UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Funkce fototropint a kryptochromii v kli¢eni semen

prostirednictvim regulace aniontovych kanalia

BAKALARSKA PRACE
Autor: Aneta Rotterova
Studijni program: Biotechnologie a genové inZenyrstvi
Studijni obor: Biotechnologie a genové inzenyrstvi
Forma studia: Prezen¢ni
Vedouci prace: prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.

Rok: 2019



ProhlaSuji, Ze jsem bakaldfskou praci vypracoval/a samostatné¢ s vyznacenim vSech
pouzitych pramenil a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalaiské prace podle
zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich predpist. Byl/a jsem
seznamen/a s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zédkon, ve znéni pozdéjsich predpisti.

V Olomouci dne

Aneta Rotterova



Podékovani
Na tomto misté bych rada pod€kovala prof. RNDr. Martinu Fellnerovi, PhD. za odbornou
pomoc, cenné rady, trpélivost, ochotu a ¢as, ktery mi vénoval béhem psani této bakalaiské

prace.



Bibliograficka identifikace

Jméno a prijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Kli¢ova slova
Pocet stran

Jazyk

Aneta Rotterova

Funkce fototropinti a kryptochromt v kliceni semen
prostiednictvim regulace aniontovych kanalt
Bakalatska

Laboratof riistovych regulatort

prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.

2019

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala studiem
citlivosti kli¢eni semen kontrolnich genotypil
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh a jejich
fotomorfogennich mutantli k inhibitoru
aniontovych kanalti 9-AC pfi kultivaci za riznych
svételnych podminek. Cilem této prace bylo zjistit,
zda aniontové¢ kanaly hraji roli v kli¢eni semen a zda
jejich  funkce miaze byt ovlivnéna svétlem
prostiednictvim nékterym z fotoreceptori modrého
svétla. Pro experimentalni provedeni byly pouZiti
mutanti cryl-1, cry2-1, photl, phot2 a photl/2.
Vysledky prace ukazaly, ze inhibitor 9-AC inhibuje
kliceni semen Arabidopsis thaliana a ze svétlo
snizuje  citlivost semen k inhibitoru  9-AC.
Zvysledkli bylo vyvozeno, ze funkéni CRY1
redukuje inhibi¢ni efekt 9-AC na kliCeni semen
inkubovanych na ¢erveném svétle a funkéni CRY2
snizuje citlivost semen k 9-AC za vSech svételnych
podminek. U fototropini naopak vysledky vedly
k zavéru, ze fototropiny nejsou pravdépodobné
v citlivosti semen k 9-AC zapojeny.

aniontové kanaly, fotoreceptory, kliceni, 9-AC

52

Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and surname Aneta Rotterova

Title

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation
Abstract

Keywords

Number of pages

Language

Role of phototropins and cryptochromes

in seed germination via regulation of anion
channels

Bachelor

Laboratory of Growth Regulators

prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.

2019

In this bachelor thesis | have studied the
sensitivity of seed germination in Arabidopsis
thaliana (L.) Heyh. Responses of seeds
toananion channel inhibitor 9-AC as
a function of light conditions was studied
in photomorfogenic  mutants and  their
corresponding ecotypes. The aim of this work
was to find out whether 9-AC sensitive anion
channels play a role in seed germination and
if their function can be affected by light through
any of the blue photoreceptors. Cryl-1, cry2-1,
photl, phot2 and phot1/2 mutants were used for
experiments. The results of the work showed
that the 9-AC inhibitor inhibits the germination
of Arabidopsis thaliana seeds and that light
reduces seed sensitivity to the 9-AC blocker.
The results suggest that functional CRY1
reduces the 9-AC inhibitory effect to seed
germination incubated in red light and that
functional photoreceptor CRY2 reduces seeds
sensitivity to 9-AC under all light conditions
tested. On the other hand, the results led to
conclusion that phototropins do not play any
important role in the seed sensitivity to 9-AC.

anion channels, photoreceptors, germination,
9-AC

52

Czech



OBSAH

L UVOD ettt bt 10
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ....coocoourrimirinnininsesnerissenns 11
R B (< 1) PO PSSR URRTRTRRN 11
2.1.1 Cervené zateni a fYtoChIOMY .........ccooviviiieeieeseeee s 12
2.1.2 Modré zétfeni a receptory modrého svetla ............ccooveiiiiiiiiiiiie 13
2.1.2.1 KryptOChIOMY ..o s 13
A A o (0] 1 (0] 012V SO S 15
2.1.3 Rozdilné role kryptochromii a fototropinl v reakci na modré svétlo................ 16
2.1.4 Zapojeni COP1 proteind ve zprosttedkovani svételného signélu ..................... 17
2.2 Membranove tranSportni ProOtCINY .........cceerveererriuiereesieesee e siee e e e e seee s 18
2.2.1 AKEIVIT PIETIOS ...ttt 19
2.2.1.1 PUMPY ettt n e 19
2.2.1.2 TTanNSPOTLEETY ..eeeiuvierieiieeesiee et estee et et e sttt e bt sse e e e st e e e e sneesnneesreesnneenneeenes 19
2.2.2 KaNAIOVE PIOTEINY ...vveuvieieiiieiieiesiiesie ettt sne e 20
2.2.2.1 Typy aniontovych Kanalll ...........ccooviiiiiiiiiiiiicee e 21
2.2.2.2 Inhibitory chloridovych aniontovych kanald ..........ccccooeviiiiiiin 22
2.3 KIICONT SEIMEI ...ttt ettt e e s e e e 22
2.3.1 Vnéjsi podminky prostiedi na kliceni semene ...........cccocevveveiciiieniiniec i 24
2.3.1.2 Vliv svétla na KIi€eni rostlin..........coooeiiiiiiiiiieiece e 24
2.3.2 Vnitini faktory ovliviiujici kli€eni semene...........cccoovoveriniiciiiiencec e 25
2.3.3 Dlvody nevykliceni semene V podminkach vhodnych pro kliceni................... 26
3 EXPERIMENTALNI CAST ...oiiiiiiiiriieseseses s 27
3.1 Materidl @ MEtOAY.......ceevviiiieiiieie s 27
3.1.1 RoStHNNY MAtETIAl .....ccouviiiiiiiieee s 27
3.1.2 Piiprava MS meédia.........ccoviiiiiiiiiiiiciiici 27
3.1.3 Pouzité koncentrace inhibitOrU.........cocvriiiiiiiiiiiiieieeee e 27
3.1.4 KICONT SEIMETI ...eiviieiiiiieiiiie ettt bbb e b 28
4 VYSLEDKY ..oooiituiiieiiiiiseisessses sttt 29
4.1 Vliv inhibitoru 9-AC na kliceni semen mutanta Cryl-1.........ccccccooiiiiiiiiininnnnnns 29
4.2 Vliv inhibitoru 9-AC na kli¢eni semen mutanta Cry2-1.........ccooevvrerenerennnnnnn 32
4.3 Vliv inhibitoru 9-AC na kliceni semen mutanta photl ..........ccccooviiiiiiiininenne 35
4.4 Vliv inhibitoru 9-AC na kliceni semen mutanta phot2 ...........c.ccooviiiiiinieenns 39
4.5 Vliv inhibitoru 9-AC na kli¢eni semen mutanta photl/2 ..........cccoevviiiiiinnnnnn 41
BUDISKUZE ...ttt bt 45
6. ZAVER .....coomiitiiitiiet sttt 48

7. SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ovveeeeeeeeeeeeeeereeeereeeeseeeeeseeeseresessessssersesanes 49



8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK



CILE PRACE

Cilem mé bakaléiské prace bylo pomoci farmakologického pfistupu vysetfovat, zda jsou
aniontové kanaly zapojeny v kli¢eni semen Arabidopsis thaliana a zda aktivita téchto
kanali maze byt regulovdna modrym svétlem prostiednictvim fotoreceptor modrého
svétla.

V teoretické ¢asti mely byt shromédzdény literarni zdroje tykajici se problematiky
kli¢eni semen, svételnych signdlnich drah a aniontovych kanali. Na zéklad¢ poznatka
z nich ziskanych méla byt vypracovana literarni reSerSe na dané téma.

V experimentalni ¢asti mély byt v podminkach in vitro provedeny experimenty kliceni
semen Arabidopsis thaliana v zavislosti na koncentraci vybranych inhibitort

aniontovych kanald a v zavislosti na kvalité svétla.



Prace byla vypracovéana ve Skupin¢ molekularni fyziologie, ktera je soucasti Laboratoie

ristovych regulatori PiF UP Olomouc a Ustavu experimentalni botaniky AVCR.



1. UVOD

Svétlo a jeho vnimani rostlinou je pro riist a vyvoj rostliny velice dilezité. Rostliny jsou
zavislé na absorpci energie fotosynteticky aktivniho zéfeni. Rostliny neustdle vnimaji
kvalitu svétla, smér dopadajictho zafeni, dobu jeho piisobeni (tzv. fotoperiodu)
amnozstvi zafeni. Podle toho, v jakych svételnych podminkdch se rostlina nachazi,
dochazi k ovliviiovani riistu a vyvoje rostliny, k tzv. fotomorfogenezi. Pro vnimani zafeni
maji rostliny specifické receptory. Informace z oblasti Cervené (640 az 700 nm)
I dlouhovinné cCervené (700 az 740 nm) piinaseji fytochromy. Kryptochromy
zaznamenavaji informace z modré ¢asti spektra (425 az 490 nm) s ptesahem do UV-A
oblasti (320 az 400 nm) a oblasti zelené (490 az 56 nm). Fototropiny zprostiedkovavaji
informace také z modré oblasti svétla, mimo to pfinasi i informace o pozici zdroje zareni.
Odpovéd’ rostlin na svétlo se projevuje napt. ve zméné smeru rustu rostliny nebo pfi
indukei kveteni. Dobte prozkoumana je jeho role pfi otevirani praduchti. Svétlo je také
pravdépodobné soucasti odpovédi rostlin k abiotickym strestim.

lontové kandly jsou struktury z proteini umisténé v membrané bunck rostlin
a Vv membran¢ vakuol. Slozi k pienosu iontd z jednoho prostiedi do druhého. Jsou
zapojeny v fadé fyziologickych procesi, jako je otevirdni a zavirani praducht, tvorba
membranového potencidlu, regulace prodluzovani bunc¢k hypokotylu, transport Zivin
¢i metabolismus. Jejich uloha v kliceni semen je vak zatim malo prozkoumana. Z tohoto
divodu jsem se ve své bakalarské praci zaméfila na studium toho, jak inhibitor
aniontovych kanali 9-AC (anthracen-9-karboxylova kyselina) ovliviiuje kli¢eni semen
azda fotoreceptory modrého svétla hraji roli v ovlivnéni citlivosti kli¢eni semen
Arabidopsis thaliana k inhibitoru aniontovych kanald 9-AC. Pouzitim genetického
pristupu, spocivajicim v analyze mutantii s defekty ve fotoreceptorech kryptochomech
a fototropinech jsem se snaZila zjistit, zda tyto fotoreceptory jsou zapojeny v ovlivnéni
kliceni a citlivosti semen rostlin Arabidopsis thaliana k inhibitoru 9-AC.

Vysledky experimentd ukazaly mozné zapojeni kryptochromdi v regulaci funkce 9-AC
citlivych aniontovych kanald pfi kliceni rostlin. Vysledky rovnéZ naznacuji, Ze signalni
drahy zapojené v regulaci exprese 9-AC citlivych aniontovych kanali by mohly byt

propojeny se signalnimi drahami fytochromd.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Zareni

vvvvvv

vnéjSim faktorem pro rist a vyvoj rostlin, fotoautotrofnich pfisedlych organismu.
Nejzakladnéj$im procesem, ve kterém je zafeni vyuzivano, je fotosyntéza. Svétlo
vyuzivané pro fotosyntézu rostliny vnimaji fotosyntetickymi pigmenty. Kromé
fotosyntézy mohou rostliny vnimat svétlo jako signal, kterym ftidi svij vyvoj. Tento
proces se nazyva fotomorfogenze, pti kterém svétlo jako signdl zmeéni vyvoj rostliny tak,
aby mohla pro svij dalsi rist vyuzit svétlo jako energii (Taiz a Zeiger, 2010).

Rostliny jsou schopny zaznamenat zateni (svételny signal) v oblasti viditelného zareni
a Voblasti blizkého zafeni ultrafialového, tedy zafeni v rozmezi vlnovych délek
300 az 750 nm. Jsou na né&j schopny reagovat morfologickymi zménami. K tomu, aby
rostlina mohla reagovat na zareni, obsahuji jeji bumiky specifické receptory. Tyto
receptory vSak reaguji pouze na zafeni urCitych délek. Nejvyznamnéji pak na oblast
¢erveného (625 az 740 nm) a modrého zareni (430 az 500 nm). Rostliny obsahuji dva
zékladni typy fotoreceptorti, pro ¢ervené svétlo a pro modré svétlo (a UV) (Prochazka et
al., 1998; Pavlova and Fisher, 2011).

Fytochromy jsou fotoreceptory, které zaznamenavaji Cervenou oblast spektra
(640 az 700 nm) a oblast dlouhovinného ¢erveného zateni (700 az 740 nm). Druhou
skupinou jsou fotoreceptory pro modrou oblast spektra. Kryptochrom zaznamenava
informace z oblasti modrého (420 az 490 nm), blizkého ultrafialového (320 az 400 nm)
az oblasti zelen¢ho zareni (490 az 560 nm). Fototropiny také zprostiedkovavaji
informace z modré oblasti zafeni a jsou schopny, na rozdil od kryptochromi, zaznamenat
i pozici zdroje zateni (Pavlova and Fisher, 2011).

Fotoreceptory jsou chromoproteiny. Diky chromoforu vdzanému na proteinovou
sloZku jsou schopny absorbovat zateni. Pti absorpci zafeni dochdzi ke strukturni zméné
fotoreceptoru, coz umoziuje prenos signalu. Spusti se signalni reakce, ktera typicky
zahrnuje druhé posly a fosforylacni kaskddy. Vyznamnou reakei, ke které dochazi pii
pfenosu signalu je regulace transkripce. Jedna se o klicovou reakci pii regulaci
fotomorfogeneze. Transkripce vice nez 20 % jaderného genomu je regulovano svételnym

signalem (Prochazka et al., 1998; Pavlova and Fisher, 2011).
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2.1.1 Cervené zaieni a fytochromy

Fytochromy jsou fotoreceptory pro oblast Cerveného zafeni. Jedna se o fotoreverzibilni
chromoprotein. Proteinovd slozka vaze chromofor a vytvafi monomer. Funk¢ni
fytochrom je dimer. Jako chromofor se véaze linearni tetrapyrol. Ten Vv zdvislosti
na vlnové délce, ktera ji 0zaii, meéni svoji konformaci a tim i svoji biologickou aktivitu.
Fytochrom tedy reaguje na signal vratnou zménou své struktury (Prochazka et al., 1998;
Pavlova and Fisher, 2011).

Fytochromy obsahuji buiiky vSech rostlinnych organu nahosemennych
I krytosemennych rostlin. Nalezneme je i Vv rostlinach etiolovanych, u zelenych fas,
mecht a kapradorostli. Molekularni lokalizace fytochromu je v cytoplazmé, casto se vSak
nachdzi na membranovych preparatech a v izolovanych organeldch (napf. v jadrech,
plastidech, mitochondriich). Fytochromy ovliviiuji kli¢eni nékterych semen, zakladani
listi a kofenli, dlouzivy rdst stonku. Jeho neméné dulezitou funkci je ucast na
fotoperiodizmu (Prochazka et al., 1998; Pavlova and Fisher, 2011).

Fytochromy se déli na dva typy — fytochromy typu I (phyA) a fytochromy typu I
(phyB az E). Hladina fytochromu I je vysoka u zelenych rostlin, které se nachazi n¢kolik
hodin ve tmé a u rostlin etiolovanych. Pti vystaveni téchto rostlin na svétlo dochazi k jeho
degradaci a poklesu jeho hladiny. Fytochromy typu II se naopak vyskytuji ve vyssi
hladin€ na svétle (jsou fotostabilni) a jejich hladina klesa ve tmé (Pavlova 2005; Pavlova
and Fisher, 2011).

Dulezitou vlastnosti fytochromt je jejich fotoreverzibilita, v zavislosti na kvalité
svétla dochazi k jejich premén€ z formy oznacované Pr na formu oznacovanou Pfr
anaopak. Syntéza fytochromi probihd do formy Pr, kterd ma absorpéni maximum
Vv oblasti kratkovinného Cerveného svétla (640 az 700 nm). Pokud tato forma absorbuje
foton, méni se na formu Pfr a absorpni maximum této formy se posune do oblasti
dlouhovlnného ¢erveného svétla (700 az 740 nm). Pfi absorpci fotonu formou Pfr dochazi
zpét k pfemeéné na formu Pr. Forma Pfr fytochromu je fyziologicky (fotomorfogenicky)
aktivni. Fytochromy ve form¢ Pfr jsou schopny autofosforylace. To jim umoznuje
fosforylovat i jiné proteiny nebo s nimi interagovat. Tento jev je dilezitym mechanismem
ptfenosu signalu. Fytochromy ve formé Pfr jsou translokovany do jadra. V jadre se vaZzou
na struktury nazyvané nuklearni téliska. V téchto mistech se vyskytuji i ostatni proteiny

zapojené do pfenosu svételného signalu (Pavlova and Fisher, 2011).
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Fytochromy se nemohou piimo vazat na DNA. Ke zprostfedkovani odpovédi
na svételny signal potiebuji dalsi slozky. Jednou ze slozek zapojenych ve zprostiedkovani
odpovédi na svételny signal fytochromem je transkrip¢ni faktor HY5 (z anglického long
hypokotyl 5). Ten ovlivituje pozitivné transkripci genu, které jsou fizeny fytochromem.
Dalsi dtilezitou slozkou ke zprostiedkovani reakce na svételny signal pomoci fytochromu
je protein COPI1, ktery funguje jako E3 ubikvitinova ligaza. Oznacuje k odbourani
proteiny, které maji fotomorfogenni funkci, napt. HYS transkrip¢ni faktor. Ve tmé jsou
COPI1 proteiny lokalizovany v jadfe a na svétle jsou z jadra transportovany do cytosolu.
Jejich aktivita je ovlivilovana v jadie i v cytosolu. Kromé fytochromi interaguji
I s dal§imi proteiny zapojenymi v odpovédi rostliny na svétlo, napf. s kryptochromy
(Pavlova and Fisher, 2011).

2.1.2 Modré zareni a receptory modrého svétla

Mezi nejznaméjsi ucinky zareni z modré oblasti spektra patii fototropismus, regulace
prodluzovaciho ristu stonku, otevirdni priduch nebo pohyb chloroplastii. Je znamo
mnoho pfipadd, pii kterych dochazi k interakci modrého a c&erveného zateni,
napf. pii fotoperiodickych reakcich ovliviiuje fytochrom citlivost rostlin k piisobeni
modrého zareni. Pro vniméani modrého zafeni jsou u rostlin znamy dva hlavni typy
fotoreceptorti, kryptochromy a fototropiny. Kryptochromy maji hlavni regulacni roli
Vv rostlinné fotomorfogenezi. Priméarni funkci fototropini je regulace fototropismu,
pohybu chloroplastil, otevirani priiduchti a rané inhibice rstu hypokotylu (Pavlova, 2005;

Pavlova and Fisher, 2011).

2.1.2.1 Kryptochromy
Kryptochromy byly pivodné objeveny v Arabidopsis thaliana, ale pozdé&ji byl zjistén
jejich vyskyt 1 vjinych rostlindch, mikroorganismech a zvitatech. Hlavni funkci
kryptochromil je zajisténi inhibice prodluzovani hypokotylu a fotoperiodickd kontrola
zacatku kveteni. Kromé toho jsou kryptochromy zapojeny v dalsi fad¢ svételnych reakci,
jako je tropicky rtist, otevirani priduchi, vyvoj svéracich bun¢k priiduchti, vyvoj kotene,
odpovéd” na bakteridlni a virové patogeny a odpoveéd na abiotické stresy
(Prochazka et al., 1998).

Kryptochromy se sklddaji ze dvou hlavnich domén. Na N-konci obsahuji PHR doménu

a na C-konci CCE doménu. PHR doména se vaze na chromofor flavin adenin dinukleotid
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(FAD) a je sekventné¢ velmi podobnd DNA fotolydzdm. CCE doména slouzi jako
efektorova doména, pravdépodobné je nestrukturovana a reguluje funkci kryptochromd.

Pokud se kryptochromy nachézi ve tmé¢, jejich chromofor se vyskytuje ve stavu FAD.
Pokud dojde k absorpci fotonu modrého zateni, chromofor se redukuje na formu FADH
a je fotomorfogeneticky aktivni. Tato redukce je spojena s konformacni zménou
CCE domény, coz umoziiuje pienos signalu. Kryptochromy jsou tedy fosforylovany nebo
ubikvitovany v zavislosti na modrém zafeni. Takto se mohou vézat na signaliza¢ni
partnerské proteiny, ¢imz meéni genovou expresi na transkripcni 1 posttranskripcni trovni.
Konformacni zmény CCE domény mohou vest k inaktivaci COP1 ubikvitinové ligazy.
CCE doména muze interagovat s COP1 proteiny ve tme¢ i na svétle, ale pouze na svétle
je inaktivuje. Funkce COP1 proteintl je ovlivnéna i fytochromy (Pavlova, 2005; Pavlova
and Fisher, 2011).

Arabidopsis obsahuje tfi typy kryptochromt — kryptochrom 1 (ozn. CRY1),
kryptochrom 2 (ozn. CRY2) a kryptochrom 3 (ozn. CRY3). Geny Arabidopsis pro
kryptochrom 1 a kryptochrom 2 se vyskytuji ve vSech bunéénych typech a organech.
Exprese kryptochromové mRNA neni nijak dramaticky ovlivnéna modrym svétlem.
Avsak promotory pro CRY1 i CRY2 jsou pod kontrolou cirkadialnich hodin, kdy vrcholu
dosahuji ve svételné fazi a minima ve tmé. CRY3 se vyznacuje fotolyazovou aktivitou
(Prochazka et al., 1998).

CRY1 i CRY2 z Arabidopsis jsou rozpustné bilkoviny hromadici se v jadie. CRY1
se navic mliZze vyskytovat i v cytosolu semenacki. Podle vyskytu v buiice se pak 1isi jeho
funkce. Jaderné lokalizovany CRY'1 zprostfedkovava inhibici prodlouzeni hypokotylu
modrym svétlem a depolarizaci cytoplazmatické membrany po vystaveni modrému
svétlu, zatimco CRY1 cytosolicky protein je zodpoveédny za stimulaci ristu kotyledonu a
prodlouzeni kofend v reakci na modré svétlo. CRY2 se vyskytuje pouze v jadre a jeho
funkci je zprostfedkovani pocatku kveteni a inhibice rlstu hypokotylu
(Wu a Spalding, 2007; Pavlova and Fisher, 2011).

Hlavni funkci kryptochromt je jejich zapojeni v deetiolaci semenackl. Deetiolaci
nazyvame fyziologické zmény, které nastavaji pti pfechodu sazeni¢ek z tmy pod pidou
na svétlo. Pro tento proces jsou charakteristické nckteré morfologické zmény jako
zastaveni rustu hypokotylu, rozvoj kotyledonu a rozvoj chloroplastti. Tyto morfologické
zmény nastavaji vreakci na modré svétlo a jsou zprostredkovany fytochromy

I kryptochromy (Prochazka et al., 1998).
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Inhibici prodluzovéani bunék hypokotylu zprosttedkovavaji oba kryptochromy, av§ak
jejich zapojeni v tomto procesu je zavislé na intenzité osvétleni semenackit modrym
svétlem. V raném vyvoji semenacki, kdy jsou semenacky ozafovany pouze zafenim
nizké intenzity, piispivaji oba kryptochromy (CRY1 i CRY2) k inhibici zpisobené
modrym svétlem. Pii vysokych intenzitach zéafeni jsou reakce modrého svétla
zprostfedkovany predev§sim CRY1 a role CRY2 je téméf zanedbatelna. CRY2 neni
zapojen do zprostiedkovani reakce na vysoké intenzity modrého svétla kviili tomu,
ze je fotolabilni. Proto jeho hladina pfi vysoké intenzité modrého zafeni klesa. K poklesu
dochazi, protoze exprese CRY2, na rozdil od CRY 1, podléhé rychlé degradaci modrym
zatenim (Lin et al., 1998).

Pfi inhibici rastu hypokotylu modrym zatenim dochézi k aktivaci aniontovych kanald,
coz vede k depolarizaci plazmatické membrany a inhibici prodlouzeni bunék. Jaderny
CRY1 je zodpovédny za aktivaci aniontovych kanalti v plazmatické membrané bunék
a zprostiedkovava tak inhibici prodluzovani bunc¢k hypokotylu modrym svétlem
(Spalding, 2000; Wu a Spalding, 2007).

Krom¢ inhibice prodluzovani bunck hypokotylu jsou kryptochromy zapojeny
I do stimulace riistu kotyledonu modrym svétlem. Na rozdil od inhibice ristu hypokotylu
zprostiedkovavaji tento proces CRY 1 nachazejici se v cytosolu. Uloha CRY2 je i v tomto
procesu Omezena pouze na nizké intenzity modrého zafeni (Linet al., 1998;
Wu a Spalding, 2007).

Dalsi vyznamnou funkci kryptochromt je jejich zapojeni ve stimulaci vyvoje plastidi
indukovanych modrym svétlem. Zakladnim mechanismem, ktery zodpovida za vyvoj
plastidi béhem deetiolace je zména genové exprese indukovana modrym svétlem. Praveé
kryptochromy zprosttedkovéavaji zmény genové exprese zplusobené modrym svétlem

(Prochazka et al.; 1998; Pavlova, 2005).

2.1.2.2 Fototropiny

Fototropiny jsou fotoreceptory modrého zéfeni piindsejici informace o poloze jeho
zdroje. Jejich odpovéd’ na modré zéafeni je tedy nejcastéji vyjadiena usmeérnénymi pohyby
reagujicimi na zdroj zafeni. Tyto pohyby se nazyvaji tropismy. Fototropiny hraji
dilezitou roli i pfi pfemistovani chloroplastd pfi vysokych intenzitdch ozafeni,
pfi otevirani priduchti a v nékterych ristovych reakcich (napft. rustu listl do plochy
piinizké intenzit¢ ozafeni, nebo pifi ranni inhibici rdstu  hypokotylu)

(Prochazka et al., 1998; Pavlova and Fisher, 2011).
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Fototropiny maji na své N-domén¢ dvé sekvence, které se oznacuji LOV1 sekvence
a LOV2 sekvence (z angl. light oxygen voltage). Tyto sekvence jsou schopny interagovat
s flaviny a jsou zndmé¢ i u fady jinych proteinii. U fototropinti jsou to mista schopna
interagovat s chromoforem. Chromofor fototropint je flavinmononukleotid (ozn. FMN).
Na jeden apoprotein jsou navazany dvé molekuly FMN. C-doména fototropint
je zodpovédna za katalytickou proteinkinazovou aktivitu (Pavlova and Fisher, 2011).

Adice chromofori na LOV sekvence probihd az po absorpci svétla. Excitovany
flavinmononukleotid se vaze na zbytek cysteinu v sekvenci LOV. Takto vznikly komplex
je stabilni a k jeho rozpadu dochazi az ve tmé. Vznik komplexu vede ke konformaénim
zménam proteinu, které maji za nasledek ziskani serinthreoninové transkinazové aktivity
a schopnosti autofosforylace. Ve tmé dochazi k interakci sekvence LOV s katalytickou
oblasti C-domény, coz vede k inhibici transkinazové aktivity (Pavlova and Fisher, 2011).

Jsou znamé dva druhy fototropind — fototropin 1 (ozn. Photl) a fototropin 2
(ozn. Phot2), které jsou do urc¢ité miry funkéné zastupitelné. Transkripce genu pro Photl
nepodléha regulaci svétlem. Transkripce genu pro Phot2 je svétlem stimulovana. Proteiny
fototropinit se ve tmé vyskytuji asociovany s plazmatickou membranou. Na svétle

se jejich ur¢ité mnozstvi uvolni do cytoplazmy (Pavlova and Fisher, 2011).

2.1.3 Rozdilné role kryptochromii a fototropini v reakci na modré

svétlo

Kryptochromy jsou znamy piedevsim z jejich zapojeni do fotomorfogennich odpovédi,
zatimco fototropiny reguluji svétlem indukované pohyby. Fotomorfogenni odpovédi jsou
pomalé a nevratné. Muzeme mezi n¢ zafadit inhibici elongace hypokotylu, rozvoj
kotyledonii. Svétlem indukované pohyby jsou rychlé a vratné. Jednd se o fototropismus,
otevirani stomat a pohyby chloroplast (Ohgishi et al, 2003).

Kryptochromy mohou byt umistény v jadfe, coz jim umoziuje regulovat expresi gend
indukovanych modrym svétlem. Fototropiny jako kinazy lokalizované v oblasti
membrany mohou mit pouze ptidavnou roli v ovlivnéni transkripce gent. Jejich funkce
je predevsim regulace fotoindukovanych pohybti, kdy se jedné o relativné rychlé, snadno
pozorovatelné odezvy (Ohgishi et al, 2003; Pavlova and Fisher, 2011).

Byly vsak zjistény nékteré vyjimky. Napif. Photl je zapojen v pocatku inhibice
prodluzovéani hypokotylu modrym svétlem, jako fotomorfogenni odpovédi. Stejné tak
bylo zjisténo, ze kryptochromy jsou schopny indukovat ohyby hypokotylu pii absenci
fototropinii. OvSem signalni draha, kterou kryptochromy tyto indukované pohyby
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zprostiedkovavaji je sdilena i fytochromy. Také bylo zjisténo, Ze ve vétsSin€ odpovédi na

modré svétlo, funguje kazdy z receptort nezavisle na téch ostatnich (Ohgishi et al, 2003).

2.1.4 Zapojeni COP1 proteinii ve zprostiedkovani svételného signalu
Jednim z mechanism, ktery je zapojeny v signalni draze svételnych receptorti je regulace
exprese geni pomoci COP1 proteind. Tyto proteiny funguji jako E3 ubikvitinova ligaza.
Oznacuji k odbourani transkripcni faktory, které se vazou na promotory gent fizenych
svétlem. Jejich funkci je tedy negativni regulace fotomorfogeneze. Lokalizace COP1
proteinll na svétle je v cytosolu. Ve tmé dochazi k transportu COP1 proteinti do jadra
buiky, kde plni svoji funkci. V jadie se COP1 pfimo vazou na transkripéni faktory
aznemoznuji tak expresi danych genti. COP1 pisobi jako pfepina¢ mezi
fotomorfogennim  vyvojem  rostlin na svétle a etiolizaci ve  tmé
(Pavlova and Fisher, 2011).

Jednim z gend, ktery podléha regulaci fizené zafenim je gen pro chalkon syntetdzu
(CHS). Exprese tohoto genu je typickd pro procesy probihajici pii de-etiolizaci.
Na promotor tohoto genu se vaze HY S transkripéni faktor a na svétle pozitivné ovliviiuje
jeho expresi. Ve tmé se na HYS vaze COP1 a Gcinné tak potlacuje expresi tohoto genu
(Ang et al., 1998).

HYS je transkripcni faktor, ktery ptsobi jako pozitivni regulator fotomorfogeneze.
Mutant hy5 vykazuje prodlouzeny hypokotyl na modrém, dlouhovinném a kratkovlnném
Cerveném svétle 1 bilém svétle, coz ukazuje na zapojeni tohoto transkripéniho faktoru
v signalizacni draze phyA, phyB a CRY1. Transkripéni faktor HYS je lokalizovany
Vv jadfe, proto zmény v mnozstvi jaderného COP1 mohou uc¢inné€ regulovat jeho funkeci.
Ve tmé€ je mnozstvi COP1 v jadfe nejvyssi, atak ucinné potlacuje fotomorfogenezi.
S nartstajici svételnou intenzitou a snizujicim se mnozstvim COP1, klesa i inhibi¢ni efekt
COPI na aktivitu transkripéniho faktoru HY 5. K tomu, aby doslo k piechodu do vyvoje
etiolizace je potieba vystaveni semenackiim do tmy na déle jak 14 hodin, aby se mohlo
V jadru nahromadit vysoké mnozstvi COP1 proteinu. Pokud je trovenn COP1 nizka,
nestaci k potlaceni fotomorfogenického vyvoje, ale mize byt dostatecna pro ovlivnéni
funkci béhem normalniho vyvoje (Koornneef et al., 1980; Arnim et al., 1994;
Ang et al., 1998).

COPI1 se vaze na HYS pfimo a specificky. Pfima vazba HYS na oboji, COPI
i napromotor genu CHS by mohla pfedstavovat molekularni kaskadu, ktera

zprostiedkovava svételnou kontrolu genové exprese. Vazba COP1 na HYS, ale neni
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jedinym mechanismem, ktery by mohl ovliviiovat zmény mezi etiolovanou rostlinou
a rostlinou rostouci na svétle. Ve studii s mutantem copl doslo k vyvoji, ktery je typicky
pro rostliny rostouci na svétle u rostlin rostoucich ve tmé. Pii této studii také zjistili,
7e ve tm¢ dochazi k expresi svétlem regulovanych genti (napi. geni pro CAB, chlorofyl
a/b vazebného proteinu a RBCS, karboxylaza/oxygenaza malé jednotky ribuldza-1,5-
bisfosfatu). Proto lze ptredpokladdat, ze ve tm& COP1 proteiny potlacuji funkci
i transkrip¢nich faktoru téchto geni (Deng et al., 1991; Ang et al., 1998).

2.2 Membranové transportni proteiny

Biologické membrany funguji jako selektivné propustné bariéry obklopujici bunécné
¢asti nebo celé bunky. Jejich dulezitou funkci je zajisténi vymeény latek skrz membranu.
Je nutny odchod latek odpadnich a vstup esencidlnich Zivin do butiky. K tomu, aby tento
usmérnény pohyb latek mohl byt uskute¢nény, musi byt udrzovano rizné slozeni latek na
vnitini a vnéjsi strané membrany. Rozdilné slozeni latek uvnitt a vné€ buiiky vede k tvorbé
koncentra¢niho gradientu a membranového (elektrického) potencidlu. Koncentraéni
gradient je vytvofen rozdilnou koncentraci latek na membrané. Tyto latky jsou pak
schopny pasivné prochazet diky difizi po sméru koncentracniho gradientu. Pokud
je potieba jejich transport proti sméru koncentra¢niho gradientu, je k tomu vyuzivana
energie a transport se oznacuje jako aktivni. Membranovy potencial je naopak vytvaien
rozdilnou hodnotou néaboje latek uvniti a vné buinky. Pokud latky prochazi ptes
membranu, at’ uzZ po nebo proti koncentraénimu gradientu a nesou si ur€ity naboj, dochézi
také ke zménam membranového potencialu (Lodish et al., 2008).

Kombinace rozdilu naboje na membrané a rozdilu koncentraci latek na membrané je
nazyvan jako elektrochemicky gradient. Elektrochemicky gradient je vytvaren a vyuZzivan
membranovymi transportni proteiny. SlouZzi pro buiiku jako zasobarna potencidlni energie
a umoznuje Sirokou Skalu procesti probihajicich v buiice. Ovliviiuje transport latek pres
membranu, miiZze slouzit k produkci energie nebo signalizaci mezi buitkami v pletivu a
mezi pletivy a organy (Lodish et al., 2008).

Membranové transportni proteiny jsou proteiny zapusténé v membranach, které jsou
schopny selektivniho ptenosu latek pies membranu. Cytoplazmatickd membrana
na povrchu buiiky je tvotena fosfolipidovou dvojvrstvou, jejiz vnéjsi ¢ast je hydrofobni.
Z tohoto diivodu slozi jako skvéla bariéra pro latky polarniho charakteru, latky hydrofilni
a pro velké biomolekuly. Samovoln¢ tedy prochdzi pies membranu pouze nékteré plyny

(napt. O2 a CO2) a malé nenabité molekuly (napf. mocovina a ethanol). Tyto latky
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prochéazi ptes membranu prostou diftzi. Pokud rychlost pfenosu neni dostate¢na, mutize
byt jejich ptenos také urychlovan specidlnimi proteiny. Ostatni latky jako jsou ionty,
aminokyseliny, cukry a ostatni ve vod¢ rozpustné latky pies membranu nejsou schopny
samovolné projit a musi byt pfeneseny pomoci membranovych transportnich proteind,
které jsou velmi selektivni vici konkrétnimu druhu latek, ktery pienasi. Membranové
transportni proteiny lze rozd¢lit na transportéry, pumpy a kanaly. Pumpy vytvaii a udrzuji
koncentra¢ni gradient, kterého poté vyuzivaji ke své ¢innosti kanaly. Kanaly jsou svou
¢innosti velice rychlé a jsou schopny generovat rychlé zmény membranového potencidlu

(Lewin et al., 2006; Lodish et al., 2008; Roelfsema et al., 2012).

2.2.1 Aktivni pienos

Aktivni pfenos latek pfes membranu probihé proti koncentracnimu gradientu dané latky,
a proto vyzaduje dodani energie. Tato energiec muze byt dodana v rdznych
formach — ve form¢ ATP, ve form¢ volné energie ulozené v elektrochemickém gradientu
nebo v dalSich formach zasob energie. Aktivni pfenos latek pfes membranu je dvojiho
typu — primarni a sekundérni. Primérni pfenos je zprostiedkovan pumpami, sekundarni

pienos je zprosttedkovan transportéry (Lewin et al., 2006; Lodish et al., 2008).

2.2.1.1 Pumpy

Pumpy, zprostiedkovavajici priméarni aktivni pfenos, jsou ATPasy vyuzivajici energii
uloZzenou v ATP k ptenosu latek proti jejich koncentratnimu gradientu. Pohénéji
akumulaci energeticky méné pfiznivych substrati nebo k pohonu vytokovych cest.
Pomahaji tak koncentracni gradient na membrané udrzovat. Prikladem je H*-ATPasova

(protonova) pumpa (Lewin et al., 2006; Lodish et al., 2008).

2.2.1.2 Transportéry

Transportéry jsou proteiny, které umoznuji ptenos velkého spektra iontli a molekul ptes
membranu. K tomuto pfenosu je vyuzivana piimd vazba dané latky na transportérovy
protein, kterd umoziuje jeji pienos. Transportéry vyuzivaji k tomuto pienosu energii
ulozenou v elektrochemickém gradientu. Transportéry jsou trojiho typu: symportery,
uniportery a antiportery. Uniportery zprostfedkovavaji transport pouze jednoho typu
molekul po koncentratnim gradientu, jednd se o tzv. usnadnénou difuzi. Oproti tomu
antiportery a symportery zprostiedkovavaji pohyb jednoho typu molekul proti

koncentra¢nimu spadu diky pohybu jedné nebo vice molekul po jejich koncentraénim
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spadu. Tato molekula mize byt transportovana stejnym (symporter) nebo odlisSnym
(antiporter) smérem. Napf. lysin je transportovan do buiky ¢&innosti Na'/lysin
symporteru. Antiportery a symportery se nékdy souhrnné nazyvaji jako kotransportery.
Ptenos zprosttedkovany kotransportery se také nazyva jako sekundéarni aktivni ptfenos,
protoze nevyuziva energii ATP piimo, ale vyuziva energii ulozenou v elektrochemickém
gradientu vytvofeném primarnim aktivnim transportem (Lewin et al., 2006;

Lodish et al., 2008).

2.2.2 Kanalové proteiny

Kanaly jsou proteiny umoziujici transport vody, specifickych ionti a malych
hydrofobnich molekul po koncentraénim spadu. Cast kanalu, kterou prochazi roztoky
danych latek, se nazyvd poér. Kanaly mohou mit rizné konformace. Muze se jednat
0 jednotlivé proteiny, které formuji cely pdér uvniti membrany. Nebo se mohou
vyskytovat jako oligomery, slozené ze dvou a vice podjednotek, které spoleéné formuji
por (Lewin et al., 2006).

Nékteré kanaly jsou neustdle oteviené, tzv. neuzaviené kanaly. AvSak vétSina kandli
je uzavienych a oteviraji se pouze v odpovédi na urcity chemicky nebo elektricky signal.
Regulatory, které tidi otevieni nebo uzavieni kanalu, méni konformaci kanalovych
proteinll, coz mé za nasledek otevieni nebo uzavieni poru. Regulace otevirani a zavirani
kanalu je velice rychld, proto mohou byt tyto procesy zapojeny do signalizace
(Lewin et al., 2006; Lodish et al., 2008).

Elektrochemicky gradient uddva smér toku iontl pfes kanal. Roztok iontl prochézi
kanalem v energeticky pfiznivém sméru, tedy po koncentraénim gradientu. V tomto
druhu transportu nedochazi ke spotfebovani energie, proto je také ozna¢ovan jako pasivni
transport (Lewin et al., 2006).

Kanalové proteiny jsou velice selektivni a rychlost pritoku iontd pies né je vysoka.
Pohybuje se az 10® za sekundu, coZ jsou hodnoty blizko maximalni rychlosti difize ionti
ve vodé. Rychlost transportu pies iontové kandly je tedy daleko vysSi nez transport
pomoci pump a pienaSect (Lewin et al., 2006).

Prosttedi kanalového poru je podobné porim naplnénym vodou, proto ionty, které
prochazi kanalem, musi byt alesponi ¢aste¢né hydratovany. Hydrataéni obal iontl
¢astecné neutralizuje jejich naboj a umoznuje tak lepsi prichod kanalem. Mensi ionty,
které na sobé maji vétsi hydratacni vrstvu, prochazi kanalem rychleji nez velké ionty se

stejnym nabojem (Lewin et al., 2006).
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2.2.2.1 Typy aniontovych kanali

Miuizeme rozliSit minimalné dva typy aniontovych kanald. Prvni typ jé kodovan geny
ALMT a je nazyvan tzv. rychlym typem kanali (R-typ). Druhy, tzv. pomaly typ kanalt
(S-typ) je kodovan geny SLAC/SLAH (Roelfsema et al., 2012).

Tyto dva typy kanalt se od sebe 1i§i pfedevsim v rychlosti aktivace a deaktivace zavislé
na napéti. Aktivace R-typu kandlu je zhruba 1000x rychlejsi oproti aktivaci S-typu
aniontového kanalu. R-typ je aktivovan béhem 50 ms a potiebuje k aktivaci pozitivnéjsi
potencidl nez S-typ aniontovych kandli. S-typ je aktivovdn extrémné pomalu
(1 az 2 minuty), ale zato muze vykazovat aktivaci po dlouhou dobu, i vice jak 60 minut.
Pro aktivaci mu staci negativnéj$i membranovy potencial. A také jej neni mozné uplné
inaktivovat. Oba projevuji niz8i stupen aktivity pfi negativnim membranovém potencialu
a aktivuji se, kdyz se potencidl stdva pozitivnéjSim. Oba typy jsou také stimulovany
kyselinou abscisovou. S-typ a R-typ aniontovych kanalt, ale vykazuji odlisné
fyziologické funkce. Ve svéracich buiikkach priduchii mohou byt jejich funkce jasné
oddéleny. Nevice byly aniontové kanaly studovany ve svéracich buiikach praducht
rostlin, na kterych je lehce viditelny Gcinek pii zavieni a otevieni praduchu. Regulace
otevieni a uzavieni priduchd je ovlivnéna jak fotosynteticky aktivnim zafenim, tak
modrym svétlem. Fotosynteticky aktivni zafeni zpisobuje zmény v intracelularnim
obsahu COz. Tyto zmény pak aktivuji S-typ kanalti. Nemohou ho v8ak aktivovat pfimo.
Tato aktivace je zavisla na OST1 protein kinaze, ktera je schopna fosforylovat SLACI
kanaly svéracich bunék, ¢imz je aktivuje. OSTI1 protein kindza je také zapojena
ve zprostfedkovani odpovédi na aktivaci aniontovych kanalii pomoci kyseliny abscisové.
Pii jeji nizké koncentraci dochézi k inhibici OSTI1. Pti vysSich koncentracich kyselina
abscisova zpusobuje uvolnéni této inhibice a OST1 muze fosforylovat N-termindlni
konec SLACI1 aniontovych kanali, cozméa =za dusledek jejich aktivaci
(Schroeder et al, 1993; Roelfsema et al., 2012).

Odpovédi aniontovych kandli ve svéracich bunkdch na modré svétlo jsou
zprostiedkovany fototropiny. Fototropiny inhibuji S-typ aniontovych kanalii a stimuluji
H*-ATPasu. V disledku redukce uvoliiovani aniontd a zlepSovani extruze
H* se hyperpolarizuje plazmatickd membrana a dochazi k piijmu K* iontd. Akumulace
K™ ionttl je spojena s piitokem aniontl a zvétSenim svéracich bunék, coz ma za nasledek

otevieni priducht (Roelfsema et al., 2012).
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2.2.2.2 Inhibitory chloridovych aniontovych kanala

Chloridové kanaly (CI” kanaly) jsou typem integrovanych membréanovych proteinti, které
formuji péry v membran€ umoziujici prichod iontii skrz membranu. Chlér patii mezi
mikronutrienty rostlin, je pfitomen pfedevsim ve formé CI". Chlorid je hlavni osmotickou
latkou ve vakuole, je zapojen v udrzeni turgoru a do osmoregulace. V cytoplazmé miize
vyznamné regulovat aktivitu enzymi. Kromé toho ClI° tok ma vyznamnou roli
pii stabilizaci membranového potencidlu, regulaci intracelularniho pH a elektrické
vodivosti. Cl kanaly jsou propustné i pro jiné typy iontd nez jsou Cl. R-typ kanald

je propustny pro SCN-, NO*, Br, F, I, CI" a malat®> (sefazeny od nejvyssi propustnosti

v

cvwr

muze byt ovlivnéna extracelularnim piidavkem raznych efektort. Jejich uc¢inek zavisi na
typu chloridového kanalu (White and Broadley, 2001).

R-typ CI" kanalu je vratné inhibovan extracelularnim piidavkem kyseliny etakrynové,
antracen-9-karboxylové kyseliny (9-AC), niflumové kyseliny (NIF), kyseliny [(6,7-
dichloro-2-cyclopentyl-2,3-dihydro-2-methyl-lI-oxo-IH-inden-5-yl) oxy] octové (IAA-
94) a (5-nitro-2-(3-fenylpropylamino) benzoové kyseliny (NPPB). Tyto slouceniny
snizuji velikost proudt aniontd skrz R-typ CI° kanali a posouvaji vztah I/V
K negativnéj$imu napéti. Napi. 9-AC a NPPB G¢inné inhibuji vytok Cl iontl z burniky
(Tavares et al, 2011; White and Broadley, 2001).

S-typ CI" kanali ve svéracich buiikach Vicia faba je nevratné inhibovan niflumovou
kyselinou, vratné inhibovan pfti extracelularni aplikaci 9-AC, IAA-94 a NPPB a neni
ovlivnén DIDS. TAA-94 je pii tom fyziologicky Ui¢innéj$i inhibitor aniontovych kanala
S-typu oproti typu R-typu. Pfi inhibici aniontovych kanalt Arabidopsis thaliana vsak
nejsou NPPB ani kyselina niflumova tak G¢inné. S-typ aniontovych kandlii je takeé
inhibovan difenylamin-2-karboxylovou kyselinou (DPC) a glibenclamidem. Tyto
inhibice jsou zvraceny vystavenim kyseliné abscisové (White and Broadley, 2001;
Tavares et al, 2011).

2.3 Kliceni semen
Kliceni semene je proces, pii kterém se semeno dostava z dormance a obnovuji se jeho
metabolické a rastové aktivity. Z embrya se tak stava kli¢ni rostlina. Pfi tomto procesu

se zaCinaji prodluzovat buriky radikuly (kofinku) a hypokotylu (poddélozniho ¢lanku).

22



Kliceni za¢ina piijmem vody suchym semenem a kon¢i momentem, kdy kotinek prorazi
osemeni (Pavlova and Fisher, 2011).

U dvoudé€loznych rostlin rozliSujeme dva druhy kliceni. Kli¢eni nadzemni,
tzv. epigeické, se vyznaCuje tim, ze dé&lohy semene a wvzrastovy vrchol jsou
prodluzujicimi se buiikami hypokotylu vyneseny az nad povrch pudy. Délohy zezelenaji
a jsou tedy pro rostlinu prvnimi asimilacnimi organy. Rust bunék epikotylu (¢lanku
naddélozniho), vzrastového vrcholu a listi zacinad az pozdéji. Dé€lohy vétSinou poté
odpadavaji. U kliceni podzemniho, tzv. hypogeického, dochazi k prodluZzovani bun¢k
epikotylu a délohy tak ziistavaji v zemi a slouzi jako zdroj zasobnich latek. Mezi rostliny,
které kli¢i epigeicky patii napt. husenicek rolni (Arabidopsis thaliana), len sety (Linum
usitatissimum) a tykev jedla (Cucurbita pepo). Mezi rostliny hypogeicky kli¢ici patii
napf. hrach sety (Pisum sativum) a vikev bob (Vicia faba) (Lustinec and Zarsky, 2003;
Pavlova and Fisher, 2011).

Vliv na vykli¢eni semene ma mnoho faktord. Je nutny dostatek vody, kysliku a vhodna
teplota. U n¢kterych semen maji vyznamnou roli i svételné podminky. DileZzity vliv maji
(ABA) a kyselina giberelova (GA3). Kli¢ivost semen nejvice ovliviiuje rovnovaha mezi
témito dvéma hormony. Tyto hormony vykazuji opacny vliv na kli¢eni a dormanci semen
a vzajemné negativné ovliviiuji biosyntézu toho druhého (Pavlova and Fisher, 2011;
Guillaume et al, 2017).

ABA pusobi jako pozitivni regulator dormance a negativni reguldtor kli¢eni semen.
GAs pisobi jako negativni regulator dormance, ale pozitivné ovliviiuje kliceni semen. Pti
nizkych teplotach béhem zimy se dormance zvysuje. Je to zplisobeno zvySovanim exprese
ABA syntetizujicich genii a GAs katabolickych genl. Za takovychto podminek nartsta
endogenni mnozstvi ABA v semenech. Také dochazi ke zvySené hladiné transkript
signalnich gentt ABA. Naopak vyssi teploty na jafe a v 1ét€ maji za nasledek snizeni
dormance. Dochazi k poklesu endogenniho mnoZstvi ABA doprovazeného poklesem
transkripéni trovné ABA signalnich genid. Na rozdil od nich dochazi k narlistu exprese
ABA katabolickych genti a gent syntetizujicich GAs (Kucera et al., 2005;
Guillaume et al, 2017).

ABA a GAz maji sice hlavni roli v regulaci dormance a kli¢eni semen, ale nejsou to
jediné hormony zapojené v téchto procesech. Dulezity je také ethylen nebo
brassinosteroidy. Oba typy téchto hormont podporuji kliceni semene a potlacuji efekty

ABA (Kucera et al., 2005).
23



2.3.1 Vnéjsi podminky prostiedi na kli¢eni semene

K tomu, aby byla piekondna dormance semene je Casto potfeba nizka teplota, ktera slouzi
k poklesu inhibi¢nich latek v embryu. Nizké teploty se také vyuziva v praxi pii procesu
stratifikace. Semena se nechaji v chladu nabobtnat, aby se urychlilo a synchronizovalo
jejich kli¢eni (Pavlova and Fisher, 2011).

Nabobtnani semene je pro kliceni nezbytné. Obnovuji se pii ném transportni a selek¢ni
funkce membran. Voda je navic nezbytna pro dlouzivy rast bunék a hydrolyzu zadsobnich
latek. Je to transportni médium a umoziiuje nafedéni a vyplaveni latek inhibi¢niho
charakteru (Prochazka et al., 1998).

Kyslik ma vyznamnou roli pfi ziskani energie pomoci respirace. Pfi respiraci se ziska
energie ze zasobnich latek ve formé ATP a také metabolity pro tvorbu novych latek
(Pavlova and Fisher, 2011).

Vliv svétla na kliceni se nazyva fotoblastismus. RozliSujeme fotoblastismus kladny,
zaporny a neutralni. O fotoblastismu neutralnim hovotime u rostlin, které kli¢i bez ohledu
na svétlo. Pokud jsou rostliny ke kliceni svétlem stimulovény, jedna se o fotoblastismus
kladny. Pokud svétlo kli¢eni inhibuje, mluvime o fotoblastismu negativnim. Aby bylo
mozné vliv svétla na kliCeni pozorovat, musi byt semeno jiz do urCiteého stupné
hydratované. Celkovy vzhled rostliny pak odpovida svételnym podminkdm panujicim
na stanovisti. Tyto informace jsou zpracovany a interpretovany pomoci fotoreceptori
nazyvanych  fytochromy, kryptochormy a  fototropiny (Pavlova, 2005;
Pavlova and Fisher, 2011).

2.3.1.2 Vliv svétla na kli¢eni rostlin
Kliceni fotoblastickych semen podléha regulaci zafenim. Obecné lze fici, Ze ke kliceni
semen dochazi pfi ozafeni v rozmezi 640 nm az 670 nm. Zafeni inhibujici kli¢eni se
pohybuje v rozmezich vinovych délek od 720 az do 750 nm (Pavlova and Fisher, 2011).
Hlavnim mechanismem zapojenym v regulaci kliceni svétlem je zprostiedkovani této
reakce pomoci fytochromi. Cervené zafeni ma na klideni rostlin obecné stimulaéni
ucinek, ale zalezi na typu a délce ozéafeni semen. Z fytochromi jsou do regulace kli¢eni
zapojeny predevs§im phyA a phyB. Jejich funkce v regulaci kliCeni svétlem jsou
oddg¢litelné. PhyA ftidi kliceni vyvolané ultrafialovym, viditelnym a ¢ervenym zatfenim
pii velmi nizkém ozafeni. Kli¢eni zprosttedkované phyA neni fotoreverzibilni. PhyB tidi
odpovédi vyvolané cervenym svétlem pii nizké ozafenosti. Jeho ucinky jsou

fotoreverzibilni. V pocate¢nich fazich kliceni je mnozstvi phyA velice nizka. Proto phyB
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fidi pocatecni faze kliceni semen. Pifi delSim vystaveni kli¢icich semen tmé dochazi
k akumulaci phyA vsemenech a phyA piebira funkci ve zprostiedkovani kliceni
vyvolaného svétlem (Shinomura et al., 1996).

Regula¢ni draha, kterou jsou schopny fytochromy vyvolat kliceni semen, zahrnuje
ovlivnéni mnozstvi ABA v semenech. Bylo zjisténo, ze pti ozafeni Cervenym svétlem
dochdzi ke stimulaci exprese GAs-biosyntetickych genli. Regulace metabolismu ABA
pomoci fytochromii je zprostfedkovana GAz zavislymi i nezévislymi mechanismy.
Regulace kliceni je sice zprostiedkovana predevsim fytochromy, ale je znamé i zapojeni
kryptochromii do regulace kli¢eni (Swada et al, 2008; Barrero et al. 2014).

Modré svétlo mtize také ovlivitovat expresi genti zapojenych do regulace hladiny ABA
béhem inhibice kliceni. Napft. v ¢astecné zralych zrnech je€mene byla zjiSténa inhibice
kliceni zrn na modrém svétle zplisobené zvysenou hladinou ABA zprostiedkovand CRY'1
(Poppe, 1998).

U Arabidopsis thaliana dochazi pti kliceni semen na modrém svétle k vzajemné
interakci mezi phyA, phyB a CRY1. V této vzajemné kooperaci hraje rozhodujici roli
mnozstvi ozafenosti. P¥i nizké ozafenosti modrym svétlem indukuje kli¢eni pouze phyA.
U Arabidopsis thaliana bylo také prokazano, ze modré svétlo mize potlacovat klic¢ivost
semen, které predtim byly vystaveny modrému svétlu. Tato reakce, ale neni zéavisla

na CRY1, ale zprostiedkovava ji phyB (Shinomura et al., 1996; Poppe, 1998).

2.3.2 Vnitini faktory ovliviiujici kliceni semene

StéZejni GCinek na kliceni semene maji gibereliny. Jednd se o cyklické diterpeny
syntetizované predev§im v rostoucich pletivech. U¢inek giberelinti na kli¢eni semen je
stimulujici. Gibereliny se za vhodnych podminek syntetizuji v embryu a jsou
transportovany do aleuronové vrstvy, kde vyvolavaji syntézu amylaz a hydrolytickych
enzymul. Tyto enzymy Stépi zasobni latky v endospermu a poskytuji tak Ziviny pro
vyvijejici se embryo. Opacny u¢inek ma ABA. Ta navozuje dormanci semen a semeno
vV dormanci udrzuje. Pfi dormanci semene se vyskytuje v nejvetsim mnozstvi v délohach.
Ke sniZeni jejiho obsahu dochézi pfi vystaveni semene nizkym teplotam nebo pfi jeho

prilisné dehydrataci (Prochazka et al., 1998; Lustinec and Zérsk}'/, 2003; Née et al., 2017).
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2.3.3 Diivody nevykli¢eni semene v podminkach vhodnych pro kli¢eni

Semena nékdy nevykli¢i, 1 kdyz maji vhodné vnéjsi podminky ke kliceni. Jednim
z diivodt je dormance samotného embrya. Takové embryo obsahuje velké mnozstvi ABA
a nizky obsah giberelint. Ke kli¢eni semene nedojde ani v ptipadé, Ze se v endospermu,
perispermu nebo obalovych vrstvaich semene budou nachéazet latky inhibi¢niho
charakteru. Kliceni mohou branit i pletiva obklopujici embryo. Pokud budou obsahovat
vosky nebo napt. sklerenchym (mechanické pletivo), stanou se nepropustnymi pro vodu
a plyny. Nékteré velmi pevné obaly semene mohou prodluzovat jeho dormanci, tim
ze brani kotinku prolomit osemeni. V ptfirodé dochdzi k naruSeni takto pevnych oball
V travicim traktu zivocichii, piisobenim saprofytickych mikroorganismt a vystavenim
semene velmi vysokym nebo naopak velmi nizkym teplotdm. Odstranéni pevnych obalt
Ize v praxi provést mechanicky, napt. tlakem nebo tfenim s abrazivy nebo ptisobenim
kyseliny. Takto pevné obaly semene, branici kli¢eni nalezneme napt. u jasanu (Fraxinus),

fepené (Xanthium) a razi (Pavlova and Fisher, 2011).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Rostlinny material

Pokusy byly provadény na semenech huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh.) a jeho mutantech. V experimentech byli pouziti recesivni fotomorfogenni
mutanti s defekty ve fototreceptorech CRY1 a CRY2. Fotomorfogenni mutant cryl-1 byl
generovan rychlymi neutrony v ekotypu Ler (Landsberg erecta) a fotomorfogenni mutant
cry2-1 byl generovany v ekotypu Col (Columbia). Semena mutantt cryl-1 a cry2-1 byla
ziskana prostfednictvim TAIR a poskytnuta ABRC (Arabidopsis Biological Research
Center, Ohio State University, USA). Dale byli pouziti recesivni recesivni mutanti photl,
phot2 a dvojity mutant photl/2 odvozeni od genotypu glabra-1 (gl-1). Mutace byla
indukovand  chemicky pomoci EMS. Semena byla laskavé poskytnuta

Winslow R. Briggsem (Carnegie Institution of Washington, Stanford, California, USA).

3.1.2 Priprava MS média

Kli¢eni semen bylo studovano na pevném (agarovém) kultivaénim médiu MS (Murashige
and Skoog 1962), které obsahovalo makro a mikro elementy (4,3 g/1, Duchefa Biochemie;
Cat. No. M0221.0050), 1% sachardzy (10 g/1), pufr MES (195,2 mg/l). Pomoci 1M KOH
bylo upraveno pH média na 6,1, po sterilizaci média autokladvovanim klesne na
pozadovanou hodnotu pH 5,7. Pfipravené médium se rozlilo po 400 ml do péti sklenénych
lahvi s uzaviratelnym plastovym vrskem, do kazdé ldhve bylo pfidano 2,8 g fytoagaru
(findlni koncentrace 0,7%). Takto pfipravené médium bylo vysterilizovano

autoklavovanim.

3.1.3 Pouzité koncentrace inhibitoru

V experimentu byl pouzit inhibitor aniontovych kanali 9-AC (anthracen-9-karboxylova
kyselina). Inhibitor byl pouzivan ve c¢tyfech zvolenych koncentracich 0, 100, 150
a 200 umol/l. Pro kazdou koncentraci bylo pfipraveno 120 ml média, coz je objem
potiebny pro jeden experiment testujici oba genotypy ve vSech svételnych podminkach
(tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Testované koncentrace a pipetovand mnozstvi

z4sobniho roztoku 9-AC (102 M) jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1).
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Tab. 1: Pouzité koncentrace zasobniho roztoku 9-AC a pipetované mnozstvi zasobniho
roztoku 9-AC na 120 ml pouzitého média.

Testovana koncentrace [pmol] MnoiZstvi zasobniho roztoku na 120 ml

média [ml]

0 0

100 1,2
150 1,8
200 2,4

3.1.4 Kli¢eni semen

Pro kazdy pokus bylo potieba piiblizné 400 semen od kazdého z testovanych genotypi.
Potfebné mnozstvi semen bylo navdzeno (8 mg pfiblizné odpovida 400 sementim) tfi dny
pfed zahdjenim pokusu. Semena byla namoc¢ena do destilované vody a uloZena do tmy
do lednice (teplota kolem +5 °C) za ucéelem stratifikace. V den zah4jeni pokusu byla
semena povrchove vysterilizovana v 1,5 ml mikrozkumavce pomoci 1,5 % roztoku Sava
po dobu 25 minut. Béhem sterilizace byla semena v mikrozkumavce protiepavana
a nakonec pétkrat promyta sterilni destilovanou vodou v lamindrnim boxu pomoci
automatické pipety o objemu 100-1000 pl. Na sterilni kulaté Petriho misky (pramér
90 mm) s MS médiem obsahujicim pozadovanou koncentraci inhibitoru 9-AC byla
V lamindrnim flowboxu pomoci automatické pipety o objemu 2-20 pl vysdzena sterilni
semena. Na kazdou Petriho misku bylo vysdzeno zhruba 40 semen. Po vysevu byly misky
oblepeny po svém obvodu ve dvou vrstvach lepici paskou z netkané textilie (Softpore
nebo Urgopore) a umistény ve vertikalni poloze do ristovych komor (Microclima 1000E
Snijders Scientific, The Netherlands) s modrym nebo cervenym svétlem. Zdrojem
modrého svétla s maximalni ozafenosti 10 pmol m s p¥i 440 nm byla zafivka Philips
TLD-36W/18-Blue, zdrojem &erveného svétla s maximalni ozafenosti 10 pmol m2 s pfi
660 nm byla zativka Philips TLD36W/15-Red. Petriho misky uréené pro pokusy ve tmé
byly zabaleny do alobalu a takto také umistény do riistové komory. Semena byla
kultivovana pfi teploté +23 °C. Hodnoty kli¢ivosti semen byly sledovany vzdy od 3. nebo
4. dne od vyseti az po 7. den od vyseti. Ze tii az Ctyf opakovani daného experimentu byly

hodnoty zprimérovany a vyneseny do grafu.
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4 VYSLEDKY

Ke zhodnoceni zapojeni aniontovych kanali a fotoreceptortt modrého svétla v kliceni
semen Arabidosis thaliana byla sledovana inhibice kli¢eni v zavislosti na mnoZzstvi
ptidaného inhibitoru. Experimenty byly provadény podle postupu uvedené¢ho v metodice.
Kli¢eni bylo pozorovano ve tm¢, na modrém a na Cerveném svétle za rizného piidavku

inhibitoru 9-AC do kultivaéniho média.

4.1 Vliv inhibitoru 9-AC na kli¢eni semen mutanta cryl-1

Kli¢ivost semen ekotypu Ler po 7 dnech inkubace ve tmé dosahovala hodnot kolem 94 %.
Inhibitor 9-AC pridany do kultivaéniho média inhiboval postupné kliceni semen, pticemz
nejvetsi inhibicni efekt inhibitoru 9-AC byl pozorovan pii jeho koncentraci 200 umol/l.
Podobn¢ jako u Ler 9-AC inhiboval ve tmé kliceni semen mutanta cryl-1, pficemz
citlivost semen obou genotypt k 9-AC dosahovala podobnych hodnot (Obr. 1, Obr. 2).

Kli¢ivost semen ekotypu Ler inkubovanych na modrém svétle po dobu 7 dni
dosahovala hodnot okolo 97 %. Inhibitor 9-AC pfidany do kultiva¢niho média v riznych
koncentracich inhiboval postupné kli¢eni semen (Obr. 3). Nejvyssi inhibi¢ni efekt byl
pozorovan pii pouzité koncentraci 200 umol/l 9-AC (Obr. 4). Mira inhibice vyvolana pti
pouzité koncentraci 200 pmol/l 9-AC na modrém svétle byla u ekotypu Ler snizena oproti
mife inhibice vyvolané inhibitorem 9-AC ve tmé ze zhruba 15 % na 11 %. Podobné
jako u Ler 9-AC inhiboval kli¢eni semen mutanta cryl-1, pficemz citlivost obou
genotypu k 9-AC dosahovala podobnych hodnot (Obr. 3, Obr. 4).

Klic¢ivost semen ekotypu Ler po 7 dnech inkubace na Cerveném svétle dosahovala
hodnot okolo 94 %. Ptidavky inhibitoru 9-AC do kultivacniho média inhibovaly postupné
kli¢eni semen (Obr. 5). Nejvyssi inhibi¢ni efekt inhibitoru 9-AC byl pozorovan pii
koncentraci 200 umol/1 (Obr. 6). Mira inhibice zpisobena inhibitorem 9-AC na Cerveném
svétle byla snizena oproti mife inhibice vyvolané inhibitorem 9-AC ve tm&. U mutanta
cryl-1, podobné jako Ler, byl pozorovan inhibicni efekt inhibitoru 9-AC na kli¢eni semen
(Obr. 5). Hodnoty inhibice vyvolané inhibitorem 9-AC u kli¢eni semen mutanta cryl-1
byly rovnéZ sniZeny na cerveném svétle oproti hodnotdm zaznamenanym u Semen
mutanta cryl-1 ve tmé. Avsak citlivost obou genotypti k 9-AC se lisila. Mutant cryl-1
vykazoval zvysenou citlivost k inhibitoru 9-AC oproti Ler na cerveném svétle pii
vSech pouzitych koncentracich inhibitoru (Obr. 6). Inhibice kli¢eni semen u mutanta

cryl-1 nacerveném svétle dosahovala hodnot okolo 21 % pfi pouzité koncentraci
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200 umol/l 9-AC, zatimco inhibice kli¢eni semen u ekotypu Ler na cerveném svétle

dosahovala hodnot okolo 7 % pfi pouzité koncentraci 200 umol/l 9-AC (Obr. 6).

Ler, cryl-1 atma

100% -
S 80%
2 40%
S
= 20% i
0%
0 100 150 200
9-AC (umol/l )

Ler —e=cryl-1
Obr. 1: Kli¢ivost semen mutanta cryl-1 a odpovidajiciho WT (Ler) kultivovanych ve tmée pfi

rizném pridavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou kli¢ivost semen + SE 7. den
po vysevu ziskanou ze ¢tyf nezavislych experimentu.
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Obr. 2: Inhibice kli¢eni (%) semen mutanta cryl-1 a odpovidajiciho WT (Ler) kultivovanych

ve tmé pii rizném pifidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou inhibici
vypoctenou z pramérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.

30



Ler, cryl-1 a modré svétlo
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Obr. 3: Klic¢ivost semen mutanta cryl-1 a odpovidajiciho WT (Ler) kultivovanych na modrém

svétle pfi rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou kli¢ivost semen
+ SE 7. den po vysevu ziskanou ze ¢tyf nezavislych experimenta.
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Obr. 4: Inhibice kli¢eni (%) semen mutanta cryl-1 a odpovidajiciho WT (Ler) kultivovanych

na modrém svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou inhibici
vypoctenou z prumérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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Obr. 5: Kli¢ivost semen mutanta cryl-1 a odpovidajiciho WT (Ler) kultivovanych

na ¢erveném svétle pii rdzném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
kli¢ivost semen + SE 7. den po vysevu ziskanou ze Ctyf nezavislych experimentt.
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Ler, cryl-1 a ¢ervené svétlo
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Obr. 6: Inhibice kliceni (%) semen mutanta cryl-1 a odpovidajiciho WT (Ler) kultivovanych
na Cerveném svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
inhibici vypoctenou z priimérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.

4.2 Vliv inhibitoru 9-AC na kli¢eni semen mutanta cry2-1

Kli¢ivost semen ekotypu Col po 7 dnech inkubace ve tm¢ dosahovala hodnot okolo 93 %
(Obr. 7). Ptidavky inhibitoru 9-AC do kultiva¢niho média v riznych koncentracich
postupné inhibovaly kli¢eni semen, pficemZ nejvétsi inhibicni efekt byl pozorovan pfi
koncentraci 200 umol/l (Obr. 8). Kli¢ivost semen mutanta cry2-1 dosahovala po 7 dnech
inkubace ve tmé daleko nizSich hodnot, zhruba 23 %. Inhibitor 9-AC pfi rGznych
ptidavcich do kultivaéniho média inhiboval rust mutanta cry2-1 ve tmé (Obr. 7).
Nameétené hodnoty inhibice zpisobené 9-AC vsak dosahovaly vyssich hodnot u mutanta
cry2-1 nez u Col. Napft. pti pouzité koncentraci 200 umol/l 9-AC se hodnota inhibice u
mutanta cry2-1 ve tmé pohybovala okolo 67 %, zato u Col se pohybovala okolo 40 %
(Obr. 8).

Kli¢ivost semen ekotypu Col po 7 dnech inkubace na modrém svétle dosahovala
hodnot okolo 91 % (Obr. 9). Inhibitor 9-AC pfidany do kultivacniho média inhiboval
kliceni semen, pficemZ nejvyssi inhibicni efekt inhibitoru 9-AC byl pozorovan pii
koncentraci 150 umol/l (Obr. 10). Hodnoty inhibice semen Col inkubovanych na modrém
svétle byly niz§i nez hodnoty inhibice semen Col naméfené ve tmé. Kli¢ivost semen
mutanta cry2-1 inkubovana na modrém svétle po dobu 7 dni dosahovala hodnot okolo
42 % a ptidavky inhibitoru 9-AC inhibovaly kli¢eni semen cry2-1 (Obr. 9). Nejvyssi
inhibi¢ni efekt 9-AC byl pozorovan pti koncentraci 150 pmol/l (Obr. 10). Mira inhibice

vyvolana u mutanta cry2-1 inhibitorem 9-AC na modrém svétle dosahovala vysSich
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hodnotu nez mira inhibice vyvolana u ekotypu Col inhibitorem 9-AC na modrém svétle.
Napf. pfi pouzité koncentraci 150 pmol/l 9-AC byly zaznamenany hodnoty inhibice
u mutanta cry2-1 okolo 78 %, u ekotypu Col 10 % (Obr. 10).

Kli¢ivost semen ekotypu Col po 7 dnech inkubace na cerveném svétle dosahovala
hodnot okolo 94 %. Inhibitor 9-AC ptidany do kultiva¢niho média inhiboval postupné
kliceni semen (Obr. 11). Jeho nejvyssi inhibi¢ni efekt byl pozorovan pii pouzité
koncentraci 200 umol/l (Obr. 12). Hodnoty inhibice kliCeni semen zaznamenané
na ¢erveném svétle u ekotypu Col byly nizsi nez hodnoty inhibice kli¢eni semen ve tmé.
U mutanta cry2-1 dosahovala kli¢ivost semen na cerveném svétle hodnot okolo
40 % a inhibitor 9-AC ptidany do kultivaéniho média inhiboval postupné kli¢eni semen
cry2-1 (Obr. 11), pficemz nejvetsi inhibiéni efekt byl pozorovan pii koncentraci
200 pmol/l (Obr. 12). Mutant cry2-1 vykazoval vyssi citlivost k inhibitoru 9-AC
na ¢erveném svétle nez ekotyp Col. Napf. pii koncentraci 200 umol/1 se hodnoty inhibice
pohybovaly okolo 65 % u mutanta cry2-1, zatimco u Col okolo 21 % (Obr. 12).
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Obr. 7: Kli¢ivost semen mutanta cry2-1 a odpovidajiciho WT (Col) kultivovanych ve tmé pfi
ruzném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou kli¢ivost semen £ SE 7. den
po vysevu ziskanou ze tfi nezavislych experimentu.
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Col, cry2-1 atma
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Obr. 8: Inhibice kli¢eni (%) semen mutanta cry2-1 a odpovidajiciho WT (Col) kultivovanych
ve tm¢ pii rlzném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou inhibici
vypoctenou z prumérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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Obr. 9: Kli¢ivost semen mutanta cry2-1 a odpovidajiciho WT (Col) kultivovanych na modrém

svétle pfi rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou kli¢ivost semen
+ SE 7. den po vysevu ziskanou ze tii nezavislych experimenta.
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Obr. 10: Inhibice kli¢eni (%) semen mutanta cry2-1 a odpovidajictho WT (Col) kultivovanych
na modrém svétle pii rizném pridavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou inhibici
vypoétenou z prumérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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Col, cry2-1 a ¢cervené svétlo
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Obr. 11: Kli¢ivost semen mutanta cryl-1 a odpovidajicitho WT (Col) kultivovanych

na cerveném svétle pii rGzném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
klicivost semen + SE 7. den po vysevu ziskanou ze tii nezavislych experimentd.
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Obr. 12: Inhibice kli¢eni (%) semen mutanta cry2-1 a odpovidajiciho WT (Col) kultivovanych
na Cerveném svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
inhibici vypoétenou z primérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.

4.3 Vliv inhibitoru 9-AC na Kkli¢eni semen mutanta photl
Klic¢ivost semen genotypu gl-1 po 7 dnech inkubace ve tm¢ dosahovala hodnot okolo
62 %. Ptidavky inhibitoru 9-AC do kultivaéniho média postupné inhibovala klic¢eni
semen (Obr. 13). Nejvétsi inhibiéni efekt 9-AC byl pozorovan pii pouzité koncentraci
200 umol/l (Obr. 14). Podobné jako u gl-1 ptidavek 9-AC do kultivaéniho média
inhiboval klieni semen ve tmé i u mutanta photl (Obr. 13). Citlivost semen obou
genotypu k 9-AC dosahovala podobnych hodnot (Obr. 14).

U semen genotypu gl-1 kultivovanych 7 dni na modrém svétle dosahovala kli¢ivost

hodnot okolo 78 %. Pfidavek inhibitoru 9-AC do kultiva¢niho média postupné inhiboval
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kliceni semen gl-1 na modrém svétle (Obr. 15), pficemz nejvétsi inhibi¢ni Géinek byl
pozorovan pii pouzité koncentraci inhibitoru 9-AC 200 pumol/l (Obr. 16). Hodnoty
inhibice gl-1 zpusobené piidavkem 9-AC na modrém svétle byly sniZzeny oproti
hodnotam pozorovanym ve tmé. U mutanta photl byl pozorovan podobny inhibi¢ni
ucinek 9-AC jako u gl-1 (Obr. 15). U obou genotypt inkubovanych na modrém svétle
byly zaznamenany podobné hodnoty inhibice zpisobené piidavkem 9-AC
do kultiva¢niho média. U mutanta photl bylo rovnéz pozorovano snizeni citlivosti k
inhibitoru 9-AC na modrém svétle oproti tmé (Obr. 16).

Kli¢ivost semen genotypu gl-1 po 7 dnech inkubace na ¢erveném svétle dosahovala
hodnot okolo 80 %. Ptidavky inhibitoru 9-AC do kultiva¢niho média inhibovaly postupné
kli¢eni semen (Obr. 17), pti¢emz nejvyssi inhibi¢ni efekt inhibitoru 9-AC byl pozorovan
pti koncentraci 200 pumol/l (Obr. 18). Hodnoty kli¢ivosti semen mutanta photl na
cerveném svétle a za pritomnosti 9-AC byly podobné kli¢ivosti semen gl-1 (Obr. 17).
Hodnoty relativni inhibice kli¢ivosti semen photl dosahovaly podobnych hodnot jako
relativni inhibice gl-1 (Obr. 18).
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Obr. 13: Kli¢ivost semen mutanta photl a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych ve tmé
pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou kli¢ivost semen + SE 7.
den po vysevu ziskanou ze tii nezavislych experimentd.
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gl-1, photl atma
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Obr. 14: Inhibice kliceni (%) semen mutanta photl a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych

ve tmé pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou inhibici
vypoctenou z priimérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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Obr. 15: Kli¢ivost semen mutanta photl a odpovidajictho WT (gl-1) kultivovanych

na modrém svétle pii riizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji prumérnou kli¢ivost
semen = SE 7. den po vysevu ziskanou ze tii nezavislych experimenti.
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Obr. 16: Inhibice kliceni (%) semen mutanta photl a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych
na modrém svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou inhibici
vypoctenou z priimérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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Obr. 17: Kli¢ivost semen mutanta photl a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych
na cerveném svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
kli¢ivost semen + SE 7. den po vysevu ziskanou ze tii nezavislych experimenti.
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Obr. 18: Inhibice kliceni (%) semen mutanta photl a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych
na Cerveném svétle pii rizném pridavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
inhibici vypoctenou z primérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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4.4 Vliv inhibitoru 9-AC na Kkli¢eni semen mutanta phot2

Kli¢ivost semen genotypu gl-1 po 7 dnech inkubace ve tmé dosahovala hodnot okolo
72 %. Inhibitor 9-AC pridany do kultivaéniho média postupné inhiboval kli¢eni
semen (Obr. 19), pficemz nejvétsi inhibicni efekt 9-AC byl pozorovan pti pouzité
koncentraci 200 pmol/l (Obr 20). Podobn¢ jako u gl-1 ptidavek 9-AC do kultiva¢niho
média inhiboval kli¢eni semen ve tmé i u mutanta phot2 (Obr. 19). Citlivost mutanta
phot2 k inhibitoru 9-AC byla zvysena oproti citlivosti gl-1. Napf. pfi pouzité koncentraci
200 pmol/l 9-AC byly zjistény u phot2 hodnoty inhibice kli¢ivosti okolo 91 %, zatimco
u gl-1 okolo 66 % (Obr. 20).

Kli¢ivost semen genotypu gl-1 inkubovanych 7 dni na modrém svétle dosahovala
hodnot okolo 84 % a piidavek inhibitoru 9-AC do kultiva¢niho média postupné inhiboval
kliceni semen gl-1 na modrém svétle (Obr. 21), pficemz nejvétsi inhibiéni G¢inek byl
pozorovan pii pouzité koncentraci 200 umol/l 9-AC (Obr. 22). Citlivost gl-1 k pfidavku
9-AC na modrém svétle byla snizena oproti citlivosti pozorované ve tm¢. Podobné jako
u gl-1, u mutanta phot2 byl pozorovan podobny inhibi¢ni G¢inek 9-AC. Oba genotypy
dosahovaly podobné citlivosti k inhibitoru 9-AC (Obr. 22).

Semena genotypu gl-1 inkubovana 7 dni na Cerveném svétle dosahovala hodnot
klicivosti okolo 83 %. Ptidavky inhibitoru 9-AC do kultivacniho média postupné
inhibovaly kli¢ivost semen (Obr. 23), pti¢emz nejvyssi inhibi¢ni efekt inhibitoru 9-AC
byl zaznamenan pii koncentraci 200 umol/l (Obr. 24). Citlivost gl-1 k inhibitoru 9-AC
na ¢erveném svétle byla snizena oproti citlivosti vyvolané pii inkubaci ve tm¢. Podobné
jako u gl-1, u mutanta phot2 byla pozorovana inhibice kli¢eni semen zpuisobena ptidavky

9-AC, pticemz hodnoty inhibice u obou genotypti byly podobné (Obr. 24).
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Obr. 19: Kli¢ivost semen mutanta phot2 a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych ve tmé

pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji pramérnou kli¢ivost semen = SE 7.
den po vysevu ziskanou ze tii nezavislych experimentu.
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Obr. 20: Inhibice kliceni (%) semen mutanta phot2 a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych
ve tm¢ pii rlzném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou inhibici
vypoctenou z priimérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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Obr. 21: Kli¢ivost semen mutanta phot2 a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych
na modrém svétle pfi rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou kli¢ivost
semen £+ SE 7. den po vysevu ziskanou ze tfi nezavislych experimentu.
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Obr. 22: Inhibice kli¢eni (%) semen mutanta phot2 a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych
na modrém svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou inhibici
vypoctenou z primérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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Obr. 23: Kli¢ivost semen mutanta phot2 a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych
na cerveném svétle pii rGzném ptidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
kli¢ivost semen + SE 7. den po vysevu ziskanou ze tfi nezavislych experimentu.
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Obr. 24: Inhibice kliceni (%) semen mutanta phot2 a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych
na Cerveném svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
inhibici vypoctenou z primérmych hodnot klicivosti 7. den po vysevu.

4.5 Vliv inhibitoru 9-AC na Kkli¢eni semen mutanta phot1/2

Kli¢ivost semen genotypu gl-1 po 7 dnech inkubace ve tmé¢ dosahovala hodnot okolo
69 %. Inhibitor 9-AC ptidany do kultivaéniho média postupné inhiboval kli¢eni semen
(Obr. 25). Nejvétsi inhibicni efekt 9-AC byl pozorovan pii pouzité koncentraci
200 pmol/l (Obr. 26). Podobné jako u gl-1 ptidavek 9-AC do kultivacniho média
inhiboval kli¢eni semen ve tmé i u mutanta photl/2, pfi¢emz inhibice kli¢eni semen

zpusobena inhibitorem 9-AC u obou genotyptu dosahovala podobnych hodnot (Obr. 26).
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Semena genotypu gl-1 kultivovana 7 dni na modrém svétle dosahovala kli¢ivosti okolo
72 % a pridavek inhibitoru 9-AC do kultiva¢niho média postupné inhiboval klic¢eni semen
gl-1 na modrém svétle (Obr. 27). Nejvétsi inhibi¢ni ucinek byl pozorovan pii pouzité
koncentraci inhibitoru 200 umol/1 (Obr. 28). Hodnoty inhibice gl-1 zptsobené piidavkem
9-AC na modrém svétle byly snizeny oproti hodnotdm pozorovanym ve tm¢. U mutanta
photl/2 byl také pozorovan inhibi¢ni ucinek 9-AC (Obr. 27). Citlivost mutanta
photl1/2 byla oproti citlivosti gl-1 byla pouze mirné zvySena. Napi. pii koncentraci
200 umol/l 9-AC se inhibice kliceni semen u mutanta photl/2 pohybovala okolo
41 % a u genotypu gl-1 okolo 35 % (Obr. 28).

Semena genotypu gl-1 inkubovana 7 dni na Cerveném svétle dosahovala hodnot
kli¢ivosti okolo 80 %. Piidavek inhibitoru 9-AC vruznych koncentracich
postupné inhibovala kli¢ivost semen (Obr. 29), pficemZz nejvyssi inhibi¢ni
efekt inhibitoru 9-AC byl zaznamenan pii koncentraci 200 pmol/l 9-AC (Obr. 30).
Citlivost gl-1 Kk inhibitoru 9-AC na cCerveném svétle byla snizena oproti citlivosti
vyvolané pii inkubaci ve tmé&. Podobné jako u gl-1, u mutanta phot1/2 byla pozorovana
inhibice kli¢eni semen zpusobena piidavky 9-AC. Citlivost mutanta phot1/2 k 9-AC byla
vaci citlivosti k gl-1 vyrazné zvySena pii vSech testovanych koncentracich 9-AC
(Obr. 30).
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Obr. 25: Kli¢ivost semen mutanta photl/2 a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych ve tmé

pfi rizném pridavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou kli¢ivost semen
+ SE 7 den po vysevu ziskanou ze tii nezavislych experimenta.
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Obr. 26: Inhibice kliceni (%) semen mutanta photl/2 a odpovidajiciho WT (gl-1)

kultivovanych ve tmé pfi rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
inhibici vypoctenou z primérnych hodnot klicivosti 7. den po vysevu.
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Obr. 27: Kli¢ivost semen mutanta photl/2 a odpovidajiciho WT (gl-1) kultivovanych na

modrém svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou kli¢ivost
semen + SE 7. den po vysevu ziskanou ze tfi nezavislych experimentu.
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Obr. 28: Inhibice kliceni (%) semen mutanta photl/2 a odpovidajiciho WT (gl-1)
kultivovanych na modrém svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji
primérnou inhibici vypoctenou z primérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.

gl-1, phot1/2 a ervené svétlo

100%
80% \
60% \ ——
40% =

20%

0%

kli¢ivost (%)

=@
—
0 100 150 200
9-AC (pumol/l)

—@=—(|-1 =@=photl/2

Obr. 29: Kli¢ivost semen mutanta photl/2 a odpovidajictho WT (gl-1) kultivovanych
na cerveném svétle pii rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji primérnou
kli¢ivost semen + SE 7. den po vysevu ziskanou ze tfi nezavislych experimenta.
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Obr. 30: Inhibice kliceni (%) semen mutanta photl/2 a odpovidajiciho WT (gl-1)
kultivovanych na cerveném svétle pti rizném piidavku inhibitoru 9-AC. Hodnoty ukazuji
primérnou inhibici vypocétenou z primérnych hodnot kli¢ivosti 7. den po vysevu.
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5. DISKUZE

Pii pokusech provadénych se semeny kontrolnich genotypu (Ler, Col, gl-1) studovanych
rostlin byla po pfidavku inhibitoru 9-AC do kultiva¢niho média pozorovana riizna mira
inhibice kliceni semen, pficemz inhibice kli¢eni se postupné zvySovala v zavislosti
na pouzité koncentraci inhibitoru. Z téchto vysledki lze vyvodit zavér, ze kanaly citlivé
k inhibitoru 9-AC hraji pozitivni Glohu Vv procesu kli¢eni semen.

Inhibi¢ni vliv 9-AC na kliceni semen rostlin byl ovlivnén svétlem. VSechna semena
inkubovana na svétle (na modrém i na ¢erveném) se projevovala snizenou mirou inhibice
kli¢eni oproti sementim kultivovanym ve tm¢. Toto snizeni inhibi¢niho u¢inku by mohlo
byt zpiisobeno sniZenim citlivosti 9-AC citlivych kanal k 9-AC svétlem nebo stimulaci
exprese genua pro tvorbu 9-AC citlivych kanali.

Semena mutanta cryl-1 inkubovana ve tmé nevykazovala zménu citlivosti k 9-AC
oproti citlivosti zaznamenané u ekotypu Ler. Ani vysledky pokusi provadénych
na modrém svétle nebyly neukazaly zmény citlivosti k 9-AC u mutanta cryl-1 oproti
ekotypu Ler. Pfi inkubaci na ¢erveném svétle se v§ak semena mutanta cryl-1 vyznacovala
zvySenou citlivosti k inhibitoru 9-AC oproti semeniim ekotypu Ler inkubovanych
za stejnych svételnych podminek. Tyto vysledky naznacuji, ze funkéni CRY1
zprostfedkuje vliv ¢erveného svétla na potlaceni inhibi¢niho G¢inku 9-AC na klic¢eni
semen. CRY1 je protein nachazejici se pfevazné v jadre, ktery je schopen ovlivnit expresi
nékterych fotomorfogennich gend (Ohgishi et al, 2003). Jednim z gent, jehoz expresi
by mohl ovliviiovat je i gen pro tvorbu 9-AC citlivych kanald. Mutant, ktery funkéni
CRY1 postrada, by tedy obsahoval mensi pocet 9-AC citlivych kanali a dochézelo
by k vyssi inhibici kli¢eni. Jelikoz vSak ke sniZeni inhibice dochazi pouze na ¢erveném
svétle, nemiize byt vtomto procesu zapojen pifimo CRY1l. Moznym vysvétlenim
by mohla byt urcita interakce mezi fytochromy a CRY1. Interakce mezi fytochromy
a kryptochromy v jadie je znama. Tyto dva typy fotoreceptorti mohou v jadie plnit své
funkce oddélené, ale mohou spolu také vzdjemné kooperovat a zprostiedkovavat
odpovéd’ na svételné signaly (Pavlova and Fisher, 2011). Na modrém svétle byla popsana
vzajemna interakce PhyA, PhyB a CRY1 v inhibici kliceni rostlin (Poppe et al, 1998).
Dle nasich vysledkt Ize tedy spekulovat, ze k podobné interakci mezi fytochromy
a CRY1 dochézi i na cerveném svétle v reakci ovliviiujici expresi 9-AC citlivych kanali.

Semena mutanta cry2-1 inkubovana ve tmé se projevovala zvySenou citlivosti

k inhibitoru 9-AC ve srovnani s citlivosti pozorovanou u ekotypu Col. Zvysena citlivost
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k inhibitoru 9-AC semen cry2-1 oproti Col byla pozorovana i v pokuse provadénych
na modrém i Cerveném svétle. Tyto vysledky naznacuji, ze funkéni CRY2 redukuje
citlivost semen k 9-AC, a to bez ohledu na svételné podminky. CRY2 mize byt
napi. zapojeny do regulace exprese genu pro 9-AC citlivé kanaly, jak na svétle, tak ve
tm¢. CRY2 je protein nachédzejici se neustidle v jadfe. Je zapojeny do regulace
fotomorfogennich genii. Jednim z mechanismd, kterymi fotomorfogenni geny CRY2
muze regulovat, je jeho kooperace s COP1 proteiny. Ve tm¢ se COP1 proteiny hromadi
Vv jadfe a ubiqitinuji transkripcni faktory fotomorfogennich genii, ¢imz potlacuji jejich
expresi. ZvySena inhibice kliceni semen mutanta cry2-1 oproti semenim ekotypu Col
na ¢erveném svétle by navic mohla naznacovat, ze funkéni CRY2 by mohl drahou
zavislou na COP1 ovliviiovat expresi 9-AC citlivych kanali. Navic by mohla byt tato
signdlni draha propojena se signalni dradhou fytochromti. Ve tm¢ by neaktivovany CRY?2
mohl byt v blizké vazbé na transkripcni faktory gent pro 9-AC citlivé kanaly a tim
ovliviiovat expresi téchto gent.

Vysledky pokusti provadénych na semenech mutanta photl ve tmé neukazaly zadnou
zménu citlivosti k pouzitému inhibitoru 9-AC mutanta photl oproti kontrolnimu
genotypu gl-1. Stejné tak semena mutanta photl a gl-1 ukazovaly podobnou citlivost
k inhibitoru 9-AC na modrém i na ¢erveném svétle. Tyto vysledky naznacuji, Ze funk¢ni
fotoreceptor Photl nehraje pravdépodobné dilezitou roli v ovliviiovani citlivosti kli¢eni
semen k 9-AC.

Pii pokusech provadénych s mutantem phot2 byla zaznamenéana zvysena citlivost
mutanta phot2 k inhibitoru kliceni 9-AC oproti genotypu gl-1 pfii inkubaci ve tmeé.
Pti pokusech provadénych na modrém a Cerveném svétle nevykazoval mutant phot2
zménu citlivosti k 9-AC oproti gl-1. Phot2 je protein vyskytujici se na plazmatické
membrané bunék, k jehoz aktivaci dochazi az po ozatreni svétlem. To, Ze bylo pozorovano
zvySeni citlivosti semen mutanta phot2 k 9-AC pouze ve tm¢, muze nasvédCovat
tomu, ze Phot2, i kdyz neni aktivovany, muZe snizovat reakci aniontovych kanalt
citlivych k 9-AC citlivych. Tyto zavéry by se daly vysvétlit napt. tim, Ze neaktivovany
Phot2 by se mohl vyskytovat na membrané v blizké vazbé k 9-AC citlivych kanalu a tato
vazba by mohla ovliviiovat jejich funkci.

Vysledky pokusti s mutantem photl/2 ukazaly, ze semena mutanta photl/2 se ve tmé
a na modrém svétle projevovaly stejnou citlivosti k inhibitoru 9-AC jako semena
genotypu gl-1. Pfi inkubaci na ¢erveném svétle dochazelo ke zvySeni inhibice kliceni

semen vlivem 9-AC u mutanta photl/2 oproti inhibici zaznamenané u semen gl-1.
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Z téchto vysledkt lze usuzovat, ze pokud rostlina obsahuje funkéni oba fototropiny
(Photl i Phot2), mize u ni na ¢erveném svétle dochazet ke snizeni citlivosti aniontovych
kanalt k 9-AC. Tyto vysledky naznacuji, ze fototropiny n¢jakym zplisobem interaguji
se signalnimi drahami ¢erveného svétla.

Podobnou problematikou se ve své diplomové praci zabyvala Jana Balarynova (2010),
ktera ve své praci zkoumala zapojeni 9-AC citlivych kanalti, NPPB citlivych kanali
a draselnych kanala citlivych k tolbutamidu v kliceni semen rajéete (Solanum
lycopersicum L.) a mozné ovlivnéni funkce téchto kanali pomoci fotoreceptori modrého
svétla. Ve své praci zjistila, ze produkty genu 7B-1 by mohly negativné regulovat
mnozstvi ¢i aktivitu 9-AC citlivych kanali. Také zjistila, ze CRY1 neni zapojeny
V inhibi¢nim G¢€inku 9-AC na klieni semen rajcete. Oproti témto vysledkiim, moje
vysledky naznacuji, ze u Arabidopsis thaliana sice CRY1 pravdépodobné sam o sobé
neni zodpoveédny za ovlivnéni citlivosti semen k 9-AC, ale jeho signédlni draha by mohla
byt propojena se signalni drahou fytochromi a tato vzajemna kooperace by mohla vést
ke snizeni citlivosti semen Arabidopsis thaliana k 9-AC.

Bylo by zajimavé provést dalsi studie vyuzivajici mutanty defektni ve fytochromech
k moznému potvrzeni propojeni signalnich drah receptori modrého svétla a fytochromi
v reakci na inhibitor 9-AC. V dalsich studiich by bylo potieba identifikovat v semenech
Arabidopsis thaliana kanaly citlivé k 9-AC a studovat jejich expresi a aktivitu

v semenech mutantli a kontrolnich rostlin v zavislosti na svételnych podminkach.
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6. ZAVER

Cilem mé Dbakalaiské prace bylo studovat zapojeni svétla a receptort
modrého kryptochromti a fototropinti v kliceni rostlin a zapojeni aniontovych kanalt
citlivych k 9-AC v tomto procesu. Ke zjisténi funkce kryptochromt a fototropind bylo
pouzito genetického pfistupu, spocivajiciho v pouziti mutantd cryl-1, cry2-1, photl,
phot2 a dvojitého mutanta photl/2 se sniZenou citlivosti k modrému svétlu. Vysledky
experimentll ukazaly, ze aplikovany inhibitor 9-AC zptsobuje inhibici kliceni semen
Arabidopsis thaliana. Také bylo zjisténo, Ze svétlo obecné snizuje inhibi¢ni vliv 9-AC
na klic¢eni rostlin. Vysledky tedy v prvé fadé ukazaly, Ze aniontové kanaly citlivé k 9-AC
jsou nutné pro kli¢eni semen Arabidopsis. Ze ziskanych vysledkli je mozné také
dedukovat, ze funkéni CRY1 redukuje inhibiéni ucinek 9-AC na kliceni semen
na ¢erveném svétle, coz naznacuje jeho mozné propojeni se signalni drahou fytochromi
a také mozné ovlivnéni exprese genti pro 9-AC citlivé kandly. Vysledky experimenti dale
naznacily, ze funkéni CRY2 by mohl byt zapojen do exprese gent pro 9-AC citlivé
kandly, a to zpisobem zavislym na COP1. | v tomto ptipadé lze ptedpokladat propojeni
signalnich drah CRY2 a fytochromu. Vysledky bakalaiské prace naznacuji, ze funkéni
CRY2 snizuje miru inhibice kli¢eni semen zptisobené inhibitorem 9-AC za vSech
svételnych podminek.

U fototropinti nebyl pozorovan zadny vyrazny Gcéinek na citlivost kliceni semen k
inhibitoru 9-AC. Vysledky vsak naznacuji, Zze ve tmé by funkéni Phot2 mohl redukovat
inhibici kli¢eni zptisobenou 9-AC ve tmé, takze je schopen ovlivnit citlivost 9-AC kanala,
i kdyz neni aktivovany svétlem. Vysledky také naznacuji, ze pokud jsou oba fototropiny
(Photl i Phot2) funkéni, tak by mohly zasahovat do signalni drahy ¢erveného svétla.

K potvrzeni téchto zavéra by bylo nutné provést dalsi molekularné-genetické studie.

48



7. SEZNAM POUZITE LITERATURY

Ang L.-H., Chattopadhyay S., Wei N., Oyama T., Okada K., Batschauer A., Deng X.-W. (1998):
Molecular Interaction between COP1 and HY5 Defines a Regulatory Switch for Light Control
of Arabidopsis Development. Molecular Cell 1, 213-222.

Balarynova J. (2010): Uloha svételnych drah v aktivité iontovych kandli. Diplomova prace,
Univerzita Palackého v Olomouci, Olomouc, Ceska Republika.

Barrero J. M., Downie A. B., Xu Q., Gubler F. (2014): A Role for Barley CRYPTOCHROMEL1
Light Regulation of Grain Dormancy and Germination. The Plant Cell American Society of
Plant Biologists 26, 1094-1104.

Deng, X.-W., Caspar, T., and Quail, P.H. (1991): COP1.: a regulatory locus involved in light-
controlled development and gene expression in Arabidopsis. Genes Development 5, 1172—
1182.

Koornneef, M., Rolff, E., and Spruit, C.J.P. (1980): Genetic control of light-inhibited hypocotyl
elongation in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Zeitschrift fiir Pflanzenphysiologie 100, 147—
160.

Kucera B., Cohn M. A. et Leubner-Metzger G. (2005): Plant hormone interactions during seed
dormancy and release and germination. Seed Science Research 15, 281-307.

Lewin B., Cassimeris L., Lingappa V. R., Plopper G. (2006): Transport of ions and small
molecules across membranes. In: Cells. (Lewin B., et al), Jones and Bartlett Publishers,
Sudbury, Massachusetts, 31-96.

Lin C., Yang H., Guo H., Mockler T., Chen J.,Cashmore A.R. (1998): Enhancement of blue-light
sensitivity of Arabidopsis seedlings by a blue light receptor cryptochrome 2. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 95(5), 2686—-2690.

Lodish H., Berk A., Kaiser Ch., Krieger M., Scott M. P., Bretscher A., Ploegh H., Matsudaira P.
(2008): Transmembrane transport of ions and small molecules. In: Molecular cell biology. 6th
ed., (Ahr K., Tontonoz M., Frost E. P., Rice E.), W. H. Freeman and Company, New York,
438-478.

Lustinec J., Zarsky V. (2003): Uvod do fyziologie vyssich rostlin. 1st ed., Karolinum, Praha, 261
stran.

Née G., Xiang Y., Soppe W. JJ. (2017): The release of dormancy, a wake-up call for seeds to
germinate. Current Opinion in Plant Biology 35, 8-14.

Ohgishi M., Saji K., Okada K., Sakai T. (2003): Functional analysis of each blue light receptor,
cryl, cry2, photl, and phot 2, by using combinatorial multiple mutants in Arabidopsis.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the Unitd States of America 101(8), 2223—
2228.

Pavlova L. (2005): Fyziologie rostlin. Karolinum, Praha, 253 stran.

Pavlova L., Fisher L. (2011): Ruist a vyvoj rostlin. Vydani 1, Karolinum, Praha, 325 stran.

Poppe C. (1998): The blue-light receptor cryptochrome 1 can act independently of phytochrome
A and B in Arabidopsis thaliana Plant Journal 16, 465-471.

Prochazka S., Machatkova 1., Krekule J., Sebanek J. (1998): Fyziologie rostlin. 1st ed.,
Academia, Praha, 484 stran.

Roelfsema M. R. G., Hedrich R., Geiger D. (2012): Anion channels: master switches of stress
responses. Trends in Plant Science, 1-9.

Sawada Y, Aoki M, Nakaminami K, Mitsuhashi W, Tatematsu K, Kushiro T, Toshiba T, Kamila
Y, Inoue Y, Nambara E, Toyomasu T (2008): Phytochrome- and Gibberellin-Mediated
Regulation of Abscisic Acid Metabolism during Germination of Photoblastic Lettuce Seeds.
Plant Physiology 146(3), 1386-1396.

Schroeder J.I., Schmidt C., Scheaffer J. (1993): Identification of high-affinity slow anion channel
blockers and evidence for stomatal regulation by slow anion channels in guard cells. Plant
Cell 5, 1831-1841.

Shinomura T., Nagatani A., Hanzawa H., Kubota M., Watanabe M., Furya M. (1996): Action
spectra for phytochrome A- and B-specific photoinduction of seed germination in Arabidopsis
thaliana. Plant Biology 93, 8129-8133.

49



Spalding E.P. (2000): lon channels and the transduction of light signals. Plant, Cell and
Environment 23, 665-674.

Taiz L., Zeiger E. (2010): Plant Physiology. 2nd ed., Sinauer Associates Inc., Publishers
Sunderlannd, Massachusetts, USA, 782 stran.

Tavares B., Domingos P., Dias PN., Feijo JA., Bicho A. (2011): The essential role of anionic
transport in plant cells: the pollen tube as a case study. Journal of Experimental Botany 62,
2273-2298.

von Arnim A. G., Osterlund M. T., Kwok S. F., Deng X-W. (1997): Genetic and Developmental
Control of Nuclear Accumulation of COP1, a Repressor of Photomorphogenesis in
Arabidopsis. Plant Physiology 114, 779-788.

White, P., Broadley, M. (2001): Chloride in soils and its uptake and movement within the plant:
a review. Annals of Botany 88(6), 967-988.

Wu G., Spalding E. P., (2007): Separate functions for nuclear and cytoplasmic cryptochrome 1
during photomorphogenesis of Arabidopsis seedlings. Proceedings of the National Academy
of Sciences 104(47), 18813-18818.

50



8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA
ALMT
CAB
CCE
CHS
COP1
Col
CRY
DPC
EMS
FAD/FADH
FMN
GA:
gl-1
HY5
IAA-94

Ler

LOV

MES

MS médium
NIF

NPPB
OST1

Pfr

PHR
Pr
Phot
phy
RBCS

kyselina abscisova

aluminum-activated malate transporter

chlorofyl a/b vazebny protein

cruciform cutting endonuclease

chalkon syntetaza

constitutive photomorhogenesis 1

Columbia

kryptochrom

difenylamin-2-karboxylova kyselina
ethylmethansulfonat

flavinadenindinukleotid

flavinmononukleotid

kyselina giberelova

glabra-1

long hypokotyl 5

kyselina [(6,7-dichloro-2-cyclopentyl-2,3-dihydro-2-methyl-I-
oxo-IH-inden-5-yl) oxy] octova

Landsberg erecta

light oxygen voltage

kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova

Murashige and Skoog médium

kyselina niflumova

(5-nitro-2-(3-fenylpropylamino) benzoova kyselina
dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase
subunit 1 (oligosaccharyl transferase subunit 1)

forma fytochromu absorbujici v oblasti vzdaleného cerveného
svétla

deoxyribodipyrimidin fotolydza

forma fytochromu absorbujici v oblasti cerveného svétla
fototropin

fytochrom

karboxyl4dza/oxygenaza malé jednotky ribuldza-1,5-bisfosfatu

o1



SE
SLAC
SLAH
uv
UV-A
9-AC

standardni chyba

S-typ aniontovych kanéalu ozn. SLAC ve svéracich buiikéch
S-typ aniontovych kanalt ozn. SLAH

ultrafialové zafeni

320 nm az 400 nm oblast ultrafialového zateni

anthracen-9-karboxylova kyselina
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