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1 Uvod

Piijem vody je jeden ze zakladnich a zivotné dilezitych procest Vv zivoté rostliny. Voda je
vSak polarni molekula, a proto pies semipermeabilni fosfolipidovou membranu prostupuje
nelehko. K usnadnéni tohoto procesu se vyvinuly kanaly zvané akvaporiny, ptes které voda
prochazi o poznani snadnéji. Tento transport vody je pohdnény osmoézou. Bylo popsano
5 zékladnich skupin akvaporinti, Z nichz nékteré neslouzi pouze pro vodu, ale i pro jiné¢ malé
nenabité molekuly, jako je naptiklad mocCovina, arsenit, COz, bor ¢i glycerol. Akvaporiny
nejsou piitomné pouze v cytoplasmatické membrang, ale nachazeji se 1 v membranach
organel uvnitf buriky jako naptiklad ve vakuole ¢i endoplasmatickém retikulu.

Svétlo je dulezity faktor prostiedi ovliviujici vyvoj a rist rostlin. Svétlo slouzi jednak
jako zdroj energie, jelikoz rostliny jsou fotoautorofni organismy, které preménuji energii
sluneéni na energii chemickou. Hraje vsak zasadni roli v procesu zvaném fotomorfogeneze,
kde slouzi jako signal — informace. Pro piijem svételného signalu maji rostliny vyvinuté
fotoreceptory. Tyto receptory ptisobi Vv oblastech ultrafialového zafeni ptes viditelné svétlo
az po dlouhovinné Cervené svétlo. Modré svétlo a oblasti UV-A zafeni vnimaji fototropiny,
kryptochromy a ZTL/FKF1/LKP2 receptory. UVRS receptory jsou citlivé v oblasti UV-B
zateni a na Cervené svétlo reaguji fytochromy.

Je znamo, Ze modré svétlo, vnimané fotoreceptory pro oblasti modrého svétla,
ovlivituje fadu zivotné dulezitych procest rostliny. Mezi n¢ patii napiiklad fototropismus,
fotomorfogeneze, doba kveteni, pohyb chloroplasti ¢i otevirani priaduchti. Nékteré studie
naznacuji i spojitost mezi modrym svétlem a regulaci gent pro akvaporiny. Tento fenomén
vSak zatim neni dalece prostudovan. Pro pochopeni mechanismu ovlivnéni akvaporint
modrym svétlem je dilezité znat fotoreceptor, ktery se na tomto podili. Tato bakalaiska
prace se vénuje fototropinovym a kryptochromovym signdlnim draham a jejich pfipadnému
napojeni na proces regulace akvaporini modrym svétlem u rostliny Arabidopsis thaliana.
Experimenty byly provadény ve skupiné¢ molekularni fyziologie, kterd je soucasti
Laboratofe riistovych regulatori, spole¢ného pracovisté Univerzity Palackého

v Olomouci a Ustavu experimentélni botaniky AVCR.



2 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace bylo zpracovat literarni reSer$i na problematiku akvaporini
a svételnych signalnich drah. Déle popsat doposud zndmé spojitosti mezi modrym svétlem
a regulaci akvaporint.

V experimentalni ¢asti prace bylo cilem studovat v podminkach in vitro interakci
modrého svétla a akvaporint prostfednictvim sledovani ristovych reakci fotomorfogennich
mutantd S defekty ve fotoreceptorech Cryl, Cry2, Photl a Phot2 u rostliny Arabidopsis
thaliana v pfitomnosti inhibitoru akvaporini HgCl, a Vv zavislosti na svételnych
podminkach. Cilem prace bylo zjistit mozny vliv modrého svétla na regulaci akvaporinti

prostiednictvim fototropinovych a kryprochromovych signalnich drah.



3 Literarni prehled

3.1 Rostlinné akvaporiny

Voda je velmi dilezita soucast kazdého znamého zivého systému (Westall and Brack, 2018).
Je to optiméalni rozpoustédlo, které umoznuje prubéh biochemickych reakci, dale je dilezita
pfi transportu zivin ¢i udrzovani turgoru. Jeji pfijem butikou je tak pro zivot esencidlni.
Voda, jako polarni molekula, pfes semipermeabilni lipidovou membranu prostou difazi
pronikd jen v malém mnozstvi. Pro usnadnéni jejiho transportu pfes membranové systémy
se proto vyvinuly proteinové kanaly zvané akvaporiny (neboli vodni kanaly), ptes které voda
pronika o poznani snadnéji. Tento proces je pohanény osmézou (Agre, 2004). Akvaporiny
se vyskytuji v biomembranach téméf vSech Zzivych organismi (Gomes et al., 2009).
Propustnost akvaporint, tedy jejich otevirani a zavirani, je nejrychleji regulovana
posttransla¢né — fosforylaci, methylaci, acetylaci, glykosylaci ¢i deaminaci, avSak mtize byt
regulovana i pomaleji pfes expresi gend pro akvaporiny (Singh et al., 2020 Gomes et al.,
2009). Vyznamnou roli v expresi akvaporin hraji rostlinné hormony (Kapilan, et al., 2018).

Akvaporiny jsou malé proteiny (21-32 kDa) tvoftici tetramery (Singh et al., 2020;
Kruse et al., 2006). Jejich monomery se sestavaji z Sesti a-helixti zanofenych do membrany.
Tyto helixy jsou spojeny péti smyckami (A-E), pficemz pouze smycky B a E se ¢astecné
nachazeji v membrané, a to tak Ze smycka B se zanofuje z intracelularniho a smycka E
z extracelularniho prostoru. Na kazdé z t€chto dvou smycek je pfitomny aminokyselinovy
motiv NPA (asparagin, prolin, alanin), diky kterym tyto smycky vytvari por kanalu.
C-terminalni i N-terminalni konce se nachazeji na vnitini stran¢ membrany (Agre, 2004;
Kruse et al., 2006). Schématicka struktura akvaporinu v membrané je znazornéna na Obr. 1.

a schématické uspotadani akvaporinu tvoticiho kanal v membrané pak na Obr. 2.
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Loop A Loop C

Qut

Loop D C

Obr. 1: Schematicka struktura akvaporinu v membrané. Sest a-helixti (I-VI) zanofenych do
membrany spojenych péti smyckami (Loop A-Loop E). Smycky B a E obsahuji motivy
N (asparagin), P (prolin), A (alanin) (podle jednopismenného pojmenovani aminokyselin).
N — amino konec, C — karboxylovy konec (ptevzato z Kruse et al., 2006).

Extracellular

op D
Intracellular

water and solutes

Obr. 2: Schématické uspoiadani akvaporinu tvoiiciho kanal v membrané. Sest a-helixt
(I-VI) zanotfenych do membrany spojenych péti smyckami (Loop A-Loop E). Smycky B a E
obsahuji motivy N (asparagin), P (prolin), A (alanin) (podle jednopismenného pojmenovani
aminokyselin), které vytvari kanal pro vodu a dalsi latky (pfevzato a upraveno podle Khajah and
Lugmani, 2016).
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U rostlin jsou akvaporiny velmi rozmanitou skupinou vnitinich membranovych
proteinti (Johanson et al., 2001). Krom¢ vody transportuji i velkou spoustu jinych malych
nenabitych molekul jako jsou napiiklad mocovina, glycerol, ethanol, methanol, peroxid
vodiku ¢i arsenit nebo oxid uhli¢ity (Curticapean, 2019). Nenachazeji se pouze
V cytoplasmatické membrané, kterd ohranicuje celou bunku, ale také u membranovych
organel veetné endoplasmatického retikula a vakuoly (Kapilan et al., 2018). Rostlinné
akvaporiny lze rozdélit do péti skupin — vnitini membranové proteiny (PIPS), vnitini proteiny
tonoplastu (TIPs), vnitini membranové proteiny podobné nodulinu-26 (NIPs), malé zakladni

vnitini proteiny (SIPs) a netypické vnitini proteiny (XIPs) (Curticapean, 2019).

3.1.1 Vnitini membrdanové proteiny (PIPs)

PIPs jsou akvaporiny, které se nachazi nejéastéji v cytoplasmatické membrané rostlinnych
bun€k. Usnadnuji osmoticky transport vody a nékterych malych neutralnich molekul
(Hachez et al., 2013). Je to nejvétsi skupina akvaporint. U Arabidopsis z celkovych 35 genil
pro akvaporiny jich 13 koéduje pravé PIPs (Kapilan et al., 2018).

Hraji zésadni roli pfi regulaci velkého mnozstvi vyznamnych procesu rostliny jako
je fotosyntéza, rist rostliny ¢i jeji vyvoj nebo piijem vody kotfenem (Kapilan et al., 2018).
PIPs jsou také dulezité pii reakcich rostlin na stres zplisobeny suchem (Ding et al., 2019).
Kdyz je potfeba dokazi PIPs velmi rychle ménit propustnost na zakladé nékterych
biochemickych signald jako je pH, fosforylace smycky B nebo heterotetramerizace. Tyto
signaly méni konformaci smycky D, jez nasledné¢ uzavie kanal (Yaneff et al., 2016).

PIPs jsou rozdéleny do dvou fylogenetickych podskupin — PIP1 a PIP2 (Curticapean,
2019). Do skupiny PIP1 patii 5 zastupcu (PIP1; 1 az PIP1; 5). Maji v porovnani s PIP2 delsi
N-terminalni konce a krat$i C-terminalni konce (Kapilan et al., 2018) a jejich propustnost
neni zdaleka tak velka jako u skupiny PIP2 (Chaumont et al., 2000). Skupina PIP2 se sestava
z 8 zastupcti (PIP2; 1 az PIP2; 8) (Kapilan et al., 2018). Uvadi se, ze pravé PIP2 mohou hrat
roli pfi buné¢ném transportu vody V rostlinnych organech (Kaldenhoff and Fischer, 2006).
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3.1.2 Vniti'ni proteiny tonoplastu (TIPs)

TIPs jsou proteiny, které se hojné¢ vyskytuji v tonoplastu. Jejich funkce se 1isi u rtiznych
rostlinnych druhi (Kapilan et al., 2018). TIPs jsou krom¢ vody propustné taky pro amonné
kationty ¢i amoniak (Holm et al., 2005). N¢které kanaly patiici do této skupiny mohou hrat
roli pfi zajistovani rovnovahy mocoviny mezi vakuolou a cytoplasmou (Kaldenhoff and
Fisher, 2006). Kvuli jejich velkému poctu v tonoplastu je pravé membrana vakuoly vice
propustna pro vodu nez cytoplasmaticka membrana obalujici celou buiiku, coz muze znacit
dilezitou ulohu TIPs pfi regulaci turgoru (Kapilan et al., 2018).

Na zaklad¢ jejich homologickych podobnosti byly TIPs rozdéleny do péti podskupin
(TIP1-TIP5) (Kapilan et al., 2018). Pocet isoforem u jednotlivych rostlinnych bunék se 1isi
v zavislosti na druhu. U Arabidopsis thaliana jich bylo objeveno 10, u Populus trichocarpa

se nachazi 17 isoforem TIPs (Curticapean, 2019).

3.1.3 Vnitini membrdnové proteiny podobné nodulinu-26 (NIPs)

Nodulin-26 (Nod-26) je membranovy protein, ktery byl objeven u luSténin
jako peribakteroidni membranovy protein kofenovych hlizek fixujicich dusik (Sandal and
Marcker, 1988). NIPs maji strukturu podobnou Nod-26, jejich syntéza probiha Vv rostlinach
a jsou dulezité pro transport vody mezi rostlinou a symbiotickou bakterii (Kapilan et al.,
2018).

NIPs se ale také nachdzi v plasmatickych membranach a vnitfnich membranach
symbiotickych i nesymbiotickych rostlin jako je napiiklad Arabidopsis thaliana, kde se
vyskytuje devét isoforem téchto proteinti (Wudick et al., 2009, Kapilan et al. 2018). Jejich
uloha se nikterak neliSi od jinych akvaporinl. Zajistuji transport vody a nékterych
nenabitych rozpusténych latek pres membranu. Efektivita je vSak o néco mensi (Kapilan et

al., 2018).

3.1.4 Malé zakladni vnitini proteiny (SIPs)

SIPs jsou malé transmembranové kanaly nachazejici se v rostlindch ve 2 az 3 isoformach
a jsou lokalizovany ve vnitfnich membranach, nejc¢astéji v membrané endoplasmatického

retikula (ER) (Maurel, 2007; Curticapean, 2019). Oproti ostatnim rostlinnym akvaporintim
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maji krat§i N-terminélni konec (Kapilan et al., 2018). Jejich hlavni a dilezitou tlohou je
vodni transport uvnitf buniky (Curticapean, 2019). Jelikoz propousti vodu do ER, ovliviiuje
tak jeho morfologii (Gomes et al., 2009). Jejich isoformy se 1isi v propustnosti, a to kvuli

jinému umisténi charakteristickych motivii (Curticapean, 2019).

3.1.5 Netypické vnitini proteiny (XIPs)

XIPs byly popsany u prvokd, hub, mechd a nékterych dvoudéloznych rostlin. U rostliny
Arabidopsis vSak popsany nebyly (Kapilan et al., 2018). Do této skupiny patii 20 popsanych
isoforem (Ahmed et al., 2021).

Mnozstvi jednotlivych typi akvaporind a mnohdy i jejich funkce se v rostlinnych

bunkach muze lisit v zavislosti na druhu (Curticapean, 2019; Kapilan et al., 2018).

3.2 Svétlo a svételné signalni drahy

wevr

al., 2022). Je pro né nejen zdrojem energie, jelikoZz prostiednictvim fotosyntézy dokazi
pfeméiovat energii slunecni na chemickou, ale také fidi fadu fyziologickych reakci
Vv pribéhu zivotniho cyklu (Kami et al., 2010). Zafeni vnimané rostlinou ovliviiuje napiiklad
vyvoj semenackd, vegetativni rist, kveteni ¢i vétveni rostliny (Huché-Thélier et al., 2016).

Rostlina vyvijejici se ve tmé vyuziva svou veSkerou zasobu energie na maximalni
prodlouzeni hypokotylu za omezeni vyvoje déloznich lista, kofenti a tvorby pigmentu (tzv.
etiolizovany rust). Tomuto d&ji se fika skotomorfogeneze (Carlson et al., 2019; Josse and
Halliday, 2008). Rychle a piehnané rostouci hypokotyl zakonceny apikalnim hackem dava
sazenici moznost rychlého nalezeni svétla (Josse and Halliday, 2008). Po ozafeni svétlem
ptrechazi rostlina v tzv. fotomorfogenezi, kdy se ji prodluzovani hypokotylu silné redukuje
a vyvijeji se délozni listky a koteny (tzv. deetiolizace) (Arsovski et al., 2012).

Rostlina je citliva na svétlo v oblastech ultrafialového zateni pres viditelné svétlo az
po blizké infraCervené zatfeni. Nejvice zafeni ve spektru viditelného svétla vnima rostlina
V oblastech modrého (400-500 nm) a ¢erveného (600-700 nm) svétla. V mens$i mife vnima
i zelené svétlo (500-600 nm) a dlouhovinné ¢ervené svétlo (730 nm) (Huché-Thélier et al.,
2016).
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K vnimani svétla se u rostlin vyvinuly fotoreceptory. Aktivaci téchto receptort dojde
ke stimulaci nasledné signalni kaskady, a to vede ke zménam genové exprese, které jsou
zodpovédné za fyziologické a vyvojové reakce (Yadav et al., 2020). U rostliny Arabidopsis
thaliana je znamych pét hlavnich skupin téchto receptoru — kryptochromy, fototropiny
a ZTL/FKF1/LKP2, které reaguji v modré a UV-A oblasti, UVRS receptory citlivé na
UV-B zafeni a fytochromy absorbujici Cervené svétlo (Huché-Thélier et al., 2016;
Nembhauser and Chory, 2002). Ptehled fotoreceptori ve svych aktivnich oblastech zobrazuje
Obr. 3.

UVv-B UV-A Far-red
320 400 450 500 550 €600 650 700 800
Wavelength (nm)
<— Ultra- violet——> < Visible Spectrum > < Infrared ——

Obr. 3: Aktivni svételné spektrum u rostlin. Fototropiny (PHOT), kryptochromy (CRY),
ZTL/FKFL1/LKP2 — receptory pro modré svétlo a UV-A zafeni, fytochromy (PHY) pro ¢ervené
svétlo a UVRS receptory pro UV-B zateni (pfevzato z Huché-Thélier et al., 2016).

3.2.1 Fototropiny

Fototropiny jsou fotoreceptory ptisobici v oblasti modrého svétla, které zastavaji rizné role
v zivoté rostliny (Labuz et al., 2012). U rostliny Arabidopsis thaliana byly objeveny 2 tyto
fotoreceptory — Photl a Phot2 (Huché-Thélier et al., 2016). Jejich funkce se znaéné
prekryvaji (Labuz et al., 2012). Hraji dulezitou ulohu pfi fototropismu, otevirani pruduchi,
polohovani list, akumulaci chloroplastli ¢i rané fazi inhibice prodluzovani hypokotylu
(Huché-Thélier et al., 2016).

Fototropiny maji dvé LOV (light-oxygen-voltage) domény LOV1 a LOV?2
nachdzejici se na N-terminalnim konci. Tyto domény zprosttedkovavaji vnimani svétla
prostiednictvim vazanych chromofort ve formé dvou flavin mononukleotidia (FMN) (Yadav

et al., 2020; Paik and Hug, 2019). Dale obsahuji serin/threonin kinazové domény, které
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zodpovidaji za Sifeni signalu v bunce (Hart and Gardner, 2021). Schématicka struktura

fototropina Arabidopsis thaliana je na Obr. 4.

LOV1 LOV2 Kinase
Arabidopsis phot1 L =l 1T I

LOV1 LOV2 Kinase
Arabidopsis phot2 L1 ]

100 aa
TRENDS in Plant Science

Obr. 4: Schématicka struktura fototropini rostliny Arabidopsis thaliana LOV domény jsou
Zobrazeny zelené a serin/threonin kinazy ¢ervené (ptevzato z Briggs and Christie, 2002).
LOV domény s nekovalentné¢ vazanym chromoforem maji absorpéni maximum pfi
447 nm (LOVus7). Pokud dojde k ozareni, méni se nekovalentni vazba mezi uhlikem
chromoforu a konzervovanym cysteinovym zbytkem domény LOV 47 na vazbu kovalentni.
Tento produkt ma absorp¢ni maximum pii 390 nm (LOV3g0). Vznikla kovalentni vazba je
plné reverzibilni a ve tm¢ se vraci zpatky do pivodniho stavu (LOVa47) (Jones et al., 2007).
Prevladajici roli pfi regulaci aktivity fototropinu ma zejména doména LOV2 (Jones
et al., 2007). Ta je obklopena dvéma a-helixy, které jsou zodpovédné za aktivaci kinazové
domény. Vnimdnim modrého svétla fototropinem dojde k jejich rozvinuti, coz ma za
nasledek aktivaci autofosforylace serind a tim spusténi signaliza¢ni kaskady (Hart and
Gardner, 2021; Huché-Thélier et al., 2016). Funkce LOV1 domény je zatim nejasna (Hart
and Gardner, 2021).
Expresi fototropint reguluje modré svétlo, které zvySuje expresi PHOTZ a sniZuje
expresi PHOTL1. Expresi PHOT1 kontroluji CRY1 a PHYB a expresi PHOT2 ovliviije
CRY1, CRY2 a PHYA (Huché-Thélier et al., 2016).

3.2.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou fotoreceptory pro modré a UV-A zafeni nachézejici se v bakteriich
i eukaryotech (Lin and Todo, 2005). Jsou to flavoproteiny, které hraji diillezitou roli v riistu
a vyvoji rostliny véetné prodluzovani hypokotylu, iniciaci kveteni, deetiolizaci ¢i otevirani
pruduchu (Shao et al., 2020; Palayam et al., 2021). U rostliny Arabidopsis thaliana, kde byly
kryptochromy poprvé objeveny, byly dosud popsany tii geny kddujici tyto proteiny citlivé
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na svétlo — CRY1, CRY2, CRY3, pticemz jejich produkty Cryl a Cry2 funguji primarné
Vv jadie a Cry3 v subcelularnich organelach (Kruusvee et al., 2022; Cao et al., 2020; Palayam
etal., 2021).

Kryptochromy maji spoustu strukturnich podobnosti s DNA fotolydzami, ze kterych
se také evolucné vyvinuly. Na rozdil od fotolyaz vSak u Cryl a Cry2 neni zndma funkce
oprav. DNA (Kruusvee et al., 2022). Cry3 nachazejici se v mitochondriich nebo
chloroplastech opravuje poskozeni jednovlaknové DNA indukované UV zafenim (Liu et al.,
2016). Kryptochromy obsahuji dvé hlavni domény — vysoce konzervovanou oblast
N-terminalni fotolyazy (PHR) a C-terminalni ¢ast (CCE) (Palayam et al, 2021). PHR
doména obsahuje chromofory absorbujici svétlo. Jednim z nich je flavinadenindinukleotid
(FAD) a druhym 5,10 — methenyltetrahydrofolat (pterin nebo MTHF) (Lin and Todo, 2005).

CCE domény kryptochromii kapradin, mechli a krytosemennych rostlin obsahuji evolu¢né
konzervovanou DAS (DQXVP-acidic-STAES) ¢ast (Wang and Lin, 2020). Schématicka
struktura kryptochromt je na Obr. 5.

Photolyase Homology Region (PHR) C-terminal domain _ COOH

Obr. 5: Schématicka struktura kryptochromi Oranzovd PHR doména, zelena CCE doména,
modry pterinovy chromofor (MTHF) a fialovy flavinadenindinukleotid (FAD) (pfevzato z Mishra
and Khurana, 2017).

Pterinovy chromofor slouzi jako svétlo-sbérny pigment, ktery ptenasi excitaéni
energii do FAD. FAD mize existovat ve tfech riznych formach. FADox, oxidovany stav,
ten vykazuje maximalni absorpci pii UV-A zafeni a modrém svétle. Po ozateni je redukovan
na protonovou (radikdlni) formu FADH:, prostfednictvim které jsou regulovany
fyziologické reakce. Tato forma ma absorpcni maximum v oblasti zeleného svétla, to pfevadi
FADH- na pln¢ redukovanou FADH (také FADH") formu, ktera absorbuje malo viditelné
vlnové délky svétla, ¢imz je fotoreceptor deaktivovan. Néslednou oxidaci prechdzi FADH>
zpét na FADox (Mishra and Khurana, 2017; Wang and Lin, 2020). Druhy zptisob ukonéeni
fotocyklu je ptevedeni FADH: zpét na FADox temnou konverzi (Mishra and Khurana,
2017). Aktivované kryptochromy reaguji prostfednictvim svych domén s vice nez 30
proteiny vcetné COP1l, AGB1 (podjednotka G-proteinu) ¢i SPAL1-SPA4 (supresory

fytochromu A 1-4), coz vede ke zménam v genové expresi rostliny (Wang and Lin, 2020).
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3.2.3 ZTL/FKF1/LKP2 fotoreceptory

ZTL/FKF1/LKP2 fotoreceptory jsou receptory modrého svétla. Radi se zde tii zastupci —
zeitlupe (ZTL), flavin-binding, Kelch repeat, F-box 1 (FKF1) a LOV Kelch protein 2 (LKP2)
(Zoltowski and Imaizumi, 2014). Jejich hlavni funkce je kontrola degradace proteinovych
substratd. Také se podileji na regulaci doby kveteni ¢i cirkadialnich rytmu rostliny (Banerjee
and Batschauer, 2005; Pudasaini and Zoltowski, 2013).

ZTL/FKF1/LKP2 fotoreceptory se sestavaji z N-terminalni domény LOV, centralné
umisténého F-boxu a C-konce, ktery obsahuje Sest Kelchovych repetic (Suetsugu and Wada,
2013). Diky LOV doméné¢ jsou schopny vnimat modré svétlo, zatimco F-box a Kelchovy
repetice jim umoznuji vytvofeni E3 ubikvitin ligazy S naslednou ubikvitinaci a degradaci

cilovych proteint (Feke et al., 2021).

3.2.4 UVRS receptory

UVRS fotoreceptory reaguji na svétlo v UV-B oblasti. Tyto receptory jsou velmi dulezité
pro odolnost rostliny vici stresu zpisobeném UV-B zarenim. Homodimerni UVR8 receptor
piijme foton, coZ zpiisobi jeho monomerizaci a ndslednou interakci se signalnim proteinem
E3 ubikvitin ligizou COP1. Toto vede ke zménam v expresi genti (Podolec et al., 2021).
Tyto receptory ovliviiuji spoustu procesli v€etné biosyntézy metabolitli, extenze stonku,
expanze listd, uzavieni praducht, cirkadianniho rytmu, kveteni nebo odolnosti vici

patogentim (Liao et al., 2020).

3.2.5 Fytochromy

Reakci rostlin na ¢ervené a dlouhovinné cervené svétlo zprostiedkovavaji fotoreceptory
zvané fytochromy (Phys) (Huché-Thélier et al. 2016). Tyto receptory hraji klicovou tilohu
pii regulaci rdstu a vyvoje rostliny a pii adaptaci na zmény okolniho prostiedi (Klose et al.,
2020). Fytochromy jsou dimerni chromoproteiny (Cheng et al., 2021). N-terminalni ¢ast
nese fotosenzorické jadro, které obsahuje PAS, GAF a PHY doménu, ke které je kovalentné
vazan linearni tetrapyrrolovy chromofor ve formé fytochromobilinu (Rockwell and

Lagarias, 2010; Cheng et al., 2021). C-terminalni ¢ast obsahuje histidinkinazové domény
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(Rockwell and Lagarias, 2010). Chromofor je syntetizovany v chloroplastu, odkud putuje do
cytoplasmy a véze se na proteinovou ¢ast fytochromu (Huché-Thélier et al. 2016).

U rostliny Arabidopsis thaliana je pifitomno 5 fytochromi — PhyA, PhyB, PhyC,
PhyD a PhyE, kdy kazdy existuje v neaktivni Pr formé& a aktivni Prr formé (Huché-Thélier
etal. 2016). Signalizaci zprosttedkovava aktivni Prr forma (Klose et al., 2020). Pii vystaveni
fytochromu ¢ervenému svétlu prechazi forma Pr, nachazejici se v cytosolu, do Per, ktera se
translokuje do jadra (Cheng et al., 2021). Piechod zpét z Prr do Pr nastava bud’ absorpci
dalekého Cerveného zatfeni nebo tzv. tepelnou ¢i temnosti reverzi, tedy procesem tepelné
relaxace nezavislym na svétle (Klose et al., 2020; Cheng et al., 2021).

PhyA-PhyE u Arabidopsis thaliana se déli do dvou skupin podle stability na svétle
na svétlo-stabilni a svétlo-labilni. PhyA je jedinym fytochromem patfici mezi svétlo-labilni,
PhyB-PhyE jsou svétlo-stabilni. PhyA je nejvice zastoupenym fytochromem v sazenicich
rostoucich ve tmé. Po ozafeni svétlem obsahujici ¢ervené vinové délky jeho hladina prudce

Byla identifikovana fada komponent specifickych pro signalni drahu PhyA. Mezi né
patii naptiklad FHY1, FHY3, FARI nebo LAF1 a LAF3, které s nejvétsi pravdépodobnosti
pusobi jako pozitivni regulatory této signalni kaskady. Dale pak SPA1 a EID1, které ptisobi
jako negativni regulatory (Wang and Deng, 2004).

3.2.6 Akvaporiny a svétlo

Expresi akvaporini ovliviiuji rizné faktory prostiedi véetné zafeni (Balarynova and Fellner,
2019). Vztah mezi svétlem a regulaci akvaporini vSak neni zatim dalece prostudovan.
Nekteré studie naznacuji spojitost mezi modrym svétlem a expresi nckterych gent
kédujicich akvaporiny.

Bylo zaznamenano, Zze akvaporin-kédujici gen AthH2 (AtPIP1;2) rostliny
Arabidopsis thaliana je indukovan kontinualnim modrym svétlem (Kaldenhoff et al., 1996).
Gen OsAQP, ktery koduje TIP vryzi, vykazoval vys$§i miru transkripce v listech
vystavenych modrému svétlu nez cervenému svétlu ¢i v listech ponechanych ve tmé (Liang
et al., 2013). Dalsi studie ukazuje, Ze modré svétlo ovliviiuje transkripei PIP1;3 a PIP1;1
u rostliny Solanum lycopersicum (Balarynova and Fellner, 2019). Je znamo, ze u rostliny S.
lycopersicum muze byt u¢inek modrého svétla na expresi PIPs dvoji, jelikoz modré svétlo

snizuje kli¢eni semen rajcat, naproti tomu vsak stimuluje prodluzovani kofent, proto PIPs

19



ucastnici se téchto procestt mohou byt regulovany opacné (Balaryova et al., 2018). U rostliny
Juglans regia byla pozorovana zvysena akumulace transkriptii gent kodujicich akvaporiny
z rodiny PIP1 i PIP2 indukovana svétlem. Zaroven bylo zjisténo, ze vliv svétla na rodinu
akvaporini PIP2 byl mnohem vétsi nez na akvaporiny ze skupiny PIP1 (Ben Baaziz, 2012).
Na membranach tabaku byl objeven NtAQP1, pattici do skupiny PIP1, vazajici riboflavin.
Tato vazba mize byt indukovana modrym svétlem pii vinové délce 450 nm. Toto zjiSténi

muze znacit roli PIP1 vazajiciho riboflavin i jako fotoreceptoru (Lorenz et al., 2003).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Pro experimentalni Céast bakalafské prace byla pouzita semena nasledujicich genotypt

rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh:

1. Kontrolni genotyp Landsberg erecta (Ler) a od néj odvozeny recesivni mutant
cryl-1 (CS70) (TAIR), single gene mutant (mutace v jednom genu). Mutace byla
indukovana pomoci urychlenych neutront (Ahmad and Cashmore, 1993).

2. Kontrolni genotyp Columbia (Col) a od néj odvozeny recesivni mutant cry2-1
(N3732), single gene mutant (mutace v jednom genu). Mutace byla indukovana
pomoci urychlenych neutront (Koornneef et al., 1980; Lin et al., 1996).

3. Kontrolni genotyp mutant glabral (odvozeny od ekotypu Col-0) a od néj odvozeni
recesivni mutanti photl (dfive nphl), single gene mutant (mutace v jednom genu)
(Liscum and Briggs, 1995), phot2 (diive npll), single gene mutant (mutace v jednom
genu) (Jarillo et al., 2001) a photl/phot2, double gene mutant (mutace ve dvou
genech)

Semena mutantli cryl-1 a cry2-1 byla objednana prostfednictvim TAIR (The
Arabidopsis Information Resource, http://www.arabidopsis.org) a laskavé poskytnuta
ABRC (Arabidopsis Biological Research Center, Ohio State University, USA;

https://abrc.osu.edu/). Semena mutantti photl, phot2 a photl/phot2 a kontrolniho genotypu

glabra-1 byla laskavé poskytnuta Winslow R. Briggsem (Carnegie Institution of
Washington, Stanford, CA, USA).

4.2 Pouzité chemikalie

MS médium (Cat. no. M0221.0100, Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
Phytoagar (Cat. no. P1001.1000, Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
Sterilni a nesterilni destilovana voda

Pufr MES (Morpholinoethane sulfonic acid)
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70 % a 96 % ethanol
Roztok KOH (hydroxid draselny) o koncentraci 1 mol-I*
Zasobni roztok HgCl, (chloridu rtutnatého) o koncentraci 102 molx1*

Sacharo6za

Redény roztok SAVO (NaClO (chlornan sodny); 300 ml SAVO, 700 ml H,0; 1,4 %

aktivniho chloru)

4.3 Pracovni postupy

4.3.1 Pfiprava kultivaéniho média

V experimentech byla semena kultivovana na pevném MS médiu (Murashige and Skoog,
1962). Pro ptipravu 2 1 tohoto média byla pouzita 3l Erlenmayerova baika, do které byl
odmérnym valcem ptidan 1 | destilované vody. Do Erlenmayerovy baiky s vodou bylo dano
magnetické michadlo a batika byla umisténa na magnetickou michacku. Roztok v batice byl
po celou dobu pfipravy promichavan. Do Erlenmayerovy banky bylo postupné pfidano 20 g
sachardzy, 8,6 g MS média a 390,4 mg MES. Objem roztoku v barce byl pomoci odmérného
valce doplnén na 2 1 destilovanou vodou. Pomoci pH metru bylo upraveno pH roztoku na
6,1 postupnym ptikapavanim 1M roztoku KOH Pasteurovou pipetou. Do 4 lahvi se
Sroubovacim uzavérem bylo navazeno 3,5 g phytoagaru a do kazdé nésledné ptidano 500 ml
pripraveného roztoku. Lahve byly uzavieny a jejich vicka byla pfikryta alobalem. Na alobal
byl nalepen prouzek autokldvovaci pasky a médium bylo vysterilizovano v parnim
autokldvu a nasledné umisténo do chladnicky. Sterilizace média v parnim autokldvu pfi

teploté 121 °C a tlaku 101,3 kPa byla provedena laborantkou.
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4.3.2 Stratifikace a sterilizace a sterilni vysev semen

Stratifikace semen

Na analytickych vahach bylo do 1,5ml mikrozkumavky typu Eppendorf navazeno 6 mg
semen kontrolniho a mutantniho genotypu rostliny Arabidopsis thaliana, coz odpovida asi
300 sementim. Kazd4 mikrozkumavka byla doplnéna po okraj destilovanou vodou ze stficky.

Mikrozkumavka byla uzaviena, promichéna a nasledné ulozena na 3 dny do chladnicky.
Sterilizace semen

Z mikrozkumavky se stratifikovanymi semeny byla automatickou pipetou odpipetovana
voda tak, aby nedoSlo k odpipetovani semen. K semeniim byl nésledné ptidan 1 ml
ziedéného komercniho roztoku SAVO a mikrozkumavka byla protfepana. Sterilizace trvala
25 min za obcasného protiepavani. Nasledné€ byl v laminarnim boxu automatickou pipetou
(1000 ul) se sterilni $pickou odpipetovan roztok SAVA a semena byla celkem Sestkrat
proplachnuta sterilni destilovanou vodou. Po poslednim pfidani sterilni destilované vody

byla voda v mikrozkumavce ponechana.
Sterilni vysev semen

Sterilni kultiva¢ni médium bylo rozpusténo v mikrovinné troub&. V laminarnim boxu bylo
do celkem Sesti Petriho misek pro kazdy genotyp nalito po 20 ml média za pomoci sterilni
plastové zkumavky o objemu 50 ml. Médium bylo ponechano ztuhnout.

Po ztuhnuti média byl na jeho povrch proveden vysev semen. Skalpelem
vysterilizovanym v 96% ethanolu s naslednym vyzihanim nad plamenem lihového kahanu
byla sefiznuta sterilni $picka na automatickou pipetu (2-20 pl). Nasledné byly pomoci
automatické pipety se sefiznutou Spickou vysévana semena na ztuhlé kultivacni médium
Vv Petriho miskach v mnozstvi asi 50 semen na misku. Misky byly uzavieny a zalepeny
dvéma vrstvami pasky z netkané textilie (Cat. no. 1320103112, Batist Medical a.s., Ceska
republika). Nasledné byly misky ve vertikalni poloze zabaleny do hlinikové folie, tak aby
k nim nepronikalo svétlo a umistény do kultivaéni komory (Microclima MC1000E, Snijders

Scientific, Nizozemsko) pii 23 °C. Takto byla semena ponechana 3-4 dny.
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4.3.3 Pienos vyklicenych semen na médium s poZadovanou koncentraci HgCl,

V laminarnim boxu bylo nejprve ptipraveno kultiva¢ni médium o pozadované koncentraci
chloridu rtutnatétho HgCl.. Do 300ml Erlenmayerovy banky bylo pomoci plastové
zkumavky o objemu 50 ml nalito 120 ml rozpusténého média. Do média nasledné bylo
automatickou pipetou pifidano odpovidajici mnozstvi zasobniho roztoku HgCl
o koncentraci 10 mol-I"t. Objem z4sobniho roztoku HgCl, pro viechny pouzité koncentrace

je uveden v tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1 - Objem zdsobniho roztoku HgClp ve 120 ml média o pozadované koncentraci

Objem zasobniho roztoku HgCl2 (10

Koncentrace HgCl2 v médiu (umol-I1) mol-I) na 120 ml média (ul)

3 36
5 60
7 84
10 120
30 360
70 840
100 1200

Takto pripravenych 120 ml média bylo rozlito do celkem 6 Petriho misek (3 pro
kontrolni a 3 pro mutantni genotyp). Po ztuhnuti média v miskach byl zahajen pienos
vykli¢enych semen.

Cely ptfenos se provadél v lamindrnim boxu. Nejprve byla sterilnim skalpelem
prerusena paska z netkané textilie, kterou byly zalepeny Petriho misky s vyklicenymi
semeny. Nasledné byly pomoci pinzety vysterilizované v 96% ethanolu s naslednym
vyzihdnim nad plamenem lihového kahanu pfenaseny klicky na médium s piidavkem HgClz
V Petriho miskach (5-12 klickd na misku) tak, aby byla vkazdé misce rovnomérné
zastoupena semena s ruzné dlouhymi kofeny. Od kazdého genotypu byly ptipraveny 3 misky
se stejnou koncentraci HgCl.. Nasledné byly misky zalepeny paskou z netkané textilie
arozdéleny na 3 sady. Jedna sada misek byla umisténa do kultiva¢ni komory s kontinuélnim
cervenym svétlem, druha sada byla umisténa do kultiva¢ni komory s kontinuédlnim modrym
svétlem a tieti sada misek byla zabalena do hlinikové folie tak, aby k nim nepronikalo svétlo.
Zdrojem Kontinualniho modrého svétla byla zativka Philips TLD-36W/18-Blue s maximalni

intenzitou osvétleni 10 umol-m?2-s? pii vlnové délce 440 nm. Zdrojem kontinudlniho
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cerveného svétla byla zativka Philips TLD36W/15-Red s maximalni intenzitou osvétleni pti
10 umol-m2-s pii vinové délce 660 nm.
Takto zabalené byly umistény do komory s modrym svétlem. Kultivace probihala pii

23 °C po dobu 7 dni.

4.4 \Vyhodnoceni rustovych reakci

Po 7 dnech kultivace za riznych svételnych podminek a s riznou koncentraci HgCl> byla
rostlindm za pomoci pinzety a pravitka zmétena délka hypokotylu a kotene S piesnosti na
1 mm v zavislosti na svételnych podminkach a koncentraci HgClo. Tyto hodnoty byly
zapsany do tabulky. Nasledné byla z naméfenych hodnot spocitana primérna hodnota délky
hypokotylu a kotene. Kazdy experiment byl proveden celkem ve tfech opakovanich pro
ziskani co nejpresnéjSich vysledkii. Priméré délka hypokotylu a kofene je tedy vzdy
primérem ze vSech tfech téchto experimenti. Z této hodnoty byly nasledné spocitany
smérodatna odchylka (v Excelu pomoci funkce SMODCH.VYBER), stfedni chyba
a procentualni inhibice ristu hypokotylu a kotfene v zavislosti na svételnych podminkach

a koncentraci inhibitoru HgClz. Z vysledki byly sestaveny grafy.
Vypocet primérné inhibice

xX—)y

% inhibice = X 100 %

X ... primé&rna délka hypokotylu nebo kofene pti nulové koncentraci inhibitoru HgClz

y ... prumérna délka hypokotylu nebo kotene pii studované koncentraci inhibitoru HgCl»
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5 Vysledky

V experimentalni ¢asti zabyvajici se regulaci akvaporint skrze receptory modrého svétla,
a to kryptochromy a fototropiny, byli pouziti fotomorfogenni mutanti cryl-1, cry2-1, photl,
phot2 a photl/phot2 rostliny Arabidopsis thaliana. Jako kontrolni genotyp mutanta cryl-1
byl pouzit ekotyp Landsberg erecta (Ler), pro mutanta cry2-1 byl kontrolnim genotypem
ekotyp Columbia (Col) a pro vSechny phot mutanty byl kontrolnim genotypem mutant
glabral.

Experimenty probihaly Vv pfitomnosti inhibitoru akvaporinti chloridu rtutnatého
HgCl> ve vybranych koncentracich. Kultivace rostlin poté probihala pii 23 °C v modrém
(BL), cerveném (RL) svétle a ve tmé (D) po dobu 7 dni. Sedmy den kultivace byla zmétena
délka hypokotylu a kotfene v zavislosti na svételnych podminkach a koncentraci inhibitoru.
Hodnoty délek kotfene a hypokotylu jsou vzdy primérem délek ze tfi nezavislych

experimentu.

5.1 Mutant cryl-1 a kontrolni genotyp Ler

U rostlin  Ler a cryl-l1 byl pouzit inhibitor HgCl2 Vv koncentracich
0/3/5/7/10 pmol-I*. Méteni hypokotylu a kofene probihalo vzdy v ramci jednoho

experimentu.

5.1.1 Elongace hypokotylu

Z grafu (Obr. 6) vyplyva, ze se zvySujici se koncentraci pouzitého inhibitoru HgCl, se
zkracuje pramérna délka hypokotylu jak u kontrolni (Ler), tak u mutantni (cry1-1) rostliny.
Déle je z obrazku patrny vliv BL a RL na inhibici délky hypokotylu u genotypu Ler
pii nulové koncentraci inhibitoru. Rostliny rostouci v D bez pfitomnosti inhibitoru
dosahovaly primérné délky hypokotylu 16,8 mm, na RL 13,6 mm a BL 9,2 mm. U rostlin
mutantniho genotypu cryl-1 kultivovanych na BL a RL byla tato inhibice vyrazné slabsi.
Primérna délka hypokotylu pii nulové koncentraci HgCl2 u rostlin kultivovanych v D byla

14,5 mm, na RL 12,1 mm ana BL 13,6 mm.
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Obr. 6: Graf zavislosti délky hypokotylu ekotypu Ler (A) a od néj odvozeného mutanta
cryl-1 (B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych podminkach
(tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky hypokotylu vynesené do grafu jsou
primérné hodnoty + SE ziskané ze tii nezavislych experiment( po sedmi dnech kultivace.
Z grafu (Obr. 7) je patrné, ze inhibice délky hypokotylu u kontrolni (Ler) i mutantni
(cry1-1) rostliny Arabidopsis thaliana roste se zvySujici se koncentraci HgClo a neni vyrazné
ovlivnéna svételnymi podminkami. Zaroven jsou hodnoty inhibice délky hypokotyla

mutanta cryl-1 srovnatelné s hodnotami pro kontrolni genotyp Ler u vSech studovanych

koncentraci inhibitoru.

Ler acryl-1
600 r
S
= 500 f
2
Z 400 | = Ler D
E‘. mcryl-1 D
5 300 |
S mler BL
gh
§ 200 r mcryl-1 BL
o
2100 ¢ mLer RL
= mcryl-1 RL
= 0.0
3 5 7 10
koncentrace HgCl, (umol-1')

Obr. 7: Graf zavislosti procentualni inhibice hypokotylu ekotypu Ler a od néj odvozeného
mutanta cryl-1 rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych
podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Hodnoty inhibice vynesené do
grafu jsou vypocitané z prumérnych délek hypokotylu + SE a ziskané ze tfi nezavislych
experimentd po sedmi dnech kultivace.
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5.1.2 Elongace koiene

V grafu (Obr. 8) jsou patrné rozdily délek kotene u ekotypu Ler i mutanta cryl-1 rostliny
Arabidopsis thaliana v zavislosti na koncentraci inhibitoru akvaporinta HgCly. Jiz pfi nizké
koncentraci inhibitoru (3 pmol-1"") dochazi k velké inhibici ristu kofene. Délka kotfene se
poté jiz od koncentrace HgCl, 5 umol-I"! se zvysujici se koncentraci nezmensuje. Je zde také
patrny rozdil délek kofene u rostlin kultivovanych v D a na BL u ekotypu Ler v nulové
koncentraci inhibitoru. Svétlo mélo stimulaéni vliv na rust kofene. délka kotfene na BL
VvV priumeéru dosahovala 29,1 mm, na RL 26,1 mm. Délka kotene rostlin rostoucich ve tmeé
byla 23,2 mm. U mutantniho genotypu cryl-1 nebyla pozorovana vyrazna zména délky
kotentl v zavislosti na kvalité svétla v nulové koncentraci HgClz. U rostlin byla primérna

délka etiolizovaného kofene 16,1 mm, na RL 18,2 mm a na BL 18,3 mm.
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Obr. 8: Graf zavislosti délky koi‘ene ekotypu Ler (A) a od néj odvozeného mutanta cryl-1
(B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych podminkach (tma-D,
modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky kofene vynesené do grafu jsou pramérné hodnoty

+ SE ziskané ze tii nezavislych experimentl po sedmi dnech kultivace.

Z grafu (Obr. 9) je patrné, ze jiz pii nizké koncentraci inhibitoru HgCl> dochazi
k vysoké inhibici rustu kofenti u kontrolni (Ler) i mutantni (cryl-1) rostliny Arabidopsis
thaliana. Od koncentrace 5 pmol-I? se piestava inhibice délky kofenli zvétsovat se zvysujici
se koncentraci inhibitoru a je pfi vSech svételnych podminkdch (D, BL i RL) relativné
srovnatelna. Z obrazku (Obr. 9) je rovnéz ziejmé, ze inhibice rustu kofene byla na BL a RL

pii nizSich koncentracich inhibitoru znatelné niz$i nez ve tmée. Toto bylo pozorovano
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predevsim u ekotypu Ler. U mutanta cryl-1 byl vliv svétla na citlivost kofent k HgCl> méné

vyrazny.
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Obr. 9: Graf zavislosti procentualni inhibice koiene ekotypu Ler a od néj odvozeného
mutanta cryl-1 rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych
podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Hodnoty inhibice vynesené do
grafu jsou vypocitané z primérnych délek kotene + SE a ziskané ze tfi nezavislych experimentt
po sedmi dnech kultivace.

5.2 Mutant cry2-1 a kontrolni genotyp Col

U rostlin  Col a cry2-1 byl pouzit inhibitor HgCl2 Vv koncentracich
0/3/5/10/30 umol-It. Méfeni hypokotylu a kofene probihalo vzdy vramci jednoho

experimentu.

5.2.1 Elongace hypokotylu

Z grafu (Obr. 10) je patrné, ze délky hypokotylt rostliny Arabidopsis thaliana u kontrolniho
genotypu Col i u mutanta cry2-1 se zmensuji se zvySujici se koncentraci inhibitoru HgClo.
Také je z obrazku patrny inhibi¢ni u¢inek BL na délku hypokotylii u obou sledovanych
genotypll. U mutantniho genotypu cry2-1 byla primérna délka u rostlin kultivovanych

pii nulové koncentraci HgCl, na BL 13,8 mm, zatimco na RL 19,1 mm a v D 21,0 mm.
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U kontrolniho genotypu Col byla situace podobna, rostliny rostouci na BL mé¢ly hypokotyl
dlouhy 15,0 mm, na RL 20,4 mm a v D také 20,4 mm.
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Obr. 10: Graf zavislosti délky hypokotylu ekotypu Col (A) a od néj odvozeného mutanta
cry2-1 (B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych podminkach
(tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky hypokotylu vynesené do grafu jsou
prumérné hodnoty + SE ziskané ze tfi nezavislych experimenti po sedmi dnech kultivace.

Z grafu (Obr.11) vyplyva, ze se zvySujici se koncentraci HgCl2 se také zvySovala
inhibice délky hypokotyli u kontrolni (Col) i mutantni (cry2-1) rostliny. Neni zde patrny
vyrazny vliv svétla na inhibici rastu hypokotylu. U cry2-1 i Col jsou inhibice srovnatelné pii
vSech koncentracich u rostlin kultivovanych na RL a BL. U rostlin kultivovanych v D doSlo
u mutantni rostliny cry2-1 K vyssi inhibici nez u kontrolni Col pfi vSech pouzitych
koncentracich HgClo. Nejvyrazngjsi rozdil byl pti koncentraci 30 umol-I", kdy byla

u kontrolniho genotypu Col zaznamenana inhibice 23,0 % a u cry2-1 35,5 %.
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Obr. 11: Graf zavislosti procentualni inhibice hypokotylu ekotypu Col a od néj odvozeného
mutanta cry2-1 rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych
podminkach (D, BL, RL). Hodnoty inhibice vynesené do grafu jsou vypocitané z primérnych
délek hypokotylu + SE a ziskané ze tii nezavislych experimentii po sedmi dnech kultivace.

5.2.2 Elongace koiene

V grafu (Obr. 12) je znatelny rozdil délek kofene u kontrolniho Col i mutantniho cry2-1
genotypu mezi rostlinami kultivovanymi za pfitomnosti inhibitoru a bez piitomnosti
inhibitoru HgCl2. Pti vSech svételnych podminkach zistava délka kotenti Col i cry2-1 od
koncentrace inhibitoru 5 umol-I" zhruba stejna a dale se nezvysuje. Dale je zde patrny
stimula¢ni u¢inek BL a RL na délku kofene v nulové koncentraci inhibitoru oproti tmé
u genotypu Col, kdy délka kofene rostlin rostouci v D  dosahovala
13,6 mm, u rostlin kultivovanych na BL byla délka kofene 19,2 mm a rostliny na RL mély
koten dlouhy 18,5 mm. U mutanta cry2-1 byl rozdil mezi délkami koteni rostlin rostoucich
v D a na BL pfinulové koncentraci inhibitoru o néco mens$i. Délka kofene u rostlin
kultivovanych v D byla 14,9 mm a na BL 17,2 mm. Kofeny rostlin rostoucich na RL bez

ptidani HgCl2 byly nejdelsi s délkou 21,4 mm.
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Obr. 12: Graf zavislosti délky kofene ekotypu Col (A) a od néj odvozeného mutanta cry2-1
(B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych podminkach (tma-D,
modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky kofene vynesené do grafu jsou pramérné hodnoty
+ SE ziskané ze tii nezavislych experimentti po sedmi dnech kultivace.

Z grafu (Obr. 13) vyplyva, ze jiz pii nizké koncentraci inhibitoru HgCl> dochazi

k velké inhibici elongace kotenti jak u rostlin Col, tak u cry2-1. Tato inhibice je podobna pii

vSech testovanych koncentraci HgCl, a neni zde ani patrny velky rozdil mezi kontrolnim

(Col) a mutantnim (cry2-1) genotypem v rtiznych svételnych podminkach.

80.0 r
70.0 |
60.0
50.0 F
40.0
300 r
200
10.0

inhibice elongace kofene (%)

0.0

Col acry2-1

3 5

10
koncentrace HgCl, (umol-1'!)

mColD
mcry2-1D
mCol BL
mcry2-1 BL
mCol RL
mcry2-1 RL

30

Obr. 13: Graf zavislosti procentualni inhibice koFene ekotypu Col a od néj odvozeného
mutanta cry2-1 rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych
podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Hodnoty inhibice vynesené do
grafu jsou vypocitané z praimérnych délek kotene + SE a ziskané ze tfi nezavislych experiment
po sedmi dnech kultivace.
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5.3 Mutant photl a kontrolni genotyp glabral

U rostlin  glabral a photl byl pouzit inhibitor HgCl> Vv koncentracich
0/30/70/100 pmol-I"t. Mégfeni hypokotylu a kotene probihalo vzdy v rdmci jednoho

experimentu.

5.3.1 Elongace hypokotylu

V grafu (Obr. 14) je vidét, ze se zvysujici se koncentraci inhibitoru HgCl> se zkracuje délka
hypokotylu u genotypu glabral i photl. Také je zde u obou genotypt patrné, ze pii nulové
koncentraci HgCl: rostliny kultivované na BL maji vyrazné krat$i hypokotyly nez rostliny
kultivované na RL nebo v D. U kontrolni rostliny glabral byla primérna délka hypokotylu
rostliny kultivované na BL bez inhibitoru 13,8 mm, na RL 20,1 mm a vD
20,7 mm. U mutanta photl dosahoval hypokotyl rostliny kultivované na BL v nulové
koncentraci inhibitoru 14,7 mm, zatimco rostliny kultivované na RL a v D mély hypokotyly

shodné 21,6 mm dlouhé.
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Obr. 14: Graf zavislosti délky hypokotylu ekotypu glabral (A) a od néj odvozeného mutanta
photl (B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl; a svételnych podminkach (D,
BL, RL). Délky hypokotylu vynesené do grafu jsou pramérné hodnoty + SE ziskané ze tii (v
ptipadé photl) a ¢tyi (v piipadé glabral) nezavislych experimentti po sedmi dnech kultivace.
Graf (Obr. 15) pak ukazuje, ze inhibice elongace hypokotylu u kontrolniho genotypu
glabral i mutantniho genotypu photl se zvysuje s rostouci koncentraci pouzitého inhibitoru
HQCl2 ve vsech svételnych podminkach (D, BL, RL). Dale je zde patrny rozdil inhibice

elongace hypokotyli u obou genotypt v zavislosti na kvalité svétla. Rostliny kultivované na
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BL mély pfi vSech pouzitych koncentracich inhibitoru mensi inhibici elongace hypokotyla
nez rostliny kultivované na RL a v D. U nejvyssi pouzité koncentrace HgCl, (100 umol-I?)
byla inhibice elongace hypokotyli rostlin rostoucich na BL u genotypu glabral i photl
okolo 20 %, zatimco rostliny kultivované na RL a v D m¢ly inhibici okolo 40 % az 50 %.
Mezi kontrolnim a mutantnim genotypem pak Zadny vyrazny rozdil V inhibici rastu
hypokotylu znatelny neni. Pouze etiolizované hypokotyly gl-1 byly mirné tolerantné&jsi

K inhibi¢nimu u¢inku HgClo.
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Obr. 15: Graf zavislosti procentualni inhibice elongace hypokotylu kontrolniho genotypu
glabral a od néj odvozeného mutanta photl rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci
HgCl, a svételnych podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Hodnoty
inhibice vynesené do grafu jsou vypocitané z primérnych délek hypokotylu + SE a ziskané ze tii
(v ptipadé photl) a &ty (v piipadé glabral) nezavislych experimenti po sedmi dnech kultivace.

5.3.2 Elongace koiene

V grafu (Obr. 16) lze pozorovat silnou inhibici elongace kofene kontrolniho genotypu
a to za vSech svételnych podminek (BL, RL, D). Délka kotene se pii naslednych vyssich
koncentracich HgCl> jiz nijak vyrazné¢ nemnéni. U genotypu glabral pozorujeme mensi
délku kotene pii nulové koncentraci inhibitoru u rostliny kultivované v D oproti rostlindm
rostoucim na BL nebo RL, kdy v D byla délka kotene 9,5 mm, na BL 12,9 mm a na RL 14,1
mm. U mutanta photl nebyl rozdil délek kofend rostlin kultivovanych bez ptitomnosti

inhibitoru na BL a v D tak znatelny. Rostliny rostouci v D mély v priméru kofen délky 11,9

34



mm a na BL 13,9 mm. Nejdelsi pak byl kofen rostlin kultivovanych na RL a to
17,8 mm.
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Obr. 16: Graf zavislosti délky kofene ekotypu glabral (A) a od néj odvozeného mutanta
photl (B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl; a svételnych podminkach
(tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky kofene vynesené do grafu jsou praimérné
hodnoty + SE a ziskané ze tii (v ptipadé photl) a ctyf (v ptipadé glabral) nezavislych
experimentd po sedmi dnech kultivace.
Z grafu (Obr. 17) jsou patrné vysoké inhibice kotfeni u kontrolni (glabral) i mutantni
(photl) rostliny pfti vSech pouzitych koncentracich HgClz. Tyto inhibice se se zvySujici se
koncentraci pouzitého inhibitoru jiz nijak vyznamné neméni. Inhibice délky kofene ve vSech

koncentracich inhibitoru u kontrolniho genotypu glabral jsou vyssi pii kultivaci na BL a RL

oproti D. U photl je pozorovana vyssi inhibice pouze na RL oproti BL a D. U kontrolniho

(photl) rostliny. Dale je zde patrna lehce vyssi inhibice mutanta photl oproti kontrolni

rostliné glabral pfi kultivaci na RL pfi v§ech pouzitych koncentracich inhibitoru.
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Obr. 17: Graf zavislosti procentualni inhibice elongace koiene kontrolniho genotypu
glabral a od néj odvozeného mutanta photl rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci
HgCl; a svételnych podminkach (D, BL, RL). Hodnoty inhibice vynesené do grafu jsou
vypocitané z pramérnych délek kofene + SE a ziskané ze tii (v ptipadé photl) a ¢ty (v piipadé
glabral) nezavislych experimentl po sedmi dnech kultivace.

5.4 Mutant phot2 a kontrolni genotyp glabral

U rostlin glabral a phot2 byly pouzity koncentrace 0/30/70/100 pmol-I"tinhibitoru HgClo.

Mg¢feni hypokotylu a kofene probihalo vzdy v ramci jednoho experimentu.

5.4.1 Elongace hypokotylu

V grafu (Obr. 18) jsou znatelné rozdily délek hypokotylti u obou genotypi v zavislosti na
koncentraci pouZzitého inhibitoru. Se zvySujici se koncentraci HgCl2 se délka hypokotyli
zmensSuje u rostlin rostoucich ve vSech svételnych podminkach (BL, RL i D). U kontrolniho
genotypu glabral je patrna inhibice délky hypokotylu vlivem BL v nulové koncentraci
inhibitoru (viz vySe). U mutantniho genotypu phot2 takovyto trend pozorovan nebyl.
Rostliny kultivované na BL v nulové koncentraci inhibitoru mély hypokotyl délky 20,3 mm,
naRL 21,0 mmav D 21,9 mm.
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Obr. 18: Graf zavislosti délky hypokotylu kontrolniho genotypu glabral (A) a od néj
odvozeného mutanta phot2 (B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl. a
svételnych podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky hypokotylu
vynesené do grafu jsou primérné hodnoty + SE a ziskané ze tii (v ptipadé phot2) a ¢tyft (v piipadé
glabral) nezavislych experimentl po sedmi dnech kultivace.

Z grafu (Obr. 19) vyplyva, ze se zvysujici se koncentraci inhibitoru se i zvySuje
inhibice elongace hypokotylu u kontrolniho i mutantniho genotypu za vSech svételnych
podminek (BL, RL i D). U kontrolniho genotypu glabral je patrné snizeni v inhibice ristu
hypokotylu u rostlin kultivovanych na BL oproti rostlinam kultivovanymi na RL nebo v D
(viz vyse). Hypokotyly genotypu phot2 vykazuji oproti kontrolnim rostlinam (glabral)
vyrazné vy$$i miru inhibice u rostlin rostoucich na BL pii vSech pouzitych koncentracich
inhibitoru HgClz (30/70/100 pmol-I"). U koncentrace 30 pmol-I"t HgCl, byla inhibice
hypokotylu rostliny phot2 30,0 %, zatimco glabral vykazovala inhibici 10,2 %.
U koncentrace 70 umol-I" to bylo u phot2 37,5 % a hypokotyl kontrolniho genotypu glabral
byl inhibovan z 12,8 %. P¥i nejvyssi pouzité koncentraci inhibitoru (100 umol-I) inhiboval
HgCl, elongaci hypokotylu mutanta phot2 z 45,6 % oproti kontrolnim 22,7 % genotypu
glabral. U hypokotyli rostlin phot2 kultivovanych v jinych svételnych podminkach (RL
a D), za pritomnosti HgCl2 v rtiznych koncentracich, nebyl pozorovan vyrazny rozdil mezi

inhibici jejich elongace oproti kontrolnim rostlindm.
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Obr. 19: Graf zavislosti procentualni inhibice elongace hypokotylu kontrolniho genotypu
glabral a od néj odvozeného mutanta phot2 rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci
HgCl; a svételnych podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, Cervené svétlo-RL). Hodnoty
inhibice vynesené do grafu jsou vypocitané z primérnych délek hypokotylu + SE a ziskané ze tii
(v pripadé phot2) a ¢ty (v pripadé glabral) nezavislych experimentt po sedmi dnech kultivace.

5.4.2 Elongace koiene

V grafu (Obr. 20) lze pozorovat vysokou miru inhibice elongace kotfene u kontrolniho

genotypu (glabral) (viz vyse) i u mutanta phot2 uz za pouziti nejn

u mutanta phot2 od této koncentrace se zvySujici se koncentraci inhibitoru jiz dale téméf
neménila. U mutantniho genotypu phot2 byly kofeny rostlin kultivovanych pti nulové

koncentraci inhibitoru na RL (30,0 mm) o néco delsi, neZ u rostlin kultivovanych na BL

(21,9 mm) nebo v D (22,0 mm).
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Obr. 20: Graf zavislosti délky kofene kontrolniho genotypu glabral (A) a od néj odvozeného
mutanta phot2 (B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych
podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky kofene vynesené do grafu
jsou prumérné hodnoty + SE a ziskané ze tii (v ptipadé phot2) a ¢tyi (v piipadé glabral)
nezavislych experimentd po sedmi dnech kultivace.

Z grafu (Obr. 21) je patrné, ze k vysokym procentualnim inhibicim elongace kofene
dochazi u obou genotypt (glabral (viz vyse) i phot2) za vsech svételnych podminek jiz pti
nizké (30 umol-IY) koncentraci HgCl,. Se zvySujici se koncentraci inhibitoru se
u jednotlivych svételnych podminek (BL, RL, D) jiz inhibice u mutanta phot2 téméf neméni.
U kontrolniho genotypu glabral lze vidét vliv svétla na inhibici délky kofene. Inhibice je
pti vSech koncentracich inhibitoru vyssi na RL a BL oproti D. Naproti tomu, u mutanta phot2
neni vliv kvality svétla na inhibici patrny. Dale je zde mozné pozorovat vyssi inhibici
elongace kofene mutanta phot2 za vSech svételnych podminek (BL, RL, D) oproti
kontrolnimu genotypu glabral. Pii nejvyssi pouzité koncentraci (100 pmol-I%) je inhibice
elongace kofene u rostlin kultivovanych v D u mutanta phot2 74,5 %, u kontrolniho
genotypu glabral 41,7 %. Rostliny phot2 kultivované na RL mély elongaci kofene
inhibovanou ze 78,7 % oproti kofentim kontrolniho genotypu glabral, které mély inhibici
elongace 54,9 %. Na BL pfi nejvyssi pouzité koncentraci inhibitoru byla inhibice u kofent

genotypu phot2 74,1 %, zatimco u genotypu glabral tomu bylo 56,0 %.
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Obr. 21: Graf zavislosti procentualni inhibice elongace koi‘ene kontrolniho genotypu
glabral a od néj odvozeného mutanta phot2 rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci
HgCl; a svételnych podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, Cervené svétlo-RL). Hodnoty
inhibice vynesené do grafu jsou vypocitané z primérnych délek kotene + SE a ziskané ze tii (v
ptipadé phot2) a étyt (v piipadé glabral) nezavislych experimentti po sedmi dnech kultivace.

5.5 Mutant photl/phot2 a kontrolni genotyp glabral

U rostlin glabral a dvojitého mutanta photl/phot2 byly pouzity koncentrace 0/30/70/100
umol-It inhibitoru HgCl,. Méfeni hypokotylu a kofene probihalo vzdy v rdmci jednoho

experimentu.

5.5.1 Elongace hypokotylu

Z grafu (Obr. 22) je vidét, ze se zkracuje délka hypokotylu se zvysujici se koncentraci
inhibitoru HgCly, jak u kontrolniho genotypu glabral (viz vyse), tak i u dvojitého mutanta
photl/phot2. Pii nulové koncentraci inhibitoru je u obou genotypi patrny inhibi¢ni vliv BL
na délku hypokotylu. Hypokotyl zde dosahoval primérmé délky 14,9 mm, u RL tomu bylo
21,9 mmav D 22,4 mm.
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Obr. 22: Graf zavislosti délky hypokotylu ekotypu glabral (A) a od néj odvozeného mutanta
photl/phot2 (B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych
podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky hypokotylu vynesené do
grafu jsou pramérné hodnoty + SE a ziskané ze tii (v pfipadé photl/phot2) a étyi (v piipadé
glabral) nezavislych experimentl po sedmi dnech kultivace.

Graf (Obr. 23) zobrazuje zvySujici se inhibici elongace hypokotylu u mutanta
photl/phot2 a jeho kontrolniho genotypu glabral (viz vySe) v zavislosti na rostouci
koncentraci inhibitoru HgClz za vsech svételnych podminek (BL, RL, D). U rostlin
mutantniho genotypu photl/phot2 kultivovanych na BL 1ze pozorovat lehky pokles inhibice
oproti rostlinam kultivovanym na RL nebo v D. Pi koncentraci 100 umol-I* byla inhibice
hypokotyll rostlin rostoucich v D nebo RL okolo 40 %, u rostlin kultivovanych na BL tomu
bylo necelych 30 %. Na BL je vidét patrny rozdil mezi mutantem a kontrolnim genotypem
v inhibici ristu hypokotylu pii koncentrace inhibitoru 70 umol-I. U kontrolniho genotypu
glabral dosahovala v tomto piipadé inhibice hodnoty 12,8 % a u mutanta photl/phot2

26,6 %. Pii ostatnich koncentracich nebyl rozdil inhibice elongace hypokotylu tak vyrazny.
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Obr. 23: Graf zavislosti procentualni inhibice elongace hypokotylu kontrolniho genotypu
glabral a od néj odvozeného mutanta photl/phot2 rostliny Arabidopsis thaliana na
koncentraci HgCl; a svételnych podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL).
Hodnoty inhibice vynesené do grafu jsou vypocitané z primérnych délek hypokotylu + SE a
ziskané ze tii (v ptipadé photl/phot2) a ¢ty (v piipadé glabral) nezavislych experimenti po
sedmi dnech kultivace.

5.5.2 Elongace korene

inhibitoru HgCl> dochazi za vsech svételnych podminek (BL, RL, D) k vysoké inhibici
elongace kofene u obou zobrazenych genotypu (glabral (viz vyse), photl/phot2).
U mutanta photl/phot2 pak délka kofene se zvysujici se koncentraci ziistava téméf neménna.
Kofeny rostlin mutanta photl/phot2 kultivovanych v D pii nulové koncentraci inhibitoru
byly o néco kratsi neZ na BL. Dosahovaly délky 12,1 mm, zatimco kofeny rostlin
kultivovanych v BL byly v priiméru dlouhé 16,8 mm. Rostliny rostouci v RL bez ptitomnosti

HgCl2 mély koteny nejdelsi, a to 20,8 mm.
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Obr. 24: Graf zavislosti délky kofene ekotypu glabral (A) a od néj odvozeného mutanta
photl/phot2 (B) rostliny Arabidopsis thaliana na koncentraci HgCl, a svételnych
podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL). Délky kofene vynesené do grafu
jsou pramérné hodnoty + SE a ziskané ze tii (v piipadé photl/phot2) a ¢tyt (v ptipadé glabral)
nezavislych experimentd po sedmi dnech kultivace.

cv v

(30 umol- 1Y) dochazi u obou genotypti k vysoké inhibici elongace kofene za vsech
svételnych podminek (BL, RL, D). U obou genotyptli se inhibice uz dale se zvySujici se
koncentraci inhibitoru téméf neméni u vSech svételnych podminek (D, RL, BL). Je zde vsak
vidét vliv svétla na inhibici. Inhibice délky kotfene byla vyssi u obou genotypi u rostlin
kultivovanych na RL i BL oproti D. V grafu je vidét maly rozdil v inhibici mezi kontrolnim
a mutantnim genotypem u rostlin kultivovanych na RL. Délka kofene mutanta photl/phot2

byla inhibovana o néco vice nez u rostliny glabral ve vsech pouzitych koncentracich HgClo.

43



glabral a photl/phot2

80.0
£ 700
g 600 L mglabra-1 D
2500 | m phot1/phot2 D
o]
§) 400 - H glabra-1 BL
=
= 300 ® photl/phot2 BL
o L
3 200 m glabra-1 RL
= 10.0
E m photl/phot2 RL

30 70 100
koncentrace HgCl, (umol-I'")

Obr. 25: Graf zavislosti procentualni inhibice elongace koi‘ene kontrolniho genotypu
glabral a od néj odvozeného mutanta photl/phot2 rostliny Arabidopsis thaliana na
koncentraci HgCl; a svételnych podminkach (tma-D, modré svétlo-BL, ¢ervené svétlo-RL).
Hodnoty inhibice vynesené do grafu jsou vypocitané z primérnych délek kotene + SE a ziskané
ze tii (v ptipadé photl/phot2) a ¢tyt (v piipadé glabral) nezavislych experimentt po sedmi dnech
kultivace.
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6 Diskuze

Svétlo je dulezity faktor prostiedi, ktery ovlivituje rtst a vyvoj rostliny (Qi et al., 2022). Jeho
modréd slozka ovliviluje fotomorfogenezi, fototropismus, otevirani a zavirani praducha
a dalsi (Huché-Thélier et al., 2016; Shao et al., 2020). Rostliny vnimaji BL skrze
fotoreceptory, mezi které patii fototropiny, kryptochromy a fotoreceptory skupiny
ZTL/FKF1/LKP2 (Huché-Thélier et al., 2016). Existuje n€kolik dikazi, kdy mélo BL vliv
I na expresi akvaporint (Kaldenhoff et al., 1996; Liang et al., 2013; Balarynova and Fellner,
2019). Tento jev vSak neni zatim dalece prostudovan. Akvaporiny jsou dilezité
transmembranové proteiny, které slouzi pro transport vody a nékterych malych nenabitych
molekul skrze membrany (Agre, 2004). Piedlozena bakalaiska prace se vénuje moznému
vlivu BL na regulaci akvaporinti a uloze fototropinii a kryptochromi v tomto procesu.
Experimenty probihaly v podminkach in vitro za pfitomnosti inhibitoru akvaporinti HgClo.
Zkouména byla elongace hypokotyli a kotfenli fotomorfogennich mutantii rostliny
Arabidopsis thaliana cryl-1, cry2-1, photl, phot2 a photl/phot2, kteti byli kultivovani
Vv riznych svételnych podminkéach (BL, RL a D).

Je znamo, Ze slouceniny rtuti reaguji s volnymi sulfanovymi skupinami v cysteinu,
ktery je pritomny v akvaporinech a tim inhibuji tyto kanaly (Agre, 2004). Inhibi¢ni G¢inek
HgCl2 na akvaporiny byl potvrzen u vSech fotomorfogennich mutantt i jejich kontrolnich
genotypu rostliny Arabidopsis thaliana, které byly v této bakalaiské praci testovany.
Rostliny kultivované pii nulové koncentraci inhibitoru mély delsi hypokotyl 1 kofen nez
rostliny kultivované v ptfitomnosti HgClz. U hypokotylli se inhibice zvySovala s rostouci
koncentraci inhibitoru u v§ech zkoumanych genotypii. U kotfene dochazelo k vysoké inhibici
elongace jiz pfi nizkych koncentracich a tato inhibice se poté jiZ nezvétSovala a s rostouci
koncentraci HgCl, ziistavala téméf neménna. Vysledky ukazuji, ze akvaporiny jsou
pozitivné zapojeny v rastu hypokotylu i kotfene. Vysledky rovnéz naznacuji vyssi citlivost
kotfenti k tomuto inhibitoru oproti hypokotylu.

Pt studiu ristu hypokotylu mutantniho genotypu cryl-1 a jeho kontrolniho genotypu
Ler pii nulové koncentraci HgCl bylo zjisténo, ze BL mélo u genotypu Ler inhibi¢ni vliv
na délku hypokotylu. Délka hypokotylu rostlin kultivovanych na BL byla mensi oproti
rostlindm rostoucim ve tmé. U mutantniho cryl-1 genotypu tento jev pozorovan nebyl,
rostliny rostouci na BL mély srovnatelnou délku hypokotylu s rostlinami rostoucimi ve tmé.

Tento vysledek potvrzuje jiz znamy fakt, ze se fotoreceptor Cryl jako hlavni podili na
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inhibici prodluzovani hypokotylu zplisobené modrym svétlem (Ohgishi et al., 2004).
Podobnych vysledktl bylo dosazeno s mutantem phot2. Mutantni rostliny phot2 mély na BL
srovnatelnou délku hypokotylu jako rostliny péstované v D, zatimco u kontrolniho genotypu
glabral byly hypokotyly na BL kratsi oproti D. Tyto vysledky jsou tedy v rozporu
(Ohgishi et al., 2004). U dvojitého mutanta photl/phot2 vsak tento jev pozorovan nebyl, coz
odpovida tomu, ze se fototropiny Photl a Phot2 se ve své funkci vzajemné ovliviuji, a ze
hraji na inhibici prodluzovani hypokotylu vlivem modrého svétla pouze vedlejsi lohu
(Ohgishi et al., 2004). Dosud znamou funkci fototropind ve fotomorfogennich odpovédich
je funkce Photl v pocate¢ni rychlé inhibici rdstu hypokotylu vlivem modrého svétla
(Fankhauser and Stainger, 2002). Tento jev jsme vSak v naSich experimentech zachytit
nemohli, protoze jsme studovali dlouhodoby vliv modrého svétla na riist hypokotylu.
Kofeny rostlin genotypu Ler byly pii kultivaci na BL o poznani delsi nez kofeny
rostlin kultivovanych ve tmé&. Je zde tedy patrny stimulacni vliv svétla na elongaci kotene.
Oproti tomu mutant cryl-1 takovychto vysledkid nedosahoval. Svétlo nemélo vliv na délku
kotene a kofen mél ve vSech studovanych podminkach (D, BL, RL) srovnatelnou délku. Je
znamo, ze rostliny s defektem ve fotoreceptoru Cryl vykazuji snizené prodluzovani kotfene
na BL (Canamero et al., 2006). Zatimco u ekotypu glabral byly kofeny rostlin
kultivovanych na BL i RL delsi nez etiolizované kofeny, U mutantti photl a phot2 byl
pozorovan stimula¢ni efekt na délku kofend spiSe jen RL. Toto by mohlo naznacovat, ze
Photl a Phot2 se podileji na stimulaci prodluzovani kofene vlivem BL. Toto je v rozporu
s diivéjSimi zjiSténimi, ze se fototropiny tohoto procesu neucastni (Canamero et al., 2006).
U dvojitého mutanta vSak stimulacni efekt elongace kofene byl pozorovan jak na RL, tak na
BL. Toto zjisténi naznazuje, ze pii vypnuti funkce obou fotoreceptori Photl a Phot2
ptebiraji funkci obou fotoreceptorii V procesu stimulace rustu kofene jiné fotoreceptory.
Tento vysledek tak mize potvrzovat jiz diive znamé zjiSténi (Canamero et al., 2006).
Vysledky studia inhibice elongace hypokotylu mutanta cryl-1 a jeho kontrolniho
genotypu Ler neukazaly zadny vyrazny vliv svétla na troven inhibice vyvolanou HgClo.
Inhibice byla srovnatelna ve vSech studovanych svételnych podminkach (D, BL, RL). Nebyl
zde ani pozorovany rozdil mezi kontrolnim genotypem Ler a mutantem cryl-1. Stejnych
vysledki bylo dosazeno pfi studiu inhibice elongace kotene téchto dvou genotypti. Inhibice

nebyla zavisla na kvalit¢ svétla u obou genotypli a nebyl zde ani patrny rozdil mezi
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kontrolnim a mutantnim genotypem. Vysledky tedy naznacuji, Ze u hypokotylu a kotfene

genotypu Ler nema svétlo vyrazny vliv na regulaci aktivity aquaporind.

Inhibice rastu hypokotylu mutanta cry2-1 a ekotypu Col neukazala Zadnou spojitost
mezi kvalitou svétla a inhibici vyvolanou HgCl>. Inhibice ristu hypokotylti u obou genotypti
byly relativné srovnatelné pii vSech svételnych podminkach (D, BL, RL). Déle zde nebyl
pozorovan zadny vyrazny rozdil mezi Col a cry2-1 v citlivosti k HgCl». Stejné tomu bylo pii
studiu inhibice elongace kotene u téchto dvou genotypl. Nebyl zde pozorovan vyznamny
vliv svétla na inhibici a ani zde nebyl patrny rozdil mezi kontrolnim genotypem Col
a mutantem cry2-1. Vysledky tedy naznacuji, ze u genotypu Col, svétlo nema
pravdépodobné vyrazny vliv na regulaci aktivity aquaporint.

Vysledky studia riistovych reakci hypokotylu a kofene kontrolnich genotypt Ler
a Col a mutantt cryl-1 a cry2-1 vlivem HgCl> ukazaly, ze BL (a ani RL) neovliviiuje
citlivost hypokotylti a kotenti k HgCl>. Tyto vysledky naznacuji absenci vlivu svétla na
aktivitu akvaporint. V minulosti byl pak sledovan pouze vliv modrého svétla na indukci
exprese akvaporin-kodujiciho genu AthH2 (Kaldenhoff et al., 1996). Bylo by tedy zajimavé
analyzovat expresi vybranych akvaporinli v naSich experimentalnich rostlinach a za nasich
experimentalnich podminek.

Studium inhibice elongace hypokotylu inhibitorem HgCl> u genotypu glabral
a photl ukazalo, ze BL vyrazn¢ snizovalo inhibi¢ni uc¢inek HgClz na rist ve srovnani
s inhibi¢nim uc¢inkem HgCl> u rostlin kultivovanych na RL nebo D. Z vysledkt vSak nebyl
soucasné patrny zadny rozdil mezi mutantnim (photl) a kontrolnim (glabral) genotypem.
Tyto vysledky naznacuji spojitost mezi BL a regulaci akvaporind. V diivéjsich studiich jiz
byl prokazan vliv BL na regulaci exprese genti pro akvaporiny u rostliny Arabidopsis
thaliana (Kaldenhoff et al., 1996). Tyto vysledky vSak také ukazuji, Ze vliv BL na snizeni
citlivosti hypokotylti k HgCl2 neni pravdépodobné zprostiedkovan fotoreceptorem Photl.

Vysledky inhibice prodluzovani kofene u mutanta photl a kontrolniho genotypu
glabral ukazaly vliv svétla na inhibici zptisobenou HgClz. U kontrolniho genotypu glabral
byla inhibice rustu kofene vlivem inhibitoru vyssi u rostlin kultivovanych na BL a RL oproti
inhibici pozorované v D. U mutanta pak byla vidét vysSi inhibice na RL pfi vSech
koncentracich a na BL u koncentraci 30 a 70 umol‘I* oproti D. Mutant pak vykazoval lehce
vyssi citlivost k HQCl na RL oproti kontrolnimu genotypu glabra-1 ve vSech studovanych

koncentracich. Vysledky tedy mohou naznaCovat vliv svétla na aktivitu akvaporini
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Vv kotfenech. Protoze avSak dochdzi k vysokym inhibicim jiz pifi nizkych koncentracich
inhibitoru, je obtizné pozorovat jakykoli trend v inhibici.

Jak bylo zminéno, u kontrolniho genotypu glabral BL vyrazné snizovalo inhibi¢ni
ucinek HgCl, na rust hypokotylu. Tento jev vSak nebyl pozorovan u mutanta phot2, kde
uroven inhibice prodluzovani hypokotylu vlivem HgCl> byla podobna ve D, BL i RL.
Vysledky tedy naznacuji, Zze svétlo snizuje citlivost hypokotyli vlivem HgCl:
prostiednictvim fotoreceptoru Phot2.

U genotypu glabral BL i RL zvySovalo uroven inhibice rastu kofene vlivem HgClo.
Tento jev vsak nebyl pozorovan i u mutanta phot2. Soucasné vsak phot2 vykazoval vyrazné
vy$$i inhibici rastu kofene vlivem HgClz nez glabral, a to za vSech testovanych svételnych
podminek. To ukazuje, Ze mutace v genu PHOT2 zvysuje citlivost kofene k HgCl, nezavisle
na svétle, tedy na tom, zda je fotoreceptor Phot2 aktivovan ¢i nikoliv. Tento vysledek vede
k zavéru, ze funkéni fotoreceptor Phot2 pravdépodobné redukuje citlivost akvaporini
k HgClo.

U mutanta phot1/phot2 BL, podobné¢ jako u kontrolniho genotypu glabral, snizovalo
inhibi¢ni G¢inek HgClz na rist hypokotylu. Soucasné, hypokotyly mutanta photl/phot2
vykazovaly podobnou citlivost k HgCl. jako hypokotyly glabral, a to za vSech svételnych
podminek. Vysledky tedy naznacuji, Ze regulace akvaporini prostiednictvim BL pies
fotoreceptor Phot2 mize byt podtizena vlivu fotoreceptoru Photl.

Studium inhibice elongace kofene dvojitého mutanta photl/phot2 vlivem HgCl.
ukazalo podobny ucinek inhibitoru na rist jako u kontrolniho genotypu glabral. Toto opét
naznacuje, ze vliv Phot2 na citlivost kofenti vuci inhibitoru akvaporini HgCl> je
pravdépodobné podtizen vlivu fotoreceptoru Phot1.

Studium inhibice kofenl neni zcela jednoznacné, jelikoz dochazelo k vysokym
inhibicim jiZ pfi nizkych koncentracich inhibitoru, a tudiZ bylo obtizné sledovat jakykoli
trend v inhibici prodluzovani kofene. Vysledky s mutantem phot2 vsak naznacily, Ze mutace
v genu PHOT?2 miize zvySovat citlivost kofene k inhibitoru akvaporintt HgCly, a to nezavisle
na svételnych podminkach. K potvrzeni tohoto jevu by vSak bylo nutné provést dalsi
experimenty naptiklad s niz$imi koncentracemi HgClo. U sledovani inhibice hypokotylu
byly vysledky o néco jasnéjsi a byla pozorovana spojitost mezi fotoreceptorem Phot2
a regulaci akvaporinu specificky na BL. Vysledky s mutantem photl/phot2 vs$ak naznacili
I spojitost této reakce s fotoreceptorem Photl. V nedavné dobé¢ bylo zjisténo, ze mezi funkce

fototropind patii i ovlivnéni proudéni vody v listu (Grunwald et al., 2022). Tato bakalaiska
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prace tedy naznacuje, ze by se fototropiny mohly podilet i na dalsi ¢asti transportu vody
Vv rostling, a to regulaci vodnich kanélti — akvaporint. Aktivace fototropini muize vést ke
zméné V transkripci gent kodujicich akvaporiny, kdy je transkripce indukovana. Také muze
dochazet ke zméné propustnosti kanali tak, ze aktivaci fototropinii je tato propustnost
stimulovana. K plnému porozuméni mechanismu vsak bude potieba dalSich studii jako
napiiklad studium transkripce genti pro nékteré akvaporiny u fotomorfogennich photl, phot2
a photl/phot2 mutanti rostliny Arabidopsis thaliana v zavislosti na svétle a koncentraci
inhibitoru HgCl,. Ziskané zavéry by se daly také podpofit tim, Ze by byly podobnym

zpuisobem analyzovany mutantni rostliny naopak se zvysenou funkci fototropind.
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7 Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo zjistit mozny vliv modrého svétla na regulaci akvaporint
prostfednictvim fototropinovych a kryptochromovych signalnich drah u rostliny Arabidopsis
thaliana. Byly sledovany ristové reakce fotomorfogennich mutantd v prostiedi inhibitoru
akvaporini HgCl, ve zvolenych koncentracich v podminkdch modrého svétla (BL),
cerveného svétla (RL) a tmy (D). Experimenty probihaly na mutantech cryl-1 (odvozeny od
genotypu Landsberg erecta), cry2-1 (odvozeny od genotypu Columbia), photl, phot2
a photl/phot2 (vsechny odvozené od genotypu glabral).

Vysledky predloZzené bakalatské prace ukazuji, ze akvaporiny jsou pozitivné
zapojeny Vv procesu rustu hypokotylu i kofene rostliny Arabidopsis thaliana. Také bylo
zjisténo, ze koteny jsou daleko citlivéjsi k inhibitoru HgCl2 nez hypokotyly rostliny.

U genotypti Ler a Col svétlo pravdépodobné neméd vyznamny vliv na regulaci
akvaporint, zatimco u genotypu glabra-1 modré svétlo snizuje citlivost hypokotyld
K inhibitoru akvaporinii HgClo. Dale je z vysledkt patrné, Ze sniZeni citlivosti hypokotylt
k HgCl> vlivem modrého svétla neni pravdépodobné zprostiedkovano fotoreceptorem
Photl. Fotoreceptor, ktery pravdépodobné ovliviiuje tento proces je fotoreceptor Phot2.

Zvysledkti dale vyplyva, ze citlivost akvaporini v kofeni je ovlivnéna
fotoreceptorem Phot2 nezavisle na svételnych podminkach, tedy nezévisle na tom, zda je
receptor aktivovan ¢i nikoli. Studium dvojitého mutanta photl/phot2 pak naznacilo, Ze tato
regulace akvaporini je u kofen i hypokotyld ovlivnéna i fotoreceptorem Photl, coz

naznacuje pravdépodobné epistaticky ucinek Photl nad Phot2.
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8 Seznam zkratek

AGB1

BL

CCE

Col

COP1

CRY

DAS
ER
FAD
FAR
FHY
FMN
GAF
LAF
Ler

LOV

MS

MTHF

Arabidopsis heterotrimeric G-protein 3-submit; B-podjednotka
G-proteinu u Arabidopsis

blue light; modré svétlo

CRY C-terminal extension; C-terminidlni doména

kryptochromu
Columbia

constitutive photomorphogenesis 1 protein; zakladni protein

fotomorfogeneze 1
cryptochrome; kryptochrom
dark; tma

DQXVP-acidic STAES
endoplasmatické retikulum
flavinadenindinukleotid
far-red-impaired response
far-red elongated hypocotyls
flavinmononukleotid
cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cyclases, FhlA
long after far-red

Landsberg erecta

light-oxygen-voltage; svétlem, kyslikem, napétim regulovana

doména
Murashige and Skoog médium

methenyltetrahydrofolat

o1



NIP

Nod-26

NPA

PAS

Prr

PHOT

PHR

PHY

PIP

Pr

RL

SIP

SPA

TIP

uv

XIP

ZTL/FKF1/LKP2

Nodulin26-like intrinsic proteins; akvaporiny podobné
nodulinu26

nodulin26
Asparagin, Prolin, Alanin

per (period circadian protein)-arnt (aryl hydrocarbon receptor

nuclear translocator protein)-sim (single-minded protein)
aktivni forma fytochromu

phototropin; fototropin

photolyase homology reagion; fotolyazovy homologni region
phytochrom; fytochrom

plasma membrane intrinsic proteins; vnitini membranové

proteiny

neaktivni forma fytochromu

red light; cervené svétlo

small basic intrinsic proteins; malé zakladni vnitini proteiny
supressor of phytochrome A; supresor fytochromu A
tonoplast intrinsic proteins; vnitini proteiny tonoplastu

ultra violet; ultrafialové zafeni

uncharacterized intrinsic proteins; netypické vnitini proteiny

zeitlupe/flavin-binding, Kelch repeat, F-box 1/LOV Kelch
protein 2
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