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Predmétem piedkladané bakalaiské prace bylo studium
citlivosti kliceni fotomorfogennich mutantii v podminkach
in vitro K inhibitoru rostlinnych akvaporint HgCl»
Vv zdvislosti na svételnych podminkach. Cilem prace bylo
zjistit, zda rostlinné akvaporiny hraji ulohu v kli¢eni
semen, zda jejich aktivita ¢i mnozstvi miize byt ovlivnéno
modrym svétlem, a kterymi fotoreceptory miize byt ucinek
svétla zprosttedkovan. Experimentdlnimi rostlinami byly
mutanti rajéete (Solanum lycoperscium L.) s defektem
v kryptochromu CRY1 a mutanti Arabidopsis thaliana L.
(Heynh.) s defekty ve fotoreceptorech fototropinech
PHOT1 a/nebo PHOT2. Vysledky ukazaly, ze kli¢eni
semen rajéete i Arabidopsis je redukovano inhibitorem
HgCl». Zatimco u rajéete modré a Cervené svétlo zvySovalo
citlivost semen k inhibi¢nimu tu¢inku HgClz, u Arabidopsis
byl ucinek svétla pravé opacny. Dale bylo zjisténo, ze ve
tm¢ u mutanta rajcete cryl-1 bylo kliceni semen citlivéjsi
K inhibitoru nez kli¢eni u nemutované rostliny a ze svétlo
citlivost semen cryl-1 neovliviiuje. U Arabidopsis bylo
zjisténo, ze citlivost kli€eni semen mutantd ve
fotoreceptorech  PHOT a rostliny gl-1 kHgCl, byla
podobna. Na zaklad¢ téchto vysledki jsme dosli
K nasledujicim zavérim: 1) Rostlinné akvaporiny jsou
zapojeny V kli¢eni semen; 2) Modré svétlo mize snizovat
mnozstvi akvaporinli nebo sniZovat jejich aktivitu; 3)
Ovlivnéni akvaporinti modrym svétlem je zprostiedkovano
fotoreceptorem CRY 1.
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The object of this thesis was to study the sensitivity of seed
germination of photomorphogenic mutants to an inhibitor of
plant aquaporins HgCl, in conditions in vitro and as a
function of light quality. The aim of the study was to
determine whether the plant aquaporins play a role in seed
germination or whether their activity or amount may be
affected by blue light and which photoreceptors can
mediate the effect of light. Mutants of tomato (Solanum
lycoperscium L.) with a defect in cryptochrome CRY1 and
mutants of Arabidopsis thaliana L. (Heynh.) with defects in
photoreceptors phototropin PHOT1 and/or PHOT2 Were
used as experimental plants. The results showed that the
germination of tomato and Arabidopsis seeds is reduced by
inhibitor HgCl>. While in tomato blue and red light
increased the sensitivity of seeds to the inhibitory effect
HgCly, in Arabidopsis the effect of light was just opposite.
Furthermore, it was found that in the dark, seed germination
of tomato mutant cryl-1 was more sensitive to the inhibitor
than seed germination in wild type plant, and that the light
does not affect sensitivity of cryl-1 seeds. In Arabidopsis, it
has been found that seed germination sensitivity to HgCl, of
mutants with defect in PHOT photoreceptors and plants gl-
1 was similar. Based on these results we came to the
following conclusions: 1) Plant aquaporins are involved in
seed germination; 2) Blue light may reduce the amount of
aquaporins or reduce their activity; 3) Effect of aquaporins
is mediated by a blue light photoreceptor CRY1.
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1 Uvod

Fotoreceptory jsou receptory ur¢ené pro vnimani svétla, jeho intenzity, barvy a sméru
paprsku. Dilezitym typem svétla je modré svétlo, které hraje vyznamnou roli v regulaci
nejruznéjSich procest v téle rostlin. Akvaporiny jsou membranové proteiny tvorici
kanaly. Nachazi se v plazmatické membran¢ a intracelularnich membranach rostlinnych
bun¢k, kde usnadiiuji piepravu vody, malych neutrdlnich rozpusténych latek nebo
plyni.

Hlavnim cilem ptedkladané bakalaiské prace bylo zjistit, zdali jsou rostlinné
akvaporiny zapojeny vV kli¢eni semen, a zda jejich aktivita ¢i mnozstvi muze byt
ovlivnéno modrym svétlem. Strategii byl pak geneticky pfistup (analyza mutantt), pii
kterém bylo studovéno kliceni ovlivnéné inhibitorem HgClz soucasné i svétlem o rizné
kvalité (D, BL, RL). Modelovymi rostlinami byly raj¢e jedlé Solanum lycoperscium L.
a husenicek rolni Arabidopsis thaliana L. (Heynh.). Vyznamnymi genotypy jsou zde
mutanti rajcete cryl-1, cryl-2 a mutanti Arabidopsis photl, phot2 a photlphot2 majici
defekt v urCitém genu kédujici fotoreceptor pro modré svétlo. Pomoci
farmakologického piistupu, spocivajiciho v aplikaci inhibitoru akvaporint, HgCl2 bylo
studovano kli¢eni semen mutant rajcete a Arabidopsis, s defekty ve fotoreceptorech
CRY1, Photl a Phot2 ve tm¢&, na modrém a Cerveném svétle. Pouzitou metodikou bylo
studium kli¢eni semen in vitro.

Bakalaiské prace byla provadéna v Laboratofi ristovych regulatort Univerzity
Palackého v Olomouci, konkrétné ve Skupiné molekularni fyziologie pod vedenim doc.
RNDr. Martina Fellnera, Ph.D. Finan¢né byly experimenty podporovany prostiedky
z projektu  OPVK (¢. projektu CZ.1.07/2.3.00/30.0004) a prostiedky Laboratoie

rustovych regulatord.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2. 1 Kliceni semen

Semena jsou dualezitou fazi zivotniho cyklu vyssich rostlin s ohledem na jejich pteziti
jako druhu. Jedna se o rostlinné jednotky, které jsou schopny piezit obdobi mezi zranim
a vznikem nové generace rostliny. Semena, pievazné v suchém stavu, jsou dobie
vybavena proti dlouhotrvajicim neptiznivym podminkam. Pro optimalizaci kli¢ivosti za
ur¢itou dobu dochazi ke vstupu semen do klidového obdobi tzv. dormance. Semena,
nachdzejici se ve stavu dormance, byla definovdna jako Zzivotaschopna semena
postradajici schopnost kli¢it za vhodnych podminek. U nékterych druht rostlin se
vyskytovala semena, ktera byla schopna klicit, avSak cely proces nemohl byt dokoncen,
jelikoz okolni struktury obklopujici embryo, branily praniku kofinku ze semena. Tento
jev je znam jako obalem fizena dormance (z angl. the coat-enhanced dormancy)
(Bradford, 1996).

Kliceni je dé&j, pti kterém dochdzi k rliznym procesim a preméndm semene.
Zahrnuje pocate¢ni udalosti, kam patii piijem vody a finalni udalosti, pfi kterych
dochazi k prodluzovani zarodecné osy. Ptijem vody semenem probiha ve tiech etapach.
Prvni etapa se vyznacuje postupnou zvySujici se rychlosti absorpce vody. Pti druhé
etapé dochazi k jejimu stabilizovani na urcitou hodnotu. V posledni etap€ je rychlost
absorpce opét zvysSena (Bewley et Black, 1994). Kli¢eni se na bunééné urovni projevuje
v n¢kolika znacich. Jednim z téchto znakt je obnoveni zakladnich bunéénych procest,
jako je transkripce, translace a oprava DNA. Nasleduje bunécéna elongace a nakonec,
v dobé vysunuti kotfinku, dojde k obnoveni bunécného déleni (Barroco et al., 2005;
Masubelele et al., 2005).

Z hlediska fyzikalniho je kli¢eni dvoufazovy proces. Pti prvni fazi dochazi k
protrzeni vnéjSiho obalu semene, testy, které je nasledovano prasknutim endospermu.
Druha faze se vyznacuje prasknutim mikropylarniho endospermu a vysunutim kofinku.
Situace, kdy kofinek pronikne strukturou obklopujici embryo, je obvykle znama pod
pojmem ,.viditelné klieni®, jenz znaci ukonceni celého procesu. (Obr. 1; Karssen,
1976; Hepher et Roberts, 1985; Leubner-Metzger et al., 1995; Krock et al., 2002;
Petruzzelli et al., 2003; Leubner-Metzger, 2003; Liu et al., 2005).

Kliceni je indukovano nejriznéjS§imi faktory prostiedi, avSak jednim
z nejdilezitéjSich faktorti je svétlo. Svétlo byva vétSinou zachycovéano fotoreceptory

fytochromy. Klasickym ptikladem organismu, u kterého dochazi k indukci kli¢eni



svétlem, jsou semena Arabidopsis. Takova semena pak byvaji oznaCovana jako
fotoblastickd (vyzadujici svétlo). Diky aktivaci fytochromii svétlem dochéazi k
indukci syntézy giberelini  dulezitych pro vyvoj rostliny. Naopak semena
nefotoblasticka (nevyzadujici svétlo), ktera jsou typicka pro raj¢e, dobie kli¢i i po
rehydrataci ve tmé&. Rozhodujicim faktorem, ktery kli¢eni umoziuje je Pfr forma
fytochromi nachéazejicich se v semenech. Semena rajcete jsou citlivda ke svétlu
maximaln¢ 16 hodiny od poc¢atku rehydratace (Georghiou et Kendrick, 1991; Appenroth
et al., 2006; Sawada et al., 2008).

Indukce dormance Prolomeni dormance Prasknuti testy a endospermu Kli¢eni

mobilizace
l \ vylu€ovani slizu rezervnich latek

b - p— |

) f7 ) - \ (
> { > % § > L\ { > »
nezralé semeno zralé semeno zralad imbibovana semena +svétlo  prasknuti testy prasknuti endospermu vysunuti kofinku sazenice

Obrazek 1. Kli¢eni semen Arabidopsis thaliana. Zrala semena Arabidopsis mohou byt jak dormantni, tak
nedormantni. Dormantni semena, PO vystaveni spravnym podminkdm prostfedi (voda, svétlo), klicit
nebudou. Dormance semen muze byt prolomena suchym skladovanim nebo stratifikaci (pievzato a

upraveno od Bentsink et Koornneef, 2008).

10



2. 2 Fotoreceptory

Na rozdil od zvifat rostliny nejsou schopné pohybu, coz jim znemoznuje unikat pied
nepiiznivymi podnéty prostfedi. Tyto podnéty pak ovliviiuji vyvoj celé rostliny. Ze
vyvinula fada schopnosti vnimani kvality, kvantity, sméru a doby svétla a interpretace
téchto signald, aby doslo ke spravné fyziologické a vyvojové odpovédi (Moller et al.,
2002; Montgomery et Lagarias, 2002). K monitorovani svétla si rostliny vyvinuly fadu
fotoreceptort, které jsou charakteristické pro razné vlnové délky, jez vnimaji. Cervené a
dlouhovinné Cervené svétlo (z angl. red/far-red), které dosahuje vinové délky 600-750
nm, je vnimano skupinou fotoreceptori nazyvajici se fytochromy. Modré a UV-A
svétlo, jez dosahuje vlnové délky 320-500 nm je vnimano napi. Kryptochromy a
fototropiny. Byl rovnéz identifikovan fotoreceptor UVRS, ktery pravdépodobné vnima
UV-B svétlo 0 vinové délce 282-320 nm. Tento fotoreceptor vSak neni jesté dostatecné
prozkouman (Kendrick et Kronenberg, 1994; Briggs et Huala, 1999; Briggs et Christie,
2002).

2. 2. 1 Fytochromy

Fytochromy patii mezi fotoreceptory absorbujici cervené a dlouhovinné cervené svétlo.
Jsou znamé jako regulatory kliceni pfi plsobeni svétla na semena (Borthwick et al.,
1952; Shinomura et al., 1994). Z molekularniho hlediska je fytochrom, vyskytujici se
v rostlinach jako rozpustny homodimer, slozen z apoproteinu, ktery je kovaletné
navazany na linearni tetrapyrrolovy chromofor. Existuji dvé rtzné fotoreversibilni
formy fotoreceptori. U rostlin rostoucich ve tmé, se nachazi fytochrom v
neaktivni Cervené svétlo-absorbujici Pr formé. Pfi vystaveni Pr cervenému svétlu, dojde
ke konverzi fytochromu na formu Pfr, absorbujici dlouhovinné ¢ervené svétlo. Pfr je
obecné povazovan za biologicky aktivni formu fytochromu a mize byt zpétné¢ preméné
na formu Pr dal$im vystavenim ¢ervenému svétlu. Zména mezi Pr a Pfr je spojena, jak s

konformac¢ni zménou ve struktuie fytochromt, tak i se zménami absorp¢nich maxim od

666 nm (Pr) do 750 nm (Pfr) (Obr. 2; Quail, 1997).
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pr (neaktivni)

dlouhovinné cervené svétlo

cervené svétlo

Tma

pr (aktivni)

Buné&éna odpovéd’

Obrazek 2. Systém zmény konformace fytochromu: Pfi osvétleni Cervenym svétlem je biologicky
neaktivni forma fytochromu (Pr) pfevedena na biologicky aktivni formu (Pfr). Dochazi k bunééné
odpovédi. Nasleduje pievedeni fytochromu zpét na biologicky inaktivni formu dlouhovlnnym Eervenym

svétlem a tmou (pfevzato a upraveno z Boundless.com).

Fytochromy mtzZzeme rozd¢lit na zéklad¢ jejich stability do dvou skupin. Prvni
typem fytochromi jsou fotolabilni fytochromy. Fytochromy patiici do této skupiny
velmi rychle degraduji po vystaveni ¢ervenému ¢i bilému svétlu, na rozdil od druhého
typu fytochroml nazyvajicich se fotostabilni, které nedegraduji (Clough et Vierstra,
1997). U Arabidopsis bylo objeveno pét charakteristickych geni PHYA-E kodujicich
apoproteiny fytochromu. Jednotlivé geny maji odlisné, ale pfesto piekryvajici se funkce
(Sharrock et Quail, 1989). PhyA spada do skupiny fotolabilnich fytochromt, naopak
PhyB-E patii do skupiny fytochromii fotostabilnich. Fytochromy miize byt vnimano
také modré svétlo (Abe et al., 1989), ale predpoklada se, Ze 1 zbyvajici clenoveé skupiny
fytochromti mohou mit v tomto ohledu podobnou funkci. Nicméné pouze u dvou z péti
znamych fytochromt (PhyA a PhyB) bylo prokazano, Ze pfispivaji k vnimani modrého
svétla (Neff et Chory, 1998; Poppe et al., 1998). Lokalizace fytochromii byva cCasto
proménliva. Zalezi na osvétleni rostliny svétlem. Pfi rlstu rostliny ve tmé se vétSinou
fytochromy (PhyA a PhyB) nachazi v cytoplazmé, naopak je-li rostlina vystavena
svételnému zareni, fytochromy jsou pfesunuty do jadra (Sakamoto et Nagatani,1996;

Yamaguchi et al., 1999).
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2. 2. 2 Kryptochromy

Je jiz dlouho zndmo, ze rostliny na modré svétlo reaguji urCitymi biologickymi
odezvami. AvsSak, prvni sekvence receptoru pro modré svétlo (kryptochrom CRY1),
kterou identifikovali panové Ahmad a Cashmore u Arabidopsis, byla publikovana az
v roce 1993. Z jejich analyz vyplyva, ze Arabidopsis obsahuje dva geny kryptochromu
CRY1 a CRY2, které vykazuji homologii, jak navzajem, tak i s geny fotolyazy
bakterialni DNA. DNA fotolyaza patfi mezi flavoproteiny nachazejici se u mikrobt.
Katalyzuje DNA opravy zavislé na modrém/UV-A svétle. VSechny fotolyazy obsahuji
dva chromofory. Prvnim je flavin adenin dinukleotidovy (FAD) chromofor. Druhym je
svétlosbérny chromofor tvoifen bud deazaflavinem nebo pterinem (Sancar, 1994).
Struktura kryptochromu obsahuje FAD a pterionovy chromofor. Kryptochromy na
rozdil od DNA fotolyaz obsahuji také rozsifeni C-terminalnich oblasti. I kdyz ptfesna
role té€chto rozsifeni neni jasna, jejich vyznam byva demonstrovan pozorovanim mutaci
cry alel pravé v téchto oblastech. Podle genetickych studii Arabidopsis byla zjisténa
interakce mezi kryptochromy a fytochromy. P#i interakci pak obé& skupiny receptort
spole¢né reguluji rizné odezvy na svétlo, véetné bunécného prodluzovani ¢i fotoperiody
kveteni. (Ahmad et Cashmore, 1993; Lin, 2002,1998; Sancar, 1994, 2000; Malhotra et
al., 1995). Kryptochromy se v ramci rostliny vyskytuji skoro ve vSech rostlinnych
pletivech. Nicméné& nejvétsim vyskytem byl oznacen kvét rostlin (Perrotta et al., 2001).
V ramci rostlinné bunky je vSak vyskyt kryptochromt CRY1 a CRY?2 rozdilny. CRY1
se ve tmé& vyskytuje v jadfe, ale pfi ozafeni je dopraven do cytoplazmy (Yang et al.,
2001). Oproti tomu CRY?2 se v jadie vyskytuje i po ozafeni (Guo et al., 1999).

2. 2. 3 Fototropiny

Fototropiny patii mezi nejpozd&ji charakterizované fotoreceptory (Briggs et Christie,
2002). Jedna se o fotoreceptory modrého svétla, které reguluji fotoperiodismus, pohyb
chloroplastii, otevirani pruduchti a expanzi listti (Christie 2007; Fankhauser et Christie
2015). Skupina rostlinnych fototropind, jez byla identifikovana u Arabidopsis, obsahuje
dva cleny: Photl a Phot2. Tyto fototropiny vykazuji uzkou sekvenc¢ni podobnost.
Fototropiny se skladaji ze dvou LOV (z angl. Light/Oxygen/Voltage) domén
nachdzejicich se v N-terminalni oblasti a jedné serin/threonin kindzové domény (STK)
C-terminalni oblasti (Huala et al., 1997). Na domény LOV obou zastupct (photl,
phot2) se pak véze flavinmononukleotidovy chromofor (FMN) (Christie et al., 1999,

Sakai et al., 2001). Nejvétsi vyskyt obou fototropinii byl zaznamenan v listech a v
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kotenech. Jejich subcelularni umisténi zavisi, stejné tak jako u pfedchozi skupiny, na
osvétleni. Ve tmé se fototropiny nachazi v cytoplazmatické membrané. Po ozéfeni
modrym svétlem dochazi jejich pfemisténi do bunécné cytoplazmy (Kong, 2006;

Sakamoto et Briggs, 2002).

2. 2. 4 Fotoreceptory a kliceni

Kli¢eni vyssSich rostlin je slozity proces, ktery je ovlivnén velkym poctem genii a
faktorti zivotniho prostfedi. Zatimco néktera semena potiebuji ke kliceni pouze
rehydrataci, dormantni semena potiebuji ke svému kliceni jesté dalsi pfidatné vnéjsi
vlivy jako je svétlo (Bewley et Black, 1994; Casal et Sanchez, 1998). Role svételnych
signall v regulaci kliceni je jiz dlouho zndma. Podle nékolika studii bylo prokézéano, ze
svétlo reguluje kliceni prostiednictvim aktivace fytochroml (Cone et Kendrick, 1986;
Casal et Sanchez, 1998). Sazenice rostouci ve tmé a semena vykazuji tfi rGzné rezimy
fytochromové ¢innost, charakterizované rozdilnym stupném ovlivnéni, které zavisi na
konformacni fotoreverzibilité struktury fytochromu (R/FR). Rozd€lujeme je na reakce
VLFR (z angl. very low fluence response), LFR (z angl. low fluence response) a HIR (z
angl. high irradiance response).

Odezvy VLFR jsou zprostiedkované fytochromy A. Tyto odezvy jsou velmi
slabé a vykazuji velmi nizkou R/FR fotoreverzibilitu (Smith et Whitelam, 1990). Na
rozdil od ostatnich fytochromi, PhyA jevi extrémni svételnou labilitu a v Pfr formé
podléha rychlé proteolytické degradaci (Quail, 1994). Semena, nasavajici vodu ve tmé,
obsahuji velké mnozstvi tohoto fytochromu a byvaji velmi citliva na svétlo. Odhaduje
se, ze kliceni téchto semen by mohlo byt indukované vystavenim dennimu svétlu po
dobu nékolika milisekund (Smith, 1982). LFR odezvy jsou zprostiedkované fytochromy
ve stabilni form¢& Pfr (phyB) a na rozdil od fytochromu A vykazuji obrovskou R/FR
fotoreverzibilitu.

V poslednich letech byla role fytochromli v kliceni semen zkouména u
Arabidopsis. Pribéh vyzkumu zahrnoval analyzu kli¢eni wild-type rostliny, jez bylo
porovnavano s klicenim mutanta s deficitem v jednom ¢i vice fytochromech (Cone et
Kendrick, 1986; Shinomura, 1997; Hennig et al., 2002). U Arabidopsis je kli¢eni
primarn¢ vyvolano PhyB a sekundarné fytochromem PhyA (McCormac et al., 1993,
Shinomura et al., 1994, 1996; Casal et Sanchez 1998; Shinomura et al., 2000). Odezvy
VLFR a LFR jsou ob¢ indukovéany stejnym svétlem, tedy dlouhovinnym cervenym
svétlem. Nicméné u Arabidopsis nejsou PhyA a PhyB jedinymi regulatory kli¢eni. Byla
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pozorovana indukce kliceni u dvojitétho mutanta phyAphyB, ktery se vyznacuje
deficitem fytochromi A i B, ztoho vyplyva, Ze v regulaci kli¢ené je zapojen dalsi
fytochrom. Jedna se o fytochrom PhyE (Hennig et al., 2002).

Podobné jako u Arabidopsis i u rajcete existuje nékolik fytochrom deficientnich
mutantll (Kendrick et al., 1997; Emmanuel et Levy, 2002). Avsak geny kddujici
fytochromy u rajcete se od genti Arabidopsis lisi. Rajée, na rozdil od Arabidopsis nema
fytochromy C a D, naopak se u n¢j vyskytuje fytochrom F a druhy fytochrom B (Pratt et
al., 1997). Na rozdil od Arabidopsis, kde je potieba aktivace fytochromu k vyvolani
ucinného kli¢eni, semena rajcete mohou kli¢it pti plné tme. Pocatecni studie regulace
kliceni rajcete ukazaly, ze stale dlouhovinné Cervené svétlo pisobici na semena WT
(wilde-type) kli¢eni inhibuje. Na druhou stranu v pfipadé chromofor-deficitniho
mutanta aurea (Terry, 1997) si semena pii pusobeni stalého dlouhovinného ¢erveného
svétla zachovavaji schopnost kliceni. Soucasné i Cervené svétlo podporuje kliceni
semen mutanta aurea, coz naznacuje zapojeni fytochromti v regulaci ve tmé kli¢iciho
rajéete (Georghiou et Kendrick, 1991). Nasledn¢ van Tuinen et al. (1995) prokazal, ze
semena PhyA-deficitniho mutanta fri nevykazuji inhibici zprostiedkovanou
dlouhovinnym cervenym svétlem, coz znac¢i zapojeni PhyA v odpovédi na puisobeni

dlouhovinného ¢erveného svétla.
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2. 3 Akvaporiny

Akvaporiny jsou transmembranové proteiny, které funguji jako kanaly umoznujici
selektivni transport molekul vody pfes biologické membrany. Patii do velmi zachovalé
a staré¢ rodiny proteini nazyvajici se MIP (z angl. major intrinsic proteins)
s molekulovou hmotnosti v rozmezi 26 — 34kDa. Mlzeme je nalézt téméf ve vSech
zijicich organismech. Velmi znac¢né zastoupeni v organismu maji akvaporiny
vyskytujici se v rostlinnych bunikach (Tyerman et al., 2002).

Jsou znamé dva velmi dilezité aspekty rostlinnych akvaporini. Prvnim
aspektem je jejich obrovskd rozmanitost v rostlinach. V rdmci genomu rostliny
Arabidopsis bylo objeveno asi 35 rtznych druht akvaporint (Johanson et al., 2001).
Dalsim aspektem je multifunkénost nékterych akvaporini, dovolujicich transport
malych neutralnich molekul ptfes biologickou membranu, jako je glycerol, oxid uhliity,
amoniak, mocovina, bor a peroxid vodiku (Hachez et al., 2006).

Akvaporiny jsou rozdiln¢ exprimovany v riznych organech a membranach.
Exprese je regulovéana ur¢itymi environmentalnimi stresovymi faktory, jako jsou chlad,
sucho a zasoleni (Tyreman et al., 2002). V rostlinné {i§i samotny jedinec exprimuje
znaéné velké mnozstvi MIP homologt, jez rozdélujeme podle lokalizace v bunce do
Ctyt skupin. Prvnimi dvéma skupinami jsou akvaporiny TIP (z angl. tonoplast intrinsic
proteins) a PIP (z angl. plasma membrane intrinsic proteins). Tyto dvé skupiny byly
pojmenovany na zakladé jejich vyraznému vyskytu Vtonoplastu a plazmatické
membrané. Akvaporiny treti skupiny, tedy NIP (z angl. nodulin-like intrinsic proteins)
byly pivodné lokalizovany V peribakteroidni membran€ symbiotickych bakterii
fixujicich vzduSny dusik na kotenech lusténin. Nasledné byly identifikovany i u jinych
druhti rostlin a to v plazmatické membrang. Ctvrtou skupinou jsou akvaporiny SIP (z
angl. small basic intrinsic proteins), které se pravdépodobné hromadi v membranach
endoplazmatického retikula. V neddvné dobé byla objevena dalsi skupina akvaporini
vyskytujicich se u mechu Physcomitrella patens (Cepenka odstdld) a nékterych
dvoudéloZnych rostlin, vcetné rajéete a topolu. Noveé objevend skupina byla oznac¢ena
XIP (z angl. X intrinsic proteins). Avsak podrobna lokalizace akvaporinii v bufice

nebyla zatim zjisténa (Danielson et al., 2008).
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2. 3. 1 Struktura akvaporint

Obecna struktura akvaporinii byla prozkoumana teprve neddvno a vétSina informaci
pochazi ze studii Cervenych krvinek, tedy spiSe jejich akvaporinu APQL. Celé télo
akvaporinti tvoii polypeptidové podjednotky skladajici se ze Sesti transmembranovych
a-helikalnich domén. Domény jsou propojeny a ohrani¢eny dvémi intra- a tfemi extra-
celularnimi smyckami (A-E), dale N- a C- terminalnimi oblastmi, které jsou zanotené
do cytosolu (Obr. 3; Murata et al., 2000).

Smycky B a E pronikaji, kazdd z opacné strany, do centra kanalu. Na tomto
misté pak tvofi dva kratké hydrofobni a-helixy. Jeden z nich obsahuje asparagin-prolin-
alaninovou sekvenci (NPA). Jedna se o zakladni komponentu kazdého akvaporinu,
ktera tvofi selektivné determinujici region. Druhy tzv. aromatic/Arg region je tvoien
¢tyfmi aminokyselinami a byva oznacovan jako proton vylucujici filtr. Spole¢né tak
s transmebranovymi doménami tvoii oba regiony por akvaporinu o vysoké specifité

(Murata et al., 2000).

)
AtNIP1;1 O oo
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Obrazek 3. Struktura akvaporinu: schématickd vyobrazeni tfidimenzionalni struktury akvaporinu

zalozené na strukturalnich studiich lidského AQP1 a GLP-F bakterie E. coli. (Postaire et al., 2007).

Polypeptidy akvaporinii tvoii v membrané¢ vétSinou homotetramery, ackoliv
funk¢ni jednotka pfi transportu vody byva monomerni. Jeden monomer dava vznik
jednomu vodnimu péru (Verkman et al., 1996). Podle Murata et al. (2000) kazdy

monomer interaguje se dvéma sousednimi monomery pravdépodobné prostiednictvim
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vodikovych vazeb mezi zbytky rliznych transmembranovych a-Sroubovic. Vzhledem
k tendenci tvofit agregaty, muzou rostlinné akvaporiny vytvaiet také oligomery (Daniels

etal., 1999).

2. 3. 2 Rozd¢leni akvaporini

V soucasné dobé je zndmo vice nez 800 druhi proteint rodiny MIP vyskytujicich se u
bakterii, kvasinek, prvoki, archeii, hmyzu, savct a rostlin. Na zaklad¢ substratové
specifity a podobnosti proteinové sekvence, bylo téchto 800 MIP rozdéleno do tii
podskupin. Prvni podskupinou jsou APQs (z angl. aquaporins) podilejici se na vodnim
a iontovém transportu. Druhou podskupinou jsou GLPs (z angl. glycerol-facilitators)
propustnych pro glycerol a neutralni molekuly. Tteti a posledni podskupinou jsou GLAs
(z angl. aquaglyceroporins), které jsou propustné zarovenn pro vodu i pro glycerol
(Karkouri et al., 2005).

U jednobunéénych organismu, jako jsou bakterie a kvasinky, je rozmanitost MIP
nejmensi. Obvykle vlastni pouze jeden nebo dva geny kodujici akvaporiny. V savéim
organismu bylo zji$téno jen asi 10 druhii akvaporint, které pravdépodobné ptedstavuji
celkovy pocet této skupiny. Zatimco v rostlinné #isi dava jedna rostlina moznost vzniku
podstatné vétsimu poétu MIP homologt. Siroka rozmanitost téchto homologi byla
poprvé zaznamenana, kdyz Weig et al. (1997) identifikovali 23 riznych gent MIP
nachazejicich se u Arabidopsis. Pozd¢ji vsak celkovy pocet téchto homologli vzrostl.
Bylo identifikovano vice nez 35 riznych isoforem MIP u Arabidopsis (Johanson et al.,
2001) a nejméné 31 u kukufice (Chaumont et al., 2001). Rostlinné akvaporiny miizeme

tedy rozdélit do 4 podskupin: TIP, NIP, SIP a PIP.
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Obrazek 4. Fylogeneticky vztah rostlinnych akvaporinii (AQPs) a zastupci homologi zvifat a bakterii.
Obrazek popisuje kompletni set vS§ech 35 akvaporinid rostliny Arabidopsis thaliana, v némz se nachazi
také akvaporin s6ji GmMNOD26, tabaku virginského NtAQP1 a rajéete jedlého SIXIP. V ¢erveném kruhu
se nachazi skupina PIP (plasma membrane intrinsic proteins), v oranzovém TIP (tonoplast intrinsic
proteins), v modrém NIP (nodulin26-like intrinsic proteins) a v zeleném SIP (small basic intrinsic
proteins). Vyssi rostliny mohou obsahovat i dodateéné podskupiny, jak je XIP (X intrinsic proteins)
fialovy kruh. Jsou zde uvedeny i akvaporiny savci (HSAQP1, RnAQP6, RnAQP8,RNAQP9), Drosophily
(DmBip) a Escherichii coli (AQPZ, GlpF) (pfevzato a upraveno od Wudick et al., 2009).
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TIP - Tonoplast intrinsic proteins

Rostlinna vakuola je bunéény tlozny prostor, jehoz hlavni funkei je predevsim ukladani
riznych latek, at’ uz bezpecnych ¢i nebezpecnych pro buiiku. Vakuola dale byva
zapojena v regulaci turgoru, bunétné signalizaci a degradaci latek. Membranou
obklopujici rostlinnou vakuolu je tonoplast. Vysoka rychlost transportu vody a malych
rozpusténych latek skrz tonoplast je zprostfedkovana akvaporiny ze skupiny TIP, diky
¢emuz se z vakuoly stava centrum bunécné osmoregulace. Podle Gerbeau et al. (1999),
ktery analyzoval tonoplasty tabaku, bylo zjisténo, ze akvaporiny TIP netransportuji
pouze vodu, ale také mocovinu ¢i glycerol. Proto, krom¢ jejich role jako vodnich
kanalti, zabezpecuji také rovnovahu koncentrace mocoviny v riznych bunéénych

kompartmentech.

NIP - Nodulin 26-like intrinsic proteins

Mezi prvni popsané ¢leny této skupiny akvaporint patii nodulin 26, ktery byl nalezen u
s6ji. Bylo zjisténo, ze k vytvaieni akvaporind NIP dochazi pii formovani kotfenovych
hlizek, na které pozd&ji nasedaji symbiotické bakterie fixujici vzdusny dusik (Fortin et
al., 1987). Stejn¢ jako u piedchozi skupiny, akvaporiny TIP se nezaméfuji jen na
obousmérny transport vody, ale taky jinych rozpustnych latek. Obousmérnym
transportem prochazi naptiklad glycerol, NHz a ostatni latky rozpustné ve vodé. Pomoci
téchto akvaporini je zprostfedkovana komunikace mezi rostlinnou cytoplazmou a
symbiotickymi bakterioidy. V soucasné dobé je znamo 9 ¢lent akvaporind skupiny NIP.
Podle homologie v utvafeni port, mtizeme jednotlivé ¢leny rozdélit do dvou podskupin:
NIP1 a NIP2 (Wallace et Roberts, 2004). Zastupci prvni skupiny NIP1 (NIP1;1;
NIP1;2; NIP2;1; NIP3;1; NIP4;1; NIP4;2) maji velice podobnou strukturu jako ptivodni
nodulin 26. Jsou také nazyvany jako aquaglycerolporiny. Druha skupina NIP2 (NIP5;1,
NIP6;1, NIP7;1) se od prvni skupiny NIP vyrazn¢ 1isi. Rozdilnost téchto dvou skupin
spociva v misté, kde dochazi k fosforylaci a tedy k regulaci celého akvaporinu (Weaver
et Roberts, 1992).

SIP - Small intrinsic proteins

Jak uZ nazev napovida, jedna se o skupinu proteini MIP malé velikosti. Dokonce i
zastoupeni v rostlindch je velmi nizké. Skupina SIP byla identifikovdna pomoci
fylogenetické analyzy jednotlivych proteini ve spojeni se studiemi databaze

modelovych rostlin (Johanson et Gustavsson, 2002). Charakter proteinu této skupiny je
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velmi bazicky. Hlavnim divodem jejich malé velikosti V porovnani s ostatnimi
skupinami MIP proteind, je pfitomnost mnohem kratsi N- termindlni oblasti, smétujici
do cytosolu. Podobnou N- terminalni oblast muZeme pozorovat u akvaporinu
Escherichia coli AgpZ. Lokalizace akvaporini SIP byla po dlouhou dobu velkou
zahadou. Velky pokrok ucinil az Ishikawa et al. (2005), ktery k jejich lokalizaci vyuzil
zeleny fluorescencni protein GFP a diky tomu zjistil, ze nejvice akvaporint skupiny SIP
se nachazi na povrchu endoplazmatického retikula. Naopak v plazmatické membrané ¢i

tonoplastu byl vyskyt SIP mizivy.

PIP - Plasma membrane intrinsic proteins

PIP proteiny piedstavuji skupinu s nejvétsim poctem c¢lent. Sklada se z 13 ¢lenu
nalezenych v Arabidopsis a kukufici. Jak uZz nazev skupiny napovida, hlavnim
vyskytem téchto akvaporind je plazmaticka membrana, vétSinou vSech bunék v rostliné
tzn. kofenové ¢asti i nadzemni ¢asti. Skupinu mlzeme rozdé¢lit do dvou podskupin
nazyvajicich se PIP1 a PIP2. Jejich rozdilnost spo¢iva v délce N- a C- terminélni oblasti
a také v propustnosti vody. Akvaporiny, které¢ patii do podskupiny PIP2 vykazuji vyssi
propustnost vody nez PIP1 akvaporiny. Opét muze dochazet k transportu nejen vody,
ale také jinych latek jako je glycerol, moc¢ovina a plyny (pf. CO2 nebo NHa) (Prasad et
al., 1998; Terashima et Ono, 2002). Funkce jednotlivych PIP1 akvaporint neni pfedem
pfedur¢ena. Zalezi na tom vjaké bunice se akvaporiny vytvoii. U akvaporini
vytvofenych v buiikach kotfene ptevladd transport vody, naopak akvaporiny, jez se
vytvoii napfiklad v bunkach listd, dochdzi k transportu spise malych rozpusténych

molekul ¢i plyni (Kaldenhoff et Fischer, 2006).

2. 3. 3 Regulace akvaporini

Vzhledem k vysoké rozmanitosti rostlinnych akvaporinti existuje fada mechanismt
regulace jejich aktivity a vzniku. Mezi nejznaméjsi mechanismy patii post-transla¢ni
modifikace (fosforylace, heterodimerizace), vliv pH, koncentrace cytozolického Ca®*,
pasobeni tlaku, sucha a jinych stresovych faktort. Pisobeni regula¢ni mechanizmi na
aktivitu akvaporini mize byt pfimé nebo nepiimé skrze uréité procesy, které
zodpovidaji za strukturdlni zmény proteinti. Pomoci téchto mechanismti mize rostlina
presné kontrolovat vodni tok nejen z bunky do burky, ale také uvniti bunék (Seoh et al.,
1996).
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Nejbéznéjsim zplsobem regulace aktivity akvaporinu je fosforylace. Kinazy
zodpovédné za fosforylaci akvaporini jsou indukovany pii odezvée na celou fadu faktorti
zahrnujici sucho, napadeni patogeny, ptusobeni rostlinnych hormonti a svétla (Johansson
et al., 2000; Chaumont et al., 2005). Pomoci fosforyla¢nich analyz, byl mechanismus
fosforylace studovan u N- a C- termindlnich oblasti serinovych zbytkli akvaporint
fazolu (PvTIP3;1), s6ji (GmNOD26) a listu Spenatu (SoPIP2;1) (Johnson et Chrispeels,
1992; Weaver et Roberts, 1991, 1992; Miao et al., 1992).

Propustnost plazmatické membrany muze byt dale ovlivnéna dvojmocnymi
kationty (Ca2*) a hodnotou pH. Pomoci tlakové sondy byla mé&fena bunéénd hydraulické
vodivost u suspenze bun&k Arabidospis. Kationty Ca®* piidané do roztoku bunék,
snizily hydraulickou vodivost o ¢tyinasobek jeji plivodni hodnoty. Kromé toho, bylo
zjisténo, Ze kationty H* reverzibilng sniZuji aktivitu vodnich kanald. To vedlo
k ptedpokladu, Zze pH i dvojmocné kationty maji urcity vliv na propustnost membrany a
dale také propojuji vodni transport s bunéfnou signalizaci a metabolismem bunék
(Gerbeau et al., 2002).

Mezi doplitkovy mechanismus regulace akvaporini patii tzv. molekularni
dopravovani (z angl. molecular trafficking). Hlavnim faktorem je zde osmoticky stres,
ktery vyvolava premistovani proteind z tonoplastu do jinych membranovych struktur.
Casné Gi¢inky osmotického stresu na expresi a regulaci akvaporini, byly analyzovany

pii expozici kotentt Arabidopsis soli (Boursiac et al., 2005).
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2. 4 Regulace akvaporini svétlem

Podle Kaldenhoff et al. (1996) mohou byt akvaporiny regulovany modrym svétlem, jez
pusobi na geny, které je koduji. U Arabidopsis thaliana, byl zkouman efekt modrého
svétla, ktery pusobi na gen AthH2. Vysledky vyzkumu ukazaly, Ze modré svétlo zde
indukuje aktivitu genu AthH2, a tim i mnozstvi exprimovanych akvaporinti. Aktivita
genu AthH2 muize byt ale také indukovana bilym svétlem nebo nékterymi fytohormony
jako jsou naptiklad gibereliny a kyselina abscisova. Naopak plusobenim cerveného

svétla aktivita genu AthH2 indukovana neni (Kaldenhoff et al., 1993).
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3 Material a metody
Pristroje:

magnetickd michacka
pH metr

predvazky

analytické vahy
laminarni box
mikrovlnna trouba

rastové komory Microclima 1000; Snijders Scientific B. V., The Netherlands

Pomiicky:

pinzeta, automaticka pipeta (20 ul, 1 ml, 10 ml), sterilni $picky k pipetam, lihovy kahan,
sterilni plastové kulaté Petriho misky (pramér 90 mm), paska z netkané textilie, 50 ml
sterilni i nesterilni zkumavky, mikrozkumavky, 0,5 | varné lahve, lahvi¢ka na lih,

sterilni skalpel, lihova fixa, nesterilni nadoba 0,5 1.

Chemikalie:
Savo (0,6 1 Savo + 0,4 1 destilovana voda), HgCl, (102 M), MES pufr, MS medium
(Murashige et Skoog, 1962), fytoagar (Duchefa Biochemie), 1 M KOH, lih 70% a 90%,

sterilni destilovana voda

3. 1 Rostlinny material
Pro experimenty byla pouzita semena dvou druht rostlin. Prvnim druhem bylo rajce
jedlé Solanum lycoperscium L., kultivar Money Maker (cv. MM) a z néj odvozeni dva
recesivni mutanti cryl-1 a cryl-2. Jejich mutace spocivaly v defektu kryptochromu
CRY 1. Mutanti byli pfipraveni pisobenim gama zafeni (Weller et al. 2001). Semena cv.
MM a obou mutantl byla laskavé poskytnuta R.E. Kendrickem, Wageningen
University, Wageningen, Holandsko.

Druhym pouzitym druhem byl husenicek rolni Arabidopsis thaliana L. (Heynh.)
Na rozdil od rajcete, byly pouzity Ctyfi rizné genotypy. Genetickym zakladem byl
recesivni mutant glabral (gl-1), v némz byly generovany defekty ve fotoreceptorech
fototropinech PHOT1 a/nebo PHOT2 a vyselektovani mutanti photl, phot2 a dvojity
mutant photlphot2. Mutant glabral slouzil jako kontrolni genotyp.
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Semena mutantd glabral, photl, phot2 a photl/phot2 byla laskavé poskytnuta W. R.
Briggsem, Carnegie Institution of Washington, Stanford, California, USA.

3. 2 Priprava kultiva¢niho média MS

Jednotliva semena byla vyseta na predem pfipravené kultivaéni MS médium
(Murashige et Skoog, 1962). 2 I média byly pfipraveny podle nasledujiciho postupu: Do
1 1 destilované vody bylo, za stalého michani na magnetické michacce, ptidano 20 ¢
sachardzy, 8,66 g MS média (Cat. no. M5524, Caisson, USA) a 390,4 mg MES pufru.
Po Uplném rozpusténi jednotlivych slozek, byl objem vzniklého roztoku doplnén
destilovanou vodou na 2 litry. pH roztoku bylo pak upraveno na hodnotu 6,1 postupnym
pfiddvanim 1 M KOH. Mezitim bylo pfipraveno pét pullitrovych varnych néadob,
pticemz do kazdé z nich bylo navazeno 2,8 g agaru. Nasledné bylo do kazdé nadoby
nalito 400 ml pfipraveného média. Dal§im krokem byla sterilizace média pomoci

autoklavu. Po sterilizaci byly nadoby uloZeny do lednice az do doby pouziti.

3. 3 Koncentrace inhibitoru HgCl»

Pro vSechny experimenty byly vyuzity Ctyfi typy médii, liSicich se pouze v
objemovém mnozstvi inhibitoru akvaporini HgClz. Findlni koncentrace HgCl
v médiich byly 0, 10, 20, a 30 umol/l, pficemz pro pfipravu médii s HgCl> byl vyuzit
zasobni roztok HgCl, o koncentraci 102 M. Jednotlivd objemova mnozstvi inhibitoru

v médiu jsou popsana V nize uvedené tabulce (Tab. 1).

Tabulka 1: Objemova mnozstvi inhibitoru HgCl, v 120 ml MS média

Typ média Mnozstvi inhibitoru HgCl2
0 pmol/1 (kontrolni) 0 ul

10 pumol/l 120 p1/120 ml

20 pmol/l 240 p1/120 ml

30 pmol/l/ 360 ul/120 ml

3. 4 Sterilizace a vysev semen

Pro jeden experiment bylo potieba zhruba 380 semen v ramci jednoho genotypu.
Semena rajCete byla napocitana jednotlivé, kdezto semena Arabidopsis musela byt
navazena na analytickych vahach z divodu malé velikosti. U Arabidopsis bylo

navazeno piiblizné 8 mg semen od kazdého genotypu, coz odpovida zhruba 400
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semenim. Dale bylo nutné semena Arabidopsis stratifikovat kvili synchronizaci
kliceni. Stratifikace spocivala v tom, ze semena byla ponechdna ve vod¢ pii teploté +5
az 10°C a ve tmé po dobu minimalné ¢ty dnd pfed vysevem. Semena rajéete byla
povrchové sterilizovana v 50 ml plastové zkumavce 3% roztokem Sava (0,6 | Savo +
0,4 1 destilovana voda) pfiblizné po dobu 30 minut. VyS$si ucinnost sterilizace byla
docilena obCasnym protiepanim zkumavky. Semena Arabidopsis byla sterilizovanav 1,5
ml plastové mikrozkumavce stejnym zpusobem jako u rajcete. Po uplynuti 30 minut
byla semena v laminarnim boxu 5x proplachnuta sterilni destilovanou vodou a to
Vv ptipad¢ rajcete pomoci 10 ml pipety, v pfipadé Arabidopsis pomoci 1 ml pipety.

Rozehraté MS médium bylo vychlazeno na pokojovou teplotu. Po vychladnuti,
byly namichany a rozlity do Petriho misek ¢tyfi typy médii o daném objemovém
mnozstvi inhibitoru HgCl2 podle vySe uvedené tabulky (Tab. 1). Do kazdé Petriho
misky bylo nalito 20 ml média. Kontrolni médium bylo oznaceno ¢islici 0, coz znaci
nepiitomnost HgClo.

Vysev semen byl proveden ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu. Semena
rajcete byla vysévana pinzetou (sterilizace néstroje 96% ethanolem a opalenim nad
lihovym kahanem). Semena Arabidopsis thaliana byla vysévana pomoci 20 ul pipety.
Na jednu Petriho misku bylo vyseto zhruba 30 — 35 semen. Po samotném vysevu byly
Petriho misky zalepeny paskou z netkané textilie a uloZeny vertikaln¢ do rastovych
komor (Microclima 1000; Snijders Scientific B.V., The Netherlands). Semena byla
kultivovana po dobu 7 dnti na modrém, nebo cerveném svétle pii teploté 23°C. Zdrojem
modrého svétla byly trubice Philips TLD-36W/18-Blue (Philips USA) s maximalni
ozafenosti 10 pmol m™? s pii 440 nm. Zdrojem &erveného svétla byly trubice Philips
TLD-36 W/15-Red (Philips, USA) s maximalni ozafenosti 10 umol m2 s? pti 660 nm.
Pro kultivaci ve tm& byly misky se semeny zabaleny do alobalu a umistény do stejné

rastové komory.

3. 5 Vyhodnoceni kli¢ivosti semen

Kli¢ivost semen byla pribézné zaznamenavéana po dobu 7 dnti, pocinaje 3. dnem od
vysevu, kdy semena zac¢inala v naSich experimentalnich podminkach kli¢it. Po ziskani
hodnot z jednoho experimentu u obou genotypt byla kli¢ivost vyjadiena v procentech.
Kazdy experiment byl zopakovan 3-5x a z téchto hodnot byly ziskany primérné

hodnoty. Vysledkem zpracovani primérnych hodnot byl graf zavislosti klicivosti v
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procentech na koncentraci inhibitoru. Veskeré zpracovani bylo provedeno v programu
Microsoft Excel 365.
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4 Vysledky

Prvnim dil¢im cilem experimentd bylo zjistit, zda jsou akvaporiny zapojeny v kli¢eni
semen. Ktomu byl pouzit tzv. farmakologicky pfistup, ktery spocival v pouziti
inhibitoru akvaporini, HgClz, a bylo studovano, zda tento inhibitor ovlivituje proces
kli¢eni semen. Druhym cilem bylo zjistit, zda ptipadné zapojeni akvaporint v kliceni
semen muze byt ovlivnéno svétlem. Vliv inhibitoru HgCl2 byl proto studovan ve tmé, na
modrém a Cerveném svétle. Tretim cilem bylo zjistit, zda vliv svétla na funkci
akvaporimii je zprostfedkovan specifickymi fotoreceptory modrého svétla,
kryptochromy ¢i fototropiny. K tomu byl vyuzit geneticky pfistup, spocivajici ve studiu
mutantd rajcete a Arabidopsis s defekty v genech kédujicich kryprochrom CRY'1 a/nebo
fototropiny Photl a Phot2. VSechny experimenty probihaly v podminkach in vitro pod
ptislusnym osvétlenim (D, BL, RL) a za pfitomnosti HgCl> ve vybranych koncentraci
(0, 10, 20 a 30 pmol/l).

4. 1 Kli¢eni semen Solanum lycoperscium ovlivnéné inhibitorem HgCl2 a kvalitou

svétla.
S. lycoperscium (cv. MM)
D BL RL
100%
90%
80%
S 70%
é 60%
2 50%
§ 40%
E 300
v

20%
10%

0% -

0 10 20 30

[HgCl,] (uM)

Graf 1. Procento maximalni kli¢ivosti Solanum lycoperscium WT (cv. MM) v podminkéach in vitro (MS
médium) ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl, ve tmé&, na modrém (BL) a
¢erveném (RL) svétle 7. den po vysevu semen. Data reprezentuji praimérné hodnoty + SE vypocitané z 9

nezavislych experimentd.
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Vysledky v Grafu 1 ukazuji, ze modré a Cervené svétlo samo o sob& vyrazné snizovalo
kli¢eni semen cv. MM. Vysledky dale dokumentuji, ze HgCl2 inhibovalo kli¢eni semen
rajete Umeérné se zvysujici se koncentraci inhibitoru. Ve tm¢é lze pozorovat 50%
inhibici kli¢eni semen pti zhruba 20 uM koncentraci. Pokud byla semena kultivovana
na modrém ¢i ¢erveném svétle, dochazelo K silngjsi inhibici kliceni semen nez ve tmé.
Konkrétné, na modrém svétle byla pozorovana 50% inhibice kliceni zhruba pfi
koncentraci 12 pM a na ¢erveném svétle to bylo asi pii koncentraci 15 pM. Srovnani
procent inhibice kliceni semen pti koncentraci 20 uM a v zavislosti na svételnych

podminkéch ukazuje Graf 2.

S. lycoperscium (cv. MM)
a koncentrace 20 uM HgCl,

100,0% 90,3%
80,0% 74,1%
60,0% 55,0%
40,0%

20,0%

Inhibice kli¢eni semen (%)

0,0%
D BL

Svételné podminky

Graf 2. Srovnani procent maximalni inhibice kli¢eni Solanum lycoperscium WT (cv. MM) v podminkach
in vitro (MS médium) pii koncentraci 20 uM HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach (D, BL, RL)

7. den po vysevu semen.
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S. lycoperscium (mutant cryl-1)

D BL RL
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>
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Graf 3. Procento maximalni kli¢ivosti Solanum lycoperscium mutanta (cryl-1) v podminkach in vitro
(MS médium) ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl, ve tmé¢, na modrém (BL) a
Cerveném (RL) svétle 7. den po vysevu semen. Data reprezentuji pramérné hodnoty + SE vypoctené z 5

nezavislych experimentt.

Plisobeni modrého a ¢erveného svétla v pfipadé mutanta cryl-1 mélo podobny vliv jako
u cv. MM, tedy vyrazné snizovalo kliceni semen (Graf 3). Dale vysledky uvedené
v Grafu 3 dokumentuji, ze se zvySujici se koncentraci inhibitoru HgCl. bylo kli¢eni
semen cryl-1 vyrazné inhibovano. Oproti cv. MM, se vSak kliceni semen cryl-1
ukazalo jako citlivéjsi k HgClz. Napi. ve tmé 1ze pozorovat 50% inhibici kli¢eni semen
pti zhruba 16 uM koncentraci. Na druhou stranu semena cryl-1 kultivovana na modrém
svétle byla ve srovnani s cv. MM méng citliva k HgCl.. Dochazelo zde k slabsi inhibici
nez ve tmé¢. 50% inhibice kli¢eni semen byla pozorovana zhruba pii 19 uM. Na
cerveném svétle semena cryl-1 vykazovala podobnou citlivost k HgCl. jako cv. MM.
Srovnani procent inhibice kliceni semen cryl-1 pii koncentraci 20 uM a v zavislosti na

svételnych podminkach ukazuje Graf 4.
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S. lycoperscium (mutant cryl-1)
a koncentrace 20 uM HgCl,

100,0%

80,1%
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58,2%

60,0%

40,0%

20,0%

Inhibice kli¢eni semen (%)
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Graf 4. Srovnani procent maximalni inhibice kli¢eni Solanum lycoperscium mutanta (cryl-1)
V podminkach in vitro (MS médium) pti koncentraci 20 uM HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach

(D, BL, RL) 7. den po vysevu semen.

S. lycoperscium (mutant cryl-2)

D BL RL

100%
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70%
60%
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Kli¢ivost semen (%)
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Graf 5. Procento maximalni kli¢ivosti Solanum lycoperscium mutanta (cry1-2) v podminkach in vitro
(MS médium) ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl, ve tmé, na modrém (BL) a
Cerveném (RL) svétle 7. den po vysevu semen. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE vypocitané ze 4

nezavislych experimentd.

Stejné jako u cv. MM a cryl-1 i zde vysledky ukazuji, Ze modré a Cervené svétlo
vyrazn¢ snizovalo kliCeni semen mutanta cryl-2 (Graf 5). HgCl> zde mélo také

podobny, inhibi¢ni, efekt v porovnani scv. MM a cryl-1. Kli¢eni semen cryl-2 se
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oproti cv. MM zdalo mirné citlivéjsi k HQClz , jak ve tmé tak i na modrém a cerveném
svétle. Oproti cryl-1 byla vsak citlivost kliceni semen cryl-2 ve tmé¢ a na ¢erveném
svétle niz8i (Graf 4 a 6). Na modrém svétle pak semena cryl-2 vykazovala vyssi
citlivost K inhibiénim u¢inkiim HgClz nez semena cryl-1. Srovnani procent inhibice
kliceni semen cryl-2 pii koncentraci 20 pM a Vv zavislosti na svételnych podminkach
ukazuje Graf 6 (pro srovnani s cv. MM a cryl-1 viz Grafy 2 a 4).

S. lycoperscium (mutant cryl-2)
a koncentrace 20 uM HgCl,

100,0%

78,1%

80,0%

67,7%

61,4%
60,0%

40,0%

20,0%

Inhibice kli¢eni semen (%)

0,0%

D BL

Svételné podminky

Graf 6. Srovnani procent maximalni inhibice kli¢eni Solanum lycoperscium mutanta (cry1-2)
V podminkach in vitro (MS médium) pti koncentraci 20 uM HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach

(D, BL, RL) 7. den po vysevu semen.
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4. 2 Kli¢eni semen Arabidopsis thaliana ovlivnéné inhibitorem HgCl2 a kvalitou

svétla.
A. thaliana (mutant glabra-1)
D BL RL
100%
90% ==F
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o=
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v
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Graf 7. Procento maximalni kli¢ivosti Arabidopsis thaliana mutanta (glabra-1) v podminkach in vitro
(MS médium) ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl, ve tmé, na modrém (BL) a
¢erveném (RL) svétle 7. den po vysevu semen. Data reprezentuji pramérné hodnoty + SE vypocitané ze 3

nezavislych experimentt.

V porovnani se semeny rajcete, kli¢eni semen Arabidopsis nebylo redukovano ani
modrym ani ¢ervenym svétlem. Podle vysledkid uvedenych v Grafu 7 je ziejmé ze
modré a Cervené svétlo kliceni semen mutanta glabra-1 nesnizovalo. Podobné jako u
semen rajéete, HgCl2 inhiboval kli¢eni semen Arabidopsis, ale, pii stejnych pouzitych
koncentracich HgCl, mnohem slabé&ji, nez tomu bylo u semen rajcete. Na rozdil od
rajCete, modré 1 Cervené svétlo naopak sniZzovalo inhibi¢ni G¢inek HgCl, na kliceni

semen glabra-1 (Graf 8).
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A. thaliana (mutant glabra-1)
a koncentrace 30 uM HgCl,

50,0%
s 39,1%
= 40,0%
Q
g
2 30,0%
=
Q
2 0.0%
= 200 13,4%
= :
ks
=

0.0% I

D BL RL

Svételné podminky

Graf 8. Srovnani procent maximalni inhibice kli¢eni Arabidopsis thaliana mutanta (glabra-1)
V podminkach in vitro (MS médium) pti koncentraci 30 uM HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach

(D, BL, RL) 7. den po vysevu semen.

A. thaliana (mutant photl)
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Graf 9. Procento maximalni kli¢ivosti Arabidopsis thaliana mutanta (photl) v podminkach in vitro (MS
médium) ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporintt HgClz ve tmé, na modrém (BL) a
Cerveném (RL) svétle 7. den po vysevu semen. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE vypoctené ze 3

nezavislych experimentt.

Hodnoty kli¢ivosti semen mutantti photl a phot 2 dosahovaly ve tmé€ i na modrém a
Cerveném svétle podobnych hodnot jako tomu bylo u kontrolniho genotypu gl-1 a
kliceni bylo rovnéz inhibovano HgCl, umérné se zvysujici se koncentraci inhibitoru (Graf 9

a 11). Jak je pak zjevné z Grafu 10 a 12, modré a Cervené svétlo opét snizovalo
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inhibi¢ni G¢inek HYCI; na kli¢eni semen obou genotypt, podobné jako bylo pozorovano u gl-

1.

A. thaliana (mutant photl)
a koncentrace 30 uM HgCl,

50,0%
42,4%

40,0%

30,0%
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Inhibice kli¢eni semen (%)

Graf 10. Srovnani procent maximalni inhibice kli¢eni Arabidopsis thaliana mutanta (phot1)
V podminkach in vitro (MS médium) pti koncentraci 30 uM HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach

(D, BL, RL) 7. den po vysevu semen.

A. thaliana (mutant phot2)
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Graf 11. Procento maximalni kli¢ivosti Arabidopsis thaliana mutanta (phot2) v podminkach in vitro (MS
médium) ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporintt HgCl, ve tmé, na modrém (BL) a
Cerveném (RL) svétle 7. den po vysevu semen. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE vypoctené ze 3

nezavislych experimentd.
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A. thaliana (mutant phot2)
a koncentrace 30 uM HgCl,
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Graf 12. Srovnani procent maximalni inhibice kli¢eni Arabidopsis thaliana mutanta (phot2)
V podminkach in vitro (MS médium) pti koncentraci 30 uM HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach

(D, BL, RL) 7. den po vysevu semen.

A. thaliana (mutant phot1phot2)
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Graf 13. Procento maximalni kli¢ivosti Arabidopsis thaliana mutanta (photlphot2) v podminkach in
vitro (MS médium) ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl; ve tmé, na modrém (BL)
a erveném (RL) svétle 7. den po vysevu semen. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE vypoctené ze

3 nezavislych experimentd.

V piipadé mutanta photlpho2 sobéma defektnimi geny PHOTL1 i PHOT2 byly
vysledky podobné jako u jednoduchych mutanti photl a phot2. Hodnoty maximalniho

kli¢eni semen dvojit¢tho mutanta na médiu bez piitomnosti HgCl> byly ve tmé&, na
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modrém a ¢erveném svétle podobné jako u gl-1 i jednoduchych mutant photl a phot2
(Graf 13, srovnani s Grafy 7, 9 a 11). Semena dvojitého mutanta ukazovala podobnou
reakci Kk inhibi¢nimu Géinku HgCl,, a to pfi vSech pouzitych experimentalnich podminek
(Graf 14, srovnani s Grafy 8, 10 a 12).

A. thaliana (mutant phot1phot2)
a koncentrace 30 uM HgCl,
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Graf 14. Srovnani procent maximalni inhibice kliceni Arabidopsis thaliana mutanta (phot1phot2)
v podminkach in vitro (MS médium) pti koncentraci 30 uM HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach

(D, BL, RL) 7. den po vysevu semen.
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5 Diskuze

Interakei mezi akvaporiny a modrym svétlem se zabyval Ralf Kaldenhoff na pracovisti
Botanicky ustav univerzity Hannover v Némecku. Pfedmétem jeho vyzkumu byl vliv
svétla na expresi a regulaci akvaporind. Zkoumal jeden z prvnich gent kodujici
rostlinné akvaporiny PIP1b (diive AthH2). PIP1b hraje diileZitou roli p¥i prodluzovani
zarodecné osy. Je silné aktivovan modrym a bilym svétlem. Exprese PIP1b akvaporint
vyvolana modrym svétlem byla pozorovana jiz po dvou hodinach od ozafeni ve tmé
rostoucich rostlin Arabidopsis. Nicmén¢ zda exprese akvaporint PIP1b hraje roli béhem
svételn¢ fizenych procest jako je fotomorfogeneze, je tieba jesté objasnit (Kaldenhoff et
al., 1993).

Podobnou problematikou pisobeni ¢erveného, modrého svétla a inhibitoru
akvaporini HgCl2 na kli¢eni semen se ve své bakalaiské praci zabyvala Jana Zaoralova
(2007). Pro své experimenty s kli¢enim pouzila rostlinného zastupce Lycopersicon
esculentum Mill. (nyni Solanum lycopersicum L.) a mutanta 7B-1, ktery ma s velkou
pravdépodobnosti defekt v signalni drdze modrého svétla (Fellner et al. 2001; Fellner
and Sawhney 2002) s podezienim na defekt ve fototropinové signalizaci (JeZilova et al.
2012; Hlavinka et al. 2013; Fellner and Bergougnoux, nepublikované vysledky). Podle
svych vysledkli Zaoralova zjistila, ze gen 7B-1 je zapojen ve vnimani svételnych
signalt, které pravdépodobné ovliviiuji aktivitu nebo mnozstvi akvaporinti v semenech
rajcete.

Prvni rostlinou, kterd byla pouZzita v rdmci experimentalni c¢asti piedkladané bakalaiské
prace, bylo rajée jedlé Solanum lycoperscium L. Bylo vyuzito tii riznych genotypi, a to
WT cv. MM a od néj odvozeni mutanti cryl-1 a cryl-2. Pro zjiSténi zdali jsou
akvaporiny zapojeny v kliceni semen bylo vyuzito HgCl2, ktery je obecné zndm jako
inhibitor akvaporini (Tazawa et al., 1996, 1997; Kjellbom et al., 1999). Vysledky
ukazaly, Zze v ptipadé WT dochazelo k postupné inhibici kli¢eni semen Umérné se
zvySujici se koncentraci inhibitoru. Vysledky také ukazaly Ze, pfi osvétleni BL a RL
dochazelo k vétsi inhibici kli¢eni semen nez ve tmé. Z toho miizeme dedukovat, ze BL a
RL mize bud’ sniZzovat expresi genu kodujicich HgClo-citlivé akvaporiny a nebo
zvySovat jejich citlivost k HgClo. V piipad€ mutanta cryl-1, ktery ma defekt v genu pro
kryptochrom 1, vysledky ukazaly, ze oproti WT kliceni semen ukazuje ve tm¢ vyssi
citlivost k HgClz, zatimco na BL jsou naopak semena cryl-1 méné¢ citliva K inhibi¢nimu

ucinku HQCl,. To naznacuje, ze vliv modrého svétla na citlivost kliceni semen k HgCl»
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je zprosttfedkovan fotoreceptorem CRY1. Na zakladé ziskanych vysledki 1ze navrhnout
mechanizmus, jak by regulace akvaporini modrym svétlem prostfednictvim
fotoreceptoru CRY1 mohla fungovat. Protoze vliv mutace cryl-1 na citlivost semen
k HgCl> je ovlivnén modrym svétlem, je mozné usuzovat, ze vliv CRY1 na akvaporiny
zavisi na lokalizaci fotoreceptoru CRY1 v bunce. Ve tmé se CRY1 nachazi v jadie
(Yang et al., 2001). V jadfe muze dochazet k produkci akvaporinti prostfednictvim
CRY1, ktery zde muze ovliviiovat transkripéni faktor regulujici expresi genti kodujici
akvaporiny. Pii ptisobeni modrého svétla dochazi k aktivaci CRY1 a jeho pfemisténi do
cytoplazmy. | kdyz mala ¢ast CRY1 zustava v jadre, vliv na transkripéni faktory
ovliviiyjici expresi akvaporini se snizi a tim se snizi produkce akvaporinll. Veétsi
mnozstvi CRY1 se po aktivaci modrym svétlem nachdzi v cytoplazmé. CRY1
V cytoplazmé by mohl interagovat piimo, nebo prostiednictvim dal§iho proteinu,
s plazmamembranovymi akvaporiny a tim zvySovat jejich citlivost k HgClo.

Mutace cryl-1 spociva v tom, Ze je do pifechodu z G na A na pozici 1680 cDNA
defektniho genu CRY1 vlozen pied¢asny stop kodon, ktery ma za nasledek zkraceni
proteinu CRY1. Ke zkraceni dochazi tésné pied prodlouzenim C- terminalni oblasti a
chromofor vazajici oblast je zde neporusena (Weller et al., 2001). Je tedy ziejmé, Ze tato
oblast proteinu CRY1 je dulezita pro ovlivnéni citlivosti kliceni semen k HgCl:
modrym svétlem. Mutace v cryl-1 v§ak neméla vliv na citlivost kli¢eni semen k HgCl»
na RL. Je tedy zfejmé, ze vliv Cerveného svétla na citlivost kli¢eni semen k HgCl> je
zprostiedkovan jinym fotoreceptorem. Na rozdil od cryl-1, mutant cryl-2 ukazoval
reakce kli¢eni semen podobné reakcim cv. MM. Mutace cryl-2, zpisobujici ztratu
vSech vazebnych mist proteinu CRY1 pro interakci s FAD chromoforem (Park et al.,
1995) neméni, ve tmé ¢i na svétle, reakci semen rajcete k HgClo. Je tedy ziejmé, Ze tato
mutace zasadné neméni funkci CRY1 ve studované reakci kliceni semen.

Druhou experimentalni rostlinou byl huseni¢ek rolni Arabidopsis thaliana L.
(Heynh.). Bylo vyuzito ¢tyf riznych genotypt. Mutant glabra-1 slouzil jako geneticky
zéklad, od n¢hoz byli pak dale odvozeni mutanti majici defekt v genu pro fototropiny,
tedy photl, phot2, photlphot2. Vysledky ukazaly, Ze na rozdil od semen rajéete, BL a
RL vyrazné sniZzovalo inhibi¢ni u¢inek HgCl2 na kliceni semen, a to podobné u vSech
pouzitych genotypti Arabidopsis. Vysledky tedy naznauji, ze na rozdil od semen
rajcete, u fotoblastickych semen Arabidopsis BL a RL bud’ zvysovalo mnozstvi HgCl.-
citlivych akvaporini a nebo snizovalo jejich citlivost k HgClz. Podle vysledkt

experimentii s mutanty photl, phot2 a photlphot2 ve srovnani s genetickym zakladem
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glabra-1 muzeme také usuzovat, ze vliv BL a RL na citlivost semen Arabidopsis k
HQCl2 neni zprostiedkovan fototropiny.

Vysledky prezentovanych experimentli nastoluji nové otazky. Naptiklad, zda
navrzena interakce CRY'1 a akvaporinti béhem kliceni semen je obecnym mechanizmem
fungujicim 1 u jinych rostlinnych druhi. Odpovéd’ na otazku, by mohly pfinést podobné
experimenty s jinymi druhy rostlin a jejich mutanty ve fotoreceptoru CRY1. Druhou
otazkou muze byt, zda fotoreceptory Photl a Phot2 opravdu nejsou zapojeny v regulaci
akvaporini. modrym svétlem béhem kliceni semen. Podobné experimenty
s fototropinovymi mutanty u jinych rostlinnych druhti (napt. rajée) by mohly tuto
otazku zodpovedét.

Pro zjisténi vlivu modrého svétla na mnozstvi akvaporint, nebo na citlivost
akvaporint k HgCly, zapojenych v kli¢eni semen, by mohlo byt vyuZito pfimych analyz

exprese genu koédujicich akvaporiny nebo akvaporint.
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6 Zavér

Cilem vyse ptfedlozené bakalarské prace bylo studium zapojeni rostlinnych akvaporini
v kli¢eni semen a moznost jejich regulace ¢i exprese modrym svétlem. Bylo vyuzito
farmakologického pfistupu, ktery spocival v aplikaci inhibitoru akvaporini HgClo.
Pouzitou metodou bylo kli¢eni in vitro a strategie spocivala ve vyuziti genetického
pfistupu (analyze mutanta). Pisobeni HgCl, o rizné koncentraci (0, 10, 20,30 umol/l)
bylo studovano pii kli¢eni semen mutant rajéete jedlého Solanum lycoperscium L. a
husenic¢ku rolniho Arabidopsis thaliana L. (Heynh.) s defekty ve fotoreceptorech CRY1
a Photl a Phot2 ve tm¢, na modrém a ¢erveném svétle.

V piipadé rajcete bylo zjisténo, ze akvaporiny citlivé k HgCl> jsou v
procesu kliceni semen s nejvetsi pravdépodobnosti zapojeny, a to za vSech svételnych
podminek. Déle také mizeme fici, ze modré svétlo pravdépodobné snizuje expresi genti
kodujicich  akvaporiny, nebo naopak zvySuje citlivost akvaporind k HgClo.
Mechanizmus regulace akvaporinti modrym svétlem je zminén vyse v diskuzi. Cervené
svétlo piisobi na kliceni semen podobné jako modré, ovSem efekt neni tak silny. Podle
studia mutanta cryl-1 je patrné, Ze efekt modrého svétla je zprostiedkovan
kryptochromem 1. Zajimavym zjisténim je rovnéz fakt, Ze mutant cryl-1 ukazuje
zmény v citlivosti k HgClz i ve tmé, coz naznacuje, ze fotoreceptor CRY'1 ovliviuje
kliceni semen, 1 kdyz neni aktivovan modrym svétlem.

Na rozdil od rajéete modré i Cervené svétlo snizuje citlivost semen Arabidopsis k
HgCl,. Ztoho Ize usuzovat, Ze u fotoblastickych semen Arabidopsis svétlo muze
zvySovat expresi gentt kodujici akvaporiny, nebo snizovat jejich citlivost k HgCl2. Na
zaklad¢ vysledki studia mutanti photl phot2 a photlphot2 miZzeme také usuzovat, ze
efekt modrého i Cerveného svétla na citlivost semen Arabidopsis k HgCl2 neni

zprostiedkovan fototropinem.
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