle. Tento postup by
rovnako prebiehal na molekulovej Grovni a spocival by v kvantifikacii fototropinovych proteinov
photl a phot2 v semenach rajciaka, ktoré by boli kultivované za rovnakych podmienok, aké boli

pouzité v experimentoch tejto prace.
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9 Skratky

ABA
ABI5
ATP
BL
bZIP
cCAMP
cDNA
cGMP
cry

D
EDTA
EF1

F primer
FMN
GA
GBF
HKT
HY5
LIP1
LOV
MEM
MS
NHX
P5CS1
PDH1
photl
PHOT1
phot2
PHOT2
PLC
PM
PP2Acs
gPCR
R primer
RDN
RL

- kyselina abscisova

- ABA INSENSITIVE 5

- adenozintrifosfat

- blue light, modré svetlo

- Basic Leucin Zipper Domain

- cyklicky adenozinmonofosfat

- komplementarna DNA

- cyklicky guanozinmonofosfat

- kryptochrom

- dark, tma

- kyselina ethyléndiamintetraoctova
- gén kodujuci elongacny faktor 1
- forward primer, priamy primer
- flavinmononukleotid

- giberelin

- G-box vizobny faktor

- K*-Na*-transportér

- LONG HYPOCOTYL 5

- Light intentive period 1

- light/oxygen/voltage

- Membrane Delasting Buffer

- Murashige and Skoog

- Na*/H*-exchanger

- 1-pyrolin-5-karboxyl syntaza

- prolindehydrogenaza 1

- fototropin 1

- gén kodujuci fototropin 1

- fototropin 2

- gén kodujuci fototropin 2

- fosfolipaza C

- plazmatickd membrana

- gén kodujuci podjednotku proteinfosfatazy
- kvantitativna PCR

- reverse primer, reverzny primer
- Reaction Buffer for DNase |

- red light, ¢ervené svetlo



RLS - Guanidin hydrochloride Lysis Buffer

ROS - reaktivne formy kyslika

RW1, 2 - Wash Buffer 1, 2

SAS - The shade avoidance syndrome

SOS - Salt overly sensitive

STK - serin/treonin kinaza

STO - Salt tolerance protein

TBE - Tris-borat-EDTA

V-ATPaza - H*-ATPaza uloZena v tonoplaste vakuoly
V-PPaza - H'-pyrofosfataza ulozena v tonoplaste vakuoly
WT - wild type, divoky typ
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