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(Solanum lycopersicum L.) K inhibitorim iontovych kanalt
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modré svétlo a Cervené svétlo). Vysledky vedly k zavérim,
ze aniontové kanaly citlivé k NIF jsou dulezité pro kliceni
semen rajCete za vSech testovanych svételnych podminek,
kdezto 9-AC se zda byt zapojen v kliceni semen pouze na
svétle. Z vysledkd rovnéz vyplyva, ze modré i ¢ervené svétlo
ovliviiuje aniontové kanaly citlivé k NIF a 9-AC, pfi¢emz je
v tomto procesu zapojen fotoreceptor phyA a protein DDB1,
ktery je soucasti proteinového komplexu CDD spojeného
s E3 ubiquitin ligazou COPL1.
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1 Uvod

Cilem préce bylo studium zapojeni aniontovych kanalti v procesu kli¢eni semen rajéete a
ulohy fotoreceptorti Cerveného svétla vtomto procesu. Ktomu byl pouzit geneticky
pristup, spocivajici v analyze fotomorfogennich mutanti a farmakologicky pfistup
spocivajici ve studiu G¢ink inhibitort aniontovych kanal na kli¢eni semen.

V teoretické Casti byly shromazdény literarni zdroje vztahujici se k tématu
bakalaiské prace, a to predevsim literatura tykajici se problematiky aniontovych kanald a
kliceni semen a jejich regulace svétlem. Na zaklad¢ téchto poznatkli byla vypracovana
literarni reSerSe na dané téma.

V experimentalni ¢asti byly provedeny experimenty, jejichz cilem bylo studium
citlivosti kliceni semen mutantd fril a hpl rajcete Solanum lycopersicum L. k inhibitorim
iontovych kandlli v zavislosti na svételnych podminkach.

Bakalarské prace byla provadéna v Laboratofi riistovych reguldtord Univerzity
Palackého v Olomouci, konkrétné ve Skupiné molekularni fyziologie pod vedenim Prof.

RNDr. Martina Fellnera, Ph.D.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Kliéeni semen

Kli¢eni semen je pocate¢ni vyvojovy proces zivotniho cyklu rostlin. Semena jsou
vysledné produkty rostlinné reprodukce a jejich hlavni funkci je tvorba nové generace
rostlin a usnadnéni jejich rozsiteni (Bewley 1997; Lee et al., 2015). Na samotném pocatku
stoji embryonalni vyvoj (téZ embryogeneze) semen, ktery je u kvetoucich druhu rostlin
zahajen dvojim oplozenim (Gehring et al., 2004; Berger et al., 2008). Na konci tohoto
embryonéalniho vyvoje dochézi k nahromadéni makromolekul, jako jsou lipidy nebo
proteiny v déloznich listcich a k pozastaveni bunééného cyklu v embryu (Goldberg et al.,
1989; Raz et al., 2001). Tato faze byva oznacovana jako faze zrani semen a dehydratovana
semena se nasledné stavaji dormantnimi. Nachazi se v klidovém stavu, ktery je odolny
K jejich vysychani (McCarty and Carson, 1991). Ve stavu dormance je Kli¢eni
zivotaschopnych semen v piiznivych podminkach pozastaveno a stav dormance muize byt
prolomen naptiklad stratifikaci (Bentsink and Koornneef, 2008). Samotny proces kli¢eni
zahrnuje procesy zacinajici pifijmem vody semenem a koncici prodluzovanim zarodecné
osy (Bewley and Black, 1994). Prvotni fazi je ptijem vody semeny, nasleduje absorpce a
nasavani vody a viditelnym znakem ukonceni kli¢eni je penetrace neboli pranik kotinku
strukturami obklopujicimi embryo. Vysledek je oznacovan jako tzv. viditelné klic¢eni
(Bewley, 1997).

2.2 Kliéeni a svétlo

Kliceni semen u vysSich rostlin je komplexni proces, ktery je ovlivnén fadou vnéjSich
faktord, jako je vlhkost, teplota, dostatecny piisun kysliku, vyzivné latky a svétlo. Svétlo
hraje vregulaci kliceni semen dulezitou roli pfedev§im u druhG rostlin s malymi
semenacky jako je Arabidopsis thaliana (Seo et al., 2009).

Zatimco nécktera semena pro své kliCeni pozaduji pouze rehydrataci, dormantni
semena potiebuji ke svému kliceni vnéjsi podnét jako je napt. svétlo. Piikladem takovych
rostlin je Arabidopsis thaliana, Lactuca sativa, Oryzopsis miliacea, kdy u téchto druhd
rostlin je kli¢eni vyvoldno nebo podporovano svétlem. Zatimco napiiklad u rajcete je
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kliceni indukovano i rehydrataci ve tmé. Citlivost semen rajéete ke svétlu je omezena na 3
az 16 hodin od pocatku rehydratace. Hlavni roli pfi vnimani svétla k vyvolani kli¢eni hraje
skupina fotoreceptora - fytochromy. Existence fytochromii ve fyziologicky aktivni formé
(Pfr) umoziuje odpovéd semen na svételné podminky a je rozhodujicim faktorem pro
kliceni rostlin. Z hlediska nacasovani kli¢eni semen hraje dulezitou roli antagonistické
pusobeni dvou fytohormont, gibberellini a kyseliny abscisové (ABA), kdy gibberelliny
stimuluji kliceni semen, zatimco kyselina abscisova cely klicici proces inhibuje (Bewley
and Black, 1994; Casal and Sanchez, 1998; Appenroth et al., 2006).

kliceni rast sazenicek
._:‘ 2
Dy 22°C )
(\ - ) - TS -
zrani semene oc S S -
prolomeni dormance prasknuti endospermu

dormance 22°C -.h > .

dormance dormance

Obrazek €. 1: Kliceni semen Arabidopsis Cvi. Pocate¢ni stav primarni dormance semen se objevuje pii
procesu zrani semen. Suchd a zrald semena jsou dormantni a v tomto stavu pii teploté 22 °C setrvavaji po
dobu az 14 dni. Dormance miZe byt prolomena stratifikaci, pokud se semena nachéazi v dostate¢né vlhkém
prostiedi se snizenou teplotou vzduchu (4 °C). Pokud je dormance prolomena, za pfitomnosti svétla mohou
semena klicit, coz vede k penetraci kofinku. Pravé penetrace signalizuje ukonceni kli¢eni a nasleduje proces
rustu sazenic (upraveno a prevzato z Miller et al., 2012).

2.3 Fotoreceptory

Velikost a mnozstvi viditelného svétla ovliviiuje celou fadu biologickych procest.
Fotosyntéza je hlavnim procesem vyjadiujicim vztah mezi svétlem a vyvojem rostlin.
Svétlo vSak neni rostlinami vyuZivano pouze jako zdroj energie pro biologické procesy
jako je fotosyntéza, ale rostliny vyuzivaji svétlo také jako vn&jsi signal pro vyvoj rostlin
v procesu zvaném fotomorfogeneze. U rostlin se vyvinul vysoce propracovany systém
drah, které prenasi svételny signal iniciovany fotoreceptory, které charakterizujeme podle
vinovych délek svétla, jez vnimaji. Vyssi rostliny si vyvinuly dvé hlavni skupiny
fotoreceptorti. Fytochromy absorbujici ¢ervené a dlouhovinné cervené svétlo, tj. svétlo

v rozmezi vinovych délek 600-750 nm. Druha skupina zahrnuje fotoreceptory modrého
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svétla, kam fadime kryptochromy absorbujici modré a UV-A svétlo, tj. svétlo dosahujici
vinovych délek 320-500 nm a fototropiny, které stejné jako kryptochromy absorbuji modré
svétlo (Sullivan and Deng, 2003; Carvalho et al., 2011).

2.3.1 Fytochromy

Fytochromy fadime mezi fotoreceptory, jejichz maximalni absorbce se nachazi v oblasti
¢erveného a dlouhovinného Cerveného svétla (z angl. red/far-red) (Carvalho et al., 2011).
Z hlediska struktury jsou fytochromy slozeny z apoproteini a kovalentné vazaného
linearniho tetrapyrrolového chromoforu. Tyto pigmentované proteiny existuji ve dvou
spektralné odlisnych formach a podstupuji fotoreversibilni pfeménu mezi témito formami.
Prvni forma absorbujici ¢ervené svétlo je oznaovana jako Pr a druha forma absorbujici
dlouhovinné Eervené svétlo je oznaCovana jako Pfr. Pfechod z Pr do Pfr formy indukuje
velké mnozstvi morfologickych procest, opaény piechod nikoliv. Tedy pouze Pfr formu
fytochromu lze povazovat za biologicky aktivni (Chory et al., 1996; Yamaguchi et al.,
1999).

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana byly popsany fytochromy phyA-E,
kodované specifickymi geny. Bylo zjisténo, ze mutanti deficientni ve phyA a phyB maji
rozdilné chovani a jsou funkéné odlisné od skupiny fytochromt phyC, phyD a phyE
(Yamaguchi et al., 1999).

Ulohou fytochromui je také kontrola fyziologickych procest, kdy mizeme rozlisit
biologické odpovédi rostlin indukované vlivem cerveného svétla a odpovédi indukované

ozafenim pomoci dlouhovinného ¢erveného svétla (Yamaguchi et al., 1999).

cervené svétlo

Sl LM bunééna
bunééna < Pr ¢ Pfr —> !
5 odpoved’
odpovéd 730 nm .
A dlouhovinné cervené svétio :
., tma

Obréazek €. 2: Princip zmény konformace fytochromu: Biologicky neaktivni forma fytochromu (Pr), je pfi
osvétleni Cervenym svétlem pievedena na formu biologicky aktivni (Pfr) a vtomto pfipadé dochazi
k bun&éné odpovédi. Dlouhovinnym Eervenym svétlem a tmou dochazi ke zpétnému pievedeni fytochromu
na biologicky neaktivni formu a v tomto pfipadé k zddné bunééné odpovédi nedochazi (upraveno a pievzato
z Koning, 1994).
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2.3.2 Kryptochromy

Kryptochromy fadime mezi fotoreceptory, jejichz maximalni absorbce se nachazi v oblasti
modrého a UV-A svétla (Lin and Todo, 2005). Strukturné se kryptochromy fadi mezi
flavoproteinové fotoreceptory, které vykazuji vysokou podobnost s flavoproteiny,
katalyzujicimi opravu DNA, fotolyasami. PfestoZe s témito opravnymi enzymy sdili
kryptochromy velké mnozstvi identickych sekvenci, schopnost opravy DNA kryptochromy
nemaji a mechanismus jejich signalnich drah dosud neni zcela piesné znam (Perrota et al.,
2000; Partch et al., 2005; Chaves et al., 2011).

Velké mnozstvi fotoreceptort je rostlinami vyuzivano k vniméni zmény mnozstvi a
kvality svétla, k regulaci jejich vyvoje a ristu. Kryptochromy se jako fotoreceptory
modrého svétla vyskytuji u fady organismil, jako jsou napiiklad rostliny, bakterie a
zivocichové, kde reguluji velké mnozstvi biologickych odpovédi. Mezi takové odpovédi
patii pohyby rostlin, otevirani pruduchi nebo fotomorfogeneze (Giliberto et al., 2005;
Partch et al., 2005).

V roce 1993 doslo k objevu kryptochromti (CRYSs) u modelové rostliny Arabidopsis
thaliana, kde maji tyto flavoproteiny klicovou roli v ristu a vyvoji rostliny. Bylo naptiklad
zjisténo, ze CRYs maji schopnost regulovat transkripci v podminkach modrého zateni
piimou a nepiimou aktivaci (Li et al., 2007; Yang et al., 2017). Arabidopsis thaliana jako
modelova rostlina obsahuje ve svych bunkach kryptochromy CRY1 a CRY2, které se
Vv rostlinnych bunkach vyskytuji jako dimery, jejichZ spravné uskupeni je nezbytné pro
funkci CRYs. Tyto kryptochromy jsou lokalizované v jadie a cytoplazmé na rozdil od
CRY3, jejichz lokalizace je v organeldch (Kleine et al., 2003; Lin and Shalitin, 2003; Li et
al., 2007). Spole¢nou funkci CRY1 a CRY?2 je inhibice prodluzovani hypokotylu u rostlin
a kontrola fotomorfogeneze. CRY2 ma navic funkci kontroly kveteni za svétla, pfi niz byl
objeven (Guo et al., 1998; Lin et al., 1998; Lin and Shalitin, 2003; Giliberto et al., 2005).

V pribéhu sledovani chovani mutanta Arabidopsis thaliana pfi riznych svételnych
podminkach bylo zjisténo, ze pokud mutant roste na modrém nebo UV-A svétle, jeho
hypokotyl je dlouhy. Oproti tomu chovani mutanta v podminkach cerveného a
dlouhovinného cerveného svétla je zcela jiné. Pokud mutant roste v téchto svételnych
podminkach, chova se jako kontrolni rostlina a dochédzi u néj k inhibici rastu hypokotylt,
kdy tato inhibice je vyvolana fytochromy (Li et al., 2007). U rajcete byla charakterizovana
genova rodina kryptochromil sestavajici ze 4 skupin (CRY1, CRY1b, CRY2, CRY3).
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Pravé gen CRY1 u rajéete koduje protein, ktery prokazuje velmi vysokou podobnost a
identitu sgenem CRY1 u Arabidopsis thaliana. Kryptochromové geny fadime mezi
pomérné novou skupinu rostlinnych gent, které jsou zodpovédné za riznorodé odpovéedi

organismi na modré svétlo (Ninu et al., 1999; Giliberto et al., 2005).

2.3.3 Fototropiny

Fototropiny fadime mezi fotoreceptory, jejichz maximalni absorbce se nachazi v oblasti
modrého svétla. Tyto fotoreceptory reprezentuji pomérné novou skupinu protein Kinaz,
které maji pro rostliny velky vyznam. Spolu s fytochromy patii mezi hlavni fotosenzitivni
fotoreceptory a dulezitou roli hraji pfedev$im v kontrole mechanickych procest rostlin
jako je pohyb a akumulace chloroplasti, otevirani priducht a fototropismus (Briggs and
Christie, 2002; Carvalho et al., 2011; Liscum et al., 2014).

Vsechny tyto biologické odpovédi na modré svétlo slouzi k optimalizaci pribehu
fotosyntézy rostlin. Optimalizace je dosazeno ziskem svételné energie a ziskem oxidu
uhli¢itého (Takemiya et al., 2005). Schopnost fototropind vnimat svétlo je zprostiedkovano
pomoci tzv. LOV (light, oxygen, or voltage) domény na N-terminalnim konci proteinu.
Pravé fotoexcitace LOV doménou zahajuje fototropismus a rozhoduje o autofosforylaci
receptoru (Christie, 2007). Vnimani svétla pomoci fototropini u Arabidopsis thaliana je
zprostifedkovano predevsim LOV2 doménou (Sullivan et al., 2016).

V roce 1997 byl izolovan gen PHOT1 u modeloveé rostliny Arabidopsis thaliana.
Tato rostlina obsahuje dva fototropiny - PHOT1 a PHOT2, jejichz funkce se vzajemné
CasteCné prekryvaji v zavislosti na riznych fyziologickych procesech (Briggs and Christie,
2002; Christie, 2007). Velka vétSina biologickych odpovédi je fizena soucasné PHOTI1 a
PHOT2 (Kinoshita et al., 2001; Sakamoto and Briggs, 2002), ovSem mohou nastat situace,
kdy nékteré odpovédi jsou fizeny pouze jednim z fototropinil (Sakai et al., 2001; Suetsugu
et al. 2005). Odpovédi tizené PHOT1 mohou byt negativné regulovany pomoci PHOT2 (de
Carbonnel et al., 2010) a naopak (Harada et al., 2003, 2013).

PHOT1 1 PHOT2 reguluji fototropismus hypokotyli u rostlin. Fototropismus
umoziuje rostlindm ohyb za svétlem vniménim intenzity svétla, vinové délky svétla a jeho
sméru. Bylo zjisténo, ze PHOT1 i PHOT?2 reguluji fototropismus v zavislosti na rozdilnych
intenzitach modrého svétla (Inada et al., 2004; Zhao et al., 2013). Tyto fotoreceptory
zprostiedkovavaji odpoveédi zvysujici fotosyntetickou aktivitu rostlin v zavislosti na nizké
intenzité modrého svétla a odpovédi snizujici poskozeni rostlin v zavislosti na vysoké
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intenzit¢ modrého svétla (Ishishita et al., 2016). S vyuzitim mutanti Arabidopsis thaliana
s poruchou ve fototropismu (Huala et al., 1997) bylo zjisténo, ze PHOT?2 je zodpovédny za
fototropni ohyby v zavislosti na vysoké intenzit¢ modrého svétla a naopak PHOT1 je
k tomuto svétlu vice citlivy (Sakai et al., 2001; Takemiya et al., 2005). Bylo zjisténo, ze ve
tmé jsou fototropiny lokalizovany na plazmatické membrané a po ozafeni je urcitd ¢ast
fototropinli pfemist'ovana z plazmatické membrany do cytoplazmy, pfi¢emz jejich funkce
Vv cytoplazmé nebyla dosud objasnéna (Sakamoto and Brigss, 2002; Knieb et al. 2004;
Preuten et al., 2015). Oba fototropiny jsou také zapojeny Vv otevirani priuducht rostlin a
zvétSovani listd, u kterych zprostiedkovavaji jejich orientaci a postaveni (Aggarwal et al.,
2014; Liscum et al., 2014).

2.3.4 Mutanti fril a hpl (Solanum lycopersicum L.)

U rajéete (Lycopersicum esculentum) bylo popsano né&kolik fotomorfogenetickych
mutanti. Mutanti nesouci monogenetickou, recesivni hp (hpl, hplw, hp2,.) mutaci (z
angl.. high-pigmented), jsou charakterizovani jejich zvySenou odpovédi ke svétlu (Bino et
al., 2005) a vykazuji defekt v genu DDB1 (Damaged DNA Binding protein 1) (Caspi et al.,
2008). Tito mutanti maji krat$i hypokotyly a vy$§i mnozstvi antokyanini V semenaccich
rostlin rostoucich na svétle (Peters et al., 1992; Kerckhoffs et al., 1997a). Maji take silngjsi
pigmentaci listd ve srovnani s kontrolni rostlinou WT. Pivodné byly hpl mutace ziejmé
jako posSkozeni ve strukturnich genech biosyntetickych drah karotenoidi (Stevens and
Rick, 1986). Hp1 mutant byl prvné identifikovan v roce 1917 (Reynard, 1956). I ptesto, Ze
povaha mutace je stale nejasna, detailni fyziologicka charakterizace hpl mutanta poskytuje
cenny piehled procest uvniti signalnich cest fytochromu. Mutant hpl vykazuje vyssi CAB
genovou expresi oproti WT ve tmé, po ozareni RL a v perikarpu nezralého ovoce. Nicméné
v rostlinnych pletivech semenacku rostoucich na svétle se CAB mRNA akumulace mezi
WT a mutantem nerozlisuje. Mutant hpl, postradajici uritého c¢lena specifické
fytochromové rodiny, byl izolovan z nékolika rostlinnych druhd, naptiklad Arabidopsis
thaliana, rajce (Lycopersicon esculentum Mill.) (Van Tuinen et al., 1995a) a hrach (Weller
et al., 1995). Tito mutanti jsou skvélym ndstrojem pro studium funkc¢nosti riznych ¢lent
fytochromove rodiny (Peters, 1998). Bylo zjisténo, ze hpl piedstavuje mutaci rajete,
homologni s lidskym genem a genem A. thaliana, ktery kdduje DDB1 multifunk¢ni protein
(Lieberman et al., 2004; lovine et al., 2011). Semena tohoto mutanta kli¢i velmi dobie ve

tmé, pii dostatku vody, zatimco pod vlivem FR ziistavaji v nevykli¢eném stavu po nékolik
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dni (Shichijo et al., 2001). Vysoka produkce karotenoidd, lykopent a zvySené mnozstvi
kyseliny askorbové je charakteristické pro hp mutanty. Navic fotoindukce nékterych
enzymu je silngjs$i u hpl mutantd neZ u kontrolni rostliny. Bylo tedy zjisténo, ze hpl
mutant zdtraznuje odpovédi fytochromu (Kerckhoffs and Kendrick, 1997; Peters, 1998).
Fril (z angl. far-red light insensitive) mutanti vykazuji deficienci ve PhyA. Dospélé
rostliny fri mutanti vykazuji opozdény rast a maji sklony k vadnuti, ale vykazuji normalni
odpovéd’ na FR a to prodluzovani. Pii selekci dvou recesivnich mutantii rajcete s delSimi
hypokotyly nez u WT Vv rozdilnych podminkach (nizsi a vyssi frekvence BL) se tito dva
mutanti ukazali jako aleli¢ti a dalsi analyzy prokazaly, ze rist hypokotylt byl nesenzitivni
na FR. U mutanti fri chybi PhyA, ale PhyB je pfitomen v normalnim mnozstvi. Inhibice
hypokotylového riistu pomoci R pulzii kazdé 4 hodiny je kvantitativné podobné u mutantii
fri a u WT a efekt je do zna¢né miry vratny, pokud jsou pulzy R ihned nésledovany FR
pulzy. Béhem experimentu, kdy byli mutanti fri i kontrolni rostliny WT nejprve
kultivovany ve tmé a poté v podminkach FR po dobu 7 dni bylo zjisténo, Zze mutanti fri
jsou rezistentni k FR. Semenacky téchto mutanti v podminkdch FR de-etiolizovaly na
rozdil od WT, jejichz semenacky v téchto podminkach etiolizovaly (Van Tuinen et al.,

1995h).

2.4 lontové kanaly

Iontové kandly fadime mezi integrované membranové proteiny, které maji schopnost
transportovat anionty skrz pory cytoplazmatické membrany. Proudéni iontt skrz kanaly je
pasivni na rozdil od jinych transportérti, jako jsou protonové pumpy a smeér proudéni iontl
je tizen elektrochemickym potencidlem (Buchanan et al., 2015). Tyto kanaly jsou pfitomny
v rostlinnych membranach, jako je cytoplazmatickd membréana, tonoplast, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum a chloroplasty. Dale je moZzné iontové kanaly identifikovat
Vv rostlinnych pletivech, kde také hraji diileZitou roli. V Zivotnich procesech rostlin je
zasadni proudéni vody a v ni rozpusténych soli v okoli vnitinich membran bunky, jako je
tonoplast a cytoplazmatickd membrana. Mezi tyto zakladni zivotni procesy patfi rust a
vyvoj rostlin, jejich metabolismus a minerdlni vyziva. Velké mnoZzstvi transportnich
systémi, které bylo doposud u bunék vytvoreno, vzniklo disledkem vysoké
kompartmentalizace bunck. Mezi tyto transportni systémy fadime iontové kanaly, které

maji riznorodé vlastnosti (Barbier-Brygoo et al., 2000; Roberts, 2006).
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Proudéni iontd ve sméru elektrochemického gradientu, kontrola turgorového tlaku,
zmény membranového potencialu, otevirdni a zavirdni praduchti a dalsi fyziologické
procesy jsou umoznény a kontrolovany iontovymi kanaly (Barbier-Brygoo et al., 2000;
Roberts, 2006; Tavares et al., 2011). Velkou vyhodou kanali je jejich schopnost vytvaret
velké mnozstvi struktur (Trick et al., 2016). Bylo také zjisténo, Ze bunécné membrany,
jejichz vlastnosti a funkce byly jiz prozkoumdany, disponuji riiznymi druhy kanald, které
vykazuji specifické regulacni mechanismy a rozmanitou iontovou selektivitu (Barbier-
Brygoo et al., 2000).

Na zakladé¢ kinetiky a proudové zavislosti je mozné klasifikovat kanaly do tii skupin:
1.) kanély aktivované depolarizaci, které jsou zodpovédné za proudéni anionti ven z bunky
1 dovnitf buiiky; 2.) kanaly aktivované hyperpolarizaci, které jsou zodpovédné za proudéni
aniontll ven z bunky a 3.) kandly aktivované svétlem nebo membranovou pruznosti. Tyto
skupiny kanali byly identifikovany v kotfenovych bunkach, kde mohou mit podil na
udrZeni vnitini homeostazy, stabilizaci a osmoregulaci prostfedi (Roberts, 2006; Tavares et
al., 2011). Vyse uvedené kanaly aktivované depolarizaci mohou byt jesté dale rozdéleny na
R-typ a S-typ v zavislosti na kinetice a vlastnostech otevirani a zavirani téchto kanalt. Oba
kandly jsou situovany v plazmatické membrané riznych typu bunék. Fyziologicka role S-
typu kanalli byla objasnéna u svéracich bunék priduchi. Tyto kanaly, aktivované
hormonem ABA, jsou zapojeny V procesu otevirani pruduchi. Fyziologicka funkce R-typu
kanalu je stale nejasna (White and Broadly, 2001; Barbier-Brygoo et al., 2011; Buchanan
et al., 2015).

Znamou skupinou kanall jsou velké chloridové kanaly, neboli CLC kandly. Pravé
chloridové anionty jsou nejvice rozSifené v ZivociSnych bunikdch na rozdil od bunék
rostlinnych, které jsou slozeny z velkého mnozstvi aniontl, jako jsou chloridy, sulfaty,
fosfaty, nitraty, organické kyseliny (malat, oxalat, citrat). Zasobarnou aniontti u dospélych
rostlinnych bunék je vakuola, ktera u starSich bunék mize zaujimat az 80% obsahu. Zde
narazime na jisté rozdily u rostlinnych a zivo¢isnych bunék. Naptiklad elektrické vlastnosti
zaloZené na transportu aniontl, H* a K" iontl, které si rostlinné bufiky vyvinuly. Tyto
vlastnosti jsou pro rostliny zcela unikatni v porovnani s buikami Zivo¢isSnymi. Zaporny
membranovy potencidl rostlin je zpGsoben H'-ATPasou, jejiz funkci jsou protony
transportovany do apoplastu bunky. lontové kandly vlivem nizké koncentrace

extracelularnich kationtli umoZzni proudéni aniontl skrz plazmatickou membranu. Praveé
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tento d¢j mize mit klicovou roli v regulaci potencialu bun¢k. Zde narazime na jisté rozdily
u rostlinnych a zivo¢isnych bunék (Barbier-Brygoo et al., 2000; Roberts, 2006).

Aktivita kandlti v pletivech a membréanach vyssSich rostlin jiz byla zkoumdéna
(Hedrich et al., 1994), ovSem mnoho informaci o specifické funkci téchto buné¢énych
transportérii, jako je jejich molekularni struktura a lokalizace, je prozatim v pocatcich
objevovani. Prvni struktura iontovych kanalt byla objevena v roce 2002 u bakterii, oviem
elektrofyziologické vlastnosti membran rostlinnych bunék byly zkoumany jesté pied
identifikaci gent, kodujicich iontové kanaly (Barbier-Brygoo et al., 2000; Dutzler et al.,
2002; Roberts, 2006; Kollist et al., 2011; Tavares et al., 2011; Baluska and Mancuso,
2013).

2.4.1 Struktura a funkce kanala

Jak jiz bylo zminéno, iontové kandly jsou integrované membranové proteiny, jejichz
charakteristické prvky jim umoziiuji shlukovat se do vysokomolekularnich celkt. Tyto
proteinové struktury umoziuji prichod iontl, inaktivaci a vazbu na neurotoxiny a
schopnost rozpoznat zménu transmembranového potencialu (Purves et al., 2001).

Kli¢ové k rozpoznani funkce kandlti je pochopeni jejich struktury. Molekularni
struktura, na rozdil od fyziologické role a funkce kanalt, neni pfili§ znama. Pochopeni
struktury lze demonstrovat pomoci bakterialniho K* kanalu. Tento kanal je slozen
z podjednotek  prochazejicich skrz plazmatickou membranu. Mezi jednotlivymi
podjednotkami je umisténa smycka, kterd je uvnitf cytoplazmatické membrany, a
dohromady tvoti iontovy kanal ¢tyfi podjednotky. Uprostied kanalu se nachazi z(zené
misto, tzv. por, ktery je stejné jako podjednotky tvofen smyckou a umoziuje prichod K*
iontd skrz membranu. Pravé struktura poru musi byt formovana tak, aby byl prichod K*
ionti umoznén. Nejuz§i Cast pOru se nachazi v blizkosti vyusténi kanalu a mohou ji
prochézet pouze nehydratované K* ionty. Tato ¢ast kanalového komplexu je oznafovana
jako selektivni filtr (Guo et al., 2016). Dalsi ¢asti kanalu je vodou naplnéna dutina
napojena na vnitini prostor buiiky prostfednictvim poru. Uvnitt této dutiny se hromadi K*
ionty, které se stavaji dehydratovanymi vlivem negativniho naboje proteinu. Detailni
obrazek prichodu iontl skrz plazmatickou membranu a selektivni propustnosti kanalt pro
K" ionty ukazuje struktura K* kanalu. Je velice pravdépodobné, ze dalsi typy kanall
pracuji na stejném mechanismu jako vySe zminény, pro dosaZzeni iontové selektivity
(Barbier-Brygoo et al., 2000; Purves et al., 2001).

17



lontové kanaly plni u rostlinnych i Zivo¢isnych bunék tii hlavni fyziologické funkce:
1.) osmoregulace bunck, kdy kandly maji schopnost Vv kratkém case pojmout velké
mnozstvi iontl; 2.) bunécna signalizace pomoci Sifeni elektrickych signali nebo transport
sekundarnich posli. Za vznik elektrickych signali v buné¢nych membranach rostlin jsou
zodpovédné napétim otevirané kanaly; 3.) kontrola membranového potencialu (Barbier-
Brygoo et al., 2000). Aktivace kanali stejné jako jiné fyziologické jevy v bunce, jako
napiiklad zména osmotického tlaku a proudéni vody v buiikkach ma vliv na zmény stavu
praduchii. Priduchy se nachazeji v epidermis rostlinnych stonkt a listii v podob¢ drobnych
poru a jejich hlavni funkci je kontrola vymény plyni. Na zmény vnéjsiho prostiedi reaguji
buiiky obklopujici pruduchové péry zvétSovanim nebo zmensovanim svého objemu. Pied
20 lety byla rozpoznana aktivace proudil iontli jako jeden z prvnich krokid otevirdni
priduchi. Pro samotnou indukci otevirdni priaducht je hlavnim krokem aktivace bunéck
kanalti a uvolnéni aniontd, coz ma za nasledek depolarizaci membrany. Osmoticky tlak je
uvniti bunky snizovan, voda proudi ven, objem buiiky se zmenSuje a priduchy se zaviraji.
V zavislosti na faktorech, které se podili na otevirdni praducht, prechazeji kanaly mezi
dvéma stavy, otevienym a zavienym. Svétlo, predevS§im modré svétlo, je hlavnim faktorem
Vv procesu otevirani pruducht (Taiz et al., 2015). Pokud je kanal otevieny, ionty proudi
v zavislosti na elektrochemickém gradientu (Kollist et al., 2011).

Vsechny doposud studované vnitrobunééné membrany obsahuji rtizné typy kanald,
které maji riznou iontovou selektivitu i regulaéni mechanismy. Ptikladem jsou napétim
otevirané kanaly, které se oteviraji v zavislosti na zméné¢ membranového potencialu (Taiz
et al., 2015). Kdy se kandly vyvinuly, a jaka byla jejich hlavni funkce v pocatcich zivota na
zemi, dodnes neni zndmo, ovSem nyni jsou kanaly nejvice znamé jako elementy
vzruchovych bungk (Hille, 2001; Baluska and Mancuso, 2013).
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(C) K, and HERG (D) Inward rectifier  (E) Ca®*-activated (F) 2-pore

Obrazek ¢&. 3: Hlavni podjednotky Na*, Ca?*, K* a CI- kanalt. Cislice I, II, III, IV znaci opakujici se jednotky
Na* a Ca?* kandld. Nejvice rozmanitym typem kanali jsou K* kandly a strukturné odlisné od vsech ostatnich
jsou CI- kanaly. (upraveno a ptevzato z Purves et al., 2001).

2.4.2 Inhibitory kanala

Kanalové inhibitory, jako je napiiklad anthracen-9-karboxylova kyselina (9-AC) a kyselina
niflumova (NIF), mohou zasadné ovliviiovat vyvoj rostlinnych bunék (Schwartz et al.,
1995; Thomine et al., 1997; Tavares et al., 2011; Koselski et al., 2017). Dusledkem
pusobeni inhibitort je stimulace hypokotylového riistu, schopnost zabranéni iontovym
kanalim v reakci na vnéjsi signdly a blokace proudéni iontti skrz kandly bun¢k. Prave
regulace prodluzovani hypokotylovych bunék je situace, ve které mohou iontové kanaly
hrat velmi dualezitou roli, a s vyuzitim farmakologického pfistupu bylo zkouméno, jakou
funkci kandly maji v regulaci vyvoje hypokotylt rostlinnymi hormony-auxiny. Auxiny
aplikované na intaktni rostliny inhibuji prodluzovani hypokotylt a formuji adventni koteny
modelové rostliny Arabidopsis thaliana rostouci ve tmé. Uziti auxini redukuje délku
hypokotylii o 20-30% proti kontrolni rostlin€. Bylo zjisténo, ze inhibitory jsou schopny
Sriznou UuCinnosti potladit inhibici vyvolanou auxiny. Pokud je ovSem inhibice
prodluZovani hypokotyld zplsobena jinymi ristovymi reguldtory, jako jsou cytokininy
nebo ethylen, tato interference neni pfitomna a ukazuje se byt specifickou pravé pro auxiny

(Schwartz et al., 1995; Thomine et al., 1997).
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Se zvysujici koncentraci inhibitoru 9-AC dochazi k inhibici elongace hypokotyli a
K inhibici rastu hlavnich kofeni. Hypokotyly oSetieny koncentraci 100 pM 9-AC
vykazovaly uzsi strukturu nez kontrolni rostliny. VSechny regulatory rustu, jako je ethylen
(Ecker, 1995), cytokininy (Chory et al., 1994; Cary et al., 1995), brassinosteroidy (Clouse,
1996), auxiny (Cleland, 1995) a svétlo (Elich and Chory, 1994), ptispivaji k regulaci
hypokotylové elongace (Thomine et al., 1997).

Farmakologickym piistupem bylo zjisténo zapojeni kyseliny abscisové (ABA)
v indukci iontovych kanalt (Schroeder et al., 1993; Schwartz et al., 1995). Oba inhibitory
NIF i 9-AC blokuji iontové kanaly plazmatické membrany a méni inhibici ABA v procesu
otevirani pruduchti. Bylo prokdzano, ze vysoké koncentrace inhibitorii zptisobuji otevirani
pruducht a efekt inhibitort na regulaci otevirani priduchd pomoci ABA byl studovan
v dalSich experimentech. Inhibice pomoci ABA byla pfidanim 9-AC sniZena a inhibitor
zabrafioval indukci ABA v procesu otevirani praduchi (Schwartz et al., 1995). Nizké
koncentrace ABA zpusobuji viditelnou stimulaci riistu mutantti v porovnani s kontrolnimi
rostlinami. Vysoké koncentrace ABA inhibuji rist vSech genotypti (Humplik et al., 2015).
Mechanismus otevirdani a zavirani priduchii je zaloZen ptfedev§im na depolarizaci
plazmatické membrany diasledkem otevirani aniontovych kanalG. Fakt, Ze inhibitory
iontovych kanali reguluji otevirani praduchd, toto tvrzeni prohlubuje. Studie prokazala, ze
inhibitory iontovych kandlii hraji velmi dilezitou roli ve strudiu signalizujicich drah
priducht. Inhibitory 9-AC a NIF blokuji proudy iontd skrz R-typ a S-typ kanalt
plazmatické membrany bunék Vicia faba. U Arabidopsis thaliana, 9-AC indukoval
otevirani pruduchti ve tmé¢, zatimco aplikace NIF inhibitoru strukturu priduchii nezménila
(Hlavinka et al., 2013).

Bylo prokéazano, ze inhibitory podporuji otevirani priduchd i v podminkach, ve
kterych je otevirani obvykle inhibovano. Tyto vysledky ukézaly, Ze inhibitory iontovych
kanalti objeveny pro ZivociSny systém jsou efektivni také v inhibici kanalti rostlinnych

(Schwartz et al., 1995).
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2.5 Regulace kanalu svétlem

Naprosta vétSina biologickych procest je zavisla na mnozstvi viditelného svétla. Nicméné
velké mnozstvi rostlin je schopno odpovédi na vinové délky mimo viditelné spektrum, jako
napiiklad krat$i vinové délky UV; <400 nm (z angl. ultraviolet light) a delsi vinové délky
Zivota na zemi a jeho vzdjemna interakce s organismy je zajimavou oblasti vyzkumu
(Carvalho et al., 2011).

Rostlinné buiiky mohou na svétlo reagovat dvémi signalizujicimi cestami, na sob¢
nezavislymi. Iniciaci prvni cesty zpusobuje fotosynteticky aktivni radiace spojena se
zménami koncentrace intracelularniho oxidu uhli¢itého. Bunécny transport neni
ovliviiovan piimo, ale zménami koncentrace oxidu uhli¢it¢tho uvnitf a vné bunck
(Roelfsema et al., 2002). To ma za nasledek inhibici iontovych kanald v plazmatické
membrané. Iniciaci druhé cesty zpiisobuje modré svétlo aktivaci H*-ATPasy. Tato cesta je
specificky zavisla na modrém svétle a jako spoustéce zde pusobi fototropiny. Interakce
obou zminénych signaliza¢nich cest sméfuje k hyperpolarizaci plazmatické membrany a
nasledkem toho dochazi ke zvyseni koncentrace K+ ionti v kanalech (Roelfsema et al.,
2001, 2002). Interakce byla studovana u modelovych rostlin Arabidopsis thaliana a Vicia
faba. V podminkach bez oxidu uhli¢itého byla u bun¢k V. faba zaznamenana odpovéd’ na
modré svétlo proudem iontl pry¢ z plazmatické membrany a sila proudéni iontl
Zz membrany vzrostla pfiddnim oxidu uhlicitého. VyS§i koncentrace proudéni je
pravdépodobné spojovana s inhibici kanalu S-typu. Béhem fotosyntetického dé&je
koncentrace oxidu uhli¢itého za svétla uvnité bunky klesa, coz vede k deaktivaci kanalt
(Brearley et al., 1997; Roelsema et al., 2002). U modelové rostliny A. thaliana modré
svétlo také inhibovalo iontové kanaly, ovSem u mutantd photl a phot2 tomu tak nebylo.
K inhibici tedy doslo skrz signaliza¢ni cestu zahrnujici fotoreceptory skupiny fototropind.
Schopnost vnimat modré svétlo je u bunék Arabidopsis dana dvémi fototropnimi kinasami
asociovanymi s membranou (Kinoshita et al., 2001; Briggs and Christie, 2002; Sakamoto
and Briggs, 2002; Harada et al., 2003). Pisobenim modrého svétla nastava fosforylace
fotoreceptoru, které jsou schopny vazat proteiny udrzujici receptory kinas v aktivnim stavu
(Kinoshita et al., 2003; Marten et al., 2007).

Modré svétlo ma na rist rostlin a jejich vyvoj velky vliv. Pfikladem miize byt

depolarizace membrany iontovych kanali selektivnich pro urcity druh iontd. Inhibitor 5-
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nitro-2-(3-fenypropylamino)-benzoova kyselina (NPPB) velice silné blokuje tyto kanaly a
také blokuje depolarizaci vyvolanou modrym svétlem a snizuje jeho inhibicni efekt. Ve
tmée nebyl efekt NPPB témét zadny. Vysledky ukazuji, ze aktivace kanalti pomoci modrého
svétla zpusobuje depolarizaci membrany a nasledné inhibici prodluzovaciho rastu. Nelze
ovSem vyloucit moznost, Ze jiné typy kanall jsou senzitivitou NPPB ovlivnény (Cho et al.,

1996).
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3 Material a metodika

Rostlinny material:

Chemikalie:

Pomiicky:

Ptistroje:

Rajée jedlé Solanum lycopersicum L. cv. Money Maker
Rajce jedlé Solanum lycopersicum L. mutant fril
Rajce jedlé Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers; LA3004

Rajée jedlé Solanum lycopersicum L. mutant hpl

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

Sacharosa

Agar

MES - 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid, analytical grade
hydroxid draselny (KOH, 1M)

Savo - komer¢ni roztok chlornanu sodného (NaClO), (0,6 | Savo +
0,4 | destilovanéa voda)

NIF (kyselina niflumova), (zés. roztok 102 M)

9-AC (kyselina anthracen-9-karboxylova), (zas. roztok 102 M)
90% a 70% ethanol

Sterilni destilovana voda

sterilni kulaté plastové Petriho misky (pramér 90 mm), lepici paska
Softpore - z netkané textilie, 0,5 | termolahve, 50 ml sterilni a
nesterilni plastové centrifuga¢ni zkumavky, automaticka pipeta (1
ml, 10 ml a 200 pl), sterilni plastové Spicky k pipetdm, 250 ml
sterilni Erlenmeyerova baiika, plastové sterilni mikrozkumavky
eppendorf, 100 ml a 500 ml kadinka, lihovy kahan, dlouha pinzeta,
zapalky, magnetické michatko, alobal, lihova fixa, stojanek na

centrifugaéni zkumavky, plastové stojanky na Petriho misky

analytické vahy, predvazky, magnetickd michacka, pH metr,

laminarni box, automatické ristové komory (Microclima 1000,
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Snijders Scientific, Nizozemsko), mikrovinna trouba, chladnicka,
mrazak (-20 °C)

3.1 Rostlinny material

V provedenych experimentech bylo vyuzito semen mutantt fril a hpl raj¢ete jedlého
Solanum lycopersicum L. Semena obou mutanti byla poskytnuta C. M. Rickem, TGC
(Tomato Genetics Cooperative, http://tgc.ifas.ufl.edu/). Mutant fril byl odvozen od

kultivaru cv. Money-Maker (cv. MM) a vyznacuje se defektem ve fytochromu A. Rostliny
Stouto mutaci jsou po presunu ztmavého prostiedi na cCervené svétlo necitlivé
k dlouhovinnému ¢ervenému svétlu (far-red insensitive, fri). Mutant hpl, odvozeny od
kultivaru cv. Rutgers, LA3004, se vyznacuje zvySenou reakci fytochromu ke svétlu a
zvysenou fototropickou reakci (Srinivas et al., 2004) a vykazuje defekt v genu DDB1
(Damaged DNA Binding protein 1). Mutované rostliny, které vykazuji defekt v tomto
genu, se vyznacuji zvysenou citlivosti ke svétlu, zvySenym obsahem karotenoidt v plodech

a krat§im hypokotylem v porovnani s kontrolni rostlinou (Caspi et al., 2008).

3.2 Priprava MS média

Pro piipravu 21 MS média (Murashige and Skoog, 1962) bylo navazeno: 20 g sacharosy,
8,66 g MS média a 390,4 mg MES pufru. Déle bylo navazeno 2,8 g agaru na 400 ml
média. Za stdlého michani na magnetické michacce byly sacharosa, MS médium a MES
pufr rozpustény v 11 vody. Objem byl doplnén na 21 a bylo upraveno pH roztoku
postupnym ptidavanim 1M hydroxidu draselného na hodnotu 6,1. Do 0,51 termolahvi
s odpovidajicim mnozstvim agaru bylo hotové médium rozlito po 400 ml. Pfipravené
médium bylo sterilizovano autoklavovanim. Termolahve se sterilnim médiem byly po

vychladnuti skladovany v lednici do dal$iho pouziti.
3.3 Koncentrace inhibitori iontovych kanali
V experimentech bylo vyuzito dvou typii inhibitorti iontovych kanalti (NIF a 9-AC). Kazdy

inhibitor byl pouzivan v jinych koncentracich. Potiebné mnozstvi MS média na jeden

experiment testujici dva genotypy za vSech svételnych podminek bylo 480 ml. Pro kazdou
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koncentraci bylo tedy pouzito 120 ml MS média. Koncentrace a pipetované mnozstvi

inhibitorti ze zasobnich roztokt jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Objemy a koncentrace inhibitort pro pfipravu 120 ml média

Koncentrace Testované Objem inhibitoru
Inhibitor zasobniho roztoku koncentrace na 120 ml MS
[mol/1] [umol/l] média [pl]
30 360
NIF 1072 90 1080
120 1440
100 1200
9-AC 107 150 1800
200 2400

3.4 Sterilizace a vysev semen

MnozZstvi potiebnych semen pro jeden experiment bylo 360 od kazdého genotypu. Semena
byla sterilizovana v plastovych 50 ml zkumavkéach v roztoku SAVA obsahujicim 3%
aktivniho chloru po dobu 25-30 minut. Béhem sterilizace byl obsah zkumavek nékolikrat
promichan. Nasledovalo proplachnuti semen sterilni destilovanou vodou v laminarnim
boxu. Proplachnuti bylo provedeno celkem pétkrat pomoci 10 ml pipety.

Po sterilizaci byla semena vysazena do Petriho misek obsahujicich 20 ml MS média
a prislusnou koncentraci inhibitoru. Pro kazdy genotyp byly zafazeny kontrolni Petriho
misky s nulovou koncentraci inhibitoru.

Vysev semen byl proveden za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Na kazdou
Petriho misku bylo vyseto asi 30-35 semen. Vysev byl proveden pomoci sterilni pinzety
(sterilizace v 96% ethanolu a nasledné vyzihani v plameni kahanu). Misky byly nasledné
oblepeny dvakrat po svém obvodu pomoci textilni pasky a vertikdlné umistény do
rastovych komor do ptislusnych svételnych podminek. Semena byla kultivovana po dobu 7
dnli na modrém, nebo cerveném svétle pii teplot€ 23°C. Zdrojem modrého svétla s
maximalni ozafenosti 10 pmol m? s p#i 440 nm byla zativka Philips TLD-36W/18-Blue,

zdrojem Gerveného svétla s maximalni ozafenosti 10 pmol m™ s pfi 660 nm byla zafivka
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Philips TLD36W/15-Red. Pro kultivaci ve tm¢ byly misky se semeny zabaleny do alobalu

a umistény do stejné riistové komory.

3.5 Hodnoceni kli¢eni

Kli¢eni semen bylo pozorovano po dobu 4 dni, 4.-7. den od vyseti. Hodnoceni probihalo na
dennim svétle. Kazdy experiment byl opakovan tii az pétkrat. Z téchto opakovani byla
vypoCtena prumérna hodnota pro kazdy genotyp a tyto hodnoty byly vyuzity pfi
zpracovani grafi. Z vyslednych pramémych hodnot byly zpracovény grafy zavislosti
kli¢ivost semen v procentech na koncentraci inhibitoru. Pro sestaveni grafii bylo vyuzito

programu Microsoft Excel 2010.
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4 Vysledky

Prvnim cilem provedenych experiment bylo zjistit, zda jsou iontové kanaly zapojeny v
kli¢eni semen. K tomu bylo vyuzito inhibitorti iontovych kanald NIF a 9-AC a byl
sledovéan vliv téchto inhibitori na proces kliceni semen. Druhym cilem bylo zjistit, zda
piipadné zapojeni iontovych kandlii v kli¢eni semen mize byt ovlivnéno svétlem. Vliv
inhibitord NIF a 9-AC na kli¢eni semen byl tedy studovan ve tmé, na modrém a ¢erveném
svétle. Tretim cilem bylo zjistit, zda pfipadny vliv svétla na funkci iontovych kanali je
zprostiedkovan fotoreceptory, které maji maximalni absorpci v ¢ervené oblasti spektra,
tzv. fytochromi. Proto bylo kli¢eni studovano u dvou fotomorfogennich mutantu, fril
s redukovanou reakci ke sv€tlu a hpl se zvySenou reakci ke svétlu. Experimenty byly

provedeny dle postupu uvedeneho v metodice.

4.1 Klic¢eni semen ovlivnéné kvalitou svétla a inhibitorem NIF
Maximalni kliceni semen Solanum lycopersicum L. cv. MM, cv. Rutgers (WT) a mutantt
fril a hpl bylo ovliviiovano pfidavkem inhibitoru NIF v koncentracich 30 uM, 90 puM a

120 puM v kombinaci se svételnymi podminkami (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-

RL).

S. lycopersicum L. (cv. MM)

D RL BL

100
90 |
80 |
70 |
60 |-
50 |
40 -
30 |
20 -
10

Kli¢eni semen (%0)

0 30 90 120
Koncentrace NIF (uM)

Obrazek ¢. 4. Maximalni kliceni semen Solanum lycopersicum L. cv. MM ovlivnéné inhibitorem
aniontovych kanali NIF a kvalitou svétla. Graf ukazuje primérné hodnoty kliceni + SE 7. den po vysevu a
ziskané z 5 nezavislych experimentd, v ptipadé BL ze 3 nezavislych experimentu.
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Z obrazku €. 4 lze vyc¢ist, Ze maximalniho kliceni u genotypu cv. MM bylo dosazeno ve
tmé. S rostouci koncentraci inhibitoru NIF bylo zaznamenano snizené kliceni semen.
Inhibi¢ni uc¢inek inhibitoru NIF na kliceni semen byl zesilen pisobenim svétla, konkrétné
modrého svétla (BL). Srovnani maximalni inhibice kli¢eni semen (v %) ovlivnéné kvalitou

svétla a nejvyssi koncentraci inhibitoru NIF (90 pM) ukazuje obrazek ¢. 5.

S. lycopersicum L. (cv. MM), koncentrace 90 uM

NIF
100

90 82.8%
80
70
60
50
40
30
20
10

Inhibice (%)

D BL RL
Svételné podminky

Obriazek ¢. 5: Srovnani maximalni inhibice kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. MM vlivem NIF
(vybrand konc. 90 uM) ve tmé, BL a RL, 7. den po vysevu.

S. lycopersicum L. (fril)

D RL BL
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Obrazek ¢&. 6: Maximalni kli¢eni semen (v %) mutanta fril Solanum lycopersicum L. ovlivnéné kvalitou
svétla a rostouci koncentraci inhibitoru NIF. Graf ukazuje pramérné hodnoty kli¢eni + SE ziskané 7. den po
vysevu z 5 nezavislych experimentu, v piipadé BL ze 3 nezavislych experimenta.
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Kliceni semen mutanta fril ve tm¢ bylo mirné vyssi nez u genotypu cv. MM a maximalni
kliceni ve tm¢ i1 na svétle pii nulové koncentraci inhibitoru bylo téméf stejné. Z obrazku ¢.
6 muzeme vycist, Ze se zvySujici se koncentraci inhibitoru dochdzelo ke snizeni
maximalniho kliceni semen mutanta za vSech svételnych podminek (D, BL, RL). Podobné
jako u cv. MM dochazelo pisobenim svétla spolu s rostouci koncentraci inhibitoru NIF ke
snizeni kliceni semen, ovSem vliv svétla byl vyrazné nizs$i nez u genotypu cv. MM.
Srovnani procent maximalni inhibice semen ovlivnéné kvalitou svétla a nejvyssi
koncentraci inhibitoru NIF (90 uM) ukazuje obrazek ¢. 7. Podobny trend byl pozorovan i u
ostatnich testovanych koncentraci NIF. Ze srovnani obrazku ¢. 5 a 7 je rovnéz ziejmé, Ze
inhibice kli¢eni semen u mutanta fril vlivem NIF byla niZ§i nez u cv. MM, a to za vSech

svételnych podminek.

S. lycopersicum L. (fril), koncentrace 90 pM NIF
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Obrazek €. 7: Srovnani maximalni inhibice klieni semen Solanum lycopersicum L. fril vlivem NIF
(vybrand konc. 90 uM) ve tmé, BL a RL, 7. den po vysevu.
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S. lycopersicum L. (cv. Rutgers)
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Obrazek ¢. 8: Maximalni kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers ovlivnéné inhibitorem
aniontovych kanali NIF a kvalitou svétla. Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢eni + SE 7. den po vysevu
ziskané ze 3 nezavislych experimentd.

Z obrazku €. 8 Ize vy¢ist, Ze maximdalniho kli¢eni u genotypu cv. Rutgers bylo dosazeno ve
tm¢ a s rostouci koncentraci inhibitoru NIF nebyl zaznamenan vyrazny inhibi¢ni efekt na
kliceni semen. Na modrém svétle pii absenci NIF bylo kli¢eni semen ve srovnédni s tmou
mirné inhibovano, kdezto na ¢erveném svétle bylo max. kli¢eni podobné jako ve tmé. Na
modrém svétle inhibitor NIF kli¢eni semen inhiboval, a to znateln¢ vice, nez tomu bylo ve
tmé&. Srovnani procent maximalni inhibice semen ovlivnéné kvalitou svétla a nejvyssi

koncentraci inhibitoru NIF (90 uM) ukazuje obrazek ¢. 9.
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S. lycopersicum L. (cv. Rutgers), koncentrace 90

uM NIF
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Obrazek €. 9: Srovnani maximalni inhibice kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers vlivem NIF
(vybrand konc. 90 uM) ve tmé&, BL a RL, 7. den po vysevu.
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Obrazek ¢. 10: Maximalni kliceni semen (v %) mutanta hpl Solanum lycopersicum L. ovlivnéné kvalitou
svétla a rostouci koncentraci inhibitoru NIF. Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢eni + SE ziskané 7. den po
vysevu ze 3 nezavislych experimenta.

Stejné jako u genotypu cv. Rutgers bylo maximalniho kliceni semen u mutanta hpl
dosazeno ve tmé a efekt zvySujici se koncentrace inhibitoru NIF byl velmi nizky.
Pusobenim svétla spolu se zvySujici se koncentraci inhibitoru dochazelo ke snizovani
kli¢eni semen mutanta hpl, pficemz na modrém svétle byla inhibice nejvyssi. Srovnani

procent maximalni inhibice semen ovlivnéné kvalitou svétla a nejvyssi koncentraci
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inhibitoru NIF (90 uM) ukazuje obrazek ¢. 11. Srovnanim obrazka €. 9 a 11 je vidét, Ze u
mutanta hpl byla na modrém svétle inhibice kli¢eni vlivem NIF vyraznéjsi nez u
kontrolniho genotypu cv. Rutgers, kdezto na ¢erveném svétle tomu bylo pravé opacné.

Stejny trend byl pozorovan i u ostatnich pouzitych koncentraci.

S. lycopersicum L. (hp1), koncentrace 90 uM NIF

100
90
80
70
60
50
40 34,6%
30
20
10

Inhibice (%0)

D BL RL
Svételné podminky

Obrazek €. 11: Srovnani maximalni inhibice kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. hpl vlivem NIF
(vybrana konc.) ve tm&, BL a RL, 7. den po vysevu.
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4.2 Kliceni semen ovlivnéné kvalitou svétla a inhibitorem 9-AC

Inhibitor 9-AC neovliviioval vyznamné kli¢eni semen cv. MM a mutanta fril, pokud byla
jejich semena kultivovana ve tm¢. Pokud byla semena kultivovana na BL, u obou genotypt
byl pozorovan nastup mirného inhibi¢niho G¢inku 9-AC na kli¢eni semen, pficemzZ pfi
nejvyssi testované koncentraci 120 pM dosahovala inhibice 30% u cv. MM a 23% u
mutanta fril. Rovnéz na RL byl pozorovan slaby inhibi¢ni G¢inek 9-AC na kliceni semen,
pficemz byl slabsi nez na modrém svétle. Podobné jako na BL, inhibice kli¢eni semen
vlivem 9-AC byla na RL slab$i u mutanta fril nez u kontrolniho genotypu cv. MM
(vysledky nejsou ukazany).

Podobné vysledky byly pozorovany v piipadé dvojice genotypi cv. Rutgers a
mutanta hpl. Na rozdil od kultivace semen ve tm¢, na BL byl pozorovan relativné silny
inhibi¢ni ucinek 9-AC na kli¢eni semen, pficemz vSak z vysledkd nelze jednoznaéné
usoudit, u kterého genotypu byla inhibice vyrazné&jsi. Na RL byl inhibi¢ni u¢inek 9-AC na
kli¢eni semen zesilen podobné, jako tomu bylo u dvojice cv. MM a mutanta fril. Podobné
jako na modrém svétle nelze vsak jednoznaéné fici, ktery z genotypu cv. Rutgers a hpl byl

na RL k inhibitoru 9-AC citlivéjsi (vysledky neukazény).
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5 Diskuze

Svétlo je dulezitym signdlem regulujicim vyvoj rostlin a je absorbovano fotoreceptory-
fytochromy pro RL, FR a kryptochromy/fototropiny pro BL. VSechny fotoreceptory jsou
zapojeny V inhibici hypokotylového rustu, ale nejvice efektivni se zda byt BL. Cho and
Spalding ukazali, ze inhibice rustu hypokotylu modrym svétlem spociva Vv indukci
depolarizace plazmatické membrany vyvolané aktivaci plazmamembranovych aniontovych
kanali modrym svétlem. Dale se ukazalo, ze indukce zmén membranového potenciélu a
inhibice rtstu mohou byt inhibovany blokatorem iontovych kanald NPPB. Bylo tedy
zhodnoceno, Ze aktivace iontovych kanalt vede opravdu k depolarizaci plazmatické
membrany (Wang et al., 1998). Svétlo ma vliv nejen na depolarizaci, ale také na signalni
drahy fytohormont jako jsou ABA a auxiny (Cho and Spalding, 1996), které reguluji
prodluzovaci rist.

Velice mélo je ovSem zndmo o zapojeni aniontovych kanali v procesu kli¢eni semen,
ktery ptedchazi vlastnimu ristu nadzemni €ésti rostliny a jeSt€é méné o tom, jak svétlo
muze aniontové kanaly v buiikach semen pfi kliceni ovliviiovat. Svétlo je pfitom pro fadu
rostlin klicovym faktorem, ktery kli¢eni semen indukuje.

Cilem experimentalni c¢asti bakalaiské prace bylo proto studium zapojeni
aniontovych kanala v procesu kliceni semen Solanum lycopersicum L. a regulace tohoto
procesu svétlem. Ke studiu byl aplikovan tzv. farmakologicky pfistup spocivajici v pouziti
vice ¢i mén¢ specifickych inhibitord aniontovych kanald. Abychom zjistili, zda a jak svétlo
a fotoreceptory Cerveného svétla nebo jiné elementy signdlni drdhy cerveného svétla
ovliviiuji aktivitu téchto kanalu, vyuzili jsme i tzv. genetického ptistupu. Geneticky piistup
spoc¢ival ve studiu kliceni fotomorfogennich mutanta fril, s mutaci ve phyA, a mutanta
hpl, sdefektem v genu DDB1. Srovnanim jejich reakci ke svétlu a Kk inhibitorim
aniontovych kanalt je mozno odhadnout, jakou GUlohu mohou tyto mutované geny hrat
Vv ucincich svétla na aktivitu aniontovych kanali béhem procesu kli¢eni semen.

Nase vysledky ukazaly, ze za vSech svételnych podminek se zvySujici se koncentraci
inhibitoru NIF dochézelo k inhibici kli¢eni semen u kontrolni rostliny cv. MM. Je tedy
ziejmé, ze funkéni aniontové kanaly citlivé k inhibitoru NIF jsou nutné pro kliceni semen
rajcete. Bylo také zjisténo, Ze ucinek inhibitoru NIF na kli¢eni semen je zesilen ptisobenim
svétla, konkrétné BL, tedy, ze inhibice kliceni semen vlivem NIF je pii osvétleni vyssi nez

ve tm¢. Z téchto vysledki lze usuzovat, ze svétlo néjakym zpusobem zvySuje citlivost
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téchto kanalt k inhibitoru NIF. Je také mozné, ze modré svétlo miize redukovat pocet NIF-
sensitivnich kanalti v bunikach semen a to tim, Ze mize potlacovat expresi genti, které tyto
kanaly koduji.

Vysledky experimentti s mutantem fril, ktery vykazuje defekt ve phyA, odhalily
nékolik zajimavych skutecnosti. Pfi absenci inhibitoru NIF modré i Cervené svétlo ¢astecné
snizovalo procento kli¢eni semen kontrolniho genotypu cv. MM. Toto sniZeni nebylo vSak
patrné u mutanta fril. Z vysledki tedy vyplyva, ze modré i Cervené svétlo snizuje kliceni
semen rajCete prostiednictvim phyA. Dale jsme zjistili, Zze citlivost semen fril
K inhibi¢nimu ucinku NIF byla na svétle nizs$i nez citlivost WT. To znadi, ze zvyseni
citlivosti semen k NIF vlivem svétla je zprostiedkovano phyA. Pokud tedy uvazujeme, Ze
svétlo zvysuje citlivost semen k NIF tim, Ze redukuje mnozstvi NIF-sensitivnich kanald,
pak k vétsi redukcei dochazi u cv. MM nez u fril, protoze se tak déje prostiednictvim phyA.
Mechanizmus muze byt nasledujici. Modré ¢i Cervené svétlo aktivuje phyA, ktery se
premist'uje z cytoplazmy do jadra (Sakamoto et Nagatani,1996; Yamaguchi et al., 1999).
Zde muze aktivni phyA zablokovat transkripéni faktory, které spousti expresi gent
kodujicich NIF-sensitivni aniontové kanaly. Muze dojit také k tomu, Ze aktivni phyA
odblokuje expresi gent, které koduji jiné proteiny, které vsak mohou fungovat jako
represory exprese gend pro NIF-sensitivni aniontové kanaly. Fakt, ze snizeni citlivosti
semen fril k NIF bylo pozorovano i na modrém svétle potvrzuje, Zze phyA je zapojen i
Vv procesu vnimani modrého svétla (Neff and Chory, 1998).

Mutant hpl je charakterizovan zvySenou citlivosti ke svétlu, zvySenym mnozstvim
karotenoidii v plodech, vysokym mnoZstvim antokyanini, tmavymi listy a kratSim
hypokotylem nez kontrolni nemutované rostliny (Mustilli et al. 1999; Lieberman et al.
2004; Liu et al. 2004). Bylo zjisténo, ze mutace hpl spoéiva ve zméné A% (aspargin) na
T (tyrosin) v kodujici sekvenci genu DDB1 (Lieberman et al. 2004). Gen DDB1
(DAMAGED DNA BINDING PROTEIN 1) je homologem lidského genu HsDDB1. U
¢lovéka protein HsDDB1v ramci komplexu DDB1-CUL4A-ROC1 (Mustilli et al. 1999;
Kapetanaki et al. 2006; Wang et al. 2006) chrani buiky pted nadmérnym a Skodlivym UV
zafenim, protoZe je dulezitym faktorem zapojenym v opravé a regulaci bunécného cyklu
(Fu et al. 2003). U rostlin bylo odhaleno, ze je DDB1 soucasti proteinového komplexu
CDD (COP10, DDBL1 a DET1) (Schroeder et al., 2002; Yanagawa et al., 2004), ktery je
spojen s E3 ubiquitin ligazou COP1 a signalozomem COP9 (CSN). U rostlin tento systém

zajiStuje degradaci fotomorfogennich faktorG prostfednictvim procesu zvaného
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ubiquitinace (Osterlund et al., 2000; Yanagawa et al., 2004). Tim doch&zi k ochrang
rostliny pfed nadmérnym svételnym zafenim. Defekt v genu DDB1 vede tedy k nadmérné
citlivosti ke svétlu, jak je ziejmé u mutanta hpl. Nedavno bylo publikovano, Ze mutant hpl
se vyznacuje i zvySenou fototropickou reakci k modrému svétlu (Srinivas et al., 2004).
Protoze u rajéete zatim fototropinovy mutant identifikovan nebyl, hpl byl vhodnym
objektem ke studiu toho, zda a jak je fototropinova signalizace zapojena v regulaci
citlivosti semen K inhibitoru aniontovych kanali NIF.

Vysledky experimentt, ve kterych bylo vyuzito mutanta hpl a odpovidajici kontrolni
rostliny cv. Rutgers LA3004 ukazaly, ze ve tmé srostouci koncentraci inhibitoru NIF
nebyl zaznamenan vyrazny inhibiéni efekt na kliceni semen, a to u obou genotypi. Je tedy
ziejmé, ze cv. Rutgers i hpl potiebuji k inhibici kli¢eni semen ve tmé vys$si koncentraci
NIF neZ dvojice cv. MM a fril. To miZe znamenat, ze genotypy cv. Rutgers a hpl mohou
ve tmé syntetizovat vys§i mnozstvi NIF-sensitivnich kanalii nez genotypy cv. MM a fril.
Podobné¢ jako u cv. MM a fril modré i ervené svétlo vyrazné zesilovalo inhibi¢ni G¢inek
NIF, pifiCemz na modrém svétle byla inhibice nejvy$si. Ve srovnani s kontrolnim
genotypem cv. Rutgers ukazoval mutant hpl na modrém svétle zvySenou citlivost k NIF.
Tyto vysledky tedy koresponduji s vysledky u mutanta fril, ktery, jakozto méné citlivy ke
svétlu, ukazoval i mensi citlivost k NIF. Z vysledku tedy plyne zavér, ze protein DDB1 je
néjakym zpisobem zapojen ve svétlem-regulované regulaci citlivosti semen k NIF, tedy
napf. v redukci poctu NIF-sensitivnich kanali.

Na cerveném svétle semena mutanta hpl ukazovala snizenou citlivost k NIF
vV koncentraci 90 uM (Obr. ¢. 11). Je vSak tfeba poznamenat, ze pii dvou krajnich
koncentracich 30 a 120 uM byla citlivost semen hpl k NIF srovnatelna jako u cv. Rutgers.
Tyto vysledky proto nejsou zcela jednoznacné a bude potieba pokusy s u¢inkem NIF na
kliceni semen na RL né&kolikrat zopakovat.

Z vysledkt experimentu s inhibitorem 9-AC plynou nasledujici zavéry. Protoze ve
tmé nemél 9-AC V pouzitych koncentracich (10 az 200 uM) vyznamny vliv na kli¢eni
semen vSech genotypt (ani inhibice ani stimulace), je zfejmé, ze mnozstvi kanali citlivych
k 9-AC v semenech kultivovanych ve tmé bylo bud’ velmi vysoké, nebo naopak tyto
kandly exprimovany nebyly. Na modrém i ¢erveném svétle ovSem byla inhibice kliceni u
vSech genotypu vlivem 9-AC vyrazna. Je tedy mozné, ze pokud bylo mnozstvi 9-AC

citlivych kanali v semenech vysoké, tak svétlo jejich mnozstvi dramaticky snizuje. Pokud
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se vSak ve tm¢& 9-AC sensitivni kanaly v semenech nevyskytovaly, je ziejmé, ze svétlo
jejich expresi indukuje.
Vzhledem k tomu, ze semena mutantu fril i hpl ukazovala podobnou citlivost k 9-
AC jako odpovidajici kontrolni genotypy cv. MM a cv. Rutgers, je ziejmé, ze phyA ani
protein DDB1 nehraji ve svétlem-regulované citlivosti semen k 9-AC vyznamnou ulohu.
Nase vysledky naznacuji, ze systém regulace funkce aniontovych kanali svétlem
béhem kliceni semen piedstavuje komplexni systém. Znalosti o mechanizmech téchto
regulaci jsou velice omezene. I kdyz uloha svétla v procesu kli¢eni semen je intenzivné
studovana, neexistuji prace, které by informovaly o tom, zda a jak svétlo v semenech
reguluje aktivitu aniontovych kanalti a jakou hraji pfi kli¢eni semen ulohu. Vysledky této
bakaldiské prace mimo jiné nabidly nové vyhledy, jak tyto mechanizmy studovat.
Zajimavé by urcité bylo zjistit, které aniontove kanaly se v semeni rajéete nachazeji a jak

svétlo ovliviiuje jejich expresi at’ uz na trovni RNA ¢i proteint.
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6 Zavér

Cilem bakalaiské prace bylo studium zapojeni iontovych kanali a svételné signalizace v
procesu kliceni semen Solanum lycopersicum L. K tomu byl pouzit geneticky pfistup,
spoCivajici v analyze fotomorfogennich mutanti a farmakologicky pfistup, spocivajici ve
studiu u¢inkd inhibitort aniontovych kanald na kli¢eni semen. V podminkach in vitro bylo
studovano pisobeni inhibitort aniontovych kanali, NIF a 9-AC na kli¢eni semen
fotomorfogennich mutantu fril a hpl rajcete jedlého Solanum lycoperscium L., a to ve tmé
a na modrém a ¢erveném svétle.

Z vysledku piedkladané bakalaiské prace vyplyvaji nékteré dulezité zavéry. V prvni
fad¢ je ze ziskanych vysledki ziejmé, ze za vSech svételnych podminek jsou funkéni
aniontové kanaly citlivé k inhibitoru NIF nutné pro kli¢eni semen rajcete. Odli$né, zda se,
ze aniontové kanaly citlivé k inhibitoru 9-AC jsou dulezité prfedevsim pro kli¢eni semen na
svétle. ZnaSich vysledki je dale evidentni, Ze svétlo néjakym zplisobem ovliviiuje
aniontoveé kanaly zapojené v kli¢eni semen rajcete.

Analyza kliceni semen mutanta fril vedla k zavérim, ze modré i Cervené svétlo
redukuje kli¢eni semen rajcete prostfednictvim phyA a soucasné, ze svétlo zvysuje citlivost
semen K inhibitoru NIF, a toto zvySeni se d&je prostiednictvim phyA. Analyza mutanta hpl
pak potvrdila zavéry ziskané z vysledkli experimentl na mutantu fril. Vysledky navic
vedly k zavéru, ze protein DDBI1 je zapojen ve svétlem-regulované regulaci citlivosti

semen k NIF.
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