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Souhrn

Pro dalSi vyvoj rostlin je ktové spravné rasovani kifeni, a proto jsou semena velmi
citlivd k podrétam vrgjSiho prostedi. RedevSim sgtlo, za spolupsobeni teplotnich
podminekéi dostupnosti vody, hraje v regulacideni s€zejni roli. Zapojeni iontovych
kanah je dilezité v regulacitstu (kliceni spor a semen obilovin, prodluzovani stonku
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) a v Bkolika pripadech bylo popsano zapojenétts

v depolarizaci plazmatické membrany. Bylo protdrmayé studovat moznost zapojeni
iontovych kandl pri kliceni semenSolanum lycopersicum L. Semena standardniho
genotypu rajete (cv. GT) a fotomorfogenniho mutanta s defekteniytochromu B1
(trit) kligila vin vitro podminkach, tj. v Petriho miskach na agarovém médi
(Murashige-Skoog). Rbeh kliceni byl ovlivrén jednak kvalitou sitla (tma, modré a
cervené sdtlo), a také inhibitory aniontovych  kamdl 5-nitro-2,3-
fenylpropylaminobenzoova kyselina (NPPB), kyselimlumova (NIF), kyselina 4-
acetamid-4'-isothiokyanstilben-2,2'-disulfonova  T(S) a kyselina 4.4'-
diisothiokyanstilben-2,2'-disulfonova (DIDS), kteb§ly do média fidany v iznych
koncentracich. Za vSech experimentalnich podmiryék dledovdno maximalni Kiéni

a jeho kinetika. Jedinym¢innym inhibitorem kléeni semen se ukazala byt kyselina
niflumova, kterd kieni inhibovala za vSech testovanychéteinych podminek.
Nejvyznamuji bylo kliceni inhibovano na modrém &le. Na zaklad vysledki
sledovani pibéhu kliceni semen obou testovanych genatygicete se Ize domnivat, Ze
vlastni inhibéni inek niflumové kyseliny je vyznangnzesilen fisobenim vinovych
délek vcervené a fedevSim pak v modré oblastiéssiného spektra a Ze se ta§§jed
nezavisle na fytochromu B1l. Praigmbeni sdtla na zesileni inhibhiho kyseliny
niflumové byly navrzeny dvhypotézy: fisobenim sitla mize byt inhibovana exprese
NIF-senzitivnich kandl nebo s¥étlo zvySuje jejich citlivost k exogegnaplikovanému

inhibitoru.



Summary

Germination is a very important phase in the dgwalent of any plant. Plants are
therefore highly sensitive to environmental cuebjclv are essential for appropriate
timing of seed germination. The most important exdeé stimulus is light, alongside
factors such as temperature and water accessildditychannels are involved in growth
regulation (germination of spores and grain sestlsn elongation ofArabidopsis
thaliana (L.) Heynh.) and also in plasma membrane dep@tom. In regard to
previous observations, it was interesting to stpdgsible involvement of ion channels
in seed germination of tomatSolanum lycopersicum L. Seeds of both standard
genotype (cv. GT) and photomorphogenic mutant @eficin phytochrome Bitr%)
were used. Murashige-Skoog basal medium was useith fotro germination, which
was affected by light quality and by various corcations of the following anion
channel inhibitors: 5-nitro-2-(3-phenylpropylamibepzoic acid, niflumic acid, 4-
acetamido-4-isothiocyanostilbene-2,2'-disulfoniadaand 4,4'-diisothiocyanostilbene-
2,2'-disulfonic acid. The object was to score matirgermination rates as well as
kinetics of the germination. From all the inhibgaested, only niflumic acid has been
shown to be an efficient inhibitor of seed germimatin dark. Furthermore the
inhibitory effect of niflumic acid was increased t®d light and especially by blue light.
Upon application of niflumic acid, germination obth cv. GT and mutantri* was
inhibited. Therefore, the observed inhibition seens be independent of
phytochrome B1. It was farther hypothesized thgitlican inhibit expression of NIF-
sensitive channels. The alternative explanatiotdacbe that exposure to the light results
in increased sensitivity of NIF-sensitive chanrtelsiflumic acid.



Na tomto mist bych rada potkovala Doc. RNDr. Martinu Fellnerovi, Ph.D za odhér
vedeni, pinosné rady¢as a trplivost, které mi v pitbéhu vypracovani bakaigké prace
poskytl. Rada bych také pé&ddvala kolektivu Skupiny molekularni fyziologie za
vytvoreni gFijemného pracovniho prdsti, a pedevSim pak pani laborantce Renat

Plotzové za autoklavovani medii pro vlastni expenty.



L U Y@ | ST UERR R 8

2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .....cococeuiereierereeenens e 10

2.1 Fotoreceptory a fotomorfOgEeNEZEe.........oooiiiccceeeeeciee e 10
2% Nt R oY/ (o Tox o1 (0] 10 YT 11
2.1.2 Receptory pro Modré&hD ............cuuvvueiiiiiiiiiiieee e 14

2.1.2. 1 KryPtOCHIOMY ...eeiiiiiii et e 14
N A e o) (0] 1 £0] o1 17

2.1.3 Interakce fotoreCeplor. ..ot 18
2.1.4 Uloha COP1 ve fotomOrfOgENEZi .........cocemmmevruvueiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeaenennns 19,

2.2  lontove kandly a ionty V BUIKACKH ............cuvviiiiiiiiiiiiiiee e 21
2.2.1 Transport iOftPresS MEMDBIaANY .........ooovvviiiiiiiiiiee e e e e e e e e eeee 21
2.2.2  ANIONTOVE KANAIY .......coiiiiieiiii ettt ee et e e e e e e e e e e eeeereeeees 22
2.2.3 Vybrané genové rodiny kodujici aniontové kana...............cccccceiieeenennnn. 25

2.3 Kl BN e e e e 27
2.3. 1 KICENT @ SO .ceveeiiiiiiieeee e 28
2.3.2 Svtlo a fytohormony spolé reguluji St @ VYVO] .....evvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeenn. 31

T 1 I = = Y o SRR 34

4 MATERIAL A METODIKA......oiiie e ees e 35

B VYSLEDKY ..ottt ettt e ettt enns 39

5.1 Vlivinhibitor @ aniontovych kanali na kli¢eni semen.............ccccccvvvvvvinnnnen. 39

5.2 Vliv kvality sv étla na Kli¢eni SEMeN.........ccccceeiiiiiiiiiiiiiieee e, 51

B DISKULZE ... e 53

T ZAVER ..ot 58

8 LITERATUR A e et e e e e e e e aaaaaees 59

9  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ..oee oo ettt aveiana e 68



1 Uvod

Pro rostliny, jakozto fisedlé organizmy, je vnimani &8ich pod®ta klicové pro jejich
rast a vyvoj. Pray swtlo je pro rostliny jednim z hlavnich pogtt okolniho progedi.
Rostlinam slouzi jako mechanizmus pfi@aeni biorytnii a je pro rostliny zdrojem
energie. Vyznamhse uplatuje také v regulaci vyvoje rostlin od &tini ges asimilaci
a prodluzovani stonku az po rozvoj lish indukci kveteni. V odp@di na s¥ételné
podrety jsou celé rostlinné organy schoprisgtu a ohybani, jehoz smje uen pra¢
dopadajicim sitlem. Setlo je dle své vinové délky zachycovano fotorecgpto
piedevsim fytochromy, kryptochromy a fototropiny (@aho a kol., 2011; Casal a kol.,
1998; Taiz a Zeiger, 2010).

Odpowdi rizené swtlem jsoucasto vysoce komplexni a dochazi k interakcim
nejen mezi sstelnymi signalnimi drahami, ale také s drahami iy Swtlo tak
napiklad reguluje biosyntézu fytohormomgibberellini, ethylenu a kyseliny abscisové.
Naopak gibberelliny a auxin vyrazovliviuji expresi get kodujicich kryptochromy a
fytochromy (Alabadi a kol., 2004; Fellner a Sawhn@®01; Jasoni a kol., 2001;
Novakova a kol., 2005; Seo a kol., 2009)étBy a to gedevSim sitlo modré, je také
zapojeno Wizeni odpowdi rostlin na abiotické stresy, jako jsou stres atRy,
zvySena koncentrace sdali pokles okolni teploty (Fellner a Sawhney, 200&lIter a
Sawhney, 2002).

Stejre tak lze dekévat alespp cast&né zapojeni fotoreceptor v fizeni
propustnosti aniontovych kari&lNa plazmatické membrérhypokotylovych busk
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. byly identifikovany kanalytidici prechodnou
depolarizaci plazmatické membrany tstedku msobeni modrého stla (Cho a
Spalding, 1996). tomnost swtlem aktivovanych aniontovych karmabyla taktéz
popsana v hikach mezofyluPisum sativum L. a bylo navrzeno, Ze prawswtlem
aktivované kanaly by mohly byt zodp@mné za depolarizaci, k niz &hto buikach
dochazi (Elzenga and Van Volkenburgh, 1997).

V minulosti byly provedeny experimenty &tini semerSolanum lycopersicum
L. poukazujici na wezitost funkniho kryptochromul (CRY1) pro fungovani
aniontovych kanél (Fellner, dosud nepublikované vysledky). Tato bek&a prace na
predchozi zji&ni navazuje studiem KEni semen fotomorfogenniho mutartea®
stejného rostlinného druhu, vyzngiciho se defektem ve fytochromu B1 (PhyB1l).
Uloha PhyB1 i kligeni a jeho mozné zapojeni v regulaci aktivity atoegich kanal



byly studovany po aplikaci inhibitdraniontovych kanél (NPPB, NIF, DIDS a SITS) a

soutasre bylo kliceni ovlivréno kvalitou s¥tla (tma, naervené a modré stlo).
Bakaldska prace byla vypracovana ve Skupimolekularni fyziologie,

Laboratd rastovych regulatdr Univerzity Palackého v Olomouci a Ustav

experimentalnich botaniky AkademiédvCeské republiky. Problematika byteSena

v ramci projektu dvoustranng&sko-americké spoluprace KONTAKT, podporovaného

MSMT Ceské republikyd. grantu ME10020; duben 2010-prosinec 2012).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Fotoreceptory a fotomorfogeneze

Jelikoz jsou rostliny nepohyblivymi organizmy, vrdm vrgjSich podsta je pro r¢
nesmirg dilezité. S¥tlo je pro rostliny (spokné s dalSimi faktory jako jsou okolni
teplota, dostupnost vody koncentrace soli viflé) jednim z hlavnich podi vnéjSiho
prostedi a ovliviuje nejen kveteni, ale takédu dalSich procésve vyvoji rostlin od
Kliceni ges asimilaci a prodluzovani stonku az po rozvaf l{€arvalho a kol., 2011).
Kli¢ni rostlinky se tak v zavislosti na kvalibkolniho s¥tla vyvijeji odliSnymi procesy.
Zatimco na sétle dochazi kvyvoji cestou fotomorfogenze, ve étnprobiha
skotomorfogenezé etiolizace (Sullivan a Deng, 2003).

Celé rostlinné organy stejnjako jednotlivé organely jsou schopny pohybu
v odpovdi na vrEjSi podrety, a to zejména stlo. Kotyledony se ohybaji sfrem ke
zdroji swtla, aby byla zaji$ha maximalni fotosyntéza v jejich pletivu, zatimkageny
naopak rostou sénem od zdroje sMla. U chloroplast byl prokazan jejich pohyb
smeérem ke s¥tlu pro zachyceni ptgbnych fotod. AvSak (i ozé&eni silnym s¥tlem
dochazi k negativni odpédi, aby se rostliny vyhnuly poskozeni chloroplastinym
swtlem. U rostlin se proto vyvinuly mechanizmy umafci vnimat nejen intenzitu
swtla, ale také jeho sén, vinové délky a samdejme¢ dobu ozéeni (Carvalho a kol.,
2011; Taiz a Zeiger, 2010).

Dopadajici s#tlo je zachycovano &kolika typy fotoreceptar (Obrazek 1).
Fytochromy se vyzraji maximalni absorpci \&ervené oblasti spektra, tj. &lo
v rozmezi vinovych délelB00-750 nm. K zachyceni modrého (400-500 nm) a UV-A
z&eni (320-400 nm) slouzi kryptochromy. Modré&itsy taktéZz vnimaji fototropiny,
dnes uz jsou navic také znamy receptory pro UV-8{220 nm) oblast (Carvalho a
kol., 2011; Casal a kol., 1998).

Zakladnimi komponenty signalnich dralzenych swtlem jsou fotoreceptory,
intermediaty signalnich drahfgmasejici sdtelny signal na dalSi molekuly a dale pak
represory fotomorfogeneze. Zachycenétkv fotoreceptorem Zysobuje konformeéni
zmény molekuly pigmentu vedouci k ovligni interakci fotoreceptér s dalSimi
molekulami (Taiz a Zeiger, 2010). 2my konformace fotoreceptbrtaké ¢asto
pozmenuji jejich subcelularni lokalizaci, kinazovou aktiva v gipac PhyA také jeho

stabilitu. Koné€nou biologickou odpasdi na zachyceny stelny signal mohou byt
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zmeény v expresi cilovych gén a tedy regulacaistu, vyvoje a polohy celych
rostlinnych orgafi. Nezbytnou sotasti vSech signalnich drah je proteolyticka
degradace jednotlivych signalnich kompon&rgamotnych fotoreceptdr(Chen a kol.,
2004; Neff a kol., 2000; Quail, 2002; Taiz a Zeig&10).

FOTOTROPINY
320-500 nm

L]
320-500 nm 600-750 nm
KRYPTOCHROMY FYTOCHROMY

Obrazek 1: Zé&kladni typy fotoreceptori a oblasti vinovych délek, v nichz dochazi k absorpci
zafeni. Fototropiny a kryptochromy absorbuji zafeni z modré a UV-A oblasti spektra (320-
500 nm) a fytochromy maji absorpéni maximum v ¢ervené oblasti spektra (600-750 nm).
Upraveno podle Sullivan a Deng, 2003.

2.1.1 Fytochromy

Nativni fytochromy - holoproteiny - jsou rozpustpéoteiny o hmotnosti ifblizné
250 kDa, v bikach kzn¢ pritomné ve formy dimeru. Kazda podjednotka se sklada
z vlastniho pigmentu absorbujicihasge - chromofor tvéeny linearnim tetrapyrrolem

- a z polypeptidovéheetzce - apoprotein (Kim a kol., 2004; Neff a kol.,0B0 Taiz a
Zeiger, 2010). Dosud identifikované fytochromy bygzdleny do dvou skupin:
fytochromy typu I(photo-labile) podléhajici rychlé degradaci po zachyceni RL nebo
WL a fytochromy typu li(light-stable) stabilni i ve své aktivni, Pfr forn(Clough a
Vierstra, 1997).

Fytochromy se vyskytuji ve dvou vzajeénfotoreverzibilnich formach, které
mezi sebou fechazeji na zakladkvality dopadajiciho sila (Obrdzek 2). Now
syntetizované proteiny jsou v cytozolu kn ptitomny v inaktivni forn¢ Pr
s absorpnim maximem f 660 nm.Pr forma fytochroin je taktéz pitomna
v rostlinach gstovanych ve té V negitomnosti s¥tla Pr forma fytochrorh inhibuje
biologickou odpowd’ typickou pro oz#eni. D¥je se tak prosédnictvim fytochromy
fizené destabilizace transkitpch faktofi aktivovanych s#telnymi podrty.
Pisobenimcerveného sitla (RL) pak dochazi kipmeéné Pr formy na formu Pfr
(Amax= 730 nm) citlivou k dlouhovinné oblastervenécasti spektra (FR) a zaravée
tato forma translokovana do jadranky. Pra¥ Pfr forma je fyziologicky aktivni
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formou fytochroni, a to vjade stejg jako v cytozolu. V dsledku oz#eni
kratkovinnymcervenym swtlem dochézi k ofiovné fotokonverzi na vychozi Pr formu
fytochromu. Za zminku stoji, ze absorpci fatonikdy nedochazi k dplnér@gmene
daného mnoZzstvi na druhou formu fytochromu, aleyvZigstava uéita ¢ast molekul
fytochromi, u nichz ke konverzi nedoslo (Appenroth a kol.p@0Carvalho a kol.,
2011; Chen a Chory, 2011; Kendrick and Kronenb®e§4, cit. Neff a kol., 2000; Paik
a kol., 2012; Quail, 1997; Vierstra a Zhang, 2011).

Xli_ (660nm)

é
Pr - Pfr
neaktivni \ aktivni

FR (730 nm)

Obrazek 2: Prechod mezi fotoreverzibilnimi formami fytochromd. Inaktivni forma Pr
s absorpénim maximem pfi 660 nm je schopna pfechazet v aktivni formu Pfr. Aktivni forma pak,
po ozéfenim FR, pfechazi zpét na formu neaktivni.

| piestoze jsou fytochromy receptory typickymi pi@rvené setlo, obs formy
fytochromi jsou schopné absorbovat vinové délky také z modtésti spektra (400-
500 nm), jejichz pohlceni #gobuje pechody fytochrom mezi jejich
fotoreverzibilnimi formami steghjako @i ozéeni sétlem ¢ervenym (Taiz a Zeiger,
2010).

U Solanum lycopersicum L. bylo dosud identifikovano g geri kodujicich
apoproteiny fytochrorit PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE a PHYF (Pratt a kol., 1997).
Oba PhyBSolanum lycopersicum L. se odliSuji na sabnezavislou a expresi specifickou
pro ucita pletiva. V gipact Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. je jejich @ fytochromi
kodovano genyPHYA-PHYE, z nichZje nejhojréji exprimovanPHYB. PhyB Solanum
lycopersicum L. jsou ortologni k PhyB¢i PhyD (jedna se taktéz o typ PhyB)
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. PhyA, PhyE a PhyC/F jsou taktéZ ormjolomezi
obéma druhy, zatimco PhyB proSlyhem vyvoje obou druhnezavislou duplikaci.
Deficience PhyB ma za néasledékdu fenotypovych zem. Semené&y mutantnich
rostlin rostoucich § bilém swtle (WL) a RL se vyznauji prodlouzenymi hypokotyly a
Ubytkem chlorofylu, dosgé rostliny pak dive kvetou a dochazi u nich k vyr&gimu

projevu apikalni dominance. Obdobné ény fenotypu byly pozorovany i dady
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dalSich drufi véetnt Solanum lycopersicum L. (Pratt a kol., 1995; Whitelam a
Devlin, 1997).

Fytochromy vysSich rostlin aktivované ésinym signalem vedou kereim
druhim biologickych odpo#di. V odpowdi na pulzy RL a ve té(D) se spousStvery
low fluence response (VLFR) zprostedkovana PhyA. V tomtoifpact je dostdujici
velmi nizk& saturace aktivnich PEow fluence response (LFR), taktéZ vyvolan& pulzy
RL a D, jefizena PhyB a vyziaje se reverzibilitou vzajemnehdigobeni R/FR. Pro
odpowd typu LFR je charakteristicka jeji nezavislost méxdtrvani ozéeni, dilezité je
naopak mnoZstvi zachycenych fototKrome klicenitidi LFR celouradu gechodnych
proces,, mezi nimi znény toku ionfi a cytoplazmatického pohybu (Paik a kol., 2012),
pohyby listi, ale také st stonkuci zmeny genové exprese (Smith a Whitelam, 1997).
Jako odpowd’ na neperusované ozéni RL pak byla popsaragh irradiance response
odpovidajici na kratkovinné&dd HIR) ¢i dlouhovinnécervené setlo (far-red HIR),
piicemz oba typy HIR jsou zavislé na intenziisobiciho s#tla (Appenroth a kol.,
2006; Casal a kol., 1998). Pro rostliny tirpdnich podminkéach jsou vSak fytochromy
dulezité zejména pro vnimani pém RL/FR. Pondr kratkovinného a dlouhovinného
cerveného sitla tak rostlindm umatije rozpoznat jejich zastini a vnimat zrnu
swtelnych podminekifrozhbifesku a za soumraku prietinictvim tzv.shade avoidance
response (Neff a kol., 2000; Smith a Whitelam, 1997).

Lokalizace fytochromi

Swétlo tidi nejen konforméni zmeny fytochromi, ale také jejich subcelularni lokalizaci.
Pokud rostliny rostou ve t&n PhyA a PhyB jsou lokalizovany v cytoplaznavSak po
vystaveni sdtelnému signalu dochazi k jejicktgsunu do jadra (Sakamoto a Nagatani,
1996; Yamaguchi a kol., 1999)ridmnost fytochrom v jade je v souladu s jejich
piedpokladanou funkci na transkfip urovni. Vlastni kinetika translokace se vSak mez
obéma fytochromy [iSi. Zatimco transport PhyA do jadije fizen es
VLFR, translokaci PhyB spousti LFR. Je tedy patieése jedna o jeden ze zakladnich

mechanizm pii pifenosu signalu fytochromy (Kircher a kol., 1999).
Fosforylace fytochromi

U Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. byla zji&na schopnost PhyA (jedna se o Ser/Thr
kinazu) podléhat autofosforylaci zavislé nathy, stejré tak mohou byt fytochromy
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fosforylovany molekulami dalSich fytochrdgm{Ahmad a kol., 1998). Po#jil byl jako
substrat PhyA identifikovan PKS1, avSak i jeho doglace je vdzana na &lo.
Fyziologické experimenty s liniemi overexprimujtento protein dale potvrdily funkci
PKS1 jako negativniho regulatoru signalizace Phiy@Btedy pravgpodobné, Zeignos
signalu od fytochrorin je spojen s jejich kindAzovou aktivitou regulovanswtlem
(Fankhauser a kol., 1999; Kim a kol., 2004; Nefka, 2000). Fosforylace navic
moduluje penasSeny signal prdsdnictvim interakci fytochrotn s dalSimi proteiny
(nag. transkrigni faktor PIF3) slouzicimi jako mozné transduktsrgnah. Zatimco
fosforylace interakcim zahitaje, defosforylace ma na interakce fytochfiom
s transduktory signalwinek op&ny (Kim a kol., 2004).

2.1.2 Receptory pro modré sv étlo

Pro vnimani modrého &tla (400-500 nm) jsou u rostlirfipomny, krong fytochromi,
specializované fotoreceptory: kryptochromy a faipiny. V pipadt Solanum
lycopersicumL. jsou hlavnimi fotoreceptory zachycujicimiieai z modré oblasti
spektra kryptochrom 1 (CRY1) a ptaRPhyA. Zatimco CRY1 je aktivovan azhim o
vysoké intenzit (HIR odpowd), PhyA je naopak furthim v odpo¥di na ozéeni se
slabou intenzitou (LFR reakce). Na zachyceni BL nsic podileji i oba typy
PhyB (Weller a kol., 2001).

2.1.2.1Kryptochromy

Kryptochromy jsou flavoproteiny vyskytujici se jakrostlin, tak zZivdicha. Rostlinné
kryptochromy jsou 70 az 80kDa proteiny s napadniukgirni podobnosti s DNA
fotolydzami, avSak postradaji fotolyazovou aktiviiolekuly kryptochroni se skladaji
ze dvou domeén: N-koncové PHR domény sdilejici stmmk podobnost s DNA
fotolyazami a C-koncové domény. N-koncova doménavgegebnym mistem pro
chromofory kryptochror, zatimco C-koncova doména je zapojena Vv transiokac
kryptochronti mezi jadrem a cytozolem a v interakcich s jinymmoteiny (Lin a
Shalitin, 2003; Liu a kol., 2011; Selby a Sanca0@).

V piipadt Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. je exprese az 25 % geovlivnéna
praw BL. Regulace signalnich dratizenych pmsobenim sitla je koordinovana
prostednictvim metabolickych a regdldich drah. Signaly vyvolané aktivaci
kryptochronti vSak také vedou ke zmém subcelularni lokalizacgady proteii a
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aktivované fytochromy také zprastlkovavaji velmi rychlou depolarizaci plazmatické
membrany v odpaidi na BL (Ma a kol., 2001; Spalding a Cosgrove,&)98

V genomu Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. byly identifikovanyctyii geny
kodujici kryptochromyCRY1, CRY2, CRY3 a CRY-DASH. CRY-DASH se od ostatnich
kryptochronti odliSuje nepitomnosti C-terminalni domény. N-koncovd doména €ERY
DASH pak umo#uje jeho transport do mitochondrii a chloropiagKleine a kol,
2003). Zatimco CRY1 a CRY2 jsou aktivni zejménadrg, mistem fungovani CRY3
jsou pravdpodobrt taktéz chloroplasty a mitochondrie (Liu a kol.,12]

U ragete Solanum lycopersicum L. byly nejprve popsany CRY1 a CRY2,
vykazujici vySSi miru podobnosti s kryptochro#nabidopsis thaliana (L.) Heynh. nez
mezi sebou (Perrotta a kol., 2000). RgzdSak u Solanum lycopersicum L. byla
identifikovana dalSi kopie jiz objeveného CRY1 dabproto pojmenovana CRY1b.
Nezavisla duplikac€RY1 byla prokdzana také wipac jeémene (Perrota a kol, 2001).
Ackoliv se zdalo, Ze jiz byly identifikovany vSechkgyptochromy pitomné uSolanum
lycopersicum L., pied rekolika lety byl i u tohoto druhu n@vdentifikovan fotoreceptor
CRY-DASH, homologni ke stejnojmennému kryptochroArabidopsis thaliana (L.)
Heynh. CRY-DASH je exprimovan jak v semenech, taklogglych rostlindch.
Zarove je vSak, alespopii stimulaci kyselinou abscisovou (ABAjasté&né zavisly na
interakci s CRY1&i CRY2 (Facella a kol, 2006; Facella a kol., 2012).

KryptochromyArabidopsis thaliana (L.) Heynh. se uplaéuji nejen v regulaci
rastu a vyvoje rostlin, aléidi také cirkadianni rytmy. CRY1 je zapojertizeni de-
etiolizace vyvolané BL a stejrtak je v aktivni form piitomen v dos@lych rostlinach
péstovanych pi bilém swtle (Weller a kol., 2001). CRY2 pak kontroluje keet. Oba
zmirgné fotoreceptory jsou dale zapojeny také ve vypojfpirnych burtk a otvirani
stomat, viistu kdeni, apikalni dominancti v odpowdi na osmoticky stres (Lin a
Shalitin a kol., 2002; Liu a kol., 2011; Selby anfar, 2006; Taiz a Zeiger, 2010).
| piestoZze jsou v odpédi na ozéeni BL zapojeny vSechny vySe zramé typy
kryptochront, jejich jednotlivé formy se uplatji v nizné mie, a to v zavislosti na
typu biologické odposdi, na intenzié oz&eni a v neposlednfack ma vliv takeé

piitomnost dalSich fotoreceptofWeller a kol., 2001).
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Lokalizace kryptochromi

Dosud popsané kryptochronBplanum lycopersicum L. jsou exprimovany ve vSech
pletivech, avSak nejvysSi exprese dosahujidtdoh rostlin (Perrota a kol, 2001). Na
subcelularni arovni se CRY1 a CRY?2 liSi svou lokadii. CRY2 je trvale lokalizovan
Vv jadre, avSak subcelularni lokalizace CRY1 je stikifzena s¥tlem. Po oz#eni je
CRY1 z jadra transportovan do cytoplazmy. Za tmyadie, byla zjiS¢na schopnost
jeho asociace s chromatinem. Lokalizace obou kogyptoni v jadle umozuje jejich
piimou interakci s proteinem COP1 (negativni regulédtomorfogeneze) a oviw;ji

tak ubiquitinaci substratovych protéigYang a kol., 2001).
Reakce kryptochromi

Aktivace gislusného typu kryptochromu je zavisla na kégtisobiciho sstla. CRY1
je aktivni na s#tle s vysokou intenzitou, zatimcaipmeén® intenzivnim s¥tle se
uplatiuje CRY2 (Ma a kol., 2001).

S ohledem na strukturni podobnost kryptochranfotolyazami sefedpoklada,
Ze v disledku zachyceni stelného signalu umaiiiji kryptochromy penos elektrom
z flavinu vlastniho kryptochromu na signalni molekw jeho blizkosti¢i na jiné
proteinovécéasti vlastni molekuly kryptochromu. Tyto elektrogotransfery by pak
vedly ke konform&nim znendm molekul kryptochrofha naslednym biochemickym
modifikacim jakymi jsou nap fosforylaceci zmeény interakci mezi kryptochromy a
signalnimi proteiny (Lin, 2000).

Fosforylace kryptochroth zavisla na BL byla potvrzena wWrabidopsis
thaliana (L.) Heynh. (Lin, 2000). U rostlin rostoucich ve &mejsou kryptochromy
fosforylovany a jsou tedy neaktivni. AvSak po zamni specifického stelného
signalu dochazi k jejich fosforylaci. Fosforylaceyptochromii zavisla na sstle vSak
byla dosud prokazana pouzenwitro podminkach. V fipact CRY1 byla pozorovana
také jeho schopnost vazat ATP a je tedy mozné, R¥1Cje mimo jiné schopen
autofosforylace (Bouly a kol.,, 2003). P&vosforylace je dlezita pro aktivaci
kryptochront a jejich schopnostipnaset signaly na dalSi réak partnery. Poignosu

signalu jsou kryptochromy nakonec degradovany (2090; Shalitin a kol., 2002).
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2.1.2.2Fototropiny

Fototropiny, Ser/Thr kindzy o velikostifiplizné 120 kDa, jsou taktéz citlivé
k modrému s#tlu (Sakamoto a Briggs, 2002). V genorwabidopsis thaliana (L.)
Heynh. byly dosud popsany dva geny koédujici foyutrg: PHOT1 a PHOT2. Ve
strukture molekul fototropit byly identifikovany d¢ LOV domény (LOV1 a LOV2)
v N-koncové oblasti proteinu, na C-konci je paltgmna doména kinazova. LOV
domény diky asociaci s molekulami flavinmononukigotumo#uji absorpci zéeni a
praw LOV2 se zejména uplatje pi autofosforylaci obou fototropin Uloha kinazové
domény je pak iejm¢ spojena signosem signalu (Christie a kol., 2002; Kawaga,
2003).

Fototropiny jsou zapojeny ve fototropizmu a inhilprodluzovani hypokotyldi
v otvirani stomat a rozvoji listvyvolanymi BL. Odpo¥di typickou pro Phot2 je pak
jeho uloha wizeni pohybu chloroplassmérem od zdroje intenzivniho #ni (Banerjee
a Batschauer, 2005; Spalding a Folta, 2005).

Lokalizace fototropinua

Oba fototropiny jsou sikh exprimovany v elongmich zonach list a kaeni - tedy
oblastech, kde sefgdpoklada vysoka citlivost pro dopadajicéthy. VétSinova frakce
obou fototropifi ve tne asociuje s plazmatickou membranou, zatimco poozeni
pulzu BL dochazi k translokacét&iny proteirii do cytoplazmy bugk. Bylo zjiS€no, Ze
mnoZzstvi Photl je down-regulovano BL, avSak podobrgchanizmus zatim nebyl

popsan v regulaci exprese Phot2 (Kong, 2006; SataaBriggs, 2002).
Reakce fototropini

Zapojeni konkrétnich fotoreceptoje zavislé na daly kterd uplynula od ozéni a také
na intenzi¢ ptsobiciho s¥tla. V patatetnich fazich odpasdi na BL se upldiuje Photl
a teprve pozgi dochazi k aktivaci kryptochroin Bylo prokazano, Ze pro druhou fazi
zprostedkovanou kryptochromy jsou nezbytné fototropinytivavané setlem.
U mutanti s chyljicimi fototropiny totiz k inhibici dochazelo po¥d (Folta a
Spalding, 2001b).

Oba fototropiny se také liSi intenzitou éedi potebného k jejich aktivaci a
rychlosti obnovy svych molekul po odémnn pisobeni sttla. Phot2 nejenze vyZaduje
ke své aktivaci intenziwijgi swtelny signal, ale také se rychleji obnovuje (Bapera
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Batschauer, 2005; Kawaga, 2003; Kong a kol., 20B8kamoto a Briggs, 2002;
Spalding a Folta, 2005). Obdabjako fytochromy, i fototropiny jsou citlivé Kiznym
intenzitam oz#eni, které ovliviuji vyslednou odpoxd’ na svtelny podrt. Od
fytochromi se vSak odliSuji antagonistickyniigpbenim odpadi v oz&eni o vysoké

intenzi€ na odpo¥d’ na oz#éeni s intenzitou nizkou (Spalding a Folta, 2005).

2.1.3 Interakce fotoreceptor

Ackoliv kazdy druh fotoreceptérje specializovan k zachycovani odliSnych vinovych
délek, vSechny fotoreceptory nakonésabi na spolaé oblasti genomu. Do stasné
doby byla popsanaada komplexnich interakci mezi jednotlivymi fotceptory.
Nap‘iklad kryptochromy a fytochromy spél& kontroluji fadu gekryvajicich se
fyziologickych odpo¥di ve vSech fazich rostlinného vyvoje. Komplexitutem
regulovanych signalnich drah doklada i fakt, Zeékterych gipadech neiive
konkrétni fotoreceptor fmo kontrolovat danou biologickou odpak, av3ak

v pfitomnosti dalSiho fotoreceptoru funguje jako mothrdodpowdi na swtleny
podret. (Ahmad a Cashmore, 1997; Casal a Mazzella, 1388udi a kol., 1997; Mas a
kol., 2000).

Vin vitro podminkdch byla popsana zavislost aktivity CRY1 phidomnosti
aktivni Pfr formy PhyA a PhyB (Ahmad a CashmoreQZ;9Ahmad a kol, 1998). Jak jiz
bylo diive zmirgno, fytochromy absorbuji krofnRL také modré sitlo (Furuya and
Song, 1994; Neff a kol., 2000; Neff a Chory, 1988)aopak v fipadt CRY1 byla vin
vitro podminkach prokdzana jeho fosforylace v zavisloatiRL. Fosforylace CRY1
byla zarové inhibovana FR (Ahmad a kol, 1998). Mechanizmusesgizmu je zaloZen
na aktivaci pozitivnich regulatbrsignalizace PhyB, a to pré&wpies kryptochromy.
Souwasre bylo potvrzeno, Ze aktivace CRY1 vede Kk zapojerdlSidh gen
kontrolujicich aktivitu PhyB. TytéZ geny vSak nep¥L v negitomnosti CRY1 nijak
ovlivnény. Popsany fundni synergizmus umaiije pretrvani odpovdi vyvolané
kryptochromy i po odezmi aktivaniho signalu (Sellaro a kol, 2009). Existence
interakci mezi signalnimi drahami CRY1 a obou stashych fytochrom se zda byt
mozna prosednictvim spoléného intermediatu mezi jednotlivymi signalnimi dxeh
(Neff a Chory, 1998). Dikyn vitro kinase assays byla také popséana fosforylace CRY1
a CRY2 prostednictvim fytochrom. Nasled&® byla v in vivo podminkach odtena
zavislost fosforylace na RL (Ahmad a kol., 1998).
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S PhyBArabidopsis thaliana (L.) Heynh. gimo interaguje také CRY2. V tomto
piipadt byl mezi oma fotoreceptory dokonce pozorovakemos energie, coz je
dukazem zavislosti interakce obou proteima s¥tle. Interakce CRY2 s PhyB se zda
byt esencialni pro spravnou funkci CRY2, coz bylmtvpzeno i kolokalizaci obou
fotoreceptoi v jadre (Mas a kol., 2000).

Propojeni signalni drah modréhocerveného sitla bylo ogtovrné potvrzeno
prostednictvim C&" vazebného proteinu SUB1. Tento protein byl idéwifan jako
komponent signalni drahy kryptochrémrktery vSak zarove moduluje signalni drahy
PhyA. SUB1 se v signalnich drahadteje¢ uplatiuje na pozici mezi fotoreceptory a
transkrignim faktorem HY5. JelikoZ se jedna“Caazebny protein, bylo navrzeno, Ze
SUB1 ve fotomorfogenezi reaguje nat®m indukované zgmy v homeostaze ot
(Guo a kol., 2001).

2.1.4 Uloha COP1 ve fotomorfogenezi

Dulezitou sogasti s¥tlem fizenych signalnich drah je protein COP1 (COnstialyi
Photomorphogenic 1), kteryapobi jako negativni regulator fotomorfogeneze. C@P1
na s¥tle prevazre cytoplazmaticky protein, avSak ve d&ndochazi k jeho akumulaci
v jadrech, ktera je nezbytna pro podai fotomorfogeneze. Jaderny COPiinm
interaguje s proteiny stimulujicimi fotomorfogeneai fungujicimi jako transkrimi
faktory (nap. HY5, HYH, LAF1, HFR1). Tyto proteiny se¢bn¢ vazi na promotory
geni, jejichz exprese podléha regulacicdem. Pra¢ interakce COP1 sifslusnymi
transkrignimi faktory je nezbytnd pro naslednou proteolydickdegradaci HY5 a
dalSich negativnich regulétor fotomorfogeneze. #obeni COP1 na degradaci
transkrignich faktoti a zneény subcelularni lokalizace COP1 v odpdivna ozéeni, jej
¢ini molekularnim pepingem mezi fotomorfogenetickym vyvojem a etiolizaci.
Zapojeni COP1 bylo zji§ho také wizeni degradace fytochrdm Na molekularni
arovni funguje COP1 jako soést ubiquitin-protein ligazy E3, ktera uninge
degradaci substratu v 26S proteazomu (Deng a B81;1Li a kol., 2011; Ma a kol.,
2001; Osterlund a kol., 2000a; Osterlund a kolQ@0) Subramanian a kol., 2004;
Wang a kol., 2001; Yang a kol, 2001). Teprve nedabylo zjiS€no, Ze COP1 pini
svou funkci v sotinnosti s proteinem SPA1L, ktery je negativnim raguem signalni
drahy PhyA a s nimz COP1 #idunkeni proteinové komplexy (Ma a kol., 2002).
Studiem exprese géma urovni genomirabidopsis thaliana (L.) Heynh. bylo
prokazalo, Ze sitlo a COP1 psobi na expresi stejnych getMa a kol., 2002). Uloha
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COP1 byla dosud prokdzana v signalnich drahach PHBHYyB a kryptochroin
Zachyceny s#telny signal je signalni kaskadouepasSen na COP1 a dochazi k jeho
inaktivaci, ktera je nezbytna pro vyvoj cestou fotofogeneze. Spale¢ s redukci
mnozstvi COP1 v j&d dochazi také k rychlé degradaenytochrome-Interacting
Factors (PIFs) (Li a kol., 2011; Yamamoto a kol., 2001)pNpact kryptochorni uz
vime, Ze s#tlem aktivované kryptochromyifmo interaguji s COP1 a blokuji tak jeho
ubiquitin-ligazovou aktivitu. Tak je wumo#Zna akumulace HY5 vjdd a
fotomorfogeneticky vyvoj. Inaktivace COP1 by moblg mozna také prosdnictvim
interakci aktivovanych fytochrofma kryptochromi s komplexy COP1/SPA. Tim by
byla umozgna p@ate:ni, velmi rychla inaktivaci COP1. Dlouhodobé poédai aktivity
COP1 by pak mohlo byt umo&mo praw ubytkem molekul COP1 v jée. Oba popsané
mechanizmy tak uma@aji U¢innou regulaci vyvojovych prograima morfologickych
zmen (Li a kol., 2011; Wang a Deng, 2003; Wang a k2001; Yang a kol., 2001).
Nekolik let po identifikaci COP1 byla u tohoto pratei poprvé popsana
bifunkéni odpoed’ (ve smyslu promotor/represor) natiné signaly (Boccalandro a
kol., 2004). U rostlin rostoucich ve &ma dlouhovinnénierveném sitle a na modrém
swtle pasobi COP1 jako represorgmosu swtelnych signalu, a tedy i fotomorfogeneze.
Bylo také zjiS¢no uplatgni COP1 jako negativniho regulatoru signalizace APhy
(Dieterle a kol., 2003; Osterlund a kol., 2000ab@manian a kol., 2004). Naopak na
kratkovinném cerveném sitle by mohl COP1 plnit Ulohu v pozitivni regulaci
fotomorfogeneze. Tato pozorovani vedla k dénue, Ze COP1ysobi antagonisticky
na signalni drahy PhyA a PhyB. To by n&k\ovalo, Ze COP1 je schopen regulovat
vyslednou biologickou odp&d’ v disledku aktivace kazdého z obou z#miych

fytochromi a rozlisit tak 6zn¢ Gcinné s¥telné zdroje (Boccalandro a kol., 2004).
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2.2 lontové kanaly a ionty v bu rikach

lonty v buiikach

Katinoty jsou na buné Urovni nezbytné pro finch fady zakladnich fyziologickych
proces a jejich koncentrace v cytozolu je kompenzovanardy, které maji tedy take
funkci regul&ni a udrzuji paebny osmoticky tlak. Proti celkovému kladnému néboj
pisobi svou ftomnosti zejména dusiany (NG) a dale fosfaty (P§), anionty
chloridové (CI), siranové (S@), z organickych anioiitjsou pak hojs zastoupeny
malat a citrat. V cytozolu musi byt neustale udéray stabilni prosedi, a to navzdory
neustalé vymné ionth a metabolii s vrejSim prostedim i mezi jednotlivymi
bunéénymi kompartmenty - jf@devSim vakuolou, kde jsodijaté ionty ukladany. Pro
udrZeni stélosti vnihiho prostedi museji byt proto toky iofitpies membrany striktn
regulovany a koordinovany. K tomu, aby nedochakaet@zadoucimu hromadi nebo
naopak ubytku iorit, je dilezith zejména koordinace jejich transportu memoylem a
tonoplastem (Barbier-Brygoo a kol., 2000; Barbieyd®o a kol., 2011; Tavares a kol.,
2011).

2.2.1 Transportiont G pfes membrany

lonty, které diky svému eklektickému naboji nemohptes membrany voln
difundovat, museji pro transport vyuzivat membréntransportni proteiny. S ohledem
na mechanizmus ipnosu a jeho energetickou né&rost rozliSujeme it typy
membranovych transportnich prot&ipumpy, genasée a kanaly.

Pumpy slouzi k transportu rozibkroti jejich elektrochemickému gradientu za
spoteby ATP a udrzuji koncentrace vybranych tordzdilné uvnit a vré buiky, stejré
jako mezi jednotlivymi bu&nymi kompartmenty. V fipact rostlin se jednéaiedevsim
o H'-ATPazovou pumpu a GATPazu (PMCA) prostupujici plazmatickou
membréanou a transportujici protony"JHrespektive C& z buiky (Czempinski a kol.,
1999; Pandey a kol., 2007; (Spalding, 2000; Tatziger, 2010). Pokud transport iént
pies membranu neni kompenzovan transportemiismp&nym nédbojem, vznika na
membrag buiky napti. Neustalouginnosti H-ATPazové pumpy lokalizované na
plazmatické membré&nje vytvden elektrochemicky gradient dosahujici velikosg01
az -160 mV. Nerovnommna distribuce elektricky nabitych igntvytvéri krome
elektrického potencidlu &ené rozdilnym nébojem idinttaké potencial zavisly na
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rozdilnych koncentracich iaintha obou strandch membrany.&to slozky vytvéeji
membranovy elektrochemicky potencial, ktery je g pro pasivni transport jinymi
mechanizmy (Sze a kol., 1999; Taiz a Zeiger, 2010).

Transport pomociienaseéa je spojen s konforngaimi zménami transportniho
proteinu. Transportovan&astice se vazi naifenaSeé, ktery prochazi zgmou
konformace a néaslednuvoliuje pendSené molekuly na druhé stramembréany,
piicemz samotny transport tbe byt pasivni¢i sekundarty aktivni, tj. zprazeny
s primarnim aktivnim transportem (Taiz a Zeigel @0

Kanaly jsou selektivni k iofim a jejich propustnost je také zavisla na lokalizac
kanah v buice a funkci, kterou vykonavaji. Transport kanalpkpha vyhrada po
koncentrénim spadu fenasenych roztdka nevyzaduje tedy sgebu energie. Zgmy
elektrochemického potencidlu vyuzivaji ke své adivnagtove fizené kanaly,
zatimco k aktivaci jinych kanal dochazi az po navazani specifického ligarilu
zachycenim jiného signalu (Pandey a kol., 2007 jdimg 2000; Taiz a Zeiger, 2010;
Tavares a kol., 2011). lontové kanaly mohou bytrakigrizovany na zaklgdontové
selektivity, vodivosti, kinetiky otevirani a zauwiiaa také z hlediska zavislosti kinetiky
na membranovém potencialu. DalSi charakteristikoyejich citlivost k vice¢i mérs
specifickym inhibitodm (Tavares a kol., 2011).é&které rostlinné iontové kandly, na
rozdil od Ziv@iSnych, postradaji schopnost velmi rychlé aktivaedruhou stranu ale
mohou #Astat aktivovany po relatiendlouhou dobu. V fipadt K™ kanah swracich
burgk muze jejich aktivace trvat i vice nez 30 mindiinz je umozan dlouhodoby
transport ioni nezbytny pro osmoticky regulovany pohyb (Pand&pla 2007; Ward a
kol., 2009).

2.2.2 Aniontové kanély

Aniontové kandly jsou d&&n¢ piitomny na plazmatické membrgéra membranéch
vakuol. Existence na&pové fizenych aniontovych kandlbyla vSak popsana také na
membranach mitochodnrii a chloropliasstejré jako na membranach Golgiho aparatu
(Tavares a kol., 2011). Aniontové kanaly plni¢éliou roli viad fyziologickych
funkci, napiklad v osmoregulaci, b@tiné signalizaci, mineralni vyZy kontrole
metabolizmu a uloZeni metabdlitdo specifickych butnych kompartmerit ¢i

v toleranci ke koum. Transport aniokitpres plazmatickou membranu je takidedity
pro otevirani a zavirani stomat a fan&st signalnich drah, v nichz jsoékteré anionty

klicovymi komponenty. Déle se transport aniopbdili na excitaci membran, regulaci
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rastu, tvork¥ a udrZzovani elektrochemického gradientu, tropizmecodluzovani busk
a interakcich s patogeny i symbionty. Uloha anieyth kanah byla dolfe popséana
také i Kkliceni pylové léky, kdy je dilezity polarni fist. Ménici se osmolarita je
v neposledniack dilezita pro pasivni ffjjem ¢i vydej vody procesem difuze. Zma
obsahu vody v hice se pak promitd do 2Zmv jeji velikosti, které jsouidezité pro
rast, jiz zmirgné otevirani stomat (Barbier-Brygoo a kol., 2014ydres a kol., 2011).

Aktivita rostlinnych aniontovych kanaimize byt gimo ¢i negimo regulovana
fadou efektak, z nichZ nejvyznanmijSi jsou vapenaté kationty, dale se ulgit zmeny
pH intracelularniho i extracelularniho priesti, signalizace ZpZzena s G proteiny a
pienos signdi prostednictvim membranovych recepi@pojenych sémito kanaly (Pei
a kol.,, 1996; Tavares a kol.,, 2011). Byla popsaepothrizace rostlinnych bgik
dusledkem fisobeni ABA, auxif, napadeni patogeny, dale také&@benim fytotoxya,
fytochromu a modrého stta (Ward a kol., 1995).

Membranoveé kanaly mohou byt neustéle aktisirk jejich aktivaci ntize dojit
az disledkem depolarizacei hyperpolarizace membrany,agpbenim sitla ¢i
mechanického poditu. Na zaklad kinetiky a mechanizmu, jimz jsou aniontové kanaly
aktivovany, rozliSujeme (Barbier-Brygoo a kol., BORoberts, 2006; Tavares a kol.,
2011):

1. Depolarizaci aktivované aniontové kanaly

Rostlinné biiky vyuZivaji ke generovani depolarizace vydej £buiky a dale se

v tomto procesu uplaji také C4&" kanaly (Ward a kol., 2009).

o Depolarizaci aktivované aniontové kanaly R-typu(Rapid-type) a S-typu
(Slow-type) transportujici ionty z hiky. Oba typy kandl byly poprvé
pospany ve siracich bukach Vicia faba L. Kanaly S-typu jsou ktiové
v pacateenich fazich zavirani stomat v odgdv na ABA, fyziologicka uloha
R-typu kanal v tomto procesuistava stale nejasna (Barbier-Brygoo a kol.,
2011; Siegel a kol., 2009). K aktivaci obou iyfanah je vyzadovana
fyziologicka hladina cytozolickych Ga(Pandey a kol., 2007).

o Outward-rectifying depolarization-activated anion channels (OR-DAACS).
| piestoze se za fyziologickych podminek uihitirek vytvéari zaporny naboj,
a tedy i nezbytny elektrochemicky gradient pro yyaleionti z buiky, byly
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popsany depolarizaci aktivované aniontové kanaly pijem aniont do
burgk. OR-DAACs byly dosud popsany pouze v suspenzichtuiach
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. aZea mays L. V koifenovych btikach
Triticum aestivum L. se gedpoklada jejich uloha v transportu” Gl NOg,
jsou-li koncentraceéthto aniond v prostedi zvySené. Obdoknby mohly
OR-DAACs fungovat také v hilkdch Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Ri
vysokych extracelularnich koncentracich transpdilij zatimco pi nizkych
koncentracich chloridovych anidnpres membranuipchazeji pevazi K.
V tomto pgipad by zmeéna selektivity kandl umoziovala udrZzeni napi na
membrag i pii zménénych podminkach pragtdi (Roberts, 2006; Tavares a
kol., 2011).

2. Hyperpolarizaci aktivované aniontové kanaly

o Aniontové kanaly aktivované hyperpolarizaci(hyperpolarization-activated
anion channds, HAACs) zjisttné v membranachiady bur¢nych typi u
nekolika rostlinnych drufi. Krom¢ kultur suspenznich bk Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. byla jejich gitomnost potvrzena také v ftkhch osemeni
Phaseolus wulgaris L. S diverzitou vyskytu HAACs souvisi také rozdily
v selektivie a podminkach jejich aktivity. &Sina z ¢échto kanél je v3ak
v rizné mfe propustna pro Clsetkavame se vSak také s kanaly v meng& mi

transportujicimi anionty N©& SO,* (Roberts, 2006).

3. Mechanosensitivni aniontové kandély (MS)se pravépodobré uplatiuji
v osmoregulaci, jsou-li biky vystavena osmotickému stresu, a takéistu
burgk. U MS kanah zastavajicich v oteleném stavu po dlouho dobu, Ize
predpokladat zprogtdkovani mohutnych aniontovych tokPro vnimani
zmen osmolarity pak pravgbodobrt slouzi MS kanaly rychleipchéazejici

mezi otevenym a zakenym stavem (Qi a kol., 2004).

4. Swétlem aktivované aniontové kanaly citlive k modrému sitlu byly
popsany v plazmatické membean burek hypokotylu Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. Modrym swtlem aktivované aniontové kanalgchto
burgk zpisobuji gechodnou depolarizaci plazmatické membrany a hraji
klicovou ulohu v inhibicitistu hypokotylu (Cho a Splading, 1996). Naskedn
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bylo zjisS€no, Ze pravépodobnost oteeni tchto kanal se zvySuje 1
koncentracich cytozolickych €av rozmezi 1-10umol/l, avSak vépenaté
ionty se neuplauji jako druhy posel (Lewis a kol.,, 1997Kanaly
aktivované bilym sitlem byly identifikovany v bitkach mezofyluPisum
sativum L. Dopadajici s#tlo zvySuje pravépodobnost otaeni alespt
nékterého typu ze vSechiippmnych aniontovych kan@l pravdpodobré
transportujicich C] a nasledného vydeje anianbuikou. Délka swtlem
indukované pechodné depolarizace plazmatické membrany, kteréSake
vyznaiuje vysokou zAvislosti na cytoplazmatickyctf Céyla stanovena na
2 az 3 minuty, péemz vydej aniorit byl také zavisly na intenzit
pusobiciho s#tla (Elzenga a kol., 1995; Elzenga a Van Volkenhud®97).

2.2.3 Vybrané genové rodiny kédujici aniontové kana  ly

SLAC1 (slow anion channel) aniontové kandly

Pomalé aniontové kandly, znamé také jako kanalyp8:tjsou kddovany genovou
rodinou SLAC1 a vyznauji se vysokou afinitou k dusianim, zatimco chloridové a
dalSi anionty transportuji mnohem miéRPomalé kinetika aktivace a deaktivagehto
kanali viaddu desitek sekund, jen slabd zavislost aktivacenapti a inaktivace
nezavisla natase jsou dalSimi charakteristickymi vlastnostmih{8itlt a Schroeder,
1994; Schroeder a Keller, 1992). S ohledem nahdjicalou aktivaci byly tyto kanaly
navrzeny jako hlavni mechanizmus uplgici se v depolarizaci, vydeji anidnta
v kongéném disledku poklesu turgoru &racich busk a uzaveni stomat (Pandey a
kol., 2007; Roelfsema a kol., 2004; Vahisalu a,Ka008).

ALMT (aluminum-activated malate transporter) aniontové kanaly

Rodina ALMT kanak Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. zahrnuje 14&lend, dosud vSak
zname jen funkceiit z nich. ALMT1 je pgedevSim malatovy transportér umag
pasivni transport aniointpo spadu elektrochemického potencidlékdliv je aktivita
ALMT zvySena pitomnosti extracelularnich &l mohou tyto kanaly zprastdkovavat
transport aniorit také v nefitomnosti hliniku. Pro ALMT1 je typickd komplexni
selektivita pro maléat, Cla v mensim rozsahu jsou prépddobré propustné téz pro
NOs; a SQ? (Pifieros a kol., 2008) ffomnost Af* stimuluje expresi AtALMT1 (kanal
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Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), kterému jefjpisovan podil na toleranci k toxi&it
hliniku (Hoekenga a kol., 2006).

ALMT9 je souasti tonoplastu, kde se podili ndjmau malatu do vakuoly a tak
na udrZzovani jeho homeostazy wkach. Ritomnost ALMT12 byla popsana
v plazmatické membr&mswracich bugk stomat, kde funguje jakou stst iontovych
toki R-typu charakteristickych n&wvé tizenym tokem iorit a aktivaci wadu
milisekund. Kanaly R-typu jsou propustné pra&nu kEzné se vyskytujicich anionf
predevdim N@ a CI, piedpoklada se také vyznamné propustnost pref §Meyer a
kol., 2010; Pandey a kol., 2007).

CLC (chloride channel) aniontové kanaly

V genomuArabidopsis thaliana (L.) Heynh. bylo dosud popsano 7 CLC homaiog
AtCLCa az AtCLCg, jimiz kédované kanaly se podileji na transportll. @vsak
AtCLCa se od ostatnich CLC kafasvou funkci odliSuje. Tento kanal je sdsti
tonoplastu, kde fekvapivé funguje jako NG@/H™ antiporter a umaiuje akumulaci
dustnani ve vakuole (De Angeli a kol., 2006; Marmagne a.,k@007). So&asti
membrag vakuoly jsou také AtCLCb, AtCLCc a AtCLCg; s@sti vezikul Golgiho
aparatu jsou AtCLCd a AtCLCf;fftomnost AtCLCe pak byla potvrzena v thylakoidni
membrag chloroplast (Tavares a kol., 2011; Marmagne a kol., 2007).
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2.3 Kliéeni

Pro vyvoj rostliny je nezbytné rychlé vy&tini semene za vhodnych podminek, aby se
tak Kkli¢ni rostlinky co nejtinnéji vyvarovaly stresu, jako je nélad nedostatek vody
¢i kysliku, sucho, vysoka salinita nebo napadenpgenty. Klteni semen vySSich
rostlin je komplexni proces regulovany jak endodemrpodreéty, tak v zavislosti na
vnejSim prostedi. Kliceni je indukovano ifijmem vody zralymi suchymi semeny
(imbibice) a v pipact dormantnich semen jsou také vyZadovanyjsinstimulujici
faktory. Rijem vody semeny probiha veeth fazich. Po rychlém patenim p@ijmu
nasleduje stabilni faze a po dokeni kliceni ogt dochazi k vyznamné hydrataci.
Rychly piijem vody v prvni fazi je spojen $gstavbou struktury membran a organel.
Hydratace je déle spojena simtem metabolické aktivity a rychlym rozvojem
respirace, &koliv mitochondrie je& nejsou pld diferenciované. Prvnim
pozorovatelnym projevem Kini je pfinik radikuly (kainku) strukturami
obklopujicimi embryo, endospermem a testou. Tespnn omezuje Ust embrya
mechanicky, ale ovliwje také schopnost semengjimat vodu, vyngnovat plyny
s okolim a it endogenni inhibitory. Poté, co radikula proramemeni, nasleduje
mobilizace zasobnich latek spojend&istem KIEni rostlinky. Az na gkolik vyjimek, je
prorazeni radikuly okamZzikem uk&eni kliceni a vyvoj pokréuje ristem kléni
rostlinky (Appenroth a kol., 2006; Atanassova a.kadB97; Bewley, 1997; Peng a
Harberd, 2002). Pokud vSak igs vhodné podminky okoli semena n&kliiovaime o
dormanci. Klgeni mize byt omezenodinkem osementi dormanci samotného embrya.
Semena jsou udrzovana v dormantnim sta¢inkém kyseliny abscisové (ABA).
K akumulaci ABA dochazi uz dmem zrani semen a zabuge vykliceni nezralych
semen, #&jm¢ na urovni fistu radikuly. Inhibini &inek ABA maze byt zvracen
pusobenim gibberellin (GA) (Bewley, 1997).

Schopnost semen zahgjitddni je tedy ufena rovnovahou mezi hladinami dvou
vzajemr¢ antagonistickych fytohormdn gibberellini a kyseliny abscisové (Kucera a
kol., 2005; Seo a kol., 2006). Kici semena proto p@tbuji spolehlivy mechanizmus
fidici hladiny obou hormdn a tak rozhodujici o gatku kliceni. U semer\rabidopsis
thaliana (L.) Heynh.jiz bylo prokdzano, Ze Kiovym faktorenmrizeni p@atku kliceni je
swtlo. Swtelny signal zachyceny fytochromy je daléegavan PILP5, proteinu
interagujicimu s fytochromy, ktery funguje jako nis&ripini faktor geii ftidicich
biosyntézu obou horman(Feng a kol., 2008; Oh a kol., 2006). GA jsou eg#ni pro
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indukci kliceni fady rostlinnych druin Jejich @misobeni bylo mimo jiné prokazandgip
kliceni semenSolanum lycopersicum L. a Nicotiana tabacum L., kde misobi i
zeslabovani mechanické bariéry ve férnbuntk endospermu. U mutantga-1
s deficienci giberelin nedochazelo ke Kiéni ani fisobenim RL, které ma na &dini
semen obvykle stimutai (Cinek (Groot a Karssen, 1987; Leubner-Metzger, 2001)
Rast radikuly je procegizeny turgorem a vyZzaduje oslabeni &umé sény
burgk nachazejicich se meziiemovou Spikou a spodntasti hypokotylu. Turgorem
fizené roztahovani batné stny radikuly vyZzaduje kontrolované rozruSenié¢sit
xyloglykanu a celulézy, které je umaire expanziny a Xxyloglukan
endotransglukosylazami/hydrolazami (XTH). Expanzimeenzymaticky rozrusuji
vodikové miistky mezi xyloglykany a celul6bzovymi mikrofibrilamiXTH Stipou a
opétovre  spojuji  xyloglykanova vldkna a zaraveumoziuji zallenéni now
syntetizovanych molekul xyloglykanu (Bewley a kdl997; Bradford, 1990; Sampedro
a Cosgrove, 2005; Vissenberg a kol., 2005). S eafio$ povrchu semene je spojena
casténa enzymaticka degradace bémych sén obalovych vrstev, ndpendospermu
Solanum lycopersicum L. Enzymemiidicim n&asovani prarstani radikuly je end@-
mannaza produkovanaiimo endospermem. Nejedna se vSalejm o jediny
komponent zapojeny vtomto procesu, jelikoz ¥ikich semenechSolanum
lycopersicum L. byly také identifikovany polygalakturonadzy, bmozidazy a
expansiny, taktéz zapojené v modifikacich &unych stn (Bewley, 1997). Pravendo-
B-manndza, expanziny LeEXP4, LeEXP8 a LeEXP10 a gtykan
endotransglukosylazy jsou upregulovany gibberel{frgng a Harberd, 2002).

2.3.1 Kli¢eni a svétlo

Swtlo je klicoveé v regulaci klieni drutii s malymi semeny (n&pArabidopsis thaliana
(L.) Heynh.,Lactuca sativa L., Nicotiana tabacum L., Solanum lycopersicum L.). V této
fazi rostlinného vyvoje je s#o zachycovano iedevsSim fytochromy, které tak
umoziuji semedm vnimat jejich polohu vimé ve smyslu vzdalenosti od povrchu.
Pokud by totiz semena &ia kit v prilis velké hloubce, jejich omezené zdroje
zasobnich latek by nebyly dost&ié k dosazeni povrchuagy (Seo a kol., 2009).
Semena, jejichz kieni je indukovana stlem, ozna@ujeme jako fotoblasticka a na
molekulérni drovni je aktivace fytochrdndilezita pro indukci syntézy GAipkliceni
semen Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Na druhou stranu ale seme8alanum

lycopersicum L. kli¢i po ogtovné hydrataci dale i ve tn€. To je umozano Pfr formou
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fytochromi pritomnou v semenech. Citlivost sem@stanum lycopersicum L. ke swtlu
je zarové omezena pouze na prvnich 3 az 16 hodin othtga rehydratace semen
(Appenroth a kol., 2006; Georghiou a Kendrick, 1;9%hwada a kol., 2008). Pro
regulaci vyvoje neniezita pouze kvalita $tla, ale také jeho intenzita. Lhctuca

sativa byla prokazana fotoinhibicaipobenim silného stla (Zhou a kol., 2009).
Vliv ¢erveného s¥tla na kli¢eni

Cervené sitlo (600-700 nm) méa na Kini wtSiny semen stimutai (cinek, ktery vdak
muze byt lehce zvracenipobenim dlouhovinnéh&erveného sitla (FR; 710-740 nm)
s inkem inhibenim. Bylo prokazano, Ze tato inhibice jeSolanum lycopersicum L.
zprostedkovana PhyB2. TaktéZzagobeni opakovanych pilsFR vede k inhibici
kliceni, avSak tato reakce je jiz zptestkovana PhyA (Appenroth a kol, 2006).
Piasobeni obou zmémych oblasti spektra na vyslednou biologickou odgdoje tedy
navzajem antagonistické a bylo popsano takéklceni semenLactuca sativa L.
(Sawada a kol., 2008). Z vySe uvedeného vyplyvaREema stimulani inek jen,
pokud misobi kratkodo®, zatimco dlouhodobé vystaveni semen RL nebo jeho
opakovanym pufsm vede k inhibici kikeni (Appenroth a kol, 2006; Taiz a Zeiger,
2010).

Typickym fenotypovym projevem chromofor-deficieiita mutantaaurea je
jeho rezistence Kk inhibnimu &inku FR. Zatimco kkeni nemutovanych semen
Solanum lycopersicum L. je silné inhibovano fisobenim FR, vifjpadt mutantaaurea
k inhibici nedochazi. Jelikoaurea zarover Spati Kkli¢i ve tng, lze se domnivat, ze
fytochromy hraji tlohu takérpkliceni ve tnd (Georghiou a Kendrick, 1991).

Zapojeni fytochrom v regulaci kléeni bylo studovano zejménaAnabidopsis
thaliana (L.) Heynh. Jednotlivé fytochromyrabidopsis thaliana (L.) Heynh. se
vyznauji vysokou mirou redundance, avsak jejich zapoyarigulaci kiéeni neni zcela
totoZzné: obeaon prispivaji PhyA a PhyB k regulaci nejvice, nejmenddip na kiteni
mé pak PhyE. Podil ¢inku jednotlivych fytochromd navic vyznamé#é zavisi na
podminkach prosedi. Tyto vysledky mohou vystlovat, pr@ v piipac fytochromi
doSlo k jejich opakované duplikaci - tedy vyhodnabverzifikace s ohledem na
variabilni podminky progedi (Heschel a kol., 2008; Shinomura a kol., 199@pojeni
vSech pti fytochromi ve fotomorfogenezgolanum lycopersicum L., byt v raizné mfe,
dokladaji i experimenty s trojnasobnym mutantehyA PhyB1l PhyB2. Ackoliv tento
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mutant postradarit z péti fytochromi, stale prokazuje po¥mé silnou odpo¥d ke
zbytkovému FR (Weller a kol., 2000).

U Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. je kiteni z velkécasti tizeno PhyB, fes
LFR odpoed. Kindukci kliceni vSak dochazi takéigs VLFR afar-red HIR
zprostedkovanymi PhyA. V kiieni je také aktivéh zapojen PhyE, a to jakippulsech
FR, tak @i kliceni na neferuSovaném FR. Na niggguSovaném sile je PhyE dlezity
pro indukci kiteni, kdy dopiuje PhyA a niZze se tak uplabvat jako dopikovy
fotoreceptor i zachycovani FR. iekvapiv¥ vSak PhyE neovlituje dalSi z odposdi
fizenych PhyA (Henning a kol., 2000)

Modré svétlo a klié¢eni

Ackoliv v regulaci klEeni jsou zapojeny ipdevSim fytochromy, tato vyvojova faze
muze byt taktéz ovlivéna pisobenim modrého sila. Inhibice klgeni vlivem BL bylo
popsano u k&ovky Nepenthes mirabilis stejré jako uSolanum lycopersicum L. (Jala,
2011; Piterkova a kol., 2012) a je také al@spast&né zapojeno \izeni dormance
jeémene (Gubler a kol., 2008). Modrécto u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. a také
u Solanum lycopersicum L. maZe navic zvySovat inhibici Kéni vyvolanou
osmotickym stresem (Fellner a Sawhney, 2002; Réad. 21994).
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2.3.2 Svétlo a fytohormony spole €né reguluji r Gst a vyvoj

Interakce fytohormain jsou velice komplexni, jelikoZ jejich¢inek se niZze <gitat, a
stejreé tak mize byt synergickyi vzajemré antagonisticky. Vyznamnou fyziologickou
odpowdi je reciprokeé fisobeni fytohormain a swtla (Obrazek 3). Bylo prokazano, ze
BL zvySuje citlivost semeBolanum lycopersicum L. k ABA (Fellner a Sawhney, 2002)
a dnes jiz také vime, Ze &l piimo reguluje biosyntézu aktivnich gibbereilin
ethylenu - prokadzano n&ossypium hirsutum L. - a kyseliny abscisové. Stegjriak
gibberelliny a auxin vyrazn ovliviiuji expresi ge@n kodujicich kryptochromy a
fytochromy Solanum lycopersicum L. (Alabadi a kol., 2004; Jasoni a kol., 2001;
Novédkova a kol., 2005). Na zékkadgrovedenych experimentbylo navrZzeno, Ze
v signalni draze ,fytohormony - &tlo - fotoreceptory” hraje wezitou kontrolni Glohu
CRYla. V nepitomnosti funkniho CRYla se pak cely systétm stdva mnohem
citlivejSim ke zndndm v koncentracich fytohormor(Alabadi a kol., 2004). Zéaroie
vSak byla prokdzana niZSi citlivost k exogenni ABAmutanta7B-1 s nadprodukci
endogenni ABA a s defektem v signalni draze BL I(fleela kol., 2001; Fellner a
Sawhney, 2002).

ABA Ethylen
Svétlo Svétlo

¢

GA GA

@ @ )

L : }
Rozruseni testy Rozruseni endospermu
Darmantni kligici semeno

Semena

Obrazek 3: Pusobeni svétla a fytohormonl( na indukci kliceni. Na ukon€eni dormance a
poruSeni obalovych vrstev semen se podili signalni drdha svétla a gibberellinG (GA). Svétlo a
GA se také podileji na rozruSeni endospermu semen a rlistu radikuly. Kli¢eni semen je naopak
inhibovano plsobenim ABA. Upraveno podle Kucera a kol., 2005.

Vliv svétla na biosyntézu gibberellini a kli¢eni

Biosyntéza esencialnich GA je spawst aktivovanymi fytochromy, které reguluji

expresi enzyr zapojenych v biosyntéze GA. Zaraveaké fytochromytidi citlivost
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klicictho semene Kmto fytohormoiim. Experimenty sArabidopsis thaliana (L.)
Heynh. prokazaly zvySeni hladiny bioaktivnich fore®A v disledku phisobeni
cerveného sitla, zatimco FR ma opay &inek (Oh a kol., 2006; Toyomasu a kol.,
1998; Seo a kol.,, 2006). Na molekularni drovni paktasrt dochazi ke zgnam
exprese gehn zapojenych v metabolizmu gibbereilin Exprese geih esencialnich
pro biosyntézu GA (ndp enzym GA B-hydroxylaza) je fpisobenim RL zvySena
(Toyomasu, 1998; Yamaguchi a kol., 1998), u antegickych geri vSak dochazi za
stejnych podminek k poklesu exprese (Yamauchi, R0Dale bylo prokazano, ze
v pripadt Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. je mnoZstvi fftomné AtGA30x2 mMRNA
specificky regulovano prévPhyB (Yamaguchi a kol., 1998). PhyB jsou mimo jiné
S nej\tSi prava@podobnosti zapojeny také v p&gich fazich ontogenetického vyvoje,
kdy regulaci citlivosti kkni rostliny k endogennim GAidi nag. prodluzovani
hypokotylu (Reed a kol., 1996). Pro regulaci bidgdkgich odpoedi vyvolanych
swtlem vyZzaduji GA takéiftomnost brassinosterdidGA stejré jako brassinosteroidy
spole&né potlatuji fotomorfogeneticky vyvoj rostlin ve t&n Tyto zavry byly ziskany
na modelové rostlihArabidopsisthaliana (L.) Heynh. a také na hrachu (Alabadi a kol.,
2004).

V minulosti byly identifikovany faktory signalniréhy gibberellii s Glohou
v regulaci exprese enzymezbytnych pro mobilizaci zasobnich latek semesala
teprve nedavno byly popsany faktory RGL1 a RGL2rkEi negativnich regulatior
signalizace GA. Bylo také navrzeno zapojeni obddiofé jako negativnich regulator
kliceni. Faktor RGL2 je pottavan GA a zaroueby kliceni mohl regulovat v zavislosti
na vrejSim prostedi (Lee a kol., 2002; Wen a Chang, 2002).

Pisobeni s¥tla na hladinu endogenni kyseliny abscisove

Vliv svétla na hladinu endogenni ABA byl nididad zjiS€n u semerLactuca sativa L.

a Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Rsobeniméerveného sitla dochazi rozvoji LFR a
jejim prostednictvim k poklesu mnozstvi ABA syntetizované mseech (Seo a kol.,
2006). Obdob jako v gipact regulace metabolizmu gibbereliins klicicim semeni,
cervené sdtlo ovliviiuje expresitady geri. Zatimco exprese génzapojenych

v biosyntéze ABA je fisobeniméerveného sitla snizena (Seo a kol., 2006), u gen
kodujicich deaktivaci ABA byl prokazan apg efekt (Sawada a kol., 2008). Uloha
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swtla je také dlezitd v signalizaci ABA za stresovych podminek, niki@tre
osmotického stresu (Piterkové a kol., 2012).
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3 Cil prace

Cilem bakaléské prace, navazujici naegchozi experimenty provedené ve Skepin
molekuléarni fyziologie, bylo studium zapojeni iomoh kandh a fotoreceptar pri
kli¢eni semersolanum lycopersicum L.

V teoretickécasti prace rly byt shromazdény literarni zdroje vztahujici se
k tématu bakai&ké prace a seznameni siee&nym vyzkumnym projektem, zhoz
téma bakal&Eké prace vychazi. Na zéktadéchto poznatk mela byt vypracovana
literarni reSerSe k danému tématu.

V experimentéalnicasti prace my byt provedeny experimenty KBni semen

v invitro podminkach, a to po ovli¥ni kliceni kvalitou s¥tla a gidavkem inhibitod.
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4 Material a metodika

Rostlinny

material:

Chemikalie:

Pomicky:

Pristroje:

raje jedléSolanum lycopersicumL. cv. GT, LA 4011
raje jedléSolanum lycopersicum L. tri* IL In cv. GT, LA 3808

Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS), @at. M5524,
Sigma-Aldrich

Phyto agar, Cat. no. P1003, Duchefa Biochemie

Sacharosa p. a., Cat. no. 40135-APO0, Lachner
Morpholinoethane sulfonic acid (MES) analytical dga
Cat. no. 29834.04, Serva

SAVO - kometni roztok, BOCHEMIE a. s., Czech Republic
5-nitro-2,3-fenylpropylaminobenzoova kyselina (NBPB
Cat. no. N4779, Sigma-Aldrich

kyselina niflumova (NIF) , Cat. no. NO630, Sigikrich
kyselina 4-acetamid-4'-isothiokyanstilben-2,2'-tfisoova
(SITS), Cat. no. A0554, Sigma-Aldrich

kyselina  4,4'-diisothiokyanstilben-2,2'-disulfonova(DIDS),
Cat. no. D3514, Sigma-Aldrich

Petriho misky plastové, fomér 90 mm
néplast z netkaného textilu, REF: 1320103112T BA

laminarni box Holten Horizontal Laminar Airflow €in Bench,
Thermo Scientific

rastové komory Snijders Scientific, The Netherlands

Kliceni semen bylo studovano v podminkéchkitro na kultiva&nim agarovém médiu

Murashige-Skoog (MS médium) (Murashige a Skoog, 2)9&li¢eni testovanych

semen bylo ovlivéno farmakologicky, fidavkem inhibito#i iontovych kanal (NPPB,

NIF, SITS, DIDS) exogennihoipodu a také kvalitou $la (tma, modré a&ervené

swtlo).
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Rostlinny material

Ve v8ech provedenych experimentech byla pouZiteesanfiotomorfogenniho mutanta

trit

rajcete jedléhoSolanum lycopersicum L., jehoZz semena byla laskaposkytnuta
C. M. Rickem, TGC (Tomato Genetics Cooperative p:fitgc.ifas.ufl.edu). Tento
mutant se vyznalje pritomnosti mutace ve fytochromu BPHYBL1), které bylo
dosaZzeno vystavenim semen mutagenni latce ethydmetiifonatu (van Tuinen a kol.,
1995).

Rostliny stouto mutaci jsou ve stadiu mladych esedtki po presunu
ztmavého progedi na cervené sdtlo prechodr necitlivé kéervenému sstlu
(temporarily red-light insensitive, tri). Pokud jsou semetidy péstovany v podminkéch
dlouhého dne (16 hodin &lo a 8 hodin tma) mutartti* se od WT rostlin odlisuje
prodlouZzenym hypokotylem. Tento fenotyp se staw@ten®jSim se stAm rostlin
(Lazarova a kol., 1998, van Tuinen a kol., 1995 .Wech provedenych experimentech
byla sodasrt s mutantem testovdna semena standardniho genokgeoym byl

kultivar GT (cv. GT).
Priprava MS média

Pro gipravu 1 | pevného MS média (Murashige a Skoog,2198ylo navazeno:
10 g sacharézy, 4,3 g MS média a 0,1952 g MES pulile pak 2,8 g fytoagaru na
400 ml hotového média. Sachar6za, MS médium a MHES lpyly za dikladného
michani na magnetické micita rozpudiny v 1 | destilované vody. Nasletibylo pH
vzniklého roztoku upraveno na hodnotu 6,1 postupngfidavanim 1M KOH.
Pripravené médium bylo po 400 ml rozlito do 0,5 sktes odpovidajicim mnoZstvim
fytoagaru. Takto fipravené médium bylo sterilizovano autoklavovanim.

Po vychladnuti sterilniho média byly sklenice ad doby pouziti média
uchovany v lednici. #d vlastnim pouzitim bylo médium rozato v mikrovinné
troubs. Po zchladnuti naiiblizné pokojovou teplotu mohlo byt za sterilnich podminek

do média pipetovano pozadované mnozstvi inhibitoru.
Pouzivané koncentrace inhibitofi iontovych kanahi

V experimentech byly pouZittyii inhibitory aniontovych kanél (NPPB, NIF, SITS a
SIDS) a tolbutamid, inhibitor kationtovych kafdaKazdy z &chto inhibitofi byl pouZzit
v rozdilnych koncentracich. Pro kazdou z pouzivhnigoncentraci bylo ipraveno
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120 ml MS média, coz odpovidalo mnoZstviipbhému pro jeden experiment testujici
oba genotypy za vSech testovanycktewmych podminek (D, BL a RL). Testované
koncentrace a pipetovand mnozstvi zasobnich roztokibitori jsou uvedeny

v Tabulce 1.

Tabulka 1: Koncentrace a odpovidajici objemy inhibitord pro pfipravu 120 ml MS média.

Koncentrace Testované . s
- ; . Objem inhibitoru na
Inhibitor zasobniho koncentrace 120 ml média [ pi]
roztoku [mmol/l] [umol/l] H

20 240

NPPB 10 40 480
80 960

30 360
NIF 10 90 1080
120 1440

10 60

20
SITS 50 300
(ve 4% DMSO)

100 600

10 120

50 600

DIDS 10

100 1200
150 1800

Sterilizace a vysev semen

Pro kazdy pokus bylo peba piblizné 400 semen, respektive 500 semen pro
experimenty s inhibitorem DIDS, od kazdého z teatgeh genotyfp. Potebné
mnozstvi semen bylo sterilizovano v plastovych 5@kiimavkach se Sroubovanym
uzawrem v 3% roztoku Sava (0,6 | Savo + 0,4 | destildvaoda) po dobu maximain
30 minut. V pfibéhu sterilizace byl obsah zkumavekkolikrat protepan, aby byla
zajiSena co nejdinngjSi sterilizace. Nasle@nbyla semena v laminarnim boxetlrat
proplachnuta sterilni destilovanou vodou, a to poimi@ml pipety.

Sterilni semena byla vysazovana do Petriho mis&0 snl MS média
obsahujiciho pozadovanou koncentraci inhibitoruka¥dém pokusu pak byly také
zarazeny kontrolni Petriho misky obsahujici pouze M&limm bez fidavku inhibitoru.
V pripact experimeni se SITS byly jako kontrola #@zeny misky obsahujici
600ul 4%DMSO, coz odpovidalo obsahu DMSO na miskactasimalni koncentraci
inhibitoru SITS.

37



Vlastni vysev probihal za sterilnich podminek mil@arnim boxu za denniho
swtla ¢i pod bilym sétlem. Na kazdou misku s MS médiem bylo pomoci pinze
(sterilizace v 96% ethanolu a opalenim nad plametieavého kahanu) vyseto 30-
35 semen. Po té byly misky po svém obvodu dvakstgpeny textilni paskou BATIST
a umisény vertikalré do ristovych komor siislusnou kvalitou sstla. Pro experimenty
s modrym sutlem byly pouZity z&vky Philips TLD-36W/18-Blue (Philips, USA,
oz&enost 10 mom?>s?). Jako zdrojserveného sitla byly pouZity z&ivky Philips
TLD36W/15-Red (Philips USA; ozénost 10 mom?s'). Oz&enost byla rirena
pomoci genosného spektroradiometru (model LI-1800; Li-Qancoln, NE). Petriho
misky pro experimenty ve tnbyly pred umisinim do komory zabaleny do alobalu.

V rastovych komorach byla udrzovana stala teplota 23 °C
Hodnoceni kliéeni

PribéZzné kiteni semen bylo sledovano po dobu 1@,dmto 3. az 12. den od vyseti,
vlastni vyhodnoceni probihalo na bilémétt. Ze ti az g@ti opakovani daného
experimentu pak byly vygteny pameérné hodnoty p&tu vyklicenych semen pro oba
testované genotypy. Ziskané hodnoty byly pouZity pytvoreni grafi kinetiky a
maximalniho klkeni, s uvedenim chybovych @s& (SE). Pro sestrojeni gtafi

statistické vypsty byl pouzit program Microsoft Excel 2003.
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5 Vysledky

Ke zhodnoceni ulohy aniontovych kain&h fotoreceptar pri kliceni semen ragte
Solanum lycopersicum L. byla sledovana kinetika ki&ni a maximalni kéieni semen
v podminkéachn vitro. VSechny experimenty byly provedeny dle postupedaného
v metodice. Kléeni bylo studovano ve tm na modrém aterveném sitle a za

piitomnosti inhibitoé aniontovych kanél NPPB, NIF, SITS a DIDS.

5.1 Vlivinhibitor & aniontovych kanal & na kli éeni semen

Kli éeni ovlivnéné inhibitorem NPPB

Dynamika a maximalni kieni semergolanum lycopersicum L. cv. GT (WT) a
fotomorfogenniho mutantatri* byly ovlivnény piidavkem inhibitoru NPPB

v koncentracich 2mol/l, 40 umol/l a 80umol/l v kombinaci s kvalitou stla (D, BL,

RL).
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Graf 1: Maximalni klic¢eni Solanum lycopersicum L. cv. GT ovlivnéné rostouci koncentraci
NPPB a kvalitou svétla. Primérné hodnoty kli¢eni + SE 12. den po vysevu semen, prameér ze
CtyF experimentl a v pfipadé BL z experimentd péti; 30 az 35 semen v experimentu.
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Graf 2: Maximalni kli¢eni fotomorfogenniho mutanta tri* Solanum lycopersicum L. ovlivnéné
rostouci koncentraci NPPB a kvalitou svétla. Primérné hodnoty kli¢eni + SE 12. den po vysevu
semen, pramér ze Ctyf experimentll a v pfipadé BL z experimentd péti; 30 az 35 semen
Vv experimentu.

Maximalni klcivost semen obou genotypbyla zjiS€éna ve tn¢ a nebyl
zaznamenén pokles maximalnihoc¢ghi ani s rostouci koncentraci NPPB (Graf 1 a
Graf 2). Ve t a @i nulové koncentraci inhibitoru bylo ve srovnaniwg
zaznamenano mignzvySené kifeni sementri® v poslednich dnech experimentu
(Graf 3 vlevo). B maximalni pouzité koncentraci inhibitoru (gol/l) nebyly zjiSény
vyrazné zminy v kinetice kléeni semen u Z&dného =z pouzZitych genityp

(Graf 3 vpravo).
D
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Graf 3: Dynamika kli¢eni semen Solanum
lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta tri* ve tmé pfi koncentraci NPPB 0 pmol/l
(vlevo) a 80 pymol/l (vpravo). Primérné hodnoty + SE, prumér ze Ctyf experiment(; 30 az 35
semen v experimentu.
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Pisobenim modrého s&tta doSlo k vyznamnému poklesu ddhi semen obou

genotymi. V rozmezi pouzitych koncentraci NPPB nebyl poxzaro viiv rostouci

koncentrace inhibitoru na pokles maximalnihocédii semen indukovany modrym
swtlem (Graf 1 a Graf 2). Podobninhibitor NPPB v koncentraci do 8Gmol/l

neovliviioval kinetiku klteni semen obou genotygGraf 4).
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Graf 4: Dynamika klic¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na BL pfi koncentraci NPPB 0 pmol/l (vlevo) a 80 pmol/l (vpravo). Primérné hodnoty + SE,
pramér z péti experimentd; 30 az 35 semen v experimentu.

Kliceni semen WT i mutantari' nebylo cervenym sétlem ve srovnani

s klicenim ve tnd ovlivnéno (Graf 1 a Graf 2). Maximalni kKiéni (Graf 1 a Graf 2) ani

jeho kinetika (Graf 5) nebyly aplikaci NPPB v kontraci do 80umol/l ovlivnény.

Taktéz nebyly zjigny rozdily v klteni mezi semeny WT a mutanta.
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Graf 5: Dynamika kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na RL pfi koncentraci NPPB 0 pmol/l (vlevo) a 80 ymol/l (vpravo). Primérné hodnoty + SE,

prameér ze Ctyf experimentd; 30 az 35 semenv experimentu.
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Kli éeni ovlivnéné inhibitorem NIF

Dynamika a maximalni kieni semersolanum lycopersicumL. cv. GT (WT) a mutanta
tri’ byly snizeny pidavkem inhibitoru NIF v koncentracich génol/l, 90umol/l a
120umol/l v kombinaci s kvalitou sila (D, BL, RL).
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Graf 6: Maximalni kli¢eni Solanum lycopersicum L. cv. GT ovlivnéné rostouci koncentraci NIF a
kvalitou svétla. Primérné hodnoty kli¢eni + SE 12. den po vyseti, primér ze &ty experimentu;
30 aZ 35 semen v experimentu.
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Graf 7: Maximalni kli¢eni fotomorfogenniho mutanta tri* Solanum lycopersicum L. ovlivnéné
rostouci koncentraci NIF a kvalitou svétla. Prdmérné hodnoty kliceni £ SE 12. den po vyseti,
prameér ze Ctyf experimentud; 30 az 35 semen v experimentu.
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Kliceni ve tnd¢ a bez aplikace inhibitoru se u mutanta vyzovalo vySSimi

hodnotami a rychlejSi kinetikou nez déni semen WT (Graf 8 vlevo).iiBavek

inhibitoru NIF vyrazg ovlivnil maximalni klceni semen obou genotygGraf 6 a

Graf 7). Pokles maximalniho k&ni byl také doprovazen zpomalenim kinetikydutii.

Popsané zimy kliceni se vyraziji projevily u WT neZ u mutantti® (Graf 8 vpravo).
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Graf 8: Dynamika kliceni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* ve tmé pii koncentraci NIF O ymol/l (vlevo) a 120 ymol/l (vpravo). Pramérné hodnoty + SE,
pramér ze Etyf experimentd; 30 az 35 semen v experimentu.

Na modrém swtle a bez fidavku inhibitoru NIF kiéila semena mutantai®
(stejre jako ve tnk) lépe nez semena WT (Graf 9 vlevo). Na modrértlevoyl
inhibi¢ni Cinek NIF na kléeni semen vyznandreesilen a off vykazoval zavislost na
koncentraci inhibitoru (Graf 6 a Graf 7). V poromi& klicenim ve tnd doSlo k silné

redukci kl€eni po aplikaci NIF, a to bez rozdilu mezgota genotypy (Graf 9 vpravo).

—o—cCV. GT —a—tril [NIF] O pmol/l

100

3

Kli¢eni (%)

Kli¢eni (%)

cv. GT i1 [NIF] 120 pmol/l

100

D o)
o o
T I

N
o
1 L 1

{1 BL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cas (dny)

Graf 9: Dynamika kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na BL pfi koncentraci NIF 0 umol/l (vlevo) a 120 uymol/l (vpravo). Primérné hodnoty + SE,

pramér ze Etyf experimentd; 30 az 35 semen v experimentu.
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Vliv NIF na kliceni semen byl pozorovan také garveném sitle, kdy
s rostouci koncentraci inhibitoru bylo zaznamensmideni maximalniho kiéni semen
obou genotyp (Graf 6 a Graf 7). Pokles maximalnihocklni byl také doprovazen

zpomalenim kinetiky kéieni (Graf 10).
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Graf 10: Dynamika kliceni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na RL pfi koncentraci NIF O ymol/l (vlevo) a 120 ymol/l (vpravo). Pramérné hodnoty + SE,
prameér ze Ctyf experimentud; 30 az 35 semen v experimentu.
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Kli éeni ovlivnéné inhibitorem SITS

Dynamika a maximalni Kieni semenSolanum lycopersicum L. cv. GT (WT) a
fotomorfogenniho mutantatri* nebyly ovlivisny piidavkem inhibitoru SITS
v koncentracich 1@mol/l, 50umol/l a 100umol/l v kombinaci s kvalitou sdla (D,

BL, RL). Jelikoz byl inhibitor rozpush ve 4% DMSO, bylo rozpou&tio zahrnuto také
do kontrolnich experimefif a to v mnozstvi odpovidajici koncentra¢i maximalni

koncentraci SITS, tj. 100mol/l.
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Graf 11: Maximalni kli€eni Solanum lycopersicum L. cv. GT ovlivnéné rostouci koncentraci
SITS a kvalitou svétla. Pramérné hodnoty kliceni + SE 12. den po vyseti, primér z péti

experimentd; 30 az 35 semen v experimentu.
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Graf 12: Maximalni kligeni fotomorfogenniho mutanta tri* Solanum lycopersicum L. ovlivnéné
rostouci koncentraci SITS a kvalitou svétla. Primérné hodnoty kli¢eni + SE 12. den po vyseti,
prameér z péti experimentud; 30 az 35 semen v experimentu.

Pti kliceni ve tnd nengly pouzité koncentrace SITS inhéni (&inek na

maximalni kléeni semen ani u jednoho z pouzitych genbty@raf 11 a Graf 12),

v v s

stejre tak nebyla ani $ nejvysSi koncentraci inhibitoru (10Qmol/l) ovlivnéna

dynamika kléeni WT ani mutanta (Graf 13).
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Graf 13: Dynamika kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri ve tm& na médiu obsahujicim 4% DMSO (vlevo) a pfi koncentraci SITS 100 pmol/l (vpravo).
Primérné hodnoty + SE, prameér ze ¢tyf experimentd; 30 az 35 semen v experimentu.
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Na modrém sitle byl zaznamenan pokles ¢¢hi semen WT i bez pouziti

inhibitoru, coZ optovre potvrdilo inhibéni vliv BL na schopnost semen &ti (Graf 11

a Graf 14 vlevo). Pouziti SITS vSak nevedlo k dalsi vyznamnému poklesu

maximalniho kiéeni ani jeho kinetiky (Graf 14 vpravo).
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Graf 14: Dynamika klic¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na BL na médiu obsahujicim 4% DMSO (vlevo) a pfi koncentraci SITS 100 umol/l (vpravo).
Priimérné hodnoty + SE, prumeér ze &tyf experimentud; 30 az 35 semen v experimentu.

P¥i Kliceni semen na RL nety pouzité koncentrace SITS inhdlii (Kinek na

maximalni klteni semen Zadného z pouzitych genot{@raf 11 a Graf 12), stejrtak
inhibitor v koncentraci 10@mol/l nepisobil zmeény v dynamice klieni semen WT ani

mutanta (Graf 13).
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Graf 15: Dynamika klic¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na RL na médiu obsahujicim 4% DMSO (vlevo) a pfi koncentraci SITS 100 pmol/l (vpravo).
Pramérné hodnoty + SE, primér ze Ctyf experimentd; 30 az 35 semen v experimentu.
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Kli éeni ovlivnéné inhibitorem DIDS

Dynamika a maximalni kieni semenSolanum lycopersicum L. cv. GT (WT) a

fotomorfogenniho mutantatri' nebyly ovlivieny pifdavkem inhibitoru DIDS
v koncentracich 1@mol/l, 50 umol/l, 100umol/l a 150umol/l v kombinaci s kvalitou

swtla (D, BL, RL).
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Graf 16: Maximalni kliéeni Solanum lycopersicum L. cv. GT ovlivnéné rostouci koncentraci

DIDS a kvalitou svétla. Primérné hodnoty kli¢eni +
experiment(; 30 az 35 semen v experimentu.
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Graf 17: Maximalni kli¢eni fotomorfogenniho mutanta tri* Solanum lycopersicum L. ovlivnéné
rostouci koncentraci DIDS a kvalitou svétla. Primérné hodnoty kli¢eni £ SE 12. den po vyseti,

prameér ze Ctyf experimentud; 30 az 35 semen v experimentu.
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Ve tme nebylo kiteni WT ani mutanta v rozsahu pouzitych koncentEd€IS
vyrazré ovlivnéno (Graf 16 a Graf 17) a zaravenebyl patrny ani negativni vliv

inhibitoru na kinetiku kkieni (Graf 18).
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Graf 18: Dynamika kliceni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* ve tmé pfi koncentraci DIDS O pmol/l (vlevo) a 150 pmol/l (vpravo). Primérné hodnoty + SE,
pramér ze Etyf experimentd; 30 az 35 semen v experimentu.

Na BL nebyly maximalni kéieni (Graf 16 a Graf 17) ani jeho kinetika (Graf 19)
piidavkem DIDS v koncentraci do 1p@nol/l ovlivnény.
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Graf 19: Dynamika klic¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
trit na BL pfi koncentraci DIDS 0 ymol/l (vlevo) a 150 ymol/l (vpravo). Primérné hodnoty + SE,
prameér ze Ctyf experimentu; 30 az 35 semen v experimentu.
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Pfi pouzitych koncentracich DIDS nebylo ng&rveném sitle ovlivnéno

maximalni kieni (Graf 16 a Graf 17) ani kinetika déhi semen WT a mutants*

(Graf 20).
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Graf 20: Dynamika kliceni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
trit na RL pfi koncentraci DIDS O ymol/l (vlevo) a 150 ymol/l (vpravo). Pramérné hodnoty + SE,
pramér ze Etyf experimentd; 30 az 35 semen v experimentu.
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5.2 Vliv kvality sv étla na kli éeni semen

Pro zjis€ni inku swtla na kiteni semen WT a mutantolanum lycopersicum L.
byla vyuZita data zétyt diléich experimernit kliceni na MS médiu, respektive na médiu
se 4% DMSO.

Semena obou genotygklicila nejlépe ve tra (Graf 21) a zarovebylo zjiS€no
vys8i klteni u semen mutantai! nez u WT. Na BL do$lo k vyznamnému poklesu
kliceni semen obou genotyp zarové za tchto podminek kéila semena mutanta lépe
nez semena WT (Graf 22). Hodnoty maximalnih@eki i jeho kinetika byly na RL
(Graf 23) s¥tle shodné s kienim zaznamenanym ve ¢mNa RL vSak nebyl patrny
vyznamny rozdil v maximalnim Kiéni mezi semeny WT a mutanta.
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Graf 21: Dynamika klic¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na MS médiu ve tmé&. Primérné hodnoty + SE, pramér ze &tyi opakovani.
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Graf 22: Dynamika kli¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na MS médiu na BL. Pramérné hodnoty + SE, pramér ze &tyf opakovan.

51



—o—cV. GT —a—tril MS

100

80 -

60 -

40 -

Kligeni (%)

20 A

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Graf 23: Dynamika klic¢eni semen Solanum lycopersicum L. cv. GT a fotomorfogenniho mutanta
tri* na MS médiu na RL. Priimérné hodnoty + SE, pramér ze &tyf opakovani.
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6 Diskuze

Béhem vSech fazi svého vyvoje jsou rostliny vystavengnicim se podminkam
prostedi. Kliceni je velmi dlezitou vyvojovou fazi a semena jsou proto citliva
k podrétam, které za vhodnych podminekddni stimuluji. Pra¥ swtlo je pri vyvoji
budouci rostliny mimtadre vyznamnym faktorem. Vliv sila byl popsan nejen
v regulaci syntézy fytohormdn ale také wizeni propustnosti aniontovych kaial
(Carvalho a kol., 2011; Cho a Spalding, 1996; Meibl., 2000). Kryptochromy - avSak
pravdépodobré za spolufisobeni fytochrorin (Folta a Spalding, 2001a) - jsou
zodpowdné za rychlou depolarizaci plazmatické membrampsifedkovanou aktivaci
aniontovych kandl (Cho a Spalding, 1996; Folta a Spalding, 2001b).

Prednetem experimentalnéasti bakaléské prace bylo proto studovat zapojeni
fotoreceptoit a aniontovych kanal pii kliceni semenSolanum lycopersicum L. Za
timto (telem byla vyuZita semena fotomorfogenniho muténitas mutaci ve PhyB1, a
zarover odpovidajici nemutovana semena, tj. cv. GT¢éddli bylo ovlivréno kvalitou
swtla (D, BL a RL) a aplikaci inhibitégr aniontovych kanal (NPPB, NIF, SITS a
DIDS).

Vliv svétla na kli¢eni semerSolanum lycopersicum L.

V provedenych experimentech semé&okanum lycopersicum L. kli¢ila nejlépe ve tré
a sowasré bylo mirrs zvy$eno maximalni kieni u mutantari' s nefunknim PhyB1.
Na zaklad téchto vysledk se tedy miZzeme domnivat, Zze by PhyB1 mohl veétm
pasobit jako negativni regulator k&ni. Na RL nebylo kéleni semen mutantai® ve
srovnani s klienim semen cv. GT vyznamrovlivnéno, a to pravépodobré diky
piitomnosti dalSich pkhfunkenich fytochronti. K vyznamnému poklesu kEni semen
obou genotyp vSak doslo na BL a zarodylo kliceni zvySeno u mutantnich semen.
V minulosti bylo na pikladu Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. poukazano na - alespo
casténou - redundanci signalnich drah BL a RL (Chorych,k1996; Neff a Chory,
1998) a je proto mozné, Ze by se na percepcicBtalSim genosu signalu kro#n
fotoreceptoit pro modré sétlo mohl podilet pray PhyB1.

Prestoze semena taje velmi dobke klici ve tme, pro indukci klgéeni je nutna
piitomnost aktivni Pfr formy fytochroin (Appenroth a kol., 2006; Mancinelli a

kol., 1967). Zapojeni fytochroinv regulaci kléeni ve tn¢ bylo popsano nejen u semen
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rajcete Solanum lycopersicum L., ale napiklad také uCucumber sativus L. (Mancinelli
a Tolkowsky, 1968). Pra¥godobné zapojeni fytochrampii kliceni semen ve tén
potvrzuje také zhorSené &tini semen mutantaurea, vyznaujiciho se rozsahlou
ztratou fytochroni (Georghiou a Kendrick, 1991).

Inhibi¢ni (Cinek BL na kl€eni byl popsan ndjklad u sporCheilanthes farinosa
(Forssk.) Kaulf., a to prav¥godobré v interferenci se signalni drahou fytochtiom
(Raghavan, 1973). BL také inhibuje ddhi semerHordeum vulgare L. ‘Betzes’, a to
prostednictvim regulace metabolizmu ABA a gibberdllifGubler a kol., 2008).
Kromé toho bylo poukazano na udrzovani serhehum rigidum Gaud. v dormantnim
stavu pmisobenim BL (Goggin a kol., 2008). Vysledky expentie provedenych
v ramci této bakaidké prace pak navrhuji zapojeni BL takéiphibici kliceni semen
Solanum lycopersicum L. Porovnanim kifeni semen mutantai® s klicenim semen WT
je navic patrné, Ze defekt ve PhyB1 vede k énimrySenému kéieni mutantnich semen.
Tyto vysledky jsou v souladu ggmpokladanou internaci receptqro BL a RL, tak jak
byla popsana mezi aktivnimi formami PhyA a PhyBRYQZ (Ahmad a Cashmore,
1997; Ahmad a kol, 1998). ZvySena schopnost mutemtsemertri kligit na BL by
také mohla poukazovat na zapojeni PhyB1 v perd@pcbyt’ ze vSech fytochroije
v percepci BL nejvice zapojen PhyA (Taiz a Zeig&10; Weller a kol., 2001). lips
defekt ve PhyB1 vSakustavaji dalSi fotoreceptory mnfunkéni a gedevSim pak
receptory pro modré stlo by mohly zprostedkovavat pozorovany inhibii (€inek BL
na kliceni.

Ucinek RL na kléeni semen ragte je zavisly na intenzitswtla. Silné zéeni
(38 motm™s?) kliceni inhibuje a naopak &o o nizsi intenzit (28 motm?®s™) ma na
acinek stimul&ni. Kli¢eni je navic &@nnéji stimulovano pulzem RL nez dlouhodob
pasobicim RL¢i opakovanim pulz RL. Kliceni indukované pulzem RL jeregme
zprostedkovano PhyB2 (Appenroth a kol., 2006).3€Hi semen WT i mutanta* bylo
experimentals ovlivnéno RL o intenzi¢ 10 motm™s* a s ohledem na kvalitu &\a by
tedy bylo mozné &ekavat stimulaci kéieni semen. Na druhou stranu byla ale semena
pii kli¢eni vystavena RL dlouhod®éla tyto podminky tedy mohly mit na édini spiSe
efekt inhibeni. Fi kliceni na RL vSak nebyl zji&t rozdil v maximalnim kéieni semen
WT a mutanta. Kroivlastnich experimentalnich podminek by wtsanim mohla byt
funkéni redundance jednotlivych tgpfytochromi, popsana u modelové rostliny
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Chory a kol., 1996) acihek PhyB a PhyD na

genovou expresi regulovanou RL (Deng a Quail, 1999) ragete Solanum

54



lycopersicum L. jsou PhyB1 a PhyB2 redundantni fi&fad pi tzv. end-of-day far-red
light odpowdi, kdy pii soumraku intenzivji pasobi FR (Kendrick a kol., 1997; Neff a
kol., 2000) a takéipde-etiolizaci klénich rostlin (Weller a kol., 2000).

Zapojeni aniontovych kanak pr¥i kli éeni Solanum lycopersicum L.

Dosud nejlépe charakterizovanymi kanaly jsou R--lkaly s¥racich bugk Vicia
faba L. Ackoliv byla podrobg popséana jejich selektivita k transportovanym tiomta
jsou také doke charakterizovany farmakologicky, nejsou tyto ms&l snadno
aplikovatelné na kanaly begk jinych rostlinnych orgain Tato variabilita v tincich
inhibitori miZze byt zfgisobena existenci mnozstvi aniontovych kariéntrolujicich
rozdilné fyziologické funkce a liSicich se navzajemymi farmakologickymi profily
(De Angeli a kol., 2007; Roberts, 2006; Thomineoh,KL997Db).

NPPB-citlivé kanaly jsouiftomny v buikach hypokotyluArabidopsis thaliana
(L.) Heynh (Cho a Spalding, 1996; Lewis a kol., 7P jsou zapojeny v depolarizaci
membrany vyvolané BL. Byl navrZzen mechanizmus, keerém by BL mohlo vést
k excitaci kryptochromu CRY1, jejimz vysledkem byld aktivace pgisluSnych
aniontovych kanal plazmatické membrany a nasledna inhibice prodlaidv
hypokotylu (Cho a Spalding, 1996, Lewis a kol., 29Barks a kol., 1998). Jelikoz vSak
aplikace inhibitoru (4@mol/l) nedokazala pkhobnovit fist, Ize pedpokladat zapojeni
fytochromi - taktéZz schopnychienosu BL - p inhibici rastu (Cho a Spalding, 1996).
Kliceni semenSolanum lycopersicum L. cv. GT ani mutantari’ nebylo aplikaci
80umol/l NPPB vyznamé& ovlivnéno ve tng ani na setle (BL a RL). Nedinnost NPPB
pii kliceni semersolanum lycopersicum L. Ize vys\étlit tim, Ze (i) NPPB-citlivé kanaly
nemuseji byt pro indukci a dalSiupeh kliceni dilezité. (i) Stej tak mohou byt tyto
kanaly v semenechripomny ve velkém mnozstvi, a pak jeu®@ol/l NPPB pro inhibici
kliceni nedostaujici. NPPB v koncentraci 10@mol/l nagiklad inhiboval pouze 50 %
naptové fizenych kandl v buikach hypokotyluArabidopsis thaliana (L.) Heynh.
(Thomine a kol., 1997a). (iii) DezZité je vSak zvazit také moznost, Ze i pokud Py b
NPPB-citlivé kanaly v semenectliifpmny a dokonce i za danych podminek vyznamn
blokovany, ztrata aktivity NPPB-citlivych karfamuze byt &inné¢ nahrazena dalSimi
pIné funkénimi aniontovymi kandly, necitlivymi k tomuto inhibru.

| pies utitou nespecifitu (Thomine a kol., 1997b) je NIF mélicinnym

inhibitorem aniontovych kanal Ackoliv NIF pravcEpodobré ovliviiuje uvohovani
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Ca&* (Cessna a kol., 1998)iipaplikaci na biiky filament Physcomitrella patens
(Hedw.) Bruch & Schimp. se ukézal byiinym inhibitorem vydeje Clvyvolaného
jednak misobenim RL, a jednak vydeje" @k tne. K inhibici depolarizace vyvolané RL
dochéazelo jiz gdavkem NIF o koncentraci @mol/l (Ermolayeva a kol., 1996;
Ermolayeva a kol., 1997). Kramtoho bylo prok&zano inhitmi pisobeni NIF na
prodluZovani hypokotyltArabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Thomine a kol., 1997b).
Napstoveé fizeny NIF-sensitivni kanal (Kg = 80umol/l) byl lokalizovan v membran
epidermalnich butk hypokotyluArabidopsis thaliana (L.) Heynh. Inhibéni efekt NIF
na tento kanal je ptnreversibilni a vykazuje zavislost na koncentrathibitoru.
Zarover byl tento kanal také charakterizovan omezenoivedti k NPPB (Thomine a
kol., 1997a). A&koliv bylo kliceni semertolanum lycopersicum L. cv. GT vyznam#
inhibovano pidavkem NIF, NPPB o koncentraci g8fhol/l kliceni vibec neinhiboval
(viz vySe). V semeneclsolanum lycopersicum L. jsou tedy pitomny bul’ odliSné
kanaly nez aniontové kanaly popsané ikach hypokotylu Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. nebo se tyto kanaly od aniontovych ké&maabidopsis liSi svou
citlivosti k NPPB.Vysledky provedenych experimé&npoukazuji na fitomnost NIF-
sensitivnich aniontovych karials semeneciSolanum lycopersicum L., byt se nemusi
jednat o kanaly citlivé vyhradrk tomuto inhibitoru. Inhikini (&&inek NIF na kléeni se
projevil u obou genotyp a v izné mie za vSech testovanychéssinych podminek.
Vliv NIF na inhibici kliceni byl vyrazi zesilen BL. Vys¥tlenim mize byt (i) gisobeni
BL na zneénu exprese ifpsluSnych aniontovych kanaki (ii) zvySeni citlivosti NIF-
citlivych kanali k inhibitoru vlivem BL. Semena mutantai' navic nevykazovala
zvySenou rezistenci kinku NIF a mizeme proto fedpokladat, Ze mechanizmus
inhibi¢niho pisobeni NIF na BL seé&e nezavisle na PhyB1. NejpraygbdobrjSimi
kandidaty zapojenymi v popsané inhibici jsou recgppro modré sitlo, piipadre |ze
uvazovat zapojeni jinych typfytochromi. Zajimavym zji&nim je pokles kHeni
semen obou genotyp ke kterému doSlo pouzitim nejvysSich koncentididi (90 a
120umol/l) ve tme. Je tedy patrné, ze doSlo k oviwri také neaktivniho poolu
fotoreceptoil, a sice bez vyznamnych rozdimezi olgma genotypy. Z podobnosti
kliceni semen WT a mutanta ve &nze usuzovat na fugki redundanci PhyB1 a
dalSich tyj fytochromi, jak jiz bylo navrzenoidve (Deng a Quail, 1999; Chory a kol.,
1996).

SITSje inhibitorem R-typu aniontovych karalidicich gedevsim transport Cl
Pritomnost SITS-citlivych kanalbyla kugikladu potvrzena v mezofylovych tkach
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listt Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Ri koncentraci 50@umol/l zpisobuje SITS
redukci pd@tu funkénich SITS-senzitivnich kangl aniz by vSak saasré byla
ovlivnéna také propustnost kanhalkteré Zistaly i po aplikaci inhibitoru aktivni
(Elzenga a Van Volkenburgh, 1997). Experimentyicig cilem bylo zjistit dginek
SITS v koncentraci do 100mol/l, nepotvrdily vliv inhibitoru pi této koncentraci na
kliceni semersolanum lycopersicumL. cv. GT. Pokud jsou v semenech SITS-kanaly
piitomny a hraji-li pi kli¢eni dilezitou roli, pak je prawtpodobné, Zze 1Q0nol/l SITS
neni €inny v inhibici takového rozsahu, ktera by jakkdivceni ovlivnila.

DIDS ma inhibeni vliv nagiklad na kanal TSACItobacco suspension anion
channel), R-typ aniontovy kanal svacich bugk. Pro 50% inhibici TSAC1 je
dosta&ujici DIDS v koncentraci 5Qumol/l (Zimmermann a kol., 1998). Déale byla
piitomnost DIDS-inhibovatelnych karigpotvrzena v plazmatické membedsméracich
burek Vicia faba L. (Schroeder a kol., 1993), iemovych biikachTriticum aestivum L.
(Skerrett a Tyerman, 1994) aikaéch hypokotyluArabidopsis thaliana (L.) Heynh.
V piipac burek hypokotylu se jedna o kanal S-typu, kdy 80% irei@Ini inhibice
bylo dosazeno aplikaci 1@thol/l DIDS. Zarové bylo poukazano na to, Ze viikach
hypokotylu DIDS uspdré inhibuje pouze kanaly S-typu, zatimco na R-kangly
nelinny (Frachisse a kol., 2000). DIDS v koncentraaich150umol/l neovlivioval
kliceni semenSolanum lycopersicumL. cv. GT ani mutantari* a nepodilo se
prokazat ani jehodinnost v kombinaci s BIEi RL. Kli¢eni nebylo inhibitorem DIDS
ovlivnéno v disledku (i) nedostateé koncentrace inhibitoru, (ii) nEpmnosti DIDS-
senzitivnich kan&él v semenech ré&gte Solanum lycopersicumL. ¢i proto, Ze
(iif) DIDS-senzitivni kanaly nejsou pro spravnyapéh kliceni esencialni.

Vzhledem k pedpokladané komplexnosti &elnych signalnich drah a drah
swtlem @imo ¢i negimo regulovanych, by pro hlubSi porozémh tlohy aniontovych
kanadli a fotoreceptar pii kliceni semen bylo vhodné provést experimenty
vyuzivajici mutanty v odliSnych fotoreceptorectoledem na redundanci jednotlivych
fytochromi by nepochyb# bylo giinosné i studium kéeni vicenasobnych mutantke
stanoveni fitomnosti jinych nez NIF-sensitivnich aniontovydmiah a jejich ulohy pi
kliceni by mohlo poslouzit také zhodnoceni vlivu v tétéci nedinnych inhibitoi
(NPPB, DIDS a SITS) ve vysSich koncentracich.
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7 Zaver

Cilem bakaléské prace bylo studium ulohy iontovych kanalfotoreceptar pri kliceni
semenSolanum lycopersicum L., a sice fotomorfogenniho mutartr® a standardniho
genotypu cv. GT. K posouzeni vlivu aniontovych Kargfotoreceptar pri kli¢eni byla
hodnocena kinetika Kiéni a maximalni kéeni semen v podminkach vitro. Pribéh
kliceni byl ovlivren jednak kvalitou sstla (tma, modré aervené swtlo), a jednak
piidavkem inhibitoi aniontovych kanél (NPPB v koncentracich do 8tmol/l, NIF
v koncentracich do 12@mol/l, SITS v koncentracich do 100mol/l a DIDS
v koncentracich do 15@mol/l).

Bylo zjiS€no, Ze semena obou genaiykli¢i nejlépe ve té a nacerveném
swtle, zatimco sétlo modré mé na kieni semen obou genotymhibi¢ni (inek. Dale
byly pii kliceni semen ve ttna na modrém stle zaznamenany vySSi hodnoty
maximalniho kléeni semen mutantai' neZ v gipads semen cv. GT. N&erveném
swtle pak nebyly zjiginy vyznamné rozdily v maximalnim &éini semen cv. GT @i’
kliceni semen mutanta se pouze vyzvalo mirr¢ zrychlenou kinetikou.

Z testovanych inhibitdgraniontovych kandél (NPPB, NIF, SITS a DIDS) byl,ip
pouzitych koncentracich, zj&t inhibicni €inek pouze v fipad inhibitoru NIF.
Zajimava zji&ni pak poskytlo studium Kéni ovlivréné inhibitorem NIF na modrém
swtle. Inhibiéni pasobeni NIF bylo totiz vyznandnzesileno pray vliivem modrého
swtla. Byly proto navrZzeny dvvhypotézy, které by mohly tyto reakce semen ¥ifgy
(i) modré s¥tlo maze vést ke snizeni exprese NIF-senzitivnich Kan&emenecki
(i) pusobenim modrého &tla mize byt zvySena citlivost NIF-senzitivnich kahal
semen Kk inhibitoru. JelikoZz se inhihi Cinek NIF projevil u obou testovanych
genotyp, Ize se domnivat, Ze zvySena citlivost kdndNIF a/nebo jejich exprese neni
zavisla na funénim fytochromu B1.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ABA
ALMT
BL
CLC
COP1

CRY

D

DIDS

FR

GA

MS médium
NIF

NPPB

Pfr

PHOT
PHY
Pr

RL
SITS
SLAC1
WT

kyselina abscisova

aluminum-activated mal ate transporter

modré s¥tlo

chloride channel, nagstove ¥izeny chloridovy kanal
Congtitutively  photomorphogenic 1, negativni regulator
fotomorfogeneze

kryptochrom

tma

kyselina 4,4'-diisothiokyanstilben-2,2'-disulfonova

far-red light, dlouhovinné&ervené s#tlo

gibberelliny

bazalni médium podle Murashige a Skoog

kyselina niflumovéa

5-nitro-2,3-fenylpropylaminobenzoova kyselina

far-red light-absorbing form of phytochrome, aktivni forma
fytochromu

fototropin

fytochrom

red light-absorbing form of phytochrome, neaktivni forma
fytochromu

cervené sitlo

kyselina 4-acetamid-4'-isothiokyanstilben-2,2"-utfisnova
slow anion channel, aniontovy kanal S-typu

wild-type, standardni genotyp
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