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1 UVOD

Moje diplomova prace byla feSena v Laboratofi molekularni fyziologie na Katedie
bunécné biologie a genetiky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
vramci Vyzkumného zaméru financovaného MSMT (grant &. MSM6198959215) a
projektu Kontakt financovaného MSMT (grant ¢. ME10020).

pro rostliny jednak zdrojem energie (fotosyntéza), ovlivituje také pohyby a ohybani
rostlin smérem k nebo od svétla (fototropismus) a konecné svétlo také kontroluje rtst,
vyvoj a diferenciaci rostlin (fotomorfogeneze) (Schifer et Nagy, 2006). Svétlo je
zachycovano fotoreceptory, z nichz nejvyznamnéjsi jsou fytochromy (absorbuji cervené
svétlo), kryptochromy a fototropiny (zachycujici modré svétlo a UV-A).

U nékterych rostlin (salat, Arabidopsis) svétlo hraje dulezitou roli také v kliceni,
pficemz v regulaci kliceni jsou zapojeny pfedev§im fytochromy (Reed et al., 1994).
Na kliceni mze mit vliv také modré svétlo, které naptiklad u rajcete a Arabidopsis
inhibuje kli¢eni a navic mize také zvySovat inhibicni ucinek osmotického stresu
na kliceni (Fellner et al., 2007). Je znamo, Ze v inhibici rastu hypokotylu kontrolované
modrym svétlem jsou zapojeny modrym svétlem indukované aniontové kanaly (Cho et
Spalding, 1996), ale dosud neni nic znamo o zapojeni téchto aniontovych kanali
v kliceni.

Cilem piedkladané diplomové prace bylo studovat mozné mechanismy, kterymi jsou
iontové kandly zapojeny v kliceni semen rajcete. Strategie experimentli spocivala
v aplikaci inhibitori aniontovych ¢i draselnych kanald na kliceni. V pfipadé
aniontovych kanalt byly pouzity rtizné koncentrace inhibitord 9-AC a NPPB, v ptipad¢
draselnych kanala byl aplikovan tolbutamid. Dale bylo studovéno, zda a jak mlze byt
funkce zminovanych kanali ovlivnéna kvalitou svétla. Kliceni semen bylo tedy
sledovéano ve tmé nebo na modrém a ¢erveném svétle.

Experimenty byly provadény na semenech rajcete Solanum lycopersicum L. a jeho
mutantech. Pouzit byl mutant 7B-/ s dosud nezndmym defektem v signalni draze
modrého svétla (Fellner et Sawhney, 2002) a také mutanti cryl-1 a cryl-2 s defektem
v genu kodujicim fotoreceptor modrého svétla kryptochroml (CRY1; Weller et al.,
2001). Odpovidajici kontrolni rostlinou v pfipadé mutanta 7B-I byl cv. Rutgers a
v pripad€ mutantd cryl-1 a cryl-2 cv. Moneymaker (cv. MM).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Kliceni

Kliceni je vyvojovy proces, kterym se embryo méni v kli¢ni rostlinu (LusStinec et
Zarsky, 2005) a je zahijeno pifjmem vody suchym semenem a dokondeno je
po prorazeni osemeni radikulou. Kli¢ovou roli hraje pfedevsim embryo, které jednak
spousti svilj vlastni rist a jednak poskytuje signdly endospermu vedouci k oslabeni

fyzikélniho omezeni vyvolaného jeho piisobenim na embryo (Tatematsu et al., 2008).

V prvni fazi kliceni semeno bobtna (pfijima vodu), coz je casto doprovazeno
prasknutim osemeni (testy). Pfijem vody semenem je ttifazovy dé€j — prvni faze (faze I)
je charakteristicka rychlym pocatecnim piijmem vody, déale nasleduje platd faze (faze
II), vtreti fazi dochazi k dal§imu zvySeni piijmu vody a to v obdobi prodluzovani

embryonalni osy (Kucera et al., 2005) (Obr. 1).

V disledku rychlého piijmu vody suchym semenem v pribéhu prvni faze kli¢eni
dochazi k docasnym strukturnim porucham v semeni, predevsim membranach, coz vede
k vytékani rozpuSténych latek a metaboliti nizké molekuldarni hmotnosti do okoli.
Béhem rehydratace se vSak membrany postupné stabilizuji a vytékani latek je omezeno.
Dosud neni pfiliS§ zndmo, jak dochdzi k opravam poskozeni vzniklych v prabéhu
vysuseni a nasledné rehydratace. Nicmén¢ se predpoklada, Ze by v tomto procesu mohl
byt zapojen N-acetylfosfatidylethanolamin, coz je fosfolipid stabilizujici membrany

(Bewley, 1997).

Ptijmem vody v pribéhu imbibice dochazi k obnoveni metabolické aktivity semene.
Enzymy potiebné k opétovnému zahdjeni metabolismu jsou patrné pfitomny jiz
v suchém semeni a musi byt tedy schopny piekonat obdobi vysuseni. Jednou z prvnich
zmén v priabéhu imbibice je obnoveni respirace. V pribéhu prvni faze kliceni dochazi
rovnéz k obnoveni glykolyzy, pentézofosfatové drahy i Krebsova cyklu (Bewley, 1997).
V prvnich etapach kliceni (asi do 24-36 hodin) pfevazuje u vSech semen anaerobni typ
dychéni, o ¢emz svéd¢i i vysokd aktivita alkoholdehydrogenéasy (Prochazka et al.,

1998). Casovy pribéh hlavnich déji spojenych s kli¢enim je naznaéen v Obr. 1.

V dalsi takzvané ristové fazi kliceni dochéazi k dlouzivému rastu v embryu prudkym
zvySenim rychlosti respirace a mobilizaci zasobnich latek, které se ucastni gibereliny.
Gibereliny indukuji syntézu enzymd, jez hydrolyzuji a tim mobilizuji zasobni latky

v endospermu nebo v dé¢lohach. Produkty hydrolyzy zasobnich latek slouzi jako ziviny
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pro vyvijejici se embryo (Lustinec et Zarsky, 2005). Za vykli¢ené je povazovano
semeno, u n¢hoz radikula prorazila testu, coz zavisi predev§im na riistu embrya fizenym
piijmem vody (Kucera et al., 2005). ProraZeni testy je jednim z dalezitych okamziki
kliceni, dochazi k nému v misté n¢kdejsi mikropyle. Toto umozni embryu kontakt

s vnéjSim prosttedim (Pavlova, 2005).

Prodluzovani radikuly je procesem fizenym turgorem, ktery vyzaduje, aby stény bunék
nachdzejicich se mezi kofenovou cepickou a bazi hypokotylu byly pruzné. Existuji tii
mozna vysvétleni zahdjeni rGstu radikuly. Prvni pfedpoklada, Ze s postupujicim
klicenim se osmoticky potencidl bun¢k radikuly stavad vice zaporny v dusledku
akumulace rozpusténych latek, vzniklych hydrolyzou polymert zéasobnich latek
obsazenych v buiikdch radikuly. Pokles vodniho potencidlu pak vede ke zvySenému
piijmu vody, ¢imz se zvySuje turgor bun€k a dochazi k jejich prodluzovani. Bohuzel ale
neexistuje odpovidajici dikaz zmén osmotického potencidlu bunck v pribéhu kli¢eni.
Druhéd alternativa ptedpoklada, ze prodluzovani bunck radikuly je umoZnéno
roztazitelnosti jejich stén. ,,Rozvoliiovani* bunéénych stén mize byt vysledkem Stépeni
a propojovani molekul xyloglukanil, které mezi sebou provazuji mikrofibrily celul6zy.
AvSak aktivita enzymu schopného reverzibilné S$tépit molekuly xyloglukand,
xyloglukanendotransglykosylasy (XET), se u semen kukufice zvySuje beéhem
prodluzovéani, ale az po dokonceni kliceni. Dal§imi kandidaty schopnymi rozvoliiovat
bunécéné stény jsou expansiny, které jsou schopné pierusovat vodikové vazby mezi
polymery bunécnych stén. Prokdzané je zapojeni téchto proteinti v prodluzovani
hypokotylu okurky. Nicméné zadny z téchto proteinii nebyl zaznamenan v kli¢icich
semenech. Navic je aktivita XET a expansini zvySovana auxiny, které jsou obecné
povazovany za neucinné v pisobeni na kli¢eni semen. U kukufice se pak déale ukazalo,
ze aktivita XET je zesilovana rovnéz kyselinou abscisovou (ABA), ktera je znama jako
silny inhibitor prodluZzovani kofinkli embrya. Tretim moznym vysvétlenim zahdjeni
prodluzovéani radikuly je, Ze pletiva semene obklopujici Spicku radikuly postupné
ochabuji, coz umozni jeji prodluzovani. Turgor umoziiuje prodluzovani bunék radikuly
jen pokud nejsou, popfipadé jsou jen slabé, omezovany v rustu okolnimi pletivy

(Bewley, 1997), viz dale.

Pfi ristu radikuly jsou velmi vyznamna fyzikalni omezeni vytvarend plisobenim vrstev
kryjicich semeno. V pifipad¢ semen bez endospermu ¢i semen Arabidopsis (v semeni je

jen jedna vrstva bunék endospermu) je embryo kryto pouze osemenim, které miize
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(naptiklad v ptipadé Arabidopsis) ¢i nemusi (jako naptiklad u hrachu) predstavovat
omezeni pro rist radikuly. U semen s endospermem piibyva dals$i omezujici struktura, a
to pravé endosperm. Pro GspéSné kliceni semen Asteraceae (tieba salatu), Solanaceae
(rajce) a Rubiaceae je hlavnim limitujicim faktorem pravé poruseni endospermu, coz se
d¢je enzymatickou hydrolyzou (Tatematsu et al., 2008). Jen pro doplnéni, endosperm je
pletivo v semeni zajiStujici pfenos zivin z matefskych pletiv do embrya. Embryo a
endosperm jsou geneticky identické az na stupeii ploidie, embryo je obvykle diploidni a
endosperm triploidni. UZ vice nez sto let je znamo, Ze endosperm vznik4 jako vysledek
dvojitého plozeni, ale jeho evoluéni piivod je stadle neznamy. Mohl se patrné vyvinout

z nadpocetného embrya nebo ze samiciho gametofytu (Gehring et al., 2004).

Na regulaci kliceni se podili fada rostlinnych hormoni, vedle giberelinii také kyselina
abscisova, ethylen a brasinosteroidy. Gibereliny uvoliiuji semena zdormance a
podporuji kliceni semen. Mimo to jsou potieba také pro prodluzovani bunék embrya,
k ptekonani fyzikalnich omezeni vyvolanych ptisobenim vrstev kryjicich semeno a také
pro indukci ,,0slabovani“ endospermu. Spolu s brasinosteroidy a ethylenem, které
rovnéz podporuji kliceni, plisobi proti u¢inkim kyseliny abscisové, pfi¢emz ve vétsiné
pripadt brasinosteroidy a ethylen plsobi az po preruseni dormance gibereliny. ABA
indukuje a udrzuje dormanci semen a negativné reguluje kliceni (Kucera et al., 2005).
Hladina ABA na poc¢éatku imbibice prudce klesa, na cemz se podili hlavné endodermis a
endosperm vyluCovanim ABA hydroxyldz (Tatematsu et al., 2008). Zajimavé je
pusobeni ethylenu a ABA, kdy v prubéhu kli¢eni ethylen ptisobi proti inhibi¢nimu
ucinku ABA tim, Ze rusi jeji signalizaci. Naopak ale oba tyto hormony inhibuji rtst
kotene kli¢ni rostliny. Antagonismus ABA a ethylenu poukazuje na to, ze reakce a
interakce hormont jsou rozdilné v kli¢icich semenech a vegetativnich pletivech (Kucera

et al., 2005).

Nyn¢jsi studie kliceni semen Arabidopsis naznacuji, ze ke spuSténi aktivity gent
spojenych s klicenim je zapotiebi cis-elementu Upl, jehoZ aktivita je zvySovana dalSim
takovym elementem oznacovanym jako Up2. Upl je témét identicky s cilovymi motivy
TCP transkripcnich faktort. Rozhodujicim Cinitelem v ristu embrya béhem kliceni je
piedevsim gen A¢tTCP14, jehoz transkripce se napadné zvySuje po zahajeni imbibice.
Produkty tohoto genu se nachéazeji predev§im ve vodivych pletivech embrya. Exprese

genu AtTCP14 je regulovana hormonalnég, gibereliny a ABA (Tatematsu et al., 2008).
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Svétlo vétSinou neni podminkou kliceni. Néktera semena vSak kli¢i na svétle rychleji
nez ve tm¢ (Prochazka et al., 1998). Semena, jejichZz kli¢eni je fizeno svétlem, se
oznacuji jako fotoblastickd. Semena mohou byt kladn¢ (svétlo kli¢eni stimuluje) ¢i
zaporn¢ fotoblasticka (svétlo kli¢eni inhibuje). Kladné fotoblastickd semena obvykle
obsahuji malo zéasobnich latek a kli¢ni rostlina musi byt brzy schopna fotosyntézy
(naptiklad semena salatu ¢i tabdku). Kliceni zédporné fotoblastickych semen je naopak
svétlem inhibovdno. Tento typ semen obsahuje znaéné mnozstvi zasobnich latek
(Pavlova, 2005). Zaporn¢ fotoblastickd jsou kuptikladu semena laskavce ¢i tykve.
Fotoblastické chovani semen ma adapta¢ni vyznam (Prochéazka et al., 1998). Svételny

signal je zprosttedkovan fytochromy a kryptochromy (Pavlova, 2005).

Kontrola kliceni R a FR byla jednim zprvnich zaznamenanych procesii
zprostfedkovanych fytochromy. Antagonistické plisobeni R a FR bylo poprvé
demonstrovano na kli¢eni semen salatu. Bylo zjisténo, ze efekt stiidavého ozarovani R a
FR zavisi na tom, které svétlo bude pouzito jako posledni. Semena salatu, jez byla
naposledy ozéfena R, témét vSechna vyklicila. Ale pokud byla semena jako posledni

ozéfena FR, bylo jejich kliceni siln¢ inhibovéano (Taiz et Zeiger, 2006).

V regulaci kli¢eni jsou zapojeny piedev§Sim fytochromy a to fytochrom A a
fytochrom B, pfi¢emz fytochrom A podporuje a fytochrom B inhibuje kli¢eni semen pii
pusobeni dlouhovinného cerveného zéatfeni (FR). Ve tmé kontroluje kliceni semen
fytochrom B. V podminkédch kratkovinného cerveného zafeni (R) oba zminované
fytochromy podporuji kliceni, a to prostiednictvim svych Pfr forem (Reed et al, 1994).
Analyza kombinaci triple-mutanth phyAphyBphyD a phyAphyBphyE umoznila odhalit,
ze vyznamnou roli v kliceni hraje také fytochrom E (Franklin et al., 2005). Nové&jsi
analyzy mutantl deficientnich v kombinaci fytochromti A, B a E odhalily, ze svételna
regulace kliceni semen Arabidopsis je ovliviiovano také teplotou okoli. Za vysSich
teplot (vysSich nez 22°C) ma hlavni roli v kli¢eni fytochrom B, ktery je pak nasledovan
fytochromem A a fytochromem E. Za niZsich teplot (pod 16°C) vSak ptebird vedouci
postaveni fytochrom E a fytochrom B plni jen pfidatnou funkci (Franklin et Quail,
2010).

Svou roli v kli¢eni hraji rovnéz akvaporiny, coz jsou proteiny tvofici kanaly vyskytujici
se v plazmatické membrané¢ 1 intracelularnich membranach rostlinnych bunék.

Akvaporiny jsou zapojeny v ristu embrya, kdy dodavaji vodu expandujicim bunikam.
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Béhem kliceni byla zjisténa zvySend exprese predevSim akvaporini TIP1 a TIP2
(Tonoplast Intrinsic Protein)(Willigen et al., 2006).
Obr. 1: NaCasovani hlavnich udalosti spojenych sklicenim a néslednym riostem. Kiivka

znazoriiuje piijem vody semenem. Sipkou je oznacen okamzik zahajeni respirace a
proteosyntézy. Upraveno podle Bewley, 1997.

Germination | Postgermination
taze I taze I1 faze TI1

prodluzovani bunek radikuly
vt déleni bunék a
pryem syntéza DNA
\’Od}’ opravy DNA
proteosyntéza s novou mRNA

cas

2.2 Transport pres membrany

Vnitini prostor fosfolipidové dvouvrstvy membran je hydrofébni a brani prichodu témét vSech
molekul rozpustnych ve vod¢, ale pro pieziti bunky je nutné privadét ziviny, odvadét odpadni
latky a rovnéz upravovat koncentrace predevsim iontd H', Na*, K™ a Ca®". Pouze n&kolik malo
z téchto latek je schopno prosté¢ difundovat lipidovou dvouvrstvou (napftiklad oxid uhli¢ity a
kyslik), ale velka vétSina pro buiiku potiebnych latek tuto schopnost nema. Z toho divodu je
pro pfenos téchto iontli nezbytnd existence transportnich proteint. Obecné rozliSujeme dva
hlavni typy membranovych transportnich proteinti — pienaseCové proteiny a kanalové proteiny.
Prenasecové proteiny funguji tak, Ze na jedné stran€¢ membrany vazi prenasenou latku a tu poté
transportuji dovnitt zménou své konformace. Naopak kanalové proteiny svymi polypeptidovymi
fetézci mnohokrat protinaji membranu a tim vytvareji tunel, kterym mohou malé hydrofilni
molekuly prochazet bez toho, aniz by se dostaly do pfimého kontaktu s hydrofébnim prostfedim
lipidové dvouvrstvy. Vétsinou téchto kanald mohou prochazet pouze anorganické ionty, proto
se tyto proteiny oznacuji jako iontové kanaly. ProtoZe jsou ionty elektricky nabité, mohou jejich

pohyby vyvolat mohutné elektrické sily pisobici napfi¢ membranou (Alberts et al., 1998).

Iontové kanaly maji dvé dilezité vlastnosti. Zaprvé, vykazuji iontovou selektivitu, ktera zavisi
na priméru a tvaru kanalu a dale pak také na rozdéleni nabitych aminokyselin v jeho sténach.
Za druhé, iontové kanaly nejsou stale oteviené, ale vétSina je uzaviratelna. K jejich otvirani a
zavirani dochazi zménou konformace, coz je regulovano podminkami uvnitf a vné¢ bunky. Podle

zpusobu regulace otvirani a zavirani, rozliSujeme nékolik zakladnich typt kanalu. Jsou to
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kanaly tizené napétim (otvirani regulovano membranovym potencialem), kanaly fizené urcitym
ligandem, jez se navazuje na kanalovy protein ¢i mechanicky aktivované kanaly, které jsou

otvirany mechanickou silou ptisobici na kanal (Alberts et al., 1998).

Hnaci silou membranového transportu je elektrochemicky potencial, ktery ma dvé hlavni slozky
— koncentra¢ni gradient a membranovy potencial. Rostliny, stejné jako houby a baktérie,
pouzivaji jako pohon membranového transportu gradient protond (ve srovnani s zivoCichy, ktefi
vyuzivaji gradient sodikovych iontii vytvafeny sodno-draselnou pumpou). H'-ATPésa vyuziva
energii uvolnénou hydrolyzou ATP k od¢erpavani protond z bunky. Odlisny typ se nachazi také
v membrané vakuoly, kde Cerpa protony zcytoplasmy do vakuoly (Alberts et al., 1998).
U rostlin pravé protonova ATPasa urCuje velmi zaporny potencial plazmatickych membran

bunék (pohybuje se od -100 do -200 mV) (Barbier-Brygoo et al., 2000).

Iontové kanaly maji ve srovnani s pfenaSeCovymi proteiny velkou vyhodu ve vysoké rychlosti
transportu (jednim kanalem projde vice néz milion ionti za minutu). Na druhé stran¢ vSak
kanaly nemohou sptahnout tok iontli se zdrojem energie a uskutecnovat tak aktivni transport.
Kanaly pouze u¢ini membranu piechodné propustnou pro vybrané anorganické ionty, pifiCemz
témto iontiim umozni rychle difundovat ve sméru jejich elektrochemického gradientu. Tok iontl
zméni membranovy potencidl a ten zméni elektrochemické hnaci sily, které puisobi
transmembranovy pohyb vSech ostatnich iontl. Membranovy potencial na jedné strané reguluje
¢innost kanald, ale na stran¢ druhé rovnéz kandly mohou regulovat membranovy potencial
(Alberts et al., 1998). Rostliny vyuzivaji k depolarizaci membrany a Sifeni elektrickych signalt

aniontové kanaly fizené napétim (Barbier-Brygoo et al., 2000).

2.2.1 Funkce iontovych kanala

Podobné jako v zivo€isnych bunkach plni také v bunikach rostlin iontové kanaly tfi hlavni
fyziologické funkce — osmoregulacni, signaliza¢ni a také kontroluji membranovy potencial.
Iontové kanaly jsou zapojeny v fad¢ vyznamnych fyziologickych procesii jako je naptiklad
otevirani a zavirani stomat, tvorba membranového potencialu, regulace prodluzovani bun¢k
hypokotylu, tolerance ke koviim, transport zivin ¢i metabolismus. lontové kandly mayji
rozhodujici tlohu v pocatecnich fazich signalnich drah vedoucich nejriznéjSim vyvojovym a

adaptivnim reakcim rostlin (Barbier-Brygoo et al., 2000).

2.2.2 Aniontové kanaly

Aniontové kanaly pfedstavuji rozmanitou skupinu iontovych kanald vyskytujicich se
v rostlinnych i Zivo¢isnych buiikach. Setkdme se s nimi ve vSech rostlinnych membranach,
pricemz nejlépe jsou prostudovany aniontové kanaly plazmatické membrany, predevsim

plazmatické membrany svéracich bunék priduchti a bun€k hypokotylu. Tyto kanaly byly
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primarn¢ charakterizovany vyuzitim nejrizné€jsich elektrofyziologickych metod (Roberts,

2006).

Aniontové kanaly rostlin mohou byt na zékladé své kinetiky a zavislosti na napéti rozdéleny
do ti skupin:
a) aniontové kandly aktivované depolarizaci — tento typ kandlu zprostiedkovava

odtok aniontl z buiiky (R a S typ kanall) i vtékéani aniontl do buiiky

b) aniontové kandly aktivované hyperpolarizaci — transportuji anionty ven

z buiky
c¢) aniontové kanaly aktivované svétlem nebo mechanicky

RozliSujeme dva typy iontovych kanali — R-kandly (rapid-activating) a S-kanaly (slow-
activating). Oba typy téchto kandli byly nalezeny v rtznych rostlinach (napiiklad
u Arabidopsis thaliana, Vicia faba) a nejriznéjSich organech (svéracich buiikach,
bunikach hypokotylu, epidermalnich bunkach kofene apod.). R-kandly jsou selektivni
pro NO* a v mensi mife také pro Cl” a malat. Jedna se o kanaly fizené napétim
(de Angeli et al., 2007). Za klidového potencidlu (hyperpolarizace) jsou uzaviené a
pfi depolarizaci se otviraji. Typickd je pro né rychld kinetika aktivaci a deaktivaci
(fadové v milisekundach). Ale i1 pti dlouhotrvajici depolarizaci dochazi k postupné
inaktivaci (10-70 s) téchto kanal. R-kandly zajist'uji prechodny odtok aniontti (Roberts,
2006). S-kanaly jsou rovnéz vysoce propustné pro NO”", aviak nepropousti SO,*". Tyto
kanaly jsou aktivovany fosforylaci (de Angeli et al., 2007). Ve srovnani s R-kanaly jsou
ucinné za SirSiho rozmezi hodnot napéti. S-kanaly vykazuji pomalou kinetiku aktivaci a

deaktivaci (az 1 minutu) (Roberts, 2006).

Koncentrace aniontl v rostlinné buiice kolisé v zavislosti na fyziologickych a vné&jsich
podminkach, avSak nejvétsi koncentrace aniontli jsou ve vakuole, ktera predstavuje
jejich zasobarnu, zatimco koncentrace v cytoplazmé byvaji udrzovany v pomérné
stalém nékolika milimoldrnim rozmezi. Rostliny musi potfebné anionty aktivné ptijimat
z okoli, k¢emuz vyuzivaji anion/protonového symportu. K hlavnim mineralnim
aniontim v rostlinnych pletivech patii dusi¢nany, chloridy, sirany a fosforecnany
(Barbier-Brygoo et al., 2000), pficemz pro rostlinu maji nejvétsi vyznam dusi¢nany
(NO™). Dusiénany vstupuji do buiiky diky protonovym symportnim transportériim
ze skupin NNP (nitrate-nitrite transporter) a PTR (peptide transporter) a poté jsou

akumulovany ve vakuolach (zde je asi 25krat vyssi koncentrace téchto aniontll nez
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v cytoplazm¢), coz vyzaduje existenci aktivniho transportniho systému. Pfredpoklada se,
ze tento systém funguje jako protonovy antiporter, pfi¢emZ protony jsou cerpany
z vakuoly a dusi¢nany do vakuoly. Doposud vSak byly nalezeny pouze dva proteiny
zajist'ujici transport dusi¢nanti ve vakuolach — transportér dusi¢nanti ze skupiny NNP
(AtNRT 2.7, témeét vylucné exprimovany v semenech) a anion/protonovy antiporter
ze skupiny CLC (AtCLC-a) (de Angeli et al., 2009, Chopin et al., 2007). Pro fadu
bunécnych procesi jsou rozhodujici také chloridové anionty, naptiklad pro depolarizaci
membrany, regulaci objemu builky, rezistenci k zasoleni ¢i kovim a reakci
k patogenim. Dosud ale nebyly identifikovany proteiny zodpovédné za transport
chloridii v bunce, ale nejzhavéjsSimi kandidaty pro tuto funkci jsou CLC proteiny

(Zifarelli et Pusch, 2010).

2.2.3 CLC proteiny

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana bylo dosud objeveno sedm homologii CLC
proteind, které jsou oznaCovany jako AtCLC-a az AtCLC-g, pficemz proteiny AtCLC-a
az AtCLC-d a AtCLC-g predstavuji samostatnou evolu¢ni vétev a jsou nejvice podobné
savéim CLC proteinim, zatimco AtCLC-e a AtCLC-f jsou vice ptibuzné spiSe
s bakterialnim zéastupci CLC proteind (Zifarelli et Pusch, 2010). Piehled rozmisténi
v bunice a transportnich vlastnosti jednotlivych CLC proteint je uveden v tabulce €. 1.
V tabulce jsou vedle CLC proteini Arabidopsis thaliana uvedeny také CLC proteiny

nalezené u ryze a soji, opét s uvedenim transportnich vlastnosti a lokalizaci v buiice.

Nejdukladnéji prozkoumanym rostlinnym CLC proteinem je AtCLC-a. Piekvapivym
zjisténim pii vyzkumech funkce tohoto proteinu bylo, Ze hraje roli v transportu NO™ a
nikoli CI” jako ostatni zastupci CLC proteind. Tento zasadni rozdil oproti bakteridlnim a
zivociSnym CLC proteiniim je dan pfedevsim pfitomnosti aminokyseliny prolinu misto
serinu v oblasti transportéru rozhodujici o jeho selektivité. AtCLC-a je umistén
v membrané vakuoly, kde slouzi jako NO*/H" antiporter (vazebny pomér NO*/H' je
2:1). Rovnéz AtCLC-b, -¢c a -g jsou vazany na membranu vakuoly. Na zakladé
ptitomnosti riznych aminokyselinovych zbytkl v selektivni oblasti se piedpoklada, ze
AtCLC-b je selektivni pro NO*, zatimco AtCLC-c a -g spide pro CI, viz tabulka ¢&. 1.
Proteiny AtCLC-b a AtCLC-c funguji jako antiportery a AtCLC-g patrné jako
chloridovy kanal, ktery se Gi€astni procesu otvirdni a zavirani stomat (Zifarelli et Pusch,

2010).
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Tabulka €. 1 : Prehled rozmisténi a transportnich vlastnosti rostlinnych CLC proteind. Dosud
nejsou k dispozici udaje o aniontové selektivité proteintit AtCLC-b a AtCLC-g. Upraveno podle
Zifarelli et Pusch 2010.

vnitrobunééna aniontova
rostlina protein lokalizace proteinu | selektivita
AtCLC-a vakuola NO™
AtCLC-b vakuola ?
Arabidopsis | AtCLC-c vakuola NO*/CI
thaliana AtCLC-d Golgiho aparat Cr
AtCLC-e chloroplast NO™
AtCLC-f Golgiho aparat Cr
AtCLC-g vakuola ?
Oryza sativa | OsCLC-1 vakuola Clr
OsCLC-2 vakuola Cr
Glycine max | GmCLC-1 | vakuola Cr

2.2.4 lontové kanaly a svételné signaly

Studie zabyvajici se vnimanim svétla odhalily, Zze dileZitou roli v tomto procesu hraji
praveé iontové kandly. Inhibice riistu modrym svétlem u Arabidopsis thaliana se sklada
ze dvou fazi. Prvni rychld inhibice prodluzovani je zprostfedkovéana fotoreceptorem
fototropinem1 (PHOT1) a nasleduje asi po 30 sekundové lag fazi (Folta et Spalding,
2001). Druha faze pak zavisi na fotoreceptoru kryptochromul (CRY1) a projevuje se asi
45-60 minut po expozici modrému svétlu. Inhibici ristu pfedchdzi rozsahla, i kdyz jen
prechodnd, depolarizace membrany, ktera je patrné zptisobena vytékanim chloridovych
aniontii z bunky a inhibici protonové pumpy. lontové kanaly zapojené v depolarizaci
plazmatické membrany jsou aktivovany excitaci fotoreceptoru CRY1 modrym svétlem.
Hlavni otazkou zustava, jak je CRY1 béhem nékolika méalo minut schopen aktivovat
kanaly. Nejprve bylo navrzeno, Ze aniontové kandly jsou spuStény zvySenim
koncentrace vapenatych iontl v cytoplazmé. Pozdéjsi studie vSak ukazaly, ze pred,
béhem ani po aktivaci kandlti indukované modrym svétlem nedochédzi k vyznamnym
zméndm koncentrace iontl vapniku. Proto je za nejpravdépodobnéjsi mechanismus
povazovana fada redoxnich reakci, jez je spusténa prenosem elektronil z excitovaného
flavoproteinu kryptochromul na dal$i dosud neznamou molekulu (mozna samotny

aniontovy kanal) (Spalding et Cosgrove, 1989).

Rovnéz fytochromy uplatiiuji nékteré ze svych ucinkli zménou aktivity iontovych
kanalti. Série vyzkuml provadénych na mechu Physcomitrella patens ukazala, ze

Cervené svétlo béhem nékolika sekund indukuje wvnitini proud vapenatych iontt
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do cytoplazmy, ktery zahajuje depolarizaci membrany (Ermolayeva et al., 1996,
Ermolayeva et al., 1997). Jsou aktivovany aniontové kandly a také kandly draselné.
Otvirani draselnych kanala se patrné podili na repolarizaci membrany. Tento model 1ze
v nékterych piipadech aplikovat rovnéz na kvetouci rostliny, protoze podobna i kdyz
mensi depolarizace indukovana ¢ervenym svétlem byla pozorovana také v koleoptilu a
motorickych buiikkach pulvinia ovsa. Bohuzel vSak nebyla pozorovdna zména
koncentrace vapenatych iont pisobenim cerveného svétla v cytoplazmé bunék
hypokotylu Arabidopsis thaliana. Proto bylo navrzeno, ze ke zvySeni koncentrace
cytoplazmatického vapniku dochazi v disledku fotokonverze fytochromi. Zmény této
koncentrace pak mohou byt vysledkem jak zmén v toku iontl napti¢ membranou, tak

uvolnéni z vnitfnich zasobaren, jakou je naptiklad vakuola (Spalding, 2000).

2.2.5 Vliv modrého svétla na aniontové kanaly zapojené v kli¢eni

Jak jiz bylo feceno vyse, modrym svétlem indukované aniontové kanaly jsou zapojeny
v rastu hypokotylu kontrolovaném modrym svétlem (Cho et Spalding, 1996), ale dosud
neni nic zndmo o zapojeni té€chto aniontovych kandld v kliceni. Je zndmo, Zze
u nékterych rostlin (4Arabidopsis, rajée) modré svétlo inhibuje kliceni semen a navic
zvySuje inhibi¢ni U€inek osmotického stresu na prubéh kliceni. V signalni draze
kontrolujici inhibici kli¢eni vyvolanou modrym svétlem je s nejvétsi pravdépodobnosti
zapojen gen 7B-1, ptiCemZ vysledky naznacuji, ze mlize redukovat aktivitu ¢i mnozstvi
aniontovych kanald a akvaporinli a fungovat tedy jako negativni regulator kli¢eni
(Fellner et al., 2007). Bohuzel neni zndmo, jak modré svétlo méni aktivitu téchto kanala
(Fellner et al., 2008a). V této signalni draze se nepiedpoklada zapojeni kryptochromul
(Fellner et al., 2007), ale funkéni CRYI patrné spiSe podporuje kli¢eni na modrém
svétle. Funkce genu 7B-1 se zda byt specifickd pro kli¢eni. Ve stadiu vyzkumu je zatim
odhaleni, zda je gen 7B-1 odlisSny od genu CRY! a nebo jde pouze o rozdilnou alelu

tohoto genu (Fellner et al., 2008a).

Na zéklad¢ studia mutantl rajéete v kryptochromul (cryl-1, cryl-2) a genu 7B-1
(mutant 7B-1)(viz metodika) byla vytvofena hypotéza, kterd predpokladd, ze inhibice
kliceni modrym svétlem je déna snizovanim aktivity ¢i mnozstvi NPPB-citlivych
aniontovych kanalt (Fellner et al., 2008a), draselnych kanalu citlivych k tolbutamidu a
kanali citlivych k rtuti modrym svétlem (mozna jde o akvaporiny) (Fellner et al.,

2008b). To se d¢je prostrednictvim genu 7B-1, ktery specificky v pribéhu kli¢eni miize
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slouzit jako fotoreceptor modrého svétla nebo je ¢lankem signdlni drahy modrého
svétla. Na druhé strané ale modré svétlo také aktivuje ¢i zvySuje mnozstvi dalSich
NPPB citlivych kanali nutnych ke kliceni, coz se déje prostiednictvim kryptochromul
(Fellner et al., 2008a), viz Obr. 2. To znamend, ze produkt funkéniho genu 7B-1 by
mohl fungovat jako negativni reguldtor aktivity ¢i mnozstvi iontovych a vodnich kanala
pottebnych ke kliceni, coz patrné uskuteciiuje tim, ze inaktivuje transkripéni faktory

ovliviiyjici expresi téchto kanalt (Fellner et al., 2008b).

Obr. 2: Schéma predpokladané inhibice kli¢eni semen rajéete modrym svétlem podle Fellner et

al. 2008a.

NPPB —{ aniontové kanaly F-

|

KLICENI SEMEN

2.3 Viiv svétla na rust a vyvoj rostlin

Svétlo je jednim z nejdulezitéjSich faktort prostiedi plsobicich na rostlinu. Jako svétlo
je obvykle chapano viditelné zafeni a pohybuje se zhruba v rozmezi vinovych délek
380-740 nm (Pavlova, 2005). Svétlo je pro rostliny jednak zdrojem energie
(fotosyntéza), ovliviiuje také pohyby a ohybani rostlin smérem knebo od svétla
(fototropismus) a konecné svétlo také kontroluje rust, vyvoj a diferenciaci rostlin
(fotomorfogeneze) (Schifer et Nagy, 2006). Svétlo tedy plni v rostlinach jednak funkci
nutricni (fotosyntéza) a jednak funkci signélu, jez informuje rostlinu o svételnych
podminkach stanovisté. Jako signal vystupuje svétlo ve fotomorfogenezi, fototropismu a

fotoperiodismu (Lustinec et Zarsky, 2005).

Obecn¢ lze fict, Ze oblasti spektra s nejsilnéjSim vlivem na vyvoj jsou — modra (BL)
(pohybujici se vrozmezi vlnovych délek 400-500 nm), kratkovlnnd cervena (R)
(650-680 nm) a dlouhovilnna ¢ervena (FR) (710-740 nm) (Weller et al., 2001, Taiz et
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Zeiger, 2006). R a FR svétlo je zachycovéano fotoreceptory fytochromy, pficemz
fytochromy jsou schopny absorbovat rovnéz svétlo modré. Specifickymi receptory
modrého svétla jsou pak kryptochromy, fototropiny a zeaxantin (Taiz et Zeiger, 2006).
Nejnovejsi studie ukazuji, ze vyvoj rostlin je ovlivnén také zelenym svétlem a UV-B,
ale mechanismy vnimani, které jsou zakladem téchto reakci, dosud nebyly objasnény.
Predpoklada se, ze zelené svétlo pusobi prostiednictvim signalnich drah zavislych i
nezavislych na kryptochromech (Facella et al., 2008). RovnéZz fotoreceptory UV-B a
zeleného svétla dosud nebyly identifikovany (Kaiserli et al., 2009).

Jakmile semena ulozena v pudé¢ kli¢i a zacinaji rust, prochazeji obdobim vyvoje
oznac¢ovanym jako skotomorfogeneze. Kli¢ni rostliny prodélavajici vyvoj ve tmé jsou
tzv. etiolované a jsou charakteristické predevSim napadné prodlouZenym stonkem,
slozenymi délohami a tim, ze neobsahuji chlorofyl (Taiz et Zeiger, 2006). V okamziku,
kdy kli¢ni rostlina pronikne k povrchu pidy a je vystavena plsobeni svétla, nastava
velmi rychly pfechod k fotomorfogenezi, coz je spojeno se zpomalenim ristu
hypokotylu, rozevienim a zvétSovanim d€loh a vyvojem chloroplasti. K tomu, aby
mohlo dojit ke spusténi fotomorfogeneze je samoziejmé nezbytné, aby kli¢ni rostlina
méla vyvinuty potifebné fotoreceptory a byla schopna zménit expresi genil ve prospéch
genit spojenych s fotomorfogenezi. To se patrné déje mechanismem regulované
proteolyzy. Velmi zjednoduSené¢ se da fict, Ze po zachyceni pfisluSného signalu
fotoreceptorem a jeho pieneseni do jadra, kde reguluje degradaci klicovych
transkripcnich faktorti, nastava takova zména exprese genti, kterda umozni ptrechod

na fotomorfogeneticky vyvoj (Schifer et Nagy, 2006).

Pro vSechny fotomorfogenické reakce obecné plati, ze jsou iniciovany pouze
po fotoexcitaci holoproteinu dané¢ho fotoreceptoru. Holoproteiny se vétSinou skladaji
ze dvou komponent — polypeptidu a malého ligandu absorbujiciho svétlo zvaného
chromofor. Rostliny maji vyvinutu fadu fotoreceptorii detekujicich barvu, intenzitu,
smér a periodicitu svétla (Schifer et Nagy, 2006). V regulaci rastu rostlin jsou zapojeny

tf1 hlavni skupiny fotoreceptorti:
a) kryptochromy a fototropiny absorbujici modré svétlo a UV-A

b) R a FR absorbujici fytochromy, viz dale (Franklin et Quail, 2010).
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2.3.1 Fytochromy

Fytochromy jsou modré rozpustné proteinové pigmenty vytvarejici dimery (Taiz et
Zeiger, 2006). V elektronovém mikroskopu maji molekuly dimeru tvar pismene Y
(Schifer et Nagy, 2006). Fytochromy vétSinou vytvareji homodimery, coz neplati
pro fytochromy C a E, které jsou vrostlinach pfitomny jako heterodimery
s fytochromy B a D (Clack et al., 2009). Kazdy dimer se skladd ze dvou podjednotek,
pficemz kazda z podjednotek je tvofena chromoforem a apoproteinem (Taiz et Zeiger,
2006). Chromofor je u vysSich rostlin linedrni tetrapyrol zvany fytochromobilin,
u bakterii je chromoforem biliverdin (Schéfer et Nagy, 2006). Fytochromy jsou schopny
absorbovat svétlo pouze pokud je apoprotein kovalentné spojen s fytochromobilinem.
Fytochromobilin je odvozen od hemu a je syntetizovan v plastidech. Z plastidi je
transportovan do cytoplazmy, kde je spojen s apoproteinem (Taiz et Zeiger, 20006).
Fytochromobilin se vaze na cysteinovy zbytek apoproteinu, coz je spole¢né
pro fytochromy vSech vyssich rostlin (Schéfer et Nagy, 2006). Kompletace chromoforu
s apoproteinem je autokatalytickd. V cytoplazmé vytvofené monomery fytochromi
dimerizuji v inaktivni Pr formu. Po absorpci svétla dochazi k izomeraci a vznika
fyziologicky aktivni Pfr forma fytochromu. Nasledn¢ dochéazi k pfesunu molekul
fytochromt z cytoplazmy do jadra, kde reguluji genovou expresi. Mala ¢ast fytochromu
zustava v cytoplazmé. Fytochromy v cytoplazmé se uplatiiuji pii  regulaci
membranového potencidlu a toku iontd v zavislosti na R a FR svétle (Taiz et Zeiger,

2006).

Celkova zéasoba fytochromu neni nikdy zcela pfeménéna na Pr nebo Pfr formu, protoze
absorpc¢ni spektra obou téchto forem se ¢astecné prekryvaji. To znamend, Ze kdyz jsou
molekuly Pr vystaveny cCervenému svétlu, vétSina znich absorbuje fotony a je
konvertovana na Pfr. Ale c¢ast molekul Pfr rovnéz absorbuje toto zafeni a je
preménovana zpét na Pr. Podobné je také forma Pr schopna absorbovat malé mnozstvi
FR, coZ znemoziiuje pfeménit veSkerou zadsobu Pfr na Pr. Namisto toho je ustanoveno
ekvilibrium 97% Pr a 3% Pfr. Toto ekvilibrium je oznacovano jako fotostacionarni stav
(Taiz et Zeiger, 2006). Jak Pr, tak Pfr absorbuji vedle R a FR rovnéz UV-B a modré
svétlo a podileji se na zprostiedkovani reakci k modrému svétlu. (Schéfer et Nagy,
2006) Modré svétlo mize dokonce vyvolat konverzi Pr na Pfr a naopak. To, zda jsou
v reakci na modré svétlo zapojeny fytochromy ¢i jiné specifické receptory modrého

svétla, se da snadno urcit a to diky schopnosti FR zvratit vyvolanou reakci, protoze
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pouze reakce indukované fytochromy je mozné zvratit uinkem FR (Taiz et Zeiger,

2006).

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana jsou fytochromy kodovany pétici genl
oznacovanych jako PHYA, PHYB, PHYC, PHYD a PHYE, ale naptiklad u ryze ¢i
kukufice (jednod€lozné rostliny) jsou to geny pouze tii PHYA, PHYB a PHYC (Takano
et al., 2009). Dle dohody jsou fytochromy vysSich rostlin pojmenovéavany na zakladé¢
jejich homologie s geny Arabidopsis (Taiz et Zeiger, 2006).

Chromofor je u vSech fytochromi stejny, jednotlivé druhy fytochromti se 1isi svou
proteinovou ¢asti. Proteiny fytochromi délime na zdkladé mechanismu jejich ptisobeni

a stability na svétle do dvou rozlisnych skupin (Taiz et Zeiger, 2006):
1. fytochromy typu I
2. fytochromy typu II

Fytochromy typu I jsou fotolabilni, na svétle dochazi k jejich pomérné rychlé degradaci,
coZ je dano nestabilitou jejich Pfr formy. Casto byva tato skupina oznadovana také jako
skupina fytochrom typicka pro etiolovana pletiva (Schéifer et Nagy, 2006). Do skupiny
fytochromi typu I patii pouze fytochrom A, ktery zprostiedkovava reakce k FR (Clack
et al., 2009). Fytochromy typu II jsou naopak fotostabilni, ¢asto ozna¢ovana také jako
fytochromy zelenych pletiv (Schifer et Nagy, 2006). Tyto fytochromy zajistuji tzv.
shade avoidance reakci a R/FR reverzibilni reakce (Clack et al., 2009). Fytochromy této
skupiny koduji geny PHYB-PHYE (Kevei et al., 2007).

Na pocatku signalnich drah v rostlinach regulovanych fytochromy je absorpce svétla
pigmentem. Absorpci svétla se zméni molekularni vlastnosti fytochromu, coz ovliviiuje
vzajemné interakce proteinové casti fytochromu s dal$imi bunéénymi komponentami
(Taiz et Zeiger, 2006). Fytochromy jsou schopny jak autofosforylace, tak i fosforylace
dalsich latek, naptiklad PKS1 (Phytochrome Kinase Substrate 1) ¢i NDPK2 (Nucleoside
Diphosphate Kinase 2). Krom¢ toho mohou fytochromy piimo interagovat
s transkripénimi faktory skupiny bHLH (basic helix-loop-helix), nejprozkoumang;$im je
PIF3, a tim kontrolovat expresi fady genli zapojenych ve fotomorfogenezi (Franklin et

al., 2005). PIFs se pfednostn¢ vazi na fytochromy v Pfr form¢ (Clack et al., 2009).

Svétlo rovnéz reguluje fotomorfogenezi prostiednictvim degradace proteinti a to cestou

ubikvitinace. Jednim z klicovych regulatorti tohoto procesu je COPI (Constitutive
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Photomorphogenesis 1), ktery vedle fytochromii interaguje i s kryptochromy, blize
v ¢asti o kryptochromech (Franklin et al., 2005).

Interakce mezi jednotlivymi fytochromovymi proteiny je komplexni. Uéinky phyB, D a
E jsou zpravidla synergické, zatimco ptisobeni phyA a phyB muze byt jak synergické
tak antagonistické, zavisi na typu reakce a pletiva. Komplexni interakce fytochromu
umoznuje rostlin€ pozorné¢ monitorovat a reagovat na kazdou zménu svétla v prostiedi

(Taiz et Zeiger, 2006).

Fytochromy hraji velmi dalezitou roli v kliceni semen a de-etiolizaci, reguluji déleni a
rozvoj bun¢k a diky tomu kontroluji velikost déloh, listd a stonkd. Pomahaji rostliné
vnimat a reagovat na zastinéni a na sousedni rostliny. Fytochromy jsou rovnéz zapojeny
v regulaci dennich rytmil a ovliviiuji naasovani kveteni. Mimoto fytochromy kontroluji

senescenci (Schéfer et Nagy, 20006).

2.3.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou fotoreceptory zachycujici modré svétlo, zelené svétlo a UV-A (Xu
et al., 2009). Kryptochromy byly poprvé objeveny u rostlin a to u Arabidopsis thaliana,
kde reguluji rist a vyvoj. Pozdéji byly objeveny také u zivocicht, vcéetné Clovéka, a
bakterii (Selby et Sancar, 2006). U zivoc¢icht a bakterii jsou kryptochromy zapojeny
v regulaci dennich rytm (Huang et al., 2006). Kryptochromy jsou flavoproteiny
sekvencné 1 strukturdlné podobné enzymim fotolydsam. Fotolyasy se ucastni reparace
DNA poskozené pyrimidinovymi dimery, které vznikaji v dasledku expozice UV-B
zateni. Kryptochromy vSak pfes svou podobnost k fotolydsam postradaji schopnost

reparace DNA (Schéfer et Nagy, 2006).

Ve struktufe kryptochromid mulzeme rozliS§it dvé funkéné odlisSné domény
— C-termindlni doménu a N-termindlni doménu. C-termindlni doména zajiStuje
signalizaci a vaze se k dal$im signalnim partnerim (napt. COP1). Tato doména se
nevyskytuje u fotolyas a neni sekventné podobnd zddné znadmé proteinové doméng.
N-terminalni doména je sekvencné podobna fotolyasam a u receptoru CRY1 zajiStuje
tvorbu homodimerti nezbytnych pro aktivaci C-terminalni domény. Homodimery se
vytvareji nezavisle na svétle. Dimer se patrné li§i svymi vlastnostmi na svétle a ve tmé.
K modifikaci dimeru dochéazi po percepci modrého svétla flavinem, ktery se vSak
nachazi v C-terminalni doméné, coz vede k postupné zméné vlastnosti C-terminalni

domény, poptipad¢ k jeji aktivaci. Mutace v N-terminalni domén¢ eliminuje moZznost
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dimerizace. To ma za ndasledek neschopnost zprostfedkovavat spravnou zmeénu

C-domény nezbytnou pro jeji aktivaci (Sang et al., 2005).

Kryptochroml se vyskytuje ve tfech vzajemné pfemeénitelnych redoxnich forméch
— FAD (pIné¢ oxidovana forma), semichinon (FADH-) a FADH- (plné redukovana
forma). Ve tm¢ se akumuluje inaktivni CRY1 obsahujici oxidovany flavin. Modré
svétlo vyvolava fotoredukci flavinu a vytvari se fotoekvilibrium, kdy je podporovana
semichinonova forma pfed FAD a FADH-. Semichninonové forma je signalni formou
receptoru. Kryptochrom ve form¢ semichinonu je mnohem stabilnéjsi nez tataz forma

fotolyas (Bouly et al., 2007).

Je mozné, ze podobny zplisob svételné aktivace, zahrnujici fotoredukci oxidovaného
flavinu, se vyvinul kromé rostlinnych fotoreceptorii také u Zivocisnych fotoreceptori.
Naopak CRY-DASH kryptochromy neakumuluji po svételné aktivaci flavinovy radikal,
ale namisto toho prochazi rychlou fotokonverzi na plné¢ redukovanou formu flavinu,

podobné jako fotolyasy (Bouly et al., 2007).

Kryptochromy se déli do tfi skupin — rostlinné kryptochromy, zivo¢isné kryptochromy a
DASH kryptochromy. Jak jiz bylo feceno, kryptochromy nejsou schopny reparace
DNA, avSak nedavno byla prokdzana schopnost DASH kryptochroml opravovat
jednovldknovou DNA (Bouly et al., 2007).

U Arabiopsis thaliana byly dosud popsany tii kryptochromy — CRY1, CRY2 a CRY3
(Taiz et Zeiger, 2006). CRY1 zprostiedkovava inhibici prodluzovani hypokotylu, rast
déloh a akumulaci antokyant. (Sang et al., 2005). Mutant cry! (diive oznacovany jako
hy4) je typicky dlouhym hypokotylem pii ristu na modrém svétle, coz znamena, ze se u
néj neprojevuje modrym svétlem stimulovand inhibice prodluzovani (Schifer et Nagy,
2006). U Arabidopsis byl pozdgji také objeven kryptochrom2 (CRY2). Tento
kryptochrom je zapojen v regulaci inhibice rastu svétlem a fotoperiodické regulaci
iniciace kveteni. CRY2 je narozdil od CRY1 na svétle degradovan. Jeho degradace
probihd postupné za kontinualniho osvétleni modrym svétlem. Degradovan je pouze
fosforylovany CRY2. K fosforylaci, ubikvitinaci a nasledné¢ degradaci CRY?2 dochazi
vjadie (Yu et al., 2007). Nejnapadnéjsim znakem mutanta cry2 je pozménéna doba
kveteni (Schifer et Nagy, 2006). Oba zmiiflované kryptochromy se ucastni indukce
kveteni a regulace dennich rytmi (Taiz et Zeiger, 2006). V roce 2003 byl u Arabidopsis
popsan dalsi kryptochrom a to CRY3. Jeho produkt je kddovan v jadre, ale lokalizovan
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je v mitochondriich a chloroplastech (Schifer et Nagy, 2006). Transport proteinu CRY3
do mitochondrii a chloroplastl je zajiStén jeho N-termindlni doménou. Protein CRY3

patii do skupiny CRY-DASH proteinti (Huang et al., 2006).

Kryptochromy CRY1 a CRY2 jsou lokalizovany v jadie, ale CRY1 je v zévislosti
na svétle transportovan mezi jadrem a cytoplazmou. Toto nebylo u CRY2 zaznamenano

(Yu et al., 2007).

Hlavnim signalnim mechanismem kryptochromt je interakce s COPI1, ktery se vaze
na C-terminalni doménu CRY1 a CRY2. COPI je zinc finger protein majici vlastnosti
E3-ubikvitinligdsy. Ve tm¢ usnadiuje degradaci proteinii pozitivné regulujicich
fotomorfogenezi v protedzomech, naptiklad transkripéniho faktoru HYS. V tomto
ohledu je tedy negativnim reguldtorem fotomorfogeneze. Tato negativni regulace je pak
tlumena svétlem (Schéfer et Nagy, 2006). Na svétle je COP1 transportovan z jadra
do cytoplazmy, coz mu znemozinuje vazat se na zminéné transkripéni faktory. Ty se pak
mohou vazat na promotory genii zprostiedkovavajicich fotomorfogenezi (Taiz et

Zeiger, 2000).

Kryptochromy se v pribéhu evoluce patrné vyvinuly nékolikrat, nezdvisle z odlisnych
fotolyasovych predki. Klasické rostlinné kryptochromy (jako CRY1 a CRY2
Arabidopsis) vznikly z CPD fotolyas prvniho typu, zatimco Zivocisné kryptochromy
(jako naptiklad kryptochromy octomilky a savcl) se vyvinuly z6-4 fotolyas.
Kryptochromy skupiny DASH se vyvinuly nezavisle zjest¢ jin¢ho fotolydsového
predka (Bouly et al., 2007).

2.3.3 Fototropiny

Fototropiny jsou dal§i ze skupiny specifickych receptori modrého svétla a UV-A.
Piivodné byly fototropiny popsany jako fotoreceptory pro fototropismus (Christie et al.,
1998). Fototropiny vSak hraji také roli v pohybu chloroplastl, otevirani stomat,
rozlozeni listd, rychlé inhibici ristu etiolovanych klicnich rostlin a patrné takeé

v pohybech za sluncem (Schifer et Nagy, 2006).

Jedné se o proteiny obsahujici ve své C-terminalni ¢asti serin/threonin kinasu (Ser/Thr
kindsu) a v N-termindlni casti dvé vazebnd mista pro chromofor, jimz je
flavinmononukleotid (FMN), které se oznacuji jako LOV1 a LOV2. Kazda LOV
doména vaze jeden FMN (Schéfer et Nagy, 2006). LOV domény jsou napadné podobné

motivim nachdzejicim se v nejriiznéjSich proteinech eukaryot i prokaryot zajistujicich
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vnimani svétla (light), kysliku (oxygen) ¢i napéti (voltage), odtud zkratka LOV (Jones
et Christie, 2008).

I kdyz se LOV domény fototropinti vyznacuji vysokym stupném sekvencni podobnosti
a téméf stejnou tercidlni strukturou, maji odlisné fotochemické vlastnosti a také jiné
funkce v regulaci aktivity fototropini. LOV2 doména je nezbytna pro svétlem
aktivovanou autofosforylaci a ve tmé patrné pisobi jako represor kinasové aktivity
fototropini (Kaiserli et al., 2009). Ke snizeni represe dochazi po fotoexcitaci, kterd vede
k autofosforylaci fototropinu (Jones et Christie, 2008). Ve srovnani s LOV2 doménou je
funkce LOV1 domény stale nejasna (Kaiserli et al.,, 2009). LOV1 patrné zajistuje

dimerizaci receptoru a/nebo reguluje fotoreaktivitu LOV2 (Jones et Christie, 2008).

Ackoli jsou fototropiny silné hydrofilni, jsou svym vyskytem vazany na plazmatickou
membranu. U Arabidopsis bylo pozorovano, Ze po ozéaifeni modrym svétlem se Cast
PHOT1 uvoliiuje z membrany, zatimco PHOT?2 se spojuje s Golgiho aparatem (Kaiserli

et al., 2009).

Ve tmé kazdda LOV doména nekovalentné vaze jeden FMN. Psobenim modrého svétla
dochdzi ke kovalentnimu navazani FMN na cysteinovy zbytek kazdé LOV domény, coz
vyvola zménu konformace proteinu a tim i zménu jeho kinasové aktivity (Goh, 2009).
Vysledkem je autofosforylace, ktera je nezbytnym piedpokladem pro signalizaci

fototropini (Kaiserli et al., 2009).

VétSina rostlin obsahuje dva fototropiny a to fototropin 1 (PHOT1) a fototropin 2
(PHOT2) (Matsuoka et Tokutomi, 2005) majici prekryvajici se i rozdilné funkce. Oba
reguluji fototropismus, otevirdni stomat, zveétSovani listh a akumulacni reakci
chloroplastii za nizkych intenzit svétla, ale 1i8i se svou citlivosti ke svétlu. Zatimco
PHOT]1 zprostfedkovava rychlou inhibici ristu hypokotylu po pfenosu kli¢nich rostlin
rostoucich ve tmé na svétlo, PHOT2 odpovidd za vyhybavou reakci chloroplastii
za vysokych intenzit svétla a zajistuje akumulacni reakci na bazi bunék ve tmé (Kaiserli
et al., 2009). PHOT2 patrné neni zapojen v rychlé inhibici riistu, coz mize vysvétlovat
jeho velmi nizka exprese v etiolovanych rostlinach. ZvySeni exprese PHOT2 vyzaduje

fototransformaci phyA Cervenym svétlem (Schéfer et Nagy, 2006).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Provadéné pokusy

Byly provadény nasledujici pokusy:

1)

2)

3)

4)

Studium kli¢eni semen mutanta rajete 7B-1 a odpovidajici kontrolni rostliny v
podminkach in vitro v pfitomnosti exogenné aplikovaného inhibitoru
aniontovych kanali 9-AC v zavislosti na kvalité svétla (tma, modré svétlo,
cervené svétlo). Inhibitor byl pouzit v nasledujicich koncentracich 0, 1, 5, 10 a

30 pmol (viz nize).

Studium klieni semen mutanta rajcete cryl-1 a cryl-2 a odpovidajici kontrolni
rostliny (kultivar Moneymaker) v podminkach in vitro v pfitomnosti exogenné
aplikovaného inhibitoru aniontovych kandlti 9-AC v zavislosti na kvalité svétla
(tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Byly pouzity ndasledujici koncentrace
nize).

Studium kliceni semen mutantii rajcete cryl-1 a cryl-2 a odpovidajici kontrolni
rostliny v podminkach in vitro v piitomnosti exogenné aplikovaného inhibitoru
aniontovych kanalt NPPB v zavislosti na kvalit¢ svétla (tma, modré svétlo,

¢ervené svétlo). Inhibitor byl pouzit v koncentracich 0, 20, 40 a 80 pmol.

Studium kliceni semen mutantii rajcete cryl-1 a cryl-2 a odpovidajici kontrolni
rostliny v podminkach in vitro v pfitomnosti exogenné aplikovaného inhibitoru
draselnych kanali tolbutamidu v zavislosti na kvalité svétla (tma, modré svétlo,

¢ervené svétlo). Inhibitor byl pouzit v koncentracich 0, 1,5 a 10 umol.

3.2 Rostlinny material

Pokusy byly provadény na semenech rajcete Solanum Ilycopersicum L. a jeho

mutantech. V experimentech byli pouziti nasledujici mutanti rajéete a jim odpovidajici

standardni rostliny (wild-type, WT). Recesivni ,,single gene* mutant 7B-/ s dosud

neznamym defektem v signalni drdze modrého svétla (Fellner et Sawhney, 2002), ktery

byl vyselektovan na zékladé¢ samci sterility zavislé na fotoperiodé. Za dlouhych dni

(fotoperioda 16 hodin svétlo, 8 hodin tma) vykazuji rostliny sam¢i sterilitu. Naopak

za kratkého dne (fotoperioda 8 hodin svétla, 16 hodin tma) jsou rostliny fertilni.

Odpovidajicim WT tohoto mutanta je kultivar Rutgers (Sawhney, 1997, Fellner et
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Sawhney, 2001). Mutant 7B-1 byl poskytnut na zaklad¢ licence V. K. Sawhney
z University of Saskatchewan, Saskatoon, Canada. Déle pak byli pouZiti mutanti cryl-1
a cryl-2 s defektem v genu kodujicim kryptochrom1 (CRY1; Weller et al., 2001). Tito
mutanti byli vytvofeni ozafenim y-paprsky a k nim odpovidajici WT je kultivar
Moneymaker (cv. MM). Tito mutanti byli laskavé poskytnuti R. E. Kendrickem
z Wageningen University, Wageningen, The Netherlands.

3.3 Priprava MS média

Pro ptipravu 2 1 MS pevného (agarového) kultivacniho MS média (Murashige et Skoog,
1962) bylo potieba 20 g 1% sachardzy, 8,6 g MS média, 0,3904 g ImM MES pufru a
2,8 g 0,7% fytoagaru. V Erlenmayerové bance bylo postupné rozpusténo v 11
destilované vody navaZené mnozstvi sachardzy, MS média a MES pufru. Po dikladném
promichani byl objem doplnén na 2 1. Poté pomoci pH metru bylo pH roztoku
pred autoklavovanim upraveno na hodnotu 6,1 pfiddnim 1M KOH. Nakonec do péti
piipravenych sklenic s fytoagarem bylo nalito 400 ml pfipraveného roztoku. Sklenice

s pfipravenym médiem byly vyautoklavovany a po zchladnuti uloZeny do lednice.

3.4 Sterilizace semen

Na jeden pokus bylo potifeba napocitat piiblizn€¢ 380 semen kazdého genotypu.
Napocitand semena byla v wuzavienych plastovych centrifuga¢nich zkumavkach
s oznacenim genotypu za obcasné¢ho protfepani sterilizovana v 3% roztoku Sava
po dobu asi 20minut. Poté byla semena pomoci 10 ml pipety alespon Sestkrat promyta
sterilizovanou destilovanou vodou. VSechny operace se semeny byly nadale provadény

ve flow-boxu za sterilnich podminek.

3.5 Kultivace semen

Semena byla vysazovana do Petriho misek na pevné MS médium s riznou koncentraci
inhibitoru iontovych kanali. Misky s riiznou koncentraci inhibitoru byly pfipravovany
tak, Ze do rozehfat¢ho média (po rozvareni v mikrovinné troub& bylo potieba nechat
médium zchladit na pokojovou teplotu) bylo pfidano potfebné mnozstvi zvoleného
inhibitoru iontovych kandlii. Koncentrace zasobniho roztoku inhibitoru 9-AC byla
107 mol/l. V ptipadd mutanta 7B-/ a WT bylo potfeba na piipravu Petriho misek
s jednou koncentraci inhibitoru celkem 120 ml média (20 ml na jednu misku).

Pozadované koncentrace inhibitoru byly 0 (tedy médium bez inhibitoru), 1, 5, 10 umol,
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popt. 30 umol a proto tedy bylo pro pifipravu inhibitoru o dané koncentraci potieba 12,
60, 120 a 360 pl zasobniho roztoku 9-AC (viz tabulka €. 2). Miska bez inhibitoru
slouzila jako kontrola. V ptipadé mutantii cryl-1, cryl-2 a kontrolni rostliny cv. MM
bylo potfeba na jednu koncentraci inhibitoru 180 ml média. Potfebné koncentrace
inhibitoru 9-AC byly rovnéz 0 (tedy médium bez inhibitoru), 1, 5 a 10 pmol, popf.
30 umol. Pro ptipravu poZzadovanych koncentraci bylo tedy potieba 18, 90, 180 a 540 pl
zasobniho roztoku inhibitoru (viz tabulka €. 2). U genotypt cryl-1, cryl-2 a MM byly
vedle pokust s 9-AC provadény také pokusy s NPPB. Pro pouzité koncentrace (0, 20,
40 a 80 umol) bylo potieba 0, 360, 720 a 1440 ul zasobniho roztoku inhibitoru
(koncentrace zasobniho roztoku 102 mol/l). U genotypl cryl-1, cryl-2 a cv. MM byly
dale provadény také experimenty s inhibitorem tolbutamidem. Pro pfipravu pouzitych
koncentraci, tj. 0, 1, 5 a 10 umol, bylo potteba 0, 18, 90 a 180 umol zasobniho roztoku

inhibitoru (koncentrace zasobniho roztoku byla rovn&z 10 mol/l).

Na kazdou misku s 20 ml média bylo vysazeno 30 semen daného genotypu. Vysadba
semen probihala s pomoci pinzety. Po vysazeni byly misky dvakrat obtoceny paskou
z netkané textilie (Urgopore) a umistény do plné automatickych ristovych komor
(Microclima 1000E, Snijders Scientific B. V., The Netherlands). Semena byla
inkubovéna pfi teploté 23°C ve tm¢, na kontinudlnim modrém (BL) nebo Cerveném
svétle (RL). Zdrojem modrého svétla s maximem ozéfenosti pti 460 nm byly modré
zativky Philips TLD-36W/18-Blue (Phillips, USA). Zdrojem c{erveného svétla
s maximem ozafenosti pti 660 nm byly cervené zafivky Phillips TLD-36W/15-Red
(Phillips, USA). Celkovy fotonovy proud (total proton fluence rate) modrého
i Gerveného svétla byl 10 pmol.m™.s™'. Fotonovy proud byl méfen pienosnym
spektroradiometrem (model LI-1800; Li-Cor; Lincoln, NE) kalibrovanym na Katedre
Biofyziky na Univerzit¢ Palackého v Olomouci. Misky se semeny uréenymi

pro inkubaci ve tmé byly pied umisténim do komory zabaleny do alobalu.

3.6 Scitani klicicich semen a vypocty

Semena zpravidla zac¢inala kli¢it 2-3 den po vysazeni, proto také 2-3 den od vysadby
bylo zahdjeno scitani klic¢icich semen, které trvalo asi do 10-11 dne od vysazeni

(stanoveno jako dostate¢né fadou predchozich pokusii).

Ze ziskanych hodnot kli¢eni byly vypocitany primérné hodnoty kliceni a standardni

chyby (SE) pomoci programu MS Excel.
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Tabulka ¢ 2: Mnozstvi zasobniho roztoku inhibitori 9-AC a tolbutamidu (koncentrace
zésobniho roztoku je 107 mol/l) pouZité pro piipravu média s pozadovanou koncentraci
inhibitoru (1, 5, 10, 30 umol). Piepocitano na 120 ¢i 180 ml média, viz zavorka pod nazvem

inhibitoru.

koncentrace potfebny objem inhibitoru [pl]
inhibitoru 9-AC 9-AC tolbutamid
[wmol] (120 ml) (180 ml) (180 ml)
1 12 18 18
5 60 90 90
10 120 180 180
30 360 540 -
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4 VYSLEDKY

Cilem prace bylo studovat mozné¢ mechanismy, jakymi jsou iontové kanaly zapojeny
v kliceni, coz bylo zjiStovano nepifimo aplikaci inhibitort iontovych kanalt (9-AC,
NPPB, tolbutamidu), a jak je funkce iontovych kanali ovlivnéna kvalitou svétla
(studium efektu inhibitoru v zavislosti na kvalit¢ svétla). Pokusy byly provadény
na semenech mutantl rajéete 7B-1, cryl-1 a cryl-2 a k nim odpovidajicich kontrolnich

rostlin (cv. Rutgers a cv. Moneymaker).

Byl sledovan vliv vzrastajici koncentrace inhibitorti na kliceni v zavislosti na kvalité
svétla (tma, modré svétlo a Cervené svétlo). Z hodnot kliceni stanovenych 11. den
od vysazeni byl pro kazdy genotyp sestaven graf primérného kliCeni v zavislosti
na kvalité¢ svétla a koncentraci inhibitoru. Dale pak byly pro jednotlivé koncentrace
inhibitori sestaveny grafy dynamiky kliceni zaznamenavajici primérné procentudlni

kliceni v jednotlivych dnech s¢itani kli¢icich semen daného genotypu.

4.1 Kli€éeni semen mutanta rajéete 7B-1 a cv. Rutgers

Mutant 7B-1 je recesivni ,,single gene* mutant s dosud nezndmym defektem v signalni
draze modrého svétla (Fellner et Sawhney, 2002). U nékterych rostlin, napiiklad
u rajcete, modré svétlo inhibuje kliceni a to patrné prostiednictvim genu 7B-1, ktery
snizuje aktivitu ¢i mnoZzstvi iontovych kandlti zapojenych v kli¢eni (Fellner et al.,

2008a, Fellner et al., 2008b).

S mutantem 7B-1 a cv. Rutgers byly provadény Ctyfi pokusy s inhibitorem aniontovych
kanald 9-AC o koncentracich 0, 1, 5, 10 umol. JelikoZ se ucinek inhibitoru
pti koncentraci 1 pumol vyrazné neprojevoval, byla zvolena nova kombinace koncentraci
ato 0,5, 10 a 30 umol. S témito koncentracemi inhibitoru byly provedeny dalsi ¢tyfi

experimenty.

V grafu zndzoriujicim prumérné procento kliceni semen cv. Rutgers (graf ¢. 1) Ize
vidét, Ze semena tohoto kultivaru ve tm¢ velice dobfe kli¢i (kli¢eni se pohybuje
v rozmezi 90-95 %). Kli¢eni ve tm& neni vyrazn€ ovlivnéno ani vzristajici koncentraci
inhibitoru 9-AC. Totéz plati i pro klieni cv. Rutgers na cerveném svétle (kliceni se
pohybuje od 88 do 96 %). Modré svétlo a 9-AC napadné€ inhibuji kli¢eni tohoto
genotypy, pricemz s rostouci koncentraci inhibitoru je inhibice klieni vys$s$i. Naopak

kliceni semen 7B-1 (graf €. 2) neni vyrazné¢ ovlivhéno modrym svétlem ani
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aplikovanym inhibitorem. Kli¢eni 7B-1 je podobné ve tm¢, na modrém i Cerveném
svétle.

Graf ¢. 1: Primérné procento kli¢eni semen rajcete cv. Rutgers na médiu s rostouci koncentraci
inhibitoru aniontovych kanali 9-AC ve tmé (D), na modrém (BL) a cerveném svétle (BL)
11. den od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouzité koncentrace inhibitoru (umol) a osa y
udava pocet vyklicenych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji primérné
kli¢eni £ SE (pocet opakovani 4 az 8, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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Graf ¢. 2: Primémé procento kli¢eni semen rajéete 7B-I na médiu s rostouci koncentraci
inhibitoru aniontovych kanali 9-AC ve tm¢ (D), na modrém (BL) a ¢erveném svétle (BL)
11.den od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouzité koncentrace inhibitoru (umol) a osa y
udava pocet vyklicenych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji primérné
kliceni = SE (pocet opakovani 4 az 8, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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Dynamika kliceni cv. Rutgers a 7B-1 ve tmé¢ (graf ¢. 3) je podobna, pfi¢emz semena
7B-1 kli¢i rychleji nez semena kontrolni rostliny. Plisobenim inhibitoru dochazi
ke zpomaleni rychlosti kli¢eni obou genotypli v pocatecnich fazich kli¢eni, pficemz
kone¢nd hodnota kli¢eni pii riznych koncentracich inhibitoru se zhruba nelisi.
Na modrém svétle (graf ¢. 4) dochazi k napadnému zpomaleni kliCeni piedevSim
ve dnech nastupu kli¢eni jak u WT, tak u 7B-/ a to jiz pii kliCeni na médiu

bez inhibitoru. S rostouci koncentraci inhibitoru 9-AC dochazi u WT k dalsimu
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zpomaleni kli¢eni, které se projevuje 1 v poklesu celkového procenta kliceni semen.
K tomuto u 7B-1 nedochazi. Dynamika kli¢eni na Cerveném svétle (graf ¢. 5) obou
testovanych genotypll je stejna a podobd se dynamice kli¢eni ve tmé (graf ¢. 3).
S rostouci koncentraci inhibitoru se pocatek kli¢eni opét zpozd'uje, ale celkové procento

kli¢eni pfi jednotlivych koncentracich inhibitoru se napadné nelisi.

Graf ¢. 3: Dynamika kliceni semen rajcete cv. Rutgers (modrd) a 7B-1 (rizova) ve tmé pii
koncentracich inhibitoru 9-AC 0 a 10 pmol. V grafech je uvedeno primémné procento
kli¢eni £ SE (pocet opakovani 8, pocet semen na misce 30). Osa x pfedstavuje jednotlivé dny
kliceni a osa y pocet vykli¢enych semen v procentech.
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Graf ¢. 4: Dynamika kli¢eni semen rajcete cv. Rutgers (modrd) a 7B-1 (rizova) na modrém
svétle pfi koncentracich inhibitoru 9-AC 0 a 10 umol. V grafech je uvedeno primérné procento
kliceni = SE (pocet opakovani 8, pocet semen na misce 30). Osa x predstavuje jednotlivé dny
kliceni a osa y pocet vykli¢enych semen v procentech.
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Graf ¢. 5: Dynamika kliceni semen rajcete cv. Rutgers (modrd) a 7B-1 (rizova) na Cerveném
svétle pfi koncentracich inhibitoru 9-AC 0 a 10 umol. V grafech je uvedeno primérné procento
kliceni = SE (pocet opakovani 8, pocet semen na misce 30). Osa x predstavuje jednotlivé dny
kliceni a osa y pocet vykli¢enych semen v procentech.
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4.2 Kliceni semen mutantt rajéete cry1-1 a cry71-2 a cv. MM

Mutanti rajéete cryl-1 a cryl-2 se vyznacuji defektem v genu kodujicim fotoreceptor
modrého svétla kryptochrom1 (CRY1; Weller et al., 2001). Pfedpoklada se, ze funk¢ni
CRY1 podporuje kli¢eni na modrém svétle a to patrné tim, ze zvySuje aktivitu, mnoZzstvi
popiipade expresi iontovych kanali nutnych ke kli¢eni (Fellner et al., 2008a). Semena
téchto genotypt byla kultivovana v pfitomnosti rtiznych koncentraci inhibitort

aniontovych (9-AC a NPPB) ¢i draselnych kanala (tolbutamid).

4.2.1 Kli€eni semen mutanta cry71-1 a cry1-2 a cv. MM v pritomnosti
9-AC

Semena mutanti cryl-1 a cryl-2 a odpovidajici kontrolni rostliny cv. MM byla
kultivovana na médiu s riznymi koncentracemi inhibitoru aniontovych kanalt 9-AC.
Nejprve byla provadéna série Sesti pokust s koncentracemi inhibitoru 0, 1, 5, 10 umol.
Nasledn¢ byly provedeny dva pokusy s koncentracemi 0 a 30 pmol pro ujasnéni
chovani kliceni pfi vyssi koncentraci 9-AC. Nakonec byly pokusy doplnény pro zvyseni
poctu opakovani dvéma experimenty s koncentracemi 0, 10 a 30 umol. Celkové byly
pokusy s koncentracemi inhibitoru 0 pmol opakovany desetkrét, s koncentracemi 1 a

5 umol Sestkrat, s koncentraci 10 pmol osmkrat a s koncentraci 30 umol Ctyftikrat.

35



Graf & 6: Primérné procento kliceni semen rajcete genotypu MM na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru aniontovych kanali 9-AC ve tmé, na ¢erveném a modrém svétle 11. den
od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouZité koncentrace inhibitoru (umol) a osa y udava pocet
vykli¢enych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji primémé klieni + SE (pocet
opakovani 4 az 10, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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Graf ¢. 7. Primérné procento kliceni semen rajCete genotypu cryl/-I na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru aniontovych kanalii 9-AC ve tmé¢, na ¢erveném a modrém svétle 11. den
od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouZité koncentrace inhibitoru (umol) a osa y udava pocet
vykli¢enych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji primérné kliceni + SE (pocet
opakovani 4 az 10, praimérny pocet semen v experimentu: 30).
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Graf ¢ 8: Primérné procento kliceni semen rajcete genotypu cry/-2 na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru aniontovych kanalid 9-AC ve tmé, na ¢erveném a modrém svétle 11. den
od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouzité koncentrace inhibitoru (umol) a osa y udava pocet
vykli¢enych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji primémé klieni + SE (pocet
opakovani 4 az 10, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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Z grafu primérného kliceni cv. MM (tj. graf ¢. 6) je patrné, ze modré svétlo mirné
inhibuje kli¢eni, pficemz vSak rozdily v kli¢eni semen inkubovanych ve tmé a
na modrém svétle nejsou statisticky vyznamné. Graf rovnéz ukazuje, Ze na ¢erveném
svétle semena cv. MM Kklicila podobné jako ve tmé. Totéz plati pro primérné kli¢eni
semen mutanta cry/-2 (graf €. 8). Zajimava je situace u genotypu cryl-1 (graf €. 7), kdy
pfi koncentraci inhibitoru 9-AC 5 pmol je kliceni na modrém svétle vyrazné
inhibovano. Pfi ostatnich koncentracich inhibitoru neni opét inhibice vyznamna. Rovnéz
rozdily v kli¢eni mezi jednotlivymi genotypy nejsou vyznamné. Pro vSechny testované
genotypy tedy plati, ze jejich kliceni neni vyznamné ovlivnéno kvalitou svétla ani
vzristajici koncentraci inhibitoru, s vyjimkou koncentrace 5 pmol u mutanta cryl-1 (viz

graf €. 7).

Graf €. 9: Dynamika kli¢eni semen rajéete cv. MM (modrd), cryl-1 (rizova) a cryl-2 ( )
ve tme pii koncentracich inhibitoru 9-AC 0 a 10 umol. V grafech je uvedeno primérmé procento
kliceni = SE (pocet opakovani 6, pocet semen na misce 30). Osa x predstavuje jednotlivé dny
kliceni a osa y pocet vykli¢enych semen v procentech.
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Graf €. 10: Dynamika kli¢eni semen rajcete cv. MM (modrd), cryl-1 (rizova) a cryl-2 ( )
na modrém svétle pfi koncentracich inhibitoru 9-AC 0 a 10 pumol. V grafech je uvedeno
pramémé procento kliceni £ SE (pocet opakovani 6, pocet semen na misce 30). Osa x
predstavuje jednotlivé dny kli¢eni a osa y pocet vyklicenych semen v procentech.
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Graf €. 11: Dynamika kli¢eni semen rajcete cv. MM (modrd), cryl-1 (rizova) a cryl-2 ( )
na Cerveném svétle pii koncentracich inhibitoru 9-AC 0 a 10 umol. V grafech je uvedeno
pramémné procento kliceni £ SE (pocet opakovani 6, pocet semen na misce 30). Osa x
predstavuje jednotlivé dny kli¢eni a osa y pocet vyklicenych semen v procentech.
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V grafech dynamiky kliceni je mozno vidét, Ze dynamika kli¢eni ve tmé (graf €. 9) neni
napadné ovlivnéna vyssi koncentraci 9-AC. Naopak na modrém (graf €. 10) a Cerveném
(graf €. 11) svétle se zd4, Ze inhibitor zpomaluje klieni, ale z pohledu celkového kliceni

to neni vyznamné, protoze celkoveé vykli¢i zhruba stejné procento semen.

4.2.2 Kliceni semen mutantl cry7-1 a cry1-2 a cv. MM v pfitomnosti
NPPB

Semena mutantl cryl-1 a cryl-2 a odpovidajici kontrolni rostliny cv. MM byla
kultivovdna ve tm¢, na modrém svétle a ¢erveném svétle rovnéz na médiu s riznymi
koncentracemi inhibitoru aniontovych kandli NPPB. Inhibitor byl pouzZit
v koncentracich 0, 20, 40, 80 pumol. Celkem bylo provedeno Sest pokust s kazdou

ze zminovanych koncentraci.
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Z praimérného procenta kliceni semen (graf ¢. 12, ¢. 13 a ¢. 14) vSech tii genotypi je
patrné, Ze semena klici nejlépe ve tmé, pficemz na kliceni ve tm€ nema vliv rostouci
koncentrace inhibitoru NPPB. Na modrém svétle je situace opacnd. U testovanych
genotypu se s rostouci koncentraci NPPB zvySuje inhibice kli¢eni. Podobny trend lze
pozorovat 1 pii kliceni na Cerveném svétle, kdy opét s rostouci koncentraci inhibitoru

klesa klic¢eni, a to u vSech tfi zkoumanych genotypti.

Graf €. 12: Primérné procento kliceni semen rajcete genotypu MM na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru aniontovych kanald NPPB ve tm¢ (D), na modrém (BL) a Cerveném
svétle (RL) 11. den od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouZité koncentrace inhibitoru (wmol) a
osa y udava pocet vyklicenych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji primérné
kliceni = SE (pocet opakovani 6, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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Graf ¢. 13: Primérmné procento kli¢eni semen rajcete genotypu cryl-I na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru aniontovych kanali NPPB ve tm¢ (D), na modrém (BL) a ¢erveném
svétle (RL) 11. den od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouzité koncentrace inhibitoru (umol) a
osa y udava pocet vyklicenych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji primérné
kliceni = SE (pocet opakovani 6, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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Graf €. 14: Primérné procento kliCeni semen rajcete genotypu cry/-2 na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru aniontovych kanali NPPB ve tmé (D), na modrém (BL) a ¢erveném
svétle (RL) 11. den od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouzité koncentrace inhibitoru (Lmol) a
osa y udava pocet vyklicenych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji primérné
kliceni = SE (pocet opakovani 6, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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V grafech dynamiky kli¢eni semen cv. MM a mutantt cryl-1 a cryl-2 je pti porovnani
pribéhu jednotlivych kli¢eni na médiu bez inhibitoru zfejmé, ze jiz pii kliceni bez
pusobeni inhibitoru dochazi ke zpomaleni kliceni na modrém (graf ¢. 16) i na Cerveném
svétle (graf €. 17) ve srovnani s dynamikou kli¢eni ve tmé (graf €. 15). Tato inhibice je
v tomto pfipadé vyvoldna pouze Cinnosti svétla, ale neni patrnd v kone¢né hodnoté
kliceni pfi porovnani s klicenim za tmy. Kdyz se k ptisobeni svétla ptipoji jesté Cinnost
inhibitoru NPPB je zpomaleni kliceni jest¢ ndpadngjsi, viz grafy dynamiky kli¢eni
pii koncentraci NPPB 80 pmol (graf ¢. 16 a 17). Vlivem inhibitoru dochézi
ke zpomaleni dynamiky kliceni také ve tmé, ale vysledek inhibice neni patrny
v kone¢ném vysledku kliceni. Naopak zpomaleni kliceni na modrém a ¢erveném svétle
se projevuje také v konecném procentu kliceni semen. VSechny tii testované genotypy

reaguji na vliv svétla a inhibitoru podobné.
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Graf €. 15: Dynamika kli¢eni semen rajcete cv. MM (modrd), cryl-1 (rizova) a cryl-2 ( )
ve tmé pii koncentracich inhibitoru NPPB 0 a 80 pmol. V grafech je uvedeno primeérné
procento kliceni = SE (pocet opakovani 6, poCet semen na misce 30). Osa x predstavuje
jednotlivé dny kliceni a osa y pocet vykli¢enych semen v procentech.
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Graf ¢. 16: Dynamika kliceni semen rajcete cv. MM (modrd), cryl-1 (rizova) a cryl-2 ( )
na modrém svétle pii koncentracich inhibitoru NPPB 0 a 80 pmol. V grafech je uvedeno
pramérmé procento kliceni = SE (pocet opakovani 6, pocet semen na misce 30). Osa x

predstavuje jednotlivé dny kli¢eni a osa y pocet vyklicenych semen v procentech.
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Graf €. 17: Dynamika kli¢eni semen rajcete cv. MM (modrd), cryl-1 (rizova) a cryl-2 ( )
na Cerveném svétle pfi koncentracich inhibitoru NPPB 0 a 80 umol. V grafech je uvedeno
pramémné procento kliceni £ SE (pocet opakovani 6, pocet semen na misce 30). Osa x
predstavuje jednotlivé dny kli¢eni a osa y pocet vyklicenych semen v procentech.
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4.2.3 Kliceni semen mutantl cry7-1 a cry1-2 a cv. MM v pfitomnosti
tolbutamidu

Posledni fada pokust s mutanty cryl-1 a cryl-2 a cv. MM byla provadéna s inhibitorem
draselnych kanald tolbutamidem, ktery byl pouzit v koncentracich 0, 1, 5 a 10 pmol.
Celkové byly provedeny Ctyii pokusy s kazdou koncentraci.

Graf ¢. 18: Primérné procento kliCeni semen rajcete genotypu MM na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru draselnych kandlii tolbutamidu ve tmé (D), na modrém (BL) a
¢erveném svétle (RL) 11. den od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouzité koncentrace inhibitoru

(umol) a osa y udava pocet vyklicenych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji
pramérné kliceni = SE (pocet opakovani 4, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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Graf ¢. 19: Primérné procento kliCeni semen rajete genotypu cryl-1 na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru draselnych kanalli tolbutamidu ve tmé (D), na modrém (BL) a
¢erveném svétle (RL) 11. den od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouzité koncentrace inhibitoru
(umol) a osa y udava pocet vyklicenych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji
primeérné kliceni + SE (pocet opakovani 4, primérny pocet semen v experimentu: 30).

Procento kliceni cry1-1

s @D
5 mBL
0

= BRL

0 1 5 10
[tolbutamid](umol)

42



Graf ¢ 20: Primémé procento kliceni semen rajcete genotypu cryl/-2 na médiu s rostouci
koncentraci inhibitoru draselnych kanalli tolbutamidu ve tmé (D), na modrém (BL) a
¢erveném svétle (RL) 11. den od vysevu. Na ose x jsou uvedeny pouzité koncentrace inhibitoru
(umol) a osa y udava pocet vyklicenych semen v procentech. Hodnoty v grafu ukazuji
pramérné kliceni = SE (pocet opakovani 4, primérny pocet semen v experimentu: 30).
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V grafech primérného procenta kliceni semen (graf ¢. 18, 19 a 20) lze vidét, ze
testované genotypy rajcete se opét v reakci na svétlo a tolbutamid chovaji podobné.
Nejlépe jejich semena kli¢i ve tmé, pticemz kliceni ve tmé neni ovlivnéno rostouci
koncentraci inhibitoru. Pfi kliceni na modrém svétle je patrnd inhibice kliceni, kterd se
zvysuje s rostouci koncentraci aplikovaného inhibitoru. Kli¢eni je ovlivnéno rovnéz

na ¢erveném svétle, kdy se opét s rostouci koncentraci tolbutamidu snizuje kliceni.

Dynamiky kli¢eni jsou na modrém (graf €. 22) a cerveném svétle (graf ¢. 23) jiz
pti kliceni bez inhibitoru zpomalené v porovnani s dynamikou kli¢eni bez inhibitoru
ve tm¢ (graf ¢. 21), pficemz napadnéjsi je zpomaleni na modrém svétle. S rostouci
koncentraci tolbutamidu se postupné zpomaluje také dynamiky kli¢eni ve tmé (graf
¢. 21), ale to se neprojevi v kone¢ném procentu kliceni. Oproti tomu zpozd'ovani kli¢eni
na modrém (graf ¢. 22) a cerveném svétle (graf ¢. 23) srostouci koncentraci
tolbutamidu je patrné taky z hodnot kone¢ného kli¢eni ve srovnéni s kli¢enim ve tm¢.

Soucasné nebyly v dynamice kli¢eni pozorovany rozdily mezi jednotlivymi genotypy.
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Graf €. 21: Dynamika kli¢eni semen rajcete cv. MM (modrd), cryl-1 (rizova) a cryl-2 (

ve tmé pii koncentracich inhibitoru tolbutamidu 0 a 10 umol. V grafech je uvedeno primérné
procento kliceni = SE (pocet opakovani 4, poCet semen na misce 30). Osa x predstavuje

jednotlivé dny kliceni a osa y pocet vykli¢enych semen v procentech.
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Graf €. 22: Dynamika kli¢eni semen rajcete cv. MM (modrd), cryl-1 (rizova) a cryl-2 (

na modrém svétle pii koncentracich inhibitoru tolbutamidu 0 a 10 umol. V grafech je uvedeno
pramérné procento kliCeni £ SE (pocet opakovani 4, pocet semen na misce 30). Osa x

predstavuje jednotlivé dny kli¢eni a osa y pocet vyklicenych semen v procentech.
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Graf €. 23: Dynamika kli¢eni semen rajcete cv. MM (modra), cryl-1 (rizova) a cryl-2 (

na Cerveném svétle pti koncentracich inhibitoru tolbutamidu 0 a 10 pumol. V grafech je uvedeno
pramérné procento kliCeni £ SE (pocet opakovani 4, pocet semen na misce 30). Osa x

predstavuje jednotlivé dny kli¢eni a osa y pocet vyklicenych semen v procentech.
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5 DISKUSE

Je zndmo, Ze modrym svétlem indukované aniontové kandly jsou zapojeny v rustu
hypokotylu kontrolovaném modrym svétlem (Cho et Spalding, 1996), ale dosud neni
mnoho zndmo o zapojeni iontovych kanalt v kliceni (Fellner et al., 2007). Cilem
diplomové prace bylo studovat mozné mechanismy, kterymi jsou iontové kandly
zapojeny Vv kliceni semen. Pokusy byly provaddény na semenech rajcete (Solanum
lycopersicum L.), ptfiCemz byli pouziti nasledujici mutanti a k nim odpovidajici
kontrolni rostliny (WT): mutant 7B-1 (WT cv. Rutgers) a mutanti cryl-1 a cryl-2 (WT
cv. Moneymaker). Strategie experimentli spocivala v aplikaci inhibitorti aniontovych
(9-AC, NPPB) ¢i draselnych kanala (tolbutamid) a sledovani vlivu rostouci koncentrace
zvoleného inhibitoru a kvality svétla (tma, modré svétlo, cervené svétlo) na kli¢eni

semen dan¢ho genotypu.

Nejprve byly provadény experimenty sledujici vliv inhibitoru aniontovych kanala 9-AC
(pouzité koncentrace 0, 1, 5, 10 a 30 pmol) na kliceni semen mutanta 7B-I a
cv. Rutgers. Jak jiz bylo feceno, mutant 7B-1 je recesivni ,,single gene* mutant s dosud
neznamym defektem v signalni draze modrého svétla (Fellner et Sawhney, 2002). Je
znamo, ze u nékterych rostlin (rajce, Arabidopsis) modré svétlo inhibuje kli¢eni semen
(Fellner et al., 2007). K inhibici kli¢eni semen rajéete modrym svétlem patrné dochazi
prostiednictvim genu 7B-1, ktery pravdépodobné snizuje aktivitu ¢i mnozstvi iontovych
kanalti zapojenych v kli¢eni (Fellner et al., 2008a). Gen 7B-I by mohl specificky
v prubehu kliceni slouzit jako fotoreceptor modrého svétla nebo byt alespoit ¢lankem
signalni drahy modrého svétla. Na druhé strané ale modré svétlo také aktivuje Ci
zvySuje mnozstvi dalSich iontovych kanali nutnych ke kliceni a to prostiednictvim

kryptochromul (CRY1) (Fellner et al., 2008a).

Experimenty ukazaly, ze na klieni semen cv. Rutgers ve tmé nemd vliv rostouci
koncentrace inhibitoru 9-AC. Cervené svétlo patrné nema vliv na kli¢eni, nebo spise
podporuje kli¢eni, protoze kliceni opét nebylo vyrazné ovlivnéno v porovnani
s kli¢enim ve tmé. To ukazuje, Ze kandly citlivé k 9-AC nejsou potieba pro kliceni
semen ve tm€ a na Cerveném svétle, popfipadé se vyskytuji ve velké mnozstvi.
Zajimava byla situace na modrém svétle, kdy s rostouci koncentraci 9-AC dochazelo

k inhibici kli¢eni semen cv. Rutgers. To znamend, ze inhibitor aniontovych kanalt
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9-AC inhibuje kliceni u WT specificky na modrém svétle, coZ naznacuje, ze kanaly
citlivé k 9-AC jsou potieba pro kli€¢eni na modrém svétle. Naopak kliceni semen
mutanta 7B-1 nebylo ovlivnéno kvalitou svétla ani inhibitorem, bylo podobné ve tmé,
na modrém i Cerveném svétle. Kliceni semen 7B-1 je tedy necitlivé k inhibi¢nimu
ucinku modrého svétla 1 k inhibi€nimu G¢inku inhibitoru 9-AC. To muize ukazovat
na to, Zze funk¢ni produkt genu 7B-1 by mohl negativné regulovat aktivitu ¢i mnoZzstvi
k 9-AC citlivych aniontovych kanalid zapojenych v kliceni. Vysledky tedy podporuji
predstavu, Ze produkt genu 7B-/ funguje jako negativni regulator kliceni (Fellner et al.,

2007, Fellner et al., 2008a, Fellner et al., 2008b)

Podrobnéjsi pohled na prib¢eh kliceni ndm poskytly grafy dynamiky kliceni. Dynamika
kliceni cv. Rutgers a 7B-1 ve tm& a na Cerveném svétle byla podobna. Plsobenim
inhibitoru dochazelo ke zpomaleni kliceni obou genotypl v pocatecnich fazich klic¢eni,
pficemz konecna hodnota kli¢eni pfi rGznych koncentracich inhibitoru se zhruba
neliSila. Na modrém svétle dochdzelo u obou genotypti ke zpomaleni kliceni a to jiz
pfi kliceni na médiu bez inhibitoru. S rostouci koncentraci inhibitoru 9-AC nastavalo
u WT dal$i zpozdéni kliceni, které se projevilo i v poklesu celkového procenta kli¢eni
semen. K tomuto pokles vSak nedochdzelo u 7B-I. Dynamika kliceni ukdzala, ze
plisobenim inhibitoru, poptipadé¢ kombinace inhibitoru a modrého svétla, dochazi
ke zpomaleni kli¢eni a to hlavné v jeho pocatcich. To znamend, Ze dochazi ke snizeni
aktivity iontovych kanali, které se bud’ projevuje (u WT) ¢i neprojevuje (u 7B-1)
v kone¢né hodnoté kliceni semen. Je rovnéz mozné, ze u 7B-I dochazi k neustalé
syntéze aniontovych kanall, kdezto u WT je syntéza omezena. To se u WT mulze
nasledné projevit ve sniZzeni kone¢né hodnoty kli¢eni. Omezeni syntézy aniontovych
kanalii u semen WT miize byt redukovano pravé ptisobenim modrého svétla. Vzhledem
ke snizené citlivosti 7B-1 k modrému svétlu, mize byt redukce syntézy aniontovych

kanalt v semenech tohoto genotypu omezena.

Efekt inhibitoru aniontovych kanalid 9-AC byl studovan také na kliceni semen mutantl
cryl-1, cryl-2 a cv. Moneymaker. Mutanti rajCete cryl-I a cryl-2 se vyznacuji
defektem v genu kdédujicim fotoreceptor modrého svétla kryptochroml (CRY1; Weller
et al., 2001). Piedpoklada se, ze funk¢ni receptor CRY'1 podporuje kliceni na modrém
svétle a to patrné tim, Ze zvySuje aktivitu, popiipadé mnozstvi, iontovych kanali
nutnych ke kli¢eni (Fellner et al., 2008a). Vysledky experimenti ukazaly, ze
pro vSechny testované genotypy (MM, cryl-1, cryl-2) plati, ze jejich kli¢eni neni
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vyznamné ovlivnéno kvalitou svétla ani vzristajici koncentraci inhibitoru (byly pouzity
koncentrace 0, 1, 5, 10 a 30 pmol). Vyjimkou byla koncentrace 5 pmol 9-AC u semen
cryl-1, kdy dochéazelo k napadné inhibici kli¢eni modrym svétlem. Bohuzel je tézké

urcit, co tato odchylka znamend, k tomu bude potieba provést dalsi experimenty.

V grafech dynamiky kliceni je mozno vidét, ze kliCeni ve tmé nebylo néapadné
ovlivnéno vyssi koncentraci 9-AC. Naopak na modrém a Cerveném svétle dochézelo
k ndpadnému zpomaleni kli¢eni ve srovnani s klicenim ve tm¢, a to jiz na médiu
bez inhibitoru. Zda se, Ze inhibitor spolu se svétlem zpomaluji kli¢eni, ale z pohledu
celkového kli¢eni to neni vyznamné, protoze celkové vykli¢ilo zhruba stejné procento
semen. Pisobenim inhibitoru a svétla opét dochazelo ke zpomaleni aktivity iontovych

kanalii predevSim na pocatku klic¢eni.

U genotypi cryl-1, cryl-2 a MM byly vedle pokust s 9-AC provadény také pokusy
s inhibitorem aniontovych kanali NPPB (pouzit byl v koncentracich 0, 20, 40 a
80 pmol). Semena vSech tii testovanych genotypi kli¢ila nejlépe ve tmé. Kli¢eni ve tmé
nebylo ovlivnéno ani rostouci koncentraci inhibitoru NPPB. K napadné inhibici kli¢eni
dochazelo na modrém i Cerveném svétle, kdy u vSech tfi genotypli se s rostouci
koncentraci NPPB zvySovala inhibice kliceni. To ukazuje, ze k NPPB citlivé aniontové
kandly jsou dilezité pro kliceni semen, ale jejich aktivita mize byt inhibovana modrym
a Cervenym svétlem a také inhibitorem aniontovych kandli NPPB. Inhibice kanala se
patrné déje prosttednictvim fytochromi, protoze mutanti cryl-1 a cryl-2 majici defekt
v genu kodujicim kryptochroml reagovali k modrému a ¢ervenému svétlu podobné jako

semena cv. MM.

Grafy dynamiky klic¢eni ukazuji, Ze u vSech ti testovanych genotypli dochazelo vlivem
NPPB ke zpomaleni kli¢eni ve tmé, coz se ale neprojevilo v kone¢né hodnoté kliceni.
Naopak na modrém a Cerveném svétle bylo v porovnani s tmou kliceni zpomalené jiz
na médiu bez inhibitoru. Kdyz se k plisobeni svétla pfipojila jeSté ¢innost inhibitoru
NPPB, bylo zpomaleni kliceni jest¢ napadnéjsi a projevilo se i v kone¢ném procentu
kliceni. To znamena, ze spole¢né plsobeni svétla a inhibitoru NPPB vede k napadnému

snizeni aktivity aniontovych kanali, coz ovlivni i celkové kliceni.
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Poslednim z inhibitord aplikovanych na semena cv. MM, cryl-1 a cryl-2 byl inhibitor
draselnych kanala tolbutamid, ktery byl pouzit v koncentracich 0, 1, 5 a 10 pmol.
Testované genotypy rajcete se v reakci na tolbutamid opét chovaly podobné. Nejlépe
klicila semena vSech genotypti ve tmé¢, a to bez ohledu na rostouci koncentraci
inhibitoru, ktery kli¢eni ve tmé nijak neovliviioval. Pfi kliceni na modrém a Cerveném
svétle byl podobné jako v piipadé NPPB patrny trend snizovani kli¢eni s rostouci
koncentraci aplikovaného inhibitoru. Vysledky experimentii s tolbutamidem naznacuji,
ze draselné kandly citlivé k tomuto inhibitorti hraji dtlezitou roli v kli¢eni a Ze jejich
aktivita je pravdépodobn¢ inhibovana modrym a cervenym svétlem a také

tolbutamidem. V inhibici kanal by opét mohly byt zapojeny fytochromy.

Dynamiky kli¢eni na modrém a cerveném svétle byly jiz pfi kliceni bez tolbutamidu
zpomalené v porovnani s dynamikou kli¢eni bez inhibitoru ve tmég, pficemz napadnéjsi
bylo zpomaleni na modrém svétle. Ve tmé se srostouci koncentraci tolbutamidu
postupné zpomalovala také dynamika kli¢eni, ale bez toho, aniz by doslo ke sniZeni
celkové hodnoty kli¢eni. Oproti tomu zpozdéni kli¢eni na modrém a Cerveném svétle
s rostouci koncentraci tolbutamidu bylo patrné taky z hodnot kone¢ného kliceni. Vlivem
inhibitoru a svétla patrné¢ dochazi ke snizovani aktivity draselnych kanald a tim také

ke zpozdénému nastupu kliceni semen.

vvvvvv

pozorovani, ze modré svétlo je schopno inhibovat kli¢eni semen rajcete. Vysledky dale
ukazuji, Ze mutace v neznamém genu 7B-/ snizuje inhibi¢ni uCinek modrého svétla
na kli¢eni semen. To znamenda, Ze funkéni produkt genu 7B-I by mohl negativné
regulovat aktivitu ¢i mnozstvi aniontovych kanald citlivych k 9-AC zapojenych
v kli¢eni. Vysledky tedy podporuji predstavu, ze protein 7B-1 funguje jako negativni
regulator kliceni na modrém svétle. Na zéklad¢ ziskanych vysledkt Ize rovnéz usoudit,
ze funkéni fotoreceptor CRY1 neni nezbytny pro klieni semen rajcete, protoze kli¢eni
mutantd cryl nevykazuje vyrazné rozdily v porovnani s kli¢enim semen kontrolni
rostliny. Dulezity je rovnéz poznatek, ze modré svétlo nutné k inhibici kliceni semen
neni piijimano fotoreceptorem CRY1. To tedy naznacuje, ze gen 7B-I nemusi byt
totozny s genem CRY 1, coZ by podporovalo dosud nepublikované vysledky Véronique
Bergougnoux z Laboratofe molekularni fyziologie. Je tedy mozné, Ze modré svétlo

redukujici kliceni semen rajcete je pfijimano jinym receptorem modrého svétla nez je
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CRY1. Mohou to byt napt. fotoreceptor kryptochrom2, fototropiny, zeaxantin nebo
dosud neznamy fotoreceptor, kterym by mohl byt i 7B-1. Je vSak rovnéz
pravdépodobné, ze modré svétlo pro redukci kliceni mize byt pfijimano receptory
¢erveného svétla. Vysledky v diplomové praci zaroven naznacuji, Ze pro kli¢eni semen
rajCete na modrém a Cerveném svétle jsou dilezité aniontové kandly citlivé k NPPB a
9-AC a draselné kandly citlivé k tolbutamidu. VSechny tyto kandly naopak nejsou

dalezité pro kli¢eni semen rajcete ve tmé.
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6 ZAVER
- Vysledky experimentli ukdzaly, ze Cervené svétlo nemé vliv na kliceni nebo

spiSe podporuje klieni semen rajCete (Solanum lycopersicum L.), zatimco

modré svétlo inhibuje kliceni WT rajcete.

- Pokusy dale ukazuji, ze pro kli¢eni semen rajcete na modrém a ¢erveném svétle
jsou dilezité aniontové kanaly citlivé k 9-AC a NPPB a draselné kanaly citlivé
k tolbutamidu. Tyto aniontové a draselné kanaly naopak nejsou dulezité

pro kli¢eni semen rajCete ve tmé.

- Kliceni semen 7B-1 nebylo vyznamné ovlivnéno kvalitou svétla ani inhibitorem
aniontovych kanali 9-AC. To znamend, Ze kli¢eni mutanta v genu 7B-1 je
necitlivé k inhibi¢énimu u¢inku modrého svétla. Mutant 7B-1 ma patrné veEtsi

mnozstvi nebo vice aktivni kanaly citlivé k 9-AC.

- Pokusy provedené se semeny cv. Rutgers a 7B-1 podporuji piedstavu, ze
produkt genu 7B-I negativné reguluje mnozstvi ¢i aktivitu k 9-AC citlivych

aniontovych kanalt.

- Pokusy s rostlinami raj¢ete cv. MM a mutanty v kryptochromul (cryl-1, cryl-2)
ukazaly, Ze mutace v genu CRY! nemd vliv na citlivost kli¢eni semen
k testovanym inhibitortim, protoze dané genotypy reagovaly na pouzity inhibitor

podobng.

- Vysledky experimentii rovnéZ naznacuji, Ze modré svétlo nutné k inhibici

kliceni semen neni piijiméano receptorem CRY1.
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