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Seznam zkratek

ABA, GA

ABI3, GAI
COP1
CRY1-3
DAGT1

DIDS, 9-AC

DOG1
GA30x1,2
MES

MS médium
PhyA-E

PIF

Pr, Prr

R, FR

RGL2
RVE1

UVR8

abscisic acid, gibberellic acid (kyselina abscisova, kyselina

giberelova)

ABA-Insensitive 3, GA-Insensitive (transkrip&ni faktory)
constitutive photomorphogenic 1 (transkripéni regulator)
cryptochrome1-3 (kryptochromy 1-3, receptory pro modré svétlo)
dof affecting germination1 (gen pro transkrip&ni faktor)

4 4'-diisothiokyano-2,2'-stilbendisulfonova kyselina,

anthracen-9-karboxylova kyselina

delay of germination (gen pro zpozdéni kliceni)

gibberellin 3-oxidase 1, 2 (giberelin 3-oxidaza 1, 2 enzymy)
2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (2-ethansulfonova kyselina)
Murashige a Skoog médium

phytochrome A-E (fytochromy A-E, receptory Cerveného svétla)
phytochrome-interacting factor (fytochrom-interaguijici faktor)
phytochrom red, far-red (neaktivni a aktivni forma fytochromu)

red, far-red (Eervené svétlo do 660 nm, dlouhovinné Eervené

svétlo do 730 nm)
RGA-like 2 (transkrip€ni faktor)
reveille1 factor (transkrip&ni faktor)

UV resistance locus 8 (receptor pro UV-B oblast svétla)



1 Uvod a cile prace

Obecnym cilem bakalarské prace bylo pomoci farmakologického a genetického pfistupu
zjistit, zda svétlo prostrednictvim fytochromud mUize ovliviiovat aktivitu anionovych kanald
v priibéhu kli¢eni semen.

V teoretické ¢&asti byly shromazdény literarni zdroje zaméfené na danou
problematiku v oblasti kliceni semen, svételné signalizace rostlin a aniontovych kanall
rostlin. K tomuto tématu byla vypracovana literarni reSerse.

Experimentalnim cilem bakalaiské prace bylo studium citlivosti klic¢eni semen
mutantl rajcete (Solanum lycopersicum L.) k inhibitorim aniontovych kanaltl (9-AC
a DIDS) v zavislosti na svételnych podminkach (tma, modré a cervené svétlo).
Experimentalni cast prace byla provadéna v Laboratofi rlstovych regulatort
Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého ve skupiné Molekularni fyziologie pod

odbornym vedenim prof. RNDr. Martina Fellnera, Ph.D.



2 Soucasny stav feSené problematiky

2.1 Fotomorfogeneze

Slunecni svétlo rostlinam neslouzi pouze jako zdroj energie pro fotosyntézu, ale i jako
signal regulujici rizné vyvojové procesy (Taiz et al. 2015). Tyto procesy zahrnuji kliceni
semen, rlst zavisly na svétle a stinu, zrani plod(l a senescenci. Slunec¢ni svétlo taktéz
poskytuje informace pro pohyb rostlin, jako napfiklad pohyb listl za svétlem béhem
pohybu slunce po obloze. Taktéz je znam fototropismus, jakozto rlst rostliny smérem
k pfichazejicimu svétlu, pokud je rostlina umisténa ve stinu. V zavislosti na intenzité
a kvalité svétla a ve spolupréaci s dalsimi vnéjSimi faktory jsou rostliny schopné reagovat
na meénici se okolni podminky (Jones et al. 2013).

Rostliny jsou citlivé k sezénnim, dennim a momentalnim zménam svételnych
podminek (Jones et al. 2013). Pokud rostlina roste mimo svételné podminky, dochazi
u ni k takzvané etiolizaci. Tento typ rlstu je pak nazyvan skotomorfogeneze. Rostliny
rostouci na svétle pak podstupuji opacny proces fotomorfogeneze. Ta je definovana jako
reakce na svétlem zprostredkovany signdl pro rlst a vyvoj rostliny, ktery je tvoren
v odpovédi na aktivaci fotoreceptord svétlem (Teixeira 2020). Mezi fotomorfogenické
fyziologické odpovédi na svétlo fadime kli€eni semen, de-etiolizaci, vyhybani se stinu,
cirkadianni rytmy a kveteni.

Rostliny jsou schopné zachytavat informaci udavanou fotony viditelného svétla,
které v nich interaguji s molekulami nazyvanymi pigmenty (Jones et al. 2013). Pigmenty
jsou pro lidské oko barevné, protoze selektivné pohlcuji jen urlité vinové délky
viditelného spektra. Zachycenim fotonu s dostate¢nou energii se tyto atomy a molekuly
mohou excitovat. To vede k fyzikalnim zménam v pfislusnych molekulach, coz mlze
vést k dal$im déjim zapadajicim do signalnich kaskad a naslednym odpovédim rostlin
na svétlo. Taktéz to mlze vést k absorpci energie fotonu a pfeméné této energie
v energii chemické vazby, ktera je dale vyuzivana rostlinou pro r(izné metabolické déje.

Rust a vyvoj rostlin, jejich fyziologie a obrany jsou flexibilni déje zavislé na jejich
vnimani vnéjsSiho i vnitfniho prostfedi (Buchanan et al. 2015). Na buné&né urovni
jsou detekovany fyzické a chemické zmény prisluSnymi receptory, které nasledné iniciuji
transdukci signalu vnitrobunéénymi cestami. Ty pak kontroluji vnitrobunééné procesy
a chovani bunék. Receptory taktéz mohou iniciovat transdukci signalu mimobuné&cnymi
cestami nebo signalnimi kaskadami, které vedou k odpovédim na signal z receptor(i nad
bunénou urovni. Takto jsou nasledné koordinované ovliviiovana rostlinna pletiva,

organy a rostlina jako celek.



2.2 Fotoreceptory

VSechny odpovédi na svétlo, v€etné odpovédi na svétlo v UV oblasti, jsou
zprostiedkovany skrze na svétlo citlivé receptory (Taiz et al. 2015). Svételné receptory
rostlin reaguji na odpovidajici specifické vinové délky svétla, které je ozafuji. To spousti
signalni transdukci vedouci ke zménam ve vyvoji a fyziologii rostliny. Tato transdukce
signalu pak vétsinou zahrnuje druhé posly a fosforylacni kaskady.

Fotoreceptory absorbuji foton o dané vinové délce a energii a konvertuji
ho do biochemického signalu, ktery zplsobi specifickou odpovéd na svétlo (Taiz et al.
2015). S vyjimkou UVR8 (UV resistence locus 8) se vSechny fotoreceptory skladaji
zproteinu a svétlo absorbujici prostetické skupiny nazyvané chromofor.

Fotoreceptor pro €ervenou oblast svétla je fytochrom (Paik and Huq 2019).
Fytochromy jsou proteiny kovalentné vazané k fytochromobilinovému tetrapyrolovému
rozvinutému kruhu, ktery ma schopnost izomerace v odpovédi na Cervené svétlo
a dlouhovinné Eervené svétlo a indukuje tak zmény v proteinové strukture fytochromu.
Fytochromy se mohou nachéazet ve dvou isoformach, Pr a Prr (Bae and Choi 2008;
Butler et al. 1963). Konverzi mezi témito formami se méni jejich biologicka aktivita
a spousti se tak signalni kaskada vedouci k pfislusnym odezvam. Fytochromy lze
rozdélit na nékolik druhli (PhyA-E), které byly objeveny u Arabidopsis a svym plsobenim
se mohou v nékterych aspektech percepce signalu liSit, navzajem doplhovat
nebo zastupovat (Sanchez et al. 2020; Mathews and Sharrock 1997).

DalSim receptorem je takzvany kryptochrom, slouzici pro detekci svétla v oblasti
UV-A zafeni a modrého svétla (Paik and Hug 2019). Kryptochromy obsahuji molekulu
FAD v roli chromoforu. K jejich aktivaci dochazi sérii chemickych reakci, jako je
fosforylace a dimerizace. Pfi ozareni modrym svétlem dochézi u kryptochromu k rapidni
fosforylaci, coz je povazovano za dulezitou modifikaci pro jejich funkci. Podobné jako
fytochromy pak kryptochromy interaguji s prislusnymi transkripénimi faktory. Podobné
jako fytochromy Ize rozdélit kryptochromy na vice druhu, konkrétné CRY1, CRY2
a CRY3 (Sanchez et al. 2020).

Fototropiny jsou dalSimi receptory pro modré svétlo (Paik and Huqg 2019).
Obsahuji dvé molekuly flavinmononukleotidu jakozto chromoforu. Fototropiny maji
schopnost pfimo fosforylovat pfislusné substraty skrze svoji c-koncovou
serin-threoninovou kinazovou doménu. Fosforylované substraty nasledné mohou
interagovat s dalSimi signalnimi drahami. Taktéz hraji roli v otevirani priduch(i a pohybu
chloroplastll v odpovédi na svétlo. Mezi nové objevené receptory svétla v rostlinach
Ize zaradit receptor UVR8 (Paik and Huq 2019). Tento receptor reaguje na UV-B oblast
svételného spektra a mechanismus jeho aktivace je odlisny od predeslych receptor.
Neobsahuje totiz chromofor, ale zbytky tryptofanu v podobé aromatickych kruhd,
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navazané na UVRS8 proteinu. Pfi ozafeni receptoru pfislusnou vinovou délkou dochazi
k rozbiti UVR8 dimeru a vznikly monomer pronika do jadra, kde nasledné plsobi
na pfislusné transkripcni faktory.

Podle doposud znamych poznatk(l o strukturach, funkcich a mechanismech
pusobeni fotoreceptord rostlin se zda, ze dosud znamé fotoreceptory jsou schopné
vzajemné spoluprace pfi vnimani zmén prostredi nejen v oblasti svétla, ale napriklad
i teploty (Sanchez et al. 2020; Paik and Hug 2019). Vzajemné interakce signalnich
kaskad se pravdépodobné déji na urovni transkripénich regulatorli, kde dochazi
k interakcim aktivnich forem rdznych fotoreceptorli se stejnymi regulatory. To se déje

napfiklad s regulatory PIF nebo COP1.

2.3 Fytochromy

Fytochromy (Phy) jsou svételné receptory pritomné ve vSech zelenych rostlinach
a nékterych bakteriich a houbach (Buchanan et al. 2015). Fytochromy patfi mezi
svételné receptory, kontrolujici vyvoj rostlin jiz od kliceni (Heldt 2005). Jsou citlivé
k Cervené a modré ¢asti spektra a jsou to rozpustné proteiny fungujici jako homodimery.
Fytochromy jsou biliproteiny slozené ze 120kDa apoproteinu a fotoreaktivni prostetické
slozky chromoforu. Chromofor fytochrom( je tvorfen otevienym retézcem tetrapyrrolu
(Heldt. 2005), ktery pfi absorpci svétla o potfebné vinové délce méni konfiguraci jedné
z dvojnych vazeb, mezi pyrrolovymi jadry, z konfigurace trans na cis. To vede ke zméné
konformace tohoto proteinu.

Neaktivni formou fytochromu je Pr v konfigurace trans, absorbujici Cervené
svétlo pfi maximu 660 nm (R), kdy dochazi k nasledné zméné konformace a stava
se z néj biologicky aktivni Prr forma (Heldt 2005; Taiz et al. 2015). Tato forma muze byt
nasledné prevedena zpét do neaktivni Pr absorpci zareni o maximalni vinové délce
730 nm (FR). Tento jev se nazyva fotoreversibilita a je jednou z nejvyznamnéjsich
vlastnosti fytochromu. Fotoreversibilita R/FR pfi kliceni na svétlo citlivych semen
listového salatu vedla k objevu a izolaci téchto fotoreceptort (Jones et al. 2013). Taktéz
je mozna na teploté zavisla relaxace aktivni formy, nazvana teplotni reversibilita (Paik
and Huqg 2019; Cheng et al. 2021). To naznacuje, ze fytochromy maji schopnost detekce
nejméné dvou raznych enviromentalnich zmén, tedy zmén v intenzité svétla a zmén
teploty v okoli rostliny.

Fytochrom A je povazovan za fotolabilni fytochrom typu | a podili se na vyvoji
sazenic v zavislosti na svétle a reakcich na stin (Cheng et al. 2021). Fytochromy B az E
jsou klasifikovany jako fytochromy typu Il a vykazuiji relativni stabilitu pfi delSim vystaveni
svétlu. Pfi ozarfeni FR a R svétlem dochazi u PhyA a PhyB k translokaci do jadra,

coz vede k fosforylaci a rychlé degradaci PIF faktor(, jakozto negativnich regulatord
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fotomorfogeniho vyvoje rostliny (Sun and Ni 2011).

Fytochromy reaguji na svételné signaly skrze odpovédi, které byly rozdéleny
v zavislosti na jejich charakteristice na VLFR (very-low-fluence responses), LFR
(low-fluence responses) a FR-HIR (far-red high-irradiance responses) odpovédi
(Shinomura et al. 2000; Sullivan, et al. 2003). Odpovédi LFR zavisi pfevazné na PhyB
a jsou R/FR fotoreversibilni. Odpovédi VLFR a FR-HIR jsou hlavné zavislé na PhyA
a nepodporuji fotoreversibilitu (Possart et al. 2014).

U Arabidopsis se vyskytuje pét znamych fytochrom( (PhyA-E), které jsou
kodovany pfislusnymi geny (PHYA-E) (Mathews and Sharrock 1997). Kilieni
je pravdépodobné regulovano fytochromy A a B, bez ucasti ostatnich fytochromu
(Shinomura et al. 1996). Analyza mutantd deficientnich ve fytochromu A a B taktéz
naznacila, ze je jejich plisobeni rozdilné. Fytochromy C, D a E jsou ve své funkci odlisné
od fytochrom(l A a B, coz muze znamenat, Zze rlizné druhy fytochromu interpretuji
svételny signal riznymi mechanismy (Yamaguchi et al. 1999).

Schopnosti PhyA je zachytavat svétlo o vinové délce mezi 300 nm a 780 nm a pfi
vystaveni Cervenému svétlu spoustét odpovéd na VLFR a tak indukovat kliceni
(Shinomura et al. 1996). Taktéz zpUsobuje inhibici dlouzivého rastu pfi del§im vystaveni
FR (Boylan and Quail 1991). Hraje dllezitou roli pfi percepci kvality svétla
a fotoperiodicity (Johnson et al. 1994).

Bylo navrzeno, ze PhyB ma vétsi vliv na low-fluence responses, nez
na very-low-fluence responses pfi kliceni semen Arabidopsis (Botto et al. 1995),
coz znamena kontrolu kliceni PhyB pouze v pfipadech, kdy jsou ostatni zodpovédné
fytochromy nefunkéni nebo nedostupné. Dale je PhyB nutny pro svétlem stimulovanou
expanzi bunék v déloznich listech Arabidopsis (Neff et al. 1994). Fytochrom B hraje
taktéz dllezitou roli pri inkorporaci svételné signalizace pfi regulaci dormance semen
a jejich kliceni (Yang et al. 2020a). Taktéz byla zjisténa funkce PhyB jako teplotniho
senzoru zodpovidajiciho za odpovédi rostlin na teplotni zmény okolniho prostredi formou
termomorfogeneze (Paik and Huqg 2019; Casal et al. 2019).

Fytochrom C je pravdépodobné zodpovédny za deetiolizaci sazenic a ovlivhovani
plochy listh a délky a obvodu stonku u dospélych rostlin (Halliday et al. 1997; Qin et al.
1997). Pri nadmérné expresi fytochrom(l A a B a nadmérné expresi fytochromu C
byl pozorovan antagonisticky vliv na rostliny tabaku, coz muze vést k domnénce, zZe tyto
fytochromy jsou ¢asteéné zodpovédné za nékteré aspekty vegetativniho vyvoje rostlin.
Fytochrom C taktéz negativné pulsobi na svételnou regulaci kliceni semen rostlin
(Carrera-Castaro et al. 2020).

Fytochrom D je ve své funkci velmi podobny PhyB, avSak PhyB hraje v odpovédi
na cervené svétlo blizké vinové délky (R) mnohem vétsi roli (Aukerman et al. 1997).

Fylogeneze genll zodpovédnych za syntézu fytochromU u Arabidopsis ukézala, ze PhyB
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a PhyD pochazi z genové duplikace a tim padem se jejich funkce vyrazné prekryvaji
(Mathews et al. 1995).

Fytochrom E pravdépodobné kontroluje hladiny signalnich meziproduktu,
vyzadovanych pro indukci kliceni skrze PhyA, nebo alternativné m(ize PhyE fungovat
jako dodatecény receptor pro FR (Hennig et al. 2002). Je pravdépodobné, ze PhyB, PhyD
a PhyE jsou od sebe odvozené fytochromy a podili se spoleéné napfiklad na inhibici
kveteni rostlin (Devlin et al. 1998).

Fytochromy C, D a E jsou zapojeny do regulace R/FR fotomorfogeneze
Arabidopsis (Adam et al. 2013). Dale komplementarni funkce PhyA a PhyB pfi ozéareni
R a FR svétlem jsou mozna schopné zajistovat regulaci rlstu sazenic po proniknuti
pUdou (Quiail et al. 2002).

2.3.1 Vliv fytochroml na genovou expresi

Obrazek 1: Zobrazeni fotokonverze
fytochromu, jeho piechodu do jadra a ptsobeni
na regulatory genové transkripce. Prevzato

a upraveno z Jones et al. 2013
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Fytochromy v soucinnosti s dalSimi fotoreceptory ovliviuji fyziologii a vyvoj rostlin
(Buchanan et al. 2015). Fytochromy podavaji rostliné informaci o podilu rdznych
vinovych délek €erveného a dlouhovinného cerveného svétla (R/FR) skrze fotokonverzi
molekuly fytochromu (Pr/Prg) (Obr. 1). Fytochromy jsou zodpovédné za rlizné odpovédi
rostlin na svétlo, jako jsou kliceni semen, fotomorfogeneze, rlst za svétlem a ¢as kveteni
(Cheng et al. 2021). Fotokonverze fytochromU napfiklad ovliviiuje reakci na stinéni
ostatnimi rostlinami, protoze listy zelenych rostlin absorbuji predevSim v oblasti
Cerveného svétla a spise propousti dlouhovinné ervené svétlo. Napriklad u Arabidopsis
to muze zpUsobit inhibici kliceni, nebo po vykliceni naopak zvyseny rlist. Aktivovana Per
forma je mobilizovdna a presouvd se zcytosolu do jadra bunky, kde pUsobi
na transkripcni faktory (Yamaguchi et al. 1999) (Obr. 1). Fytochromy vyzaduji aktivni
transport do jadra, napfiklad PhyB obsahuje NLS vazebnou doménu, ktera je odkryta
v jeho aktivni formé& zménou konformace a umoznuje tak vazbu na jaderné transportni
proteiny. Pro rizné fytochromy existuji riizné zpUsoby transportu do jadra.

Fytochromy maji serinovou a threoninovou kinazovou aktivitu a mohou
tak fosforylovat signalni proteiny u€astnici se transdukce signalu (Buchanan et al. 2015),
coz vede k aktivaci nebo degradaci pfislusnych transkripénich faktord v jadre.
Degradovany jsou faktory plsobici jako negativni regulatory odpovédi rostliny
na svételné podminky, a naopak stabilizovany jsou faktory s pozitivnim ucinkem
regulace odpovédi na svétlo. Negativnimi regulatory jsou napfiklad PIFs (phytochrome
interacting factors) a bylo identifikovano nejméné Sest téchto faktorl interagujicich
s fytochromy. Jejich fosforylace pfimo koreluje s naslednou ubiquitinaci a degradaci
26S proteasomem. Takto je degradovan napfiklad PIF3 faktor zodpovédny za expresi
genu pro etiolizaci (Obr. 1). Naopak pozitivni regulaci vyvolavaji fytochromy tim,
ze blokuji ubiquitinaci a naslednou degradaci transkripénich faktord, napr. HY5
(elongated hypokotyl 5), LAF1 (long after far-red light 1) & HFR1 (long hypokotyl
in far-red 1), podporujicich expresi svétlem indukovanych gen(, které jsou ve tmé jinak
degradovény (Yang et al. 2009).

Svétlo taktéz  aktivuje interakce mezi  fytochromy a  proteiny
s AUXIN/INDOLACETIC ACID (Aux/IAA), ovliviiujici auxinem indukovanou degradaci
Aux/IAA skrze E3 ligazy (Cheng et al. 2021). To zpUsobuje represi auxinovych signalnich
drah. Mnozstvi Aux/IAA regulator(l auxinem kontrolované exprese je ovliviiovano PhyA
a PhyB, které jsou schopné tyto proteiny chranit prfed auxinem regulovanou
proteolytickou degradaci.

Fytochromy jsou taktéz schopny autofosforylace a  defosforylace
(Buchanan et al. 2015), coz by mélo poskytovat bunkam rostlin schopnost regulace sily
signalizace poskytnuté fytochromy. Svétlem indukované zmény ve vlastnostech

fytochrom( jim umoznuji interakci s dalSimi signalnimi Casticemi, které zahrnuji
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transkripéni faktory a enzymy regulativni drahy fytochromu, jako napfiklad kinazy,
fosfatéazy, a E3 ligazy (Cheng et al. 2021). To nakonec vede k masivnim zménam
v transkripci gend. Fytochromy taktéz reguluji remodelaci chromatinu, sestfih

prekurzorové mRNA a translaci, a to zatim malo objasnénymi mechanismy.

2.4 Dormance semen

Dormance je proces zrani semen, ktery zahrnuje jejich dehydrataci a vstoupeni
do klidové faze (Taiz et al. 2015). Pro to, aby doslo k vykliceni téchto semen je nutna
jejich rehydratace. Pfijem vody je nutny pro vytvofeni reakéniho prostfedi a tim
i mobilizaci zasobnich latek. Kli¢eni je taktéz zavislé na teploté a pfitomnosti kysliku,
je nutné, aby byla voda v kapalném stavu. Teplota je dlilezitd pro aktivitu a funkci

Dormance je vnitini zablokovani metabolickych procest vedoucich k vykliceni
semene (Taiz et al. 2015). Poskytuje semenlim mnoho vyhod, mezi které patfi
maximalizace disperze semen do okoli matefské rostliny, coz redukuje kompetici o ziviny
a svétlo mezi potomky a matefskou rostlinou (Carrera-Castafio et al. 2020). Také
to zabranuje kli€eni v nevhodné ro¢ni dobé& nebo za nevhodnych vnéjsich podminek.
Po dozrani semene dochazi k procesu velké redukce vody obsazené v semeni
v zavislosti na plvodnim obsahu vody a vnéjsi teploté. Primarni dormanci Ize prisoudit
aktivité kyseliny abscisové (ABA), ktera spolu s gibereliny vykazuje hormonalni fizeni
biosyntetickych cest aktivujicich proces kliceni (Taiz et al. 2015). Interakce mezi
prostiedim materské rostliny a jejim genotypem determinuje uroven primarni dormance
béhem zrani semen (Carrera-Castafio et al. 2020). Poté nastupuje sekundarni
dormance indukovana nepfiznivymi podminkami pro metabolickou aktivitu semen.

Sekundarni dormance mUze byt az nékolikrat aktivovana v zavislosti na vnéjsich
podminkach, dokud nenastane proces kli€eni nebo embryo nezahyne (Carrera-Castafio
et al. 2020). M{ize dochazet ke stfidani hluboké a nizké Urovné dormance v zavislosti
na sezonnich vnéjSich podminkach. K tomu dochazi prostiednictvim ovlivhovani
rovnovahy kyseliny abscisové a gibereliny a expresi genu DOG1. Dormanci taktéz m(ize
byt zabranéno pomoci oballl semene, které mohou branit priniku vody, vyméné plynu
apod. Analyza QTL (quantitative trait lucus) lokusu Arabidopsis vedla k identifikaci genl
nejspisSe specifickych pro dormanci semen (Chiang et al. 2013). Jednim z téchto genl
je gen DOG1 (delay of germination) a je exprimovan v pribéhu vyzravani semen
(Bentsink et al. 2006). Ztrata funkénosti tohoto genu vykazuje ztratu dormance semen.
Tento gen mé pozitivni vliv na dormanci semen spolu s dalSimi geny (Nonogaki 2014).

Jeho exprese v semenech je kontrolovana na ¢tyfech rdznych urovnich
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(Carrera-Castarno et al. 2020). Ty zahrnuji elongaci pfi transkripci, alternativni sestfih,
alternativni polyadenylaci, a potlaceni transkripce skrze nekddujici transkript. Bylo
zjisténo, ze DOG1 je protein vazici se na hem, coz se ukazalo byt klicové v jeho funkci
pfi dormanci. Zaroven to poukazuje na roli tohoto proteinu pfi integraci enviromentalnich
signalu, protoze skupina proteind vazicich se na hem funguje jako senzory pro kyslik
a oxid dusnaty.

Taktéz existuji geny s negativnim u€inkem na dormanci (Nonogaki 2014). Z toho
vyplyva, ze proces dormance probiha na genetické urovni a vyzaduje spolupraci
mnozstvi genu a je taktéz ovlivnén epigenetickymi vlivy, jako napf. umléovanim genu
pomoci metylace histon a DNA.

Bylo zji§téno, ze mira dormance je geneticky determinovana, ale enviromentalni
prostredi materské rostliny hraje taktéz vyznamnou roli ve vlastnostech produkovanych
semen (Klupczynska and Pawtowski 2021). Taktéz bylo dokazano, ze pfi kliceni
se uplatiuji razné fytochromy v zavislosti na zrani semen. Funkéni fytochromy PhyB
a PhyD byly nutné k pfekonani dormance indukované chladem, a PhyA pfispival naopak
k udrzovani dormance semen. Teplota pfi zrani semen vSak poskytuje silngjsi efekt

nez ovlivnéni dormance semen svételnymi podminkami.

2.5 Kliceni semen

ABA
— € —-L
prorazeni prorazeni
obalt endospermu

semeno ‘o .
opousti vyklicené

dormanci semeno
prvotni prijem vody prorazeni kofenové Spicky

1 kliCeni semene

Obrazek 2: Zobrazeni tfi fazi kliceni semen. Pfevzato a upraveno z Weitbrecht et al. 2011.

Za pocatek formovani semen je povazovano dvojité oplozeni (Yang et al. 2020b).
To je nasledovano morfogenezi a fazi zrani semen. Zrani semen je charakterizovano
akumulaci zasobnich latek v embryu. Dormance semen je pak indukovana pravé béhem
faze zrani a preruseni dormance vede ke kli¢eni.

Samotné kliceni semen je proces pocinajici rehydrataci semen a koncici

prorazenim semennych oball embryonalnim kofenem (Taiz et al. 2015). Tento proces
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zahrnuje tfi faze (Obr. 2), v prvni fazi dochazi k rapidnimu pfijmu vody suchym semenem.
Nasleduje druha faze kratkym preruSsenim pfijmu vody a aktivaci metabolismu,
obnovenim rlistu embrya a jeho prorazenim skrze semenné obaly. Treti faze pak
zahrnuje obnoveni pfijmu vody a plnou mobilizaci zasobnich latek.

Prijem vody zpUsobi zformovani vakuoly, kde nasledné probiha hydrolyza
zasobnich proteinu, které jsou degradovany na aminokyseliny, ze kterych jsou poté
syntetizovany enzymy, potfebné pro mobilizaci zasobnich lipid( (Heldt 2005). Dochazi
k aktivaci biochemickych metabolickych a fyziologickych procest, vedoucich k obnoveni
respirace, produkce energie, aktivace opravnych procesll a biosyntézy proteinu
ze zasobnich zdroju a nové syntetizované mRNA (Carrera-Castaiio et al. 2020). Tyto
udalosti nasledné vedou k obnoveé rdstu embrya a oslabeni vnéjsich pletiv, obalujicich
embryo, a nakonec k prorazeni oball semene délohami rostlinky. Kliceni typicky
nastava pod povrchem pldy a rostlina tak mize byt zpocatku zcela zavisla na zasobnich
latkdch semene, nezavisle na fotosyntéze (Jones et al. 2013). Zasobni latky mohou byt
ulozeny v embryu nebo endospermu, jedna se predev8im o polysacharidy, lipidy,
proteiny a minerdly. Semena casto zacinaji klicit vlivem vice faktor(l naraz, zejména
zménou teploty, svételnych podminek a vihkosti.

Kliceni je také regulovano skrze fytohormony, kyselinu abscisovou (ABA)
a antagonisticky plsobicimi gibereliny (Penfield 2017), kdy kyselina abscisova plsobi
kladné na dormanci semen, kdezto gibereliny (GA) podporuji kliceni. Napfiklad
u Arabidopsis je znamo, ze pfechod mezi dormanci a kli€enim semen je zavisly
na kompetici mezi kyselinou abscisovou a giberelinem (FitzGerald and Keener. 2021).
Bylo zjisténo, Zerovnovaha v produkci téchto fytohormon( je ovliviiovana skrze
PIF1-RVE1 komplex pUusobici jako transkripéni faktor.

Kliceni semen je povazovano za velice slozity proces ovlivnény rdznymi
endogennimi a exogennimi faktory (Longo et al. 2020; Shu et al. 2015). Tento proces
je tak fizen prostfednictvim svételné signalizace, hormonalni kontroly, vlivu abiotického
stresu, transkripce a translace genu a epigenetické regulace. Porozuméni procesu
dormance a kliceni semen by mohlo poskytnout feSeni zemédeélskych ztrat zplisobenych
predéasnym vyklicenim nebo naopak nedostate¢nou kliCivosti semen v dusledku

jiz zminénych vlivQ.

2.5.1 Kiliéeni semen v zavislosti na svételnych podminkach

Svétlo vétsinou neni podminkou kli€eni, nékterd semena vsak kli¢i na svétle rychleji nez
ve tmé (Jones et al. 2013). Podle toho pak rozdélujeme druhy na kladné (svétlo kliceni

stimuluje) a zaporné (svétlo kliceni inhibuje) fotoblastické. Fotoblastické chovani semen
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ma adaptacni vyznam. Kladné fotoblasticka semena nemivaji dostatek zasobnich latek,
a proto pfi kli€eni se snazi dosahnout podminek vhodnych pro jejich autotrofni vyzivu.
Negativni reakce na svétlo se mize uplatriovat v pfipadé, kdy nejsou vhodné podminky
pro kliceni, jako napriklad nedostatek vlahy v ptdé. Kli¢eni v zasadé ovliviuje ¢ervena
a modra oblast viditelného zareni. Vétsi vyznam se pfi tomto dé&ji vSak pfipisuje
¢ervenému spektru. Receptorem pro toto spektrum je fytochrom, plati, ze kli€eni
je zavislé na jeho aktivni formé — Prr (Buchanan et al. 2015). Kli€eni je pak podminéno
jeho mnozstvim, zde se vSak projevuji vyrazné druhové rozdily. U kladné fotoblastickych
semen se nachazi fytochrom v neaktivni formé nebo je jeho hladina velmi nizka a svétlo
je pak nutné pro vznik odpovidajicino mnozstvi Prr. Zaporné fotoblasticka semena klici
ve tmé, maji dostate¢nou hladinu Per a ozareni dlouhovinnym ¢ervenym svétlem muze
tuto hladinu snizit.

ktera zajistuje jejich preziti (Yang et al. 2020b; Paik and Huq 2019). Semena pfipravena
ke kli€eni potrebuji €ervené svétlo k aktivaci fytochromu, predevSim PhyB, k iniciaci
samotného procesu kligeni. Cervené svétlo tak aktivuje fytochromy, které spousti
signaliza¢ni kaskadu vedouci k syntéze giberelint a redukci hladiny kyseliny abscisové
v semenech. V tomto pfipadé pak PhyA a PhyB hraji r(izné role. V suchych semenech
je exprese PhyA limitovana oproti PhyB. Fytochrom B je tedy prvnim fotoreceptorem
reagujicim na Cervené svétlo. Po vystaveni semen vodé se hladina PhyA zvétsi,
coz vede Kk iniciaci kliceni.

Svétlo primo ovliviiuje transkripci nékterych gend dychaciho fetézce, véetné
genu kodujicich pyruvat dehydrogenazu, komponenty TCA cyklu, cytochrom c,
ADP/ATP prenasecové proteiny apod. (Jones et al. 2013). Ve spousté pfipadu existuji
dikazy o prfimém zapojeni fotoreceptorl, jako jsou fytochromy a kryptochromy
(Yang et al. 2020b). Protoze jsou fytochromy syntetizovany v neaktivni formé& (Pg)
je to jedina forma pfitomna v semenech za tmy (Buchanan et al. 2015) a bylo prokazano,
ze jsou lokalizovany pouze v cytosolu. Pfi konverzi do aktivni formy (Prr) dochazi k jejich
presunu do jadra bunék, kde nasledné pusobi pii genové expresi.

Bylo zjisténo, ze Cervené svétlo pusobi skrze komplexni sit genovych regulatort
zahrnujici PhyB, PIF1 a RVE1 (Yang et al. 2020a). Fytochrom B hraje dilezitou roli
pfi inkorporaci svételné signalizace pfi regulaci dormance semen a jejich kliceni.
Fytochrom-interagujici faktor (PIF1) je kliCovym transkripénim faktorem potlaujicim
kliceni semen zprostfedkované fytochromem B (Obr. 3). Faktor Reveillel (RVE1)
funguje jako regulator pfi dormanci a kliceni semen a formuje s PIF1 faktorem komplex,
fungujici jako regulator produkce ABA a GA (FitzGerald and Keener 2021). Bylo zjisténo,
ze faktor PIF1 funguje jako transkripéni faktor pro expresi RVE1 a naopak faktor RVE1

funguje jako transkripéni faktor pro expresi PIF1. Faktor PIF1 taktéz funguje jako
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transkripcni faktor pro ABI3, pozitivni regulator pro expresi ABA. Faktor RVE1 nasledné
funguje jako represor GA3ox2 (Gibberellin 3-Oxidaza 2), coz je pozitivni regulator
pro syntézu GA. Fytohormony GA a ABA jsou pak pfimo zapojeny v procesu kliceni
a vzajemny pomér jejich koncentraci nasledné rozhoduje o dormanci nebo kli¢eni
semen. Gibereliny jsou stimulaénim faktorem v procesu kliceni semen, zatimco ABA
je faktorem represivnim. Svételna signalizace skrze faktory zavislé na PhyB tedy
koordinované stimuluje kliceni pozitivné fotoblastickych nebo inhibuje kli€eni negativné
fotoblastickych semen prostrednictvim regulace koncentraci GA a ABA (Yang et al.
2020a). V Arabidopsis bylo zjisténo, ze PIF1 faktor negativné reguluje svétlem
indukovaneé kli¢eni semen (Longo et al. 2020). Inaktivace PIF1 totiz vedla ke kompenzaci
neschopnosti kli€eni semen phyb mutanta, coz vedlo k jejich kliceni po vystaveni
cervenému svétlu. Interakce PIF1 s aktivni formou PhyB vedla k fosforylaci PIF1,
coz mélo za nasledek spusténi degradace tohoto faktoru skrze 26S proteasom, a vedlo
tak k indukci kli¢eni semen. Transkripce indukovana PIF1 faktorem vede k expresi gent
GAI (GA-Insensitive) a RVE1. Faktor GAIl kooperuje s DAG1 transkripénim faktorem na
represi promotoru biosyntézy giberelini GA3ox1 (Gibberellin 3-Oxidaza 1). Faktor RVE1
zase kooperuje s proteinem RGL2 na represi GA3ox2. Takto je negativné ovliviiovana

biosyntéza giberelin(i a zaroven pozitivné ovliviiovana biosyntéza kyseliny abscisové.

/ [ cverora2 | [ GA3x1 | [ GASoxz |

poa” Ny
\ kliceni

Obrazek 3: Zobrazeni ovlivnéni metabolismu kyseliny abscisové a giberelind prostiednictvim aktivity

By

fytochrom

fytochromu a disledek na klieni semen. Faktor PIF1 piimo aktivuje expresi GAl a RVE1 a RVE1 pfimo
indukuje expresi PIF1. RVE1 kooperuje s proteinem RGL2 na represi GA3ox2 a GAIl kooperuje s DAG1
na represi GA3ox1. Pfevzato a upraveno z Longo et al. 2020.
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2.6 lontové kanaly

U rostlin byly identifikovany pouze dva typy kanal(l, iontové kandly a aquaporiny,
které umoznuji transport vody skrze membrany (Jones et al. 2013). lontové kanaly
formuji vysoce selektivni vodou vyplnéné péry v membranach. Jedna
se o0 transmembranové proteiny, které umoznuiji pasivni transport nabitych a v nékterych
pfipadech i neutralnich &astic v zavislosti na osmotickém potencialu a difuznich
vlastnostech membrany (Taiz et al. 2015). Umozriuji rostlinam provadét osmoticky
fizené reverzibilni pohyby bunék, iontové kanaly umozniuji rostlinam pfijimat mineralni
vyzivu, jsou soucdasti bunécné signalizace a signalni transdukce, zajistuji dlouzivy rist
bunék, export toxickych iontll a organickych kyselin a taktéz interakce s patogeny
a symbiotickymi organismy (Ward et al. 2009).

lontové kanaly jsou vysoce specifické, coz je dano velikosti kanalu a povahou
a hustotou naboje na povrchu daného kanalu a membrany, ve které je kanal obsazeny
(Taiz et al. 2015). Kanaly maji proteinové domény nazyvané brany, které jim umozniuji
regulovat jejich propustnost tim, ze dany p6r uzaviou. To se déje prostfednictvim zmény
konformace proteinu tvoficiho pfislusny pér. Signaly regulujici tuto aktivitu iontovych
kanalll jsou zmény v membranovém potencialu, vazba ligandu téchto kanalll, hormony,
svétlo a posttranslaéni modifikace, jako napfiklad fosforylace. V momenté otevreni
kanalll probiha transport velmi rychle oproti jinym transportérim (Buchanan et al. 2015),
a je zavisly na gradientu elektrochemického potencialu.

lontové kanaly vykazuji selektivitu pro jejich iontové substraty (Buchanan et al.
2015). Kandly Ize rozdélit na kationtové a aniontové. Kationtové kanaly lze nadale
rozdélit na selektivni pro draselné a sodné ionty, na relativné neselektivni kationtové
kanaly a na kanaly selektivni pro dvojmocné kationty, jako je napfiklad vapenaty iont.
Kandly pro vapenaté ionty se uplathuji pfedev8im pfi zménach turgoru ve svéracich
bunkach priduchu rostlin nebo pfi riznych typech signalizace v rostlinach (Taiz et al.
2015).

lontové kanaly se mohou vyskytovat ve velkém mnozstvi riznych druh rostlin,
napriklad u Arabidopsis bylo identifikovano 50 genl kodujicich iontové kandly
(Taiz et al. 2015). Tyto kandly funguji s riznou selektivitou, mnozstvim propousténych
iontl a s rlznymi zplsoby jejich aktivace. Taktéz existuje vice kanal(l pro transport
specifickych iontll, které jsou zdavislé na rlznych gradientech elektrochemického
potencialu nebo rdznych ligandech, jako jsou napfiklad cyklické nukleotidy.

Aniontové kanaly v plazmatickych membranach rostlin jsou méné selektivni
(Buchanan et al. 2015; Taiz et al. 2015). Umoznuji transport velké Skale anorganickych
aniont(l, jako jsou chloridové, nitratové, sulfatové a fosfatové anionty. Taktéz transportuiji

organické anionty zastoupené predevS§im organickymi kyselinami. Byly popsany
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specifické typy aniontovych kanall v tonoplastu, které jsou selektivni pro chloridové
anionty nebo organické kyseliny, jako je napfiklad malat. Aniontové kanaly se vyskytuji
i v bunkach riznych organi rostlin napfiklad v kofeni, hypokotylu nebo v listech (Roberts
2006).

Napriklad bylo zjisténo, ze aniontovy kanal ALMT9 (aluminum-activated malate
transporter) pfitomny ve vakuolach Arabidopsis je zodpovédny za reakce na stres
indukovany soli pomoci kontroly koncentrace chloridovych aniont(i ve vakuolach bunék
cévnich svazkl a tim i kontroly pohybu iontd v celé rostliné (Baetz et al. 2016).

Poskozeni funkce chloridovych kanall vede k vaznému naru$eni normalniho
ristu a vyvoje rostliny (Subba et al. 2021). Taktéz bylo navrzeno, Ze aniontové kanaly
rostlin mohou spise funkéné zaviset na vyméné nabitych molekul za protony. Napfiklad
AtCLC-a a AtCLC-b (aniontové chloridové kandly) byly prokézany jako vyménné
transportéry nitratovych aniontd a protont v Arabidopsis.

Aktivita aniontovych kanalu je ovlivnéna riznymi efektory, napfiklad vapenatymi
kationty, vnitinimi a vnéjSimi zménami pH, signalizaci spfazenou s G-proteiny,
nebo vlivem fytochromu a modrého svétla (Taiz et al. 2015; Buchanan et al. 2015).
Aniontové kanaly mohou byt nepretrzité aktivni, nebo k jejich aktivaci/deaktivaci mize
dojit depolarizaci, ¢i hyperpolarizaci membrany, pusobenim svétla anebo na zakladé
mechanického podnétu.

Aniontové kanaly aktivované svétlem byly napfiklad popsany v plazmatické
membrané bunék hypokotylu Arabidopsis (Cho and Spalding 1996). Vystaveni téchto
bunék modrému svétlu pak zplsobi depolarizaci membrany, nasledné zastaveni
expanze bunék a tim je inhibovani ristu hypokotylu. Aniontové kanaly aktivované bilym
svétlem byly nalezeny a popsany v bunkach mezofylu listd hrachu (Elzenga and Van
Volkenburgh 1997). Pravdépodobné se v tomto pripadé jedna o aktivaci kanall pro
transport chloridovych aniont(l. Svétlo zplsobuje depolarizaci plazmatickych membran
pomoci aniontovych kanal(l, a to v zavislosti na délce a intenzité ozareni, na vinové délce

ozarujiciho svétla, na pfitomnosti a mnozstvi vapenatych iontu.

2.6.1 Vliv svétla na aktivitu aniontovych kanalu

Svétlem indukované zmény v potencialu plazmatické membrany jsou bézné
ve fotosynteticky aktivnich bunkach, ale taktéz nastavaji i v jinych bunkach (Marten et al.
2010). Zatimco odpovédi na svétlo ve fotosyntetickych burikach jsou bézné dominovany
déji vazicimi se k chloroplastim, odpovédi plazmatické membrany mohou byt aktivovany
skrze r(izné fotoreceptory. Transport iont(l skrze plazmatickou membranu mohou pfimo
ovlivhovat fototropiny a nepfimo kryptochromy a fytochromy.

VétSina informaci o rostlinnych aniontovych kanalech byla ziskana na urovni
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plazmatické membrany (Barbier-Brygoo et al. 2000). Kvili vysoce negativnimu
transmembranovému potencidlu a ven smérovanému gradientu aniontl skrze tuto
membranu, otevirani aniontovych kanalll vede k uvolnéni aniontll z cytoplazmy
do extracelularniho prostoru. Aktivace aniontovych kanall tak indukuje membranovou
depolarizaci, ktera zase mUlze vést k aktivaci dalSich na napéti zavislych kanald,
jako jsou napfriklad Ca?* kandly, nebo muze slouzit jako spousté¢ pro protonovou
ATPazu, ktera uvolni protony do apoplastu. Toto mlze prispivat ke kratkodobé elektrické
nebo Ca?* signalizaci a k regulaci membranového potencidlu a pH gradientu. Je taktéz
mozné, ze depolarizace membrany mize aktivovat ven-smérujici draselné kanaly,
coz by vedlo ke ztraté soli a ovliviiovalo tak osmoregulaci a proudéni vody v rostliné.

Aniontovy transport je taktéz dllezity pro otevirani a zavirani stomat a funkci
signdlnich drah (Assmann and Jegla 2016). Svéraci bunky priduchd u rostlin jsou
prikladem pro sledovani aniontovych kanald, jsou totiz zapojeny do zavirani praducht
pusobenim kyseliny abscisové. V plazmatické membrané svéracich bunék se vyskytuji
dva zakladni typy aniontovych kanall S-typ (slow anion channel) a R-typ (rapid anion
channel) (Tavares et al. 2011; Schroeder and Keller 1992).

Praduchy pak reguluji vyménu plynl pravé pomoci otevirani a uzavirani
svéracich bunék (Assmann and Jegla 2016). Oteviraji se pfi nizké koncentraci CO:
v atmosféfe a jsou regulovany cervenym a modrym svétlem. Je tak maximalizovana
efektivita fotosyntézy v mesofylu. Hlavnimi svételnymi receptory jsou v tomto procesu
fototropiny. Fototropiny pfi aktivaci iniciuji signalni kaskadu, ktera zahrnuje fosforylaci
zprostredkovanou aktivnimi fototropiny, aktivaci protein fosfatazy 1 a dalsi kroky vedouci
k proceslim hyperpolarizace membran svéracich bunék. Hyperpolarizace pak zajisti
pfijem draselnych iontl skrze pfislusné kanaly. Akumulace draselnych iontl, malatu
a cukr( uvniti svéracich bunék zpusobi pfijem vody, zmény turgoru a tim zvétSeni
svéracich bunék a otevreni priiduchu.

Proti otevirani prliducht plasobi kyselina abscisova (Assmann and Jegla 2016).
Ta zpUsobuje depolarizaci membrany svéracich bunék pomoci aktivace kanal(l pro
vapenaté ionty, jak S-typu tak R-typu. Depolarizace zajisti vyCerpavani draselnych iontl
ze svéracich bunék draselnymi kanaly v opaéném sméru, coz zajisti unik vody z bunék,
snizeni turgoru a tim uzavreni priiduchu.

Aniontové kanaly aktivované bilym a modrym svétlem u bunék hypokotylu
Arabidopsis nebo u bunék mezofylu listd hrasku vykazuji malé jednotkové vodivosti
(Roberts 2006). Prestoze jejich aktivita zavisi na cytosolové Ca?* signalizaci, svételna
signalizace neni na cytosolové Ca?* signalizaci zavisla. U Arabidopsis bylo
demonstrovano, ze aniontové kanaly zavislé na signalizaci modrého svétla
zprostiedkovavaji membranovou depolarizaci asociovanou s inhibici rdstu hypokotylu

Arabidopsis indukovanou modrym svétlem (Cho and Spalding 1996). V etiolovanych
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hypokotylech okurky zase byl odhalen mechanismus zodpovédny za depolarizaci
membrany indukované modrym svétlem pomoci inhibice protonové ATPazy
a pravdépodobné aktivace aniontovych kanalu (Barbier-Brygoo et al. 2000).

Taktéz byly nalezeny kindzy CBC1/CBC2 (convergence of blue light and CO»),
které spojuji signalni odpovéd rostlin na nedostatek CO, a odpovéd na vystaveni
se modrému svétlu (Hiyama et al. 2017). Tyto kinazy jsou schopné nezavisle na sobé
ovlivnit otevirani praduchd tim, Ze inhibuji S-typ aniontovych kanald. Také ucinkuiji
v signdlnich drahach fototropind. Tyto kindzy tedy pravdépodobné reguluji otevirani

stomat interakci signal(i z modrého svétla a CO: receptoru.

2.6.2 Inhibitory aniontovych kanalu

Aniontové kanaly jsou vétSinou analyzované pomoci takzvané ,patch-clamp” techniky
a ruznych jejich modifikaci (Tavares et al. 2011). Témito technikami Ize determinovat
kanadly na bazi jejich iontové selektivity, vodivosti, jejich otevirani v zavislosti
na membranovém potencidlu a kinetice jejich otevienych nebo uzavienych stavd.
Aniontové kandly, které nelze témito technikami od sebe rozeznat mohou byt
identifikovany pomoci farmakologického pfistupu. Kjejich identifikaci tak Ize vyuzit
kanalovych inhibitor(i, které mohou byt velmi specifické, a funguji aktivaci skrze
extracelularni agonisty a skrze dalsi plisobeni na intracelularni regulativni molekuly.

Kanalové inhibitory, jsou latky branici prfenosu aniontl skrze jejich prislusné
kanaly. To ovliviuje bunécnou signalizaci a procesy na aniontech zavislé. Jako
inhibitory mohou  puUsobit napfiklad kyselina anthracen-9-karboxylova (9-AC)
nebo 4,4'-diisothiokyano-2,2'-stilbendisulfonova kyselina (DIDS) (Tavares et al. 2011).
Tyto latky slouzi primarné jako inhibitory chloridovych kanall a brani depolarizaci
membrany. Jsou schopné negativné ovlivnit procesy vedouci ke zménam naboje
v bunce a na membrané (Roberts 2006). Pfestoze neni znama pfesna mechanika
pUsobeni téchto inhibitord, u aniontovych kandlll hypokotylu Arabidopsis
se pravdépodobné jedna o vazbu v extracelularni ¢asti pfimo v péru kanalu. Dusledky
pusobeni téchto latek mohou byt: stimulace hypokotylového rlstu, blokace proudéni
iontl skrze kanaly bunék, zabranéni reakcim na vnéjsi podnéty pfijimané receptory
zavislymi na aniontové signalizaci a zabranéni této signalizace mize taktéz vést
k zmirnéni nebo inhibici ucinkd fytohormonu auxinu pfi regulaci hypokotylového ristu,
kdy je vliv auxinu v rizné mife negovan.

Ve spousté pripadech bylo ukazano, Ze inhibitory aniontovych kanalli byly
schopny inhibovat membranovou depolarizaci nebo aniontovy tok (Barbier-Brygoo et al.
2000). Taktéz se ukazalo, Ze inhibitory aniontovych kanald mohou ovliviovat rist nebo

obranné odpovédi rostliny. To ukazuje na dllezitou roli aniontovych kanall v bunécéné
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signalizaci vedouci k ristovym, vyvojovym a adaptacnim schopnostem rostlin.

Zjisténi, zdali jsou aniontové kanaly zapojené v pohybech svéracich bunék
praducht, bylo primarné dosazeno pomoci farmakologického pfistupu vyuzivajiciho
inhibitory aniontovych kanal(i (Barbier-Brygoo et al. 2000). Jejich zapojeni bylo
prokazano skrze zmény v otevirani stomat indukované pravé témito inhibitory.
Konkrétné inhibice otevirani prliduchl skrze ABA signalizaci byla zmirnéna napfiklad
pfitomnosti 9-AC inhibitoru (Schwartz et al. 1995). Inhibitor 9-AC cili na inhibici
aniontovych kanall S-typu. Bylo zjiSténo, Ze tento inhibitor je schopen zvrétit inhibici
otevieni stomat skrze ABA signalizaci. Koncept aniontovych kanal(i S-typu podilejicich
se na uzavirani praducht je zase podporen studii (Schroeder et al. 1993), ktera ukazala,
ze inhibitor DIDS nema vyznamny vliv na procesy spojené s ABA signalizaci. Inhibitor
DIDS je ucinnym inhibitorem kanal(i R-typu. Jeho aplikace ve vysokych koncentracich
taktéz neméla zadny vliv na svétlem indukované otevirani stomat, coz napovida,
ze kandly R-typu nehraji vyznamnou roli pfi regulaci otevirani priduchl v odpovédi na
bilé svétlo. Tyto kanaly pravdépodobné jsou zapojeny v procesu zavirani stomat,
aplikace inhibitoru DIDS v tomto pfipadé vSak nema rovnéz zadny efekt (Schwartz et al.
1995). U inhibitor(l aniontovych kanall jako 9-AC a DIDS byla pozorovana schopnost
pUsobit proti inhibici a rozpadu indukovaného auxiny (Thomine et al. 1997). Tato
schopnost se nezda byt spjata s jinymi regulatory hypokotylového rlistu jako jsou ethylen
nebo cytokininy. Tyto inhibitory taktéz vykazuji schopnost lehké stimulace rlistu
hypokotylu sami o sobé, ale pfi inhibici rlistu hypokotylu indukované auxinem jsou
schopné pusobit proti u¢inkim auxinu. OvSem tyto inhibitory se lehce liSi ucinkem
na zmény hypokotylu indukované auxinem. Inhibitor 9-AC byl schopen pUsobit proti
véem ucinkim auxinu na hypokotyl jako jsou inhibice ristu, dekortikace, rust
adventivnich koren(l, zatimco inhibitor DIDS pUsobil pouze proti inhibici riistu
a dekortikaci (Thomine et al. 1997). Bylo tedy ukazano, ze 9-AC a DIDS jsou schopné
obnovit normalni rist hypokotylu, zabranit dekortikaci a snizuji citlivost hypokotylu
k auxinu, ale neinhibuji zcela jeho plUsobeni. Je pravdépodobné, Ze tyto inhibitory plsobi

na aniontové kanaly zapojené v transdukci signalu auxinu.

HO 0

9-AC DIDS
Obrazek 4: Strukturni vzorce pro inhibitory aniontovych kanalil. Zleva: kyselina anthracen-9-karboxylova
(9-AC), kyselina 4,4'-diisothiokyano-2,2'"-stilbendisulfonova (DIDS). Upraveno podle Liantonio et al. 2004.
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3 Material a metodika

Rostlinny material:

Chemikalie:

Solanum lycopersicum L. cv.GT a od néj odvozeny recesivni
mutant tri1  (temporarily red light-insensitive 1, odvozen
od kultivaru cv. GT; LA3808; deficientni ve PhyBf1;
Van Tuinen et al. 1995)

Solanum lycopersicum L. cv. Money Maker a od néj odvozeny
recesivni mutant au" (aurea, cv. Money Maker; LA2837;
deficientni ve fytochromovém chromoforu; Koornneef et al. 1985;
Terry 1997)

Solanum lycopersicum L. cv. Kokomo a od n&j odvozeny recesivni
mutant yg-2 (yellow-green 2, odvozen od cv. Kokomo; deficientni

ve fytochromovém chromoforu; Terry and Kendrick 1996)

Semena mutantll byla laskavé poskytnuta C. M. Rick, TGC:
Tomato Genetics Cooperative, http://tgc.ifas.ufl.edu/)

kultivatni médium MS (Murashige and Skoog 1962): MS basal
medium (Duchefa Biochemie; kat. €. M0221)

sacharoza

agar: phyto agar (Duchefa Biochemie, Nizozemsko; kat. €.
P1003.1000)

sterilni destilovana voda

1M KOH

pufr MES 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid
70% a 96% ethanol

SAVO - ziedény komercni roztok chlornanu sodného (obsah
aktivniho chloru 2,8 %)

kyselina anthracen-9-karboxylové (9-AC; zasobni roztok 102
mol.I")

kyselina 4,4'-diisothiokyano-2,2'-stilbendisulfonova (DIDS;
zasobni roztok 102 mol.I")
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Pomucky:

Pristroje:

Zdroje svétla:

Kopistka, 1zi€ky, vazenky, alobal, 3litrova Erlenmayerova barika,
litrovy odmérny vélec, 5 x 500ml termolahev, magnetické
michatko, magneticka ty¢ka na vytahovani michatka, barevna
paska, autoklavovaci paska, lihova fixa, dlouha pinzeta, lihovy
kahan, zapalky, sterilni Erlenmayerova banka (300 ml), nesterilni
kadinku na odpad (cca. 300 ml), plastové sterilni Petriho misky
(primér 90 mm), lepici paska z netkané textilie (Urgopore nebo
Softpore: Batist Medical, a.s., Ceska republika), cca. 100 ml
skleni¢ka na ethanol, hlinikova folie, 3 falkony 50 ml (2 nesterilni,
1 sterilni), plastovy stojan na mikrozkumavky, 10ml automaticka
pipeta a sterilni Spi€ka, 1ml automaticka pipeta a sterilni Spicky,

plastovy stojan na Petriho misky

pH metr, magneticka michacka, laboratorni vahy, analytické vahy,
automatické rdstové komory Microclima 1000 (Snijders Scientific
B.V., The Netherlands) s modrym a €ervenym svétlem, laminarni
flowbox, mikrovinna trouba, lednice, mrazak na -20 °C, parni

autoklav

Zdrojem modrého svétla byla trubice Philips TLD-36W/18-Blue

(Philips USA) s maximalni ozarenosti 10 pmol m2s™ pfi 440 nm

Zdrojem Cerveného svétla byla trubice Philips TLD-36 W/15-Red

(Philips, USA) s maximalni ozarenosti 10 umol m2s™ pfi 660 nm
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3.1 Priprava MS média

Pro experimenty bylo pouzito zakladni kultivaéni médium (Murashige and Skoog 1962).
Priprava 2 litrd média byla provedena do 3litrové Erlenmayerovy barky s viozenym
magnetickym michatkem a doplnéné na 1 | destilovanou vodou. Barika byla umisténa
na magnetickou michacku. Do Erlenmayerovy barky bylo postupné pridano za stalého
michani 20 g sacharézy, 8,6 g MS média a 390,4 mg pufru MES. Po rozpusténi latek byl
objem roztoku doplnén destilovanou vodou na 2 litry. Do roztoku byla vlozena pH sonda
a pH bylo upraveno pomoci 1M KOH na pozadovanou hodnotu 6,1. Nasledné bylo do
kazdé z péti 400 ml termolahvi navazeno 2,8 g agaru a pomoci odmérného valce byla
kazda z lahvi doplnéna 400 ml pfipraveného roztoku média. Vicko lahve bylo zabaleno
do alobalu, lahve byly popsany a sterilizovany v parnim autoklavu. Lahve se sterilnim

médiem byly skladovany v lednici pro pozdé;jsi pouziti.

3.2 Povrchova sterilizace semen

Povrchova sterilizace semen probihala v laminamim flowboxu. Semena byla napoéitana
na potrebny pocet pro planovany experiment. To znamena pro kazdy genotyp nejméné
360 semen v kazdém experimentu s inhibitorem 9-AC a nejméné 450 semen pro kazdy
experiment s inhibitorem DIDS. Semena byla umisténa zvlast do dvou nesterilnich 50ml
plastovych zkumavek Falcon. Nasledné byla semena za ob&asného protrepani
sterilizovdna pomoci zfedéného komeréniho roztoku chlornanu sodného (SAVO)
s obsahem aktivniho chloru 2,8 %, a to po dobu 25-30 minut. Poté byla semena nejméné
pétkrat proplachnuta sterilni destilovanou vodou pomoci 10ml automatické pipety. Po

dukladném proplachnuti bylo k semendm pfidano 5 ml sterilni destilované vody.

3.3 Priprava média obsahujiciho inhibitory

Pro kultivaci semen byly pouzity plastové sterilni Petriho misky (prdmér 90 mm).
Do kazdé misky bylo nalito 20 ml média obsahujici bud inhibitor 9-AC,
a to v koncentracich 0, 100, 150 a 200 umol.I"" nebo inhibitor DIDS v koncentracich 0,
100, 150, 200 a 250 pmol.I'". Médium pro nalévani misek bylo rozehiéato v mikrovinné
troubé, v mnozstvi 120 ml nalito do sterilni 300 ml Erlenmayerovy banky a k nému byl
pridan pomoci 1 ml automatické pipety dany inhibitor o koncentraci 102 mol.I"' v takovém
mnozstvi, abychom dostali pozadovanou koncentraci. Médium pak bylo rozlito pomoci
sterilni 50 ml plastové zkumavky do celkem 6 misek (dva genotypy, tfi svételné

podminky).
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Tabulka €. 1: Pouzité koncentrace a objemy zasobniho roztoku inhibitord (zasobni roztok 102 mol.|"")

inhibitor pouzité koncentrace (umol I'")
DIDS 0 100 150 200 250
9-AC 0 100 150 200 -

mnozstvi inhibitoru na 120 ml média (ml)

0 1,2 1,8 24 3

3.4 Vysev semen

Vysev semen probihal v laminarnim flowboxu. Semena byla vysévana pomoci dlouhé
pinzety, namocené v 96% ethanolu a ozehnuté nad plamenem lihového kahanu.
Do kazdé misky bylo vyseto cca. 30 semen, s tim, Ze semena jednotlivych genotypu
byla vyseta oddélené. Misky byly nasledné zalepeny pomoci dvou vrstev lepici pasky
z netkané textilie a vertikalné umistény do plastovych stojanu jednotlivé za sebou. Misky
se semeny urCenymi pro kultivaci na €erveném a modrém svétle byly umistény
do kultivaéni rastové komory s Cervenym svétlem, respektive do kultivacni rlstové
komory s modrym svétlem. Misky se semeny uréenymi pro kultivaci ve tmé byly obaleny

hlinikovou félii. Semena byla kultivovana pfi teploté 23°C po dobu 7 az 8 dn.

3.5 Vyhodnoceni experimentu

Klicivost semen byla sledovana na bilém svétle na laboratornim stole a byla
zaznamenavana od tretiho az ¢tvrtého den od vysevu semen. Kli€ivost byla vyjadiena
v procentech. Data byla zapisovdna do zhotovenych formulari, rozdélena podle
jednotlivych koncentraci inhibitord, svételnych podminek a genotypl, ato kazdy den
zvlast. Procentudlni klicivost z jednotlivych experimentd byla nasledné vynesena
do tabulek v programu Excel, kde byla vypocitana priimérna klicivost, smérodatna
odchylka, standartni chyba a procentualni inhibice kli¢ivosti vlivem daného inhibitoru.

Vysledky pak byly vyneseny do grafu pomoci programu Excel.
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4 Vysledky

Experimentéalnim cilem bakalarské prace bylo studium citlivosti kliceni semen mutantt
rajcete (Solanum lycopersicum L.) k inhibitordm iontovych kanali (9-AC a DIDS)
v zavislosti na svételnych podminkach. Ke studiu bylo vyuzito genetického pfistupu,
ktery spocival ve fyziologické analyze mutant(i s mutacemi v biosyntéze chromoforu
fytochrom( (mutanti au” a yg-2), nebo v samotném fytochromu (mutant #ri7).
Experimenty s klicenim semen fotomorfogennich mutantt rajcete byly provadény
ve trech rliznych svételnych podminkach, konkrétné ve tmé, na modrém a cerveném
svétle. Pfi pokusech byly semena vystavena plisobeni inhibitor(i aniontovych kanald
DIDS a 9-AC stim, ze testované koncentrace inhibitor(i se pohybovaly od 0 pmol.I!
po 200 pmol.I" pro 9-AC a pro DIDS od 0 pmol.I'' do 250 pmol.I", a to vzdy pro v§echny
testované svételné podminky. Byla tak zkoumana spojitost mezi svételnymi podminkami
a signalnimi drahami aniontovych kanal(, které byly vystaveny uc¢inkdm inhibitor(i téchto
kanall. K dosazeni uvedenych vysledkll byly provedeny experimenty popsané v kapitole

material a metodika.

4.1 Kliceni semen tri1 a cv. GT v zavislosti na svétle a inhibitoru 9-AC

Obrazek 5 ukazuje zavislost kliivosti semen mutanta tri1 a odpovidajiciho kontrolniho
genotypu cv. GT ve tmé na koncentraci inhibitoru aniontovych kanalt 9-AC. Na obrazku
je patrné, ze maximalni klicivost semen tri1 a cv. GT po 7 az 8 dnech kultivace
na zakladnim médiu dosahovala podobnych hodnot, a to kolem 90 %. Se zvySujici se
koncentraci inhibitoru 9-AC se kli¢ivost semen obou genotypll postupné snizovala a pfi
koncentraci 200 umol.I"" dosahovala kli¢ivost hodnot 50 az 60 %.
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Obrazek 5: Zavislost maximalni kliCivosti semen mutanta #ri7 a cv. GT na koncentraci inhibitoru 9-AC
ve tmé. Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané ze 4 nezavislych experimentt
7. az 8. den po vysevu.
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Na obrazku 6 |ze dale vidét zavislost kliivosti semen na koncentraci 9-AC kultivovanych
na modrém svétle. Z grafu je patrné, Ze klicivost semen obou genotypl se pohybovala
na zakladnim médiu kolem 70 % s tim, Ze uz pfi koncentraci 100 pmol.I" byla kli¢ivost
semen velmi vyrazné inhibovana. Je rovnéz patrné, ze pfi koncentracich 100 a 150

pmol.I'" 9-AC byla kli¢ivost semen mutanta inhibovana silnéji nez klicivost semen cv. GT.
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Obrazek 6: Zavislost maximalni kliCivosti semen mutanta fri7 a cv. GT na koncentraci inhibitoru 9-AC
na modrém svétle. Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané ze 4 nezavislych
experimentd 7. az 8. den po vysevu.

Uginek inhibitoru 9-AC na kliivost semen obou genotypl na &erveném svétle pak
ukazuje Obr. 7. Z grafu Ize vycist, Ze kliivost semen obou genotypu se po 7 az 8 dnech
kultivace na médiu bez inhibitoru pohybovala mezi 70 az 80 %. Rostouci koncentrace
inhibitoru zpUsobila inhibici kliceni semen obou genotypl, nicméné mutant tri1 vykazoval
nizsi kli€¢ivost semen v zavislosti na rostouci koncentraci inhibitoru a zaroven cv. GT
projevil tmér lineérni zavislost kliivosti semen na rostouci koncentraci inhibitoru.
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Obrazek 7: Zavislost maximalni kliCivosti semen mutanta fri7 a cv. GT na koncentraci inhibitoru 9-AC
na Gerveném svétle. Graf ukazuje primémé hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané ze 4 nezavislych
experimentd 7. az 8. den po vysevu.
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Obrazek 8 pak vyjadfuje porovnani inhibice kliCivosti semen cv. GT a tri1 pfi testovanych
koncentracich 9-AC za tfi riznych svételnych podminek. Kliceni bylo inhibovano 9-AC
u obou genotypl s rostouci koncentraci inhibitoru. U obou genotypl se inhibi¢ni efekt
projevil nejvice na modrém svétle, kdy inhibice kli€ivosti dosahovala 75 az 85 %.
Klic¢ivost semen genotypu tri1 byla inhibovana vyraznéji nez kli¢ivost semen cv. GT.
Taktéz se u tohoto genotypu inhibice KkliCivosti projevila jako linearnéjsi zavislost
na rostouci koncentraci inhibitoru nez u mutantniho tri1. U tri1 se inhibice kliCivosti
vyrazné projevila uz pfi koncentraci 100 umol.I". Pfi koncentracich 150 a 200 ymol.I"*
se inhibice kli¢ivosti jiz vyraznéji nezvySovala.
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Obrazek 8: Porovnani inhibice kliivosti semen mutanta tri7 a cv. GT ve tmé, na modrém a ¢erveném svétle
vlivem 9-AC. Graf ukazuje primérné hodnoty inhibice kli¢ivosti semen (+ SE) vypocitané ze 4 nezavislych
experimentd 7. az 8. den po vysevu.

4.2 Kliceni semen tri1 a cv. GT v zavislosti na svétle a inhibitoru DIDS

U semen mutanta tri1 a cv. GT nebyl prokazan vyrazny ucinek inhibitoru DIDS
na kliivost. Ve tmé nebyl pozorovan zadny vétsi rozdil v kli€ivosti semen se stoupajici
koncentraci inhibitoru DIDS. Obrazek 9 ukazuje zavislost maximalni kli€ivosti cv. GT
a mutanta tri1 na koncentraci inhibitoru DIDS ve tmé&. Projevil se pouze lehky rozdil mezi
klicivosti semen cv. GT a tri1 po sedmi az osmi dnech kultivace na zakladnim médiu,
a to rozdil priblizné 10 %.
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Obrazek 9: Zavislost maximalni klicivosti semen mutanta tri7 a cv. GT na koncentraci inhibitoru DIDS
ve tmé. Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané z 5 nezavislych experiment( 7. az 8.
den po vysevu.

Podle obrazku 10, ukazujiciho zavislost maximailni kli¢ivosti semen mutanta trif acv. GT
na koncentraci inhibitoru DIDS na modrém svétle, bylo kli¢eni u semen obou genotypl
vlivem DIDS lehce stimulovano, konkrétné u koncentrace 100 umol.I"" kli¢ivost stoupla

zhruba 0 10 %. Tento rozdil se uz se stoupajici koncentraci déle vyrazné neménil.
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Obrazek 10: Zavislost maximalni klic¢ivosti semen mutanta fri7 a cv. GT na koncentraci inhibitoru DIDS
na modrém svétle. Graf ukazuje primémé hodnoty klicivosti semen (x SE) ziskané z 5 nezavislych
experimentd 7. az 8. den po vysevu.

Obrazek 11 ukazuje zavislost maximalni kli¢ivosti semen mutanta tri7 a cv. GT

na koncentraci inhibitoru DIDS na Cerveném svétle. Kliivost semen obou genotypu

se pohybovala na zakladnim médiu kolem 90 %. Kli€ivost semen cv. GT se stoupajici

koncentraci inhibitoru lehce klesala, a to o zhruba 10 % jiz pii koncentraci 100 pmol.I",

nicméné nadale uz vice neklesala. Kliivost semen mutanta tri1 za pfitomnosti DIDS

byla vice variabilni nez u cv. GT, pficemz tento inhibitor pii koncentraci 100 umol.I
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kli¢ivost mirné redukoval, zatimco pfi koncentraci 150 umol.I"' dochazelo naopak k mirné

stimulaci kliceni.
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Obrazek 11: Zavislost maximalni klic¢ivosti semen mutanta fri7 a cv. GT na koncentraci inhibitoru DIDS
na Gerveném svétle. Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané ze 3 nezavislych
experimentd 7. az 8. den po vysevu.

Obrazek 12 ukazuje porovnani inhibice kli¢ivosti semen mutanta tri7 a cv. GT za rdznych
svételnych podminek. Na svétle byla inhibitorem DIDS ovlivnéna kli€ivost semen
kontrolniho genotypu cv. GT vice, nez mutanta fri7. Na modrém svétle se projevila lehka
stimulace kli¢ivosti cv. GT kolem 15 %, na €erveném svétle se naopak projevila lehka
inhibice kolem 10 %. U mutanta tri1 se na modrém svétle se projevila lehka stimulace
kli¢ivosti vramci 10 %, pficemz ucinky inhibitoru nebyly vyrazné zavislé
na jeho koncentraci.
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Obrazek 12: Porovnani inhibice kliGivosti semen mutanta tri7 a cv. GT ve tmé&, na modrém a &erveném
svétle pii aplikaci DIDS. Graf ukazuje primérné hodnoty inhibice kli¢ivosti semen (x SE) vypocitané z 5

nezavislych experimentd ve tmé a na BL, v pfipadé RL ze 3 nezavislych experimentd 7. az 8. den po vysevu.
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4.3 Kliéeni semen au" a cv. MM v zavislosti na svétle a inhibitoru 9-AC

Obrazek 13 zachycuje zavislost kli¢ivosti semen mutanta au® a cv. MM na koncentraci
inhibitoru 9-AC ve tmé po sedmi az osmi dnech kultivace semen. Maximalni kli¢ivost
semen obou genotyp(l bez inhibitoru se pohybovala mezi 90 % a 100 %. S rostouci
koncentraci 9-AC kli¢ivost semen lehce poklesla. Pokles se pohyboval kolem 10 % pro
mutanta au". Pro semena cv. MM byl pokles kli¢ivosti okolo 20 %. Rozdily v kli¢ivosti

semen pro ruzné koncentrace inhibitoru 9-AC byly ve tmé pro oba genotypy minimaini.
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Obrazek 13: Zavislost klitivosti semen mutanta au” a cv. MM na koncentraci inhibitoru 9-AC ve tmé. Graf
ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (x SE) ziskané z 5 nezavislych experimentd 7. az 8. den

po vysevu.

Na obrazku 14 je pak ukazana zavislost kli¢ivosti semen mutanta au” a cv. MM
na koncentraci inhibitoru 9-AC na modrém svétle. Kli€ivost po sedmi az osmi dnech
kultivace na zakladnim meédiu dosahovala u obou genotypl 85 %. Se zvysujici
se koncentraci 9-AC se projevil vyrazny pokles kliCivosti jiz od 100 umol.I". Pri této
koncentraci se pokles kligivosti projevil méné u mutanta au" (pokles kli¢ivosti na 30 %)

nez u cv. MM (redukce kli€ivosti na 10 %).
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Obrazek 14: Zavislost kli¢ivosti semen mutanta au" a cv. MM na koncentraci inhibitoru 9-AC na modrém
svétle. Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (x SE) ziskané z 5 nezavislych experimentl 7. az 8.

den po vysevu.

Obrazek 15 dale udava zavislost kli¢ivosti semen mutanta au'’a cv. MM na koncentraci
inhibitoru 9-AC na cerveném svétle. Lze z néj vycist, Ze klicivost semen obou genotypu
po sedmi az osmi dnech kultivace za nepfitomnosti inhibitoru lehce presahovala 90 %.
Se stoupajici koncentraci inhibitoru 9-AC se u obou genotypu klicivost snizovala.
Zatimco u mutantniho genotypu au" byl pokles klicivosti podobny u vdech
tfi testovanych koncentraci 9-AC (snizeni Kli€ivosti zhruba o 20 %), u kontrolniho
genotypu cv. MM se pokles zvySoval se zvySujici se koncentraci 9-AC. Pfi koncentraci
200 pmol.I'* dosahl tento pokles az 40 %.
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Obrazek 15: Zavislost kli¢ivosti semen mutanta aua cv. MM na koncentraci inhibitoru 9-AC na ¢erveném
svétle. Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (x SE) ziskané z 5 nezavislych experimentl 7. az 8.

den po vysevu.
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Hodnoty inhibice klicivosti semen obou genotypli po sedmi az osmi dnech kultivace
na v8ech testovanych koncentracich 9-AC a v8ech svételnych podminkach jsou ukazany
na obrazku 16. Inhibitor 9-AC redukoval kli¢ivost semen obou genotypl v zavislosti
na jeho zvysujici se koncentraci. Inhibice kliivosti na modrém svétle byla nejvyrazné;si
a dosahovala hodnot pfes 90 % pro genotyp cv. MM, pro mutanta au"’ hodnot o néco
nizSich. Podobna situace nastala i na ¢erveném svétle a ve tmé&. Obecné na svétle
byl inhibini ucinek 9-AC na oba genotypy mnohem silnéjSi nez ve tmé.
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Obrazek 16: Porovnani inhibice kliivosti semen mutanta au" a cv. MM ve tmé&, na modrém a erveném
svétle vlivem 9-AC. Graf ukazuje primérné hodnoty inhibice kliceni semen (x SE) ziskané z 5 nezavislych
experimentd 7. az 8. den po vysevu.

4.4 Kliéeni semen au" a cv. MM v zavislosti na svétle a inhibitoru DIDS

Obrazek 17 zobrazuje zavislost kli¢ivosti semen mutanta au” a cv. MM na koncentraci
inhibitoru DIDS ve tmé. Kli€ivost semen bez pfitomnosti DIDS se pohybovala po sedmi
dnech kultivace okolo 90 % u genotypu au". Pro genotyp cv. MM pak okolo 100 %.
V pfipadé obou genotypl se ucinek DIDS pfi v§ech testovanych koncentracich vyraznéji
neprojevil. Pro koncentraci 200 umol.I'" se projevila snizena klic¢ivost semen cv. MM,

ale s vétsi standartni chybou nez pro ostatni vysledky.
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Obrazek 17: Zavislost kli¢ivosti semen mutanta au” a cv. MM na koncentraci inhibitoru DIDS ve tmé. Graf

ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (x SE) ziskané ze 3 nezavislych experimentd 7. den po vysevu.

Obrazek 18 ukazuje obdobnou zavislost kli¢ivosti semen cv. MM a mutanta au”

na koncentraci inhibitoru DIDS na modrém svétle po sedmi dnech kultivace semen.
Na modrém svétle doslo k lehkeé stimulaci kli¢ivosti semen u cv. MM oproti au”. Kontrolni
genotyp cv. MM zacinal na kliivosti semen kolem 80 %, zatimco kli€ivost mutantniho
genotypu byla lehce vyssi, dosahovala az 95 %. Se zvySujici se koncentraci inhibitoru

DIDS se kli¢ivost semen cv. MM vyrovnala kli¢ivosti mutantniho genotypu au.
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Obrazek 18: Zavislost kli¢ivosti cv. MM a mutanta au' na koncentraci inhibitoru DIDS na modrém svétle.
Graf ukazuje primérné hodnoty kliceni ze 3 nezavislych experimentl (+ SE) 7. den po vysevu.

Obrazek 19 popisuje zavislost kli¢ivosti semen cv. MM a mutanta au"’ na koncentraci
inhibitoru DIDS na &erveném svétle po sedmi dnech kultivace semen. Cervené svétlo
v kombinaci s inhibitorem DIDS nemélo na kli¢ivost semen vyrazny ucinek. Genotyp cv.
MM vykazoval kli¢ivost semen kolem 100 %. Genotyp au” kli¢ivosti semen jen lehce
presahl 90 %.
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Obrazek 19: Zavislost kli¢ivosti semen mutanta au®’ a cv. MM na koncentraci inhibitoru DIDS na ¢erveném
svétle. Graf ukazuje primérmé hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané ze 3 nezavislych experimentl 7. den
po vysevu.

Obréazek 20 nasledné zachycuje porovnani inhibice klicivosti semen cv. MM a au" vlivem
DIDS za testovanych svételnych podminek po sedmi dnech kultivace semen. Kontrolni
genotyp cv. MM vykazoval na modrém svétle lehkou stimulaci kliivosti semen oproti
mutantnimu au". Pro koncentraci DIDS 200 umol.I"" se projevila inhibice kli¢ivosti semen
genotypu cv. MM necelych 30 %, nicméné tento vysledek je zatizen vétsi standartni
chybou a pro vy$8i koncentraci inhibitoru se tato inhibice neopakovala.
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Obrazek 20: Porovnani inhibice kli¢ivosti semen mutanta au" a cv. MM ve tmé, na modrém a ¢erveném
svétle za pfitomnosti DIDS. Graf ukazuje primérné hodnoty inhibice kli¢ivosti semen (+- SE) vypoditané
ze 3 nezavislych experimenti 7. den po vysevu.
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4.5 Kliéeni semen yg-2 a cv. Kokomo v zavislosti na svétle a inhibitoru 9-AC

Na obrazku 21 je zachycena zavislost kli€ivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo
v zavislosti na koncentraci inhibitoru 9-AC ve tmé po sedmi az osmi dnech kultivace.
Z néj je patrné, ze klicivost semen obou genotypli dosahovala bez pfitomnosti inhibitoru
95 % a v zavislosti na zvySuijici se koncentraci inhibitoru 9-AC se jejich klicivost vyrazné
nezménila. Pfi nejvy$si testované koncentraci 9-AC byla pozorovana inhibice kli¢ivosti

semen obou genotypu okolo 10 %.
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Obrazek 21: Zavislost kliCivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo na koncentraci inhibitoru 9-AC ve tmé.
Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (x SE) ziskané ze 4 nezavislych experimenti 7. den
po vysevu.

Na obrazku 22 je zobrazena zavislost kli€ivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo
na koncentraci inhibitoru 9-AC na modrém svétle. Kli€ivost semen kontrolniho genotypu
cv. Kokomo dosahovala na zakladnim médiu zhruba 85 %, zatimco kli¢ivost mutantniho
genotypu yg-2 byla pfiblizné o 5 % vyssi. S rostouci koncentraci inhibitoru byla kli¢ivost
semen silné redukovana u kontrolniho genotypu cv. Kokomo, kdezto u semen mutanta
yg-2 nebyla kli¢ivost semen vyrazné ovlivnéna. Inhibice kli¢ivosti semen cv. Kokomo
pomoci 9-AC stoupala se zvySuijici se koncentraci a projevila se nejvice pfi koncentraci
200 pmol.I". Vysledky pro kliceni cv. Kokomo a yg-2 na modrém svétle se podobaji

vysledkdm u cv. MM a au" pfi kli¢eni ve stejnych podminkach.
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Obrazek 22: Zavislost kli¢ivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo na koncentraci inhibitoru 9-AC
na modrém svétle. Graf ukazuje primémé hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané ze 4 nezavislych

experimentd 7. den po vysevu.

Vliv inhibitoru 9-AC na kli¢ivost semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo na €erveném svétle
po sedmi dnech kultivace semen je znazornén na Obr. 23. Kontrolni genotyp cv. Kokomo
vykazoval na zakladnim médiu kli¢ivost semen kolem 85 %, zatimco mutantni genotyp
yg-2 vykazoval klicivost semen zhruba o 5 az 10 % vyssi. Klic¢ivost obou genotypu nebyla
inhibitorem 9-AC na €erveném svétle nijak vyrazné ovlivnéna a podoba se kli¢ivosti

téchto genotypl ovlivnénych inhibitorem 9-AC ve tmé.
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Obrazek 23: Zavislost kli¢ivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo na koncentraci inhibitoru 9-AC
na Gerveném svétle. Graf ukazuje primémé hodnoty kliivosti semen (+ SE) ziskané ze 4 nezavislych

experimentd 7. den po vysevu.

Vysledky klieni semen cv. Kokomo a odvozeného mutanta yg-2 ukazaly, ze inhibitor
9-AC mél vyraznéjsi vliv pouze na kliivost semen u cv. Kokomo, a to na modrém svétle,

jak je patrné z obrazku 24. Ten ukazuje, ze kli€ivost semen cv. Kokomo byla inhibovana
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pfi vSech testovanych koncentracich 9-AC, a to od 10 do 30 %, zatimco semena mutanta

yg-2 byla vléi 9-AC tolerantni.
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Obrazek 24: Porovnani inhibice kliCivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo ve tmé&, na modrém
a Gerveném vlivem 9-AC. Graf ukazuje primérné hodnoty inhibice kli¢ivosti semen (+ SE) vypocitané ze 4
nezavislych experimentt 7. az 8. den po vysevu.

4.6 Kliéeni semen yg-2 a cv. Kokomo v zavislosti na svétle a inhibitoru DIDS

Obrazek 25 ukazuje zavislost klicivosti cv. Kokomo a mutanta yg-2 na koncentraci
inhibitoru DIDS ve tmé po sedmi dnech kultivace semen. Zatimco kontrolni genotyp
cv. Kokomo vykazoval na médiu bez inhibitoru kli¢ivost semen kolem 95 %, mutantni
genotyp yg-2 vykazoval klic¢ivost semen zhruba o 15 % nizsi. Se stoupajici koncentraci

inhibitoru DIDS se tato klicivost néjak vyraznéji neménila.
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Obrazek 25: Zavislost kliCivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo na koncentraci inhibitoru DIDS ve tmé.
Graf ukazuje primérné hodnoty kli¢ivosti semen (x SE) ziskané ze 3 nezavislych experimenti 7. den
po vysevu.
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Z obrazku 26 |ze vycist zavislost kliivosti cv. Kokomo a mutanta yg-2 na koncentraci
inhibitoru DIDS na modrém svétle. Kontrolni genotyp vykazoval bez pfitomnosti DIDS
kli¢ivost semen kolem 85 % a tato kli€ivost se v zavislosti na stoupajici koncentraci
inhibitoru vyraznéji nezménila. Pro mutantni genotyp yg-2 dosahovala kli¢ivost semen
na zakladnim médiu kolem 70 % a DIDS kli¢ivost semen vyrazné neovlivnil. Pouze
na koncentraci 150 umol.I'" DIDS snizil klicivost semen na asi 55 %, pficemz tento

vysledek je zatizeny vétsi statistickou chybou.

100,0
90,0 |- -I— - z
80,0 1 ) 4
70,0
60,0
50,0
——yg-2

40,0

cv. Kokomo
30,0

klicivost semen (%)

20,0
10,0

0,0
0 50 100 150 200 250 300

[DIDS] (pmol.I1)

Obrazek 26: Zavislost kliCivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo na koncentraci inhibitoru DIDS
na modrém svétle. Graf ukazuje primémé hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané ze 3 nezavislych

experimentd 7. den po vysevu.

Na obrazku 27 je zobrazena zavislost kli¢ivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo
na koncentraci inhibitoru DIDS na ¢erveném svétle po sedmi dnech kultivace semen.
Klic¢ivost semen obou genotypu dosahovala na zakladnim médiu hodnot mezi 85 a 90 %.
DIDS v testovanych koncentracich nemél na klicivost semen obou genotypl vyrazny

vliv.
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Obrazek 27: Zavislost kliCivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo na koncentraci inhibitoru DIDS
na Gerveném svétle. Graf ukazuje primémé hodnoty kli¢ivosti semen (+ SE) ziskané ze 3 nezavislych
experimentd 7. den po vysevu.

Z obrazku 28, ktery ukazuje porovnani inhibice kli€ivosti semen mutanta yg-2
a cv. Kokomo ve tmé, na modrém a €erveném svétle po sedmi dnech kultivace semen
je zifejmé, Ze inhibitor DIDS nemél na inhibici kli¢ivosti obou genotypu konzistentni vliv
a je patrné, ze vysledky jsou zatizeny vétSimi statistickymi chybami v poméru

k vyznaéenym hodnotam.
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Obrazek 28: Porovnani inhibice kliCivosti semen mutanta yg-2 a cv. Kokomo a ve tmé&, na modrém
a Gerveném svétle za piitomnosti inhibitoru DIDS. Graf ukazuje primérmé hodnoty inhibice kliivosti semen
(£ SE) vypocitané ze 3 nezavislych experimenti 7. den po vysevu.
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5 Diskuse

Fotoreceptory rostlin jsou sou€asti slozité sité signalizacnich a regulaénich drah, které
se navzajem proplétaji, ovliviiuji a doplhuji ve svych funkcich a konecnych projevech
na fenotypy rostlin. Témito receptory jsou receptory modrého svétla, jako jsou napfiklad
fototropiny nebo kryptochromy, a receptory ¢erveného svétla fytochromy. K odhaleni
ucinkd, funkce a signalizacnich drah jednotlivych fotoreceptorll je vyuzivano
fotomorfogennich mutantl, jako jsou napfiklad Arabidopsis thaliana nebo Solanum
lycopersicum L. Je vyuzivano deficienci v genech koédujicich pfislusné fotoreceptory
k pozorovani projevu na urovni fenotypu rostlin a nasledné jsou zkoumany fyziologické
procesy téchto vybranych mutantl na molekularni trovni.

V této praci bylo studium zacileno na rostlinné fotoreceptory fytochromy,
které maji absorpéni maximum v Cervené oblasti svétla (ale absorbuji i svétlo modré)
a hraji vyznamnou ulohu v kliceni semen. Cilem bakalarské prace bylo zjistit, zda jsou
v kliceni semen rajCete zapojeny aniontové kandly a zda fytochromy mohou regulaci
téchto aniontovych kanalll ovliviiovat proces kli¢eni.

V bakalarské praci bylo testovano kliCeni semen mutanta fri1 s defektem
ve fytochromu B1, a mutantd au" a yg-2, ktefi jsou deficientni ve fytochromovém
chromoforu. Mutanti au”a yg-2 se ovéem lisi se geny, ve kterych byla nalezena mutace.
Zatimco mutant yg-2 ma defekt v hem oxygenaze, enzymu konvertujicimu hem
na Biliverdin 1Xa, mutant au" je defektni v genu kodujicim enzym P®B syntazu,
ktery konvertuje biliverdin IXa na 3Z-fytochromobilin (Obr. 29; Terry and Kendrick 1996).

Heme

Heme oxygenase

’

Biliverdin IXx
P @B synthase
\

3Z-phytochromobilin

P®B isomerase

A
3E-phytochromobilin

Apophytochrome

Holophytochrome (Pr)
Obrazek 29: Biosyntéza chromoforu fytochromu podle Terry and Kendrik 1996.
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Experimenty s klicenim semen fotomorfogenniho mutanta au” a kontrolniho
genotypu cv. MM ukazaly, Ze inhibitor 9-AC inhiboval klicivost semen obou genotypl
v zavislosti na zvysujici se koncentraci 9-AC. Na ¢erveném, ale predev§im na modrém
svétle byl inhibini uc¢inek 9-AC na kli€eni semen kontrolniho genotypu cv. MM mnohem
silngji neZz ve tmé&. Soucasné bylo pozorovano, Ze kli€eni semen mutanta au"
bylo na modrém i €erveném svétle méné inhibovano inhibitorem 9-AC nez kliceni semen
cv. MM. Tyto vysledky tedy ukazuji, ze €ervené svétlo, a pfedevsSim modré svétlo zesiluje
inhibiéni uc¢inek 9-AC na kli€eni semen rajCete. Takto zvySena citlivost semen
k inhibitoru aniontovych kanall napovida, Zze svételna signalizace v rostlinach m{ize vést
ke zvy$ené citlivosti kanalll k 9-AC (napf. zména konformace kanalu, zvysena afinita
kanalu k inhibitoru). Je rovnéz mozné, Ze svétlo snizuje pocet aniontovych kanald,
napfiklad tim, ze potlacuje expresi genu kédujicich 9-AC sensitivni kanaly. Podobny
zavér Ize ucinit i na zakladé vysledk(i experiment(l s cv. Kokomo a odvozenym mutantem
yg-2. V tomto pfipadé byl v8ak zesilujici u€inek na citlivost semen cv. Kokomo k 9-AC
pozorovan pouze na modrém svétle, nikoliv na svétle ¢erveném. To plyne z toho,
ze cv. MM ukazoval mnohem vyssi citlivost semen k 9-AC na modrém i Eerveném svétle
nez cv. Kokomo (Obr. 16 a 24). V souladu s tim, mutant yg-2 odvozeny od cv. Kokomo
ukazoval snizenou citlivost k inhibi¢nimu ucinku 9-AC pouze na modrém svétle (Obr. 24)
a nikoliv na &erveném, jak tomu bylo v pfipadé mutanta au".

Experimenty s klicéenim fotomorfogenniho mutanta tri7 a kontrolniho genotypu
cv. GT odhalily, Zze 9-AC inhiboval kliceni semen obou genotypl umérné s rostouci
koncentraci. Podobné jako u cv. MM modré svétlo vyrazné zvysovalo citlivost semen
cv. GT k inhibiénimu ucinku 9-AC. Soucasné bylo zjisténo, ze kliivost semen mutanta
tri1 byla inhibovana vlivem 9-AC vyrazné vice nez u kontrolniho cv. GT, a to za vSech
testovanych svételnych podminek. Mutace tri7 tedy obecné zpUsobila zvy$enou citlivost
semen k inhibitoru 9-AC. To tedy vede k zavéru, ze funkéni PhyB1, ve kterém je mutant
tri1 deficientni, mdze snizovat reakci semen k inhibiénimu G€inku 9-AC. Lze tedy
spekulovat, ze PhyB1 by mohl snizovat citlivost aniontovych kanalu k inhibitoru 9-AC
nebo by mohl stimulovat genovou expresi vedouci k syntéze pfislusnych aniontovych
kanalud, a tak snizovat citlivost semen k inhibitoru 9-AC.

Inhibitory aniontovych kanalll, jsou latky blokujici aktivitu aniontovych kanald
atim snizuji prenos aniontll skrze tyto kandly. To ovliviiuje bunécnou signalizaci
a procesy na aniontech zavislé. Plsobenim inhibitord aniontovych kanalli tak mudze
dochazet k blokovani reakci na vnéjSi podnéty, ve kterych jsou aniontové kanaly
zapojeny. Dochazi tak k ovliviiovani rliznych procesl ve vyvoji rostlin. Zejména u 9-AC
bylo ukazano, ze muze puUsobit jako inhibitor kliceni semen v zavislosti na svételnych
podminkach (Bubenikova 2017). Vysledky experiment( kliceni semen s inhibitorem

DIDS ukazuji, ze tento inhibitor ma na kliceni semen rajete jen velmi slaby ucinek,
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u genotypl cv. GT a cv. MM dokonce kliceni na modrém svétle mirné stimuluje.
Podobné vysledky s inhibitorem DIDS byly dosazeny napfiklad v praci
(Maleckova 2013). To by mohlo naznacovat, ze na DIDS citlivé aniontové kanaly nejsou
v semenech rajcete pfitomny nebo nejsou v procesu kliceni semen pfimo zapojeny.

Vysledky bakalarské prace tedy ukéazaly, ze aniontové kanaly citlivé k 9-AC
jsou nezbytné v procesu kliceni semen rajcete. Vysledky bakalarské prace rovnéz
demonstrovaly, ze odpovédi semen k 9-AC mohou byt regulovany svétlem a ze tedy
svétlo uréitym zplsobem reguluje fungovani aniontovych kanal(l. Mize tak dochazet
i k ovliviiovani aniontové signalizace zapojené napfiklad v signalizaci fytohormont ABA

a GA, které se na kliceni semen podileji.
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6 Zaveéer

Cilem bakalarské prace bylo pomoci farmakologického a genetického pristupu zjistit,
zda svétlo prostrednictvim fytochrom( mize ovliviiovat aktivitu anionovych kanal(
v prabéhu kliceni semen. Ke zkoumani procesu kliceni semen in vitro bylo vyuzito studia
klicivosti semen fotomorfogennich mutantld rajcete (Solanum lycopersicum L.)
v zavislosti na rznych koncentracich inhibitor(i aniontovych kanalt 9-AC a DIDS a pfi
rlznych svételnych podminkach, konkrétné ve tmé, na modrém a Cerveném svétle.

Z dosazenych vysledku vyplyva, ze aniontové kandly jsou zapojeny v procesu
kliceni semen, a to na svétle i ve tmé. Vysledky dale ukazaly, ze modré a Eervené svétlo
obecné zesiluje inhibi¢ni u€inek 9-AC na kliceni semen rajcete. Vysledky tedy mohou
vést k hypotéze, Ze svétlo snizuje pocet 9-AC-citlivych aniontovych kanalu,
nebo Ze mlze zvy$ovat citlivost t&chto kanall k inhibitoru 9-AC. Fakt, Ze mutanti au"
a yg-2 jsou tolerantnéjsi k 9-AC naznacuje, ze svétlo prostiednictvim fytochromového
chromoforu zesiluje reakci semen k 9-AC.

U genotypu tri1 vysledky naznacuji zvySenou citlivost semen k inhibitoru 9-AC,
ato ve tmé i na modrém a Cerveném svétle, a tudiz napovidaji, ze funkéni PhyB1
i v neaktivované formé, muze snizovat citlivost semen k 9-AC nebo Ze by mohl
stimulovat genovou expresi vedouci k tvorbé aniontovych kandll citlivych
kK inhibitoru 9-AC.
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