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Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo zjistit, zda jsou
aniontové kanaly zapojeny v rastu a vyvoji rostlin Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. a pokud ano, zda muze byt jejich aktivita
ovliviiovana svétlem a prostiednictvim receptori modrého
svétla, fototropini. Teoreticka ¢ast shrnuje dosavadni
poznatky o fotomorfogenezi rostlin a fotoreceptorech,
charakterizuje aniontové kandly a jejich inhibitory a popisuje
vliv svétla na aniontové kanaly. V experimentalni Casti byl
pouzit geneticky pfistup, ktery spocival v charakterizaci rastu
fotomorfogennich mutantd  photl, phot2 a photl/2
v pfitomnosti ~ kyseliny  niflumové (NIF), inhibitoru
aniontovych kanald. V podminkach in vitro byl béhem
experimenti sledovan ucinek vybranych koncentraci NIF
v kultivaénim médiu na rast rostlin a vyvoj rostlin, a to
v zavislosti na svételnych podminkach (tma, modré a Cervené
svétlo). Vysledky experimentt naznacuji, ze aniontové kanaly
pozitivneé ovliviuji rast rostliny a jejich aktivita mize byt
regulovana svétlem prostiednictvim fotoreceptora PHOTI
a/nebo PHOT?2.
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1 UVOD A CILE PRACE

Rostliny tvofi nedilnou soucast piirody a jejich role je na Zemi nenahraditelna. Nejenze
produkuji zivotné dualezity kyslik, zaroven maji také nezastupitelnou roli v potravnim fetézci
jako zdroj potravy a jejich Siroké vyuziti v pramyslovych a hospodaiskych odvétvich tvori
nepostradatelnou soucast zivota cloveéka. Slozité biochemické a fyziologické procesy
odehravajici se v rostlinném téle jsou predmétem badani védct v poslednich desetiletich.

Vsechny procesy v rostlinném téle jsou ovliviiovany mimo jiné i transportnimi
proteiny nachdzejicimi se v membranach rostlinnych bunék. Mezi né se fadi 1 iontové
kandly, jejichz funkci je transport kationtll a aniontd, jez jinak nemohou pfes membrany
samovolné prochazet. Je ziejmé, ze iontové kanaly hraji nezastupitelnou roli ve vyvoji
a rustu rostlin. Pro studium funkce aniontovych kanall se vyuzivaji latky, které jsou schopny
tyto kanaly vice ¢i méné blokovat, inhibitory aniontovych kanalt. Mezi né patii napfiklad
NIF, DIDS, 9-AC, NPPB a dalsi, které se ¢asto pouzivaji jako lé¢iva v humanni mediciné.
Kli¢ovou ulohu v Zivoté rostliny hraje svétlo. Ovliviiuje kliCeni semen, rast hypokotylu
alisti nebo syntézu chlorofylu. Percepce svételného signalu je umoznéna skrze
fotoreceptory — kryptochromy, fototropiny, fytochromy a dal§i, které se li§i vyskytem,
strukturou a pfedev§im vinovou délkou, kterou vnimaji. Rostliny jsou diky nim schopné
reagovat na ménici se svételné podminky, a to jak na zménu vinové délky, tak i na zménu
intenzity a sméru osvétleni nebo také na délku expozice.

Cilem bakalafské prace bylo vypracovat literarni resersi tykajici se problematiky
rastu  rostlin vlivem svétla, fotomorfogeneze a zapojeni aniontovych kanala
ve fotomorfogenezi rostlin. V experimentalni ¢asti bylo cilem zjistit, zda jsou aniontové
kanaly citlivé k inhibitoru aniontovych kanalt, kyseliné niflumové (NIF), zapojeny v rtstu
a vyvoji rostlin a zda mize byt jejich funkce ovlivnéna svétlenymi podminkami. Kombinaci
genetického a farmakologického pristupu, konkrétné vyuzitim fotomorfogennich mutantt
photl, phot2, photl/2 s mutaci v genech pro fotoreceptory modrého svétla — fototropiny
a aplikaci vybranych koncentraci NIF bylo zkoumano zapojeni aniontovych kanalt
ve vyvoji a rastu rostlin a soucasné bylo studovano, jak je tento vztah ovlivnén svétlenymi

podminkami, ve kterych se rostlina nachazi.



Tato bakalaiska prace byla vypracovana ve Skupiné molekularni fyziologie
na pracovisti Laboratofe rGstovych regulatord pod Univerzitou Palackého v Olomouci

a Ustavem experimentalni botaniky AV CR.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotomorfogeneze

Kapitola se zabyva popisem fotomorfogeneze a jejimi hlavnimi charakteristikami, pfiblizuje
pojem fotoreceptory, jejich rozdé€leni, charakteristiku a molekuldrni mechanismus fungovani
fotoreceptort.

Rostliny jsou ovliviiovany prostiedim, ve kterém se nachazeji. Dilezitym faktorem
pusobicim na jejich Zivot je svétlo, ke kterému jsou znacné citlivé, a to predevsim k viditelné
oblasti spektra, kterd je definovdna vinovymi délkami od 380 nm do 700 nm a m4 vliv
na mnoho riznych vyvojovych a fyziologickych aspekt rostlinného zivota, véetné kliceni
a kveteni a v kontextu fotomorfogeneze ptisobi i na rust rostlin (Christie, 2007). K vnimani
viditelného svétla maji rostliny uzpusobeny receptory oznaCované jako fotoreceptory
(Nemhauser a Chory, 2002). Limitujici mnozstvi svétla vede rostlinu k etiolizovanému ristu
neboli skotomorfogenezi, pro kterou je charakteristicky dlouzivy rtst hypokotylu, malé
nevyvinuté délohy (kotyledony), zakrnély kofenovy systém a bilé nebo zluté zbarvend,
jez je dano minimalnim obsahem chlorofylu (Nemhauser a Chory, 2002). Pokud je rast
rostliny ovlivnény i nepatrnym mnozstvim svétla, dochdzi ke zmén€ charakteru ristu
rostliny, ktery se v tomto pfipadé oznacuje jako fotomorfogeneze (Taiz a Zeiger, 2002).
Fotomorfogeneze je nejpresnéji definovana jako proces, pii kterém svétlo jako signal zméni
vyvoj rostliny tak, aby mohla pro sviy dalsi rast vyuzit svétlo jako energii. Pro rostlinu,
ktera prosla fotomorfogenezi, jsou tedy typické velké Siroce oteviené kotyledony, kratky
tlusty hypokotyl, bohaty kofenovy systém a celkové zbarveni rostliny do zelené zptisobené
dostate¢nou syntézou chlorofylu. Zaroven rostliny vynikaji pod vlivem svétla ¢asnéjsi
produkei pravych listt a kvétt (Nemhauser a Chory, 2002).

Nasledujici kapitola se vénuje fotoreceptorum, jakoZzto stézejnim rostlinnym

molekuldm vnimajicim svétlo, a tedy umoziujicim fotomorfogenezi.
2.1.1 Fotoreceptory

Fotoreceptory jsou rostlinné molekuly bilkovinné povahy zodpovédné za vnimani svétla
a prenos svételného signalu na dalsi molekuly. Rozdéluji se podle reakéniho rozsahu
vlnovych délek na dvé skupiny. Do prvni skupiny patii receptory reagujici na Cervené

a dlouhovinné Cervené svétlo (600-800 nm), které se nazyvaji fytochromy (PHY) a maji
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Siroky vliv na fotomorfogenezi rostlin (Christie, 2007). Do dalsi skupiny se fadi dva typy
receptort reagujici na UV-A a modré svétlo (320-500 nm). Spadaji do ni kryptochromy
(CRY) a fototropiny (PHOT). Kryptochromy maji vliv na fotomorfogenezi, naopak
fototropiny jsou soucasti svétlem ovlivnénych regulaénich procest, které hraji roli
jak béhem optimalizace prubéhu fotosyntézy, tak i v procesu rustu rostliny (Christie, 2007).
Dalsi skupina fotoreceptort Zeitlupe (ZTL) je pfibuznd fototropinim a reaguje na modré
svétlo. Do této skupiny byly zafazeny proteiny, které ovliviiuji cilenou proteolyzu latek,

které souvisi s cirkadialnim rytmem rostliny (Pudasaini a kol., 2017).
2.1.1.1 Kryptochromy

Kryptochromy jsou receptory modrého svétla. Genomy vétSiny suchozemskych rostlin
kéduji dva zdakladni klady kryptochromt, CRY1 a CRY2, jejichz funkce se navzajem
prekryvaji (Wang a Lin, 2020). Od roku 1993, kdy byl u A. thaliana identifikovan prvni
kryptochrom CRY1, byly tyto fotoreceptory nalezeny nejen v rostlindch, ale ve vSech
zkoumanych mnohobunéénych eukaryotnich organismech (Lin a Shalitin, 2003).
Na zakladé sekvencni analyzy muzou byt kryptochromy rozdéleny na tfi skupiny:
(1) rostlinné, (2) zivocisné a (3) CRY-DASH (cryptochrome — Drosophila, Arabidopsis,
Synechocystis, human) (Wang a Lin, 2020). Vétsina kryptochromi obsahuje doménu
vazajici chromofor, kterd sdili podobnou strukturu s DNA fotolyasou, coz je svétlem
aktivovany enzym opravujici DNA, a na karboxylovém konci se u mechorostd,
kapradorosti a krytosemennych rostlin nachdzi konzervativni doména DAS
(DQXVP-acidic-STAES) (Lin a Shalitin, 2003). Kryptochromy vazi dva zakladni
chromofory ve formé kofaktord. Prvnim je flavin adenin dinukleotid (FAD) a druhy
je 5,10-methylentetrahydrofoldt (MTHF) nazyvany také jako pterin (Lin a Todo, 2005).
Razné mnohobunécné eukaryotické organismy obsahuji rizny pocet kryptochromi.
V A. thaliana se nachdzi dva: CRY1l a CRY2. CRY1 je lokalizovan jak v jadre,
tak v cytoplazme, naproti tomu CRY2 je vyhradné jaderny protein. Primarni zpasob
transdukce signdlu kryptochromem je fotoresponzivni protein-protein interakce

(Wang a Lin, 2020).
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2.1.1.2 Fototropiny

Fototropiny jsou molekuly proteinové povahy fadici se mezi kinasy, které vnimaji viditelné
modré svétlo o vinovych délkach od 320 do 500 nm (Christie, 2007). Nazev fototropin
jeodvozen od jeho =zakladni funkce, kterou je ovlivnéni ristu ucinkem svétla
(Christie a kol., 1999). Prvni fototropin byl izolovéan v roce 1997 (Briggs a Christie, 2002)
z rustovych ¢asti hypokotylu hrachu rostouciho ve tmé, ktery se autofosforyloval ptisobenim
modrého svétla. Fototropiny jsou nejCastéji lokalizovany pii plasmatické membrané
v burice, ale nejednd se o membranové proteiny, nybrz jsou k membrané pouze vazany
a mohou byt vlivem ruznych faktori uvolnény a lze je nalézt i v jinych Castech buriky,
napt. v Golgiho aparitu nebo cytoplazmé (Sakamoto a Briggs, 2002; Kong a kol., 2013).
Fototropiny ovliviuji otevirani priducht, fototropismus, pohyb chloroplasti a inhibici délky
hypokotylu (Christie, 2007).

Proteinova struktura fototropinu (Obr. 1) o velikosti 120 kDa muze byt rozdélena
na dvé cCasti: fotosenzorickd doména na N-konci a serin/threoninovd doména na C-konci.
Detekce modrého svétla je umoznéna dvojici LOV (light-oxygen-voltage) domén (LOV1
a LOV2), které jsou soucasti fotosenzorické Casti, a které¢ dokazi modré svétlo absorbovat
pomoci vazby dvou molekul oxidovaného flavin mononukleotidu (FMN), jez slouzi
jako chromofor, ¢imz dochdzi k fotoexcitaci a autofosforylaci fototropinu (Christie a kol.,

1999).

LOV1 LOV2 Ser/Thr doména

SSCINNICee

Obr. 1: Struktura fototropinu (upraveno podle Christie, 2007)

V A. thaliana byly identifikovany dva druhy fototropind (PHOT1 a PHOT?2),
jejichz funkce se prekryvaji a vzajemné dopliiuji (Briggs a Christie, 2002). Tyto fototropiny
jsou kédovany geny PHOTI a PHOT2. Fototropin PHOT1 je citlivéj§i ke svétlu,
pokud jde o fototropismus hypokotylu a aktivaci akumula¢niho pohybu chloroplastu
nez PHOT?2, jehoz funkce se naopak uplatiiuje pii vysoké intenzité svétla, kdy je vyhradné
zodpovédny za “unikovy” pohyb chloroplasti, aby nedoslo k jejich poskozeni (Christie
akol., 2015). PHOT1 specificky ovliviiuje inhibici rustu hypokotylu po pienosu
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etiolizovaného semene na svétlo, destabilizaci transkriptu (Folta a Kaufman, 2003) a

potlacuje lateralni rust kofenti (Moni a kol., 2015).
2.1.1.3 Fytochromy

Fytochromy jsou proteinové pigmenty modré barvy s molekulovou hmotnosti okolo
125 kDa, které byly identifikovany v roce 1959. Tyto fotoreceptory jsou schopné absorbovat
cervené svétlo (650-680 nm) a dlouhovinné Cervené svétlo (710-740 nm) a ovliviiuji
v rostlinich mnoho kli¢ovych procest. U krytosemennych rostlin fytochromy stimuluji
kliceni, tvorbu listovych primordii a rist listd a v neposledni fadé také de-etiolizaci,
ktera zahrnuje napf. otevirani listd. Opacny vliv maji na prodluzovani internodii a kveteni,
které inhibuji. Ve vysSich rostlin existuje né€kolik druha fytochromt, kédovanych geny
PHYA az PHYE (Taiz a Zeiger, 2002).

Pii zkoumani efektu Cerveného (RL — red light) a dlouhovinného Cerveného svétla
(FRL - far-red light) na semena rostlin byly zjistény rozdily v kliceni, které vedly
k potvrzeni hypotézy, ze fytochromy existuji jako jeden pigment, ktery se méni z formy
Pr absorbujici RL na formu Pfr absorbujici FRL, kterd je fyziologicky aktivni. Zména téchto
vlastnosti neni nahodna, ale reaguje pravé na svételné podminky. Ve tmé je syntetizovan
pigment absorbujici RL, ale pii pisobeni svétla dochazi ke zméné, kdy pigment absorbujici

FRL se stdvd dominantnim (Taiz a Zeiger, 2002).
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2.2 Aniontové kanaly v rostlinach

Ve vyvoji rostlin hraje transport latek jednu z nejdulezitéjSich roli. Latky jsou v rostling
prepravovany ve formé roztokl, jejichz pohyb v téle rostliny je uskuteCnovan na velké
vzdalenosti vodivymi pletivy, ale nemén¢ dulezitou roli ma i mezibunéény a vnitrobunécny
transport ldtek, ktery je vykondvan skrze biologické membrdny. Tyto membrany
v rostlinnych burikach tvofi polopropustnou bariéru mezi dvéma prostfedimi, a to jak mezi
vnitrobunéénym obsahem a bunéfnym okolim, tak i mezi jednotlivymi kompartmenty
bunky. Prosta difuze a osmoza patii do skupiny pasivniho transportu a tyka se vody a roztoku
malych nenabitych molekul. Ionty a vétsi molekuly nemohou volné€ prostupovat membranou
a pro tento pohyb pottebuji specializované proteinové struktury zabudované ve fosfolipidoveé
dvojvrstve. Transportni membranové proteiny se déli na pumpy, prenasece a kanaly. Pumpy
umoziuji transport latek proti elektrochemickému gradientu za spotfeby energie,
a proto se tento jev oznacuje jako aktivni transport. PfenasecCe a kanaly energii nevyuzivaji,
protoze pii presunu iontd a molekul pracuji s elektrochemickym gradientem.
Tato bakalafska prace je zaméfena na specifickou skupinu membranovych transportért,
které se nazyvaji aniontové kandly a ndsledujici kapitola se bude zabyvat charakteristikou,
typy a vlivem svétla na jejich funkci (Taiz a Zeiger, 2002).

Aniontové kandly v rostlindch jsou molekuly proteinové povahy umisténé
v bunéénych membranach umoziujici transport ionti obéma smeéry v zavislosti na sméru
elektrochemického  gradientu. Jsou soucasti nejen plazmatické membrany,
ale také membrany mitochondrii, endoplazmatického retikula nebo chloroplasta.
Diky rozdilnym velikostem poéru a hustotim povrchového ndboje jsou vice ¢i méné
specifické pro rizné ionty. Béhem prenosu se ionty mohou i nemusi ke kandlu vazat,
ale v obou pripadech se jednd o transport velmi rychly. Za jednu sekundu projde jednim
kanalem az 10® iont. Kazdy kanal m4 schopnost regulace a mize se oteviit nebo zaviit
v ramci procesu zvaném “gating”. Signalem pro tento proces muze byt zména napéti,
navazani hormonu nebo svétlo. Svételna regulace kanali je stézejni v ramci této prace
a je ji vénovana kapitola 3.2.2 (Taiz a Zeiger, 2002).

Aniontové kandly maji v ramci rostlinné bunky Siroké spektrum fyziologickych
funkci zahrnujici osmoregulaci, bunécnou signalizaci, vliv na vyzivu rostliny a regulaci
membranového napéti (Barbier-Brygoo a kol., 2000). Pro tuto bakalaiskou praci je dalezity

také vliv pohybu iontd na turgor, ktery reguluje mnoho procest v rostliné vCetné€ vyvoje
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a rustu, otevirdni priduchti a mnoho dalsiho (Barbier-Brygoo a kol., 2000; Ward a kol.,
2009). Neméne dualezitym procesem, ktery iontové kanaly ovliviyji, je depolarizace
membrany, jelikoz jeji polarita zavisi na rozdilnych koncentracich iontt na vnéjsi a vnitini
stran€ membrany a pfi otevieni potiebnych kanali muaze dojit ke ztraté tohoto napéti.
Depolarizace mé nepostradatelny vyznam v mnoha procesech odehrdvajicich se v rostlinné
bunce (Ward a kol., 2009). Tonty hraji zasadni roli v mnoha pro rostlinu zivotné dialezitych
metabolickych drahach. Hlavni ionty vyskytujici se v rostliné jsou z anorganickych
vodikové, draselné, sodné, chloridové, dusi¢nanové, siranové a fosforecné a z organickych

citrat a malat (Barbier-Brygoo a kol., 2011).
2.2.1 Typy aniontovych kanalu

Aniontové kandly se deli do dvou zékladnich skupin podle jejich rychlosti transportu
na R-typ (the rapid anion channel) a S-typ (the slow anion channel), ktery se také oznacuje
jako SLAC. Poprvé byly tyto typy kanal objeveny a charakterizovany ptiblizné pred 30 lety
v buiikach priduchu hrachu Vicia faba pomoci techniky patch-clamp, kterd pomohla
v poslednich desitkach let uskuteCnit mnoho zdsadnich studii a objevii o aniontovych
kanalech (Barbier-Brygoo a kol., 2011). Tyto typy kanal byly objeveny i v epidermalnich
burikach hypokotylu a v bunikach priiduchu A. thaliana, nebo v buiikach Nicotiana tabacum
(Tavares a kol., 2011, Frachisse a kol., 2000).

Pro R-typ je typickd vysoka rychlost pfenosu v fadu milisekund diky schopnosti
rychle pfizpusobit svij “gating” zménam v napéti na membrané. Kandly tohoto typu jsou
propustné pro tadu aniontd, dusiCnatych a chloridovych iontd a jejich zvlastnosti
je propustnost i pro ionty siranové, které jsou jinak povazovany za obtizn€ propustné
(Barbier-Brygoo a kol., 2011). R-typ aniontovych kanali je kodovany genem z rodiny
ALMT1 (aluminium-activated malat transporter 1). Transportéry ALMT1 se nachdzi
predev§im v plasmatické membrané (Obr. 2). Jejich schopnost exportovat malat z kofenové
$picky dava rostlin€é schopnost rezistence k hliniku. Organické ionty a tedy i malat obsahuji
karboxylové skupiny, které disponuji schopnosti chelatovat bivalenty nebo trivalenty
kationtti a tim tvofit netoxické sloucCeniny (Barbier-Brygoo a kol., 2011, Meyer a kol., 2010).

Na rozdil od R-typu S-typ vykazuje pomalou kinetiku otevirdni a zavirani kanélu
v fadu sekund a jejich “gating” zavisi na membranovém napéti jen malou mérou. Pokud

ma dojit k aktivaci tohoto kandlu, musi nejprve dojit k depolarizaci membréany (Hedrich
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a Geiger, 2017). Jsou vysoce selektivni pro dusi¢nanové ionty, ale propousti i ionty
chloridové a malat. V roce 2008 byla objevena hlavni slozka S-typu aniontového kandlu,
kterd byla identifikovdna jako SLACI protein. Studiem slac/ mutanta neobsahujiciho
SLACI1 protein bylo zji§téno, ze aniontové kandly S-typu nachdzejici se pirevazné
ve svéracich burnkach hraji zasadni roli v mechanismu uzavirani praduchi vlivem
depolarizace membrany a poklesu turgoru a tim ovliviiuji fadu procesu jako je stres ze sucha,
reakce na kyselinu abscisovou a tmu. S-typ lze nalézt i v jinych ¢astech rostliny jako jsou
xylémové podpurné buriky, kortikalni bunky hypokotylu a buiky bunécnych kultur
(Barbier-Brygoo a kol., 2011). Lokalizaci kanaltt SLAC v bunce znazoriuje obr. 2.
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Obr. 2: Subcelulami lokalizace rodin kanala SLAC/SLAH, ALMT a CLC v Arabidopsis thaliana.
SLAC1/SLAH kandly jsou lokalizovany v plazmatické membran¢ spolu s dvéma kandly rodiny ALMT
(ALMTI12 a ALMTI), zatimco ALMTY je umistén v tonoplastu. Clenové AtCLC rodiny se nachazi
v intraceluldarnich membranéch: tonoplast (AtCLCa-c, AtCLCg), thylakoidni membriany (AtCLCe) a Golgiho
aparét (AtCLCd a AtCLCf) (upraveno podle Barbier-Brygoo a kol., 2011).

2.2.1.1 CLC kanaly
Proteiny chloridovych kanalti (CLC, chloride channel) se vyskytuji ve vSech organismech
od Archea a bakterii pfes rostliny po zivociSnou buiku vcetné lidské (Jentsch, 2008;

Barbier-Brygoo a kol., 2011). Oznaceni této skupiny plyne z ndzvu chloridového kandlu

CLC-0, ktery byl izolovdn zrejnoka Torpedo marmorata (Jentsch a kol., 1990).
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CLC proteiny mohou fungovat v zivocisnych buikach jako chloridové kanaly nachazi-li
se v plasmatické membrané a v intracelularnim prostfedi plni funkci pfenasect pro antiport
dvou chloridovych a jednoho vodikového iontu. V roce 2006 bylo ale piekvapive zjisténo,
7ze jeden z CLC proteini AfCLCa zodpovida v rostlinnych burikach Arabidopsis
za akumulaci az 50 % dusi¢nanovych ionti ve vakuolach a slouzi pro antiport dvou iontd
dusi¢nand a jednoho protonu. Tento protein je také prvni CLC antiportér, ktery ma tzce
sprazeny transport dusiCnanovych iontd s protony avykazuje vysSSi selektivitu
k dusi¢nanovym iontim nez k chloridovym (Barbier-Brygoo a kol., 2011).

V A. thaliana bylo identifikovano kromé ArCLCa dal$ich Sest homologi CLC kanalt
oznacovanych od AtCLCbh po ArCLCg, které se lisi pavodem a mistem vyskytu (Obr. 2).
Kandly AfCLCa — AtCLCc a AtCLCg jsou lokalizovany v membrané vakuoly — tonoplastu.
AtCLCd a AtCLCg se vyskytuji na Golgiho téliskach a A7fCLCe je umistén v membrané
thylakoida chloroplasti (Lv a kol., 2009, Marmagne a kol., 2007). Podle ptavodu je lze
rozde¢lit na dvé skupiny. AfCLCa-d a AtCLCg jsou ptibuzné}si k eukaryotickym CLC vcetné
téch sav€ich, naopak u AfCLCe a ArCLCf nachdzime podobnost k prokaryotickym
CLC proteinim (Marmagne a kol., 2007).

2.2.1.2 Dalsi typy aniontovych pienaseci

Atmosféra je tvorena z velké ¢asti dusikem, navzdory tomu rostliny piijimaji tento prvek
z pudy ve formé iont v roztoku, z nichz jsou to pifedevsim dusi¢nanovy aniont a amonny
kationt. Vice jak 60 gent koduje proteiny umoziujici transport téchto iont. Nékteré z nich
byly zminény v predchazejicich kapitolach (napt. CLC), tato Cast se zabyva nejdilezitéjsimi
prenaseci dusi¢nanovych aniontd — NRT prenasece, které jsou uzptisobené k piijmu dusiku
z pudy dle jeho dostupnosti v pud€ a zaroven reaguji na potiebu rostliny a jsou tedy schopné
tento piijem regulovat (Gojon a kol., 2009).

Rozeznavame dva druhy dusi¢nanovych prenaseci: NRT1 a NRT2 (nitrate
transporter), které katalyzuji nizko afinitni (LATS: low-affinity transport) a vysoko afinitni
(HATS: high-affinty transport) piijem dusiku skrze protonovy symport na plazmatické
membrané bunék korene. Skupina NRT1 obsahuje 53 gend, skupina NRT2 obsahuje 7 genti
kodujici transportni proteiny pro dusi¢nanové anionty. VSechny tyto proteiny podléhaji
raznym posttranskripcnim modifikacim, které se podileji na regulaci jejich aktivity. VétSina

prenasect patiici do NRT1 skupiny disponuji nizkoafinitnim typem pfenosu,
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pouze At-NRT1.1 je dudlni (Barbier-Brygoo a kol.,, 2011). Tento A#-NRTI1.1 znamy
také jako CHL1 vyskytujici se v A. thaliana byl poprvé izolovan v roce 1993 Tsayem
a kolegy. Bylo zjisténo, ze ma dualni charakter a mize fungovat jako HATS i LATS. Zména
z niz§i na vyssi afinitu je zptusobena fosforylaci threoninového zbytku (T101) vyvolanou
zménou vnéjsi koncentrace dusi¢nant (Tsay a kol., 1993; Barbier-Brygoo a kol., 2011).

Vakuolarni prenase¢ malatu AttDT (Arabidopsis thaliana tonoplast dicarboxylated
transporter) nachdzejici se v A. thaliana je ortologem k zivociSnému prenaSeci
Na*/dikarboxylat (NaDC1-3). Nachazi se v tonoplastu a jeho aktivita nezavisi
na koncentraci sodiku, nybrz je jeho aktivita pohanéna elektrochemickym gradientem mezi
vakuolou a cytosolem (Barbier-Brygoo a kol., 2011). Mutantni rostliny v AttDT vykazuji
nizsi koncentrace malatu v listech (Hurth a kol., 2005).

Za prijem siry, jednoho z esencialnich prvku pro rostlinu, je zodpovédny siranovy
prenase¢ SULTR (sulfate transporter). Neumoziiuje pouze piijem siranového aniontu z pudy
ve formé roztoku, ktery probiha formou symportu s protonem, ale i jeho distribuci. Rodina
SULTR prenaSecu je tvorena Ctyfmi genovymi podrodinami, které se z 60 % shoduji
ve své aminokyselinové sekvenci. Podrodiny SULTR1 a SULTR2 jsou primdrne
zodpovédné za pfijem siranovych aniont kofeny z pudy a jejich distribuci do mista urceni.
SULTR3 zprostiedkovavaji prenos aniontd do chloroplastt a SULTR4 se nachazi
v tonoplastu, kde umoziuji presun uskladnénych siranovych anionti do cytosolu (Wang
a kol., 2021).

Fosfor je dilezity rostlinny makroprvek, ktery je ale malo rozpustny, v roztocich
malo pohyblivy a mé nizkou schopnost zabudovat se do organickych sloucenin (Mtodzinska
a Zboinska, 2016). Primarn€ ho rostlina ziskava ve formé anorganického fosfatu
a pfi neutralnim pH také ve formé dihydrogenfosfore¢nanového aniontu. Pfes nizkou
koncentraci fosforu v ptudé (1-10 uM) je jeho obsah v rostliné relativné vysoky (5-20 mM)
(Raghothama, 1999; Hinsinger, 2001). V A. thaliana existuji vysokoafinitni a nizkoafinitni
prenaseCe. Vysokoafinitni pfenaseCe se nachazi v plasmatické membrané bunék korenu
apatii  doskupiny PHT1  (phosphate  transporter).  Principem  transportu
dihydrogenfosfoercnanového aniontu je symport s protonem, transport anorganického
fosfatu je pohanén H*-ATPasou v plasmatické membrane. Z kofent je fosfor prenasen

do xylému pomoci PHOI prenasecu. Intracelularni pfenasece jsou lokalizovany predevs§im
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ve vakuole (PHTS5.1, PHTS.2, PHTS5.3), Golgiho apardtu (PHT4.6), mitochondriich
(PHT3.1, PHT3.2, PHT3.3) a plastidech (PHT2.1) (Mtodzinska a Zboinska, 2016).

2.2.2 Vliv svétla na aniontové kanaly

Funkce aniontovych kanal mohou byt regulovany riznymi faktory. Radi se do skupiny
pasivnich transportért, jejichz funkce zavisi na elektrochemickém gradientu substratu.
Otevirani a uzavirani kanalli ,gating” muze byt tedy fizeno membranovym napétim,
jiné kandly mohou byt ovlivnény vazbou ligandu, kterym je naptiklad vapenaty iont
(Czempinski a kol., 1999; Spalding, 2000). Pravé porozuméni vlivu svétla na aniontové
kandly je pfedmétem mnoha studii, a 1 této bakalarské prace

Rostlinné bunky jsou v mnoha ¢astech rostliny a v riznych obdobich jejiho vyvoje
zodpovédné za ziskavani dulezitych informaci ze svétla prostiednictvim fotoreceptort
a pifidruzenych signalnich fetézci. Rostlina se pfizpusobuje svételnym podminkam
a dochazi tak k fotomorfogenezi. Aniontové kanaly hraji béhem téchto procesu dileZitou
roli (Spalding, 2000). Pokud jsou ve tmé klicici hypokotyly rostliny A. thaliana vystaveny
modrému svétlu, dojde k vyraznému poklesu rychlosti ristu na tkor vyvoje
fotosyntetizujicich organt (Cosgrove, 1994). Tato reakce miize byt rozliSena na dvé faze
inhibice (Parks a kol., 1998). Prvni je spousténa po pfiblizné 30 vtefinach prostrednictvim
fotoreceptoru pro UVA/modré svétlo. V druhé fazi hraje roli CRY1 a tato faze zacina
asi 46-60 minut pro expozici modrym svétlem. Kazdé ztéchto fazi predchazi znacna
depolarizace membrany, coz svéd¢i o ovlivnéni aniontovych kanalu v této fotomorfogenni
reakci (Spalding a Cosgrove, 1989).

Modré svétlo ma také vyznam pii otevirani praduchi (Obr. 3). Kinaza
fototropinového receptoru (PHOT1 a PHOT?2) je aktivovana absorpci modrého svétla. Tento
signal ddle aktivuje H*-ATPasu lokalizovanou v plazmatické membrané stomatalnich
bunék, kterd pumpuje proton a tim dojde k hyperpolarizaci membrany. Tato zména napéti
na membran€ je vyrovnavana tokem draselného iontu dovnitf buiiky, ¢imz narusuje
osmotickou rovnovdhu v burice, voda proudi do buiky za zvySovani turgorového tlaku,
ktery pfimo zpusobuje otevieni praduchu (Hlavinka a kol., 2013).

S-typ aniontovych kanali muaze byt také regulovan svétlem. Bylo zjisténo, ze tyto
kanaly jsou modrym svétlem inhibovany, naopak oxid uhliCity na né ma stimulujici efekt

(Brearley a kol., 1997; Raschke a kol., 2003; Roelfsema a kol., 2002). Jinym ptikladem vlivu
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svétla na aniontové kandly mohou byt mezofylové buiky hrachu setého (P. sativum),
u kterych byla pozorovana aktivace aniontovych kanalt bilym svétlem (Elzenga a kol.,
1995).

fototropni aktivace

otevfeni priduchu

Obr. 3: Signalni draha otevirani stomat vlivem modrého svétla. Sipky znai pozitivni regulaci, $ipky tvaru , T
symbolizuji inhibici. Pismeno P v bilém poli predstavuje fosforylaci jednotlivych proteinii. Doba trvéani a
potadi jednotlivych klicovych procesu pro otevieni pruduchu vlivem svétla (~2 hod.) je ndsledujici: aktivace
fototropinu (do 1 min.), pumpovani H* (~2,5 min.), hyperpolarizace (né¢kolik minut), akumulace K* (30-60
min.). Rozpad triacylglycerohi, degradace skrobu a remodelace vakuol jsou pozorovany 1 az 2 hodiny po
zahajeni svétlené expozice (phot: fototropin, 14-3-3: 14-3-3 protein, Chl: chloroplast, PAR — photosyntetically
active radiation: Fotosynteticky aktivni zafeni, TAG: triacylglycerol) (upraveno dle Inoue a Kinoshita, 2017)
(vytvotfeno pomoci BioRender.com).
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2.3 Inhibitory aniontovych kanala

Inhibitory nebo také blokatory aniontovych kanalti jsou chemikalie pouzivané ve vyzkumu
pro studium role aniontovych kanalt v regulaci vyvoje, signdlni transdukci, rastu hypokotylt
a regulaci turgoru (Thomine a kol., 1997a; Schwartz a kol., 1995). K nejb&znéji pouzivanym
inhibitoram patfi DIDS (4,4'-diisothiokyanatostilbene-2,2'-disulfonova), NPPB (5-nitro-2-
(3-fenylproyl amino)benzoové kyselina), 9-AC (anthracen-9-karboxylova kyselina) a NIF
(2-{[3-(trifluormethyl)fenyl]Jamino }nikotinova kyselina), (Obr. 4) (Thomine a kol., 1997a).
Kyselina niflumova byla pouzita jako inhibitor aniontovych kanalu v rdmci experimentalni

Casti této bakalarské prace a jeji charakteristice je vénovan nasledujici odstavec.

HO O

ZT

Obr. 4: Strukturni vzorec kyseliny niflumové (NIF)

Kyselina niflumova (NIF) je spolu s 9-AC inhibitor aniontovych kanal S-typu (slow
anion channel) ve svéracich bunkach hrachu Vicia faba L. a spolecné také potlacuji inhibici
otevirani priducht zpusobenou kyselinou abscisovou (ABA) u V. faba L. a Commelima
communis 1 (Thomine a kol., 1997a). Bylo zjisténo, ze NIF potlacuje tuto inhibici za vSech
svételnych podminek, coz napovida tomu, ze NIF inhibuje kandly, které funguji opacné
nez kandly regulované svétlem (Hlavinka a kol.,, 2013; Schwartz a kol., 1995). Vliv
inhibitoru NIF a dalSich na aniontové kanaly bunék pruduchu studoval Schwartz a kol.
(1995). V ramci jeho experimentt bylo zjisténo, ze byla potieba pouze 18 uM koncentrace
kyseliny niflumové k 50% potlaceni inhibice otevirani praduchu pusobenim ABA
v C. communis. K inhibici S-typu kanali v stomatech kyselinou niflumovou stacila
koncentrace 50 pmol/l a tato inhibice nebyla reversibilni (Schwartz a kol., 1995). Thomine
a kol. (1997a) studovali vliv NIF na rust etiolizovaného hypokotylu Arabidopsis, jehoz rust
byl jinak ovliviiovan hormonem auxinem a bylo zjisténo, ze NIF (100 uM) tlumil silnou
redukci prodluzovani hypokotylu, ktera relativné vyjadiena v procentech Cinila 35-53 %

oproti kontrole.
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neselektivni kationtové kandly aktivované vazbou vdpenatého kationtu. (Gogelein a kol.,
1990). Je také predmétem studia 1écby rakoviny, kdy je kvili své protirakovinové aktivité
testovdna napiiklad sloucenina  stifibrného komplexu s kyselinou niflumovou
a Diklofenakem (kyselina 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyloctovd) (Altay a kol., 2022)
nebo kobaltnaté ([Co(nif)2(met)(4-pic)] a nikelnaté [Ni(nif)2(met)(4-pic)] komplexy (Caglar
a kol., 2021).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinny material

Interakce fototropinovych signalnich drah a aniontovych kanald byla studovédna
na mutantnich rostlindch husenicku rolniho Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Jako kontrola
(wild type) slouzil genotyp glabral (gl-1). Déle byli pouziti mutanti v jednom genu (single
mutanti) photl a phot2, odvozeni od gl-1, ktefi obsahovaly mutaci v genu pro fototropin
PHOT]1, respektive fototropin PHOT2, a mutant phot1/2 s defekty v obou genech soucasné
(double mutant). Protein PHOT1 byl poprvé popsan roku 1995 pod pivodnim oznacenim
NPHI (Liscum a Briggs, 1995) a o dva roky pozdéji byl izolovan na tfetim chromosomu

(Huala a kol., 1997). Gen PHOT?2 byl dtive oznacovan NPLI (Jarillo a kol., 2001).
3.2 Metodika
3.2.1 Priprava kultiva¢niho média MS

K pfiprave 2 | kultivacniho média MS (Murashige a Skoog, 1962) byl do 3 1 Erlenmayerovy
bariky odmeéten 1 1 destilované vody a opatrné vlozeno magnetické michadlo. Barka byla
umisténa na magnetickou michacku. Na predvazkach bylo navazeno 20 g sacharézy a 8,6 g
MS média (M0221.0100, Duchefa Biochemie, Nizozemsko) a na analytickych vahich
390,4 mg MES pufru (2-(N-morfolino)ethanosulfonové kyselina) (p.a., 29834.02, Serva,
Némecko). Chemikalie byly za stalého michani rozpustény v Erlenmayerové barice a poté
byl objem doplnén destilovanou vodou na 2 1. Pomoci 1M hydroxidu draselného (KOH)
bylo pH upraveno na hodnotu 6,1. Nasledné bylo do kazdé ze 4 termolahvi se Sroubovacim
uzavérem navazeno 3,5 g fytoagaru (9002-18-0, Duchefa Biochemie, Nizozemsko) a nalito
500 ml pfipraveného tekutého média z Erlenmayerovy baiky. Lahve byly uzavieny a uzaveér
byl prekryt aluminiovou folii a opatfen autoklavovaci paskou. Lahve byly oznac¢eny datem
a jménem. Médium bylo vysterilizovano v parnim autoklavu pfi teploté¢ 121 °C a tlaku

101,3 kPa. Sterilni médium bylo uskladnéno v lednicce.
3.2.2 Sterilizace a vysev semen

Sterilizace 1 vysev probihal ve sterilnim prostiedi ve flowboxu. Pro experiment bylo pouzito

350 semen mutantt gabral a photl rostliny Arabidopsis thaliana. Semena byla navazena
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do mikrozkumavek (100 semen = cca. 2 mg) a byla 20 minut povrchové sterilizovana
pomoci 1 ml roztoku Sava obsahujiciho 1,4 % aktivniho chloru. Tento roztok Sava byl
pfipraven smichanim 300 ml originalniho pfipravku Savo se 700 ml destilované vody.
Béhem sterilizace semen bylo rozehtato dfive pfipravené kultivaéni médium MS a do kazdé
z 12 Petriho misek (sterilni plastové, primér 90 mm) bylo nalito 20 ml MS média,
jenz pak tuhlo v Casteéné zakrytych miskadch. Z mikrozkumavky se semeny byl po
20 minutdch odpipetovan roztok Sava a semena byla Sestkrat promyta vzdy 1 ml sterilni
destilované vody. Pro snadnéjsi manipulaci se semeny a vysévani semen byla semena
po dokonceni sterilizace ponechana asi v 1 ml sterilni destilované vody. Sterilnim skalpelem
byla sefiznuta plastova pipetovaci Spicka tak, aby priameér jejiho otvoru piiblizné€ odpovidal
velikosti priméru semene a automatickou pipetou (pro objemy 2 az 20 ul) bylo vyseto
priblizn€ 50 semen na kazdou z Petriho misek. Misky byly oblepeny dvakrat dokola paskou
z netkané textilie (Softpore, Batiste Medical, CR) oznaleny genotypem a zabaleny
do alobalu, aby byla semena uchovana ve tmé. Alobal byl opatfen jmenovkou s datem
vysevu a po 3 dny byla semena kultivovadna v automatické rastové komore (Microclima

1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko) pfi teploté 23 °C.
3.2.3 Prenos kli¢icich semen

Z ptedem rozehiatého MS média byly pfipraveny 3 zasobni roztoky média s inhibitorem
NIF (kyselina niflumovd) (2-{[3-(trifluormethyl)fenyl]amino }nikotinovd kyselina)
(N-0630, Sigma, Némecko) o objemu 60 ml, viz tabulka ¢. 1. Do 12 Petriho misek bylo

rozlito médium s koncentracemi NIF: 30 umol-1"!, 90 pmol-1"!, 120 pmol-1-.
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Tabulka 1: Objemy a koncentrace inhibitoru NIF pro piipravu 60 ml média

Inhibitor Koncentrace Vysledné Objem inhibitoru ve
zésobniho roztoku koncentrace 60 ml MS média
[mol-1"] testované v médiu (]
[wmol- I
30 180
NIF 1072 90 540
120 720

Malou pinzetou, ktera byla pred pouzitim oplachnuta v 96 % ethanolu a nasledné
sterilizovana zihanim v plamenu lihového kahanu, bylo pfenaseno 10 rostlin stejné velikosti
na kazdou z misek. Misky byly po transferu oblepeny paskou z netkané textilie a popsany
genotypem, jménem, prislu§nou koncentraci a typem svételnych podminek, do kterych byly
umistény. Rostliny byly inkubovany 7 dni ve tmé nebo na modrém c¢i Cerveném svétle
pfi teploté 23 °C. Zdrojem modrého svétla s maximalni intenzitou osvétleni 10 pmol m2s™!
pii vinové délce 440 nm byla zatfivka Philips TLD-36W/18-Blue. Zdrojem cerveného svétla
s maximalni intenzitou osvétleni pfi 10 pmol m™ s™! pii vinové délce 660 nm byla zativka
Philips TLD36W/15-Red. Petriho misky s rostlinami uréenymi pro rast ve tmé byly zabaleny
do hlinikové folie, umistény do stejné ristové komory a inkubovany rovnéz 7 dnu pii teploté
23 °C.

3.2.4 Méreni korene a hypokotylu

Po tydnu inkubace rostlin na modrém, Cerveném svétle a ve tmé byla zmeérena délka
hypokotylu a kofene pomoci pravitka s presnosti méfeni na 1 mm. Pro lepsi vizualizaci
a snaz§i méteni byla kazda rostlina pinzetou opatrné pfesunuta a vyrovnana na podlozce
cerné barvy. Hodnoty byly zapisovany do zadznamového archu a z nich byly vypocitany

pramérné hodnoty. Vysledky pak byly zpracovany ve formé graft.

Pro urCeni statistické vyznamnosti rozdili mezi dvéma vzorky byl pouzit T-test
(Mann-Whitney test). Statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru MS Excel

(Microsoft, USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv inhibitoru NIF na aniontové kanaly v ruastu rostlin.

Cilem experimentt bylo analyzovat rast hypokotylt a kofent u ¢tyfech vybranych genotypt
rostliny husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) v zavislosti na koncentraci
NIF a na vybranych svételnych podminkach. Genotyp glabra-1 (gl-1) slouzil jako kontrolni
genotyp pro mutanty photl, phot2 a dvojity mutant photl/phot2. Uvedeni mutanti maji
poruchu v genech pro fotoreceptory fototropiny PHOT1 a PHOT?2 a maji naruSeny vSechny
odpovédi zprostiedkované fototropiny. Semena vSech uvedenych genotypt byla laskaveé
poskytnuta Winslow R. Briggesem (Carnegie Institution of Washington, Stanford, CA,
USA).

4.1.1 Rust korenu

Rast kofent jednotlivych mutantd glabral, photl, phot2 a photl/2 zobrazuji obr. 1-4.
U kontrolniho genotypu glabral (Obr. 1, vlevo) byly délky kofent etiolizovanych rostlin
(10,9 mm) pti koncentraci NIF O uM podstatné krati nez koteny rostlin rostouci na modrém
(15,6 mm) a ¢erveném svétle (16,6 mm). Inhibitor NIF aplikovany v koncentracich 30, 90
a 120 umol/l pak rtst kofenti zieteln€ inhiboval u rostlin rostoucich na vSech testovanych
svételnych podminkach. Inhibice ristu kofend inhibitorem NIF byla prekvapivé
nejvyrazng€jsi pii koncentraci 30 umol/l, a to ve tmé (4,9 mm) i na modrém (4,6 mm)
a Cerveném (5,6 mm) svétle, kdezto NIF v koncentracich 90 a 120 umol/l redukoval rust
kofeni méné€, nez pii koncentraci 30 umol/l, a to opét urostlin rostoucich za vSech
testovanych svételnych podminek (Obr. 1, vlevo). Etiolizované koteny photl (Obr. €. 2,
vpravo) byly na zdkladnim médium nejkratsi (11,4 mm), naopak kofeny inkubované
na ¢erveném svétle byly nejdelsi (18,4 mm). Stoupajici koncentrace inhibitoru NIF vedly
k redukci rastu kofenti photl, ato nejvyraznéji opét pii 30 umol/l. Podobné jako u gl-1
a mutanta photl, kofeny mutanta phot2 na médiu bez NIF byly nejkratsi ve tmé (21,0 mm)
a nejdelsi na Cerveném svétle (28,6 mm) (Obr. 3, vlevo). Rist kofenii mutanta byl nasledné
vyrazné potlaCen inhibitorem NIF, podobné na vsech testovanych svételnych podminkach.
Opét bylo pozorovano, ze nejsilnéji byl rust kofentt phot2 redukovan u rostlin rostoucich
na MS médiu s 30 umol/l NIF a opét nezavisle na svételnych podminkach (Obr. 3, vlevo).
Podobna situace pak byla zisténa u dvojitého mutantu photl/2 (Obr. 4, vpravo).
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Etiolizované koteny byly vyrazné krat$i nez kofeny rostouci na svétle. Na Cerveném svétle
byly kofeny nejdel$i. Pfidanim 30 pumol/l inhibitoru NIF do média dochézelo k vyrazné
inhibici rastu, ktera v§ak pii 90 umol/l NIF klesala a opét stoupala pii 120 umol/l (Obr. 4,

vpravo).
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Obr. 1 a 2: Prumérné délky kotenu kontrolniho genotypu glabral a mutanta photl rostlin Arabidopsis thaliana
L. inkubovanych ve tm¢ (Dark), na modrém (BL), Cerveném (RL) svétle rostoucich po dobu 7 dnu
na MS médiu obohaceném o vybrané koncentrace inhibitoru NIF. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE

ziskané ze sedmi (gl-1) resp. ze tii (photl) nezavislych experimentd.
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Obr. 3 a 4: Primémé délky kofeni mutantli phot2 respektive photl/2 rostlin Arabidopsis thaliana L.
inkubovanych ve tm¢ (Dark), na modrém (BL), Cerveném (RL) svétle rostoucich po dobu 7 dnii na MS médiu
obohaceném o vybrané koncentrace inhibitoru NIF. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE ziskané ze tii

nezdvislych experimentu.
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Nejvyrazné€jsi rozdily v délkach kofenti jednotlivych genotypi pii odlisnych
svétlenych podminkach vykazovaly rostliny oSetfené 90 uM koncentraci inhibitoru
NIF v MS médiu a tyto odlisnosti vyjadiuje relativni inhibice ristu vyjadiena v procentech
(Obr. 5). Na obr. 5 je zfetelné vidét, ze u kontrolniho genotypu gl-1 NIF ve tmé redukoval
délku kofene asi 0 21 %, zatimco modré svétlo (inhibice rustu 43,7 %) a Cervené svétlo
(42,3 %) vyrazné zvySovalo relativni citlivost kofent k NIF. U mutanta photl se citlivost
kofent k inhibitoru rovnéz zvysila na modrém (14,1 %), ale predevs§im vyrazné na Cerveném
svétle (22,1 %). Data rovnéz ukazuji, ze mutace v genu PHOTI vedla ke snizeni citlivosti
etiolizovanych kofeni ve srovnani kontrolnim genotypem gi-1. V ptipadé€ photl vsak
vykazovaly vypocitané hodnoty inhibice ristu kofenl relativné vysokou variabilitu.
U mutanta phot2 byla citlivost kofenti na Cerveném svétle (inhibice rastu 46,8 %) podobna
citlivost etiolizovanych rostlin (44,8 %), ale byla mirn¢€ zvySena pouze na modrém svétle
(54,9 %). Soucasné si muzeme vSimnout, ze relativni inhibice ristu kofene mutanta phot2
byla ve tmé a na modrém svétle, nikoliv vSak na svétle Cerveném, znatelné¢ vySsi
nez u kontrolnitho genotypu gl-1 (Obr. 5). Signifikantni rozdily vSak mezi vzorky
pozorovany nebyly a hodnoty inhibice rustu ukazovaly vysokou variabilitu, podobné jako
bylo zminéno u mutanta photl. U dvojitého mutanta phot1/2 pak byla inhibice rastu kofent
znatelné zvySena na modrém (70,0 %) a podobné na Cerveném svétle (72,6 %) (Obr. 5).
Je rovnéz vidét, ze citlivost kofen dvojitého mutanta k inhibicnim ucinkiim NIF byla
vyrazné€ vyss§i nez citlivost kofent genotypu gi-1, a to pfi vSech testovanych svételnych
podminkdch (Obr. 5).

Hodnoty relativni inhibice ristu kofene byly statisticky srovnany metodou T-testu.
Na Obr. 5 jsou signifikantni rozdily vyjadfeny pro hladinu vyznamnosti P = 0,1 symbolem
,, T apro hladinu vyznamnosti P = 0,01 symbolem , ***“, Relativni/Primérna inhibice ristu
kofenti dvojittho mutanta photl/2 ve tmé a na Cerveném svétle byla oproti
relativni/pramérné inhibici kofenti g/-I rostoucich ve stejnych svételnych podminkach
na hladin€ vyznamnosti P =0,1 signifikantné rozdilna. Signifikantni rozdil pifi hladiné
vyznamnosti P = 0,01 od kofent photl/2 rostoucich ve tmé pii stejné koncentraci NIF
vykazovaly relativni/primérné inhibice rustu phot1/2 rostouci na modrém a Cerveném svétle

(Obr. 5).

27



NIF 90 uM

110

90 A

gy FEF

70 1

W Dark

30 - mBL
mRL

10 A

Inhibice riistu kofene [%)]

-30

glabral photl phot2 phot1/2

Obr. 5: V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych inhibici ristu kotent + SE vypocitané ve 3 az 7 (gl-1)
na sob¢ nezavislych experimentech; + = signifikantni rozdil (T-test, P = 0,1) od kofenti gl-/ rostoucich
ve stejnych svételnych podminkach; *** = signifikantni rozdil (T-test, *** P = 0,01) od kotent photl/2
rostoucich ve tm¢ pfi stejné koncentraci NIF.

4.1.2 Rust hypokotylu

Rist hypokotyld byl sledovan na mutantech glabral, photl, phot2 a photl/2 (Obr. 6-9).
Hypokotyly kontrolnich rostlin glabral byly na zékladnim médiu nejkrat§i v piipadé
kultivace na modrém svétle (10,3 mm). Rostliny rostouci na ¢erveném svétle (20,1 mm)
a ve tmé (19,0 mm) pfi jinak stejnych podminkach mely vyrazné del§i hypokotyly (Obr. 6,
vlevo). Se stoupajici koncentraci inhibitoru NIF (30, 90 a 120 pmol/l) dochazelo k postupné
redukci délky hypokotylu gi-1. Rast rostlin oSetfenych 120 umol/l kyseliny niflumové byl
nejvice inhibovan, pficemz hypokotyly rostouci na modrém svétle byly nejkratsi (4,4 mm),
stejné jako na zakladnim médiu. Na Cerveném svétle a ve tmé byla délka hypokotylt vétsi
(v obou ptipadech 10,3 mm; Obr. 6, vlevo).

Hypokotyly photl rostouci na modrém svétle byly na zdkladnim médiu opét nejkratsi
(12,8 mm), hypokotyly rostouci na Cerveném svétle (21,7 mm) a ve tmeé (20,9 mm) je naopak
vyrazné prerustaly (Obr. 7, vpravo). Stejn€ jako u kontrolniho genotypu dochazelo u photl
s rostouci koncentraci inhibitoru k redukci délky hypokotyli. Nezavisle na pouzité
koncentraci inhibitoru nejkratsi byly vzdy hypokotyly, které rostly na modrém svétle
(Obr. 7, vpravo). U genotypu phot2 vykazovaly délky hypokotyld na zakladnim médiu

odlisné hodnoty (Obr. 8, vlevo). Rostliny rostouci na modrém svétle mély nejkratsi
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hypokotyly (14,2 mm), Etiolizované hypokotyly byly naopak nejdelsi (20,6 mm). Inhibitor
NIF pridavany ve vybranych koncentracich pak rist inhiboval nezavisle na svételnych
podminkdch. Poslednim sledovanym genotypem byl dvojity mutant photi/2 (Obr. 9,
vpravo), ktery mel stejné jako predeslé genotypy na zdkladnim médiu vyrazné kratsi
hypokotyly u rostlin rostoucich na modrém svétle (10,5 mm), kdezto hypokotyly inkubované
na Cerveném svétle (18,2 mm) a ve tme (19,3 mm) byly podstatné delsi. Délka hypokotylu

byla pak se stoupajici koncentraci NIF rovnéz vyrazné redukovéana (Obr. 9, vpravo).
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Obr. 6 a 7: Primérné délky hypokotyli mutantii glabral respektive photl rostliny Arabidopsis thaliana L.
inkubovanych na modrém (BL), ¢erveném (RL) svétle a ve tm¢ (Dark) rostoucich po dobu 7 dnti na MS médiu
obohaceném o vybrané koncentrace inhibitoru NIF. Data reprezentuji primémé hodnoty = SE ze sedmi (gl-1)
resp. tii (photl) experimenti.
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Obr. 8 a 9: Primérné délky hypokotylt mutanti phot2 respektive photl/2 rostliny Arabidopsis thaliana L.
inkubovanych na modrém (BL), ¢erveném (RL) svétle a ve tm¢ (Dark) rostoucich po dobu 7 dnti na MS médiu
obohaceném o vybrané koncentrace inhibitoru NIF. Data reprezentuji primémé hodnoty +SE ze tii
experimentil.

Nejvyznamnéjsi rozdily v délkach hypokotyld mezi jednotlivymi mutanty byly
pozorovany po piidani 90 pmol/l inhibitoru NIF. Odlisnosti v relativni inhibici ristu

hypokotylt jednotlivych genotypt (v %) pii koncentraci 90 umol/l NIF jsou znazornény
na obr. 10. Pfidani 90 pmol/l inhibitoru NIF zpasobilo u glabral inhibici rastu, ktera byla
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na modrém svétle mirn€ zvysena (46,4 %) oproti rostlinim stejného genotypu, které rostly
na svétle Cerveném (36,7 %) a ve tmé (35,6 %) (Obr. 10). Velice podobné reagoval i mutant
photl, u néhoz byla ale inhibice ristu na Cerveném svétle (29,3 %) a ve tmé (27,3 %) mirné
nizsi, nez u glabral (Obr. 10). Podobné jako u kofent vSak vypocitané hodnoty inhibice
rastu hypokotyla photl vykazovaly relativné vysokou variabilitu. U mutantu phot2 byla
inhibice ristu hypokotylu vlivem 90 uM NIF relativné nizka ve tmé (7 %), ale byla silné
zvySena pusobenim modrého svétla (32,1 %) a mirn€ plisobenim Cerveného svétla (15,8 %).
Soucasn€ mutant phot2 ukazoval oproti g/-1 snizenou citlivost k NIF pfi v§ech testovanych
svételnych podminkach (Obr. 10). U dvojitého mutanta photl/2 byla inhibice rastu
hypokotylu vlivem NIF vyrazné zvySena vlivem modrého svétla (52,9 %), ale pouze velice
mirn€ vlivem Cerveného svétla (34,6 %). Soucasné aroven inhibice rustu hypokotylu phot1/2
byla vice ¢i méné podobnad inhibici pozorované u gl-1, a to pfi vSech svételnych podminkach
(Obr. 10).

Hodnoty relativni inhibice rastu hypokotylu byly statisticky srovnany metodou
T-testu, signifikantni rozdily jsou vyjadreny pro hladinu vyznamnosti P = 0,1 symbolem ,+*
a pro hladinu vyznamnosti P = 0,01 symbolem , ***“ na obrazku 5. Relativni/pramérna
inhibice rastu etiolizovanych hypokotyld mutantu phot2 vykazovala signifikantni rozdil
od priamérné inhibice ristu hypokotylt g/-1 rostoucich ve stejnych svétlenych podminkach
pii hladin€ vyznamnosti P = 0,1. Stejné jako u vysledkd kofent i v tomto pfipadé byla
inhibice ristu hypokotylt photl/2 rostoucich na modrém svétle signifikantné odlisna
od hypokotylt phot1/2 rostoucich ve tmé pii stejné koncentraci pii hladiné vyznamnosti

P =0,01.
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Obr 10: V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych inhibici riistu hypokotylii = SE vypocitané ve 3 az 7
(gl-1) na sob¢ nezavislych experimentech; + = signifikantni rozdil (T-test, P = 0,1) od hypokotylu gl-/
rostoucich ve stejnych svételnych podminkach; *** = signifikantni rozdil (T-test, *** P = 0,01) od hypokotyli
phot1/2 rostoucich ve tm¢ pfi stejné koncentraci NIF.
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S DISKUZE

Experimentalni ¢ast této bakalarské prace se zabyvala otazkou, zda aniontové kanaly
ovliviiyji rust rostliny a zda je mozné aktivitu aniontovych kanalti ovliviiovat svétlem,
prostiednictvim fotoreceptori pro modré svétlo, fototropind. V experimentu je pouzita
kombinace farmakologického a genetického pfistupu, kdy byly na vybrané druhy mutanti
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. aplikovany rizné koncentrace inhibitoru aniontovych
kanall, kyseliny niflumové. Vybrani mutanti mé€ly defekt v genu pro fototropiny PHOT1
a PHOT?2.

5.1 Vliv NIF-sensitivnich aniontovych kanali na rust kofene

Jak bylo jiz dfive zminéno, kyselina niflumovd (NIF) je inhibitor aniontovych kanala
a v kofenovych epidermdlnich butikach Arabidopsis NIF tuto inhibici vyvoldva (Tavares
a kol, 2011; Diatlof a kol. 2004). Bylo zji§téno, ze NIF rovnéz inhibuje aniontové kandly
v epidermalnich burikach kotene pSenice (Triticum aestivum), aniontové kandly bunék
kotenové stélky kukurice a bunek apikalni ¢asti korene kukufice a pSenice (Roberts, 2006).

V ramci experimentd této bakalaiské prace, pii kterych byly pouzity koncentrace
kyseliny niflumové 30, 90 a 120 pumol/l, byla zji§téno, ze po pfidani inhibitoru NIF do média
byl rast kofend u vSech kultivari nezavisle na svételnych podminkach inhibovan. Tyto
vysledky naznacuji, ze NIF-sensitivni kandly jsou zapojeny v rustu kofenu rostlin
Arabidopis, a to ve vSech testovanych svételnych podminkach.

V experimentech s kontrolnim genotypem gl-1 bylo zjisténo, ze inhibice rastu kofent
vlivem NIF se zvysuje na modrém a cerveném svétle. To vede k dedukeci, ze svétlo néjakym
zpusobem ovliviiyje aktivitu kanald. Je naptiklad mozné, Ze svétlo n€jakym zplisobem
zvySsuje citlivost NIF-sensitivnich kanali k inhibitoru NIF, tzn., Ze se vlivem svétla mohou
vlastnosti kanali meénit. Je ale rovnéz mozné, ze svétlo muze snizovat mnozstvi
NIF-sensitivnich kanalt neboli snizovat expresi genu, které NIF-sensitivni kanaly koduji.
Pfi mensSim mnozstvi kanall by tak stacilo mensi mnozstvi NIF v roztoku (mensi
koncentrace) k zablokovani €asti z nich. V experimentech jsme zjistili, ze zvySeni citlivosti
kofeni k NIF vlivem svétla je pozorovano i u mutanta photl, phot2 i photl/2, neboli,
ze defekt v téchto fotoreceptorech reakci kotfenti k NIF v tomto sméru neovliviiuje. Z toho

lze dedukovat, ze zvySeni reakce kofenti k NIF vlivem svétla neni zprostfedkovan
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fototropiny. Je vSak nutno zminit, Ze hodnoty inhibice ristu kofent u mutantt photl a phot2
byly v jednotlivych experimentech dosti variabilni, a proto pro potvrzeni vySe zminénych
zavéria by bylo nutno provést vétsi pocet nezavislych experimentd. Vysledky rovnéz
ukazaly, ze kofeny mutanta photl vykazuji za vSech svételnych podminek snizenou reakci
k NIF, zatimco mutant phot2 a dvojity mutant photl/2 ukazuji naopak zvySenou reakci
k inhibi¢nim ucinkim NIF. Tyto vysledky naznacuji, ze funkéni fotoreceptor PHOT1
by mohl zvySovat reakci kofent k NIF, kdezto PHOT2 by reakci kofent k NIF mohl
snizovat. Fakt, ze dvojity mutant v tomto smyslu reaguje podobné jako mutant phot2
pak muze znamenat, ze PHOT2 by se mohl chovat k PHOT1 epistaticky, tedy nadfazené.
Dale bylo zjisténo, Ze tato inhibice rastu kofenu je u glabral, photl a phot2 nehledé
na svételné podminky piekvapivé nejvétsi pii koncentraci 30 umol/l a pfi koncentraci
90 umol/l je mirné¢ mensi. Tento neocekavany vysledek naznacuje, ze pfi této koncentraci
muze jednak dochazet k jinym jevim zpusobujici inhibici, které zatim nebyly popsany
a mohly by byt pfedmétem dalSich experimentd. Je rovnéz mozné, ze vzhledem k pomérmné
velkym odchylkam pfi méfeni kotfenl photl a phot2 doslo k n¢jaké chybé pii provadéni

experimentu.
5.2 Vliv NIF-sensitivnich aniontovych kanali na rust hypokotylu

Z diivgjsich vyzkumi vyplyva, ze kyselina niflumova interaguje s aniontovymi kandly
regulovanymi zménou napéti v hypokotylu Arabidopsis jiz pii koncentraci 0,1 mM NIF,
a inhibice stoupd s rostouci koncentraci NIF (Thomine a kol., 1997b). Zaroveni bylo
dokazano, ze modré svétlo inhibuje rist hypokotylu, a to vlivem aktivace aniontovych
kanald (Cho a Spalding, 1996; White a Broadley, 2001).

V ramci experimentd této bakalaiské prace, pii kterych byly pouzity koncentrace
kyseliny niflumové 30, 90 a 120 umol/l, bylo zjiSt€no, ze po pfidani inhibitoru NIF do média
byl riist hypokotylti u vSech kultivari nezavisle na svételnych podminkach inhibovan. Tyto
vysledky naznacuji, ze NIF-sensitivni kandly jsou zapojeny v rustu hypokotylu rostlin
Arabidopis, a to ve vSech testovanych svételnych podminkach.

Vysledky experimentii s kontrolnim genotypem glabral ukazuji, ze hypokotyly
rostouci na modrém svétle maji vyrazné zvysSenou inhibici rastu. Z toho lze vyvodit,
ze modré svétlo, podobné jako v piipadé kofent, ovliviiuje v hypokotylech aktivitu

NIF-sensitivnich aniontovych kanalt. Tento trend byl zifejmy i pfes relativné vysokou
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variabilitu inhibici rastu v jednotlivych experimentech. Stejné jako u kofene,
tak i u hypokotylu muzeme piedpokladat né€kolik zpisobu ovlivnéni ristu hypokotylu
svétle. Je mozné, ze dochazi k zméné vlastnosti NIF-sensitivnich kanali vlivem modrého
svétla a je napf. zvySena citlivost kanald vuaci inhibitoru, nebo dochazi k regulaci
jiz na arovni genové exprese a muze dochazet k snizeni exprese genu, které NIF-sensitivni
kandly koduji. Inhibice rastu hypokotylt vlivem stoupajici koncentrace inhibitoru NIF
a také vlivem modrého svétla byla zaroven pozorovana i u mutanti photl, phot2 a photl/2.
Rostliny s defektem ve fototropinech vykazovaly nejvyss§i miru inhibice na modrém svétle,
a naopak na Cerveném svétle a ve tmé byla pozorovana snizena citlivost k inhibitoru NIF.
Rast hypokotyld pfi téchto svételnych podminkach nebyl vyrazné redukovan. Z vysledku
lze tedy wvyvodit, ze zvySeni reakce k NIF vlivem svétla neni pravdépodobné
zprostredkovano fototropiny.

Srovndme-li relativni inhibici ristu hypokotyli u jednotlivych genotypl, mizeme
vidét, ze mutant phot2 vykazuje snizenou inhibici ristu vlivem NIF, a to predevsim ve tmé
a na Cerveném svétle a mirn€ i na svétle modrém. To by mohlo znamenat, ze funkcni
fotoreceptor PHOT?2 zvySuje reakci k inhibitoru NIF, a to bez ohledu na svételné podminky.
Oproti tomu, photl a dvojity mutant phot1/2 vykazuji vice ¢i méné podobnou inhibici ristu
hypokotylt jako kontrolni genotyp gl-1, a to pfi vSech testovanych svételnych podminkach.
To by mohlo znamenat, Zze funk¢ni fotoreceptor PHOT1 neni v rastovych reakcich
hypokotylt k NIF zasadné€ zapojen. Fakt, ze dvojity mutant reaguje podobné jako gi-1
a photl, naznacuje, ze absence PHOT2 mize byt v piipadé reakce hypokotylu k NIF

néjakym zptisobem kompenzovana.
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6 ZAVER

Tato bakalatska prace si kladla za cil zjistit, zda jsou aniontové kanaly zapojeny v rustu
rostlin a zarover, zda je tento proces ovliviiovan svétlem. Proces rastu byl studovan
na modelové rostliné husenicku rolnim Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.. Pro sledovéani
vlivu aniontovych kanali na rast byl pouzit inhibitor aniontovych kanalt, kyselina
niflumova (NIF), ktera byla pfidavana do zakladniho média v koncentracich 30, 90
a 120 umol/l. Aby bylo mozné sledovat vliv svétla na proces rustu, byly vybrani tfi mutanti
s defektem v genech pro dva fotoreceptory modrého svétla, fototropiny. Zarovern byly
rostliny inkubovany na tfech svételnych podminkach, ve tmé, na modrém a ¢erveném svétle.

Z vysledki experimenti bylo zjisténo, Ze inhibitor NIF inhibuje rist kofene
i hypokotylu, coz vede k zavéru, ze NIF-citlivé aniontové kandly jsou zapojeny v rustu
kofent i hypokotylt Arabidopsis. Studium rastu hypokotylt a kofent v ptritomnosti NIF
v riznych svételnych podminkach vede k zavérim, ze aktivita kanal( je pravdépodobné
ovlivilovana svétlem. Vysledky analyzy mutant photl a phot2 dale naznacuji, Ze u kofentd
funkéni fotoreceptor PHOT1 by mohl zvySovat jejich reakci k NIF, kdezto PHOT2 by reakci
kofeni k NIF mohl snizovat. V piipadé vysledki analyzy mutovanych hypokotyla
lze z vysledkt naproti tomu dedukovat, Zze funkcni fotoreceptor PHOT2 zvySuje reakci
k inhibitoru NIF, kdezto PHOT1 neni vreakci hypokotyli kNIF zapojen.
Protoze vSak hodnoty inhibice rastu kofent i hypokotyld u mutantt photl a phot2 byly
v jednotlivych experimentech znacné variabilni, je nutné zminéné zavéry brat zatim
s rezervou, dokud nebudou ziskany vysledky z vysSSiho poctu dalSich nezavislych
experimentu.

Vzhledem k prekvapivé vyrazné inhibici rust kofene pfi oSetfeni rostlin koncentraci
NIF 30 umol/l by bylo vhodné provést roz§itujici experimenty, které by tento jev podrobnéji
prozkoumaly. Dale je mozné provést pokusy i s jinymi typy inhibitort, které by rozsifily
znalosti o tom, jaké konkrétni aniontové kandly jsou v rastu rostlin zapojeny.

Vysledky experimentd nicméné naznacuji, ze aniontové kanaly mohou byt zapojeny
v rastu rostlin, naznacuji rozdilnost ristovych mechanismii v kotfenech a hypokotylech
rostlin a nastoluji zajimavé otazky o mozném zapojeni fotoreceptora fototropinu v regulaci

aktivity NIF-sensitivnich kanalt svétlem.
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