UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator rustovych regulatoru

Uloha fytochromii a fytochromového chromoforu v regulaci

aniontovych kanali béhem vyvoje a ristu rostlin

Autor:

Studijni program:
Studijni obor:
Forma studia:

Vedouci prace:

Termin odevzdani prace:

BAKALARSKA PRACE

Martina Pasecka

B1501 Experimentalni biologie
Experimentalni biologie
Prezenéni

prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D

2023



Bibliograficka identifikace
Jméno a pfijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Klic¢ova slova

Pocet stran
Pocet priloh

Jazyk

Martina Pasecka

Uloha fytochromii a fytochromového chromoforu v regulaci
aniontovych kanalti béhem vyvoje a rastu rostlin

Bakalarska

Laboratof rustovych regulatoru
prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D
2023

Predkladana bakalarska prace se zabyva ulohou fytochromové
signalizace v regulaci aniontovych kanalu béhem vyvoje a rustu
modelové rostliny rajéete jedlého (Solanum lycopersicum L.).
Teoreticka cast prace shrnuje dosavadni poznatky o rostlinnych
fotoreceptorech a aniontovych kanalech. V experimentalni ¢asti
prace byl vyuzit geneticky a farmakologicky pfistup. Byly
analyzovany rustové a vyvojové reakce dvou fotomorfogennich
mutantu aurea (au™) a yellowgreen-2 (yg-2) v pritomnosti
inhibitori aniontovych kanala SITS a NPPB. Zaroven byly
rostliny péstovany v riznych svételnych podminkach (tma,
Cervené, modre svétlo). Z vysledka vyplyva, Ze aniontové kanaly
zapojené do rustu rajcete jsou efektivné blokovany inhibitorem
NPPB. Je pravdépodobné, ze svétlo ma prostiednictvim
fytochromu vliv na aktivitu NPPB-senzitivnich kanala a jejich

aktivitu vyznamn¢ ovliviiuje gen pro fytochromobilin syntazu.

Aniontové kanaly, fytochrom, fytochromobilin, NPPB, SITS,
Solanum lycopersicum, svétlo

61
0

Cesky



Bibliographical identification
Author’s first name and surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Martina Pasecka

Role of phytochromes and phytochrome chromophore in
regulation of anion channels during plant development and
growth

Bachelor

Laboratory of Growth Regulators
prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D
2023

This bachelor thesis deals with the role of phytochrome
signalling in the regulation of anion channels during the
development and growth of the model plant tomato
(Solanum lycopersicum L.). The theoretical part of the
thesis summarizes the existing knowledge of plant
photoreceptors and anion channels. In the experimental part
of the thesis, genetic and pharmacological approaches were
used. The growth and developmental responses of two
photomorphogenic mutants of aurea (au") and
yellowgreen-2 (yg-2) in the presence of the anion channel
inhibitors SITS and NPPB were analysed. At the same time,
plants were grown under different light conditions (dark,
red, blue light). The results elucidate that the anion
channels involved in tomato growth are effectively blocked
by the NPPB inhibitor. It is likely that light influences the
activity of NPPB-sensitive channels via phytochrome, and
their activity is significantly influenced by the

phytochromobilin synthase gene.

Anion channels, light NPPB, phytochrome,
phytochromobilin, SITS, Solanum Lycopersicum

61
0

Czech



Prohlasuji, ze jsem pfedlozenou bakalaiskou praci vypracovala samostatné za
pouziti citované literatury.

V Olomouci dne Podpis



Podékovani

Rada bych podékovala predev§im svému vedoucimu prace prof. RNDr. Martinu
Fellnerovi, Ph.D za odborné vedeni bakalarské prace, podnétné rady a vénovany cas.
Dékuji také za ochotu, vstiicnost a lidsky pfistup. Déle bych chtéla podékovat Skupiné

molekularni fyziologie za pfijemné pracovni prostiedi.



Obsah

SeZNAM ZKTALEK ..cceeerrerenrsrnenssrncsssrncssssnesssreesssneesssnesssssssssssssssssssssssssssssessssssssasssssasssssasssssss 8
1 UVOU 2 CHlE PIACE ceurereerrerrsrssssasersesssssesssssessasssssesssssssssssssssssssssssssssessessessssssssassssens 11
2 Soucasny stav ireSené problematiky 12
2 B 77~ 1 (e FO OO U RPTRRRPPPPPPP 12
2.2 FOtOTECEPLOTY . .eeiiiieiiiie ettt ettt et be s sbbe et s 13
2.2.1  FYtOCHIOMY ...cocviiiiiiiiiiiiiiii it 13
2.2.1.1  Struktura fytoChromuU ........ccccoviiiiiiiiiiiiiii e 15
2.2.2  KryptOChIOMY ...ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 17
2.2.3  FOLOMOPINY c..veiiiiitieniie ettt sttt ettt ea e et s e s s 19
224  ZTL,FKF1, LKP2 ...oooioiiiieeiece ettt 20

2.3 AniONtOVE KANALY ......cccueviiiriiiiiiiiiiiiiciccie i 21
2.3.1  Aniontové kanaly typu S a R ..cccooiviiiiiiiiiii 21
2.3.2  Chloridoveé Kanaly ........cccccoceeveeiineiiiiniiiiiiiiic e 23
2.3.3  Svétlem aktivované aniontové Kanaly...........ccccceeiiiiiiiiiiniiiinnicniienins 23
2.3.4  Mechanicky aktivované aniontoveé kanaly ...........ccccceeeniiiniiniiinnn, 23

2.4 Regulace aniontovych kanalll sV&tlem ...........ccccocovvriiiiniiiiiiiiie 24
2.5  Inhibitory iontovych Kanall ..........ccccceioiiiiiiiiininiin e 27
2.5.1  NPPBo...ooooceeee ettt s 28
2.5.2  SITS oottt sttt st st st 29

2.6 Mutanti rajCete (Solanum lycopersicum L.) .........cccccocouvurninniiniiiiniiiiienienn, 30

3 Material 2 MetOdiKa . ccuneicrsreccsnensnnnisneesssaesssanessssnesssssesssascssssecsassessasssssssssssssssss 32
3.1 Rostinny material .......ccooceeeueviiiiiiiiiiiiiiiii i 32
3.2 Priprava kultivacniho meédia..........cccoouiiiiiiiiiiiiii 32
3.3 Sterilizace @ VYSEV SEMEN ...cc..eruuiriiiiieiieiiiiiie ittt e 33
3.4 PIENOS SEIMEI . .eiiuiieiiiieeitieeite et ee et ee et ee et eesaseesaaseesaaeeesaaeeesaaeseesbeseesaeaeasaees 33
3.5  Hodnoceni rustu TOStHN ....ccveeeeiieeieeiiesie ettt 35

4  Vysledky 36
4.1  Vliv inhibitoru SITS na rist mutanta au" ............cccocceveviiiniininiieneiienee 36
4.2 Vliv inhibitoru NPPB na rast mutanta au"........c.cccceeeveiiviiiiiiiniinncneeneene 40
4.3  Vliv inhibitoru SITS na rast mutanta yg-2 ........cccceeeevvivcveieiiieniniinnieeeeneene 44
4.4 Vliv inhibitoru NPPB na rast mutanta yg-2 ........cccceeeveemeerieeiieniiienieineeinnens 46

5 Diskuze.......... cessesssssssssssasssnnanes 51
5.1  Vliv inhibitor aniontovych kanalti na mutanta au" ...........ccccccoeevnieninninnnn. 51

5.2 Vliv inhibitor aniontovych kanalli na mutanta yg-2 .........ccccceevvvurienneniiennnens 53



6 Zavér

Citovana literatura

55
56



Seznam zkratek

9-AC

ABA

ALA

ALTM

ARAC

BL

BV IXa

CCE

CLC

COP1

CRY

DASH

DIDS

FAD

FKF1

FMN

FR

GAF

GCAC1

HAAC

HKRD

TAA-94

LFR

LKP2

LOV

kyselina antracen-9-karboxylova
kyselina abscisova

kyselina levulinova

ALUMINIUM-ACTIVATED MALAT TRANSPORTER 1

ARABIDOPSIS ROOT ANION CHANNEL
blue light (modré svétlo)

biliverdin [Xa

C-koncova domeéna

chloridové kanaly

CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1
kryptochrom

Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, human
kyselina 4,4'- diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonova
flavinadenindinukleotid

F-BOX' 1

flavinmononukleotid

far-red light (dlouhovinné Cervené svétlo)
cGMP fosfodiesterazy/adenylylcyklazy/FhlA

GUARD CELL ANION CHANNEL 1

HYPERPOLARIZATION-ACTIVATED ANION CHANNEL

HISTIDIN KINASE-RELATED DOMAIN
kyselina indanyl-oxyoctova

low fluence responses (reakce na nizké zatent)
LOV KELCH PROTEIN 2

LIGHT OXYGEN VOLTAGE doména



MS médium Murashige Skoog médium

MTHF methyltetrahydrofolat

NIF kyselina niflumovéa

NPPB kyselina 5-nitro-2-(3-fenylpropylamino)benzoova
NTE N-koncova doména

PA kyselina fosfatidova

PAR fotosynteticky aktivni zareni

PAS Per/Arnt/Sim proteinova doména

PHOT phototropin (fototropin)

PHR photolyase homology region

PHY phytochrome (fytochrom)

PIF PHYTOCHROME INTERACTING FACTORs
PIN PIN-FORMED

PKS1 PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1
PP1 protein fosfatdza 1

PP2A protein fosfatdza 2A

P®B fytochromobilin

PSM fotosenzoricky modul

PYL PYRABACTIN 1-LIKE

PYR PYRABACTIN RESISTANCE

QUACI QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1
RCAR REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTOR
RL red light (Cervené svétlo)

SCF SKP, CULLIN, F-BOX

SD standardni odchylka

SITS 4-acetamido-4' - isothiocyanostilbene-2,2'-disulfonate



SLACI1

SPA

uv

UVRS

VLFR

ZTL

SLOW ANION CHANNEL 1

SUPPRESSOR OF PHYA-105

ultraviolet light (ultrafialové zatent)

UV RESPONSE LOCUS 8

very low fluence response (reakce na velmi nizkou ozafenost )

ZEITLUPE



1 Uvod a cile prace

Svétlo ma zasadni vyznam ve vyvoji rostlin a ovliviiuje mnoho fyziologickych procest.
Umoziuje prisedlym rostlinam optimalizovat svlj rist a vyvoj a piizpusobit se tak
okolnim podminkam. Svételny signal je vniman specifickymi fotoreceptory, které reaguji
na konkrétni vinové délky svételného spektra: Cervené a dlouhovinné Cervené svétlo je
vnimano fytochromy, modré svétlo/UV-A zareni fototropiny, kryptochromy a proteiny
Zeitlupe rodiny a UV-B zafeni zaznamenavaji UVRS receptory. Z téchto receptort jsou

fytochromy zdaleka nejrozséahleji studovany.

Fytochromy fidi razné vyvojové procesy rostlin, vetné klieni, prodluzovani
internodii, fizeni cirkadiannich hodin a kveteni. Ackoli samotny fytochromovy receptor,
stejné jako fyziologické projevy jeho aktivace jsou dobfe charakterizovany, mezistupné
v kaskadé prenosu signalu stale nejsou pln€ znamy. Tato prace se zaméfuje na pochopeni
ulohy fytochromt v regulaci aniontovych kanalt, coz pfispiva k rozsifeni povédomi
o komplexnich mechanismech, které stoji za fyziologickymi odezvami rostlin na svételné

stimuly.

Cilem této bakalarské prace bylo zkoumat vliv fytochromG na aktivitu
aniontovych kanali béhem vyvoje a rustu rajcete jedlého (Solanum lycopersicum L.)
prostfednictvim farmakologického a genetického pristupu. Teoreticka Cast prace se
zaméfila na analyzu relevantni literatury tykajici rostlinnych fotoreceptort a aniontovych
kanalli rostlin. Experimentalni ¢ast se zameéfila na studium citlivosti ristovych
avyvojovych reakci fotomorfogennich mutantd au", yg-2 rajCete k inhibitorim
aniontovych kanaltit NPPB a SITS v zavislosti na svételnych podminkach. Experimenty
byly provadény ve Skupiné molekularni fyziologie, kterd je soucasti Laboratofe
ristovych regulatord, spoleéného pracovi§té UP Olomouc a Ustavu experimentalni

botaniky AV CR.
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Svétlo

Svétlo krome své role primarniho zdroje energie pro fotosyntézu pusobi jako klicovy
environmentalni signal, ktery zasadné ovliviiuje rizné rustové a vyvojoveé procesy
v rostlinach. Rostliny jsou citlivé zejména na zmény mnozstvi (intenzity), kvality (vinové

délky) a smeéru svétla a reguluji svij rast v zavislosti na nich.

Pfi péstovani ve tmé vykazuji semenacky skotomorfogenezi a stavaji se
etiolovanymi. FEtiolované rostliny maji vyrazné napadné charakteristiky: dlouhé
a vietenovité stonky a bledé zlutou nebo bilou barvu (Obr. 1). V této vyvojové strategii
je alokace zdroji zaméfena na prodluzovani hypokotylu na ukor vyvoje listenu a kofene.
Rychlé prodluzovani poskytuje semenackim moznost vyhledavat svétlo. Slozeny
vrcholovy hacek umoziiuje snadny prachod ptidou nebo jinymi substraty a chrani malé
rozvinuté listeny a pod nimi lezici meristematickou oblast pfed poskozenim. Tato rustova
strategie zajiStuje, Zze omezené zasoby semen jsou hospodarné wvyuzity rostlinou
k vyhledavani svétla, coz je predpokladem prteziti fotoautotrofii (Josse and Halliday,

2008; Campbell, 2015).

Obr. 1: Semenacky kukutice (Zea mays) (A a B) a fazolu (Phaseolus vulgaris) (C a D) rostouci bud’ na ve
tmé (A a C), nebo na svétle (B a D) (upraveno a pfevzato z Taiz and Zeiger, 2002).

Pfi vystaveni vyvijejicich se rostlin svétlu se uskuteCiiuje proces zvany
fotomorfogeneze a dochazi k vyraznym morfologickym zménam (Lee et al., 2017).
Semenacky péstované na svétle vykazuji relativné kratké embryonalni stonky, ztraceji
apikalni hacek, vyvijeji se u nich rozsifené zelené listeny a na vrcholovém meristému
vyhonl se rychle zahajuje vyvoj listi a internodii (Obr. 1) (Campbell, 2015). Tyto
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morfogenni znaky pfispivaji k fotoautotrofnimu ristu a chrani mladé semenacky pred
fotooxidacnim  poskozenim; schopnost piepnout ze skotomorfogenniho na
fotomorfogenni vyvoj je tedy nezbytna pro pieziti semenacku (Josse and Halliday, 2008;

Lee et al., 2017).

2.2 Fotoreceptory

Rostliny maji fadu fotoreceptord, molekul citlivych na svétlo, které po absorpci svételné
energie podléhaji strukturni, energetické nebo konformaéni zméné. Ukolem fotoreceptort
je detekovat pritomnost svétla a poté prostfednictvim propojené signalni transdukéni

kaskady iniciovat pfislu§nou vyvojovou reakci.

V rostlinach existuje nékolik riznych rodin fotoreceptord, které jsou diky své
odlisné molekularni struktufe citlivé na svétlo riznych vlnovych délek. Na Cervenou
slozku svétla (600—700 nm) a Cervené svétlo o vétsi vinové délce (700-750 nm) reaguji
prevazné fytochromy. Reakce na modré svétlo (390-500 nm) a UVA (320-390 nm)
zprostiedkovavaji tii rizné tfidy fotoreceptorti: kryptochromy, fototropiny a proteiny
Zeitlupe rodiny. K regulaci jak vyvojovych, tak ochrannych procesu se u rostlin uplatiiuje
receptor zvany UV rezistence 8 (UVRS), ktery zaznamenava zatreni UV-B (280-315 nm)
(Christie et al., 2015).

2.2.1 Fytochromy

Rodina fytochromt (PHY) jsou reverzibilni fotochromni biliproteiny (Franklin and Quail,
2010). Reaguji zejména na Cervené a dlouhovlnné Cervené svétlo a fidi rizné vyvojové
procesy rostlin, vCetné kliCeni, prodluzovani internodii, vyhybani se stinu, fizeni
cirkadiannich hodin, kveteni a de-etiolizace (Lack and Evans, 2005; Franklin and Quail,

2010; Buchanan et al., 2015).

U vétsiny fytochromu je cast absorbujici svétlo fotoreverzibilni a méni se mezi
dvéma formami v zavislosti na vlnové délce svétla, kterému je vystavena. Ve své
absorp¢ni formeé Pr fytochrom maximalné absorbuje ¢ervené svétlo (666 nm) a preméiuje
se na absorp¢ni formu Pfr pohlcujici dlouhovinné Cervené svétlo (730 nm) (Lack and
Evans, 2005; Klose et al., 2020). Pfr je forma fytochromu, kterd spousti mnoho
fyziologickych reakci rostliny na svétlo, a proto je oznaCovana jako aktivni forma
fytochromu (Smith et al., 2010). K navratu Pfr do neaktivniho stavu Pr mutize dojit bud’
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absorpci dlouhovinného cerveného svétla (far-red; FR), nebo relaxacnim procesem

nezavislym na svétle, oznacovanym jako temnostni reverze (Klose et al., 2020).

Rostliny obsahuji vice druhti fytochromd, jez se tadi do skupin podle genu
kodujicich jejich apoproteiny. V ramci nahosemennych rostlin jsou konzervovany tri
samostatné geny kodujici apoproteiny PHYA-PHYC a dalsi apoproteinové geny byly
identifikovany u dvoudéloznych rostlin (Franklin and Quail, 2010). Genom rostliny
Arabidopsis thaliana koduje pét riznych fytochromovych apoproteina (PHYA, PHYB,
PHYC, PHYD a PHYE) a stejny pocet se vyskytuje u raj¢ete (PHYA, PHYB1, PHYB2,
PHYE a PHYF) (Smith ez al., 2010; Abdellatif et al., 2022).

Hlavni fotoreceptor PHY A oznacovany taky jako fytochrom "typu I" vykazuje na
rozdil od ostatnich fytochromt rychlou fotolabilitu ve formé Pfr a je zodpovédny za
vnimani FR svétla (Franklin and Quail, 2010; Hoang et al., 2019). Fytochrom PHYA je
prevladajicim fytochromem v etiolovanych semenaccich, ale po pfenosu rostliny na
svétlo je rychle degradovan na mnohem nizsi hladiny, a tim umoziuje rychlou podporu
de-etiolizace po vzejiti z pady. Vysoce citlivé, nevratné funkce PHYA v reakci na nizké
mnozstvi svétla se oznacuji jako reakce na velmi nizkou intenzitu svétla (Very Low
Fluence Response, VLFR) (Franklin and Quail, 2010). Fotoreverzibilni reakce jsou
zprostiedkovany fytochromy "typu II" (PHYB-E), které vykazuji relativni stabilitu ve
formé Pfr a jejich reakce se oznacuji jako reakce na nizké zatreni (Low Fluence Responses,
LFR) a hraji roli ve fotomorfogennim vyvoji zprostfedkovaném cervenym svétlem

(Franklin and Quail, 2010; Hoang et al., 2019).
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2.2.1.1 Struktura fytochromu

Molekula fytochromu ma dvé slozky: proteinovou Ccast (apoprotein) a chromofor
fytochromobilin (P®B). Apoprotein nese N-terminalni fotosenzoricky modul spojeny se
strukturné prodlouzenym C-koncovym modulem (Obr. 2) (Hoang et al., 2019).
Fotosenzoricky modul (PSM) se sklada z N-terminalniho konce (NTE), domény
Per/Amt/Sim  (PAS), cGMP  fosfodiesterazy/adenylylcyklazy/FhlA  (GAF)
a fytochromové specifické domény (PHY). C-koncovy modul obsahuje dvojici PAS
repetic (PAS-A, PAS-B) a doménu souvisejici s histidinkinazou (HKRD). V doméné
GAF se nachazi cysteinovy zbytek, na ktery se vaze fytochromobilin (P®B) (Hoang et
al., 2019).

Fotosenzoricky modul (PSM) C-koncovy modul
r 1T ]
Q GAF
B
o
L J
NTE

Obr. 2: Struktura rostlinnych fytochromti: Fotosenzoricky modul (PSM) se sklada z N-terminalniho
fotosenzorického modulu (PSM) a C-koncového modulu. PSM obsahuje fotosenzorického jadro
(PAS/GAF/PHY) a N-termindlni prodlouZeni (NTE). C-koncovy modul obsahuje dvojici PAS repetic
(oznacCenych jako PAS-A a PAS-B) a doménu souvisejici s histidinkinazou (HKRD). PSM a C-modul jsou
navzajem propojeny oblasti zvanou hinge. Lasso knot motiv v doméné GAF a vldsenkovy motiv v doméné
PHY jsou oznaCeny oranZovymi, resp. zelenymi smyckami. V domén¢ GAF je zndzornén cysteinovy
zbytek, na ktery se vaze fytochromobilin. Mista fosforylace rostlinnych fytochromu byla zaznamenana v
oblastech NTE a v mist¢ propojeni (upraveno a pievzato z Hoang et al., 2019).

Absorpce svétla fytochromobilinem zpusobuje jeho izomerizaci a nasledné
zmény absorpcniho spektra chromoforu i konformace proteinu fytochromu (Taiz and
Zeiger, 2002; Buchanan et al., 2015). Je znamo, ze se fytochrom po svételné aktivaci
v cytoplazmé presouva do jadra a interaguje s transkripénim faktorem PIF3 (Smith et al.,
2010). Tato interakce indukuje fosforylaci PIF a jeho naslednou degradaci
prostfednictvim ubikvitinové proteazomové drahy. Degradaci PIF dochézi k regulaci
transkripce cilovych gent a tim k zprostfedkovani reakci na svétlo (Obr. 3) (Smith ez al.,
2010; Hoang et al., 2019). Existuje né€kolik dalSich kandidatd na substratové proteiny
interagujicich s fytochromy jako jsou kryptochromy, komplexy FHY1/FHL
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a COP1/SPA (Hoang et al., 2019). Fytochromy PHYA a PHYB také plisobi jako signal
v cytoplazmé, nezavisle na svém vlivu na transkripci jadernych gent. Takova
cytoplazmaticka signalizace muZze probihat prostfednictvim substratovych proteina jako

PKS1 (Phytochrome Kinase Substrate 1) (Smith ez al., 2010).

CYTOSOL
PHY P‘ PHY Ptr $
—= —
-
- j P -~ -
- |
> (i PHY Pfr -
PHY Pfr
& & ‘\ -
5\* | -
~ — JADRO
g Disociace
8 T %
[SPA E; 7‘\
\\/OQQ

RRIVTDIVE

Obr. 3: Model znazorfujici Cervenym svétlem zprostfedkované signalni drahy zahrnujici fotoreceptory
a klicové navazujici signalni komponenty. Reakci na ¢ervené svétlo se PHY pfeméni na aktivni formu Pfr
a premisti se do jadra. Po fosforylaci v jadife aktivni PHY Pfr interaguje se SPA1 a brdni mu ve vazb¢ na
COP1, ¢imz inaktivuji komplex COP1/SPA1. COP1 nasledné transportovan do cytosolu. Tim se stabilizuje
akumulace HY5, ktery pozitivné reguluje expresi geni fotomorfogeneze. Naopak ve tme je komplex
COPI1/SPA1 aktivni a podili se na degradaci HY5 a zabranuje fotomorfogenezi. Aktivni PHY navic
zprostiedkovava degradaci PIF v proteasomu 26S, ¢imz potlacuje skotomorfogenezi. Fytochromy tedy
zprostiedkovavaji fotomorfogenicky vyvoj inhibici funkce negativnich regulatori fotomorfogeneze, tj.
komplexi PIF a COP1/SPA. Prvni z nich je v pfitomnosti fytochromui degradovan a druhy je disociovan
vazbou s fytochromy (pfevzato a upraveno z Yadav et al., 2020).
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2.2.2 Kryptochromy

Rostlinné kryptochromy (CRY) jsou fotoreceptory UV-A/modrého svétla, které hraji
klicovou roli v regulaci fyziologickych reakci zprostiedkovanych modrym svétlem (Yang
etal.,2017). Jedna se o flavoproteiny sekvencné podobné fotolyazam, enzymuam ptvodné
charakterizovanym u bakterii, které funguji jako fotoreceptory a zprostiedkovavaji
opravy UV zafenim poskozené DNA (Cashmore ef al., 1999; Smith et al., 2010; Lin and
Todo, 2005).

Fotolyaza a CRY spolu tvoii nadrodinu fotolyaz/kryptochromu, ale maji odlisné
biochemické a fyziologické funkce (Lin and Todo, 2005). Fotolyazy katalyzuji opravnou
reakci DNA, kdezto rostlinné a zivo€iSné CRY béhem evoluce ztratily svou DNA
opravnou aktivitu. Misto toho ziskaly regulacni funkce, ackoli se zd4, ze CRY-DASH
(podle Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Homo) ~ hraje  roli  pfi  opravé

cyklobutanovych pyrimidinovych dimera (Yang et al., 2017; Rredhi et al., 2021).

Citlivosti na svétlo je dosazeno prostfednictvim chromofori navazanych na
bilkovinnou kostru (apoprotein) (Procopio et al., 2016). Apoprotein kryptochromu
obsahuje dvé domény, N-koncovou doménu PHR (Photolyase-Homologous Region)
o délce piiblizné 500 rezidui a C-koncovou doménu CCE (Cryptochrome C-terminal
Extension) o rizné délce a sekvenci (Obr. 4) (Liu et al., 2011). U CRY-DASH C-koncova
doména zcela chybi (Facella et al., 2006). PHR je chromofor vazici doména, ktera se
nekovalentné vaze na flavin adenindinukleotid (FAD), pfipadné na anténni pigment

methyltetrahydrofolat (MTHF) (Liu et al., 2011).

MTHF

FAD

CRY CCE

Obr. 4: Struktura rostlinného kryptochromu (CRY). Sklada se z N-koncové domény (PHR) a C-koncové
domény (CCE). PHR vaze dva typy chromoforu: flavin adenindinukleotid (FAD) nebo
methyltetrahydrofolat (MTHF) (pfevzato a upraveno z Yang et al., 2017).

17



Fotoaktivace rostlinnych kryptochromt zacina fotoexcitaci nebo absorpci fotonu
a fotoredukci chromoforu FAD, coz vede ke konformacnim zménam, jako je rozpojeni
domén PHR a CCE a tvorba homooligomera kryptochromu, které interaguji s dalSimi

proteiny a méni expresi genti (Wang and Lin, 2020).

Genom Arabidopsis thaliana kéduje tfi geny pro kryptochrom, CRYI, CRY2
a CRY3 (Liu et al., 2011). Gen kodujici CRY1 byl izolovan screeningem mutovanych
populaci Arabidopsis se snizenou inhibici prodluzovani hypokotylu pifi pusobeni
modrého svétla. Tyto mutantni populace se oznacuji jako cryl a maji prodlouzené
hypokotyly pii kli¢eni na modrém svétle. CRY2 byl nasledné identifikovan v sekvenci
genomu Arabidopsis, jelikoz je sekvencné blizce pribuzny s CRY1. CRY1 a CRY2
primarné zprostiedkovavaji svétlem fizenou de-etiolizaci a programovanou bunécnou
smrt (fizenou hlavné CRY1), pfipadné fotoperiodickou kontrolu doby kveteni (fizenou
hlavné CRY?2), ackoli u Arabidopsis zprostredkovavaji i dalsi svételné reakce (Yu et al.,
2010; Fantini et al., 2019). Gen kodujici CRY3 byl identifikovan pozdéji a je s CRY1
a CRY2 méné pfibuzny, nezjsou tyto geny navzajem (Smith et al., 2010). CRY1 a CRY2
jsou rozpustné proteiny nachazejici se v jadfe, zatimco CRY3 je CRY-DASH protein,
ktery lze detekovat v chloroplastech a mitochondriich. Fyziologickd funkce CRY3
zUstava nejasna, protoze mutant cry3 nevykazoval zadné zjevné fenotypové zmeny pii
péstovani v riznych podminkach viditelného nebo UV svétla. Byla vSak zjisténa
biochemicka aktivita CRY3 pfi opraveé ssDNA a tak se pravdépodobné podili na ochrané

organelarnich genomt v Arabidopsis pred poskozenim UV zarenim (Yu et al., 2010).

Geny CRYI a CRY2 byly naklonovany také z rajCete a pfibuzné sekvence jsou
znamy u hot¢€ice (Sinapis alba) a zelené tasy Chlamydomonas (Srivastava, 2002). Rajce
obsahuje Ctyfi typy kryptochromt: CRY1la, CRY1b, CRY2 a CRY3. CRYIb kbduje
zkracenou kopii CRYla (postrada vétsinu C-koncového prodlouzeni) a vznikl béhem
triplikace celého genomu, ktera probéhla u spole¢ného predka Solanaceae. Neni jasné,
zda CRY1b koduje funkéni protein, nicméné neni schopen dopliiovat mutanty cryla, ktefi

vykazuji jasné mutantni fenotypy pii péstovani na modrém svétle (Fantini et al., 2019).
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2.2.3 Fototropiny

Fototropiny (PHOT) jsou proteinkinazy aktivované UV-A a modrym svétlem a jsou

asociované s plazmatickou membranou (Salomon ez al., 2000; Buchanan et al., 2015).

Fototropin byl pivodné identifikovan diky mutantu Arabidopsis s poruchou
fototropismu nphl (nonphototropic hypokotyl) (Briggs and Olney, 2001). Nasledné byly
fototropiny identifikovany u nékolika dalSich rostlinnych druht, od zelené ftasy
Chlamydomonas reinhardtii az po vyssi rostliny. U vyssich rostlin byly dosud popsany
dva druhy fototropind, PHOT1 a PHOT?2, které maji spolecnou sekvencni homologii
(Sharma et al., 2014). Tyto fototropiny maji ¢astecné prekryvajici se funkce, ale vykazuji
riznou fotosenzitivitu; na nizkou intenzitu modrého svétla reaguje pouze PHOTI a na
vy$§i intenzitu svétla reaguji oba fototropiny (Sullivan ez al., 2008; Sharma et al., 2014).
Jak PHOTI, tak PHOT2 zprostiedkovavaji nejen fototropismus, podle n¢hoz byly
pojmenovany, ale také dalsi fyziologické reakce vyvolané modrym svétlem, jako je
pohyb chloroplasti, pohyb jadra, otevirani priduchi, rozpinani listd a kotyledon,
polohovani listd, fotomorfogeneze listi a rychla inhibice prodluzovaciho rustu

etiolovanych hypokotylti (Briggs and Christie, 2002; Sullivan et al., 2008).

Sekvence rostlinnych fototropint 1ze rozdélit na dva segmenty, na N-koncovou
oblast slozenou ze dvou fotosenzorickych domén LOV (Light, Oxygen, or Voltage)
a serin/threoninkinazovou doménu na C-konci. Fotosenzorické domény jsou oznacené
jako LOV1 a LOV2. Tyto domény funguji jako senzory modrého svétla a vazou flavin
mononukleotid (FMN) jako chromofor, ale vykazuji rizné fotochemické vlastnosti

a funk¢ni role (Briggs and Olney, 2001; Sullivan et al., 2008).

Pusobeni modrého svétla zpasobuje tvorbu adukti mezi FMN a zbytkem Cys
v doménach LOV, a to vede k fosforylaci fototropinu, coz je povazovano za primarni
krok ve fototropinové signalizaci (Obr. 5) (Sharma et al., 2014). Nasledna signalni
nezbytny pro orientovany rust, a ke zménam tokt iontli v plazmatické membrané, které
reguluji turgor praduchovych bunék (Adamowski and Friml, 2015; Buchanan et al.,
2015).
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Obr. 5: Model struktury fototropinu. Fototropiny maji dvé fotosenzorické domény LOV1 a LOV2 na N-
konci a na Ser/Thr kindzovou doménu na C-konci. Ve tm¢ se doména LOV2 spojuje s kindzovou doménou
a inhibuje tak kindzovou aktivitu. Modré svétlo disociuje doménu LOV2 od kindzové domény. Dochdzi ke
konforma¢nimim zménam jak u domény LOV2, tak i Jo-helixu a kindzovd doména je tim aktivovana.
Aktivovana kindza fosforyluje substratové proteiny. Mista fosforylace jsou oznaCena jako P. Fosforylovana
mista jsou ve tm¢ defosforylovana proteinfosfatdzou typu 2A (PP2A) (upraveno a pievzato z Inoue ef al.,
2010).

2.24 7ZTL, FKF1, LKP2

Proteiny skupiny ZEITLUPE (ZTL), FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1
(FKF1) a LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2) se rovnéz podileji na regulaci ristu a vyvoje
rostlin jako receptory modrého svétla (Binglie er al., 2019). Tyto proteiny byly
identifikovany pred relativné kratkou dobu a je znamo, ze se podileji na regulaci
cirkadiannich hodin a fotoperiodického kveteni u Arabidopsis (Zoltowski and Imaizumi,
2014). Nedavno bylo navic zjisténo, Ze se tato rodina proteint podili i pfi reakci rostlin

na stres (Binglie et al., 2019).

Tato rodina proteinti ma jedinecnou kombinaci domén: doménu LOV absorbujici
modré svétlo spolu s doménami podilejicimi se na degradaci proteint (F-box a doména
s Kelch repeticemi). Prostfednictvim téchto domén funguje rodina proteind
ZTL/FKF1/LKP2 v rostlinach jako SCF ubikvitin ligazy a zprostiedkovava degradaci
cilovych proteina v zavislosti na modrém svétle, ¢imz reguluje rist a vyvoj rostlin (Ito et

al., 2012; Binglie et al., 2019).
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2.3 Aniontové kanaly

Aniontové kandly jsou iontové kanaly pfitomné v eukaryotickych i prokaryotickych
burikach (Roberts, 2006). Jedna se o integralni membranové proteiny umoziujici rychly
transport anionti pres membranu a hraji tak zasadni roli v regulaci turgoru, stabilizaci
membranového napéti, signalni transdukci, toleranci toxickych kovi, ziskavani zivin
a rostlinné osmoregulaci (Thomine et al., 1997a; Thomine et al., 1997b). Byly popsany
ve vSech rostlinnych membranach vcetné plazmatické membrany, tonoplastu, membrany
endoplazmatického retikula, mitochondrii a chloroplastl, pficemz kanaly plazmatické
membrany jsou zdaleka nejlépe charakterizovany ve srovnani s t€mi, které se nachazeji
na ostatnich membranach (Roberts, 2006). Na plazmatické membrané bylo
charakterizovano n&kolik typt aniontovych kanalt. Cleni se do tii tiid dle jejich zavislosti

na napéti, svétle a napnuti membrany (Roberts, 2006).

2.3.1 Aniontové kanaly typu Sa R

Nejrozsahleji charakterizované aniontové kanaly jsou depolarizaci aktivované kanaly
oznacované jako R-typ (Rapid-activating) a S-typ (Slow-activating). Aniontovy kanal
typu R maze byt pln€ aktivovan a rychle inaktivovan béhem milisekund, zatimco aktivace
aniontového kanalu typu S trva az nékolik desitek sekund, po niz nasleduje pomala

kinetika inaktivace (Roberts, 2006).

Aniontové kanaly se li§i nejen svou kinetikou, ale i propustnosti pro riizné anionty.
Kanal typu R je vysoce propustny pro dusi¢nanovy anion (NO3). Zajimava je 1 vysoka
propustnost pro siranovy anion (SO4>), ktery je obvykle povazovan za slab& propustny
pfes membrany. V mensi mife je kanal typu R selektivni také pro chloridy, uhli¢itany
a malat (Diatloff et al., 2010). Aniontové kanaly typu S jsou vysoce propustné pro NO3”
, dale jsou propustné pro halogenidové anionty a vykazuji relativné malou propustnost
pro malat (Roberts, 2006; Wang et al., 2018). I pfes to, ze se propustnost anionovych
kanala liSi mezi riznymi druhy rostlin, jsou kanaly typu S vzdy nepropustné pro siranové
anionty (Diatloff et al., 2010). Takze vysoka propustnost pro NO3™ a nepropustnost pro
SO4> patii mezi zakladni charakteristiku aniontovych kanald typu S (Diatloff er al.,
2010). Avsak je tfeba poznamenat, ze propustnost aniontovych kanali muze byt
ovlivnéna riznymi faktory, vCetné koncentrace iontl, zmén pH, napéti a lisi se mezi

jednotlivymi rostlinnymi druhy (Roberts, 2006; de Angeli et al., 2007).
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Aniontové kanaly typu Si R byly nalezeny u riznych druht rostlin, jako jsou
Vicia faba, Nicotiana sp., Arabidopsis thaliana a v ruznych organech, jako jsou svéraci
bunky praduchd, suspenzni butiky, epidermalni buriky hypokotylu a kofene (de Angeli et
al., 2007).

U Arabidopsis bylo odhaleno, ze kanal typu R je Clenem rodiny transportéra
ALTM (Aluminium Activated Malate Transporter). U Arabidopsis je ve velkém mnozstvi
exprimovan AtALTM12/QUACT ve svéracich burikach priducht a nasledné je alokovan
do plazmatické membrany (Tavares et al., 2011). U rajcate bylo objeveno 16 proteind
rodiny ALMT. Dva geny SIALMT (SIALMT4 a SIALMTYS) jsou exprimovany piedevsim
v cévnich svazcich plodi béhem vyvoje rajCete a oba proteiny maji funkci malatového

efluxu (Sasaki et al., 2022).

Geny rodiny ALMT se podileji na mnoha fyziologickych funkcich a vlastnostech;
napfiklad na pohybu praducha (otevirani a zavirani), akumulaci organickych kyselin
v plodech, prodluzovani pylovych laéek a také na toleranci k Al** u mnoha druh rostlin

(Sasaki et al., 2022).

Kanal typu S spada do genové rodiny SLAC1 (SLow Anion Channel associated
1) a bylo zjisténo, ze je pfednostné exprimovan ve svéracich bunikéach a je propustny pro
malat. Tento protein ma zasadni vyznam pro uzavirani praducht v reakci na COo,
kyselinu abscisovou, ozon, pfechod ze svétla do tmy, zmény vlhkosti, zvySeni
cytosolického Ca**, HO, a NO (Tavares et al., 2011). Bylo identifikovano sedm ¢&lent
rodiny geni SLACI u rajCete a na zaklad€ jejich umisténi na chromozomu byly

pojmenovany SISLACI-1 az SISLACI-7 (Mo et al., 2023).
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2.3.2 Chloridové kanaly

Proteiny rodiny chloridovych kanali CLC se vyskytuji jak u prokaryot, tak u eukaryot
(Nedelyaeva et al., 2020). U rostlin se tyto proteiny vyskytuji v raznych tkanich
a rozmanitych intracelularnich membranach a zajistuji mnoho funkci. Predevsim se
jedna o transportni proteiny pro anionty vcetné Cl™ a dusi¢nand (NO3’) a maji zasadni
vyznam pro pfijem a transport zivin, regulaci bunécného turgoru, stomatalni pohyb,

prenos signali a homeostazu Cl™ a NO3™ pfi stresu zasolenim (Wei et al., 2019).

V genomu Arabidopsis se podafilo identifikovat sedm geni CLC (AtCLCa-
AtCLCyg) a Ctyfti z nich (AtCLCa, -b, -c a -d) byly dosud klonovany (Marmagne et al.,
2007). U rajcete bylo identifikovano 5 geni CLC rodiny (Zhang et al., 2021).

Fyziologicka charakterizace mutantd Arabidopsis naznacila zapojeni AtCLCa
a AtCLCc do regulace hladiny dusi¢nanid v rostliné. Byla prokazana tonoplasticka
lokalizace AtCLCa a jeho role jako nitrat/protonového antiporteru se stechiometrii
nitrat/proton 2:1, coz je v souladu s jeho fyziologickou funkci v rostliné (de Angeli et al.,
2007). Dalsi proteiny CLC z Arabidopsis maji riznou subcelularni lokalizaci jako Trans-
Golgiho sit’ (AtCLCd), chloroplasty (AtCLCe) a Golgiho vacky (AtCLCY) (de Angeli et
al., 2007; Marmagne et al., 2007).

2.3.3 Svétlem aktivované aniontové kanaly

Aniontové kanaly aktivované modrym a bilym svétlem byly identifikovany v buikéach
hypokotylu A. thaliana a v mezofylu P. sativum. Modrym svétlem aktivované kanaly
jsou zavislé na cytosolické koncentraci Ca®* a hraji roli pii zprostiedkovani
membranovych depolarizaci spojenych s inhibici prodluzovani hypokotylu modrym

svétlem (Roberts, 2006).

2.3.4 Mechanicky aktivované aniontové kanaly

Rizné mechanicky aktivované aniontové kanaly byly popsany u bakterii, archei
a eukaryot bez evolu¢ni piibuznosti. U rostlin byly identifikovany v plazmatické
membrané svéracich buné€k V.faba, v butikach suspenzni kultury tabaku a mezofylovych
bunkach listd A. thaliana. Tyto kanaly reaguji na pusobeni mechanické sily, jako je

gravitace, vibrace, dotyk a hyperosmotické podminky (Kaur ef al., 2021; Roberts, 2006)
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Mechanicky aktivované aniontové kandly pravdépodobné hraji roli
v osmoregulaci behem osmotického stresu. Vyznamné rozdily v jejich biofyzikalnich
vlastnostech vSak naznacuji, ze maji v osmoregulaci odlisné role. Pfedchozi studie
ukazaly jejich zapojeni do celé fady fyziologickych procesu v rostlinach. Patii k nim
mimo jiné rust pylovych lacek, interakce mezi rostlinou a patogenem, regulace tvaru

a velikosti plastidu a rust postrannich kotenu (Kaur et al., 2021).

2.4 Regulace aniontovych kanali svétlem

Kromé zasadni ulohy svétla pro fotosyntézu slouzi tyto elektromagnetické viny také jako
signal pro regulaci riznych vyvojovych a fyziologickych procesu v rostlinach. Diky této
signaliza¢ni funkci svétlo nejenze podporuje prenos elektronti a iontd na tylakoidni

membrané, ale také podporuje aktivitu pfenosu iontt v jinych rostlinnych membranach.

Uloha transportu jont pies plazmatickou membranu v zavislosti na svétle byla
jednozna¢né prokazana pfti fungovani svéracich bunék (Marten et al., 2010). Praduchy na
povrchu listu tidi pfijem oxidu uhlicitého pro fotosyntézu a ztratu vody transpiraci.
Otevirani a zavirani pruduchd je dano zménou turgoru svéracich bunék. Otevieni
pruducht se fidi vnitfnimi signaly (napf. cirkadiannimi hodinami), biotickymi signaly
a ruznymi faktory prostiedi, vCetné svétla, koncentrace CO», teploty a deficitu vody

(Yang et al., 2020).

Rostliny otviraji své praduchy pfedevsim v reakci na modré svétlo. Pasobeni
modrého svétla vede k fosforylaci fotoreceptort PHOT a vazbé proteind 14-3-3 na
fototropin. Tyto proteiny umoznuji fototropinu zistat v aktivni formé a také se vazi na C-
koncovou doménu H™-ATPazy. Timto mechanismem se aktivuje H'™-ATPaza ve
svéracich burikach priducht. Ta umozni transport H* pfes membranu svéraci buiiky do
apoplastu, vedouci k okyseleni extracelularniho prostoru a nasledné hyperpolarizaci
plazmatické membrany. Hyperpolarizace zprostiedkuje piijem draslikovych kationtt
pfes napétoveé fizené kanaly umoznujici pohyb K* dovniti bunky (Inwardly
rectifying kanaly) (Roelfsema and Hedrich, 2005). Akumulované draslikové kationty
snizuji osmoticky potencial svéracich bunék a buriky tak piijimaji vodu a dochazi
k otevieni pruduchi (Obr. 6). (Hlavinka et al., 2013). Uzavieni priducht je naopak dano
pohybem K* a aniontti smérem ven z buriky. Dusledkem ztraty osmoticky aktivnich latek

dojde ke snizeni turgoru a praduchy se uzaviou (Roelfsema and Hedrich, 2005).
24



K tomu dochazi v pfipadé vysoké koncentrace CO> nebo pfi nedostatku vody (Matthews

et al., 2020).

Aktivace fototropini modrym svétlem vede nejen k stimulaci H*-ATPasy
plazmatické membrany, ale také inhibuje aniontové kanaly typu S ve svéracich burikach

Vicia faba a Arabidopsis thaliana (Marten et al., 2007).

Tato reakce na modré svétlo je inhibovana piitomnosti fytohormonu kyseliny
abscisové (ABA). Tento mechanismus umoziuje rostlinam maximalni adaptaci, ktera
zabrafiuje ztratam vody ve dne a usnadniuje piijem CO> pro fotosyntézu. ABA indukuje
uzavieni pruducha prostfednictvim receptort pro ABA (PYR/PYL/RCAR; Pyrabactin
Resistance/Pyrabactinl-Like/Regulatory Components of ABA Receptor) s naslednou
produkci H>O2 a NO (Inoue et al., 2010). ABA nejen inhibuje H*-ATPazu, ale také
pfechodné aktivuje aniontové kanaly plazmatické membrany coz ma za nasledek
depolarizaci membrany a podporuje otevieni pruduchti (Obr. 6) (Marten et al., 2007,

Inoue et al., 2010).
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Obr. 6: Signalizace otevirani priduchii v zavislosti na modré svétle (vpravo) a uzavirani pruduchu
vyvolané ABA (vlevo). Priduchy se oteviraji reakci na modré svétlo vnimané fototropiny (PHOTI,
PHOT?2). Ty dale pies protein fosfatdzu 1 (Protein phosphatase 1, PP1) a proteiny 14-3-3 aktivuji H*
ATPazu. Aktivovand H* ATP4za transportuje H* pies membranu a zvysuje zaporny elektricky potencial,
¢imz pohani tok K* pfes napétove fizené inwardly rectifying K* kanaly. Akumulace K* usnadiiuje piitok
vody do svéracich bungk, a to vede k otevieni priduchu. Aktivace fototropini zaroven inhibuje aniontové
kanaly. ABA indukuje zavirani pruduchu prostiednictvim receptorového komplexu PYR/PYL/RCAR.
Plsobenim ABA dochazi k produkci HO» a NO a ke zméné koncentrace Ca®*, K* a aniontii v cytoplazmé
svéracich bun&k. Aktivace aniontovych kanalii vlivem zmény koncentrace Ca** vede k depolarizaci
membrany. Depolarizace pohani tok K* outwardly rectifying kanaly ze svéracich bun€k do extracelularniho
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prostoru. Zmenou osmoticky aktivnich latek dochazi k odtoku vody a uzavieni praduchu. Sekundarnim
poslem kyselinou fosfatidovou (PA) inhibuje fosforylaci membranovych H * ATPas a inhibuje K* inwardly
rectifying kandly (upraveno a pfevzato z Inoue ef al., 2010).

Krome specifické drahy modrého svétla jsou svéraci buriky pruduchu citlivé také
na fotosynteticky aktivni zafeni (PAR). Tato reakce se Casto oznacuje jako reakce na
Cervené svétlo, ale mize byt aktivovana i modrym svétlem pii vysokych intenzitach
(Roelfsema and Hedrich, 2005). PAR neovliviiyje tok iontd ve své€racich burikach piimo,
ale zfejmé pusobi prostiednictvim zmén mezibunécné a vnitrobunécné koncentrace CO-.
Fotosyntézou klesa mezibunécna hladina CO: a ta vede k deaktivaci aniontovych kanalt
plazmatické membrany. Svétlo tedy stimuluje H*-ATPazy cestou zavislou na modrém
svétle a inhibuje aniontové kanaly cestou fotosynteticky aktivniho zafeni (Marten et al.,

2007).

Na rozdil od svéracich bunék priduchi bylo prokazano, ze modré svétlo aktivuje
aniontové kanaly v hypokotylovych burikach etiolovanych semenackt Arabidopsis
(Marten et al., 2007). Reakci etiolovanych semenackti na modré svétlo 1ze rozdélit na dveé
faze. Prvni z nich je zapocata piiblizn€ po 30 sekundach a je zprostiedkovana receptorem
pro UVA/modré svétlo (Cosgrove, 1981). Druhé faze zacind 45-60 minut po expozici
modrému svétlu a je zavisla na fotoreceptoru CRY1 (Folta and Spalding, 2001). Obé
reakce jsou doprovazeny depolarizaci plazmatické membrany, ktera je zpusobena
aktivaci aniontovych kanalt. Aniontové kanaly tedy hraji dualezitou roli v prabéhu
fotomorfogeneze (Spalding, 2000). U etiolovanych hypokotylt Cucumis sativus L. se
ukéazalo, ze mechanismus zodpovédny za depolarizaci vyvolanou modrym svétlem
zahrnuje, mimo aktivaci aniontovych kanald, i inhibici H*-ATPazy (Barbier-Brygoo et

al., 2000).

Fotoreceptor CRY1 se také ucastni signalni transdukce vedouci ke smrst'ovani
protoplastt izolovanych z bunek hypokotylu Arabidopsis v reakci na modré svétlo. Po
zaznamenani svétla fotoreceptorem se aktivuji aniontové kanaly. Aktivovanymi kanaly
je transportovan Cl° ven z bunky a plazmatickd membrana se depolarizuje. Poté se
aktivuji kanaly, které umoziiuji tok K* z buriky, a dochazi k repolarizaci plazmatické
membrany. ClI” (a pfipadné dalsi anionty) a K* nadale unikaji kanaly, coz vede k poklesu

objemu protoplastu (Wang and Ilino, 1998).
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Aktivace aniontovych kanald svétlem byla také prokazana v plazmatické
membrané mezofylu P. sativum. Bilé svétlo aktivovalo Ca** dependentni aniontové
kanaly. Po osvétleni dochazelo opét kiontovym tokim a depolarizaci membrany

(Elzenga and Van Volkenburgh, 1997).

2.5 Inhibitory iontovych kanali

Inhibitory aniontovych kanald se pouzivaji v rostlinné fyziologii ke zkoumani funkci
a ulohou aniontovych kanala v biologickych procesech. Mohou byt vyuzity ke studiu
pfenosu iontd pies membrany rostlinnych bun€k, otevirani a uzavirani praducha, reakci
rostlin na stres, pfijmu a distribuci zakladnich zivin. Poskytuji tedy poznatky o tom, jak
rostliny reaguji na podnéty prostiedi a reguluji pfenos iontd pro rast, vyvoj a adaptaci na

stres.

Je znamo nékolik inhibitora aniontovych kanalti. Mezi nejcastéji vyuzivané se
fadi  9-AC  (kyselina  antracen-9-karboxylova), @ DIDS  (kyselina  4,4'-
diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonova), NPPB (kyselina 5-nitro-2,3-
phenylpropylaminobenzoova) a SITS (4-acetamido-4' - isothiocyanostilbene-2,2'-
disulfonat). V experimentalni Casti prace byly vyuzity inhibitory NPPB a SITS a budou

podrobnéji charakterizovany.

Kanaly typu R a typu S se lisi nejen ve svych zakladnich charakteristikach, ale
také ve svém farmakologickém profilu. Kanaly typu R jsou blokovany derivaty stilbenu,
jako je DIDS, zatimco kanaly typu S jsou vici DIDS necitlivé. Kanaly typu S jsou
blokovany NPPB, 9-AC (kyselina anthracen-9-karboxylova), NIF (kyselina niflumova)
a TAA-94 (kyselina indanyl-oxyoctova). Tyto blokatory nejsou vsak specifické, protoze
inhibuji také aniontové kanaly typu R a kanaly umoznujici tok K* ve sméru ven z buriky
(Outwardly rectifying kanaly) (Roelfsema and Hedrich, 2005). Zaroven existuji
molekularni rozdily mezi aniontovymi kanaly jednotlivych druht rostlin, a tak reaguji
razné na inhibitory aniontovych kanald. Prikladem 1ze uvést, aniontové kanaly typu S ve
sveracich burikach V. faba, které jsou ireverzibiln€ inhibovany kyselinou niflumovou,
reverzibilné 9-AC, IAA-94 a NPPB, ale nejsou ovlivnény DIDS (Schroeder et al., 1993;
Schwartz et al., 1995). NPPB ani kyselina niflumova nebyly vSak stejn€ ucinné pii pouziti

na aniontové kanaly u Arabidopsis (White and Broadley, 2001).
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2.5.1 NPPB

Inhibitor NPPB (Obr. 7) patii mezi blokatory aniontovych kanala typu S i typu R. Je
ucinnym blokatorem aniontovych kanalt typu S ve svéracich burikach praducha u V. faba
a N. tabacum, zatimco u Arabidopsis nebyl zaznamenan zadny uc¢inek NPPB na tyto
aniontové kanaly (Roberts, 2006; Tavares et al., 2011). Kanaly typu R NPPB ucinné
blokuje v epidermalnich burikach hypokotylu Arabidopsis, zatimco na aniontové kanaly
typu S v epidermalnich burikach byl a¢inny méné (White and Broadley, 2001; Tavares et
al., 2011). Dale blokuje aniontové kanaly (TSAC) v protoplastech ze suspenzni kultury
tabaku, které zaujimaji podobné charakteristicky jako aniontové kanaly typu R (White
and Broadley, 2001). Tento inhibitor ma téz ucinek na aniontové kanaly v kofenech.
Inhibuje aniontové kanaly typu R (ARAC) v epidermalnich burikach kotene Arabidopsis

a kanaly umoznujici tok K* ve sméru ven z buriky (Outwardly rectifying kanaly) v

Inhibitor aniontovych kanali NPPB je také u¢inny na modrym svétlem aktivované
Ca®" dependentni aniontové kanaly. Plisobi proti depolarizaci plazmatické membrany
hypokotylovych bunék indukované modrym svétlem a je schopen Castecné pusobit proti
inhibici elongace hypokotylu (Thomine et al., 1997a). Inhibuje i modrym svétlem
vyvolané smrstovani protoplastii izolovanych z hypokotylu Arabidopsis a koleoptile

kukufice (Wang and lino, 1998).

Aplikace inhibitoru NPPB byla také vyuzita pfi zkoumani role aniontovych kanall pfi
uzavirani praduchd. Data Schroedera et al., 1993 ukazala, ze NPPB zcela rusi uzavirani
pruducht vyvolané kombinovanym ptasobenim ABA a malatu na svéraci buriky praducht

V. faba. epidermalnich buiikéach kotene 7. aestivum (Roberts, 2006).
@) OH

NH

Obr. 7: Chemickd struktura kyseliny 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoové (NPPB) (vytvoieno
v programu ChemSketch).
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2.5.2 SITS

Inhibitor SITS (Obr. 8) se fadi mezi derivaty stilbenu. U¢inné blokuje aniontové kanaly
typu R svéracich bun€k priduchi (GCACI) a tim umoznuje jejich odliSeni od
aniontovych kanalll typu S svéracich bunék (White and Broadley, 2001). Zaroven bylo
prokazano, ze SITS pusobi i na aniontové kanaly typu S v epidermalnich bunkach
hypokotylu Arabidopsis, ale piisobi na né s nizsi ucinnosti nez inhibitor DIDS (Barbier-

Brygoo et al., 2000).

Inhibitor SITS pusobi také na hyperpolarizaci aktivované aniontové kanaly
(HAAC). Tyto kandly byly identifikovany u né¢kolika rostlin vcetné P. sativum,
A. thaliana, Amaranthus tricolor a D. carota. HAAC jsou Castecné inhibovany aplikaci

SITS, kdezto k dalSimu derivatu stilbenu, DIDS, citlivé nejsou (Roberts, 2006).

Tento inhibitor byl také vyuzit pfi vyzkumu mozného podilu aniontovych kanalt
na inhibici prodluzovani bunék hypokotylu auxiny. Inhibitor byl schopen pusobit proti
inhibici a dezintegraci vyvolanou auxiny. Tato interference se zda byt specifickd pro
auxiny a nedochazi k ni, kdyz je prodluzovani hypokotylu inhibovano jinymi rastovymi

regulatory, jako jsou ethylen nebo cytokininy (Thomine ez al., 1997b).

Cl)H
0=S=0

S

|

C H

I

N

Obr. 8: Chemicka struktura 4-acetamido-4'-isothiocyanostilbene-2,2'-disulfonatu (SITS). (Vytvofeno v
programu ChemSketch.)
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2.6 Mutanti rajcete (Solanum lycopersicum L.)

Ke zkoumani funk¢ni ulohy fytochroma v rostlinach lze vyuzit jejich mutanty s poruchou
biosyntézy fytochromt nebo pienosu signalu prostfednictvim fytochromu. Tito mutanti
mohou byt wuziteCni pifi  urCovani aktivity fytochromi a jejiho vztahu
k morfofyziologickym reakcim. U rostlin rajéete (Solanum lycopersicum L.) ma mutant

aurea (au”) a yellow-green-2 (yg-2) nedostatek fytochromového chromoforu.

Fytochromovy chromofor 3(E)-fytochromobilin je syntetizovan v plastidech
tetrapyrrolovou biosyntetickou drahou (Obr. 9). Biosynteticka draha se sklada ze dvou
hlavnich vétvi vedouci bud’ k chlorofylu nebo k fytochromobilinu (P®B). Spole¢nym
prekurzorem je kyselina levulinova (ALA) ajeji syntéza je limitujicim krokem této
syntézy (Ryberg and Terry, 2002). Au" postrada P®B syntazovou aktivitu a nedochazi
tak k redukci biliverdinu IXo (BV IXa) na 3E-fytochromobilin (3E-P®B), ktery je
izomerazou dale pfeménovan na 3Z-fytochromobilin (3Z-P®B) (Terry et al., 1995). Yg-
2 je blokovany v predchozim kroku syntézy; ma defekt v enzymu hem oxygenaza a neni

tedy schopen oxidace hemu na biliverdin IXa (Terry and Kendrick, 1999).

Glutamat
v
¥

Kyselina levulinova

Y

|

Protoporfyrin IX

e .
Fetiv Mg chelatiza

Hem Mg-Protoporfyrin
l Hem oxygenaza i
Biliverdin IX Protochlorofylid
PEE syntiza I
v
37-fytochromobilin Chlorofyl

l POB izomeriza

3E-fytochromobilin

Obr. 9: Syntéza fytochromobilinu a chlorofylu (upraveno a ptevzato z Terry, 1997)
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Fenotypy mutanti s nedostatkem chromoforu jsou obecné velmi podobné
a odpovidaji silnému snizeni funkéniho fytochromu. Rostliny mutanti rajcete aurea (au)
a yellow-green-2 (yg-2) jsou protahlé pod RL, FR a WL, se snizenym obsahem
antokyanintl a snizenou hladinou chlorofylu, coz ma za nasledek bled¢ zelené nebo zlute

vypadajici rostliny (Terry and Kendrick, 1996; Terry, 1997).
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3 Material a metodika

3.1 Rostlinny material

K experimentim byla vyuzita semena recesivniho mutanta au” (aurea) a yg-2 (yellow-
green 2) rajCete jedlého Solanum lycopersicum L. a semena piislusnych izogennich
kontrolnich linii. Mutant au” byl odvozen od kultivaru MM (cv. Money Maker) a mutant
yg-2 od kultivaru Kokomo. Semena mutantt byla poskytnuta C. M. Rick, TGC: Tomato

Genetics Cooperative, University of Florida, Gainesville, http://tgc.ifas.ufl.edu/).

3.2 Priprava kultiva¢niho média

Na ptipravu zékladniho kultiva¢niho média MS (Murashige and Skoog, 1962) byl nejprve
do 3litrové Erlenmeyerovy bariky nalit pfiblizné 1 litr destilované vody. Do bariky bylo
vlozeno magnetické michadlo a bainka byla umisténa na magnetickou michacku. Za
stalého michani bylo do Erlenmeyerovy baiky pfidano 20 g sacharozy, 8,6 g MS média
(Duchefa Biochemie, Nizozemsko, Prod. No.: M0221.0100) a 390,4 mg pufru MES
(2- (N-morpholino) ethanesulfonic acid)). Nasledné byl objem roztoku doplnén
destilovanou vodou na objem 2 litry. Po plném rozpusténi latek bylo upraveno pH na
hodnotu 6,1 postupnym pridavanim 1 M hydroxidu draselného. Do kazdé z péti 0,51 1ahvi
se Sroubovacim uzavérem bylo navazeno 2,8 g fytoagaru (Dufecha Biochemie,
Nizozemsko, Prod. No.: P1001.1000). Ptipraveny roztok byl do nadob nasledné rozlit po
400 ml. Lahve byly poté uzavieny vickem a aluminiovou folii. Na svrchni ¢ast byla
nalepena autoklavovaci paska, lahev byla oznacena barevnou paskou a popsana (datem
a jménem). Médium bylo sterilizovano v parnim autoklavu pfi teploté 121 °C a tlaku

101,3 kPa, a po vychladnuti uchovavano v lednici.
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3.3 Sterilizace a vysev semen

Povrchova sterilizace semen probihala ve sterilnim prostiedi flowboxu. Bylo pouzito 300
semen kazdého genotypu rajCete. Semena byla sterilizovana v 50ml plastové
centrifugacni zkumavce typu Falcon roztokem chlornanu sodného obsahujicim 2,8 %
aktivniho chloru (SAVO 0,6 1: destilovana H>O 0,4 1) po dobu 25-30 minut za obCasného
promichani. Béhem sterilizace bylo rozehtato pripravené zakladni MS médium a bylo
nachystano 12 sterilnich plastovych Petriho misek (primér 90 mm). Do misek bylo
médium rozlito po 20 ml a bylo nechano ztuhnout. Po uplynuti uvedené doby sterilizace
semen byl roztok chlornanu ze zkumavky 10 ml automatickou pipetou odebran a byla
pridana sterilni destilovana voda. Tento postup promyti byl opakovan jesté 5x. Pii
poslednim promyti bylo pfidano 5 ml destilované vody. Po zatuhnuti média bylo na
kazdou misku vyseto piiblizn€ 50 semen pomoci sterilni pinzety. Misky byly popsany
genotypem, oblepeny po obvodu dvéma vrstvami pasky z netkané textilie (Cat. no.
1320103112, Batist Medical a.s., Ceska republika) a zabaleny do aluminiové folie
oznacené paskou se jménem a datem vysevu. Semena v miskach (ve vertikalni poloze)
byla nasledné kultivovana v ristové komotfe Microclima 1000E (Snijders Scientific,

Nizozemsko) pfi teplote 23 °C po dobu 3 dnii.

3.4 Prenos semen

Po 3-4 dnech byl proveden pfenos vyklicenych semen na médium s piidavkem inhibitoru
aniontovych kanali SITS (4-acetamido-4'-isothiocyanostilbene-2,2'-disulfonate) nebo
NPPB (kyselina 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoova) v laminarnim flowboxu.
Nejprve bylo pfipraveno v 300ml Erlenmeyerové barnice 120 ml média bez ptidavku
inhibitoru a nasledné bylo pfipraveno 120 ml média obsahujici inhibitor SITS
o koncentracich 10, 100, 200 a 300 umol 1" nebo inhibitor NPPB o koncentracich 20, 40,
100 a 140 pmol 1! (Tab. 1, Tab. 2). Pfipravena média byla nasledné rozlita po 20 ml do
6 Petriho misek (dva genotypy, tfi svételné podminky). Po ztuhnuti média bylo do kazdé
misky pfeneseno sterilni pinzetou na povrch média pfiblizn€ 10 rostlin stejné velikosti.
Poté byly misky po obvodu oblepeny paskou z netkané textilie (2 vrstvy; viz vySe),
oznaCeny genotypem a vertikalné umistény do pfislusné rustové komory (modré

a ¢ervené svétlo). Zdrojem kontinualniho modrého svétla byla zafivka Philips TLD-
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36W/18-Blue s maximalni svitivosti 10 pmol m™ s™! pii vinové délce 440 nm. Zdrojem
kontinualniho cerveného svétla byla zafivka Philips TLD36W/15-Red s maximalni
svitivosti 10 pmol m? s pii vinové délce 660 nm. Misky s kli¢icimi semeny uréenymi
k inkubaci ve tmé byly zabaleny do aluminiové folie a byly téz umistény vertikalné do

rastové komory (do spodni ¢asti). Rostliny byly péstovany po dobu 7 dni pfi teploté 23°C.

Tab. 1: Pouzit¢ koncentrace inhibitoru SITS a mnozstvi inhibitoru (zdsobni roztok o koncentraci

102 mol-I'!) pfidaného do 120 ml média.

Objem zasobniho roztoku SITS pfidany

Pozadovana koncentrace SITS [umol 1] do 120 ml média [ml]

0 0

10 0,12
100 1,20
200 2,40
300 3,60

Tab. 2: Pouzit¢ koncentrace inhibitoru NPPB a mmozstvi inhibitoru (zasobni roztok o koncentraci

102 mol 1" ) piidaného do 120 ml média.

Objem zisobniho roztoku NPPB

B ; -1
Pozadovana koncentrace NPPB [pumol 1] pfidany do 120 ml média [ml]

0 0
20 0,240
40 0,480
80 0,960
100 1,200
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3.5 Hodnoceni rustu rostlin

Po tydennim péstovani semenacki v ruznych svételnych podminkach byla méfena
celkova délka kotene a hypokotylu jednotlivych rostlin pomoci pravitka s presnosti na
1 mm. Hodnoty méfeni byly zaznamenany do tabulky, ktera obsahovala genotyp mutanta,
pouzity inhibitor, koncentraci inhibitoru a svételné podminky péstovani. Dale byla data
zpracovana pomoci programu Microsoft Excel. Z dat byl vypocitan primeér, standardni
chyba a smérodatna odchylka. Z pruméru byla spocitana priméra inhibice rustu

a pfipadné bylo provedeno statistické zpracovani pomoci studentova t-testu.

Inhibice rastu byla pocitana podle nasledujiciho vzorce:

R
% Inhibice = T 100 (%)
A

I5 ... priméra délka hypokotylu nebo kotene pii nulové koncentraci inhibitoru

Ig ... primérna délka hypokotylu nebo kotene pii koncentraci inhibitoru, u které chceme

zjistit inhibic¢ni uCinek na rast
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4 Vysledky

Cilem této bakalafské prace bylo zjistit, zda jsou aniontové kanaly zapojeny v rustu
a vyvoji raj¢ete. K tomu bylo vyuzito inhibitora iontovych kanald NPPB a SITS a byl
sledovan vliv téchto inhibitori na rast hypokotylu a kofene Solanum lycopersicum.
Druhym cilem bylo zjistit, zda miZze byt pfipadné zapojeni aniontovych kanala v ristu
rostlin ovlivnéno svétlem. Vliv inhibitord NPPB a SITS na rust rajCete byl tedy studovan
ve tm¢&, na modrém a Cerveném svétle. Tietim cilem bylo zjistit, zda ptipadny vliv svétla
na funkci aniontovych kanall je zprostfedkovan fotoreceptory fytochromy. K tomu byly
vyuzity mutantni genotypy rajcete s defekty ve fytochromovém chromoforu, které byly
odvozeny od odpovidajicich kultivard. Rust byl studovan u dvou fotomorfogennich
mutantd, au” a yg-2 s defekty v syntéze fytochromového chromoforu. Experimenty byly
provedeny dle postupu uvedeného v metodice. Byl sledovan rast rostlin ve tmé, na
modrém svétle a na Cerveném svétle v zavislosti na koncentraci inhibitora SITS (0,10,
100, 200, 300 pmol-1"') nebo NPPB (0, 20, 40, 100, 140 pmol-1"!) pifidanych do
kultivacniho média. Po sedmi dnech byl zaznamenan rast kofene a hypokotylu rostlin

a vypocitana inhibice rastu.

4.1 Vliv inhibitoru SITS na rust mutanta au”

Kli¢ici semena genotypu au” a kontrolniho genotypu cv. MM rajcete jedlého byla
péstovana na MS médiu s koncentraci inhibitoru SITS 0, 10, 100, 200 a 300 umol-1"!
v raznych svétlenych podminkach. Naméfené hodnoty délek hypokotylu po 7 dnech ristu
rostlin byly vyneseny do grafii na obr. 10. Etiolované hypokotyly rostlin cv. MM na
médiu bez piitomnosti inhibitoru SITS dosahovaly v primérné délky 118,2 mm a byly
vyrazne delsi nez hypokotyly rostlin rostoucich na modrém svétle (64 % inhibice riistu)
a na Cerveném svétle (51 % inhibice rustu). Etiolované hypokotyly mutanta au" byly na
zakladnim médiu také delsi nez hypokotyly mutantnich rostlin péstovanych na modrém
a Cerveném svétle. Na modrém svétle doslo k 34 % inhibici ristu hypokotyli a na

cerveném svétle pouze k 6 % inhibici rastu oproti etiolovanym hypokotylim.

Z grafiina obr. 10 vyplyva, ze inhibitor SITS pfi vSech testovanych koncentracich
nem¢l vyrazny vliv na stimulaci ¢i inhibici prodluzovani hypokotyli, a to podobné u obou

genotypu nezavisle na svételnych podminkach.
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Obr. 10: Grafy zavislosti délky hypokotyli cv. MM a genotypu au® na koncentraci SITS v kultivatnim
médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v riznych svételnych podminkach (tma, modré svétlo,
Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny primérné hodnoty délek hypokotyli a chybové tsecky
znazortujici smérodatnou odchylku (SD) ze 7 (0, 100 umol-I'Y), 6 (200 umol-I"), 5 (10 pumol-I'") nebo 4
nezavislych experimentt (300 pmol-11).

Pro porovnani inhibice rastu hypokotylu genotypt cv. MM a au" vlivem SITS
byla zvolena koncentrace 100 pmol-1"! v kultivaénim médiu z diivodu Eastého vyuziti této
koncentrace ve védeckych publikacich a nejvyssiho poctu nezavislych experimentd.
Rozdily v ristu rostlin byly vyjadfeny jako relativni inhibice rastu (Obr. 11). Rust
hypokotylu cv. MM byl na Cerveném svétle inhibovan vlivem SITS asi 0 9 %. Mutant
au" vykazoval na Cerveném svétle mirn€ nizsi inhibici ristu nez cv. MM (6 % inhibice).
Uroveii inhibice rstu etiolovanych hypokotylt a hypokotyld na modrém svétle byla

prakticky nulova a mezi genotypy se vyrazné nelisila.
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Obr. 11: Graf pram&mg¢ inhibice riistu hypokotylu cv. MM a genotypu au” pii koncentraci 100 pmol-I"!
SITS v kultiva¢nim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v riznych svételnych podminkach (tma,
modré svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny prumérné hodnoty inhibice ristu hypokotylu
a chybové useCky znazoriujici smérodatnou odchylku (SD) ze 7 nezavislych experimentii.

Nameétené hodnoty délek kofene u mutanta au” a kontrolniho genotypu cv. MM
byly vyneseny do grafii na obr. 12. Svétlo mélo u cv. MM piirozené stimulacni ucinky na
rast kofene. Rostliny rostouci ve tmé bez pritomnosti inhibitoru dosahovaly primérmé
délky kofene 59,6 mm, zatimco pii péstovani rostlin na modrém svétle kofeny dosahovaly
prumérné délky 68,9 mm (16 % stimulace ristu) a na Cerveném 70,8 mm (31 % stimulace
rastu). Mutant au" se lisil ve svych riastovych odezvach k modrému i Cervenému svétlu.
U mutantniho genotypu au” nedochazelo k stimulaci ristu kofene svétlem. Rostliny
péstované ve tme bez pridavku inhibitoru dosahovaly primérné délky kotene 59,5 mm.
U rostlin péstovanych na Cerveném svétle byla zjisténa 14 % inhibice rustu kofene
a u rostlin péstovanych na modrém svétle byla inhibice rustu kofene 9 %. Zaroven z dat

v grafu vyplynulo, Ze inhibitor SITS vyrazné neovlivnil délku kofenu u obou genotypu.
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Obr. 12: Grafy zavislosti délky kofenu cv. MM a genotypu au" na koncentraci SITS v kultivacnim médiu.
Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v riznych svételnych podminkach (tma, modré svétlo, Cervené
svétlo). V grafech jsou vyneseny prumémé hodnoty délek kotfenti a chybové useCky znazormujici
smérodatnou odchylku (SD) ze 7 (0, 100 pmol 1), 6 (200 pmol-1"!), 5 (10 pmol-I'") nebo 4 nezavislych
experimentil (300 pmol-1'h).

Pro porovnani inhibice rastu kofene genotypi MM a au" byla zvolena
koncentrace stejna koncentrace SITS v kultivaénim médiu jako pro porovnani inhibice
ristu hypokotylu (100 pmol-1"). Rozdily v riistu byly vyjadieny jako relativni inhibice
(Obr. 13). Inhibice ristu kofenti byla srovnatelna u obou genotypu pii péstovani rostlin
ve tmé a na Cerveném svétle. Na modrém svétle byla uroven inhibice rastu kofene mutanta
au” niz$i nez inhibice rastu hypokotyld cv. MM a u kultivaru MM dochazelo k mirné

stimulaci rustu kofene.
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Obr. 13: Graf primérné inhibice riistu kofene cv. MM a genotypu au® pii koncentraci 100 pmol-1"! SITS
v kultiva¢nim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v raznych svételnych podminkach (tma,
modré svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny priimérné hodnoty inhibice rustu kofene a chybové
usecky znazormujici smérodatnou odchylku (SD) ze 7 nezavislych experimentii.

4.2Vliv inhibitoru NPPB na rust mutanta au”

Dale bylo u mutantniho genotypu au” a kontrolniho genotypu cv. MM testovano pisobeni
inhibitoru NPPB v koncentracich 0, 20, 40, 100 a 140 pmol-1"!. Naméfené hodnoty délek
hypokotylu u mutanta au” a kontrolniho genotypu cv. MM byly vyneseny do grafi na
Obr. 14. Byl opét patrny inhibi¢ni ucinek modrého a cerveného svétla na délku
hypokotylu u genotypu cv. MM pii nulové koncentraci inhibitoru. Cervené svétlo
inhibovalo délku hypokotylu 0 52 % a modré svétlo o 67 %. U mutantniho genotypu byl
vyrazn¢ inhibovan rast hypokotylu pfi ristu na modrém svétle (32 % inhibice), zatimco

Cervené svétlo inhibovalo rust hypokotylu méné (16 % inhibice).

Z graft dale vyplynulo, ze se zvySujici se koncentraci pouzitého inhibitoru NPPB
v médiu byla délka hypokotylu siln€ redukovana jak u cv. MM, tak i u mutantni rostliny
au”. K inhibici rastu hypokotylu doslo ve vSech testovanych svételnych podminkach.
Vyrazna redukce riistu hypokotylu byla pozorovatelna do koncentrace 100 pmol-1-%.

Vyssi koncentrace NPPB (140 pmol-1"!) zvySovaly inhibiéni t¢inek uz pouze mirng.
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Obr. 14: Grafy zavislosti délky hypokotylu cv. MM a genotypu au" na koncentraci NPPB v kultivanim
médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v riznych svételnych podminkach (tma, modré svétlo,
Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny prumérné hodnoty délek hypokotyli a chybové tsecky
znazoriujici smérodatnou odchylku (SD) ze 3 (20, 140 umol-I'") nebo 4 (0, 40,100 pumol-I'") nezavislych

experimenti.

Pro porovnani inhibice rastu hypokotylu genotypt cv. MM a au" byla zvolena

koncentrace 20 umol-1"! (Obr. 15). Z dat vyplynulo, Ze inhibice riistu u genotypu cv. MM

a au” byly podobné pii péstovani rostlin ve tmé a na modrém svétle. U kontrolniho

genotypu cv. MM inhibitor NPPB ve tmé redukoval délku hypokotylu o 14 % zatimco na

modrém svétle byla inhibice pouze 1 %. Na Cerveném svétle byla inhibice rustu

hypokotylu cv. MM nejvyssi (24 % inhibice) a signifikantné se lisila od inhibice ristu cv.

MM ve tmé. U mutantniho genotypu byla na Cerveném svétle relativni citlivost

hypokotylii k inhibitoru NPPB nizsi (9 % inhibice) v porovnani s kontrolnim genotypem.

Tento rozdil vSak nebyl statisticky signifikantni.
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Obr. 15: Graf pramérné inhibice riistu hypokotylu cv. MM a genotypu au" pfi koncentraci 20 pmol-1'!
NPPB v kultivatnim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v riiznych svételnych podminkach (tma,
modré svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny priimérné hodnoty inhibice riistu kotene a chybové
usecky znazomiujici smérodatnou odchylku (SD) ze 3 nezavislych experimentii. Statisticky vyznamny
rozdil mezi inhibici rastu hypokotylu ve tm¢ a na ¢erveném svétle v ramci stejného genotypu je oznacen
hvézdickou (t-test, P = 0,05).

Zavislost délky kofent kontrolniho genotypu cv. MM a mutantniho genotypu au"
na koncentraci inhibitoru NPPB byla vynesena do grafti na obr. 16. Pii absenci NPPB
bylo mozné u kontrolniho genotypu opét pozorovat stimulaci rastu kofenu modrym
a Cervenym svétlem. Na modrém svétle byl rust kofene stimulovan o 14 % a na Cerveném
svétle 0 21 %. Naopak u mutantniho genotypu nebyla stimulace kofenu Cervenym ani
modrym svétlem pii nulové koncentraci inhibitoru pozorovana, a naopak dochazelo
k jeho inhibici. Z obr. 16 vyplyva, Ze se stoupajici koncentraci inhibitoru NPPB
dochazelo k redukci ristu kofene u obou genotypu ve vSech svételnych podminkach.
Inhibitor NPPB o vysokych koncentracich (100,140 pumol-1"") mé&l podobny inhibiéni

ucinek na rust korene, stejné¢ jako u hypokotylu.
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Obr. 16: Grafy zavislosti délky kofene cv. MM a genotypu au” na koncentraci NPPB v kultivaénim médiu.
Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v ruznych svételnych podminkach (tma, modré svétlo, Cervené
svétlo). V grafech jsou vyneseny prumérné hodnoty délek hypokotylu a chybové useCky znazornujici
smérodatnou odchylku (SD) ze 3 (20, 140 pmol-1"!) nebo 4 (0, 40,100 umol-I') nezavislych experimentd.

Pro porovnani inhibice rustu hypokotylu genotypt cv. MM a au” byla zvolena
koncentrace 20 pmol-1"! SITS v kultivaénim médiu, jelikoz pii ni byly zaznamenany
nejznateln€jsi rozdily v inhibici ristu. Tyto rozdily byly vyjadieny jako relativni inhibice
rastu (Obr. 17). U kontrolniho genotypu cv. MM inhibitor NPPB zptisobil srovnatelnou
inhibici rastu kofene jak ve tmé, tak na Cerveném a modrém svétle. Na rozdil od cv. MM,
u mutanta au” Cervené svétlo vyrazn€ snizovalo citlivost kofena k inhibi¢nimu tG¢inku
NPPB. Zatimco inhibice ristu kofene au” ve tme Cinila 35 %, na modrém svétle to bylo
23 % a na Cerveném svétle pouze 6 %. Signifikantné vyznamny rozdil v inhibici rastu
kofene byl zjiStén mezi rostlinami cv. MM a au® péstovanymi ve tmé a dale mezi

rostlinami au® péstovanymi ve tme a na modrém svétle (Obr. 17).
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Obr. 17: Graf prumérné inhibice ristu kofene cv. MM a genotypu au” pifi koncentraci 20 umol-1"' NPPB
v kultiva¢nim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v raznych svételnych podminkach (tma,
modré svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny priimérné hodnoty inhibice riistu kotene a chybové
usecky znazomiujici smérodatnou odchylku (SD) ze 3 nezavislych experimentii. Statisticky vyznamny
rozdil mezi inhibici rustu kofene ve tme a na modrém v ramci stejného genotypu je oznacen 2 hvézdickami
(t-test, P = 0,01). Statisticky vyznamny rozdil mezi inhibici hypokotyli cv. MM a au” pfi stejnych
svételnych podminkach je znacen plus (t-test, P = 0,05).

4.3 Vliv inhibitoru SITS na riist mutanta yg-2

Kli¢ici semena genotypu yg-2 a kontrolniho genotypu Kokomo rajcete jedlého byla
péstovana na MS médiu s koncentraci inhibitoru SITS 0, 10, 100, 200 a 300 umol-1-'.
Nameétené hodnoty délek hypokotylu u mutanta yg-2 a kontrolniho genotypu cv. Kokomo
byly vyneseny do grafii na obr. 18. U genotypu cv. Kokomo byly délky hypokotylt
etiolovanych rostlin pfi nulové koncentraci inhibitoru vyrazné vétsi nez hypokotyly
rostlin rostoucich na modrém svétle (57 % inhibice) a na ¢erveném svétle (39 % inhibice).
Mutantni genotyp yg-2 vykazoval na zakladnim médiu podobné rastové odezvy jako
mutant au”. Na Cerveném svétle byly jeho hypokotyly protahlé a primérmou délkou
odpovidaly etiolovanym hypokotylim. Pfi péstovani rostlin yg-2 na modrém svétle byly
hypokotyly znacné kratsi (45 % inhibice). Etiolované hypokotyly yg-2 byly zaroven o 31
% kratsi pfi porovnani s hypokotyly kontrolniho genotypu.
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Z dat vyplynulo, ze inhibitor SITS ve zvolenych koncentracich vyrazn€ neovlivnil
riist hypokotylu u obou genotypt. Uginek inhibitoru nebyl pozorovan ani pii p&stovani

rostlin ve tme€, na Cerveném a na modrém svétle.
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Obr. 18: Grafy zavislosti délky hypokotylu cv. Kokomo a genotypu yg-2 na koncentraci SITS
v kultiva¢nim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v raznych svételnych podminkach (tma,
modré svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny primérmé hodnoty délek hypokotyli a chybové
usecky znazoriujici smérodatnou odchylku (SD) ze 3 nezavislych experimentii.

Zavislost délky kofent kontrolniho genotypu cv. Kokomo a mutantniho genotypu
yg-2 na koncentraci inhibitoru SITS je zobrazena na obr. 19. Pii nulové koncentraci SITS
svétlo prirozené stimulovalo rist kofene cv. Kokomo. Na modrém svétle a Cerveném
doslo k 9 % stimulaci ristu. Kofeny rostlin yg-2 péstovanych ve tme byly mnohem kratsi
pfi porovnani s kontrolnim genotypem. Kofeny etiolovanych rostlin yg-2 byly stejné
dlouhé jako kotfeny rostlin yg-2 péstovanych na cerveném svétle. Modré svétlo
stimulovalo rist kofene mutantniho genotypu (23 % stimulace). Touto reakci kofentd
k modrému a ¢ervenému svétlu se lisily rostliny yg-2 od mutanta au", u kterého dochéazelo
k inhibici ristu kofene na zakladnim médiu pfi p€stovani na modrém a Cerveném svétle.

Z dat v grafu bylo mozné vyvodit, ze aplikované koncentrace inhibitoru SITS nemély
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vyrazny vliv na inhibici ristu kofene. Uroven inhibice ristu byla velmi nizka a mezi

genotypy a svetelnym i1 podminkami se vyrazné nelisila.
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Obr. 19: Grafy zavislosti délky hypokotylu cv. Kokomo a genotypu yg-2 na koncentraci SITS v
kultivacnim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni p€stovany v ruznych svételnych podminkach (tma, modré
svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny primémé hodnoty délek hypokotyli a chybové usecky
znazornujici smé¢rodatnou odchylku (SD) ze 3 nezavislych experimentu.

4.4Vliv inhibitoru NPPB na rist mutanta yg-2

Klicici semena genotypu yg-2 a kontrolniho genotypu cv. Kokomo rajcete jedlého
byla péstované na MS médiu s koncentraci inhibitoru NPPB 0, 20, 40, 100 a140 umol-1° L
Nameétené hodnoty délek hypokotylu u mutanta yg-2 a kontrolniho genotypu cv. Kokomo
jsou vyneseny v grafech na obr. 20. U kultivaru Kokomo byly hypokotyly nejdelsi pii
pestovani ve tmé. Na modrém svétle byly zkraceny asi 58 % a pii péstovani na Cerveném
svétle byly kratsi o 33 % nez hypokotyly etiolovanych rostlin. U kultivaru yg-2 byly
hypokotyly rostlin péstovanych ve tme a na Cerveném svétle srovnateln€ dlouhé. Na
modrém svétle byly hypokotyly vyrazné kratsi (42 % inhibice). Z grafi 1ze dale vyvodit,
Ze se vzrustajici koncentraci inhibitoru NPPB byl rast hypokotylu siln€ inhibovany, a to

u obou genotypi a ve vSech testovanych svételnych  podminkach.
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Nejvyssi inhibi¢ni u€inek na rtst hypokotylu byl zaznamenan pii péstovani rostlin na

médiu s 100 pM a 140 uM NPPB.
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Obr. 20: Grafy zavislosti délky hypokotylu cv. Kokomo a genotypu yg-2 na koncentraci NPPB
v kultiva¢nim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v raznych svételnych podminkach (tma,
modré svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny prumémé hodnoty délek hypokotyli a chybové
usecky znazoriujici smérodatnou odchylku (SD) ze 3 nezavislych experimenti

Pro porovnani inhibice rustu hypokotylu genotypt Kokomo a yg-2 byla zvolena
koncentrace 40 pmol-1"" NPPB v kultivaénim médiu, jelikoz pii ni byly zaznamenany
nejznatelnéjsi rozdily v inhibici ristu u yg-2. Tyto rozdily byly vyjadieny jako relativni
inhibice rastu (Obr. 21). Pii této testované koncentraci NPPB vykazoval kontrolni
genotyp vyssi inhibice rustu hypokotylu nez mutantni genotyp yg-2 a urover inhibice se
prilis neménila v zavislosti na svételnych podminkach. U mutantniho genotypu byla pfi
vSech testovanych svételnych podminkach inhibice rastu hypokotylu pfiblizné o 10 %
niz§i nez u cv. Kokomo (Obr. 21). Vyssi koncentrace NPPB (100, 140 pmol-1"") mély
silngjsi ucinek na inhibici rustu hypokotylu, ale urovné inhibice ristu byly srovnatelné

u obou genotypu a ve vSech svételnych podminkach.
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Obr. 21: Graf praimérné inhibice riistu hypokotylu cv. Kokomo a genotypu yg-2 pfi koncentraci 40 pmol-1

' NPPB v kultiva¢nim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v riznych svételnych podminkach
(tma, modré svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny primémé hodnoty inhibice riistu kofene a
chybové tsecky znazornujici smé¢rodatnou odchylku (SD) ze 3 nezavislych experimentu.

Zavislost primérné délky kofene kultivaru Kokomo a yg-2 na koncentraci
inhibitoru NPPB byla vynesena do grafii na obr. 22. Rust kofene kultivaru Kokomo byl
na zakladnim médiu stimulovany na modrém i na Cerveném svétle. Pisobenim modrého
svétla doslo k 17 % stimulaci a pusobenim svétla Cerveného k 19 % stimulaci rastu.
Naopak u genotypu yg-2 byl rist kofene stimulovan pouze modrym svétlem (13 %
stimulace). Inhibitor aplikovany ve zvolenych koncentracich vyrazné redukoval délku
korfene u cv. Kokomo ve vSech svételnych podminkach. Nejvyssi inhibice rustu kofene

cv. Kokomo a mutanta yg-2 nastala pfi aplikaci inhibitoru NPPB v koncentraci
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100 a 140 pmol-1"'. U genotypu yg-2 byla na derveném svétle pozorovana 19 % stimulace

rastu kofene pii aplikaci 20 uM NPPB.
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Obr. 22: Grafy zavislosti délky koifene cv. Kokomo a genotypu yg-2 na koncentraci NPPB v kultivatnim
médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v riznych svételnych podminkach (tma, modré svétlo,
Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny primérné hodnoty délek hypokotyli a chybové usecky
znazoriujici smérodatnou odchylku (SD) ze 3 nezavislych experimentii.

Procentuélni inhibice ristu kotene pii koncentraci inhibitoru 40 pmol-1"! byla
vynesena do grafu na obr. 23. Z grafu vyplyva, ze inhibitor NPPB redukoval délku kotene
jak u cv. Kokomo, tak u mutantniho genotypu yg-2. Procentualni inhibice byly u obou
kultivari srovnatelné. U cv. Kokomo vSak bylo na Cerveném svétle pozorovano
signifikantni snizeni inhibice riistu kofene vlivem NPPB ve srovnani s inhibici ve tm¢.
Uroveii inhibice riistu kofent yg-2 vlivem NPPB se vyrazné nelisila ve viech testovanych
svételnych podminkach. Pfi ostatnich testovanych koncentracich NPPB vykazovaly

kofeny mutanta yg-2 a cv. Kokomo podobnou citlivost k inhibi¢nim u¢inkim NPPB.
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Obr. 23: Graf primérné inhibice ristu kofene cv. Kokomo a genotypu yg-2 pii koncentraci 40 pmol-1!
NPPB v kultivatnim médiu. Rostliny byly po dobu 7 dni péstovany v riiznych svételnych podminkach (tma,
modré svétlo, Cervené svétlo). V grafech jsou vyneseny primérné hodnoty inhibice riistu kotfene a chybové
usecky znazomujici smeérodatnou odchylku (SD) 3 nezavislych experimenti. Statisticky vyznamny rozdil
mezi inhibici rustu kofene ve tm¢ a na ¢erveném svétle v ramci stejného genotypu je oznacen dvéma
hvézdickami (t-test, P=0,01).
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5 Diskuze

V experimentalni Casti bakalarské prace byly zkoumany rastové reakce mutant au” a yg-
2 rostliny rajcete jedlého (Solanum lycopersicum L.) v pfitomnosti zvolenych koncentraci
inhibitora aniontovych kanalt (SITS a NPPB) a v riznych svételnych podminkach (tma,
modré svétlo, Cervené svétlo). Cilem bylo zjistit, zda aniontové kanaly citlivé na
testované inhibitory hraji roli v ristovych procesech rostlin rajCete a zda se jejich citlivost

1i§i v zavislosti na svétlenych podminkach.

Analyzovali jsme dva fotomorfogenni mutanty aurea (au") a yellow green-2 (yg-
2), abychom zjistili, zda tyto mutace ovliviluji regulaci aniontovych kanala v ristu rostlin.
Mutanti au” i yg-2 maji defekt v tetrapyrrolové biosyntetické draze vedouci k syntéze
fytochromového chromoforu. Mutant au” je specificky deficientni v P®B syntaze,
zatimco fenotypové nerozliSitelny yg-2 je blokovan v pfedchozim kroku biosyntetické
drahy a neni schopen syntetizovat biliverdin IXa z hemu. Disledkem mutaci v syntéze
fytochromového chromoforu je negativné ovlivnéna aktivita fytochroma a fytochromova

signalizace.

5.1Vliv inhibitora aniontovych kanali na mutanta au®

Mutantni rostlina au" vykazovala fenotypové znaky, které potvrzovaly poruchu
fytochromové signalizace. Rostlina méla pfi péstovani na Cerveném svétle protahlé
kiehké hypokotyly a bledé zbarveni a na modrém svétle vykazovala delsi hypokotyly
oproti kontrolnimu genotypu. Mutace au” ovlivnila i ristové reakce kofene. Kofeny byly
pfi p€stovani rostlin na modrém a Cerveném svétle kratsi nez kotfeny rostlin rostoucich ve
tmé. Rust kofene au” tedy nebyl stimulovan pfi péstovani na svétle jako u kontrolniho
genotypu cv. MM. Ukazala se tak dilezitost zapojeni fytochromu v inhibici elongace

hypokotylu a v prodluzovani kofene na cerveném 1 modrém svétle.

Zapojeni aniontovych kanali do vyvoje a ristu rajcete bylo testovano pouzitim
inhibitorti aniontovych kanald. Jak jiz bylo popsano inhibitor SITS se fadi mezi derivaty
stilbenu a ucinné blokuje aniontové kanaly typu R svéracich bunék priaduchti (White and
Broadley, 2001). Tento inhibitor byl testovan v koncentracich 10, 100, 200

a 300 pmol-1"!. Vysledky pokusii provadénych na mutantu au” a kontrolnim genotypu
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cv. MM prokazaly zanedbatelny inhibi¢ni u¢inek SITS na rast kofene i hypokotylu obou
genotypu.

Inhibi¢ni ucinek se neménil v zavislosti na svételnych podminkach a nebyla
prokazana ani zména citlivosti mutanta au” k pouzitému inhibitoru oproti kontrolnimu
genotypu. To naznacuje, ze u téchto rostlin nejsou SITS-senzitivni aniontové kanaly
zapojeny v rustovych procesech kotfene a hypokotylu rajcete. Z toho se da usuzovat, zZe
rast kofene a hypokotylu rajcete byl zprostfedkovan aniontovymi kanaly, které nebyly
inhibovany SITS. Vysledky dale ukazuji, ze fytochromy pravdépodobné neovliviiuji

aniontové kanaly citlivé k inhibitoru SITS.

Dalsim testovanym inhibitorem aniontovych kanalti byl NPPB v koncentracich
20, 40, 100 a 140 pmol-1"!. Tento inhibitor patii mezi blokatory aniontovych kanalé typu
S i typu R a pasobi proti depolarizaci plazmatické membrany hypokotylovych bunék
indukované modrym svétlem (Thomine et al., 1997a). Analyzou rastu rostlin na médiu
s inhibitorem bylo zji§téno, Ze k inhibici rastu kofene a hypokotylu mutanta au" a cv.
MM vlivem NPPB dochézelo pfi vSech testovanych koncentracich inhibitoru a ve vSech
svételnych podminkach. Tyto vysledky proto naznacuji, ze kanaly citlivé k inhibitoru

NPPB jsou zapojeny v rustovych procesech korentl a hypokotyli rostlin rajcete.

Pii péstovani kontrolniho genotypu cv. MM na médiu s 20 uM NPPB byla
zaznamenana vyS$si inhibice rustu hypokotylu na Cerveném svétle oproti etiolovanym
hypokotylim (signifikantni rozdil). Naopak na modrém svétle byla tGroven inhibice
hypokotylu 20 uM NPPB nizsi oproti hypokotylim ve tmé (nesignifikantni rozdil).
Vysledky tedy naznacuji, ze svétlo né€jakym zpisobem ovliviuje aktivitu NPPB-
senzitivnich kanald v hypokotylech rajcete. Zmeéna v citlivosti k NPPB byla pozorovana
i u mutantniho genotypu au”. Na modrém svétle byla citlivost hypokotylt k NPPB nizsi
nez ve tme, podobné jako u cv. MM, kdezto na Cerveném svétle byla také niz8i nez ve
tme, pii¢emz vSak rozdil nebyl signifikantni. Vysledky tedy vedou k zavéru, ze Cervené

svétlo prostfednictvim fytochroma miZe zvySovat citlivost aniontovych kanala k NPPB.

Urovné inhibice kofene cv. MM 20 pM NPPB byly podobné pii péstovani
v raznych svételnych podminkach. To by poukazovalo na to, ze v pfipadé kofenu svétlo

vyraznym zpusobem neovliviiuje fungovani NPPB-citlivych aniontovych kanald.
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Pii péstovani mutovanych rostlin au” ve tmé byl vSak rast kofent inhibovan
vlivem NPPB vyrazné vice nez rast kofenti cv. MM (signifikantni rozdil). Citlivost
kofent au” k inhibitoru NPPB byla tedy ve tmé zesilena. Je tedy zfejmé, Ze mutace
v biosyntéze fytochromového chromoforu n¢jakym zptisobem ovliviuje aktivitu NPPB-
citlivych aniontovych kanalti v kofeni. Na rozdil od cv. MM se citlivost kofend au®
k NPPB na modrém svétle (signifikantn€) a na Cerveném svétle (nesignifikantné) snizila.
Z vyse uvedenych informaci lze usoudit, ze svétlo prostiednictvim fytochromt ma urcity
vliv na aktivitu NPPB-senzitivnich kanald. Jeden z moznych mechanismu je, ze svétlo
mohlo pfimo ovliviiovat samotné aniontové kanaly prostfednictvim regulace genové
exprese. Mohlo by napfiklad vlivem svétla dochazet ke zvySeni poctu NPPB-senzitivnich
kanald u mutanta au"”. Pfi vy$s§im poctu NPPB-senzitivnich aniontovych kanala by tedy
bylo potfeba vyssi koncentrace NPPB, aby bylo dosazeno stejné inhibice jako
u kontrolniho genotypu. Dulezité je rovnéz brat v uvahu i moznost, ze akumulace
meziproduktd v biosyntetické draze fytochromového chromoforu mohla ovlivnit
zkoumané parametry. A praveé u mutanta au” mohla akumulace biliverdinu ovlivnit jeho

odezvu na svétlo.

Je vSak tfeba zminit, ze pfi vySSich koncentracich inhibitoru NPPB (40, 100,
140 pmol-1"") vykazovaly hypokotyly i kofeny au” a cv. MM podobnou citlivost k NPPB.
Pti vysSich koncentracich inhibitoru se tedy rozdily mezi mutantem a kontrolnim
genotypem v citlivosti k NPPB na testovanych svételnych podminkach smazavaly. Pfi
dal$im studiu mechanismt vlivu fytochromt na aktivitu aniontovych kanala bude tedy

nutno pracovat s niz§imi koncentracemi inhibitoru NPPB.

5.2Vliv inhibitori aniontovych kanali na mutanta yg-2

Mutant yg-2 vykazoval stejné fenotypové znaky hypokotylu jako mutantni rostlina au".
Zasadné se lisil od mutanta au” v rastovych odezvach kofene. V prvni fadé bylo
pozorovano, ze mutace yg-2 vedla k vyraznému zkracovani kotene. Je tedy evidentni, ze
defekt v hem oxygenaze negativné€ ovlivilyje rust kofene rajcete. Rust kofene byl stejné
jako u kontrolniho genotypu cv. Kokomo stimulovan modrym svétlem, ale na rozdil od
cv. Kokomo nebyl stimulovan svétlem cervenym. Tyto vysledky potvrzuji, Ze poloha
mutace v biosyntetické draze fytochromového chromoforu ma vyrazny vliv na rustové

reakce korene.
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Podobné jako u mutanta au”, mutant yg-2 byl testovan pro svoji citlivost
k inhibitoru SITS. Analyza riistu hypokotylu a kofene prokazala minimalni vliv inhibitoru
SITS na rast hypokotylu a kofene. Vysledky naznacuji, Zze aniontové kanaly citlivé
k SITS nehraji pravdépodobné vyznamnou ulohu v ristu hypokotylu a kofene rajcete.
Utinek SITS zistal nemé&nny pii viech testovanych svételnych podminkach (Zervené
svétlo, modré svétlo a tma). Tyto vysledky ukazuji, ze kvalita svétla pravdépodobné

nemeni citlivost aniontovych kanall k inhibitoru SITS.

Redukce ristu kofene a hypokotylu cv. Kokomo a mutanta yg-2 inhibitorem
NPPB byla pozorovana pii vSech testovanych koncentracich tohoto inhibitoru a za v§ech
testovanych svételnych podminek. Tato zjisténi naznacuji, ze kanaly citlivé k inhibitoru
NPPB se tcastni rastovych procest kofene a hypokotylu rajcete. Inhibice ristu kofene
i hypokotylu mutanta yg-2 byla srovnatelna s inhibici ristu obou organt u cv. Kokomo,
a to ve vSech testovanych svételnych podminkach. Je tedy evidentni, ze mutace v genu
pro hem oxygenazu pravdépodobné neovliviiuje aktivitu NPPB-senzitivnich aniontovych
kanalli. Bylo rovnéz pozorovano, ze modré ani Cervené svétlo vyrazné neovliviiovalo
citlivost kofend i hypokotyld k inhibitoru NPPB. Z vysledkl se da tedy usuzovat, ze
u cv. Kokomo a rostlin yg-2 svétlo nemélo vyrazny vliv na aktivitu aniontovych kanalt

citlivych k NPPB pfi ristovych reakcich kofene a hypokotylu.
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6 Zavér

Experimentalnim cilem této bakalaiské prace byla analyza citlivosti rastovych
avyvojovych reakci fotomorfogennich mutanti au” a yg-2 rajCete k inhibitorim
aniontovych kanali NPPB a SITS v zavislosti na svételnych podminkach (tma, Cervené

a modré svétlo).

Vysledky bakalarské prace piinesly informace o tom, ze SITS-senzitivni kanaly
nejsou pravdépodobné zapojeny ve vyvoji a rustu rajCete a nejsou regulovany aktivitou
fytochromi. Naopak bylo prokazano, ze kanaly citlivé na inhibitor NPPB by mohly byt
v rastu rajcete pozitivn€ zapojeny. U kontrolniho genotypu cv. MM byl pozorovan rizny
inhibi¢ni ucinek NPPB v zavislosti na svételnych podminkach. Svétlo tedy uritym
zpusobem ovliviiovalo aktivitu téchto aniontovych kanali. Analyzou rustu hypokotylt
mutanta au" bylo zji§téno, ze na cerveném svétle dochazi k snizeni citlivosti k inhibitoru
NPPB oproti kontrolnimu genotypu. Na zaklad¢ té€chto zji§téni lze pfedpokladat, ze svétlo
prostfednictvim fytochromu ma vliv na aktivitu aniontovych kanalti hypokotylu citlivych
k NPPB. U kotfene cv. MM inhibi¢ni ti¢inek NPPB svétlem ovlivnén nebyl. U mutanta
au" aplikace inhibitoru vedla k vyraznému snizeni citlivosti kofene k NPPB v pfitomnosti
cerveného svétla a ke zvySeni citlivosti ve tmé oproti kontrolnimu genotypu. Lze tedy
usuzovat, ze v pfipadé kofene mutace v pozdnim kroku biosyntézy fytochromového
chromoforu vedla k ovlivnéni NPPB-sentitivnich aniontovych kanald. U mutanta yg-2
byla pozorovana srovnatelna inhibice rastu obou organt vlivem NPPB s kontrolnim
genotypem a svétlo vyrazné nemeénilo tento inhibicni ucinek. Je tedy evidentni, ze NPPB-
senzitivni kanaly jsou v rastu zapojeny, ale mutace v genu pro hem oxygenazu mutanta
yg-2 pravdépodobné neovliviiuje jejich aktivitu. To nasvédCuje tomu, ze gen pro
fytochromobilin syntazu (a jeho produkt) pravdépodobné hraje roli v regulaci

aniontovych kanal(i na ¢erveném svétle.

S ohledem na zajimavé vysledky pii pouziti 20 uM NPPB by bylo vhodné provést
roz§ifujici experimenty s mensim koncentracnim rozsahem inhibitoru. Dale by pro Sirsi
pochopeni studovanych mechanismii mohly byt vyuzity dalsi inhibitory aniontovych
kanald nebo pfipadné i dal$i mutantni rostliny s defekty ve fytochromech. Pro urceni,
které konkrétni aniontové kanaly jsou v rustu rajcete inhibovany vlivem NPPB, by bylo

nutno provést molekularné genetické studie.
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