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Cilem predkladané bakalafské prace bylo zjistit, jestli jsou
aniontové kanaly zapojeny v rlstu rostlin a zda mohou byt
ovlivnény svételnymi podminkami. Pouzili jsme ve
fyziologické analyze bézny kultivar rajéete a mutanta 7B-1,
ktery ma snizenou citlivost k modrému svétlu. V podminkach
in vitro jsme studovali rastové reakce rostlin rajcete
k inhibitordm aniontovych kanald DIDS a NIF a také, jakou
funkci méla kvalita svétla. Vysledky naSich experimentd
ukazaly, ze prodluzovaci rust hypokotylu a kofene rajCete u
WT cv. Rutgers a mutanta 7B-1 je vlivem inhibitor(
inhibovan. Experimenty také potvrdily, Ze hypokotyl mutanta
7B-1 ma zvySenou citlivost k inhibitoru NIF ve srovnani
s WT na modrém svétle. Z vysledkl Ize odvodit, Ze jsou
kanaly zapojeny v signdlni draze a inhibice etiolovanych
hypokotyll a kofenu je zplsobena pusobenim DIDS a NIF.
Lze také uvazovat, ze specificky na modrém svétle dochazi
ke zvySeni mnozstvi nebo citlivosti aniontovych kanald
k DIDS a NIF. Na zavér lze vyvodit, Ze aniontové kanaly
citivé k DIDS a NIF jsou zapojeny do prodluzovani
hypokotylu a kofene rajCete.
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SEZNAM ZKRATEK

BL

DIDS
MES
MS
NIF
RL
WT

blue light (modré svétlo)

dark (tma)

kyselina 4,4"- diisothiokyano-2,2"-stilbenedisulfonova
kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova

Murashige a Skoog

kyselina niflumova

red light (Cervené svétlo)
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1 UVOD A CILE PRACE
V mé bakalafské praci jsem se zabyval tim, zda se aniontové kanaly, v zavislosti na
svételnych podminkach, zapojuji do prodluzovani hypokotylu rostlin rajéete.

Aniontové nebo obecné iontové kanaly jsou struktury slozené z proteind, které
jsou umistény v membrané bunék rostlin. lontové kanaly slouzi k pfenosu iontl
(kationtd nebo aniontl) z jednoho prostfedi do druhého a jsou zapojeny ve vsech
ristovych a vyvojovych procesech rostlin. Jejich uloha ve fotomorfogenezi rostlin je
vS§ak malo prozkoumana. K experimentim byl pouzit farmakologicky pfistup, ktery
spocival v aplikaci inhibitorti aniontovych kanall na kli¢ici semena rajcete.

Jako experimentalni rostliny byly pouzity mutant 7B-1 a odpovidajici kontroini
rostliny cv. Rutgers (WT). Tento mutant je typicky tim, Ze kromé zvySené tolerance
k abiotickym stresim na modrém svétle (Fellner and Sawhney, 2002; Piterkova et al.,
2012) ma pravdépodobné defekt v signalni draze modrého svétla. Cilem
experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo zjistit, zda svétlo ovliviiuje ristové reakce
hypokotylu a kofene rajcete k inhibitorGm aniontovych kanalt (NIF, DIDS), a zda jsou
tyto reakce ovlivnény mutaci 7B-1. Vysledky experiment by mohly naznacit zapojeni
NIF- a DIDS-sensitivnich aniontovych kanal( v rdstu rostlin rajéete a jejich roli ve
fotomorfogenezi rostlin raj¢ete indukované modrym svétlem.

Bakalafska prace byla vypracovana ve Skupiné molekularni fyziologie,
Laboratof rlstovych regulatord Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu
experimentalni botaniky Akademie v&d Ceské republiky. Experimenty byly financovany

Laboratofi rastovych regulatora.



Teoreticka cast
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Aniontové kanaly rostlin

Aniontové kanaly se fadi do skupiny iontovych kanall a slouzi k urychleni transportu
aniontd pfes membranu bunék. Jsou to integralni proteiny zabudované v membrané ve
formé& poérd. Kromé plasmatické membrany se aniontové kanaly vyskytuji i
v membranovych organelach jako jsou napfiklad mitochondrie, chloroplasty nebo
endoplasmatické retikulum (Schroeder, 1995; Allen and Sanders 1997; Fuks and
Homble, 1999; Lurin et al.,, 2000; White and Broadley, 2001; Clausen et al., 2004).
Aniontové kanaly se vyskytuji i v bufikach rdznych organt rostlin napfiklad v kofeni,
hypokotylu nebo v listech (Roberts, 2006).

Pfenos aniontd pomoci aniontovych kanalu je pasivni a je proto oznaovan jako
pasivni transport. Neni zapotfebi zadna forma energie, protoze anionty prochazi
kanalem na zakladé koncentraéniho spadu. Tento transport aniontl je dulezity hlavné
k mineralni vyzivé rostliny a také k metabolismu latek. Dale slouZzi k regulaci turgoru,
udrzeni membranového napéti, otevirani priduchd, rastu a reprodukci bunék. Ve
fyziologii rostlin hraji dllezitou roli sirany, fosfore€nany, dusi¢nany a z organickych
aniontd malat a citrat. Metabolismus latek zajistuji pravé malat a citrat, které jsou
meziprodukty nebo presnéji feceno jsou to nositelé energie v Krebsové a Calvinové
cyklu (Tavares et al., 2011; Lopez-Bucio et al., 2000).

Aniontové kanaly hraji dualezitou roli v pfenosu signalu a regulaci turgoru
v burikach vy&Sich rostlin (Schroeder and Hedrich, 1989; Ward et al., 1995). Nejvice
prozkoumané aniontové kanaly byly popsany ve svéracich bunkach priduchd. Dalsi
typy bunék rostlin jsou, co se tyka informaci o aniontovych kanalech, velmi malo
prozkoumané.

Svéraci bunky priducht u rostlin jsou dobrym pfikladem pro sledovani
aniontovych kanall, protoZze jsou zapojeny do zavirani prdducht pusobenim ABA
(kyseliny abscisové) (Schroeder et al., 1993; Schwartz et al., 1995). V plasmatické
membrané svéracich bunék se vyskytuji dva zakladni typy aniontovych kanall S-typ
(the slow anion channel) a R-typ (the rapid anion channel) (Keller et al., 1989;
Schroeder and Hagiwara, 1989). Blokatory chloridovych kanal(l, které inhibuji transport
chloridovych aniontll u svalt nebo epitelovych bunék Zzivo&ichu (Greger, 1990), se
pouzivaji k farmakologickému uréeni typu aniontovych kanall (S-typ a R-typ) (Marten
et al,, 1992, 1993; Schroeder et al.,, 1993; Schwartz et al., 1995). Zatimco R-typ

aniontovych kanalll je katalyzovan derivaty stilbene pfi velmi nizkych koncentracich
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(mikromoly) (Marten et al., 1993), tak S-typ aniontovych kanall je katalyzovan
proudem aniontd, které vedou signal k uzavieni praduchd (Schroeder et al., 1993).

Dalsim dulezitym procesem je rust bunky, ktery je Fizeny rlznymi signaly.
Bunky hypokotylu se prodluzuji a dochazi k transportu signalt. Aniontové kanaly
mohou byt v bufikach hypokotylu aktivovany pravé ztratou turgorového tlaku, ktery je
dulezity pro bunéény rust (Cleland, 1995). Zablokovanim aniontového kanalu mizeme
stimulovat rast hypokotylu (Thomine et al., 1997), neboli zabranit inhibici prodluzovani
hypokotylu plsobenim ur€itych biologickych signald. Inhibice ristu hypokotylu je
zpusobena aktivaci aniontovych kanall v burikach hypokotylu rostliny a zplUsobuje
ubytek turgoru bunék. Blokovanim aniontovych kanall v hypokotylu muizeme také
zabranovat v Sifeni signal(l pomoci transdukénich cest.

Existuji vSak i latky, rostlinné hormony, které podporuji rist hypokotylu jako
napfiklad ethylen (Ecker, 1995), cytokininy (Chory et al., 1994; Cary et al., 1995),
brassinosteroidy (Clouse, 1996) a auxiny (Cleland, 1995). Kromé& hormona rast reguluji
také signaly pfijimané z vnéjSiho prostiedi. Patfi mezi né predevsim svétlo (Elich and
Chory, 1994) nebo mechanické stimulace (Jones and Mitchell, 1989), které reguluji
prodluzovani hypokotylu.

Rostlinny hormon auxin podporujici rlst hypokotylu zpusobuje také
prodluzovani urcitych segmentd rostliny. Pokud dojde k poklesu auxinu, tak dojde
k niz8imu prodluzovani hypokotylu ve tmé a také ke snizeni tvorby adventivnich
kofenl. Aniontové kanaly, které jsou ovlivnéné auxinem, se nachazi ve svéracich
bunkach Nicotiana tabacum. U rostliny Avena sativa je ukazan pfechod ze stavu
depolarizace do stavu hyperpolarizace ovlivnénim auxinu a dochazi tak k zablokovani
transportu chloridovych aniontd pomoci 9-AC blokatoru. Proti chloridovym aniontiim
existuji antagonisté a jsou jimi vapenaté kationty. (Boerjan et al., 1995; King et al.,
1995).

Typy aniontovych kanall v hypokotylu se urcuji pomoci patch-clamp techniky.
Pomoci modrého svétla dochazi k aktivaci kanall, kterou je mozno studovat pomoci
typického cell-attached uspofadani. Tyto kanaly mohou byt blokovany blokatorem
NPPB, ktery blokuje depolarizované hypokotylové bunky ozafené modrym
indukovanym svétlem a C¢astecné blokuje inhibici prodluzovani hypokotylu na modrém
svétle (Cho and Spalding, 1996).

2.2 Aniontové kanaly v kofenech vyssich rostlin
Pomoci studii se zjistilo, Ze na plasmatické membrané bunék kofene vyskytuje nékolik
druhd aniontovych kanalu, které maji rizné vlastnosti. Aniontové kanaly v kofeni se

rozdéluji do dvou skupin. Prvni skupina reguluje transport anorganickych aniont( pres
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kofen, druha skupina reguluje pfenos organickych aniontl smérem z kofene. Regulace
aniontovych kandld je dana zvySenim koncentrace fosfati v rhizosféfe kofene
(Roberts, 2006).

2.2.1 Anorganicky aniontovy transport pres koreny vyssich rostlin

Kofeny vysSich rostlin jsou dlezité pro transport iontd z roztoku v pidé a nasledny
transport zivin pomoci transpiracniho proudu do nadzemnich &asti rostlin. Kofen se
sklada z nékolika skupin bunék, které slouzi k vychytavani iontd z pudniho roztoku.
Specializovana struktura, ktera se nachazi v koreni, zajistuje mineralni transport ionta
pres kofenové buriky do xylému. Reguluje tak pfijem a vydej iontl pfes plasmatickou
membranu bunék pokozky kofene. Membranové proteiny jsou proto dulezité struktury,
které umozriuji transport iontl pres plazmatickou membranu kofenovych bunék a Fidi

tak pohyb iontl a Zivin v kofenovém systému rostliny (Roberts, 2006).

2.2.2 Odtok organickych aniontti z vyssich rostlin

Vydej organickych aniontd zkofend mulze vést ke zméné puadniho slozeni
mikroorganismd a muze ovlivnit rdst rostliny v daném substratu. Pfi masivnéjSim
ubytku organickych aniontll z kofend do prostfedi dochazi k nedostatku aniontd
v rostliné puUsobenim téZzkych kovu. Ve vétsSiné plad je fosfor nejvice omezujicim
prvkem, ktery je soucasti roztoku v pudé. | kdyz je v pldé nizka koncentrace fosforu,
tak byva absorbovan mineraly v pudé nebo se navaze do nedostupnych organickych
slou€enin. Rostliny si vytvofily urCité strategie, aby mohly zvySit mnozstvi pfijimaného
fosforu napfiklad sekreci organickych aniontll z kofenu a pak absorbovat fosfat z ptdy
pfi vyméné aniontl. K sekreci aniontd dochazi v ur€itych mistech kofenového systému

a mize byt pfechodna nebo trvajici (Roberts, 2006).

2.3 Typy aniontovych kanalu

Aniontové kanaly se rozdéluji na dva zakladni typy R-typ (Rapid = rychly) a S-typ (Slow
= pomaly). Oba typy aniontovych kanall byly poprvé objeveny u Vicia faba ve
svéracich burikach rostliny. R-typ aniontového kanalu se vyskytuje kromé Vicia faba,
také v epidermalnich burikach Arabidopsis thaliana, nebo v burikach rostliny Nicotiana
tabacum (Tavares et al., 2011; Meyer et al.,, 2010). R-typ aniontového kanalu je
schopen se aktivovat béhem milisekund. Nej¢astéji propousti anionty dusi¢nanu,
chlorid(l a siran(i. S-typ aniontového kanalu se vyskytuje ve stejnych rostlinach jako R-
typ aniontovych kanall a dale je$té v Xanthium strumarium a Coffea arabica (Tavares
et al., 2011; Vahisalu et al., 2008). S-typ aniontovych kanall se aktivuje nebo

deaktivuje v rozmezi sekund. Tento typ aniontovych kanall je dobfe propustny hlavné
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pro dusiCnanové anionty a dale jesté propousti chloridovy anion a malat, ale jen
v mendim mnozstvi.

R-typ a S-typ aniontovych kanall se vyskytuje v nékterych typech bunék v
plasmatické membrané. Hlavni funkci S-typu aniontového kanalu je regulace svéracich
bunék v rostlinach, protoze tento kanal je aktivovan pomoci kyseliny abscisové, ktera
indukuje uzavirani praduchtt (Kim et al., 2010). Fyziologicka funkce R-typu
aniontového kanalu neni zatim objasnéna. Pfikladem R-typu aniontového kanalu je
skupina proteini ALMT (aktivovany hlinik malatovy pfenasec), konkrétné AtALMT12 se
vyskytuje ve svéracich burikach. Uginnost tohoto proteinu zavisi na proudu aniontt a
na hodnoté prahového napéti. Pokud by nebylo dostatek tohoto proteinu, mohlo by
dojit k naruseni zavirani priducht tmou, oxidem uhli€itym nebo kyselinou abscisovou.
Pfikladem S-typu aniontového kanalu je protein SLAC1 (Vahisalu et al., 2008), ktery se
vyskytuje ve svéracich burikach a propousti malat. Tento protein je dullezity pro
zavirani priduchl pusobenim oxidu uhli¢itého, kyseliny abscisové, ozonem, stfidanim
svétla a tmy, oxidem dusnatym a dalSimi faktory. Pfi mutaci tohoto genu by doSlo ke
zméné pouze u S-typu aniontového kanalu pfi transportu aniontt (Tavares et al., 2011;
Vahisalu et al., 2008).

2.4 Geny koédujici aniontové kanaly R a S-typy

Radi se mezi n& geny TaALMT1 a AtCLCa a nachéazeji se ve dvou rostlinnych
genovych skupinach ALMT1 (Sasaki et al., 2004) a CLC (De Angeli et al., 2006), kde
jejich ukolem je identifikace urgitého typu kanalu. Identifikace genové skupiny
aniontovych kanald je na molekularni Urovni R-typu a S-typu aniontovych kanall
(Barbier-Brygoo et al., 2011).

2.4.1 Skupina proteintit SLAC1

Chloridy, dusi¢nany a malat patfi mezi nejvétsi ¢ast aniontl, kterou rostlina pfijima pfi
osmotickych jevech. Anionty spolu s kationty hraji ddlezitou roli v regulaci turgoru
bunky prichodem pfes membranu. NejvhodnéjSi model pro studium aniontovych
kanalul, transportér a regulaci turgoru v bunkach prestavuji svéraci bunky priducha.
Patch-clamp je typ analyzy vhodné pro identifikaci aniontovych kanall propustnych

napfiklad pro chloridy, dusi¢nany, sirany nebo malaty. (Barbier-Brygoo et al., 2011).

2.4.1.1 Transport prostiednictvim pomalého aniontového kanalu SLAC1
Praduchy rostlin obsahuji, také aniontové kanaly. Uzavfeni priduchd je zplsobeno
vnéjSimi faktory, jako je napfiklad sucho, vy$Si parcialni tlak oxidu uhli¢itého nebo

pusobeni riznych patogent. Aby anionty mohly proudit kanalem SLAC1, musi byt
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jejich transport néjakym zplsobem uspofadany. Proud aniontl je pomaly, proto se
tento typ kanall oznaluje jako S-typ. Pfi jeho aktivaci dochazi k depolarizaci, ztraté
aniontd a ke sniZeni turgoru v burikach. Tyto vSechny faktory vedou k uzavieni
priduchl. Pokud by vSak doSlo k mutaci SLAC1 genu u mutantd Arabidopsis thaliana,
neprobéhla by reakce pfi zvySeni mnozstvi oxidu uhliitého nebo citlivosti na ozon. P¥i
nepfitomnosti SLAC1 genu u mutantnich svéracich bunék dochazi k uzavfeni
priducht pusobenim sucha, tmou, kyselinou abscisovou nebo zvySenim oxidu
uhli¢itého, coz je opacna reakce nez v pfedchozim pfipadé. V dalSich studiich se
Zjistilo, ze S-typ aniontovych kanall se vyskytuje v nékolika dalSich typech bunék, jako
jsou napfiklad kortikalni bunky hypokotylu nebo typ xylémovych bunék (Frachisse et
al., 2000; Ghelis et al., 2000; Kohler and Raschke, 2000). U Arabidopsis thaliana byly
zjistény Ctyfi homologni typy SLAC1 proteint a to SLAH1 — SLAH4, které se vyskytuji
v rliznych €astech rostliny. SLAH1, 2 a 3 se vyskytuji v kofeni a SLAC1 a SLAHS3 jsou
pritomny v listech Arabidopsis thaliana (Negi et al., 2008) (Barbier-Brygoo et al., 2011).

2.4.1.2 Regulaéni mechanismy transportu prostrednictvim SLAC1

Podle studii bylo zjisténo, Ze geny SLAC1/SLAH koduji hlavné S-typ aniontového
kanalu. Pokud potfebujeme, aby byl S-typ aniontového kanalu aktivni, musi dojit
k expresi proteinu SLAC1/SLAH. Aktivovana vodivost aniontll u S-typu aniontového
kanalu muze vést pfi depolarizaci membrany a nekontrolovatelnému toku aniontll a
k poSkozeni bunék. Aby nedoSlo k poSkozeni rostlinnych bunék, mély by anionty
prochazet pomaleji a uspofadané;ji.

Na aktivaci S-typu aniontového kanalu se podileji dva procesy, které byly
popsany u pruduchd rostlin. Je to aktivace pomoci volného vapniku v cytosolu a
fosforylace daného proteinu (Schmidt et al., 1995; Schroeder and Hagiwara, 1989).
Oba procesy vedou kindukci tvorby kyseliny abscisové a to zplsobi uzavieni
praduchl (Kim et al. 2010). Ve vyzkumu byl objeven také centralni regulator syntézy
kyseliny abscisové, kterym je protein kinasa OST1. OST1 se projevuje také jako
aktivator proteinu SLACA1.

Pomoci experimentll byly objeveny dvé na vapniku zavislé protein kinasy
(CPK21 a CPK23), které jej interakci s proteinem SLAC1 aktivuji. Regulace
aniontového toku je dana na vapniku zavislou a nezavislou cestou, kdy jsou obé cesty
kontrolovany kyselinou abscisovou. Jeji hladina zase kontrolovana 2C ABI1 fosfatasou
a jejimi homology (Geiger et al., 2010, 2009; Kim et al. 2010). Pomoci terminalni
domeény byly zbytky SLAC1 proteinu fosforylovany OST1 (Vahisalu et al., 2010).
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2.4.2 Chloridové kanaly
Chloridové kanaly se fadi mezi transportni proteiny, které pfenaseji chloridové anionty
pfes plasmatickou membranu bez vyuZiti jakékoliv energie. Vykonavaji nékolik
dalezitych funkci v rostlinnych burfkach. Reguluji bunéény objem a turgor bunék,
reguluji vnitini pH bunky a reguluji tok aniontd u praduchd. Chloridové kanaly se
vyskytuji v riznych membranovych organelach (Hechenberger et al., 1996).

Nejvice informaci o chloridovych kanalech mame ze svéracich bunék priduch
(Keller et al., 1989; Linder and Raschke, 1992; Schroeder and Keller, 1992), které
slouzi k jejich otvirani a zavirani. Aby mohly byt chloridové kanaly aktivni, je potfeba
regulace extracelularnimi nebo intracelularnimi faktory. Mezi extracelularni faktory patfi
napfiklad hormony, fotosyntetické metabolity a mezi intracelularni faktory se fadi
vapenaty kation a nukleotidy (Hedrich et al., 1990; Marten et al., 1991; Hedrich and
Marten, 1993).

Hlavni tlohou chloridovych kanalu u rostlin je vnimani a pfenos rliznych signall
z vnéjSiho prostfedi, kterymi jsou napfiklad svétlo, hormony a patogeny. Tyto signaly
mohou zpUsobit depolarizaci membrany tim, ze dochazi k odtoku aniontdl z buriky
(Dangl et al., 1995; Assmann, 1993). Nejvice se vyskytujici aniont v rostlinach je aniont
chloridovy a je velmi dulezity pro fyziologické procesy v rostlinach. Vakuola je dulezita
organela, ktera udrzuje hladinu turgoru v rovnovaze, dale slouzi, jako ulozisté

dulezitych iontd a zivin (Plant et al., 1994).

2.4.2.1 Skupina kanali CLC

CLC je skupina proteinU, které funguji jako chloridové kanaly, a které se vyskytuji ve
v8ech typech organismu (od bakterii po rostliny a zivocichy) (Jentsch, 2008). Tato
skupina ziskala svUj nazev po chloridovém kanalu, ktery se vyskytuje u torpédové ryby
a byl klonovan jako CLC-0 protein (Jentsch et al., 1990). Ke zjisténi jejich funkce
musely byt provedeny studie, a to nejdfive na prokaryotnich a bakterialnich proteinech
skupiny CLC, poté jesté na zivo€iSnych CLC proteinech. Bylo zji§téno, Ze CLC pracuiji
jako antiportry (Accardi and Miller, 2004), a proto jsou povazovany za proteiny, které
funguji jako chloridové kanaly a transportéry rovnéz u rostlin (Barbier-Brygoo et al.,
2011).

Geny kodujici membranové proteiny CLC se vyskytuji v genomu Arabidopsis
thaliana. Ne&které rostliny obsahuji CLC proteiny, které jsou lokalizovany
v intracelularnich organelach (De Angeli et al.,, 2006; Hechenberger et al., 1996;
Teardo et al., 2005; Fecht-Bartenbach, 2007). Protein, ktery charakterizuje skupinu
proteini CLC je kanal AtCLCa, ktery se vyskytuje v membrané vakuoly rostliny (De
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Angeli et al., 2006). AtCLCa ve vakuole kontroluje koncentraci dusiénanovych iontd,
ktera byva vysSi uvnitf vakuoly nez v cytosolu buriky (De Angeli et al., 2006).

Studiemi se Zzjistilo, Ze u Arabidopsis thaliana &tyfi CLC proteiny ze sedmi
obsahuji glutamat a zbylé tfi CLC proteiny jsou schopny kédovat chloridové kanaly
rostlin (Ward et al., 2008).

2.5 Inhibitor DIDS

Od roku 1970 je DIDS pouzivan jako inhibitor aniontovych kanali a je nejsilngjSim
inhibitorem aniontovych kanall pfedevSim ve svéracich bunkach. Pokud je ve formé
extracelularniho inhibitoru, tak blokuje R-typ aniontovych kanall v koncentracich 1 —
100 uM. Oproti tomu S-typ aniontovych kanal( neni inhibovan DIDS, tak vyrazné, jako
R-typ aniontového kanalu. Deaktivace S-typu aniontového kanalu je tim rychlejsi, ¢im
se zvySuje rychlost v prub&hu hyperpolarizace a fadi se mezi procesy vratné
(Schroeder et al., 1993). Studie dale ukazuji, ze pfi hydrolyze DIDS na vodny roztok
dochazi k polymerizaci na dimery, trimery, tetramery a pentamery. Tetramery a
pentamery DIDS pusobi jako blokatory, které brani pratoku chloridd do CLC proteind.
DIDS a dalsi inhibitory chloridovych kanali maji nizky potencial a selektivitu.

Védci se snazili zkoumat stabilitu DIDS, kdy nejprve chtéli vytvofit krystaly
DIDS. Z kapalinové chromatografie HPLC, ktera byla pouZita na analyzu inhibitoru
DIDS pfipraveného ve vodném roztoku fosfatového pufru, vysly pfekvapivé vysledky.
Hydrolyzovana smés DIDS totiz Iépe inhibovala CIC-ec 1, nez samotny DIDS (v
rozmezi koncentrace 5 az 300 uM).

Inhibitor DIDS inhibuje aktivitu ATPasy (Sze, 1982), membranovy potencial
(Churchill, 1983) a pH gradient bunék (Churchill and Sze, 1983). DIDS inhibuje hlavné
chloridové anionty stimulujici aktivitu ATPasy, neZz draselné Kkationty, které uz
neinhibuje (Churchill et al., 1983). Kromé& ATPasy DIDS inhibuje také ATP dependentni
methylamin pfi stejné koncentraci jako ATPasu. Pro aktivaci DIDS neni dulezita
pfitomnost chloridovych aniontd, protoze ji inhibuje se stejnym uc€inkem jako ATPasu
stimulovanou chloridovymi ionty. PFi reakcich se DIDS snazil navazat do aktivaéniho
mista ATPasy, ale pfitomnost chloridovych aniontl zajistila ochranu pfed inhibitorem
DIDS. Pfi urCité koncentraci (2-10 pM) DIDS je aktivita ATPasy stimulovana
chloridovymi anionty a jeji inhibice se snizuje, pokud ATPasa neni stimulovana
(Churchill and Sze, 1984).

2.6 Inhibitor NIF
Kyselina niflumova (NIF) patfi mezi inhibitory aniontovych kanall a nefadi se

k inhibitordm, které by inhibovali specifické typy aniontovych kanall jako napfiklad

16



chloridovy kanal (Trebacz et al., 1997; Wendehenne et al., 2002). NIF inhibuje vice R-
typ aniontovych kanalu v plasmatické membrané, nez S-typ aniontovych kanall (White
and Broadley, 2001). Pro uplnou inhibici kanalu musi byt koncentrace NIF 200 uM, a
pokud chceme kanal inhibovat jen ¢asteCné (50-60%) je zapotfebi koncentrace 100
MM. NIF je také pouzivan jako inhibitor exocytézy probihajici v zivociSnych bunkach
(Bertrand et al., 2004) a také zpusobuje pomoci exocytézy uvolnéni ATP z rostlinnych
bunék (Kim et al., 2006).

2.7 Rust rostlin

Rust rostliny je déj, kdy dochazi k déleni, prodluzovani a diferenciaci bunék.
Existuji tfi ristové faze bunék, je to faze embryonalni, prodluzovaci a diferenciacni.
V embryonalni fazi ristu dochazi hlavné k neustalému déleni bunék, které se vyskytuji
pfedevSim v délivych pletivech kofene a stonku, konkrétné v jejich vrcholech. Tato faze
trva o hodné déle, nez prodluzovaci faze. V prodluzovaci fazi dochazi ke zvétSovani
objemu bunék a naslednému prodluzovani. Posledni faze diferencia¢ni slouzi
k diferenciaci bunék a poté krozdéleni rdznych funkci v rostliné. Rust rostlin je
ovliviiovan vnitfnimi nebo vné&jsimi faktory. K vnitfnim faktordm se fadi hlavné hormony
a mezi vnéjsi faktory patfi teplota, voda, vyZiva a pfedevsSim svétlo.

Mezi vyznamné vnitfni faktory se fadi rostlinné hormony oznaCované také jako
fytohormony. Fytohormony, které pomahaji v rastu rostliny, oznacujeme jako
stimulatory a fytohormony brzdici rast nazyvame inhibitory. Mezi stimulatory rostlin
patfi napfiklad auxiny, gibereliny a cytokininy a mezi inhibitory se fadi kyselina
abscisova a fenolické latky. VSechny fytohormony se vyuZivaji k déleni bunék a
k prodluzovani nejen bunék ale i Casti rostlin se vyuzivaji gibereliny a auxiny.
Fytohormony se vytvareji v riznych Castech rostliny, napfiklad auxiny se tvofi ve
vzrostném vrcholu stonku, cytokininy jsou v kofenech, gibereliny také v kofenech a
mladych listech a inhibitory ve starsich listech.

Teplota musi byt optimalni pro normalni rdst rostliny. Dalezité jsou i dvé krajni
hodnoty minimum, kdy rostlina zac¢ina rdst a maximum, kdy rostlina zpomaluje rust a
ostatni funkce. Voda je dalSi nepostradatelny faktor pro rist rostliny, tak jako pro
v§echny dalSi organismy. Vyznamnym faktorem pro rlst rostliny je rovnéz mnozstvi
zivin, které rostlina ¢erpa vétsinou ze substratu. Pokud je v padé nedostatek zivin, tak
je rust rostliny omezen. Naopak pfi nadbytku Zivin dochazi ke zvySeni rustu, nez je
obvyklé. Nepostradatelnym vnéjSim faktorem je svétlo, které je dulezité k procesu
fotosyntézy a vytvoreni latky pro vyzivu rostliny (glukosa) a pro fotomorfogenezi. Pokud

rostina nemda dostatek svétla, tak dochazi k prodluZzovani hypokotylu rostliny,
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Spatnému rastu listd a omezené syntézy chlorofylu a tim ma rostlina omezenou

schopnost fotosyntetizovat (Brzeska, 2006).

2.8 Fotomorfogeneze

energie pro rostlinu. Svétlo vSak funguje i jako signal, ktery je pfijiman rozmanitymi
vysoce citlivymi fotoreceptory. Svételny signal utvari rostlinu do formy, ktera je schopna
provadét fotosyntézu. Tento proces indukovany svételnym signalem dulezity pro vyvoj
rostlin se nazyva fotomorfogeneze.

Je znamo, ze svételné spektrum se sklada z rlznych vinovych délek a takeé, ze
existuje velké mnozstvi organisma, které maji odliSné reakce na svétlo. Proto existuje
nékolik skupin fotoreceptorl, které absorbuji jinou ¢ast svételného spektra o rozdilné
vinové délce (Devlin et al., 2007). Fotoreceptory u rostlin se rozdéluji na dvé zakladni
skupiny. Prvni skupina jsou fotoreceptory, které absorbuji svétlo v &ervené oblasti
spektra, kde maji absorpéni maxima. Druha skupina fotoreceptorl absorbuje svétlo

v modré oblasti spektra s absorpénimi maximy (Franklin et al., 2005).

2.9 Skupiny fotoreceptort

Fotoreceptory, které vnimaji Cervené svétlo, se nazyvaji fytochromy a vyskytuji se u
sinic, bakterii i vysSich rostlin. Fytochromy slouzi ke vnimani kvality a intenzity a délky
trvani svételného signalu.

Fotoreceptory, které vnimaji modré svétlo, maji podobnou funkci, ale jsou
tvofeny raznymi skupinami molekul, tvofici rodinu s podobnymi viastnostmi (Lin, 2002).
U nékterych reakci muze byt modré svétlo vytvofeno modrym a UV-A svétlem,
v nékterych pfipadech je citlivé na modré svétlo. Pokud dojde pfi procesu
fotomorfogeneze k rlznym odpovédim, bude to viditeiné na kfivkach absorp&niho
spektra. U fotoreceptord modrého svétla se vyskytuji rizné chromofory napfiklad flavin,
pterin a karotenoid, které maji rozdilné funkce. Zminéné fotoreceptory se vyskytuji u
nejen krytosemennych rostlin, ale i u prvokl, hub, kapradin a zelenych fas. V téchto

skupinach organismu byly objeveny genetickymi a biochemickymi studiemi (Lin, 2002).

2.9.1 Fytochromové fotoreceptory

Fytochrom je tvofen proteinem, na kterém je pfipojen chromofor pomoci kovalentni
vazby. Existuje ve dvou raznych konformacich Pfr a Pr, které maji rozdilna absorpéni
spektra. Pfr absorbuje dlouhovinné &ervené svétlo (FR, 730 nm), kdezto Pr pohlcuje
normalni Cervené svétlo (R, 660 nm). Pokud Pr pohlti Cervené svétlo, tak dojde

k pfeméné na Pfr a jestli Pfr absorbuje vice Cervené svétlo, tak se z néj stane Pr.
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Fytochrom potom na zakladé reverzibility k Cervenému nebo vice ¢ervenému svétlu
ur€itym zplsobem reaguje (Mas et al., 2000).

Pfikladem jak ovliviiuje Cervené svétlo kliceni semen, je kli€eni semen salatu.
Kdyz na semena plUsobime normalnim ¢ervenym svétlem, tak dochazi ke stimulaci
kliceni. Pokud v8ak semena ozafime dlouhovinnym &ervenym svétlem, dojde na opak
k inhibici kliceni (Mas et al., 2000).

Fytochromy maji fadu fotomorfogenickych funkci jako napfiklad zvétSovani
list(l, inhibice prodluzovani stonku rostliny ¢i indukce kveteni. Fytochromy hraji rovnéz
dalezitou ulohu v reakci zvané unik ze stinu (shade avoidance), ke které dochazi, kdyz
je rostlina zastinéna napf. jinou rostlinou. V takovém pfipadé listy vétSich rostlin
absorbuji Cervené svétlo (R), kdezto propoustéji dlouhovinné Cervené svétlo (FR). Tim
padem se k zastinéné rostliné dostane méné R a vice FR, zmensi se tedy pomér mezi
R/FR. Rostlina mnoZstvi R a FR velice intenzivhé vnima fytochromy, coz vede k tomu,
Ze se prodluzZuje, aby se dostala ze stinu ke svétlu (Mas et al., 2000).

Za odlisnych svételnych podminek se fytochrom vyskytuje v jinych &astech
buriky. Pokud se rostlina nachazi ve tmé, je fytochrom lokalizovan v cytoplasmé. Kdyz
se vSak rostlina vyskytuje na svétle, tak se fytochrom pfemisti do jadra. Fytochrom pak
muze interagovat s PIF3 transkripénim faktorem. Proto je PIF3 dulezity pro spravny
proces fotomorfogeneze, kdy se vaze na G-BOX s prvky urcitych genli a slouzi pak

k jejich regulaci (Mas et al., 2000).

2.9.2 Kryptochromy

Kryptochrom 1 (CRY1) byl poprvé objeven u Arabidopsis thaliana v roce 1993. Tento
protein je tvofen aminokyselinami, které maji podobné sekvence jako prokaryotické
DNA fotolyazy, ale protein nema fotolyazovou aktivitu. Hypokotyly mutantd s defektem
v CRY1 vykazovaly snizenou citlivost na modré svétlo pfi inhibici ristu a snizenou
indukci exprese modrym svétlem indukovanych genl. Pozdéji byl identifikovan i druhy
receptor CRY2, ktery se podili na inhibici prodluzovani hypokotylt a tvorbé kvéti. Na
rozdil od CRY1 je vS8ak CRY2 fotolabilni. Je prokazano, ze kryptochrom CRY1 je
lokalizovan v jadfe, kdezto na modrém svétle se pfemistuje do jadra. Naproti tomu,
CRY2 je lokalizovan v jadfe bez ohledu na svételné podminky (Briggs et al., 2001). Na
molekularni drovni bylo zjisténo, Ze proteiny CRY1 a 2 inaktivuji negativni regulator

fotomorfogeneze, COP1 a tim stimuluji fotomorfogenezi (Yang et al., 2001).

2.9.3 Fototropiny
Fototropin je receptor, ktery absorbuje modré svétlo nebo UV-A zareni a je dulezity pro

reakci zvanou fototropismus. Fototropismus je jev, pfi kterém rostlina roste ve sméru
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pusobiciho svétla. Hypokotyl vykazuje pozitivni fototropismus, roste ke svétlu, naopak
kofen vykazuje negativni fototropismus, roste opaénym smeérem nez svétlo. Pasobici
svétlo vede k tvorbé auxinu v pletivu hlavné na strané odvracené od svétla. Rostlina
v téchto mistech roste rychleji nez na osvétlené strané a dochazi tak k ohybu
hypokotylu na svétlo. Existuje v8ak mutant u Arabidopsis, ktery ma nefototropni
hypokotyl, a tudiz pfi plsobeni svétla se dochazi k normalni fotomorfogenické reakci.
Diky tomuto mutantu byl objeven gen, ktery koduje fotoreceptor zvany photropini
(PHOT1), ktery se vyskytuje u Arabidopsis thaliana spolu s PHOT2. Fototropiny se
skladaji z C-terminalni oblasti, ktera zahrnuje serin/threonin kinazu a N-terminalni
oblast, ktera obsahuje dvé LOV domény. Kazda tato doména je tvofena zhruba 110
aminokyselinami a oznacuji se LOV1 a LOV2. LOV domény maji podobnou sekvenci
jako proteiny bakterii a savcl a maji funkci svételnych, napétovych a kyslikovych
senzorl. N-terminalni konec vaze flavinmononukleotid (FMN), ktery podléha
autofosforylaci v zavislosti na modrém svétle. Za tmy je molekula FMN kovalentné
vazana k LOV doméné a po pusobeni modrého svétla FMN tvofi kovalentni vazbu

s cysteinovym zbytkem molekuly fototropinu (Banerjee and Batschauer, 2005).

2.10 Pusobeni svétla na aniontové kanaly
Modré svétlo mize zpusobit inhibici S-typu aniontovych kandli a jsou aktivovany
pusobenim CO, (Brearley et al., 1997; Raschke et al., 2003; Roelfsema et al., 2002).
Pfed plsobenim modrého svétla dojde ke zméné Nernstova potencialu pro chloridové
anionty (Roelfsema et al., 2004). Pro S-typ aniontovych kanall je charakteristicka
pomalejsi deaktivace s membranovym potencialem 0 mV nebo méné (Linder and
Raschke, 1992; Schroeder and Keller, 1992), u svéracich bunék je membranovy
potencial v rozmezi od 0 mV do -100 mV. Pro ochranu bunék, na které plsobi CO, z
ovzdus$i, nebylo pozorovano zapojeni aniontovych kanall. Pisobenim modrého svétla
zpusobilo posunuti membranového potencialu a proud a napétim do kladnégjSich
hodnot. V pfitomnosti CO, dochazi u potencialt, které jsou niz§i nez -20 mV,
k deaktivaci kinetiky proudud aniontl téchto kanall (Linder and Raschke, 1992;
Schroeder and Keller, 1992). Inhibice aniontovych kanald modrym svétlem je proces
opacény vypnuti priiduchu. Pfitomnost CO, jesté zvySuje rozdil vztahu mezi napétim a
proudem a tato zména vede k deaktivaci aniontovych kanall na modrém svétle
(Marten et al., 2007).

Aniontové kanaly hypokotylu u Arabidopsis thaliana (Cho and Spalding, 1996) a
mezofylové buriky listu hrasku (Elzenga and van Volkenburgh, 1997) aktivuje bilé a
modré svétlo a v tomto pofadi vykazuje slabou vodivost. Cinnost aniontovych kanald je

silng zavisla na Ca* v cytosolu, ale pfijem svétla na ném zavisly uZz neni. U
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Arabidopsis thaliana jsou aniontové kanaly kompletné inhibovany modrym svétlem za
pfitomnosti 20 uM NPPB a 10 mM La* a jejich Ukolem bylo zprostfedkovat

membranovou depolarizaci, ktera je spojena s inhibici prodluzovani hypokotylu na
modrém svétle (Spalding, 2000).

21



3 MATERIAL A METODIKA

Rostlinny material:

Chemikalie:

Pomlicky:

Pristroje:

rajCe jedlé Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers WT

rajCe jedlé Solanum lycopersicum L. 7B-1 cv. Rutgers

Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS), Cat. no.
M5524, Caisson Lab. USA

Sacharosa p. a., Cat. no. 40135-AP0, Lachner
Morpholinoethane sulfonic acid (MES) analytical grade,
Cat. no. 29834.04, Serva

SAVO - komer¢ni roztok, BOCHEMIE a. s., Czech
Republic

kyselina niflumova (NIF), Cat. no. N0630, Sigma-Aldrich
kyselina 4,4‘-diisothiokyanstilben-2,2‘-disulfonova (DIDS),
Cat. no. D3514, Sigma-Aldrich

Petriho misky plastové, primér 90 mm
naplast z netkaného textilu, REF: 1320103112, BATIST

laminarni box Holten Horizontal Laminar Airflow Clean
Bench, Thermo Scientific
ristové komory Microclina 1000E, Snijders Scientific, The

Netherlands
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3.1 Rostlinny material

Rostlinny material, ktery jsem pouzival ve své bakalafské praci, bylo Solanum
lycopersicum L., neboli rajCe jedlé. Ke svym pokusim jsem konkrétné vyuzival
kontrolni genotyp cv. Rutgers (WT), coz je kultivar, ktery neni Zadnym zpusobem
geneticky upraveny. Druhym genotypem byl mutant 7B-1, odvozeny od kultivaru cv.
Rutgers, ktery ma spontanni recesivni mutaci v jednom genu 7B-1 a byl poskytnuty V.
K. Sawhney (University of Saskatchewan, Saskatoon, Canada) (Sawhney, 1997).
Funkce genu 7B-1 neni zatim znama, ale pravdépodobné se jedna o mutaci v signalni
draze modrého svétla. Mutant 7B-1 se vyznaluje zvySenou toleranci k abiotickym
stresim (osmoticky stres, zasoleni, nizké teploty), a to specificky na modrém svétle
(Fellner and Sawhney, 2002).

3.2 Metodika
3.2.1 Priprava kultivaéniho média
Priprava kultivaéniho média probihala nasledovné. Nejdfive jsem si nachystal
Erlenmayerovu bariku, do které jsem nalil 1 litr destilované vody a na dno jsem dal
magnetické michadlo. Pak jsem pfidal odvazenych 20 g sacharosy na celkové 2 litry
média (ij. vysledna koncentrace sacharosy 1%). Nasledovalo pfidani 8,66 g MS média
(Murashige and Skoog, 1962; Caisson, USA) na 2 litry, pak jsem pfidal MES pufr,
kterého bylo 390,4 mg na 2 litry média. Pfi pfidavani zminénych latek se roztok
neustale michal pomoci michadla. Po pfidani vSech latek do Erlenmayerovy banky
jsem roztok doplnil do 2 litrG.

Nasledné jsem upravil pH roztoku pomoci 1M KOH na hodnotu 6,1. Nyni jsem
mohl odvazit do kazdé varné lahve 2,8 g agaru. K agaru jsem nalil 400 ml média a
lahve uzaviel vickem. Médium bylo poté vysterilizovano v autoklavu a pfipraveno

k pouziti.

3.2.2 Sterilni vysev semen

Sterilni vysev jsem provedl podle nasledujiciho postupu. Do plastovych zkumavek jsem
si odpocital 200 seminek od WT (wild type, cv. Rutgers) a od mutanta 7B-1. Pfidal asi
40 ml pfipraveného 2,8% roztoku Sava a vody (600 ml Sava a 400 ml vody), nechal jej
pusobit asi pUl hodiny (25 min) a po nékolika minutach jsem zkumavky s roztokem
protfepal. Mezitim jsem si rozehfal médium v mikrovinné troubé a do kazdé sterilni
plastové Petriho misky (priimér 90 mm) jsem nalil 20 ml média. Po ukond&eni sterilizace
seminek jsem roztok Sava odstranil pomoci 10 ml pipety a nahradil ho sterilni

destilovanou vodou. Toto promyti seminek vodou jsem provedl celkem pétkrat. Poté
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jsem pomoci pinzety oZehnuté v plameni kahanu, vysel na kazdou misku pfiblizné 50
seminek. Po provedeni vysevu jsem popsal Petriho misky a oblepil je paskou
z netkané textilie (2 otoCky). Petriho misky zabalené do alobalu jsem dal do kultivacni
komory (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Holandsko), kde byla kultivovana po
dobu 3 dnU a pfi teploté 23°C.

3.2.3 Prenos klicicich semen

Prenos kli¢icich semen na média s inhibitorem aniontovych kanall jsem proved|
nasledujicim zpusobem. Zapnul jsem si laminarni flowbox a omyl uvnitf povrch 70%
ethanolem. Potom jsem si pfipravil sterilni plastové Petriho misky (pramér 90 mm)
s médiem obsahujici inhibitor aniontovych kanall NIF o koncentracich 0, 30, 90 a 120
pumol/l nebo inhibitor aniontovych kanali DIDS o koncentracich 0, 100, 200 a 300
pmol/l. Jakmile médium ztuhlo, mohl jsem pomoci vysterilizované pinzety pfenadet
vykliCena seminka daného genotypu na médium s danou koncentraci inhibitoru.
Vybiral jsem jen seminka vykli¢ena a s kofinky pfiméfené dlouhymi (1-2 cm max.).
Jakmile jsem byl hotov, tak jsem vSechny misky oblepil paskou (2 kole¢ka) a vyznadil si
fixou vrch misek pro pfisti manipulaci. Misky se seminky urcené ke kultivaci ve tmé
jsem zabalil do alobalu. Dal8i ¢ast misek jsem umistil do kultivaéni komory s modrym
svétlem (BL) a posledni ¢ast misek jsem dal do kultivaéni komory s ¢ervenym svétlem
(RL). Pfenesené rostlinky jsem kultivoval pfi teploté¢ 23°C po dobu 7 dnd. Zdrojem
modrého svétla s maximem ozafenosti 10 umol m™ s™ pfi 460 nm byly modré zafivky
Philips TLD-36W/18-Blue (Phillips, USA). Zdrojem c¢&erveného svétla s maximem
ozarenosti 10 umol m? s™. pfi 660 nm byly Servené zafivky Philips TLD-36W/15-Red
(Phillips, USA).

3.2.4 Méreni kofene a hypokotylu

Po tydnu kultivace jsem zméfil délku hypokotylu a kofene rostlin. Délka téchto organu
rostlin byla méfena pomoci pravitka na pfesnost jednoho milimetru. Namé&fené hodnoty
jsem zapsal do tabulky. Vysledky pak byly zpracovany a vyneseny do grafi pomoci

programu Microsoft Excel.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv inhibitora aniontovych kanali na rast rostlin

Pro zodpovézeni otazky, zda jsou aniontové kanaly zapojeny ve fotomorfogenezi
rostlin rajéete Solanum lycopersicum L. bylo sledovano, jakym zplsobem ovliviuji
inhibitory aniontovych kanald DIDS a NIF rust rostlin pfi riznych svételnych
podminkach. VS8echny experimenty byly provedeny podle postupu uvedeného

v metodice. RUst rostlin byl studovan ve tmé na modrém a ¢erveném svétle.
Rust hypokotylu ovlivnény inhibitorem DIDS

Rust hypokotylu Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT) a mutanta 7B-1 byl
ovlivnén pfidanim inhibitoru DIDS umérné v zavislosti na koncentraci inhibitoru.
Konkrétné ve tmé, prodluzovani etiolovanych hypokotyld WT bylo stimulovano vlivem
DIDS, a to asi 0 30% pfi koncentraci 300 pmol/l (Graf 1 a 2). Stimulovan byl i rast
hypokotylu 7B-1, ale zfetelné méné nez u WT. Konkrétné pfi nejvysSi pouzité

koncentraci 300 umol/l dosahovala stimulace ristu u 7B-1 asi 13% (Graf 2).
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Graf 1. Délky etiolovanych hypokotyll rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald DIDS. Délky
hypokotyll byly méfeny 7. den po prenosu kliicich semen na MS médium obsahujici DIDS.
Graf ukazuje primérné hodnoty délky hypokotylu + SE vypocitané ze tfi nezavislych
experimentu.
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Graf 2: Inhibice ristu etiolovanych hypokotyld Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanald DIDS. Graf ukazuje primérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experiment(.

Podle o&ekavani modré svétlo vyrazné inhibovalo rdast hypokotyld obou
genotypl, pficemz hypokotyl 7B-1 byl vyrazné delSi nez hypokotyl cv. Rutgers (Graf 3).
Na rozdil od etiolovanych hypokotyl, u rostlin rostoucich na modrém svétle nemél
DIDS vyrazny vliv na prodluzovani hypokotyll, a to podobné u obou genotypu (Graf 3).
Na modrém svétle doslo k malé inhibici ristu hypokotylu WT vlivem DIDS, a to asi 6%
pfi koncentraci 300 pymol/l (Graf 4). Inhibice rastu hypokotylu 7B-1 byla o trochu vétsi

nez u WT, konkrétné asi 9% pfi nejvySsi pouzité koncentraci (Graf 4).
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Graf 3: Délky etiolovanych hypokotyl rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald DIDS. Délky
hypokotyll byly méfeny 7. den po pfenosu kliicich semen na MS médium obsahujici DIDS.
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Graf ukazuje primérné hodnoty délky hypokotylu + SE vypocitané ze tfi nezavislych
experimenta.
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Graf 4: Inhibice rlstu etiolovanych hypokotyld Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanalt DIDS. Graf ukazuje priimérné hodnoty
vypoditané ze tfi nezavislych experimenta.

Cervené svétlo inhibovalo rist hypokotylli u obou genotypu, pficemz redukce
ristu byla zfetelné mensi nez vlivem modrého svétla. Podobné jako u rostlin rostoucich
na modrém svétle, nemél DIDS v pouzitych koncentracich vyrazny vliv na rast
hypokotyll u obou genotypll (Graf 5). Pouze v nejvysSi koncentraci redukoval DIDS
rist hypokotyld 7B-1 asi 0 12% (Graf 6).
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Graf 5: Délky etiolovanych hypokotyl rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald DIDS. Délky
hypokotyll byly méfeny 7. den po pfenosu kli¢icich semen na MS médium obsahujici DIDS.
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Graf ukazuje primérné hodnoty délky hypokotylu + SE vypocitané ze tfi nezavislych
experimenta.
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Graf 6: Inhibice ristu etiolovanych hypokotyld Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanalt DIDS. Graf ukazuje priimérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experimentd.

Rust korene ovlivnény inhibitorem DIDS

Na rozdil od hypokotyld mél DIDS v pouzitych koncentracich témérF vyhradné inhibi¢ni
ucinky na rast kofend, umérné koncentraci inhibitoru. Konkrétné ve tmé, byla inhibice
kofeni WT a 7B-1 vlivem DIDS podobna (Graf 7), pfi¢emz pfi nejvyssi testované
koncentraci 300 ymol/l dosahovala inhibice rustu kofene asi 29% u WT a 35% u 7B-1
(Graf 8).
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Graf 7: Délky etiolovanych kofen( rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta 7B-1
rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald DIDS. Délky kofent byly
meéfeny 7. den po pfenosu kli¢icich semen na MS médium obsahujici DIDS. Graf ukazuje
pramérné hodnoty délky kofene + SE vypocitané ze tfi nezavislych experimenta.
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Graf 8: Inhibice rastu etiolovanych kofenu Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta 7B-
1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanald DIDS. Graf ukazuje primérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experiment(.

Na modrém svétle byl inhibiéni Uc¢inek DIDS na rust kofene obou genotypu

potlacen a DIDS tak nemél na rist kofene zadny vyrazny efekt (Graf 9 a Graf 10).
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Graf 9: Délky etiolovanych kofen( rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta 7B-1
rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald DIDS. Délky kofenl byly
meéfeny 7. den po pfenosu kli¢icich semen na MS médium obsahujici DIDS. Graf ukazuje
pramérné hodnoty délky kofene + SE vypocitané ze tfi nezavislych experimentd.
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Graf 10: Inhibice rUstu etiolovanych kofenl Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanall DIDS. Graf ukazuje primérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experimentu.

Prekvapivé, na rozdil od situace na modrém svétle, rust kofen(
experimentalnich rostlin rostoucich na ¢erveném svétle byl inhibovan inhibitorem DIDS

(Graf 11), a to podobné jako u etiolovanych rostlin. Podobné jako ve tmé, byla inhibice

ristu kofene mutanta 7B-1 podobna, jako u cv. Rutgers (Graf 12).
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Graf 11: Délky etiolovanych kofen( rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta 7B-
1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanaltd DIDS. Délky koren(
byly méfeny 7. den po pienosu kli€icich semen na MS médium obsahujici DIDS. Graf ukazuje
pramérné hodnoty délky kofene + SE vypocitané ze tfi nezavislych experimentd.
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Graf 12: Inhibice rUstu etiolovanych kofenl Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanall DIDS. Graf ukazuje primérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experimentu.
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Ruast hypokotylu ovlivnény inhibitorem NIF

Druhym pouzitym inhibitorem byl NIF, ktery na rozdil od DIDS ukazoval pouze inhibi¢ni
ucinky na rust rostlin rajcete bez ohledu na svételné podminky. Rist hypokotylu cv.
Rutgers (WT) byl inhibovan umérné koncentraci inhibitoru NIF (Graf 13). Konkrétné ve
tmé, byla inhibice hypokotylu WT vlivem NIF pfi koncentraci 120 ymol/l 60% (Graf 14).
Inhibice hypokotylu 7B-1 vlivem NIF byla celkové o néco nizsi nez u WT (Graf 14).
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Graf 13: Délky etiolovanych hypokotyld rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald NIF. Délky
hypokotyll byly méfeny 7. den po pfenosu kli¢icich semen na MS médium obsahuijici NIF. Graf
ukazuje primérné hodnoty délky hypokotylu + SE vypocitané ze tfi nezavislych experimentd.
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Graf 14: Inhibice rlstu etiolovanych hypokotyld Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanalt NIF. Graf ukazuje prdmérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experiment(.
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Modré svétlo opét vyrazné redukovalo délku hypokotylu WT a inhibiéni uc€inek
NIF na jeho rast byl mnohem mensi nez u etiolovanych rostlin (Graf 15). Inhibice
hypokotylu WT byla na modrém svétle tedy podstatné niz8i nez u etiolovanych
hypokotyll, pfi nejvyssi koncentraci 120 umol/l kolem 22% (Graf 16). Podle ocekavani
byly hypokotyly mutanta 7B-1 na modrém svétle vyrazné delSi (Graf 15). Naproti tomu
inhibice prodluzovani hypokotylu 7B-1 vlivem NIF byla na modrém svétle dvojnasobna

nez u WT, a to asi 50% pfi nejvyssi mozné koncentraci (Graf 16).
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Graf 15: Délky etiolovanych hypokotyld rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald NIF. Délky
hypokotyll byly méfeny 7. den po pfenosu klicicich semen na MS médium obsahuijici NIF. Graf
ukazuje primérné hodnoty délky hypokotylu + SE vypocitané ze tfi nezavislych experimentd.
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Graf 16: Inhibice rlstu etiolovanych hypokotyld Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanali NIF. Graf ukazuje primérné hodnoty

vypocitané ze tfi nezavislych experimentu.
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Na rozdil od modrého svétla, Cervené svétlo nemélo na citlivost hypokotyld WT
k inhibitoru NIF vyrazny vliv a inhibice vlivem NIF byla podobna jako u etiolovanych
hypokotyll (Graf 17). Inhibice rudstu hypokotylu WT plsobenim NIF dosahovala
podobnych hodnot, jako u etiolovanych hypokotylli, pfi nejvy$Si koncentraci to bylo
zhruba 57% (Graf 18). Na rozdil od WT, vSak Cervené svétlo zesilovalo citlivost
hypokotyll 7B-1 k NIF, pfedevSim u nizSich koncentraci 30 a 90 pmol/l (Graf 18,
srovnani s Grafem 14), pfi nejvyssi koncentraci 120 ymol/l nedoSlo ke zméné inhibice
(Graf 14).
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Graf 17: Délky etiolovanych hypokotyld rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald NIF. Délky
hypokotyll byly méfeny 7. den po pfenosu kli¢icich semen na MS médium obsahuijici NIF. Graf
ukazuje priimérné hodnoty délky hypokotylu + SE vypocitané ze tfi nezavislych experiment(.
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Graf 18: Inhibice rastu etiolovanych hypokotylt Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanalt NIF. Graf ukazuje prdmérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experiment(.

Rust kofene ovlivnény inhibitorem NIF

Rust kofene Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (WT) a mutanta 7B-1 byl pfidanim
inhibitoru NIF do média vyrazné inhibovan (Graf 19). Z grafu 20 je vSak zfetelné, ze
inhibice prodluzovani kofene 7B-1 pUsobenim NIF byla ve tmé podstatné nizSi nez u
WT (Graf 20).
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Graf 19: Délky etiolovanych kofenu rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta 7B-
1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanall NIF. Délky kofenl byly
meéfeny 7. den po prenosu klicicich semen na MS médium obsahujici NIF. Graf ukazuje
priimérné hodnoty délky kofene + SE vypocitané ze tfi nezavislych experimentd.
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Graf 20: Inhibice rustu etiolovanych kofenl Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanalt NIF. Graf ukazuje prdmérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experiment(.
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Podobné jako u etiolovanych kofen(, vyrazna inhibice ristu vlivem NIF byla
pozorovana u kofenl obou genotypu rostoucich na modrém svétle (Graf 21). Podobné
jako ve tmé pak byla citlivost kofen(l 7B-1 k NIF na modrém svétle znatelné nizSi nez u
WT (Graf 22).
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Graf 21: Délky etiolovanych kofen( rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta 7B-
1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanall NIF. Délky kofenl byly
meéfeny 7. den po pienosu kli¢icich semen na MS médium obsahujici NIF. Graf ukazuje
priimérné hodnoty délky kofene + SE vypocitané ze tfi nezavislych experimentd.
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Graf 22: Inhibice ristu etiolovanych kofenld Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanalt NIF. Graf ukazuje prdmérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experimentd.
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Na cerveném svétle byla inhibice ristu kofenl rostlin WT pusobenim NIF
podobna jako ve tmé (Graf 24). Pfi nejvy38i pouzité koncentraci 120 ymol/l dosahovala
inhibice rastu kofene WT asi 77% (Graf 24). Podobné jako ve tmé a na modrém svétle,
byly kofeny mutanta 7B-1 méné citlivéjsi k inhibiénimu G&inku NIF nez kofeny WT (Graf
24).

Cervené svétlo

x© O
o o
1 )

(S e N |
o © o
| I I

=

EBWT

w
o
1

O7B-1

Délka korene (mm)
S
o
1

=N
o o
1 1

o
I

0 30 90 120
[NIF] (uM)

Graf 23: Délky etiolovanych kofenu rostlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta 7B-
1 rostoucich na vybranych koncentracich-inhibitoru aniontovych kanald NIF. Délky kofenud byly
meéfeny 7. den po prenosu klicicich semen na MS médium obsahujici NIF. Graf ukazuje
primérné hodnoty délky kofene + SE vypocitané ze tfi nezavislych experimentu.
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Graf 24: Inhibice rUstu etiolovanych kofenl Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta
7B-1 po ovlivnéni inhibitorem aniontovych kanalt NIF. Graf ukazuje prdmérné hodnoty
vypocitané ze tfi nezavislych experimenta.
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5 DISKUZE

V experimentalni ¢asti jsem se zabyval tim, zda jsou aniontové kanaly zapojeny ve
fotomorfogenezi, konkrétné v prodluzovani hypokotylu a kofene. K experimentim jsem
pouzil farmakologicky pfistup, ktery spocival v aplikaci inhibitorll aniontovych kanalu
(DIDS a NIF) na kli¢ici semena rajcete. DalSim ukolem bylo zjistit, zda zatim neznamy
produkt genu 7B-1 muze byt zapojen v regulaci aktivity aniontovych kanald v prabéhu
prodluzovani hypokotylu a kofene rajCete. K tomu jsem vyuzil geneticky pfistup, ktery
spocital ve studiu recesivhiho mutanta rajéete (Solanum lycopersicum L.) 7B-1

s pravdépodobnym defektem v signalni draze modrého svétla.
Zapojeni DIDS-sensitivnich kanalu v riistu hypokotylu a kofene

Inhibitor aniontovych kanald byl aplikovan v koncentracich 100, 200 a 300
pmol/l a bylo sledovano prodluzovani hypokotylu a kofene WT a mutanta 7B-1 ve tmé,
na modrém a Cerveném svétle. Inhibitor DIDS inhibuje R-typ aniontovych kanalu ve
svéracich burnikach prdduchd (Marten et al., 1993). Dale je schopen inhibovat S-typ
aniontovych kanall u hypokotyll Arabidopsis thaliana (Roberts, 2005), naopak na R-
typ aniontovych kanall u hypokotyl Arabidopsis thaliana neni u€inny (Thomine et al.,
1997). DIDS slouzi pfedevSim k inhibici S-typu DIDS-sensitivnich kanald u hypokotylu
a korenl. PFi experimentu ve tmé bylo pozorovano, ze koncentrace 200 a 300 umol/l
stimulovaly prodluzovani hypokotylu u obou genotypu, pfi€emz stimulace hypokotylu
mutanta 7B-1 byla vyrazné niz8i nez u WT. Z toho vyplyva, Ze (1) DIDS-sensitivni
kanaly nebyly zapojeny do prodluzovani hypokotylu, protoze nedoSlo k jeho inhibici.
Tim padem rust hypokotylu ovliviiovaly jiné kanaly, které nemohly byt inhibovany
inhibitorem DIDS. U 7B-1 ale nedoslo k tak vyrazné stimulaci rustu, (2) ddvodem je
mutace genu 7B-1, ktera zpusobuje snizeny rast hypokotylu rostliny (Fellner et al.,
2001).

Na rozdil od stimulaéniho vlivu DIDS na rust etiolovanych hypokotyltd, na
modrém a Cerveném svétle nebyl pozorovan vyrazny inhibiéni nebo stimulacni Gcinek
DIDS na prodluzovani hypokotylu. Pisobeni modrého svétla na S-typ kanalG zpUsobilo
inhibici aktivity kanald. Ovlivnénim DIDS, pfi vySSich koncentracich, doslo k mensi
inhibici rdstu hypokotyll u obou genotypu. Mohlo, proto dojit bud ke snizeni poctu
kanalG nebo ke zméné citlivosti na inhibitor DIDS. Jak uz bylo zminéno (1) plsobenim
modrého svétla doSlo k inhibici aktivity kanall (2) a 7B-1 ma schopnost rezistence vici
stresim pfi plsobeni modrého svétla. Pisobenim &erveného svétla doslo, stejné jako
u modrého svétla, bud ke sniZzeni poctu aniontovych kanali nebo ke zméné citlivosti na

inhibitor DIDS, kdy k vyrazngjsi inhibici doslo jen u nejvy8Si koncentrace inhibitoru a
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kanaly tak mohly byt citlivéj§i na DIDS. Rust hypokotyll ale nebyl néjakym vyraznym
zpusobem ovlivnén, protoze DIDS-sensitivni kanaly nebyly za tmy zapojeny v inhibici
ristu hypokotylu. PUsobenim modrého a Cerveného svétla zplsobilo zapojeni DIDS-
sensitivnich kanall v prodluzovani hypokotylu, ale pfidanim inhibitoru DIDS doslo
k jejich inhibici na rozdil od tmy.

Jak bylo zminéno vySe DIDS inhibuje u kofene predevsim S-typ aniontovych
kanalt, nez R-typ aniontovych kanalu. DIDS-sensitivni kanaly jsou pfitomny
v kofenovych burikach Triticum aestivum (Skerrett and Tyerman, 1994), u kofenovych
vlaskl Arabidopsis thaliana (Dauphin et al., 2001) a v kofenu Hordeum vulgare XPCs
(Kohler and Raschke, 2000). Pfi experimentu ve tmé bylo pozorovano, ze vSechny
koncentrace inhibovaly rast kofene u obou genotypl, pfi€emz inhibice kofene u 7B-1
byla vy38i nez u WT. Z toho muzeme odvodit, Ze (1) DIDS-sensitivni kanaly, na rozdil
od hypokotylu, byly zapojeny do ristu kofene, protoze doslo k jejich inhibici pisobenim
DIDS. U 7B-1 byla inhibice vyS$si nez u WT, ponévadz (2) mutace genu 7B-1
nezpusobuje snizeni rastu kofene a inhibice probiha jen vlivem DIDS. Na rozdil od
inhibi¢niho ucinku DIDS ve tmé, na modrém svétle doSlo kromé néj i k nepatrnému
stimulacnimu u€inku rustu kofene u 7B-1. Mohlo dojit bud ke zméné poctu DIDS-
sensitivnich kanalll nebo se zménila citlivost k inhibitoru DIDS. (1) Pisobeni modrého
svétla zfejmé zplsobilo snizenou aktivitu DIDS-sensitivnich kanalll, protoze u 7B-1
doslo ke stimulaci rlistu a DIDS tyto kanaly neinhiboval. (2) 7B-1 je rezistentni vuci
stresim na modrém svétle a je tak odolny vlc&i DIDS, ktery neinhibuje jeho rist. Na
rozdil od &asteéného stimula¢niho vlivu DIDS na modrém svétle, tak na Serveném
svétle byl ucinek DIDS opét inhibi¢ni, stejné jako ve tmé&. Mohlo to zplsobit bud
snizeni poctu aniontovych kanall, nebo se zménila citlivost kanald k inhibitoru DIDS.
Pfi srovnani vSech svételnych podminek bych mohl Ffict, Ze za tmy a na Cerveném
svétle byly DIDS-sensitivni kanaly zapojeny v rustu kofene, protoze vlivem inhibitoru
DIDS doslo kinhibici rGstu. Jen modré svétlo zpuUsobilo stimulaci rastu kofene,

z dlivodu nezapojeni DIDS-sensitivnich kanalt nedoslo k inhibici jeho prodluzovani.

Zapojeni NIF-sensitivnich kanall v rastu hypokotylu a kofene

Inhibitor aniontovych kanall byl aplikovan v koncentracich 30, 90 a 120 ymol/l a
bylo sledovano prodluzovani hypokotylu a kofene WT a mutanta 7B-1 ve tmé, na
modrém a Cerveném svétle. NIF se fadi mezi vSeobecné inhibitory aniontovych kanald,
ale neinhibuje specificky typ kanalu napfiklad chloridovy (Trebacz et al, 1997,
Wendehenne et al., 2002). NIF inhibuje R-typ a S-typ aniontovych kanall ve svéracich
bunkach Vicia faba L. (Schroeder et al., 1993; Marten et al., 1992; Marten et al., 1993;
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Schwartz et al.,, 1995). VyssSi ucinnost inhibice ma u R-typu aniontovych kanald ve
svéracich burikach nez u S-typu aniontovych kanall, které inhibuje s niz8i u€innosti
(White and Broadley, 2001). Inhibuje také R-typ aniontovych kanalu v epidermalnich
burikach Arabidopsis thaliana (Thomine et al., 1995, 1997; Frachisse et al., 1999;
Diatloff et al., 2004). Pfi experimentu ve tmé byl pozorovan inhibi¢ni ucinek hypokotylu
u obou genotypl, pficemz vySSi hodnoty inhibice byly u WT. PFfi pouziti vySSich
koncentraci inhibitoru 90 a 120 ymol/l doslo ke zvySeni inhibi€niho G€inku pfi srovnani
v ristu hypokotylu a se zvySujici se koncentraci rostla mira inhibice. Pisobenim
modrého svétla mohlo dojit ke (1) zvySeni aktivity NIF-sensitivnich kanald. (2) Mutace
genu 7B-1 zpuUsobuje resistenci pfi plisobeni modrého svétla, ale i pfesto byly NIF-
sensitivni kanaly inhibovany. PFi plsobeni ¢ervenym svétlem doslo opét k inhibi€nimu
ucinku u obou genotypl. Mohlo to zpusobit snizeni po¢tu aniontovych kanali nebo
zména citlivosti k inhibitoru NIF. K vyrazné zméné vSak nedoS$lo a inhibice obou
genotypl byla témér na stejné urovni. Pfi srovnani vSech svételnych podminek bych
mohl fict, Ze doslo k inhibi¢nimu ucinku inhibitoru NIF. Za tmy byly vice zapojeny NIF-
sensitivni kanaly u WT kvdli vy8Si inhibici, u modrého svétla byly naopak v rustu
hypokotylu vice zapojeny u 7B-1 a u Cerveného svétla byly urovné inhibice témér
stejné u obou genotypl.

U kofenl pfi experimentu ve tmé jsem pozoroval inhibi¢ni u€inek u obou
genotypu, ale vy$§i mira inhibice byla u WT, kromé koncentrace 30 umol/l. Proto
usuzuji, ze u WT byly vice zapojeny v rustu kofene NIF-sensitivni kanaly a inhibitor NIF
zpusobil jejich zablokovani. Mohlo tudiz dojit bud’ ke sniZeni poc¢tu aniontovych kanald,
nebo zméné citlivosti k NIF. Na modrém svétle nedoSlo ke zméné urovné inhibice, opét
u WT byla mira inhibice vy8§i nez u 7B-1. Modré svétlo tak nezplsobilo ovlivnéni
aktivity NIF-sensitivnich kanall a vysledky byly srovnatelné s tmou. Stejné vysledky
byly na Cerveném svétle, kdy opét WT mél vy8Si uroven inhibice nez 7B-1 a ani
tentokrat svétlo neovlivnilo aktivitu NIF-sensitivnich kanali Jen u koncentrace 30 ymol/l
doSlo u 7B-1 ke slabému stimulaénimu G¢inku. Pokud porovnam vysledky inhibice
ristu kofene ve vSech svételnych podminkach, tak zjistim, ze vysledky se nezménily
plusobenim tmy, modrého a ¢erveného svétla. Zmény svételnych podminek neovlivnily

aktivitu aniontovych kanalu.
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6 ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo studium ulohy aniontovych kanall v rdstu rostlin Solanum
lycopersicum L., a to standartni genotyp cv. Rutgers (WT) a mutanta 7B-1. Pro
posuzovani vlivu aniontovych kanald v ristu rostlin se hodnotil rist kofene a
hypokotylu. Rust byl ovlivnén rdznymi svételnymi podminkami (tma, modré a Cervené
svétlo) a pfidanim inhibitord aniontovych kanalu (DIDS v koncentracich 100, 150 a 200
pmol/l a NIF v koncentracich 30, 90 a 120 umol/l).

PFi experimentech bylo zji§téno u obou genotypl, Ze hypokotyl roste nejvice ve
tmé a nejméné na modrém svétle, kdy dochazi k inhibici ristu hypokotylu. U 7B-1 jsou
ale hodnoty hypokotylu na modrém svétle vysSi nez u WT, stejné tak jako ve tmé, ale
na ¢erveném svétle uz nebyly témér zadné rozdily v délce hypokotyll. Pfi ristu kofenu
nebyly pozorovany zadné vyrazné rozdily mezi genotypy ve vSech svételnych
podminkach.

Z testovanych inhibitor aniontovych kanall (DIDS a NIF) byl zjistén inhibi¢ni
efekt u obou pouzitych inhibitorti, ale ucinn&jSi byl inhibitor NIF. Zajimavé je, Ze
nejvysSi Ucinek inhibice byl u kofene na modrém svétle, didvodem muze byt to, ze
modré svétlo zesiluje inhibi¢ni GCinek inhibitoru. Ve tmé a na derveném svétle byl
inhibi€ni niz8i nez na modrém svétle, ale vySSi nez u inhibitoru DIDS. Byly proto
navrhnuty dvé hypotézy, které by mohly tu reakci vysvétlit: (1) modré svétlo maze
zmeénit pocet NIF-sensitivnich kanalu v rostlinach nebo (2) plsobenim modrého svétla
nedoSlo ke zvySeni citlivosti NIF-sensitivnich kanall v rostliné k inhibitoru. Vyssi
inhibi¢ni efekt byl pozorovany u WT, protoze 7B-1 je resistentni vuci stresu na modrém

svétle, a proto byl jeho inhibiéni efekt nizsi.
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