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1 UVOD A CILE PRACE

VySsi rostliny vyuzivaji slunecni energii nejen na vytvareni energie chemické béhem
fotosyntézy, ale vyuzivaji svétla také jako signalu kregulaci svych fyziologickych
procest, znamych jako fotomorfogeneze. V tomto piipadé je svétlo rostlinami
pohlcovano prostiednictvim specialnich fotoreceptord, v zavislosti na jeho vinové délce.

V rostlinnych bunkach maji transportni procesy pies membranu veliky vyznam.
Tyto procesy zprostfedkovavaji integralni membranové proteiny, zvané iontové kanaly.
Podileji se na fadé bunécnych procest, jako udrzovani membranového potencialu a
prenosu signalu. Iontové kanaly prechazeji pusobenim ruznych faktorti z otevieného
stavu do uzavieného. Pres otevieny kanal dochazi k toku iontli podle elektrochemického
gradientu. Aniontové kanaly jsou zapojeny v mnoha rastovych a vyvojovych procesech.
Zajistuji fyziologické funkce rostlin, mezi které patii vyziva rostlin, bunécna
signalizace a osmoregulace. Inhibitory aniontovych kanali jsou napi. 9-AC, NIF a
NPPB.

Teoretickym cilem bakalafské prace bylo zpracovani literarni reSerSe tykajici se
problematiky fotomorfogeneze, fotoreceptorti rostlin, aniontovych kanali a jejich
zapojeni v rustovych a vyvojovych procesech rostlin. Pro experimenty byl vyuzit
geneticky pfistup spocCivajici v analyze mutantd. Konkrétné byli pouziti mutanti rajCete
jedlého (Solanum lycopersicum L1.), 7B-1 a cryl-2. Mutant 7B-1 je odolny vuci
abiotickym stresim specificky na modrém svétle a ma defekt v reakcich
zprosttedkovanych fototropiny. Mutant cry/-2 ma defekt ve fotoreceptoru CRY1 pro
modré svétlo. Cilem experimentalni Casti bakalafské prace bylo analyzovat rast
hypokotyli a kofeni uvedenych mutantl v zavislosti na koncentraci inhibitor
aniontovych kanali (NIF, NPPB, 9-AC) a v zavislosti na vybranych svételnych
podminkach (tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Na zaklade ziskanych vysledkt pak
bylo cilem urcit, zda mohou byt aniontové kanaly, citlivé k pouzitym inhibitorim,
zapojeny v rustu a vyvoji rostlin rajcete, a zda mohou byt ovlivnény svételnymi
podminkami. Analyza mutantd 7B-1 a cryl-2 by méla objasnit, zda je do ptipadné
regulace aniontovych kanald, citlivych k testovanym inhibitorim, zapojen genovy
produkt 7B-1 a signalizace kryptochromu CRY 1.

Experimenty byly provadény v ramci pracovni Skupiny molekularni fyziologie,
ktera je soucasti Laboratofe ristovych regulatorti, spolecného pracovisté UP Olomouc a

Ustavu experimentélni botaniky AVCR.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Fotomorfogeneze

Vyssi rostliny v procesu zvaném fotosyntéza premeénuji energii ziskanou ze slunce na
energii chemickou. Svétlo je vSak pro rostliny nejen zdrojem energie, ale také zdrojem
informaci (Kami et al., 2010). Rostliny jsou mimotradné citlivé na ménici se svételné
podminky prostiedi a svétlo je hlavnim Cinitelem ovliviiujicim vyvoj rostlin a jejich
fyziologické funkce, mezi které patii napft. kliCeni semen, smér a rychlost rastu rostlin a
jejich kveteni (Nemhauser and Chory, 2002). Procesy vyvolané svétlem mohou byt
reverzibilni nebo nevratné. Mezi reverzibilni procesy se tadi napf. pohyb praduchd.
Nevratnym procesem je napt. rust rostlin (Kami er al., 2010). Pfi procesu
fotomorfogeneze dochazi prostifednictvim svétla, jakozto signalu, ke zméné vyvoje
rostlin tak, Ze pro dalsi rust je svétlo vyuzito jako energie (Taiz and Zeiger, 2010).
Spektralni slozeni svétla, jeho intenzita a doba trvani jsou dany zemeépisnou
Sitkou a méni se v zavislosti na rocnim obdobi (Kami et al., 2010). Pokud rostlina neni
v procesu rastu vystavena svételnému zafeni, projevi se u ni etiolizovany rast. Proces
rustu je pii téchto podminkach omezen, coz se projevuje velmi dlouhym hypokotylem,
nevyvinutymi déloznimi listky, zkracenim délky kofene a absenci chlorofylu (Obr. 1).
V opacném pripadé, naptiklad pii péstovani rostliny Arabidopsis thaliana pod jasnym a
pfimym bilym svétlem, jsou naopak pro rostlinu charakteristické kratké a pevné
hypokotyly, oteviené kotyledony, dlouhy a rozvétveny kofenovy systém a syntéza
chlorofylu (Obr. 1). Kveteni rostlin péstovanych pii téchto podminkach nastava

predCasné a pravé listy se objevuji dfive (Nemhauser and Chory, 2002).

Obr. 1: Rostliny Arabidopsis rostouci na svétle (deetiolizované) vlevo a ve tmé (etiolizované) vpravo
(pfevzato a upraveno podle Nemhauser and Chory, 2002).
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Rostliny na svétlo reaguji také zménou smeéru rustu. Rostouci hypokotyl rostliny
se orientuje v reakci na nejvyssi intenzitu svétla, ve snaze maximalizovat jeho absorpci.
Zmeéna orientace rustu rostliny maze rovné€z nastat ve snaze vyhnout se stinu. Tuto
reakci mizeme pozorovat u vybranych rostlinnych druhti (Devlin, 2007). Rostliny jsou
schopny absorbovat svétlo, jehoz vinové délky lezi od ultrafialové az do dlouhovinné
cervené oblasti viditelného spektra, tedy do 700 az 800 nm. Ve viditelné oblasti spektra
byva nejvice absorbovano svétlo modré a Cervené spektralni oblasti, v mens§i mife
zelené (Huché-Thélier er al., 2016). Rostliny obsahuji mnoho pigmentd, které jsou
soucasti fotoreceptort a podileji se na fotomorfogenezi rostlin. Nejdtlezitéjsimi z té€chto

pigmentl jsou ty, které pohlcuji modré a Cervené svétlo (Taiz and Zeiger, 2010).

2.2 Fotoreceptory

Svétlo, jez ovliviuje fyziologické funkce rostlin, je absorbovano molekulami proteinu,
které jsou oznaCovany jako fotoreceptory (Moglich et al., 2010). Jsou to tedy proteiny,
zprostiedkovavajici i proces fotomorfogeneze (Christie, 2007). Z davodu, ze
polypeptidové kostry fotoreceptorti spolu s postrannimi fetézci aminokyselin svétlo ve
viditelné oblasti spektra neabsorbuji, je soucésti fotoreceptoru pigment chromofor.
Chromofor je organickd a neproteinova slozka fotoreceptoru, ve které dochazi
k primarni  absorpci  fotonu.  Mezi  rostlinné chromofory patfi  napf.
flavinadenindinukleotid (FAD), ktery pohlcuje vinové délky modré oblasti spektra nebo
tetrapyrrolovy fytochromobilin (PB), ktery absorbuje Cervené svétlo (Moglich et al.,
2010).

Fotoreceptory jsou déleny do nékolika skupin. Svétlo je jimi absorbovano ve
dvou spektralnich oblastech. V Cervené oblasti spektra absorbuji fytochromy. V modré
oblasti spektra je svétlo absorbovano predevsim kryptochromy a fototropiny, ale rovnéz

i fytochromy (Taiz and Zeiger, 2010).

2.2.1 Fytochromy

Fytochromy jsou fotoreceptory, jez pohlcuji Cervené svétlo (620-700 nm), dlouhovinné
cervené svétlo (710-750 nm), ale rovnéz svétlo modré (460 nm). Poprvé byly objeveny
u kvetoucich rostlin. Miizeme je rovné€z najit napf. u cyanobakterii, bakterii nebo hub
(Taiz et al., 2018). Fytochromy zajistuji velkou ¢ast fotomorfogennich reakci a reguluji

procesy zavislé na svétle (Christie, 2007).
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Fytochrom je rozpustny protein s molekulovou hmotnosti kolem 250 kDa.
Vyskytuje se ve forme dimeru, slozeného ze dvou podjednotek. Soucasti podjednotek je
pigment pohlcujici svétlo s ndzvem chromofor. Podjednotky tvoii rovnéz apoprotein,
ktery se sklada z polypeptidovych fetézci. Podjednotky chromoforu a apoproteinu
spolecn¢ tvori holoprotein. Chromofor se u vyssich rostlin nachéazi v podobé linearniho
tetrapyrrolu, ktery je oznacovan jako fytochromobilin. Samotny apoprotein fytochromu
neni schopen pohltit ¢ervené nebo dlouhovinné cCervené svétlo. K absorpci svétla
dochazi pouze ve spojeni s fytochromobilinem.

Fytochrom je slozen z nékolika funk¢nich domén (Obr. 2), mezi které patii PAS
(Per: period circadian protein, Arnt: Ah receptor nuclear translocator protein, Sim:
single-minded protein) doména a GAF (cGMP-stimulated phosphodiesterase, Anabaena
adenylate cyclases, Escherichia coli FhlA) doména s bilin-lyasovou aktivitou. Soucasti
je rovnéz PHY domeéna, ktera rozdé€luje fytochrom na jeho N-terminalni a C-terminalni
polovinu a umoziuje prechod mezi neaktivni Pr formou a aktivni Pfr formou
fytochromu. Dalsi strukturou fytochromu je doména PRD (per-arnt-sim (PAS)-related
domain), jez je zapojena do procesu dimerizace fytochromu. Jeji soucasti jsou dvé
jaderné lokaliza¢ni sekvence s oznacenim NLS. Slozkou fytochromu je taktéz doména
HKRD (histidine kinase-related domain), kterd je nepostradatelnd pro proces

autofosforylace fytochromu (Taiz and Zeiger, 2010).

N-terminalni doména C-terminalni doména
PRD
D —

Obr. 2: Doménova struktura fytochromu PHYA (fytochrom A) a PHYB (fytochrom B) rostliny
Arabidopsis. NTE, N-terminal extension; PAS, Per (period circadian protein), Arnt (Ah receptor nuclear
translocator protein), Sim (single-minded protein); GAF, cGMP-stimulated phosphodiesterase, Anabaena
adenylate cyclases, Escherichia coli FhlA; PHY, fytochrom; PRD, PAS-related domain; HKRD, histidine
kinase-related domain (vytvofeno podle Li e/ al., 2011).

U etiolizovanych rostlin se fytochrom nachézi v inaktivni Pr formé, jez pohlcuje
cervené svétlo. Absorpci Cerveného svétla dochézi k prechodu z inaktivni Pr formy
fytochromu do aktivni Pfr formy, ktera absorbuje dlouhovinné ¢ervené svétlo (Obr. 3).
Aktivni Pfr forma miZze ve tmé€ pomalym procesem reverzibilné€ prechazet do inaktivni

Pr formy. Fytochrom ptechézi z Pfr formy na Pr formu ihned po ozéteni dlouhovinnych



Cervenym svétlem. Tento proces je oznacovan jako fotoreverzibilita a je

charakteristickou vlastnosti fytochromu (Taiz er al., 2018).

cervené svétlo
Pr <

dlouhovinné cervené -

<«

svétlo

N

e prenos signalu

Obr. 3: Fytochromovy fotocyklus, fotoreverzibilita fytochromu. Pr (phytochrome red) a Pfr
(phytochrome far-red) znazortiuji konformace fytochromu absorbujici Cervené svétlo a dlouhovinné
Cervené svétlo, které jsou reverzibilni v zavislosti na svételnych podminkach (vytvofeno podle Schifer
and Bowler, 2002).

U rostliny Arabidopsis se vyskytuje pét druhti fytochromt, kterymi jsou PHYA,
PHYB, PHYC, PHYD a PHYE. Fytochromy se od sebe odliSuji zejména fotochemii a
rychlosti translokace do jadra. Fytochromy PHYA a PHYB jsou nejvyznamnéj§imi
fytochromy, jez vyrazné reguluji mnohé procesy podilejici se na vyvoji a rastu rostlin.
Fytochromy PHY A se akumuluji ve tmé a pfi ozafeni dlouhovinnym Cervenym svétlem,
zatimco pusobenim Cerveného svétla jsou rychle degradovany. Naproti tomu PHYB a
ostatni fytochromy jsou vyrazné stabilnéjsi.

Akumulace vSech skupin fytochromu v jadie je zavisla na svétle. Pfi rustu
semenackd ve tmé dochazi k vyskytu fytochromt v cytoplazmeé v Pr formé. Po pisobeni
cerveného svétla nastava akumulace PHYA i PHYB v jadie bunék. Tento proces se
odehrava béhem nekolika minut. Hromadéni fytochromt v bunécném jadre je zakladni
regulacni mechanismus fytochromové signalizace. Pfesun PHYB do jadra bunék je
regulovan odkrytim NLS. Fytochrom PHYB se pii pusobeni Cerveného svétla nachazi
v Pfr formé. V této formé neni interakce mezi N-terminalni a C-terminalni doménou tak
silna, jako v konformaci Pr. Fotoaktivace spousti pohyb téchto domén, odkryti NLS a
naslednou akumulaci PHYB v bunééném jadie. U fytochromu PHYA se doména NLS
nenachazi. Pfesun PHYA do jadra se uskuteciiuje prostfednictvim vazby na proteiny
FHY1 (far-red elongated hypocotyl 1) a FHL (FHy-1-Like). Soucasti téchto proteini je
NLS doména, pomoci které dochazi k presunu PHYA do jadra, coz umoznuje

signalizaci (Chen and Chory, 2011).
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2.2.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou fotoreceptory, které¢ absorbuji modré svétlo s vinovou délkou
390-500 nm a UV-A zéfeni s vinovou délkou 320-390 nm. Byly poprvé objeveny
u rostliny Arabidopsis. Pozdéji byly nalezeny také u cyanobakterii, fas, kapradin nebo
lidi. Ukastni se procesu depolarizace membrany, rGstu fapiku, produkce antokyand,
regulace cirkadianniho rytmu, podporuji rast déloznich listki a potlacuji rast
hypokotylu (Taiz and Zeiger, 2010). MiZeme je na zakladé jejich sekvencniho slozeni
rozdélit na rostlinné kryptochromy, zivocisné kryptochromy a CRY-DASH
(kryptochrom-Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Human) proteiny (Lin and Todo,
2005).

Kryptochromy se vazi na FAD a pterin methylhydrofolat (MTHF). Pterin
methylhydrofolat je derivatem pteridinu, jehoz ukolem je absorpce svétla a nasledny
prenos svételné energie chromoforu FAD (Taiz and Zeiger, 2010). Chromofor FAD je
nekovalentné navazan na oblast PHR (Obr. 4). Funguje jako primarni svételny senzor.
Oblast PHR se sklada z N-terminalni o/f domény a C-terminalni domény o (CCE). Tyto
dvé domény jsou navzijem propojeny sedmdesati sedmi aminokyselinami (Christie et

al., 2015).

C-terminalni doména

PHR
< B
Pterin y g
FAD

Obr. 4: Schématické znazornéni typického proteinu nadrodiny fotolydzy/kryptochrom, zobrazujici oblast
PHR (photolyase homology region) s naviazanym pterinem a FAD (flavinadenindinukleotid) a
C-terminalni doménu (vytvofeno podle Lin and Todo, 2005).

Sekvence part bazi kryptochromid vykazuje podobnosti s DNA fotolyazami.
DNA fotolyazy jsou enzymy, jejichz ukolem je oprava poskozeni v sekvencich DNA,
vyvolanych pasobenim UV svétla. UV svétlo indukuje tvorbu pyrimidinovych dimera.
Fotolyazy s vyuzitim modrého svétla vzniklé pyrimidinové dimery likviduji.
Kryptochromy vS§ak touto schopnosti nedisponuji.

U Arabidopsis byly objeveny tii druhy kryptochromd, které jsou kddovany geny
CRYI1, CRY2 a CRY3 (Liu et al., 2011). Nejvétsim rozdilem mezi kryptochromy CRY1
a CRY?2 je jejich stabilita. Kryptochrom CRY2 je po ozafeni modrym svétlem brzy

degradovan, zatimco CRY1 je mnohem vice stabilni (Taiz and Zieger, 2010).
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Kryptochromy CRY1 a CRY2 jsou vyuzivany pfedevsim v bunééném jadfe, zatimco
CRY3 je aktivni v chloroplastech a mitochondriich butiky. Kryptochromy CRY1 a
CRY2 se ucastni procesu deetiolizace zprostfedkovaném modrym svétlem. Jsou také
zapojeny v procesu kveteni, otevirani pruduchd, reakci na rostlinné patogenni
mikroorganismy a mnoha dalSich procesech, ¢imz se vyznamné podileji na spravném
rastu a vyvoji rostlin (Liu ef al., 2011).

Kryptochrom CRY1 se vyznaCuje schopnosti vazat oxidovanou formu FAD,
ktera pohlcuje modré svétlo. Ozafenim oblasti PHR dochazi k tvorbé
semi-redukovaného radikdlu FAD, oznacovaného jako FADH-. Vznika procesem
fotoredukce a nasledné protonace FAD, nasledkem cehoz je fotoreceptor aktivovan.
Tvorba FADH: se odehrava v fadu mikrosekund. Je vSak nestabilni a muze béhem
nékolika minut prechazet zpatky do své oxidované formy FAD. Predpoklada se, ze
doména PHR spolu s CCT tvoii ve tmé neaktivni konformaci. Pisobenim modrého
svétla na doménu PHR poté dochazi k pfechodu CCT do aktivniho konformacniho
stavu, nasledkem cehoz je spusténa signalizacni kaskada. Kryptochrom je schopen véazat
ATP. Navazanim ATP se prodluzuje existence formy FADH:. Fosforylace CCT rovnéz

uzce souvisi s fotoaktivaci kryptochromu (Christie et al., 2015).

2.2.3 Fototropiny

Fototropiny jsou fotoreceptory rostlin, jez pohlcuji modré svétlo o vlnové délce
390-500 nm a ultrafialové svétlo UV-A s vinovou délkou 320-390 nm. Pasobenim
modrého svétla dochazi ke spusténi riznych d€ja v rostliné. Mezi tyto rostlinné procesy
patii otevirani praduchi, migrace chloroplastt, rana faze inhibice prodluzovaciho ristu
a fototropismus. Fototropismus je rostlinny mechanismus, ktery vyvolava ohybani
rostlinnych organi za svétlem nebo naopak od néj. Zminéné rostlinné mechanismy
indukované modrym svétlem jsou zprostfedkovany fototropiny 1 (PHOTI1) a
fototropiny 2 (PHOT?2). Fototropiny PHOT1 jsou ziejmé zapojeny do procesu inhibice
rastu stonku rostlin a vychytavani vapniku, vyvolaného modrym svétlem. Rovnéz hraji
roli v depolarizaci plazmatické membrany, vyvolané pusobenim svétla (Briggs and
Christie, 2002).

Soucasti fotoreceptori PHOT1 a PHOT?2 je N-terminalni fotosynteticka doména,
tvorena z domén LOV1 a LOV2 (Obr. 5). Jejich soucasti je rovnéz C-terminalni Ser/Thr
kinazova doména. Domény LOV1 a LOV2 se ve tmé vazi s flavinmononukleotidem

(FMN). Ptasobenim modrého svétla vznika kovalentni vazba mezi FMN a cysteinovym
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zbytkem fototropinovych domén. Vznik vazby zpusobuje konformacni zmény

fotoreceptoru, nasledkem ¢ehoz je rovnéz ovlivnéna kinazova aktivita (Goh, 2009).

LOV1 LOV2 Kinazova doména
Arabidopsis PHOT1 _j

LOV1 LOV2 Kinazova doména
Arabidopsis PHOT2

Obr. 5: Proteinové struktury receptori modrého svétla rostliny Arabidopsis, PHOT1 (fototropin 1) a
PHOT?2 (fototropin 2). Domény LOV1 (light-oxygen-voltage doména 1) a LOV2 (light-oxygen-voltage
doména 2) jsou zobrazeny zelené. Kindzové domény, které katalyzuji fosforylaci proteimi na specifickych
aminokyselinovych zbytcich (v tomto piipad¢ threonin a serin), jsou znazornény cervené (vytvoreno
podle Briggs and Christie, 2002).

Domény LOV jsou tvoreny péti antiparalelnimi listy a nékolika Sroubovicemi.
Domény se vazi na neaktivni oxidovanou formu FMN a pohlcuji modré svétlo. Mezi
C(4a) uhlikem FMN a sirou blizkého cysteinového zbytku domény LOV dochazi
ke vzniku kovalentni vazby. Vazba vznika v reakci na ozafeni domény modrym svétlem
a jeji vytvoreni se odehrava vfadu mikrosekund. Vznik vazby znamena ptrechod
fotoreceptoru do aktivniho stavu. Pisobenim tmy dochazi k rozpadu vazby mezi FMN a
cysteinovym zbytkem v fadu desitek az tisici sekund. Predpoklada se, Ze N-terminalni
fotosenzoricka oblast fototropinu, soucasti které jsou domény LOV1 a LOV2, ve tmé
vytvari s C-termindlni kinazovou doménou neaktivni nebo uzavienou konformaci.
V této formé je aktivita kinazy fototropinu potlacena. Pusobeni modrého svétla na
doménu LOV2 zpisobuje zménu v konformaci, coz ma za nasledek vazbu ATP na
kindzovou doménu a iniciaci autofosforylace fototropinu a tim 1 jeho aktivaci.
Fosforylace probiha pfevazné na serinovych zbytcich.

Jednou z nejlépe popsanych signalnich drah je mechanismus regulace otevirani
praducht pasobenim modrého svétla, pii kterém hraji zasadni roli draselné kanaly a
H*-ATPaza. Fototropin pohlcenim modrého svétla vyvolava aktivaci H*-ATPazy, jez
vede k hyperpolarizaci plazmatické membrany svéracich bunék priduchi, pfijmu
draselnych iontd skrze draselné kanaly a nasledné pfijmu vody, coz vede ke zvétSovani

svéracich bun€k a tim k otevieni priduchu (Christie et al., 2015).

2.3 lontové kanaly vyssich rostlin
Iontové kanaly jsou integralni proteiny, které vytvareji pory v membranach bunék a

zprostiedkovavaji tak pasivni transport kationtd a anionti pfes membranu. U vysSich
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rostlin zaji§t'uji iontové kanaly nepostradatelné bunécné procesy, jimiz jsou predevsim
mineralni vyziva, metabolismus uhliku a dusiku a s tim spojeny rast a vyvoj rostliny.
Nejdalezit€jsimi funkcemi, které jsou zprostiedkovany iontovymi kanaly jsou bunécna
osmoregulace, bunécna signalizace a S§ifeni elektrickych signald. Zajistuji rovnéz
prenos sekundarnich posli a fizeni membranového potencialu. Jsou soucasti
plazmatickych, plastidovych a mitochondridlnich membran. Rovnéz se vyskytuji v

tonoplastu a endoplazmatickém retikulu (Barbier-Brygoo et al., 2000).

2.3.1 Aniontové kanaly

Role anionti v rostlinnych burikach se v mnohém li§i od jejich funkce v bunkach
zivo€isnych. V rostlinnych burikach jsou anionty ulozeny pifevazné ve vakuole.
Koncentrace aniontt v cytosolu je vyrazné niz$i (Barbier-Brygoo et al., 2000). Ve viech
burikdch se nachazeji volné anionty, které maji Siroké spektrum chemickych a
regulacnich funkci. Bunéény obsah se da prirovnat k vodnému roztoku, ve kterém jsou
aniony nezbytné pro udrzovani celkové elektroneutrality v buiice. Pro mnoho
fyziologickych procest, probihajicich v rostlinnych burkach, je pfitomnost aniontt
nezbytnd. Jejich transport kanaly reguluje bunéCnou osmolaritu. Aniontové kanaly
udrzuji osmolaritu ve vétsin€ bunék konstantni. Vyjimkou jsou svéraci buiiky pruduchd,
ve kterych reguluji jejich otevirani a zavirani (Tavares et al., 2011).

Rostlinné bunky obsahuji mnoho raznych aniontd, jako jsou chloridové,
dusi¢nanové, siranové, fosforeCnanové nebo organické anionty, jimiz jsou predev§im
citrat, malat a dalsi (Kollist et al., 2011). Vyznam téchto aniontd v bunkach je razny.
Dusic¢nany, fosforeCnany a sirany jsou vyuzivany jako ziviny. Jejich uplatnéni spociva
rovnéz v poskytnuti dusiku, siry a fosforu pfi procesu syntézy biomolekul. Malat a citrat
se vyznacuji pfitomnosti karboxylovych skupin a tim 1 slabé kyselym charakterem,
proto jejich uloha spociva v regulaci pH (Barbier-Brygoo et al., 2011). Rizné druhy
aniontl v rostlinnych bunkach znamenaji rozdilné funkce aniontovych kanald, jez tyto
anionty transportuji. Aniontové kanaly jsou vysoce selektivni. V zavislosti na jejich
selektivit¢ maji Siroké spektrum funkci. Kanaly selektivni pro chloridy hraji roli
v toleranci vuci soli. Kanaly selektivni pro nitraty zase v homeostaze dusiku. Kanaly
selektivni pro organické latky se podileji na metabolismu uhliku a regulaci pH (Kollist
et al., 2011). Aniontové kanaly maji také vliv na regulaci turgoru v buiice, pfijem zivin,
udrzovani membranového napéti a na Sifeni signalu burikou (Schroeder, 1995; White

and Broadly, 2001).
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Kanaly prechazeji mezi otevienym a uzavienym stavem. Kdyby byly aniontové
kanaly buné€k permanentné otevieny, dochazelo by k neustalému uniku aniontl a
depolarizaci plazmatické membrany, coz by vedlo k zaniku rostlinné buiky. Kdyz je
aniontovy kanal otevien, dochazi k toku anionti ve sméru elektrochemického gradientu
(Obr. 6). Otevieni aniontovych kanalti v plazmatické membrané ma za nasledek tok
aniontl obsazenych v cytoplazmé do extracelularniho prostoru, coz vyvolava
depolarizaci plazmatické membrany bunék (Kollist et al., 2011). Nasledkem téchto déju
mohou byt aktivovany napétim fizené kanaly, jako jsou napiiklad kanaly specifické pro
Ca**. To vede kovlivnéni aktivity H*-ATPasy a toku vodikovych kationt pres
plazmatickou membranu. Tyto d€e reguluji procesy otevirani praducht

(Barbier-Brygoo et al., 2000).
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Obr 6: Hlavni buné¢né funkce aniontovych kandlii plazmatické membrany. Kvuli vysoce negativnimu
transmembranovému potencidlu a aniontovému gradientu sméfujicimu smérem ven pies plazmatickou
membranu, vede otevieni aniontovych kanali k uvolnéni aniontii zcytoplazmy do extracelularniho
prostoru. Aktivita aniontovych kanalii je spojena také s aktivitou dalSich proteint, jako je H*-ATPasa,
Ca”*kanaly nebo K* kanaly, coZ pfispiva ke tfem hlavnim funkcim: 1. elektrickd signalizace a signalizace
vapniku, 2. fizeni membranového potencidlu a pH gradientu, 3. osmoregulace (vytvofeno podle
Barbier-Brygoo et al., 2000)

2.3.1.1 Typy aniontovych kanalu

Aniontové kanaly jsou pfitomny v eukaryotickych i prokaryotickych buiikach. Jsou
déleny na zakladé zavislosti na napéti na depolarizaci aktivované kanaly a na kanaly
aktivované hyperpolarizaci (Schroeder, 1995; White and Broadly, 2001). Depolarizaci
aktivované kanaly muzeme dale délit na kanaly rychle se aktivujici (R-typ) a na kanaly
pomalu se aktivujici (S-typ). Dalsi skupinou jsou kanaly aktivované svétlem a

roztazitelnosti membrany (De Angeli et al., 2007).
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Kanaly rychle se aktivujici (R-typ) byly studovany piedevS§im u rostlin
A. thaliana, Nicotina tabacum a Vicia faba. Jsou propustné pro dusi¢nany, sirany a
chloridy. Funkce tohoto typu kanalu jesté stale nebyla plné objasnéna (Barbier-Brygoo
et al, 2011; Tavares et al, 2011). R-typ kanalu je rychle aktivovan depolarizaci.
Hyperpolarizace naopak zplUsobuje deaktivaci kanalu (Meyer et al, 2010). Jsou
kédovany geny zrodiny ALMT (aluminium activated malate transporter)
(Barbier-Brygoo et al., 2011).

Kanaly pomalu se aktivujici (S-typ) byly popsany u A. thaliana, N. tabacum,
V. faba, Xanthium strumarium a Coffea arabica. Jsou charakterizovany pomalou
aktivaci nebo deaktivaci a malou zavislosti na napéti. Jsou propustné pro chloridy,
malat a dusi¢nany. Tyto kanaly se uplatfiuji pfi uzavirani praduchi. Jsou aktivovany
kyselinou abscisovou (ABA) (Barbier-Brygoo et al, 2011; Tavares et al, 2011). Jednim
z téchto typu kanald je protein s nazvem SLACI (slow anion channel-associated 1),
ktery je exprimovan ve svéracich bunkach pruducha a je propustny pro malat. Jeho
funkci je regulace otevirani a zavirani priduchu v zavislosti na kyseliné abscisové,
oxidu uhli¢itém, koncentraci vapenatych iontl, vlhkosti, ozonu a dalSich podminkach

(Vahisalu et al., 2008).

2.3.1.2 Vliv svétla na aktivitu aniontovych kanala

Na rist a vyvoj rostlin maji zasadni vliv svételné podminky (Barbier-Brygoo et al.,
2011). Aniontové kanaly na svételné podminky reaguji svym oteviranim nebo naopak
zaviranim. Ve tmé dochazi k intenzivnimu ristu hypokotyla etiolizovanych semenack.
Pisobenim modrého svétla vSak nastava inhibice jejich rustu. Pokusy na A. thaliana
ukazaly, Ze inhibice ristovych procesi modrym svétlem se sklada ze dvou fazi. Prvni je
zapticinéna fotoreceptorem specifickym pro UV-A zafeni a pro modré svétlo. Druha
faze je zprosttedkovana fotoreceptorem CRY1. Prvni faze se dostavi do 30 wvtefin,
zatimco faze druha nastava za 45 az 60 minut (Spalding, 2000).

Modré svétlo aktivuje aniontové kanaly plazmatické membrany a inhibuje
prodluzovani hypokotylu jako souc¢ast deetiolizacniho procesu. Modré svétlo vyvolava
depolarizaci plazmatické membrany, nasledkem cehoz dochazi k inhibici elongace
hypokotylu. V rostlinnych buiikkdch miva klidovy potencial zapornéj§i naboj nez
rovnovazny potencial vapenatych, chloridovych a obvykle také draselnych iontt
zajistovany H*-ATPasou. V reakci na modré svétlo mize dochazet k aktivaci kanalt

specifickych pro vyse zminéné ionty, pfiCemz aktivace chloridovych kanali a inhibice

19



H*-ATPasy je nejzasadngjsi. Aktivace téchto kanali ma za nasledek depolarizaci
plazmatické membrany a naslednou inhibici rastu hypokotylu (Cho and Spalding,
1996).

Modré svétlo ma rovné€z zasadni vliv na otevirani a zavirani pruducha (Obr. 7),
diky ¢emuz dochazi k vymeéné plynt listy rostlin. Stomata se na svétle oteviraji za
ucelem piijmu oxidu uhlicitého, ktery je potfebny pro fotosyntetickou fixaci uhliku
(Marten et. al., 2007). Pohyb praduchii po pasobeni modrého svétla je rychly a
lokalizovany pouze v jednom typu bunék, a to ve svéracich bunkach praducht. Svéraci
bunky reguluji pohyb priducht, a tim také vyménu plyni mezi rostlinou a prostiedim.
Pisobenim modrého svétla na svéraci bunky dochazi ke dvéma reakcim, kterymi jsou
fotosyntéza v chloroplastech svéracich bun€k a specificka odpovéd’ na modré svétlo

(Taiz and Zeiger, 2010).

Obr. 7: (a) Uzavieny pruduch v listu Vicia faba. (b) Otevieny priduch v listu V. faba (pfevzato z Ward
et. al., 2009).

Modré svétlo aktivuje H*-ATPasy ve svéracich buinikach. Aktivace H*-ATPasy
zpusobuje tok vodikovych protoni pfes membranu a naslednou hyperpolarizace
plazmatické membrany svéracich bunék. Dochazi rovnéz ke snizeni pH v apoplastickém
prostoru kolem svéracich bunék (Taiz and Zeiger, 2010). Do buiiky jsou nasledné
transportovany draselné kationty prostiednictvim draselnych kanali. Shromazdéné
draselné kationty v bufice zvysuji osmoticky potencial ve svéracich burikach praduchi.
To ma za nasledek pfitok vody do svéracich bunék s naslednym zvySenim bunécného
turgoru a otevienim stomat (Obr. 8) (Hlavinka el al., 2013). Uzavieni praduchu je
naopak zpusobeno uvolnénim draselnych kationtd a aniontd ze svéracich bunék
pruducht, coz vede k odtoku vody a snizeni bunécného turgoru, nasledkem cehoz je
pruduch uzavien. Dochazi k tomu pii zvySené koncentraci oxidu uhli¢itého, pii suchu a

ve tme& (Ward et. al., 2009).
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Ve svéracich bunkach priduchti se nachazi fotoreceptory modrého svétla,
fototropiny PHOT1 a PHOT2 (Taiz and Zeiger, 2010). Po aktivaci fototropina svétlem
dochazi soucasné k inhibici S-typu aniontovych kanald, jako jsou naptiklad chloridové
kanaly nebo kanaly specifické pro malat, coz vede k otevieni priducha. Nekteré
mechanismy otevirani praduchi prostfednictvim modrého svétla vyuzivaji mimo
fototropiny PHOT1 a PHOT2 také kryptochromy CRY1 a CRY2 (Hlavinka e/ al.,
2013).

Modré svétlo

/

Hyperpolarizace
membrany

Draselny kanal

Obr. 8: Otevirani pruduchii indukované modrym svétlem, vcetné souvisejicich signalizacnich
komponent. Fototropiny (PHOT1 a PHOT2), H*-ATPasa zakotvend v plazmatické membrané a draselné
kanaly zprostiedkovavajici tok draselnych kationtit dovniti bunky jsou kli¢ové komponenty pro otevirani
stomat. Kyselina abscisovd (ABA) inhibuje otevirani pruduchii indukované modrym svétlem skrze
inhibici PP1. PA je piimy inhibitor PP1. Kryptochromy CRY1 a CRY2 pravdépodobn¢ piisobi spolu
s fototropiny pii otevirani priuduchii v reakci na modré svétlo. RPT2, root phototropism 2; CaM,
kalmodulin; PP1, type 1 protein phosphatase; PA, kyselina fosfatidilova; PK, plasma membrane-localized
protein kinase; CRY, kryptochrom (vytvofeno podle Kinoshita and Hayashi, 2011).
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Na otevirani priduchi ma vliv jak modré, tak i Cervené svétlo (Assmann and
Jegla, 2016). Ve srovnani s oteviranim priducht vyvolané ptisobenim modrého svétla,
neni Cervené svétlo tak efektivni. Bylo predpokladano, ze chlorofyl ma zasadni vliv na
otevirani pruduchu v reakci na Cervené svétlo. Studie vSak ukazuji, ze reakce pruduchu
na Cervené svétlo je na fotosyntéze svéracich bun€k nezavisla, a ze zahrnuje

fytochromovou signalizaci (Hlavinka el al., 2013).

2.4 Inhibitory aniontovych kanalu

Aniontové kanaly vySSich rostlin hraji kli¢ovou roli v pfenosu signalu uvnitf bunék a
udrZovani turgoru. Bunécny turgor je udrZzovan tokem kationtl a aniontd iontovymi
kanaly, coz méa vliv na prodluzovani hypokotylovych bunék rostlin. Tyto funkce
aniontovych kanall jsou zkoumany prevazné€ ve svéracich bunkach praduchu.

Na cytoplazmatické membrané svéracich bun¢k se nachazi S-typ a R-typ
aniontovych kanali. S-typ aniontovych kanald se podili na uzavirani pruaducha
(Thomine et al., 1997). Proces uzavirani praduchti je zprostiedkovan funkci
aniontovych kanalt. Inhibitory aniontovych kanalG tyto procesy blokuji, ¢imz silné
reguluji otevirani praducht a vyrazné ovliviuji stomatalni signaliza¢ni drahu (Hlavinka
el al., 2013). Na zaklad€ informaci ohledn¢ regulace otevirani stomat se pifedpoklada, ze
otevieni aniontového kanalu zabrafnuje otevieni pruduchii, a naopak napomaha jeho
uzavieni ztratou osmoticky aktivnich ionti. Otevieni aniontového kanalu vede rovnéz
k depolarizaci membrany. Na zakladé¢ téchto informaci vznikla mySlenka, Ze inhibitory
aniontovych kanali mohou napomahat otevirani pruducht, a naopak inhibovat jejich
uzavirani. Nekteré inhibitory blokuji S-typ aniontovych kanald, jiné R-typ (Schwartz
etal., 1995). Aktivace aniontovych kanalti v burikach hypokotylu by mohla vést
k regulaci jejich rustu kvali poklesu turgoru v burice. Na zakladé toho by inhibitory
aniontovych kanali mély stimulovat prodluzovani hypokotylt rostlin (Thomine

et al.,1997).

2.4.1 Inhibitor NIF

Inhibitor NIF (kyselina niflumova) (Obr. 9) blokuje S-typ aniontovych kanalta. Pfi
experimentech provadénych na V. faba L. se ukazalo, ze NIF zabranuje toku iontl
S-typem aniontovych kanalti v burikach praduchi, stejné jako inhibitor 9-AC. Rovnéz
pusobi podobné jako 9-AC proti inhibici otevirani praducht u V. faba L. a Commelina

communis L. (Schwartz et al., 1995). Mezi inhibitorem NIF a 9-AC se vSak objevuji
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rozdily v inhibici jednotlivych typa kanald. Inhibitor NIF reverzibiln¢ inhibuje R-typ
aniontového kanalu vice, ve srovnani s inhibitorem 9-AC. S-typ aniontového kanalu je
naopak vice inhibovan 9-AC. Dokazuje to fakt, ze pfi experimentech provadénych na
A. thaliana s obéma inhibitory, pouze 9-AC vyvolal otevieni pruduchid ve tme.

Otevirani pruducha ovliviiuje ABA. ABA je rostlinny hormon, jez se akumuluje
v rostliné, ktera je vystavena stresu. Zpusobuje uzavieni pruducht vazbou na receptor,
coz spousti produkci peroxidu vodiku a oxidu dusnatého. Nasledné dé&je vedou k toku
draselnych kationtd ze svéracich bunék praduchi a k aktivaci aniontovych kanalt
transportujicich anionty z buiiky. Nasleduje depolarizace cytoplazmatické membrany a
uzavieni pruduchd. Pisobenim modrého svétla mize dojit k zabranéni uzavirani stomat
vyvolaného vlivem ABA, ktera inhibuje fosforylaci H'-ATPazy a vychytavani
draselnych kationtd. Pouziti inhibitoru NIF pfi experimentech sV. faba L. a
C. communis L. mélo za nasledek zabranéni inhibice otevirani praducht vyvolané
ABA. Stejné tomu je pii pouziti inhibitoru 9-AC. Pfi experimentech provadénych na
A. thaliana L. a C. communis doslo pusobenim inhibitoru 9-AC ke zruSeni pusobeni
ABA na svétle, vpfipadé inhibitoru NIF byl pozorovan stejny ucinek pouze u
A. thaliana L. (Hlavinka et al., 2013).
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Obr. 9: Chemicka struktura kyseliny niflumové (NIF)
(vytvofeno v programu ChemSketch)

2.4.2 Inhibitor 9-AC

Inhibitor 9-AC (kyselina antracen-9-karboxylova) (Obr. 10) zabrafiuje toku aniontt pres
S-typ aniontovych kanali svéracich bunék V. faba L. a tim rusi inhibici otevirani
praduchti vyvolanou ABA (Schwartz et al., 1995). Aniontové kanaly se pravdépodobné

ucastni také auxinové signalizace. Inhibitory aniontovych kanali jako 9-AC se ucastni
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prodluzovani hypokotylovych bunék pouze mirn€, ale pusobi vyrazné proti inhibici
vyvolané auxiny. Pfi aplikaci samostatného 9-AC ma inhibitor maly vliv na vyvoj
hypokotylu. U A. thaliana pti aplikaci s auxinem zeslabuje reakci hypokotylu na auxin a

pusobi proti jeho inhibiénimu ucinku (Thomine et al., 1997).
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X

Obr. 10: Chemicka struktura kyseliny antracen-9-karboxylové (9-AC)
(vytvofeno v programu ChemSketch)

2.4.3 Inhibitor NPPB

Inhibitor NPPB (kyselina S5-nitro-2-(3-fenylpropylamino)-benzoova) (Obr. 11) je
ucinnym blokatorem S-typu aniontovych kanalt plazmatické membrany svéracich
bunék priduchid (Schroeder er al., 1993). Plsobi proti depolarizaci plazmatické
membrany hypokotylovych bunék, vyvolané ucinkem modrého svétla. Pasobi proti
inhibici elongace bunék hypokotylu, rovnéz vyvolané modrym svétlem (Thomine et al.,
1997). Inhibitor zcela rusi uzavirani pruduchi vyvolané ABA a malatem

(Barbier-Brygoo et al., 2000).
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Obr. 11: Chemickd struktura kyseliny 5-nitro-2-(3-fenylpropylamino)-benzoové (NPPB)
(vytvoieno v programu ChemSketch)
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinny material

K experimentim byla pouzita semena rajCete jedlého (Solanum lycopersicumL.), a to
konkrétné recesivniho mutanta 7B-1 odvozeného od kultivaru cv. Rutgers, ktery byl
poskytnut prof. V. K. Sawhney (University of Saskatchewen, Saskotoon, Canada). Jako
kontrolni genotyp byl pouzit cv. Rutgers (wild-type, WT). Mutant 7B-1 se vyznacuje
toleranci k abiotickym stresim (zasoleni, osmoticky stres, nizka teplota), a to specificky
na modrém svétle (Fellner and Sawhney, 2002), a ma defekt v reakcich
zprostiedkovanych fototropiny (Hlavinka et al., 2013; Fellner, nepublikované
vysledky). Pro dalSi sérii experiment byl pouzit recesivni mutant cryl-2 odvozeny od
kultivaru Money Maker, ktery byl poskytnut prof. R. E. Kendrickem (Wageningen
University, Wageningen, The Netherlands). Jako kontrolni genotyp byl pouzit Money
Maker (wild-type, WT). Mutant cryl-2 mé defekt ve fotoreceptoru CRY1 pro modré
svétlo (Weller et al, 2001).

3.2 Roztoky a chemikalie

MS (Murashige and Skoog) médium (Cat. no. M0221.0100, Duchefa Biochemie,
Nizozemsko) (Murashige and Skoog, 1962)

1 M hydroxid draselny (KOH)

MES (morpholinoethane sulfonic acid) (Cat. no. 29834.02, Serva, Némecko)
Destilovana voda

Sterilni destilovana voda (dH20)

Sacharoza (Cat. no. 40135, Lach-Ner, s. 1. 0., Ceska republika)

Phytoagar (Cat. no. P1001.1000, Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

96% a 70% ethanol

Redény roztok Savo (chlornan sodny) obsahujici 2,8 % aktivniho chloru
102M 9-AC (kyselina antracen-9-karboxylova)

102 M NIF (kyselina niflumov4)

102 M NPPB (kyselina 5-nitro-2-(3-fenylpropylamino)-benzoova)

3.3 Seznam pouzitych pristroju
Rustové komory Microclima 1000E (Snijders Scientific B.V, Nizozemsko)

Analytické vahy
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Laminarni flowbox (Holten Horizontal Laminar Airflow Clean Bench, Thermo
Scientific)

pH metr

Predvazky

Lednice

Mrazici box

Parni tlakovy autoklav

Mikrovlnna trouba

Magneticka michacka

3.4 Priprava MS média

Do 21 Erlenmeyerovy baiky byl nalit 1 1 destilované vody a vlozeno magnetické
michadlo. Baika byla umisténa na magnetickou michacku. Na predvazkach bylo na
vazence navazeno 20 g sacharozy a 8,6 g MS média, které byly pfidany do baiky. Na
analytickych vahach bylo na vazence navazeno 390,4 mg pufru MES, ktery byl rovnéz
pfidan do baiky. Objem v Erlenmeyerové barice byl doplnén pomoci odmérného valce
na 2 1. Elektroda pH metru byla omyta destilovanou vodou a ponofena do roztoku
v Erlenmeyerové barice. Roztok byl stile michan. Do Erlenmeyerovy baiky byl
postupné piidavan 1 M hydroxid draselny (KOH) Pasteurovou pipetou az do vyrovnani
pH na hodnotu 6,1. Na predvazkach bylo na vazence navazeno 3,5 g phytoagaru, ktery
byl pfidan do termolédhve se Sroubovacim uzaveérem. Pomoci odmérného valce bylo
odméfeno 500 ml média z Erlenmeyerovy baiikky a pielito do lahve. Takto byly
ptfipraveny 4 lahve. Lahve byly uzavieny, popsany a jejich uzavéry byly prekryty
hlinikovou folii. Na uzavér prekryty hlinikovou folii byla nalepena autoklavovaci paska.

Ptipravené médium bylo pfedano ke sterilizaci v parnim tlakovém autoklavu.

3.5 Vysev semen

Pro prvni sérii experimentt bylo na papife napocitano 300 semen kultivaru cv. Rutgers
a 300 semen recesivniho mutanta 7B-1 odvozeného od kultivaru cv. Rutgers. Pro
druhou sérii experimentt bylo na papife napocitano 300 semen kultivaru cv. MM a 300
semen recesivniho mutanta cry/-2 odvozeného od kultivaru cv. MM. Semena obou
genotypu byla dana do nesterilnich 50 ml centrifugacnich zkumavek. K semeniim byl
pridan roztok SAVO a centrifugacni zkumavky byly protfepany. Dalsi prace probihala

za sterilnich podminek. Po 25 az 30 minutich byl sterilizacni roztok SAVO
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z centrifugacnich zkumavek odpipetovan. K semeniim byla pfidana sterilni destilovana
voda a roztok byl opét protiepan. Destilovana voda byla nasledné odpipetovana tak, aby
nedoslo k nasati jednotlivych semen Spickou automatické pipety. Tento postup byl u
kazdého genotypu pétkrat zopakovan. Po dokonceni promyti bylo k semenim piidano
5 ml sterilni destilované vody.

Ztuhl¢ kultivacni MS médium bylo dano do mikrovinné trouby a rozehtano (Ciry
roztok). Byl zapnut lamindrni box a pracovni deska byla ocisténa 70% ethanolem.
Rozehtaté kultivacni médium bylo nalito do dvanécti plastovych sterilnich kulatych
Petriho misek (primér 90 mm) vzdy po 20 ml, které byly odmeéfeny sterilni
centrifugani zkumavkou. Po ztuhnuti média bylo do Sesti Petriho misek vyseto
na povrch média pomoci dlouhé pinzety vzdy 50 semen jednoho genotypu. Pinzeta byla
pfedtim ponofena do 96% ethanolu a ozehnuta nad plamenem lihového kahanu.
Vsechny Petriho misky byly nésledn€ popsany a oblepeny dvéma vrstvami fixacni
pasky z netkané textilie (Softpore; vyrobce Batist medical, a.s., CR). Petriho misky se
semeny byly zvlast zabaleny do hlinikové folie, aby k semenim nepronikalo svétlo. Na
balicky s Petriho miskami byla pfilepena barevna lepici paska s popiskem a misky byly
ve vertikalni poloze (kofenem doli) umistény do automatické ristové komory. Semena

byla v komore kultivovana po dobu 3 az 4 dni pfi teploté 23 °C.

3.6 Prenos kli¢icich semen

Kultivaéni MS médium bylo vlozeno do mikrovinné trouby, ohfato a postupné
protiepavano az do uplného rozehrati (Ciry roztok). Byl zapnut laminarni box a pracovni
deska byla ocisténa 70% ethanolem. Byly pfipraveny Petriho misky vybranych
koncentraci inhibitort (9-AC, NIF, NPPB). Nejprve byly pfipraveny kontrolni misky
bez inhibitoru. Rozehraté kultivatni médium bylo pomoci sterilni centrifugacni
zkumavky nalito do Sesti Petriho misek vzdy po 20 ml. Nasledné¢ byly postupné
pfipraveny misky s médiem obsahujicim inhibitor 9-AC o koncentracich 0, 50, 75, 150,
250 umol 17! pro genotyp 7B-1 a kontrolni genotyp cv. Rutgers a o koncentracich 0, 50,
100, 150 umol 1"! pro genotyp cryl-2 a kontrolni kultivar cv. MM. Stejnym zpiisobem
byly pfipraveny misky obsahujici inhibitor NIF o koncenracich 0, 30, 90, 120 pmol -1~
pro genotyp 7B-1 a cv. Rutgers a o koncentracich 0, 30, 60, 90, 120 pmol-1™!
pro genotyp cryl-2 a cv. MM. Podobné byly pfipraveny misky obsahujici inhibitor
NPPB o koncentracich 0, 10, 20, 40, 60 pmol-1"! pro genotyp 7-BI a cv. Rutgers a o
koncentracich 0, 40, 60, 80 pmol-1~! pro genotyp cryI-2 a cv. MM. Pro pfipravu misek o
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dané koncentraci bylo pomoci 50 ml sterilni centrifugacni zkumavky do Erlenmeyerovy
bariky nalito 120 ml MS média a pomoci automatické pipety pifidan zasobni roztok
daného inhibitoru o koncentraci 102 mol-1"! (Tab. 1). Roztok v Erlenmeyerové baiice
byl promichén a nalit do Sesti Petriho misek vzdy po 20 ml pomoci sterilni centrifugacni

zkumavky.

Tab. 1: Pouzité koncentrace inhibitoru NIF, NPPB a 9-AC a mnozstni inhibitoru (zasobni roztok o
koncentraci 102 mol 1) ptidaného do 120 ml MS média pro experimenty provadéné s mutanty 7B-1 a
cryl-2.

Inhibitor pouzité koncentrace inhibitoru [umol-1"!]

NIF 0 30 60 90 120

NPPB 0 10 20 40 60 80
9-AC 0 50 75 100 150 250

pouzité mnozstvi inhibitoru na 120 ml MS média [ul]

NIF 0 360 720 1080 1440

NPPB 0 120 240 480 720 960
9-AC 0 600 900 1200 1800 3000

Petriho misky s nakli¢enymi semeny byly vytazeny po tfech az Ctyfech dnech
z kultivaéni komory a fixacni naplasti z netkané textilie na vSech Petriho miskéach byly
roziiznuty skalpelem. Pinzetou sterilizovanou v 96% ethanolu a ozehnutou nad
plamenem lihového kahanu byla nakli¢ena semena prenesena na média obsahujici jeden
z inhibitort. Do dvanacti Petriho misek s médiem o danych koncentracich inhibitoru (tfi
misky pro kazdou koncentraci) bylo umisténo vzdy 7-10 kli¢icich semen kultivaru
cv. Rutgers nebo cv. MM. Semena byla umisténa pinzetou do jedné fady uprostied
Petriho misky, kofenem smérem dolt. Stejnym zpusobem byla do misek prenesena
klic¢ici semena dalSiho genotypu, mutanta 7B-1 nebo cryl-2. VSechny misky byly opét
prelepeny dvéma vrstvami pasky znetkané textilie. Misky s obéma genotypy byly
nasledné rozdéleny do tii Casti tak, ze kazda Cast obsahovala vzdy Petriho misky se
semeny obou genotypu umisténych na MS médiu se vSemi piipravenymi koncentracemi
inhibitoru. Pro kultivaci ve tmé byla jedna ¢ast Petriho misek obalena hlinikovou folii,
byla na ni umisténa barevna lepici paska s popiskem a misky byly ve vertikalni poloze
(kofenem doltl) umistény do spodni ¢asti rustové komory. Druha cast misek byla
popsana lihovym fixem a misky byly umistény do specialniho stojanu, aby byly rovnéz

ve vertikdlni poloze. Stojany s miskami byly umistény do kultivacni komory s
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kontinualnim modrym svétlem. Treti ¢ast byla popsana lihovym fixem, dana do stojanu
na Petriho misky a umisténa do kultivacni komory s kontinualnim ¢ervenym svétlem.
Zdrojem  kontinualntho  modrého a  Cerveného  svétla  byly  trubice
PhilipsTLD-36W/18-Blue a TLD-36W/15-Red. Maximalni svitivost modrého svétla pri
440 nm byla 10 umol-m™2-s'. Maximalni svitivost erveného svétla pii 660 nm byla
10 pmol-m™-s!. Semena byla v komote kultivovana po dobu sedmi dni pfi teploté

23 °C.

3.7 Meéreni délky korene a hypokotylu

Délky kofene a hypokotylu rostlin byly zméfeny po tydenni kultivaci. Rostlina byla
pfenesana pomoci pinzety z Petriho misky na Cerny papir a jeji rozméry byly zméfeny
pravitkem s pfesnosti na jeden milimetr. Hodnoty byly zapsany do tabulek a zpracovany
do formy graft v programu Microsoft Excel. Soucasti byla rovnéz statisticka anylyza

dat. Kazdy experiment byl tfikrat zopakovan.
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4 VYSLEDKY

4.1 Rustové reakce mutanta 7B-1

V prvni sérii experimentd byl sledovan rist kofene a hypokotylu mutanta 7B-1 rajcete
jedlého (Solanum lycopersicum L.) v zavislosti na koncentraci inhibitoru aniontovych
kanalt NIF (0, 30, 90, 120 pmol-17!), 9-AC (0, 50, 75, 150, 250 pmol-1"") a NPPB (0,
10, 20, 40, 60 umol-1™!) ptidanych do kultivaéniho média a na vybranych svételnych
podminkach (tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Jako kontrolni genotyp (WT) byl
pouzit cv. Rutgers, od kterého byl mutant 7B-/ odvozen. Experiment byl pro kazdy
inhibitor tfikrat zopakovan.

Cilem téchto experimentl bylo zjistit, zda jsou aniontové kanaly zapojeny
v rastu rostlin rajcete, a zda je jejich aktivita pfipadné ovliviiovana svétlem. Analyza
mutanta 7B-1 by pak méla odpovédét na otazku, zda se na pfipadné regulaci

aniontovych kanala svétlem podili funk¢ni produkt genu 7B-1.

4.1.1 Vliv inhibitoru NIF na rust mutanta 7B-1

Etiolizované kofeny rostlin cv. Rutgers na médiu bez pfitomnosti NIF byly vyrazné
krat§i nez kofeny rostlin rostoucich na modrém ¢i Cerveném svétle (Obr. 12a). U
mutanta 7B-1 byly etiolizované kofeny na zakladnim médiu rovnéz krat§i nez na
modrém a Cerveném svétle, avSak na rozdil od cv. Rutgers byly kofeny 7B-1 na modrém
svétle kratSi nez na svétle Cerveném (Obr. 12b). Inhibitor NIF redukoval délku
etiolizovanych kofenti cv. Rutgers (Obr. 12a) a mutanta 7B-1 (Obr. 12b) amérné se
zvysujici se koncentraci inhibitoru, pfi¢emz pii koncentraci 90 pmol-1"! byly koreny
obou genotypu vyrazné zkraceny, a to u rostlin rostoucich na vsech testovanych

svételnych podminkéch (Obr. 12a, b).
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Obr. 12: Prim¢rna délka kofenii cv. Rutgers (a) a mutanta 7B-1 (b) rostliny rajCete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zdvislosti
na koncentraci NIF (0, 30, 90, 120 pmol-1™). Data ukazuji pramémé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimentu.

Inhibice rastu kofend cv. Rutgers a mutanta 7B-1 pfi koncentraci inhibitoru NIF
90 pmol-I"! byla odligna (Obr. 13). Mutant 7B-I vykazoval ve vsech svételnych
podminkach vyrazné nizsi inhibici ristu kofene nez cv. Rutgers, pfiCemz na modrém a
taktéz na Cerveném svétle byl rozdil v citlivosti kofend k inhibi¢nimu acinku NIF
signifikantni. Kofeny mutanta 7B-I vykazovaly snizenou citlivost k NIF 1 pfi nizSich
testovanych koncentracich (neukazano). Uroveii inhibice ristu kofene u cv. Rutgers se

vyrazné neliSila na testovanych svételnych podminkach.

Inhibice ristu kofene cv. Rutgers a 7B-1 pii
koncentraci 90 pumol 1! NIF
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cv. Rutgers 7B-1

Obr. 13: Primémé hodnoty inhibice ristu kofeni mutanta 7B-1 a cv. Rutgers rostliny rajcete jedl¢ho
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za pfitomnosti inhibitoru NIF o koncentraci 90 umol-1"!. Data ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané ze
tii nezavislych experimentii. Statisticky vyznamny rozdil mezi cv. Rutgers a mutantem 7B-1 pii stejnych
svételnych podminkach je oznac¢en hvézdiCkou (t-test, P = 0,05).
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Etiolizované hypokotyly rostlin cv. Rutgers na zakladnim médiu byly vyrazné
delsi nez hypokotyly rostlin rostoucich na modrém ¢i Cerveném svétle (Obr. 14a).
Etiolizované hypokotyly mutanta 7B-1 na médiu bez pfitomnosti NIF byly rovnéz delsi
nez na modrém a ¢erveném svétle (Obr. 14b). Hypokotyly obou genotypt rostoucich na
zakladnim médiu byly po ptisobeni modrého svétla kratsi nez hypokotyly rostouci na
svétle Cerveném (Obr. 14a, b). Inhibitor NIF redukoval délku hypokotyld cv. Rutgers

(Obr. 14a) a mutanta 7B-1 (Obr. 14b) umérné se zvysujici se koncentraci inhibitoru.
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Obr. 14: Prum¢ra délka hypokotyld cv. Rutgers (a) a mutanta 7B-1 (b) rostliny rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na ¢erveném svétle v zavislosti
na koncentraci NIF (0, 30, 90, 120 umol-1""). Data ukazuji primémé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimentu.

Inhibice rastu hypokotylt cv. Rutgers a mutanta 7B-1 pii koncentraci inhibitoru
NIF 90 pmol-1~! byla mezi genotypy odli§nd na modrém svétle (Obr. 15). Mutant 7B-1
vykazoval na modrém svétle mirn€ vyssi inhibici rastu nez cv. Rutgers, pricemz
inhibice rastu byla u obou genotypti na modrém svétle niz§i nez pii ostatnich svételnych
podminkach. Uroveii inhibice ristu etiolizovanych hypokotyld a hypokotyld na
Cerveném svétle se mezi genotypy vyrazné neliSila. Pfi ostatnich testovanych
koncentracich inhibitoru NIF nebyly rozdily v inhibici rastu hypokotyld 7B-1 a

cv. Rutgers zfejmé (neukazano).
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Obr. 15: Prum¢rmé hodnoty inhibice riistu hypokotyli mutanta 7B-1 a cv. Rutgers rostliny rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na ¢erveném svétle
za pfitomnosti inhibitoru NIF o koncentraci 90 umol-1"!. Data ukazuji primémmé hodnoty + SE ziskané ze
tf nezavislych experiment.

4.1.2 Vliv inhibitoru 9-AC na rust mutanta 7B-1

Etiolizované kofeny cv. Rutgers na médiu bez pfitomnosti inhibitoru 9-AC byly
vyrazné krat§i nez kofeny rostlin rostoucich na modrém ¢i Cerveném svétle (Obr. 16a).
V piipad¢€ mutanta 7B-1 byly etiolizované kofeny na zakladnim médiu taktéz kratsi nez
na modrém a Cerveném svétle (Obr. 16b). Kofeny rostouci na médiu bez ptitomnosti
inhibitoru byly na modrém a na Cerveném svétle stejné dlouhé, a to u obou genotypu
(Obr. 164, b). Inhibitor 9-AC redukoval délku kofenti cv. Rutgers umérmeé se zvysujici
se koncentraci inhibitoru, pfi¢emz pfi koncentraci 50 pmol-1~! byly kofeny rostouci na
modrém svétle vyrazné del§i nez pii ostatnich svételnych podminkach (Obr. 16a).
Kotfeny mutanta 7B-1 na modrém svétle byly rovnéz pii koncentraci 50 pmol 17!, ale
také pfi koncentraci 75 pmol-1"!, vyrazné delsi nez pii ostatnich svételnych podminkach
(Obr. 16b).
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Obr. 16: Priméma délka kofend cv. Rutgers (a) a mutanta 7B-1 (b) rostliny rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zavislosti
na koncentraci 9-AC (0, 50, 75, 150, 250 pmol-1""). Data ukazuji primémé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimentu.

Inhibice rastu kofent cv. Rutgers a mutanta 7B-1 pii koncentraci inhibitoru
9-AC 50 pmol-1"! byla mezi genotypy podobna pii viech svételnych podminkéach
(Obr. 17). Na modrém svétle vykazovaly oba testované genotypy vyrazn€ niz§i inhibici
rastu kofene nez za ostatnich svételnych podminek, pfi¢emz byl tento rozdil od inhibice
etiolizovanych kofent signifikantni. Pfi vysSich testovanych koncentracich inhibitoru
9-AC byly rozdily v inhibici rustu kofene mezi svételnymi podminkami méné vyrazné
(neukazano). Inhibice rustu kofene se mezi genotypy liSila pouze pfi aplikaci 9-AC v
koncentraci 75 pumol-1"!, kdy vykazoval mutant 7B-I snizenou citlivost k 9-AC na

modrém svétle (neukazano).
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Inhibice ristu kofene cv. Rutgers a 7B-1 pii
koncentraci 50 umol 171 9-AC
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Obr. 17: Primérné hodnoty inhibice ristu kofeni mutanta 7B-1 a cv. Rutgers rostliny rajcete jedl¢ho
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za pfitomnosti inhibitoru 9-AC o koncentraci 50 umol-1"!. Data ukazuji pramémé hodnoty + SE ziskané
ze (i nezavislych experimentu. Statisticky vyznamny rozdil od inhibice etiolizovanych kofenu kazdého
kontrolniho genotypu je oznaen znamenim plus (t-test, P =0,05), pfipadn¢ dv€éma znamenimi plus
(t-test, P = 0,01).

Etiolizované hypokotyly rostlin cv. Rutgers na zdkladnim médiu byly vyrazné
delsi nez hypokotyly rostlin rostoucich na modrém ¢i Cerveném svétle (Obr. 18a).
U mutanta 7B-1 byly hypokotyly rostlin rostoucich ve tmé na zdkladnim médiu taktéz
delsi nez na modrém nebo na Cerveném svétle (Obr. 18b). Hypokotyly obou genotypt
rostoucich na zakladnim médiu byly po ptisobeni modrého svétla kratsi nez hypokotyly
rostouci na svétle Cerveném (Obr. 18a, b). Inhibitor 9-AC redukoval délku hypokotyl
cv. Rutgers (Obr. 18a) a mutanta 7B-1 (Obr. 18b) umémé se zvySujici se koncentraci

inhibitoru.
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Obr. 18: Primérna délka hypokotyhi cv. Rutgers (a) a mutanta 7B-1 (b) rostliny rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zdvislosti
na koncentraci 9-AC (0, 50, 75, 150, 250 pmol-1™"). Data ukazuji primémé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimentu.
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Inhibice rastu hypokotyld mutanta 7B-1 byla ve tmé a na modrém svétle
srovnatelna s inhibici cv. Rutgers pfi aplikaci inhibitoru 9-AC v koncentraci 50 pmol-17!
(Obr. 19). Na Cerveném svétle byla inhibice rustu hypokotyld mutanta 7B-I pouze
mirn€ niz§i nez inhibice rastu hypokotyli cv. Rutgers. I pii ostatnich testovanych
koncentracich vykazovaly hypokotyly mutanta 7B-1 a cv. Rutgers podobnou citlivost
k inhibi¢nim G&inkdim 9-AC (neukazano). Uroveii inhibice rGistu hypokotyl cv. Rutgers

byla na Cerveném svétle mirné zvysena (Obr. 19).

Inhibice ristu hypokotylu cv. Rutgers a 7B-1 pii
koncentraci 50 umol 171 9-AC
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Obr. 19: Prum¢rmé hodnoty inhibice riistu hypokotyli mutanta 7B-1 a cv. Rutgers rostliny rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za pitomnosti inhibitoru 9-AC o koncentraci 50 pmol-1"!. Data ukazuji priimérné hodnoty + SE ziskané
ze ti1 nezavislych experimenti.

4.1.3 Vliv inhibitoru NPPB na rust mutanta 7B-1

Etiolizované koteny rostlin cv. Rutgers na médiu bez pfitomnosti inhibitoru NPPB byly
vyrazné krat§i nez kofeny rostlin rostoucich na modrém ¢i Cerveném svétle (Obr. 20a).
Podobné tomu bylo i u mutanta 7B-1 (Obr. 20b). Kofeny 7B-1 rostouci na médiu bez
pfitomnosti inhibitoru byly na modrém i na Cerveném svétle pfiblizné stejné dlouhé
(Obr. 20b). K vyrazngjsi redukci délek kofenti dochazelo u obou genotypt pouze pfi
aplikaci NPPB v nejvy3si testované koncentraci 60 pmol 1!, a to u rostlin rostoucich ve

vSech svételnych podminkéch.
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Obr. 20: Prim¢rna délka kofenii cv. Rutgers (a) a mutanta 7B-1 (b) rostliny rajCete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zdvislosti
na koncentraci NPPB (0, 10, 20, 40, 60 pmol-I""). Data ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané ze tfi
nezavislych experimentu.

Vyrazna inhibice ristu kofent nastala u cv. Rutgers a mutanta 7B-1 pouze pfi

aplikaci inhibitoru NPPB v nejvyssi testované koncentraci 60 pmol-17! (Obr. 21).

Mutant 7B-1 vykazoval pfi této koncentraci na modrém svétle mirn€ nizsi inhibici ristu

kofent nez cv. Rutgers. Pfi ostatnich aplikovanych koncentracich inhibitoru k inhibici

rastu kofenti obou genotypt prakticky nedochazelo (neukazano).
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Obr. 21: Primérné hodnoty inhibice ristu kofeni mutanta 7B-1 a cv. Rutgers rostliny rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za piitomnosti inhibitoru NPPB o koncentraci 60 umol-1"!. Data ukazuji primémé hodnoty = SE ziskané
ze ti1 nezavislych experimenti.
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Etiolizované hypokotyly rostlin cv. Rutgers (Obr. 22a) i mutanta 7B-1
(Obr. 22b) na médiu bez piitomnosti inhibitoru NPPB byly vyrazné delSi nez
hypokotyly rostlin rostoucich na modrém ¢i Cerveném svétle. Hypokotyly obou
genotypu rostoucich na zakladnim médiu a na modrém svétle byly krat§i nez
hypokotyly rostouci na svétle Cerveném (Obr.22a, b). Kvyrazné redukci délek
hypokotylt dochazelo u obou genotypt pouze pii aplikaci NPPB v nejvyssi testované
koncentraci 60 pmol-1"!, a to u rostlin rostoucich ve vSech svételnych podminkach

(Obr. 22a, b).
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Obr. 22: Prumérna délka hypokotyld cv. Rutgers (a) a mutanta 7B-1 (b) rostliny rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zavislosti
na koncentraci NPPB (0, 10, 20, 40, 60 umol-I""). Data ukaznji primémné hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimenti.

Nejvyssi inbibice rastu hypokotyli cv. Rutgers a mutanta 7B-1 nastala pii
aplikaci inhibitoru NPPB v koncentraci 60 pmol-1"' (Obr. 23). Pfi této testované
koncentraci vykazoval mutant 7B-1 po pusobeni ¢erveného svétla niz$i inhibici rastu
hypokotylti nez cv. Rutgers. Uroveii inhibice riistu hypokotyld u cv. Rutgers i u 7B-1 se
vyrazné neliSila v zavislosti na svételnych podminkach. Pfi ostatnich aplikovanych
koncentracich inhibitoru byla inhibice ristu hypokotyld obou genotypi zanedbatelna

(neukézano).
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Inhibice ristu hypokotylu cv. Rutgers a 7B-1 pii
koncentraci 60 pumol-1-! NPPB
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Obr. 23: Prum¢mé hodnoty inhibice riistu hypokotyli mutanta 7B-1 a cv. Rutgers rostliny rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za pfitomnosti inhibitoru NPPB o koncentraci 60 pmol-1"'. Data ukazuji primémé hodnoty + SE ziskané
ze ti1 nezavislych experimenti.

4.2 Rustové reakce mutanta cryl-2

Ve druhé sérii experimentii byl sledovan rast kofene a hypokotylu mutanta cryl-2
rajCete jedlého (Solanum lycopersicum L.) v zavislosti na koncentraci inhibitoru
aniontovych kanal NIF (0, 30, 60, 90, 120 pmol-17"), 9-AC (0, 50, 100, 150 pmol-17!) a
NPPB (0, 40, 60, 80 umol-1"") pfidanych do kultivaéniho média a na vybranych
svételnych podminkach (tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Jako kontrolni genotyp
(WT) byl pouzit Money Marker (cv. MM), od kterého byl mutant cryl/-2 odvozen.
Experiment byl pro kazdy inhibitor tfikrat zopakovan.

Cilem téchto experimentil bylo zjistit, zda jsou aniontové kanaly zapojeny
v rastu rostlin rajcete, a zda je jejich aktivita pfipadné ovliviiovana svétlem. Analyza
mutanta cryl-2 by pak méla odpovédét na otazku, zda pripadna regulace aniontovych

kanald svétlem zahrnuje kryptochromovou signalizaci.

4.2.1 Vliv inhibitoru NIF na rist mutanta cryl-2

Délka etiolizovanych kofent rostlin cv. MM (Obr. 24a) a mutanta cryl-2 (Obr. 24b)
na médiu bez inhibitoru NIF dosahovala ve srovnani s kofeny rostlin rostoucich
na modrém ¢i Cerveném svétle vyrazn€ niz§ich hodnot. Kofeny cv. MM rostouci
na zakladnim médiu byly na modrém a na Cerveném svétle pfiblizné stejné dlouhé

(Obr. 24a), zatimco kofeny mutanta cryl-2 byly na modrém svétle mirné del§i nez
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na svétle Cerveném (Obr. 24b). K redukci délek kotfeni obou genotypl vlivem NIF

dochéazelo umérné se zvysujici se koncentraci inhibitoru (Obr. 24a, b).
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Obr. 24: Prim¢rna délka kofend cv. MM (a) a mutanta cryl-2 (b) rostliny rajCete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zavislosti
na koncentraci NIF (0, 30, 60, 90, 120 pmol-I""). Data ukazuji prim&émé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimenti.

Inhibice rustu kofent cv. MM a mutanta cryl-2 byla pfi koncentraci inhibitoru
NIF 30 pmol 17! u etiolizovanych kotend vyssi, nez u kofendi rostoucich na modrém &
cerveném svétle (Obr. 25). Mutant cryl-2 soucasné vykazoval na Cerveném svétle mirné
niz§i inhibici rastu kofent nez cv. MM. Podobné vysledky byly pozorovany i pii
aplikaci inhibitoru NIF v koncentraci 90 pmol-1"!, kdy byla inhibice ristu kofend

cv. MM kultivovaného ve tmé a na Cerveném svétle vyssi nez inhibice mutanta cryl-2

(neukazano).
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Obr. 25: Primérné hodnoty inhibice rustu kofenli mutanta cryl/-2 a cv. MM rostliny rajéete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za piitomnosti inhibitoru NIF o koncentraci 30 umol-1"!. Data ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané ze
tfi nezavislych experimentu.
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Etiolizované hypokotyly rostlin cv. MM (Obr. 26a) a mutanta cryl-2 (Obr. 26b)
na médiu bez pfitomnosti inhibitoru NIF byly vyrazné del§i nez hypokotyly rostlin
rostoucich na modrém nebo Cerveném svétle. Hypokotyly cv. MM rostouci na médiu
bez inhibitoru byly na ¢erveném svétle delsi nez na svétle modrém (Obr. 26a), zatimco
hypokotyly mutanta cryl-2 byly na modrém a Cerveném svétle priblizné stejné dlouhé
(Obr. 26b). Inhibitor NIF redukoval délku hypokotyli obou genotypti umérné se
zvySuyjici se koncentraci (Obr. 26a, b).
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Obr. 26: Prumé¢ma délka hypokotyli cv. MM (a) a mutanta cryl-2 (b) rostliny rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zavislosti
na koncentraci NIF (0, 30, 60, 90, 120 pmol-I""). Data ukazuji prim&mé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimentu.

Inhibice rastu hypokotyld u cv. MM a mutanta cryl-2 byla pii koncentraci
inhibitoru NIF 30 pmol-1"' odlisna (Obr. 27). Mutant cryl/-2 vykazoval na modrém
svétle vyrazné€ nizsi inhibici rdstu hypokotylii vlivem NIF nez cv. MM, piic¢emz byl
tento rozdil signifikantni. Inhibice rastu etiolizovanych hypokotyld cv. MM byla
vyrazn€ niz$i nez inhibice hypokotyld rostoucich na modrém ¢i cerveném svétle. Tento
rozdil v citlivosti k inhibi¢nimu ucinku NIF byl na modrém i na Cerveném svétle
signifikantni. U mutanta cryl-2 k tomuto jevu nedochazelo. Podobnych vysledki bylo
dosazeno také pii aplikaci inhibitoru NIF v koncentraci 60 umol-1"!, kdy byla inhibice
rastu hypokotyld mutanta cryl-2 rostouciho na modrém svétle vyrazné nizsi nez

inhibice rastu hypokotyli cv. MM (neukazano).
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Obr. 27: Prumémé hodnoty inhibice rastu hypokotylit mutanta cryl-2 a cv. MM rostliny rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za piitomnosti inhibitoru NIF o koncentraci 30 pmol-1"!. Data ukazuji primémé hodnoty + SE ziskané ze
i nezavislych experimentii. Statisticky vyznamny rozdil mezi cv. MM a mutantem cryl-2 pfi stejnych
svételnych podminkéch je oznacen dvéma hvézdickami (t-test, P = 0,01). Statisticky vyznamny rozdil od
inhibice etiolizovanych hypokotyhi cv. MM je oznacen znamenim plus (t-test, P = 0,05), pfipadn¢ dvéma
znamenimi plus (t-test, P = 0,01).

4.2.2 Vliv inhibitoru 9-AC na rust mutanta cryl-2

Kotfeny cv. MM rostouci na Cerveném svétle a ve tmé na médiu bez pfitomnosti
inhibitoru 9-AC byly stejné dlouhé a zaroven vyrazné kratSi nez kofeny rostlin
rostoucich na modrém svétle (Obr. 28a). Kofeny mutanta cryl-2 rostouci na zakladnim
médiu byly podobné dlouhé ve vSech svételnych podminkach, pficemz etiolizované
kofeny byly pouze mirné kratsi (Obr. 28b). Inhibitor 9-AC redukoval délku kotfent
obou genotypti umérné se zvySujici se koncentraci, avSak rozdil v délkach kofent pii
vyssich koncentracich inhibitoru 9-AC (100 umol-1""a 150 pmol-1™!) jiz nebyl vyrazny
(Obr. 28a, b). Kofeny mutanta cryl-2 rostouci na modrém svétle byly pii koncentraci

50 pmol 17! vyrazné delsi nez pii ostatnich svételnych podminkach (Obr. 28b).
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Obr. 28: Pruméma délka kofeni cv. MM (a) a mutanta cryl/-2 (b) rostliny rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zdvislosti
na koncentraci 9-AC (0, 50, 100, 150 pmol-1""). Data ukazuji primé€mé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimenti.

Inhibice ristu kofend cv. MM a mutanta cryl-2 pii koncentraci inhibitoru 9-AC
150 pmol-1"" byla srovnatelna pii viech svételnych podminkach (Obr. 29). Uroveii
inhibice ristu kofeni se u obou genotypu neliSila v zavislosti na svételnych
podminkach. Pfi ostatnich testovanych koncentracich inhibitoru 9-AC nebyly ziejmé
rozdily v inhibici ristu kofenti cryl-2 a cv. MM a trovei inhibice byla rovnéz podobna

pii vSech svételnych podminkach (neukazano).
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Obr. 29: Primérné hodnoty inhibice rustu kofenli mutanta cryl/-2 a cv. MM rostliny rajéete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za ptitomnosti inhibitoru 9-AC o koncentraci 150 pumol-1"!. Data ukazuji pramérné hodnoty + SE ziskané
ze ti1 nezavislych experimenti.
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Etiolizované hypokotyly rostlin cv. MM (Obr. 30a) a mutanta cry/-2 (Obr. 30b)
na médiu bez pfitomnosti inhibitoru 9-AC byly vyrazné delsi nez hypokotyly rostlin
rostoucich na modrém ¢i Cerveném svétle. Hypokotyly cv. MM rostouci na zakladnim
médiu byly po pusobeni modrého svétla kratsi nez hypokotyly rostouci na Cerveném
svétle (Obr. 30a), zatimco hypokotyly mutanta cryl-2 rostouci na médiu bez inhibitoru
byly na modrém a na Cerveném svétle stejné dlouhé (Obr. 30b). Inhibitor 9-AC
redukoval délku hypokotyli obou genotypi umémé se zvySujici se koncentraci

(Obr. 30a, b).
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Obr. 30: Prum¢ma délka hypokotyli cv. MM (a) a mutanta cryl-2 (b) rostliny rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zdvislosti
na koncentraci 9-AC (0, 50, 100, 150 pmol-1""). Data ukazuji primé€mé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimentu.

Inhibice rustu hypokotyli cryl-2 byla pfi vSech svételnych podminkach
srovnatelna s inhibici cv. MM pfi aplikaci inhibitoru 9-AC v koncentraci 150 pmol-1™!
(Obr. 31). Uroveii inhibice ristu hypokotyld se rovn&z vyrazné neménila v zavislosti
na svételnych podminkéch. Pfi ostatnich testovanych koncentracich inhibitoru 9-AC
rovnéz nebyly pozorovany vyrazné rozdily mezi inhibici ristu hypokotyld cv. MM a

cryl-2 (neukazano).
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Obr. 31: Prumérné hodnoty inhibice rastu hypokotylit mutanta cryl-2 a cv. MM rostliny rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za piitomnosti inhibitoru 9-AC o koncentraci 150 umol-17!. Data ukazuji praimérné hodnoty + SE ziskané
ze ti1 nezavislych experimenti.

4.2.3 Vliv inhibitoru NPPB na rust mutanta cryl-2

Etiolizované kofeny rostlin cv. MM na médiu bez pifitomnosti inhibitoru NPPB byly
zieteln€ krats$i nez kofeny rostlin rostoucich na modrém ¢i Cerveném svétle, piicemz
délka kofenu rostoucich na modrém a na Cerveném svétle byla stejna (Obr. 32a).
U mutanta cryl-2 byly etiolizované kofeny na zakladnim médiu rovnéz krat$i nez na
modrém a ¢erveném svétle, kofeny rostouci na Cerveném svétle byly mirné delsi nez na
svétle modrém (Obr. 32b). Inhibitor NPPB redukoval délku kofenli obou genotypu

umérné se zvySujici se koncentraci inhibitoru (Obr. 32a, b).
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Obr. 32: Prim¢rna délka kofend cv. MM (a) a mutanta cryl-2 (b) rostliny rajCete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle v zavislosti
na koncentraci NPPB (0, 40, 60, 80 umol-1™"). Data ukazuji primémé hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experiment.

45



Inhibice ristu kofend cv. MM a mutanta cryl-2 pti koncentraci inhibitoru NPPB
40 pmol-17! byla mirné odligna (Obr. 33). Mutant cryl-2 vykazoval zejména ve tmé a
na modrém svétle mimé niz§ inhibici ristu kofend nez cv. MM. Uroveii inhibice
etiolizovanych kofent a kofentl rostoucich na modrém svétle se mezi genotypy mirné
lisila ipfi ostatnich testovanych koncentracich NPPB (neukazéno). Ani u jednoho
genotypu se inhibice ristu kofene vyrazné neliSila v zavislosti na svételnych

podminkach (Obr. 33).
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Obr. 33: Primérné hodnoty inhibice ristu kofenti mutanta cryl-2 a cv. MM rostliny rajcete jedl¢ho
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za piitomnosti inhibitoru NPPB o koncentraci 40 pmol-1"!. Data ukazuji primémé hodnoty = SE ziskané
ze ti1 nezavislych experimentil.

Délky etiolizovanych hypokotyld cv. MM na médiu bez pfitomnosti inhibitoru
NPPB byly vyrazné veétsi nez délky hypokotyld rostlin rostoucich na modrém ¢i
cerveném svétle (Obr. 34a). U mutanta cryl-2 byly etiolizované hypokotyly
na zakladnim médiu rovnéz vyrazné delsi nez na modrém a ¢erveném svétle (Obr. 34b).
Hypokotyly cv. MM rostouci na zakladnim médiu byly po pusobeni modrého svétla
krat§i nez hypokotyly rostouci na Cerveném svétle (Obr. 34a), zatimco hypokotyly
cryl-2 rostouci na zakladnim médiu byly po ptasobeni Cerveného nebo modrého svétla
stejné dlouhé (Obr. 34b). Inhibitor NPPB redukoval délku hypokotylt obou genotypt
umeérné se zvysuyjici se koncentraci (Obr. 34a, b). Hypokotyly mutanta cryl-2 rostouci
na médiu s pfidanym inhibitorem na ¢erveném svétle dosahovaly stejné délky jako

hypokotyly rostouci na svétle modrém (Obr. 34b).
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Obr. 34: Prumé¢ma délka hypokotyli cv. MM (a) a mutanta cryl-2 (b) rostliny rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na erveném svétle v zdvislosti
na koncentraci NPPB (0, 40, 60, 80 umol-1""). Data ukazuji pramérné hodnoty + SE ziskané ze tii
nezavislych experimentu.

Inhibice rastu hypokotyld cv. MM a mutanta cryl-2 pii koncentraci NPPB
40 pmol-17! byla u obou genotypl podobna (Obr. 35). Inhibice riistu etiolizovanych
hypokotylt cv. MM a cryl-2 byla pouze mirn€ vyssi v porovnani s inhibici za ostatnich
svételnych podminek. Pfi ostatnich aplikovanych koncentracich inhibitoru byly

vysledky podobné (neukazano).
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Obr. 35: Prumé¢mé hodnoty inhibice rastu hypokotyli mutanta cryl-2 a cv. MM rostliny rajcete jedlého
(Solanum lycopersicum L.) inkubovaného po dobu 7 dni ve tm¢, na modrém svétle a na Cerveném svétle
za pfitomnosti inhibitoru NPPB o koncentraci 40 pmol-I"'. Data ukazuji praimémé hodnoty + SE ziskané
ze ti1 nezavislych experimenti.
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S DISKUZE

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byly zkoumany ristové reakce mutantd 7B-1 a
cryl-2 rostliny rajcete jedlého (Solanum lycopersicum L.) v zavislosti na koncentraci
inhibitord aniontovych kanald (NIF, NPPB, 9-AC) a na vybranych svételnych
podminkach (tma, modré svétlo, Servené svétlo). Ukolem bylo zjistit, zda jsou
aniontové kanaly, jez jsou citlivé k testovanym inhibitorim, zapojeny v rastovych
procesech rostlin rajcete. Dal§im cilem bylo urcit, zda se jejich aktivita muze lisit
v zavislosti na svételnych podminkach. Analyza mutantd 7B-1 a cryl-2 by méla
odpovédét na otazku, zda je do pfipadné regulace aniontovych kanalti zapojen genovy
produkt 7B-1 a kryptochromova signalizace.

Mutant 7B-I ma defekt v signalizacni draze modrého svétla a je tolerantni
k biotickym a abiotickym stresim, a to pfedev§im na modrém svétle (Fellner and
Sawhney 2001, 2002; Fellner et al., 2001; Bergougnoux et al., 2009). Tato mutace
postihuje fototropinovou signalizaci (Hlavinka et al., 2013). Mutant cry/-2 ma mutaci

v genu kodujicim receptor modrého svétla, CRY1 (Weller et al., 2001).

5.1 Vliv inhibitoria aniontovych kanali na mutanta 7B-1

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti, kyselina niflumova (NIF) je inhibitorem S-typu
aniontovych kanalt (Schwartz et al., 1995) a rovnéz reverzibiln€ inhibuje R-typ
aniontovych kanalt (Hlavinka et al., 2013). K inhibici rustu kofene a hypokotylu
testovaného mutanta 7B-/ a cv. Rutgers dochézelo pii vSech pouzitych koncentracich
inhibitoru NIF a vSech svételnych podminkach. Mazeme tedy fici, Ze kanaly specifické
pro inhibitor NIF jsou urditym zpisobem zapojeny v rastovych procesech korend i
hypokotyli rostlin rajéete. Kofeny mutanta 7B-/ byly na modrém a Cerveném svétle
inhibovany vlivem NIF vyrazné méné nez kotfeny cv. Rutgers (rozdily signifikantni).
Citlivost kofeni mutanta 7B-I k inhibitoru NIF byla tedy vyrazné€ niz§i nez u
cv. Rutgers. Protoze mutace 7B-1 ovliviiuje fototropinovou signalni dradhu (Hlavinka et
al., 2013), muzeme se domnivat, Ze funkcni produkt genu 7B-1 na modrém a Cerveném
svétle zvySuje reakci kofent rajCete k inhibitoru NIF. Snizena citlivost kofend
k inhibitoru NIF na Cerveném svétle pak naznacuje, zZe fototropinova signalizace muze
ovliviiovat signalni drahu Cerveného svétla. Tim by bylo mozné vysvétlit snizenou
citlivost kofenti 7B-1 k inhibitoru jak na modrém, tak i na Cerveném svétle. Podobnych

vysledkt dosahl ve své bakalarské praci David Kacr, ktery s ristovymi reakcemi 7B-1
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k NIF zapocal (Kacr, 2016). Jeho vysledky tedy tuto teorii potvrzuji. Na rozdil od
kotent, hypokotyly mutanta 7B-I a kontrolniho genotypu cv. Rutgers vykazovaly
podobnou reakci kinhibi€nimu uc¢inku NIF. Fototropinova signalni drdha v
hypokotylech tedy pravdépodobné neovliviiuje aktivitu NIF senzitivnich aniontovych
kanald. Soucasné bylo zjisténo, ze inhibice rustu hypokotylt cv. Rutgers a mutanta 7B-1
byla na modrém svétle snizend, rozdily vSak nebyly signifikantni. Je tedy mozné, ze
modré svétlo snizuje rustové reakce hypokotylu k inhibitoru NIF, ale k potvrzeni tohoto
zavéru by bylo potieba provést vice experimentd. Soucasné je vSak evidentni, Ze gen
7B-1 neni v téchto procesech zapojen.

Inhibitor 9-AC blokuje S-typ aniontovych kanalti svéracich bunék (Schwartz et
al., 1995). R-typ aniontovych kanall inhibuje o poznani méné (Hlavinka et al., 2013).
K inhibici rastu kofene a hypokotylu obou genotypti dochazelo pii vSech pouzitych
koncentracich inhibitoru a vSech svételnych podminkach. Muzeme tedy fici, ze kanaly
specifické pro inhibitor 9-AC jsou zapojeny v rustovych procesech kofent i hypokotylt
rostlin rajCete. Na modrém svétle byla v pfipadé obou genotypli pozorovana snizena
inhibice rustu kofene vlivem 9-AC. Tento jev byl nejvice evidentni pii koncentraci
9-AC 50 pmol-1™! (rozdil signifikantni), pii vyssich koncentracich inhibitoru v§ak byl
zfetelny méné. Soucasné se urovei inhibice ristu kofene mezi cv. Rutgers a mutantem
7B-1 ligila pouze pii koncentraci 9-AC 75 pmol-1"! na modrém svétle, kdy mutant
vykazoval k 9-AC snizenou citlivost. Pfi ostatnich testovanych koncentracich inhibitoru
9-AC vsak tento jev nebyl pozorovan. Tyto vysledky tedy naznacuji, ze modré svétlo
snizuje reakci kotent k 9-AC. Soucasné je vSak malo pravdépodobné, Zze je v tomto
procesu zapojen produkt genu 7B-1. Pro potvrzeni obou téchto zavéra je vSak rovnéz
potieba provést vice experimenti. V piipadé hypokotyll se mezi genotypy
nevyskytoval zasadni rozdil v citlivosti k 9-AC, a to za zadnych testovanych svételnych
podminek. Muzeme tedy fici, ze u hypokotyla aktivita 9-AC senzitivnich kanalt neni
ovliviiovana genovym produktem 7B-1.

Inhibitor NPPB blokuje S-typ aniontovych kanalti svéracich bunék (Schroeder
et al., 1993). Brani depolarizaci plazmatické membrany bunék hypokotylu vyvolanou
modrym svétlem a rovnéz pusobi proti inhibici prodluzovani hypokotylovych bunék
vyvolané modrym svétlem (Thomine ez al., 1997). K inhibici ristu kofene a hypokotylu
obou genotypu vlivem NPPB dochazelo pouze pfi nejvyssi testované koncentraci
inhibitoru. Pfi nizsich koncentracich nebyly inhibi¢ni uc¢inky NPPB na rist kofent a

hypokotylt pozorovany. Je tedy mozné, ze pii niz§ich koncentracich (do 40 pmol-17)
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nema NPPB vliv na aktivitu aniontovych kanall. Z vysledka ziskanych pfi aplikaci
inhibitoru NPPB v nejvyssi koncentraci mizeme predpokladat, ze kanaly senzitivni pro
NPPB jsou zapojeny v rustovych procesech rostlin rajcete. Ze ziskanych vysledku se
muizeme rovnéz domnivat, ze svétlo nema vliv na citlivost kofene ani hypokotylu k
inhibitoru, a ze gen 7B-I neovliviiuje aktivitu aniontovych kanalt citlivych k NPPB.
Pro hlubsi analyzu efektu NPPB bych vsak navrhovala studium rastovych reakci pri

vysSich koncentracich inhibitoru.

5.2 Vliv inhibitoru aniontovych kanali na mutanta cryl-2

K inhibici ristu kofene a hypokotylu cv. MM a mutanta cryl-2 vlivem NIF dochazelo
pti vSech testovanych koncentracich inhibitoru a vSech svételnych podminkach. Tyto
vysledky potvrzuji, ze kanaly specifické pro NIF jsou zapojeny v rustovych procesech
kofent a hypokotyla rostlin rajcete. U obou genotypu bylo pozorovano, ze pouze pii
nizkych koncentracich NIF modré a ¢ervené svétlo inhibi¢ni Gi¢inky NIF na rist kofent
mirné snizovalo (rozdil nesignifikantni), pficemz kofen mutanta cry/-2 na Cerveném
svétle vykazoval ve srovnani s cv. MM pouze mirné (rozdil nesignifikantni) snizenou
citlivost k inhibitoru NIF. Mutant cry/-2 ma mutaci v genu kodujicim receptor modrého
svétla CRY, a proto vykazuje defekt ve vnimani modrého svétla (Weller et al., 2001).
Nase vysledky tedy jednozna¢né€ neukazuji, Ze by se na citlivosti kofenti k NIF podilel
fotoreceptor CRY 1. Naproti tomu hypokotyly mutanta cryl/-2 vykazovaly ve srovnani
scv. MM na modrém svétle vyrazné nizsi citlivost k inhibi¢nimu u¢inku NIF (rozdil
signifikantni). Navic, modré svétlo vyrazné zvySovalo u cv. MM citlivost hypokotylu
k NIF (rozdil signifikantni), zatimco hypokotyly mutanta cry/-2 tuto zvySenou citlivost
k inhibi¢nimu uc¢inku na svétle nevykazovaly. Vysledky tedy mohou vést k zavéru, ze
modré svétlo zvySuje citlivost hypokotyli k inhibi¢nimu tG¢inku NIF prostiednictvim
kryptochromu CRY1. Piasobenim modrého svétla mohlo dojit k ovlivnéni aktivity
aniontovych kanala specifickych pro NIF a citlivost k inhibitoru mohla byt modrym
svétlem zvySena. Dal§im moznym vysvétlenim je, ze modré svétlo mohlo snizit expresi
genu kodujicich NIF-senzitivni aniontové kanaly.

K inhibici ristu kofene a hypokotylu obou genotypt vlivem 9-AC dochazelo pti
vSech testovanych koncentracich a vSech svételnych podminkach. Vysledky nam opét
potvrzuji, ze kanaly specifické pro 9-AC jsou né&jakym zpisobem zapojeny
v prodluzovacich procesech kotenti a hypokotyla rostlin rajcete. Inhibice rastu kofene a

rovnéz hypokotylu mutanta cryl-2 byla pfi vSech svételnych podminkach srovnatelna
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s inhibici cv. MM. Inhibice rastu kofend a hypokotylt cv. MM i mutanta cryl-2 vlivem
9-AC nebyla ovlivnéna ani modrym ani Cervenym svétlem. Mizeme se tedy domnivat,
ze svétlo nema na citlivost rustovych reakci kofene a hypokotylu k inhibitoru 9-AC
zasadni vliv, a ZzZe signalni drdha CRY1 pravdépodobné neovliviiuje aktivitu
aniontovych kanala senzitivnich k 9-AC.

K inhibici ristu kofene a hypokotylu obou genotypt vlivem NPPB dochazelo pii
vSech pouzitych koncentracich inhibitoru a vSech svételnych podminkéach. Z téchto
vysledkti plyne, ze kanaly specifické pro NPPB jsou zapojeny v prodluzovacich
procesech kofend a hypokotyll rostlin rajcete. Kofeny mutanta cryl-2 vykazovaly ve
srovnani s cv. MM mirné snizenou citlivost k NPPB ve tmé, na modrém, a i na
Cerveném svétle. Rozdily vSak nebyly signifikantni. Je tedy mozné, ze CRY1 muze
zvySovat reakce korenll rajcete k NPPB. Tento zavér by vsak bylo potieba podporit
dodateCnymi experimenty. Inhibice ristu kofene cv. MM ani mutanta cryl-2 nebyla
zavisla na svételnych podminkach. MiZeme se tedy domnivat, ze svétlo nema na
citlivost kofene k inhibitoru NPPB vyznamny vliv. V pfipadé hypokotyld obou
genotypu nebyl pozorovan vliv svétla na citlivost k NPPB. U obou genotyptu nebyl
rovn€z pozorovan ani vyznamny rozdil v citlivosti k NPPB, jak ve tmé, tak na svétle.
Z toho muzeme vyvodit zaver, ze svétlo neovliviiuje citlivost hypokotyld k inhibi¢nimu
ucinku NPPB a je tedy mozné, ze v hypokotylech rajcete signalni draha CRY1

neovliviiuje aktivitu NPPB senzitivnich aniontovych kanali.
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6 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo zjistit, zda jsou aniontové kanaly, citlivé k inhibitoram
aniontovych kanali NIF, 9-AC a NPPB, zapojeny v ristovych procesech rostlin rajCete
jedlého (Solanum lycopersicum L). Rovnéz byla zkouméana jejich aktivita v zavislosti na
svételnych podminkach. V experimentalni Casti byli vyuziti mutanti 7B-1 a cryl-2
s defekty v signalnich drahach modrého svétla. Cilem experimenti bylo otestovat
rastové reakce téchto rostlin k vybranym inhibitorim a pokusit se tak objasnit, zda
regulace aniontovych kanali muZze zahrnovat signalizaci kryptochromu CRY1, a zda se
na regulaci podili funkéni produkt genu 7B-1.

Na zakladé experimentt se potvrdilo, ze aniontové kanaly, citlivé ke vSem
testovanym inhibitoram, jsou pravdépodobné zapojeny v rastovych procesech kofent i
hypokotyli rostlin rajcete. Z vysledkii miizeme rovnéz vyvodit zavéry, Ze na modrém a
Cerveném svétle funkéni produkt genu 7B-1 zvySuje reakci kofenu rajCete k inhibitoru
NIF. Vysledky dale naznacuji, ze modré svétlo snizuje citlivost hypokotylt k inhibitoru
NIF. Na tomto procesu se vSak pravdépodobné funkcni produkt genu 7B-1 nepodili.
Modré svétlo rovnéz snizuje rustové reakci kofent k 9-AC, na Cemz se pravdépodobneé
produkt genu 7B-1 nepodili. Na podpoteni téchto zavéra by vSak bylo potieba provést
vice experimentl. Na zakladé vysledkii mizeme rovnéZz usuzovat, ze svétlo zvySuje
citlivost hypokotyld k inhibi¢nimu u¢inku NIF prostfednictvim kryptochromu CRY 1.

Pro potvrzeni téchto zavéri bych navrhovala studium aniontovych kanala
citlivych k testovanym inhibitorim na molekularni urovni. Studovana by mohla byt
exprese genu, kodujicich tyto kanaly, v zavislosti na svételnych podminkach. Pro
experimenty by bylo mozné vyuzit metodu PCR (polymerazova fetézova reakce). Dale
by mohly byt zkoumany produkty téchto genii, napf. za pomoci metody Western

blotting.
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