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1 Seznam zkratek

BL
COP1
CRY

DAS
DDB1
DET1
DNA
DTT
fril
FRL
FUS
GAF
HAT
HFR1
HKRD
hpl
HY5
LAF1
LOV
MIP
MS
NIP
NPA
OPM
PAPP5
PAS
Pfr

PHY
PIF3
PIP

blue light; modré svétlo

constitutive photomorphogenesis 1
cryptochrome

dark; tma

DQXVP-acidic-STAES

UV-damaged DNA binding protein 1
de-etiolated 1

deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
dithiothreitol

far-red insensitive

far red light; dlouhovinné Cervené svétlo
fusca

cGMP phospodiesterase/adenyl cyclase/FhlA
histonacetyltransferasa

long hypokotyl in far-red 1

histidine kinase-related domain

high-pigment 1

long hypocotyl 5

long after far-red light 1

light/oxygen/voltage

major intristic protein

Murashige and Skoog

nodulin-26-lilke intristic protein

asparagin, prolin a alanin opakujici se frekvence
output module

phytochrome-associated protein phosphatase 5
period/arnt/single-minded

aktivni konformace fytochromu pro vniméni dlouhovinné ¢ervené oblasti
spektra

phytochrome

phytochrome-interacting factor 3

plasma membrane intristic protein



Pr neaktivni konformace fytochromu pro vnimani ¢ervené oblasti spektra

PRD PAS-repeat domain

PSM photosensory module

MES kyselina 2-(N-morpholino)ethansulfonova

RL red light; ¢ervené svétlo

RNA ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

SAVO sanace (SA) vody (VO); roztok chlornanu sodné¢ho
SIP small basic intristic protein

TIP tonoplast intristic protein

tril temporarily red insensitive

uv ultra violet; ultrafialova

WT wild type



2 Uvod a cile prace

Pro spravny rist rostlin je zapotfebi udrzeni fyziologickych funkci. Rist rostlin je
regulovan riznymi faktory jako jsou napiiklad transmembranové proteiny akvaporiny
(AQP), které mimo jiné zajistuji intra i extracelularni transport vody a jinych malych
molekul. Akvaporiny podléhaji riznym formam regulace, nejzasadnéjSi je mira
fosforylace proteinu, mira exprese, anebo vliv inhibitord.

Nezbytnym vnéjSim faktorem pro spravny riist a vyvoj rostlin je svétlo, u svétla
jsou dulezité tfi faktory: vinova délka, intenzita a doba ozateni. Svétlo rostliny potiebuji
pro fotosyntézu, ale slouzi také jako environmentalni signal pro fotomorfogenezi. Pokud
se rostliny vyviji v prostfedi s dostatkem svétla, sledujeme inhibici prodluzovani stonkt
rostlin, akumulaci a diferenciaci chloroplastli a rozsifovani listd. Témito procesy se
rostlina snazi co nejvice zuzitkovat svételnou energii. Naopak pokud rostliny pro sviij
rust nemaji dostatek svétla, dochazi k prodluzovani stonkti (hypokotyl), nediferencuji se
chloroplasty a tvofi se nerozvinuté listy, vyviji se tzv. skotomorfogenni fenotyp. Pro
zprostiedkovani svételného signalu si rostliny vyvinuly specialni fotoreceptory jako jsou
fytochromy, receptory Cerveného svétla, a receptory modrého svétla kryptochromy a
fototropiny.

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, zda a jak jsou akvaporiny regulovany
svétlem a jestli je vliv svétla na fungovani akvaporint zprostiedkovan fytochromy. Pro
praci byl pouzit geneticky pfistup spoCivajici v analyze mutantt rostlin s defekty ve
fytochromech. Konkrétné byly pouziti mutanti tril, fril a hpl u rajéete (Solanum
lycopersicum L.), u nichz byly v podminkach in vitro vySetfovany rustové reakce k
inhibitoru akvaporinit HgCl, v zéavislosti na svételnych podminkach (tma, modré svétlo,
¢ervené svétlo). Experimenty bylo zji$téno, Ze mutant hpl je méné citlivy k inhibitoru
akvaporini HgCl, a zména citlivosti je zavisla na svétle. Tento efekt je pravdépodobné

Bakalafskd prace byla vypracovdna v rdmci pracovni skupiny molekuldmi
fyziologie prof. RNDr. Martina Fellnera, Ph.D. v Laboratofi ristovych regulatort, ktera
je spolecnym pracovistém Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a

Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky.
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3 Soucasny stav resené problematiky

2.1 Akvaporiny

Akvaporiny jsou transmembrénové proteiny umoziujici transport vody aj. latek.
Vyskytuji se v bunkach prokaryot, zivo¢ichti véetné ¢lovéka, hub i rostlin. Rostlinné
akvaporiny jsou ptitomné v dalezitych organech rostliny. Nalezneme je v buiikach témet
vSech rostlinnych organti zahrnujici kotfen, stonek, list, kvét, plod i semena. Obecné plati,
ze rostlinné buiikky obsahuji vice akvaporinii nez bunky zivocisné (vCetné lidskych)
(Curticapean, 2019). Akvaporiny jsou transmembranové proteiny, které spadaji do
skupiny hlavnich vnitinich proteinti (major intrinsic proteins/ MIPs). Tyto skupiny délime
na zakladé homolognich sekvenci a lokalizace v bunice do ¢tyt podskupin PIP (PIP1 a
PIP2), TIP, NIP a SIP (Maurel et al., 2008). Jejich hlavni ulohou je transport vody a
rozpusSténych neutralnich latek, transport plynt jako oxid uhli¢ity nebo amoniak, Ziviny
a jiné latky ptes biologické membrany (Maurel, 2007).

Akvaporiny jsou proteiny velké asi 23-31 kDa tvofené Sesti helixy, podélné
naklonénymi a prostupujicimi membranou, spojené peti smyckami. Dvé smycky (B, D)
v intra- a tfi smycky (A, C, E) v extra-cytoplasmatické strané membrany. Oba N- i C-
terminalni konce jsou vystaveny cytosolu (Maurel et al., 2008). Obecna struktura
akvaporint je znadzornéna na Obrazku 1. Prvni intracelularni B a tieti extracelularni E
smycCky jsou vysoce hydrofobni a obsahuji takzvany motiv NPA. Hydrofobie smycek B
a E ma za nasledek jejich zanofeni mezi lipidovou dvojvrstvu membrany. Motiv NPA je
opakujici se sekvence aminokyselin asparaginu, prolinu a alaninu, tento motiv je
odpovédny za selektivni propustnost a tvoii elektrostatickou bariéruu vSech akvaporint.
Dal$im dilezitym prvkem je smycka C, ktera se spojuje se smyckami B a E. Timto
spojenim je umoznéna permeabilita vody skrze akvaporiny (Kapilan et al., 2018).
Uprostied lipidové dvojvrstvy membrany se diky pfimé symetrii hydrofobnimi ¢astmi
ptekryvaji proteiny s motivem NPA, timto spojenim dochazi k tvorbé dvou hemipora.
Spojeni hemipdri ptipominajici svoji strukturou tvar presypacich hodina tvofi uzky
kanal. Polypeptidové akvaporiny se seskupuji do vétSich homotetramernich celkt

Vv membrané. Jednotlivé monomery pak tvofi samostatné vodni pory. Diky
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elektrostatickym silam je skrze kanal akvaporinu pienaSena voda ve sméru gradientu

(Shao et al., 2008).

Smycka A Smycka C Smycka E

f—

P
Cytoplasma
NH2
COOH
Smycka B Smycka D

Obrazek 1: Obecnd struktura akvaporinii (AQP), obsahujici Sest transmembranovych oblasti propojenych péti
smyckami a dva motivy NPA uvniti- membrény. Prevzato a upraveno (Ahmed et al., 2021).

2.1.1 VnitfFni membranové proteiny

Vnitini membréanové proteiny (PIPs) jsou nejpocetné;jsi skupina rostlinnych akvaporind,
jejichzmolekularni hmotnost se pohybuje okolo 30 kDa. Vétsina akvaporint PIP skupiny
se vyskytuje v plasmatickych membranach a v mistech s vysokym pratokem a vyménou
vody. Tato pocetna skupina se déli do dvou podskupin PIP1 a PIP2 na zaklad¢ substituci
aminokyselinovych sekvenci, rozdilné permeability vody a podle délky N- a C-
terminalnich koncti molekuly (Kapilan et al., 2018).

Podskupina PIP1 se sklada z péti izoforem PIP1;1 - PIP1;5. V porovnani s PIP2
maji PIP1 krat8i C-termindlni konec a del§i N-terminalni konec molekuly. Nékteré PIP1
proteiny nejsou schopné autonomniho fungovani a zajiSténi permeability vody. Pro
zajisténi této funkce je nutné jejich slozeni do vétSich celkli s PIP2 proteiny. Takovéto
celky se skladaji z heterotetramerni skupiny PIP1 proteintia jednoho monomeru proteinu
ze skupiny PIP2 (Kapilan et al., 2018).

Podskupina PIP2 se sklada z osmi izoforem PIP2;1 - PIP2;8. Akvaporiny
podskupiny PIP2 se skladaji do heterotetramernich celk, protoZze nedokéazi fungovat jako
monomery (Gautam and Pandley, 2021). Bylo pozorovano, ze PIP2 skupina je vysoce
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permeabilni pro vodu, naopak PIP1 skupina nebyva aktivni ve vSech rostlinnych druzich

(Ahmed et al., 2021).

2.1.2 Vnitfni proteiny tonoplastu

Vnitini proteiny tonoplastu (TIPS) je oznaceni pro skupinu akvaporinti nachazejici se
v membranach vakuol (tonoplast) s funkci permeabilizace vody a pienos plyni skrze
membranu. Udrzovani osmotické rovnovahy uvnitt vakuolarniho systému a priitok vody
skrze membrany vakuol zajist'uji hlavné TIPs. Jejich dal$i vyznamnou roli je transport
dusikatych latek a urychlovani bunééného rustu ¢i prodluzovani ¢asti rostlin (Gautam and
Pandey, 2021). Klicovou roli vnitinich proteini tonoplastu je udrZovani turgoru
tonoplastu proti bunééné sténg, turgor je ovlivnény stavem TIPs, které se méni
z oteviené¢ho do uzaviené¢ho a naopak (Curticapean, 2019). Jejich molekulova hmotnost
se pohybuje v rozmezi mezi 25-28 kDa. Skupina TIP je sloZena z péti podskupin, které
se lisi homolognimi sekvencemi (TIP1 — TIP5) (Kapilan et al., 2018). Vzhledem
k vy$§imu poctu akvaporinti v tonoplastu oproti cytoplasmatické membrané je mira
permeability tonoplastu pro vodu vyssi nez u plasmatické membrany (Kapilan et al.,
2018; Curticapean, 2019). Vnitini proteiny tonoplastu mohou mit roli pfi odpovédi na
stres. Byl sledovan pokles mnozstvi proteinti TIP1;2 v membrané tonoplastu po vystaveni
Mesembryanthemum crystallinum stresu zasolenim (Wudick et al., 2009; Kapilan et al.,
2018).

2.1.3 Vnitfni membranové proteiny podobné nodulinu-26

Rostliny z ¢eledi bobovitych (Leguminous) jako naptiklad ¢ocka, hrach a fazole, Ziji
Vv symbiotickém vztahu s hlizkovymi bakteriemi rodu Rhizobacterium. Takovymto
symbiotickym vztahem vznikaji hlizky (nodules) na kotfenech rostlin, skrze které je
umoznéna fixace dusiku pro rostliny. Béhem formace téchto hlizek se exprimuji
nodulinové proteiny a jsou transportovany do membran. Vnitfni membranové proteiny
podobné nodulinu-26 se vyskytuji nejen v ¢eledi bobovitych rostlina protein nodulin 26
je exprimovan na symbiotické membrané rostlin. (Gautam and Pandey, 2021; Kapilan et
al., 2018; Wudick et al., 2009; Curticapean, 2019).

Vnitini membranové proteiny podobné nodulinu-26 (NIPS) jsou fazeny podle
podobnosti aromatické nebo argininové konstrukce do péti fylogenetickych skupin (NIP1
- 5) a do tfi funk¢nich skupin (NIP I — 1) (Curticapean, 2019). V porovnani s ostatnimi
skupinami akvaporinti (PIPs, TIPs, SIPs) maji NIPs mensi schopnost permeability vody

skrze membranu (Kapilan et al., 2018; Curticapean, 2019). Akvaporiny skupiny NIPs
13



jsou permeabilni pro malé organické roztoky (amoniak, mocovina) a mineralni Ziviny.
Dale se uvazuje o jejich schopnosti zprosttedkovani propustnosti kovl jako: kiemik,

selen, arsen a bor (Gautam and Pandey, 2021; Curticapean, 2019).

2.1.4 Malé zakladni vnitfni proteiny

Malé zakladni vnitini proteiny neboli SIPS jsou Vv porovnani s ostatnimi akvaporiny
mnohem mensi diky jejich kratsi N-terminalni sekvenci. C-terminalni konec molekuly je
stejn¢ velky jako u vSech ostatnich akvaporini, diky tomuto zkraceni N-terminalniho
konce molekuly jsou SIPs a NIPs schopny mimo vodu transportovat také jiné molekuly
skrze biologické membrany (Gautam and Pandey, 2021; Kapilan et al., 2018). Jejich
lokalizace v buiice je v membranach endoplasmatického retikula a jinych intracelularnich

membranach (Curticapean, 2019).

2.1.5 Regulace akvaporinl a abioticky stres

Akvaporiny jsou dilezit¢é pro udrzovani fyziologickych funkci. Existuje vice
mechanismi, které se podileji na piimé regulaci aktivity akvaporinti. Hlavnim
mechanismem bunééné regulace proteinové aktivity akvaporinil je fosforylace, kterd
funguje jako molekularni spina¢. Na stresové signdly, jako jsou utoky patogendt, stres ze
sucha nebo puasobeni rostlinnych hormoni, reaguji kinasy, které jsou odpovédné za
fosforylaci proteint (Shao et al., 2008). Byly sledovany dal$i ko- a posttransla¢ni zmény
proteint jako naptiklad glykosylace, sestiihy a acetylace (Maurel et al., 2008).

Dalsim dilezitym mechanismem je otevirani a zavirani akvaporinti. Tento proces
je ovliviiovan bud’ fosforylaci nebo vlivem roztokti na obou stranach membrany.
Zkoumani atomarnich struktur SOPIP2;1 v oteviené a uzaviené konformaci pomohlo
objasnit molekularni mechanismy uzavirani akvaporind. Otevirani akvaporinti probiha
fosforylaci smycky B, kterd uvolni smycku D, naopak zavirani je zptisobeno fosforylaci
C-terminalniho konce proteinu, kterd brani uzavieni smycky D sousedniho monomeru.
Akvaporiny skupiny PIPs mohou byt také zavirany protony a divalentnimi kationty
Z cytosolické strany membrany. Byl sledovan pokles permeability membrany pro vodu
po defosforylaci GmNOD?26 alkalickou fosfatazou u peribakterialnich membran (Maurel
et al., 2008).

2.1.6 Inhibice chloridem rtutnatym
K inhibici akvaporinti mize dochdzet prostfednictvim tézkych kovi, jako je naptiklad

rtut. Bylo pozorovéno, Ze chlorid rtutnaty se pfimo véaze do atomarni struktury
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akvaporint. V poru akvaporinu se nachazi volné cysteinové zbytky, inhibice chloridem
rtutnatym probihd disledkem vazby sulfohydrilového ¢inidla na tyto volné cysteinové
zbytky v oblasti akvaporinu, coz ma za nasledek konformac¢ni zménu péru. Takovou
vazbou se tvoii fyzicka bariéra pro tok vody a jinych molekul. Cely mechanismus
ovliviiuje schopnost akvaporinil transportovat vodu (Shao et al., 2008). Néktera redukéni
¢inidla, jako je naptiklad dithiothreitol (DTT), mohou zvratit ucinek chloridu rtutnatého
na blokaci port. Bylo pozorovano sniZeni a oddaleni kli¢eni semen po ptidavku chloridu
rtutnatého na modrém svétle a ve tm¢. Chlorid rtutnaty také inhibuje rist kofenil a
potlacuje expresi genu PIP1;3 z celkem deviti testovanych PIP gend. Tato sniZena
exprese muze byt zmirnéna pii ristu rostlin na modrém svétle. Naopak exprese genil
PIP1;2, PIP1;4, PIP1;5 a PIP2;2 byla mirn¢€ zvySena po ptidavku HgCl, u WT na
modrém svétle (Balarynovéa and Fellner, 2019). V pozdé&jsich fazich rastu (po kliceni
semen) byly na rostlinach pozorovany anatomické zmény jako zpozdény vyvoj kofene

V porovnani s vyskytem déloh a absence kofenového vlaseni (Willigen et al., 2006).

2.2 Fotomorfogeneze

Rostliny ke svému rlstu a vyvoji potfebuji svétlo. Svételna energie je zuzitkovana pti
fotosyntéze. Svétlo vSak slouzi i1 jako enviromentélni signdl pro fotomorfogenezi.
Fotomorfogenezi rozumime svétlem zprostiedkované odpovédi rostliny na svételné
podminky a zmény schopnosti rostliny k nejefektivnéjSimu vyuziti svételné energie.
Projevy fotomorfogeneze jsou nejvice patrné v obdobi mezi kli¢enim semen a tvorbou
prvnich skutecnych listd. VSechny faze zivota a vyvoje rostlin jsou ovlivnény svétlem,
mezi tyto faze fadime rust stonku, syntézu chloroplastd, ovlivnéni cirkadialniho rytmu
rostliny, biosyntézu rostlinnych pigmentti a dal$i. Rast rostliny se 1isi v zavislosti na
svételnych podminkéch. Za vyvoje pti tmé dochézi k prodluzovani stonkti (hypokotyll)
rostliny, nediferenciovani chloroplastiia tvoii se nerozvinuté listy (délohy, kotyledony),
chranéné apikalnim hackem. Takovy fenotyp rostliny vyvijejici se ve tmé oznacujeme
jako etiolizovany, pficemz vyvoj rostliny ve tmé se nazyva skotomorfogeneze. Pii
dostatku svétla dochazi k de-etiolizaci, ktera je provazena inhibici prodluzovani stonki,
akumulaci a diferenciaci chloroplastiia zvétSovanim listti (Han et al., 2007). Fenotypovy

projev vlivu svétla viz Obrazek 2.
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Obrazek 2: Efekt viivu svétla na WT (cv. RutQers) po 7 dnech pod viivem rozdilné kvality svétla. Fenotyp WT ve tmé
na modrém a na cerveném svétle. Méritko odpovida 1 cm. Prevzato a upraveno z Bergougnoux 2009.

2.2.1 Fytochromy

Rostliny si béhem svého vyvoje vyvinuly celou fadu fotoreceptori (svétlo-detekovatelné
systémy). Hlavnimi tfemi skupinami jsou fytochromy, kryptochromy a fototropiny. Tyto
fotoreceptory se odliSuji svoji schopnosti detekovat svételny signal v riznych vinovych
délkach. Fytochromy poté absorbuji svételné zafeni z Cervené (RL) a vzdalené Cervené
(FRL) oblasti spektra a hraji dilezitou roli ve fotomorfogenezi (Han et al., 2007). U
Arabidopsis bylo identifikovano pét fytochromu (phyA az phyE) véetné dvou blizce
ptibuznych fytochromt typu phyB, phyB a phyD. Rajce také obsahuje pét fytochromi,
véetné homologt Arabidopsis phyA, C a E a dva fytochromy tizce piibuzné typu phyB,
phyBl a phyB2. Nicmén¢, fytochromy phyB1 a phyB2 u rajcete nejsou ortologické
k fytochromtim phyB a D v Arabidopsis, ale pfedstavuji nezavislou duplikaci v ramci
¢eledi Solonaceae. (Weller et al., 2000). Kliceni semen, prodluzovani hypokotylu,
syntéza flavonoidii a karotentl, de-etiolizace a dalsi, jsou fyziologické procesy, které jsou
ovliviiovany pusobenim fytochromu (Cheng et al., 2021).

2.2.1.1. Struktura Fytochromu

Fytochromy jsou dimerické chromoproteiny a jsou sloZzeny ze dvou hlavnich ¢asti —
Z proteinového fetézce a chromoforu. Proteinovy fetézec je asi 120 kDa velkd molekula,
ktera se kovalentné€ vaze s nebilkovinnym tetrapyrrolovym nebo bilinovym chromoforem
(Carvalho et al., 2011). Fytochromy se skladaji z monomernich apoproteint, které
obsahuji N-terminalni PSM (photosensory module) a C-terminalni OPM (output
module). Cast PSM vaze bilin a sklada se z variabilniho N-terminalniho prodlouZeni,
domény PAS (Period/Arnt/Single-Minded), domény GAF (cGMP

phospodiesterase/adenyl cyclase/FhlA) a PHY (phytochrome-specific) domény. Cast
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OPM zprostiedkovava dimerizaci a pfenos signdlu na podifizené efektory, obsahuje dvé
tandemové repetice domén PAS, které oznacujeme PRD (PAS-repeat domain) a
histidinovou kinazu HKRD (histidine kinase-related domain). Obecnou strukturu
fytochromu viz Obrazek 3 (Cheng et al., 2021).

PSM OPM

| R0 |
N—PAS H GAF H PHY H PASH PASHHKRD}-¢

Obrazek 3: Obecné schéma strukturnich domén fytochromu. Fotosenzitivni ¢ast PSM slozena z PAS, GAF a PHY
domén a OPM cast slozend z PRD, tj. dudlni repetice PAS domény a HKRD. Pievzato a upraveno z Cheng etal., 2021.

Hlavni funkci chromoforu je absorpce svételné energie a zména konformace
fytochromu. Fytochrom se vyskytuje ve dvou stabilnich konformacich, kdy jedna
absorbuje svétlo v ¢ervené (RL, ~ 660 nm; Pr) a druha v dlouhovlnné ¢ervené (FRL, ~
730 nm; Pfr) oblasti spektra. Ke zméné konformace dochazi po excitaci RL nebo FRL
diky Z-E isomerizaci v C15/16 dvojné vazbé fytochromobilinu a dochéazi ke zméné
absorpce druhého typu svétla dusledkem konformaéni zmény (Carvalho et al., 2011).
Forma Pr je povazovana za fyziologicky inaktivni, naopak forma Pfr jako aktivni.
Konformace cytosolické Pr se po ozafeni Cervenym svétlem fotokonvertuje na aktivni
Pfr, ktera se pfemist’uje do jadra. K inaktivaci aktivni konformace Pfr dochazi k tepelné
svételn¢ nezavislé relaxaci, kterou nazyvame temnd reverze nebo ozafenim FRL. Schéma
tohoto fytochromového fotocyklu je zndzornéno na Obrazku 4. Zmény aktivni a inaktivni
konformace fytochromil jsou ovliviiovany svétlem a funguji jako spinace, kdy RL

aktivuje fytochrom a FRL fytochrom inaktivuje (Cheng et al., 2021).
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Obrdzek 4: Fotocyklus fytochromit. Dvé formy fytochromu prechazi mezi svoji aktivni (Pfr) a inaktivni (Pr) formou.
Po ozdreni cervenym svétlem dochdazi k fotoaktivaci Pr na Pfr. K relaxaci Pfr na Pr dochazi bud’ ozdarenim
dlouhovinnym cervenym svétlem, nebo za neprisunu svétla dochdzi k temné reverzi. Prevzato a upraveno z Carvalho
2011.

2.2.1.2. Typy fytochromd
Bylo sledovéno, Ze rizné typy fytochroml u rostlin zasahuji rizn€¢ do procesu

fotomorfogeneze rostliny, pisobeni konkrétnich fytochromt se provadi na fytochromoveé
deficientnich mutantech nebo na transgennich organismech. Fytochromy mohou byt
rozdéleny do dvou skupin podle jejich vzorct exprese a proteinové stability na typ I
(phyA u Arabidopsis), ktery je fotolabilniatyp Il (phyB az phyE u Arabidopsis), ktery je
fotostabilni. Jelikoz u phyA dochézi k rychlé degradaci po vystaveni rostliny svételnému
zateni, tak se u rostlin péstovanych ve tmé vyskytuje nejhojnéji a je v nich aktivni
(etiolované rostliny). Pro degradaci phyA je nutné selektivni rozpoznani a ubikvitinace
fytochromu a cely proces je vazany na svétlo. Fytochromy typu II jsou aktivni a
nejhojnéjsi urostlin péstovanych na svétle, kdy je nejéastéji vyskytujicim se typem phyB.
Naopak phyC a phyE jsou méné Casté. Indukce kli¢eni semen je iniciovana nevratnym
zpusobem plsobenim phyA pii kontinudlnim RL, FRL nebo pfi nizkych intenzitach,
naopak miize byt iniciovana i phyB pii vysoké intenzité svétla foto-reverzibilnim

zpusobem a pfi nizkém piisunu svétla (Han et al., 2007).

2.2.2 Signalni drahy fytochromu

Fytochromy ovliviiuji vyvoj rostliny pomoci mechanismt, které jesté nejsou zcela
objasnény a podrobné popsany. Tyto procesy se odehravaji na molekularniirovni a byly
popsany ctyfi hlavni disledky aktivity fytochromil, které kontroluji subceluldrni
lokalizaci proteinil, transkripci, stabilitu proteint a fosforylaci proteint. Jak jiz bylo
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zminéno, po fotoaktivaci cytoplasmatické formy fytochromu Pr ¢ervenym (R) svétlem
dochazi ke zméné konformace na formu Pfr, tato fotoaktivace nadale zpusobuje
translokaci proteinu do jadra. Fytochrom je v jadie pfenesen do blizkosti gent, které jsou
fytochromem regulovany, mezi takové geny patii naptiklad PIF3 (Phytochrome-
Interacting Factor 3). Ve zkratce tedy fytochromy reguluji genovou expresi po jejich
aktivaci svétlem a translokaci do jadra (Han et al., 2007).

Aktivovany phyA a dalsi komponenty svételné signalizace jsou degradovany
ubikvitinaci a 26S proteazomem. Degradace proteint je kliCovym regulatorem bunéénych
procest zahrnujici svételnou signalizaci, cirkadialni rytmy a kveteni. Na genetickych
mutantech péstovanych ve tmé byly sledovany fenotypové projevy, které odpovidaji
fenotyptm rostlin péstovanych na svétle. Mezi tyto znaky patii rozvinuté listy, kratsi
hypokotyly a rozvinuté délohy. Geny, které jsou za tyto zmény odpovédné se nazyvaji
COP (constitutive photomorphogenesis), DET (de-etiolated) a FUS (fusca). Recesivni
povaha téchto mutaci naznacuje, Zze koduji proteiny, které pracuji jako represory
fotomorfogeneze ve tmé. Zvlasté dalezity je poté gen COPI1, ktery kéduje enzym E3
ubikvitin ligasu, ktera vaze na proteiny urcené k degradaci ubikvitin. Tyto oznaéené
proteiny jsou nasledné pteneseny do proteazomu, kde jsou rozlozeny na aminokyseliny.
Mezi tyto komponenty, které podléhaji ubikvitin-dependentni degradaci, patti také PIF3,
HFR1 (long hypokotyl in far-red 1), LAF1 (long after far-red light 1) a HY5 (long
hypokotyl 5). U rostlin péstovanych ve tmé se uplatiuje efekt COP1, ktery se akumuluje
Vv jadfe, kde se podili na ubikvitinaci transkripénich faktorti. Svétlo skrze fytochromy A
a B zptisobuje migraci COP1 z jadra do cytosolu, to ma za pfic¢inu, ze se v jadie hromadi
transkrip¢ni faktory a je timto umoznéna exprese gent fotomorfogeneze. Zjednodusené

schéma signalni drahy fytochromu viz Obr. 5 (Han et al., 2007).
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Obrazek 5: Zjednodusené schéma signalni drahy fytochromové zprostredkované fotomorfogeneze. Fytochrom A i B
maji separdatnii sdilené signalni komponenty, pricemz COP/DET/FUS slouzi jako integracni bod signali v signalni
draze fytochromii. Sipky naznacuji pozitivni signalni penos a plné kruhy negativni signalni pienos. Tato drdha je
rozdélena do ¢tyr hlavnich krokii. Krok I je absorpce svétla fytochromem a zména konformace. Krok Il je interakct
ftochromii s podrizenymisigndlnimi komponenty. Krok Il je integrace signalii skrzeubikvitin dependentni proteolyzu.
Krok IV je regulace genii fotomorfogeneze. Prevzato a upraveno z Han et al., 2007.

Dale bylo prokazano zapojeni fosforylace fytochromu v regulaci signalizace a
jejich aktivity. Fosforylace fytochromd je fizena fosfatazou spojenou s fytochromem 5
(PAPPS), ta fosforyluje aktivni formy Pfr fytochromi phyA i phyB. Zvyseni stability Pfr
je naopak ovlivnéno defosforylaci, kdy phyA i phyB nemohou interagovat s ligdzami
typu E3 a nedochazi k jejich degradaci (Cheng et al., 2021). Fosforylace fytochromt
probiha V jejich pantové casti a dochazi tak kregulaci interakce s naslednymi

komponentami v signalnich drahach (Han et al., 2007).

2.2.3. Fotomorfogenni mutanti rajCete

Fotomorfogenezi rostlin je mozno sledovat pomoci rtiznych mutantti, s mutacemi
v genech, které se podileji na fotomorfogenezi rostliny. NejCastéji se jedna o mutace
Vv kompozicich a zastoupeni fotoreceptorti, nebo v drahdch ovliviujici ptenosy svételného
signalu (Kendrick et al., 1997). Souhrnna tabulka obsazenych fytochromti v mutantech
viz Tabulka 1.
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Tabulka 1: Pitehledovd tabulka zastoupeni fytochromii u jednotlivych fotomorfogennich mutantic a WT. Prevzato
z Huub et al., 1997

Genotyp
Parametr - -
WT fril tril hp1
phyA + - + +
phyB + + - +

2.2.3.1 Mutant fri1

Jednd se o recesivniho mutanta, u kterého byla prokazana necitlivost k FRL
(k dlouhovinnému ¢ervenému svétlu) a byl oznacen zkratkou fri z anglického Far-Red
Insensitive. U néj byla pozorovana absence fytochromu A u etiolovanych semen. Mutace
lezi na chromosomu 10 v genu PHYA, tento mutant je tedy deficientni ve fytochromu
phyA (Kendrick et al., 1997). Obsah fytochromu B spole¢né¢ s malym zastoupenim
dalsich typu fytochromi jsou u mutanta fril podobné s WT. Mutant fril se projevoval
mirn¢ delSimi hypokotyly v porovnani s WT pii pestovani pod BL a RL. WT zaroven
slabgji inhiboval riist hypokotylu pti péstovani pod FRL. Byla prok4zana necitlivost
mutantd fri K FRL, coz se potvrdilo dikazem péstovanim téchto rostlin pfi tme. Fenotyp
rostliny je stejny pii D 1 FRL. Takovyto fenotyp ma prodlouzené hypokotyly, uzaviené
apikalni hacky a nerozvinuté kotyledony. Po 28denni inkubaci za svételnych podminek
16 h W/ 8 h D, jsou rostliny fri i WT, az na mirné zpomaleny rast fri, téméft identické
fenotypicky. Zpomaleny riist se projevoval vice u rostlin péstovanych ve sklenicich. (van
Tuinen et al., 1995a)

2.2.3.2 Mutant tri1

Jedna se o recesivniho mutanta, u kterého byla prokazana doc¢asna necitlivostk RL (k
Cervenému svétlu) a byl oznacen zkratkou tri z anglického Temporarily Red Insensitive.
Bylo pozorovano, ze mutanti tri byli necitlivi k ¢ervenému svétlu béhem prvnich dvou
dnli po pfenosu semen ze tmy, ovSem tato necitlivost nebyla ovlivnéna fyziologickym
stafim rostliny. Doc¢asna necitlivost ma za nasledek zpozdénou de-etiolaci. Mutace tril
byla lokalizovanana chromosomu 1 na genu PHYB1, tento mutant je tedy deficientni ve
fytochromu phyB1. Rostliny tri vykazovaly niz§i miru inhibice pfi nizSich urovnich
osvétleni s porovnanim s WT (wild-type; nemutovany genotyp) kontrolnimi rostlinami
(Kendricketal., 1997). Pfi rustu pod modrym svétlem (BL) maji rostliny tril prodlouzeny
hypokotyl v porovnani s WT. Na ¢erveném svétle (RL) se projevuje niz$i mira inhibice
rustu hypokotylu, rostliny obsahuji mensi mnozstvi anthokyaninu a maji mensi, tmave
zelené kotyledony s porovnanim s WT. Celkova produkce chlorofylu je jen malo

ovlivnéna mutaci naopak akumulace anthokyaninu a plochy déloh jsou ovlivnény
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genetickym pozadim. Se stafim rostlin se mezi tril a WT zvétSuje rozdil v délce
hypokotylu a mladé listy maji niz§i zastoupeni anthokyaninu (van Tuinen et al., 1995D).

2.2.3.3 Mutant hp1

Monogenni recesivni mutant hpl vykazuje zvySenou reakci na svétlo, coz je
(vitamin C) ve zralych plodech v porovnani s WT rostlinami. Obsahuje tedy vétsi
mnozstvi rostlinnych pigmentt, od ¢ehoz byl odvozen i nazev mutanta High-Pigment.
Zvysena produkce chlorofyla se projevuje tmavymi listy a plody, které maji tmave
zelenou nezralou barvu. Mutace hpl se vyznacuje pleiotropnim fenotypem a ovliviiuje
zéakladni fotomorfogenni procesy. K Uplné de-etiolizaci semen pod R svétlem a k syntéze
vys$iho mnozstvi anthokyaninu neni nutna spoluprace B-fotoreceptoru a fytochromu
oproti WT. Etiolovana semena WT a mutanta hpl se neli§i mnozstvim fytochromi phy A
a phyB-piibuznym (Kendrick et al., 1997). Bylo prokazano, ze hp-1 mutantni fenotyp je
zpusoben mutaci raj¢atového homologu genu DDB1 (UV-damaged DNA binding protein
1) u A. thaliana. Tato mutace byla mapovana na chromosomu 2. Protein DDBL1 je velice
dilezitym faktorem v procesu opravy DNA a pii regulaci bunééného cyklu. Zaroven ma
vysokou afinitu k riznym poskozenim DNA dusledkem UV zatfeni. To je mozny dikaz,
Ze tento protein se mohl vyvinout z bézného mechanismu odpovédi na svételny stres.
Bylo sledovano, ze DDBI interaguje biochemicky i geneticky s DET1 (de-etiolated 1)
proteinem. Proteiny DDB1 1 DET1 interaguji bud’ s histonacetyltransferasami (HAT)
nebo s HAT komplexy. VVzhledem k tomu, Zze DET1 interaguje s neacetylovanym koncem
histonu H2B a je zahrnut v expresi mnoha svétlem indukovanych gent, tak mohou spolu

s DDBL1 skrze chromatin regulovat expresi mnoha gent (Lieberman et al., 2004).

2.2.4. Kryptochromy

Kryptochromy a dal$i rostlinné fotoreceptory modrého svétla ve svoji proteinové
struktufe obsahuji flavin. Kryptochromy ovliviiuji procesy jako de-etiolizaci, kveteni
nebo cirkadidlni rytmy. Fotosenzorické domény kryptochromi jsou piibuzné DNA
opravujicimu enzymu DNA fotolyase, avSak vétSinou postradaji funkci opravy DNA
(Srinivas et al., 2004). Nejen u krytosemennych rostlin se na C-termindlnim konci
molekuly kryptochorml vyskytuje také DAS (DQXVP-acidic-STAES) doména. U
Arabidopsis se vyskytuji dva typy kryptochromit CRY1 a CRY2. Fytochromy interaguji
s dal$imi rostlinnymi proteiny jako jsou diive zminéné fytochromy, COP1 (constitutive

photomorphogenesis 1), tzv. clock proteiny, chromatinem anebo s DNA. Mozna
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podléhaji fosforylaci, kterd je zavisld na modrém svétle, ta ovliviiuje konformaci,
intermolekulérni interakce, fyziologické u¢inky a mnozstvi fotoreceptorovych proteind.
Spolecné s fytochromy reguluji nékteré funkce jako jsou tfeba fotoperiodické kveteni,

nebo prodluzovani buné¢k. S fototropiny se ii€astni procesu otevirani a uzavirani praducht

(Han et al., 2007).

2.2.5 Fototropiny

Fototropiny jsou rostlinné fotoreceptory modrého svétla, které maji mnoho regulac¢nich
ucinku pro optimalizaci G¢innosti fotosyntézy jako je fototropismus. Fototropiny jsou
kodovany oblasti NPH1 (Liscum and Briggs, 1995; Liscum and Briggs, 1996).
S kryptochoromy jsou odpovédné za svétlem aktivované otevirani a uzavirani praduchi
a v odpovédi na intenzitu svétla posunuji chloroplasty. U Arabidopsis byly popsany dva
fototropiny PHOT1 a PHOT2. Fototropiny jsou svétlem indukovatelné serin/threonin
proteinové kindsy. Na N-termindlni c¢asti fototropiny obsahuji dvé LOV
(Light/oxygen/voltage) domény, ktera zprostfedkuje odpoveéd’ na svétlo. Fototropinové
signalizace je dosazeno po fotoexcitaci LOV domény, coz ma za ndsledek autofosforylaci

a aktivaci C-terminalni kinasové domény. Obecnou strukturu fototropind viz Obrazek 6

(Han et al., 2007).

N—— LOV1 LOV2 PK LC

Obrazek 6: Obecna struktura fototropinu. Fototropiny obsahuji 2 LOV domény (Light/oxygen/voltage), které
zprostredkovavaji opoved na svetlo. Na C — terminalnim konci se nachazi PK (protein kinasova doména) Prevzato a
upraveno z Han et al., 2007.
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4 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Pro experimentalni ¢ast bakalarské prace byla pouzita semena ndsledujicich genotypt
rostliny Solanum lycopersicum L. Recesivni mutant tril (temporarily red light-insensitive
1, odvozen od kultivaru cv. GT; LA3808; deficientni ve phyB1; Van Tuinen etal. 1995b).
Recesivni mutant fril (far-red-insensitive 1, odvozen od kultivaru cv. Money Maker;
deficientni ve phyA; Kerckhoffs et al. 1997). Recesivni mutant hpl (high pigmentl;
odvozen od kultivaru Rutgers (cv. Rutgers LA3004; Kendrick et al. 1997; mutace v genu
DDB1 - UV-damaged DNA binding protein 1; Lieberman et al. 2004; zesilené
fytochromové reakce a zesileny fototropismus; Srinivas et al. 2004). Semena mutantil
poskytl prof. C. M. Rick, TGC: Tomato Genetics Cooperative, University of Florida,
Gainesville, http://tgc.ifas.ufl.edu/)

3.2 Metody

3.2.1 Priprava MS média

K ptipravé MS média (Murashige and Skoog, 1962; Duchefa Biochemie, Nizozemsko,
Cat. No. M0221.0050) pottebujeme odmérny valec o objemu 1 1, Erlenmayerovu banku
0 objemu 3 1, elektromagnetickou michacku, analytické a laboratorni vahy, lzicky,
vazenky, pH metr, hlinikovou folii, autoklavovaci pasku, barevnou pasku, lihovou fixu,
michétko. Z chemikalii potom sachardzu, destilovanou vodu, MS médium, pufr MES
(kyselina 2-(N-morpholino)ethansulfonova, cat. no. 29834,02, Serva, Némecko), 1M
KOH na upravu pH a fytoagar (cat. No. 9002-18-0, Duchefa Biochemie, Nizozemsko).
Nejprve bylo na laboratornich vahach navazeno 20 g sachar6zy a sachardza byla
pifevedena do 3l Erlenmayerovy banky. Pomoci 1l odmérného valce byla do
Erlenmayerovy banky pfenesena destilovand voda. Tato smés byla promichdna na
elektromagnetické michacce, za stalého michanibylo do roztoku ptidano 8,6 g MS média,
které bylo navazeno pomoci laboratornich vah a 390,4 mg pufru MES, ktery byl navdzen
pomoci analytickych vah. Objem roztoku byl nasledné doplnén na 2 1. Dale bylo pomoci
pH metru upraveno pH na 6,1 postupnym dokapavanim 1M KOH do roztoku. Do péti
lahvis 2,8 g agaru byl tento roztok rozlit po 400 ml. Hrdlo lahve bylo obaleno hlinikovou
folii a opatieno autoklavovaci paskou — medium bylo oznaceno barevnou paskou se

jménem a datem. Poté bylo hotové MS médium vysterilizovano v automatickém
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parnim autokldvu pfi teploté 121 °C a tlaku 101,3 kPa. Sterilni médium bylo uskladnéno

v lednicce.

3.2.2 Povrchova sterilizace a kultivace semen

Pro experiment byl pouzit flowbox, dlouha pinzeta, automatické pipety s max. objemem
10 ml a 20-200 pl, sterilni $picky, sterilni plastova SOml zkumavka, dvé nesterilni kulaté
plastové 50ml zkumavky, plastové sterilni Petriho misky (pramér 90 mm), lihovy kahan,
hlinikova folie, mikrovinna trouba a kuchynska chinapka. Z chemikalii potom sterilni
destilovana voda, ptipravené MS médium, 98% a 70% ethanol a fedény roztok SAVO
(NaClO) obsahujici 2,8 % aktivniho chloru (0,6 1 Savo + 0,4 1 H20), sterilni
Erlenmayerova banka o objemu 300 ml, pravitko, kratkd mékka pinzeta, cerny papir,
stojanky. Do kazdé zkumavky bylo napocitano 300 semen jednoho genotypu a
k semenim byl pfidan roztok SAVO obsahujici 2,8 % aktivniho chloru (NaClO; fedéni
0,6 I SAVO + 0,4 | H20), pro povrchovou sterilizaci. Sterilizace semen probihala 25 az
30 minut. Pomoci mikrovinné trouby bylo rozehtéto pfipravené MS médium. Flowbox
byl poté vysterilizovan pomoci 70 % ethanolu. Dal$i postup byl provadén za sterilnich
podminek. Tekuté MS médium bylo rozlito pomoci sterilni 50 ml zkumavky do 12
sterilnich plastovych Petriho misek (praimér 90 mm) po 20 ml a médium bylo ponechdno
ztuhnout. Mezitim byla semena 6krat promyta sterilni destilovanou vodou pomoci 10ml
automatické pipety. Odpad byl pipetovan na 500 ml nesterilni kadinky. Po ztuhnuti MS
média byl proveden vysev 50 semen stejného genotypu do kazdé Petriho misky pomoci
dlouh¢ pinzety vysterilizované oplachem v 90 % ethanolu a ozehnuté nad plamenem
lihového kahanu. Po vyseti vSech semen byly misky popsany lihovou fixou jménem
kultivaru ¢i mutanta a datem. Petriho misky byly nasledné pielepeny dvéma vrstvami
pasky z netkané textilie (Softpore; vyrobce Batist medical, a. s., Ceska republika). Poté
byly misky ve vertikalni poloze pec¢livé obaleny hlinikovou félii. Takto zabalené byly
preneseny do automatické rustové komory (Microclima MC1000E, Snijders Scientific,

Nizozemsko). Semena byla kultivovana po dobu 3 az 4 dnu pfi teploté 23 °C.

3.2.3 Pfenos naklicenych semen

Pienos nakli¢enych semen byl provadén tfi dny po vyseti semen. Pomoci mikrovinné
trouby bylo rozehtato pripravené MS médium. Dalsi postup byl provadén za sterilnich
podminek. Tekuté MS médium bylo pomoci sterilni 50 ml plastové zkumavky ptelito do
sterilni Erlenmayerovy baiiky o objemu 300 ml, do které bylo pipetovano piislusné

mnozstvi zasobniho roztoku HgCl, (102 mol/l), aby vznikla média o danych
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koncentracich. Vysledné koncentrace HgCl, byly 0, 10, 15, 20, 30, 40 a 50 pmol/l
(pipetované objemy viz Tabulka 2). Takto pfipravena média byla pro kazdy genotyp
rozlita pomoci sterilni 50 ml zkumavky do 15 sterilnich plastovych Petriho misek po 20
ml a médium bylo ponechédno ztuhnout. Byly pfipraveny tii misky o dané koncentraci pro
kazdy genotyp. Misky byly popsany lihovym fixem podle odpovidajici koncentrace
HgCl,. Na ztuhlé MS médium byla poté pfenesena vyklicena semena pomoci kratké
mekké pinzety vysterilizované oplachem v 90 % ethanolu a oZehnuté nad plamenem
lihového kahanu. Nejprve byla pfenaSena semena s nejkrat§Simi klicky a pak postupné
s delsimi tak, aby na kazdé misce bylo stejné velikostni spektrum rostlin. Semena byla
pfendsena nahodné bez ohledu na koncentraci v misce. Po pfeneseni semen byly misky
popsany, podle svételnych podminek (BL, RL a D). Petriho misky byly nasledné
ptelepeny dvéma vrstvami pasky z netkané textilie (Softpore; vyrobce Batist medical, a.
s., Ceska republika). Poté byly misky ve vertikalni poloze umistény do stojanki a
pfeneseny do v riistovych kultiva¢nich komor s kontinudlnim modrym (BL) a ¢ervenym
(RL) svétlem. Zdrojem modrého svétlabyly trubice Philips TLD-36 W/18 — Blue (Philips
USA) s maximalni ozaienosti 10 pmol.m2s? pti 440 nm. Zdrojem &erveného svétla byly
trubice Philips TLD- 36 W/15 — Red (Philips, USA) s maximalni ozafenosti 10 umol.m"
251 pfi 660 nm. V piipadé inkubace ve tmé& byly misky ve vertikalni poloze peclivé
zabaleny do hlinikové folie. Nakli¢ena semena byla kultivovana po dobu 7 dnti pti teploté
23 °C.

Tabulka 2: Objem zdasobniho roztoku HgCl, ve 120 ml média pro pripravu poZadované koncentrace pro kultivaci
rostlin.

Objem zasobniho roztoku HgCl> (102

Koncentrace HgCl> v médiu (umol/l) mol/l)) na 120 ml média (pl)

0 0

10 120
15 180
20 240
30 360
40 480
50 600

3.2.4 Méreni rostlin

Po 7 dnech byly rostliny vyneseny z ristovych komor a pomoci pravitka byly na cerném
papife méteny délky kotent a hypokotylii s pfesnostina 1 mm. Data byla zaznamenavéna
do prehledné tabulky. Vysledky méfeni byly zpracovany a vyneseny do grafli pomoci
programu Excel. Nasledné byly spoéitany procentualni hodnoty miry inhibice rustu

kotent a hypokotylt rostlin pfi riznych koncentracich, jako kontrola slouzily primérné
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délky casti rostlin péstovanych bez inhibitoru akvaporini HgCl,. Byla vypoctena
smérodatna odchylka (pomoci Excelu a funkce SMODCH.VYBER) a standardni chyba.

Z téchto vysledkt byly nasledné sestaveny grafy pro vyhodnoceni praktické casti.
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5 Vysledky

Pro sledovéni regulace akvaporini skrze fytochromy, byli pouziti fotomorfogenni
mutanti rajcete tril, fril a hpl. Jako kontrola téchto fotomorfogennich mutanti byly
pouzity rostlinné kultivary, od kterych byly tito mutanti odvozeni. Konkrétné se tedy
jedna o kultivar Money Maker pro mutanta fril, kultivar GT pro mutanta tril a kultivar
Rutgers pro mutanta hpl.

Semena rostlin se nechala nakli¢it po dobu 3-4 dnit na MS médiu pti 23 °C ve tm¢é
(D). Pro blokaci akvaporinti byl pouzit inhibitor HgCl> v riznych koncentracich, ktery
byl pfidan do MS média. Poté byla nakli¢ena semena sterilné pfenesena na nové médium
s obsahem inhibitoru a takto byla kultivovana 7 dni pii 23 °C ve tfech sériich: jedna
semena ve tm¢ (D), druhd na ¢erveném (RL) a tieti na modrém (BL) svétle. Takto bylo

provedeno 3-5 nezavislych experimentu pro kazdého mutanta.

5.1 Rlstové reakce mutanta fri1
Se semeny fril a cv. MM byly provedeny celkem 3 experimenty. pro tyto dva genotypy
byly pouzity koncentrace HgCl; 0, 10, 15, 20 a 30 pmol/I.

5.1.1 Elongace hypokotylu mutanta fri1

V téchto experimentech byl studovan rast hypokotylu mutanta fril a kontrolni rostliny
cv. MM a jejichcitlivost k HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach Obr. 7 ukazuje,
ze zatimco etiolizované hypokotyly cv. MM a fril byly podobn¢ dlouhé, na BL a RL se
délky hypokotylt vyrazné lisily, U genotypu cv. MM je vice patrny vliv RL a BL na
inhibici hypokotylu neZ u genotypu fril. Primérné délky hypokotylt cv. MM pii nulové
koncentraci inhibitoru byly v D 111,8 mm; na RL 58,8 a na BL 38,5 mm. Pfi nulové
koncentraci inhibitoru rostliny genotypu fril dosahovaly v D 122,9 mm; na RL 89,7 a na
BL 70,3 mm primérné délky hypokotylu. Z grafu (Obrazek 7) je patrné, Ze s rostouci
koncentraci HgCl, se zkracuje primérna délka hypokotylu rostlin jak u kontrolniho
genotypu cv. MM, tak i u fotomorfogenniho mutanta fril. U genotypu cv. MM se délka
hypokotylu pfi maximalni koncentraci HgCl> 30 pmol/l ve tmé zkrétila o 69,7 %, na RL
se délka zkratilao 55,7 % a na BL 0 41,3 %. U fril se hypokotyl zkracoval na BL (52,6

%) a RL (56,1 %) méné nez u kontrolni rostliny.
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Obrdzek 7: Riistové reakce hypokotylu rajcete Solanum lycopersicum L. cv. MM (vlevo) a mutanta fril (vpravo)v
zavislosti na svételnych podminkaych (D, BL, RL) po 7 dnech kultivace rostlin na kultivacnim médiu obsahujicim
vybrané koncentrace HgCl,. Vynesenda data predstavuji priimérné hodnoty + SE, které byly ziskany ze tii nezavislych
experimenti.

Pro zjisténi citlivosti hypokotylt jednotlivych genotypi k HgCl, byla vypocitdna mira
inhibice v zavislosti na rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl,. Obrazek 8
ukazuje inhibici ristu hypokotylu obou genotypti vlivem HgCl, o koncentraci 20 umol/l
ve tmé&, na BL ¢i1 RL. U obou genotypti dochazelo ve tmé k vyrazné vyssi inhibici ristu
hypokotylu nez na svétle (RL i BL). Rostliny rostouci na modrém nebo na cerveném
svétle vykazovaly tedy mensi citlivost k HgCl, nez ve tmé. Pokles citlivosti hypokotylt

k HgCl> na modrém a ¢erveném svétle byl u obou genotypii podobny. Stejny trend byl

pozorovan i pii ostatnich koncentraci HgCl..
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Obrazek 8: Inhibice ristu hypokotylu cv. MM a fril viivem HgCI2 o koncentraci 20 umol/l po 7 dnech kultivace rostlin

29



ve tmé (D), na modrém (BL) a ¢erveném (RL) svétle. Vynesena data predstavuji hodnoty inhibice riistu vypocitané
z prumeérnych délek hypokotyli.

5.1.2 Elongace kofene mutanta fri1

Dale byl studovan rist kofene mutanta fril a kontrolni rostliny cv. MM a jejich citlivost
k HgCl; v zavislosti na svételnych podminkach. Obrazek 9 ukazuje, Ze u obou genotypt
rostliny ve tmé mély krat§i kofeny nez rostliny péstované na svétle. Pfi nulové
koncentraci mély rostliny cv. MM primérnou délku kofene zhruba 66 mm na BL, asi 71
mm na RL a piiblizn¢ 58 mm ve tm¢. Pii nulové koncentraci rostliny fril mély primérnou
délku kofene 61 mm na BL, ptiblizn¢ 60 mm na RL a asi 53 mm ve tmé. Je patrné, ze
HgCl; v médiu inhiboval rist kofene u obou genotypti imérné se zvysujici se koncentraci.
Pti koncentraci 30 pmol/l dosahovaly koteny cv. MM ve tm¢ asi 6 mm, tedy zkraceni o
89,2 %, na RL 11 mm, tedy zkraceni o 84,5 % a na BL se koten zkratil o 75,1 % zhruba
na 16 mm. Pfi stejné koncentraci inhibitoru délky kofene mutanta fril dosahovaly délky
ve tm¢ asi 4 mm, doslo ke zkraceni 0 92,2 %, na RL se koteny zkratily o 84 % na zhruba

10 mm, a s délkou ptiblizné¢ 18 mm na BL doslo ke zkraceni o 71,3 %.
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Obrdzek 9: Riistové reakce korenerajcete SolanumlycopersicumL. cv. MM (vlevo) amutantafril (vpravo)vzavislosti
na svételnych podminkaych (D, BL, RL) po 7 dnech kultivace rostlin na kultivacnim médiu obsahujicim vybrané
koncentrace HQCl,. Vynesend data predstavuji priimérné hodnoty = SE, které byly ziskany ze tri nezavislych
experimentil.

Pro zjiSténi citlivosti kofenti jednotlivych genotypi k HgCl, byla vypocitana mira
inhibice v zavislosti na rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl,. Obrazek 10
ukazuje inhibici rtistu kofene obou genotypi vlivem HgCl, o koncentraci 20 pmol/l ve
tmé&, na BL ¢i RL. U obou genotypt dochdzelo ve tmé k vyssi inhibici riistu kofene nez

na svétle (RL1i BL). Rostliny obou genotypt rostouci na modrém nebo na ¢erveném svétle

30



vykazovaly tedy mensi citlivostk HgCl, neZ ve tmé. Ani pii jedné testované koncentraci
nebyly sledovany vyrazné rozdily mezi kontrolnim a mutantnim genotypem. Pro
zjednoduseni byly v grafu vyneseny hodnoty inhibice rastu kofene pii reprezentatvni

koncentraci 20 umol/I.
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Obrdzek 10: Inhibice riistu korene cv. MM a fril vlivem HgCl, o koncentraci 20 umol/l po 7 dnech kultivace rostlin ve
tmeé (D), na modrém (BL) a cerveném (RL) svétle. Vynesena data predstavuji hodnoty inhibice riistu vypocitané
z prumeérnych délek hypokotyli.

5.2 Ristové reakce mutanta tri1
Se semeny rostlin tril a cv. GT byly provedeny celkem 4 experimenty. V grafech poté
sledujeme priimérné hodnoty ziskané ze vSech Ctyf na sobé nezavislych experimentech.

V téchto experimentech byly pouZity koncentrace HgCl» 0, 10, 15, 20 a 30 pmol/I.

5.2.1 Elongace hypokotylu mutanta tri7

Byl sledovan rtst hypokotylu mutanta tril a kontrolni rostliny cv. GT a jejich citlivost
k HgCl,. Na obr. 11 pozorujeme, ze pii absenci HgCl, dosahovala délka etiolizovanych
hypokotylli cv. GT kolem 146 mm. Modré svétlo zkracovalo hypokotyl asi na 47 mm a
¢ervené zhruba na 57 mm. V pfipadé mutanta tril délka etiolizovanych hypokotyli
dosahovala délky 136 mm. Modré svétlo zkracovalo hypokotyl asi na 60 mm oproti cv.

GT nedochézelo ke zkraceni hypokotylu na RL. Délky hypokotyltina RL dosahovaly asi
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137 mm. V ptitomnosti HgCl, dochédzelo k postupnému zkracovani hypokotyld a
S rostouci koncentraci inhibitoru se zmenSovala 1 primérna délka hypokotyli. Délka
etiolizovanych hypokotyli cv. GT pifi maximalni koncentraci pmol/l dosahovala
ptiblizn€ 66 mm, sledujeme zkracenio 54,3 %. Na BL se hypokotyly zkratily o0 46,7 % a
dosahovaly délky asi 25 mm a na RL pftiblizn€ 28 mm, kde doslo ke zkraceni o 50,7 %.
V piipad€ mutanta tril dochazelo ke zkracovani hypokotylu ve tm¢ o 48,1 % asi na 71
mm, na BL se délka hypokotylu zmenSilao 57,5 % a primérné délka byla kolem 25 mm
ana RL doslo ke zkracenio 61,9 % zhruba na 52 mm. Sledované genotypy se tedy liSily
hlavné v délce hypokotylu na cerveném svétle, kdy u cv. GT dochdzelo na RL
k vyraznému zkraceni, oproti tomu primérna délka hypokotyld mutanta tril byla

podobna etiolizovanému hypokotylu.
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Obrazek 11: Riistové reakce hypokotylu rajéete Solanum lycopersicum L. cv. GT (vlevo) a mutanta tril (vpravo) v
zavislosti na svételnych podminkaych (D, BL, RL) po 7 dnech kultivace rostlin na kultivacnim médiu obsahujicim
vybrané koncentrace HgCl,. Vynesend data predstavuji priomerné hodnoty £+ SE, které byly ziskany ze ¢tyr nezavislych
experimentil.

Pro zjisténi citlivosti hypokotylt jednotlivych genotypti k HgCl, byla vypocitana mira
inhibice v zavislosti na rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl,. Obrazek 12
ukazuje inhibici ristu hypokotylu obou genotypti vlivem HgCl, o koncentraci 20 pmol/l
pfi riznych svételnych podminkach. V grafu nepozorujeme vyrazné rozdily
v mife inhibice rtistu hypokotylu na BL a D mezi obéma genotypy. Mira inhibice rlistu
byla u obou genotypti mirn€ nizs§i na BL, a naopak vys$si na RL. Soucasn¢ vsak citlivost

hypokotylli obou genotypti k HgCl, nebyla na BL ani RL vyrazné¢ odli$na.
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Obrdzek 12: Inhibice ristu hypokotylu cv. GT a tril vlivem HgCl, o koncentraci 20 umol/l po 7 dnech kultivace rostlin
ve tmé (D), na modrém (BL) a cerveném (RL) svétle. Vynesena data predstavuji hodnoty inhibice riistu vypocitané
z prumeérnych délek hypokotylii.

5.2.2 Elongace kofene mutanta tri1

Obr. 13 ukazuje, Ze pti nulové koncentraci inhibitoru akvaporint primérné délky kotfenu
u cv. GT dosahovaly 69,8 na D, 77,4 na BL a 80,1 mm na RL. U tril primérné délky
kofenu pii nulové koncentraci inhibitoru akvaporintt dosahovaly 63,8 na D, 81 na BL a
78,6 mm na RL. V ptitomnosti HgCl, se primérna délka kotene postupné snizovala,
umérné s rostouci koncentraci inhibitoru. Kotfeny rostlin cv. GT se pii maximalni
koncentraci (tj. 30 wmol/l) inhibitoru ve tmé zkratily o 90,7 % asi na 7 mm, na BL se
zkratily o 80,6 % pribliznéna 81 mm a na RL se primérna délka kotenti snizilao 88,7 %
na 9 mm. Kofeny rostlin tril se ve tm¢ zkratily o 91,1 % asi na 6 mm, na BL doslo ke
zkréaceni o 82,8 % pfiblizné na 14 mm a na RL doSlo ke zkraceni 0 92,7 % zhruba na 6
mm. Na BL mély rostliny tril mirn¢ del$i kofeny s postupné snizujici se koncentraci

Vv porovnani k cv. GT. Naopak cv. GT rostliny m¢ly mirné delsi kofeny na RL a D.
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Obrdzek 13: Riistové reakce korenerajcete SolanumlycopersicumL. cv. GT (vlevo) amutantatril (vpravo) vzavislosti
na svetelnych podminkdych (D, BL, RL) po 7 dnech kultivace rostlin na kultivacnim médiu obsahujicim vybrané
koncentrace HgCl,. Vynesend data predstavuji priimérné hodnoty + SE, které byly ziskany ze Ctyr nezavislych

experimentil.

Procentualni mira inhibice rastu kofent (viz Obrazek 14) se u obou genotypt neliSila.

Obr. 14 ukazuje ptiklad inhibice pii1 koncentraci 20 pmol/l HgCl,. Z obrazku je ziejmé,

7e mira inhibice byla slabé vyssi u obou genotypli na D a RL, Soucasn¢ je vidét, ze

citlivostcv. GT a mutantatril k HgCl: se od sebe vyznamné nelisila, a to bez ohledu na

svételné podminky.
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Obrdzek 14: Inhibice ristu korene cv. GT a tril vlivem HgCl, o koncentraci 20 umol/l po 7 dnech kultivace rostlin ve
tmé (D), na modrém (BL) a cerveném (RL) svétle. Vynesena data predstavuji hodnoty inhibice riistu vypocitané
z prumeérnych délek hypokotyli.

5.3 Ristové reakce mutanta hp1

Se semeny rostlin hpl a cv. Rutgers bylo provedeno celkem 5 experimentt, z toho 3
experimenty pro koncentrace 0, 10, 15, 20 a 30 a dva doplilujici experimenty pro
koncentrace 0, 30,40 a 50 umol/1 HgCl,. V grafech poté sledujeme primérné hodnoty ze

vSech péti na sob¢ nezavislych experimentt.

5.2.1 Elongace hypokotylu mutanta hp1

Pti nulové koncentraci HgCl, pozorujeme v primérné délce hypokotylu mezi kontrolni
cv. Rutgers a hpl vyrazné rozdily, a to za vSech testovanych svételnych podminek (Obr.
14). Primérné délky hypokotyld u cv. Rutgers pfi nulové koncentraci inhibitoru
akvaporint ¢inily 105,4 na D, 71,6 na RL 52,6 mm na BL, oproti tomu priimérné délky
hypokotylt hpl €inily 85,5 na D, 44,8 na RL a 23,6 mm na BL. U cv. Rutgers i hpl tedy
dochazi ke zkraceni délky hypokotylu na svétle, pficemz u mutanta je redukce
prodluzovaciho ristu vlivem svétla podstatné vétsi. U kontrolni rostliny cv. Rutgers 1
mutanta hpl sledujeme vyrazny ucinek inhibice HgCl> ve tmé i na svétle. HgCl, 0
maximalni testované koncentraci 50 umol/l vyrazné inhiboval riist hypokotylu u obou

genotypt. U cv. Rutgers doslo ve tmé ke zkraceni o 75,1 % asi na 26 mm, na BL se délka
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hypokotylu zkrétilao 65,9 % na 18 mm a na RL doSlo ke zkraceni o 64,4 % ptibliZzné na

26 mm. U mutanta hpl doslo ve tmé ke zkraceni hypokotylu o 73,4 % asi na 23 mm,

k vyrazné zmén¢ poté doslo na BL, kde se hypokotyl zkratil pouze o 46,2 % asi na 13

mm a na RL se 73,4% zkracenim dosahovaly primérné délky hypokotylu asi 16 mm.
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Obrdzek 15: Riistové reakce hypokotylu rajcete Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (vlevo) a mutanta hpl (vpravo)
v zavislosti na svételnych podminkaych (D, BL, RL) po 7 dnech kultivace rostlin na kultivacnim médiu obsahujicim
vybrané koncentrace HgCly. Vynesena data predstavuji primérné hodnoty + SE, které byly ziskany z péti nezavislych

experimentil.

Byl sledovan vztah miry inhibice ristu hypokotylu a koncentrace inhibitoru akvaporint

HgCl. Procentudlni mira inhibice ristu hypokotylu pfi koncentraci HgCl, 30 pmol/I (viz

Obrazek 16) je v porovnani s kontrolni rostlinouu 4p/ srovnatelnana D a RL, avSak mira

inhibice na BL je vytazné nizsi u hpl. Hypokotyly rostlin 4p/ na BL jsou tedy k HgCl»

méné citlivé nez hypokotyly cv. Rutgers. Mira inhibice se zvySovala s rostouci

koncentraci inhibitoru HgCl,, pfi¢emz trend zustaval stejny
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Obrdzek 16: Inhibice riistu hypokotylu cv. Rutgers a hpl vlivem HgCl, o koncentraci 30 umol/l po 7 dnech kultivace
rostlin ve tmé (D), na modrém (BL) a cerveném (RL) svétle. Vynesend data predstavuji hodnoty inhibice ristu
vypocitané z priumérnych délek hypokotyli.

5.2.2 Elongace kofene mutanta hp1

Z grafti (Obrazek 17) je patrné, Ze pii nulové koncentraci inhibitoru byly délky kotfent u
obou genotypt rozdilné. U hpl dosahovala primérna délka kofenena D 56,7, na RL 75,8
a na BL 70,7 mm, kontrolni genotyp dosahoval primérnych délek na D 67,3, na RL 84,6
ana BL 84,1 mm. Celkov¢ tedy byly koteny hpl kratsi oproti kontrolni rostling, pricemz
citlivost kofenti ke svétlu byla u obou genotypi podobna. U cv. Rutgers i mutanta hpl
dochézelo k postupnému zkracovani kofene vlivem HgCl,. Pii maximalni koncentraci
inhibitoru dosahovaly kotfeny cv. Rutgers délky asi 4 mm ve tmé (zkraceni o 93,4 %),
zkréaceni 0 89,6 % pfiblizné na9 mmnaBL a 15 mm po 82,3 % zkracenina RL. U mutanta
hpl dosahovaly prumérné délky etiolizovanych kofenti pfi maximalni koncentraci
inhibitoru HgCl, délky 4 mm (zkraceni o 93 %), délky asi 5 mm po zkraceni 0 93,2 % na
BL a kofeny se zkratily o 88,4 % zhruba na 9 mm na RL.
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Obrdzek 17: Riistové reakce korene rajcete Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers (vlevo) a mutanta hpl (vpravo) v
zavislosti na svetelnych podminkaych (D, BL, RL) po 7 dnech kultivace rostlin na kultivacnim médiu obsahujicim
vybrané koncentrace HgCl,. Vynesend data predstavuji pritmérné hodnoty + SE, které byly ziskany z péti nezavislych
experimentil.

Obr. 18 ukazuje procentudlni miru inhibice pti 15 pumol/l HgCl,. Rist kotfene u cv.
Rutgers byl nejvice inhibovan ve tmé, zatimco na svétle se mira inhibice riistu kofenu
vlive HgCl, snizila. Mutant 4p/ se v mife inhibice ve tmé od cv. Rutgers nelisil, av¢ak
na svétle ukazovaly kofeny mutanta 4p podobnou citlivost k HgCl, jako ve tmé. Tento
rozdil v inhibicich ristu kotfenti vlivem HgCl, na svétle mezi Apl a cv. Rutgers se
vyskytoval pouze pii této a nizSich koncentracich inhibitoru. S rostouci koncentraci

inhibitoru se tyto rozdily postupné zmensovaly.
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Obrdzek 18: Inhibice riistu korene cv. Rutgers a hplvlivem HgCl, 0 koncentraci 15 umol/l po 7 dnech kultivace rostlin
ve tmé (D), na modrém (BL) a cerveném (RL) svétle. Vynesena data predstavuji hodnoty inhibice riistu vypocitané
z prumernych délek hypokotyli.

39



6 Diskuse

Vysledky experimentli ukazaly, Ze inhibitor akvaporinti HgCI2 redukoval za testovanych
vSech svételnych podminek rast hypokotylt i kotfeni. Vysledky tedy naznacuji, ze

akvaporiny citlivé k HgCl; jsou pozitivné zapojeny v ristu rostlin rajcete.

Z vysledkt méteni 1ze dale konstatovat, Ze rist rostlin v pitomnosti HgCl, zavisi
na svétle. Vysledky méfeni ristu hypokotylu u mutanta fril a WT (cv. MM) ukazuji, ze
rostliny jsou méné citlivé k HgCl, na BL a RL. Tyto vysledky naznacuji, ze svétlo by
mohlo ovliviiovat mnozstvi akvaporinl (indukovat jejich zvyseni) nebo ovliviiovat (tedy
snizovat) jejich citlivost k inhibitoru HgCl,, V mife inhibice rustu hypokotylu jsme
soucasné nepozorovali vyrazné rozdily mezi obéma genotypy. Z téchto vysledkl 1ze
usoudit, ze vliv svétla na citlivost hypokotylt k HgCl, (tedy pfipadné na citlivost ¢i

mnozstvi akvaporinll) neni zprostfedkovan fytochromem A.

Zavéry ucinéné z vysledkd méfeni ristu kofene u mutanta fril a WT (cv. MM)
jsou podobné jako u hypokotyli. Kofeny obou genotypl ukazovaly snizenou citlivost
k HgCl; na BL a RL. Je tedy pravdépodobné, Ze svétlo muze ovliviiovat mnozstvi ¢i
aktivitu akvaporinli. Protoze se vSak mezi obéma genotypy nevyskytovaly vyrazné
rozdily v citlivosti kofent k HQCl, za Zadnych s testovanych svételnych podminek, je
mozné se domnivat, Ze vliv svétla na citlivost kofeni k HgCl, neni zprostfedkovan

fytochromem A.

Studie rstu hypokotylu mutanta tril a cv. GT ukazaly, ze mezi mutanty nebyly
pozorovany vyrazné rozdily v citlivosti hypokotylt k HgCl,, a to pii vSech testovanych
svételnych podminkach. Pouze na Cerveném svétle bylo pozorovano mirné zesileni
inhibi¢niho u¢inku inhibitoru se rist hypokotyluu mutanta tril. AvSak vzhledem k tomu,
ze rozdily nebyly vyrazné, nelze z vysledkl ude€lat jednoznacny zavér o zapojeni PhyB1
v regulaci citlivosti hypokotyld rajcete k HgCl,. Bylo by nutné provést vEétsi pocet

nezavislych experimentii a vysledky, popfipad¢ statisticky zpracovat.

Vysledky méfeni kofene mutanta tril a kontrolni rostliny cv. GT byla ovéfena
dualezitost akvaporint pro rast kofene inhibici HgCl,. Vysledky experimentii ukézaly, ze
u obou genotypt byla citlivost kofenti k inhibi¢nimu uc¢inku HgCl, snizena vlivem
modrého svétla. Vysledky tedy naznacuji, ze by modré svétlo mohlo hrat tlohu v regulaci

akvaporinii v kofenech rostlin rajéete. Vzhledem k tomu, ze kofeny tril i cv. GT
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reagovaly k HCl; na modrém svétle podobné, je mozno ucinit zavér, ze vliv modrého

svétla na snizeni citlivosti kofenti k HJCl, nebude zprosttedkovan PhyBI.

V rastu hypokotylu u mutanta hpl v porovnani s WT (cv. Rutgers) byly
pozorovany vyrazné rozdily. Zatimco ve tmé nebo na cerveném svétle se mira inhibice
rustu hypokotyli u testovanych genotypl témef neliSila, na modrém svétle doslo u
mutanta hpl k vyraznému sniZeni inhibice prodluzovani hypokotylu vlivem HgCl,.
Rostliny hpl jsou tedy méng¢ citlivé na modrém svétle k HgCl,. Vysledky tedy naznacuji,
ze vliv modrého svétla na citlivost hypokotylti k HgCl, je zprostfedkovan proteinem
DDB1. Na zakladé¢ tohoto zadvéru miizeme diskutovat vliv DDBI1 na fotomorfogenezi
rostlin. Vyskytuji se u rostlin disledkem mutace genu DDB1 na modrém svétle jiné
izoformy nebo dochazi k deformaci akvaporini? Nebo dochazi ke zvysSeni poctu
akvaporini? Zvyseni poctu akvaporinti bychom mohli dokazat dal§im zkoumanim na
urovni exprese RNA nebo proteint. Zménu aktivity akvaporini bychom pak mohli zjistit
meétfenim miry fosforylace proteinti akvaporinli za riznych svételnych podminek. Jak se
meéni Groven exprese akvaporini u mutanta v zavislosti na HgCl,, jak se méni celkové
mnozstvi AQP? Porovnanim mutanta hpl a WT by se dala ur¢it mira fosforylace

akvaporinll na BL a za ptitomnosti HgClo.

U kofene mutanta hpl a WT (cv. Rutgers) dochazelo k opa¢nému efektu nez u
hypokotylu. U kotfena cv. Rutgers byl inhibi¢ni u¢inek vlivem HgCl, sniZzen vlivem
modrého i erveného svétla, zatimco u hpl tato reakce chybéla. Vysledky tedy naznacuji,
ze modré a Cervené svétlo by mohlo prostfednictvim funkéniho proteinu DDB1 snizovat

citlivost akvaporini k HgCl, nebo zvySovat jejich mnozstvi.

Literarnich udajt o regulaci akvaporinli neni mnoho. Bylo naptiklad zjiSténo, ze
modré svétlo pozitivné ovliviiuje expresi nékterych akvaporint rostlin Arabidopsis, ryze
arajcete (Kaldenhoffet al., 1996; Liang et al., 2012; Balarynova and Fellner, 2019). Dale
byl sledovan pokles exprese gent kodujicich akvaporiny bilym svétlem u rostlin ryze a
vnimani Cerveného svétla fytochromem pravdépodobné nehraje roli ve svétlem
zprosttedkované regulaci hydraulické vodivosti na irovni akumulace transkriptii uréitych
druhti akvaporinti (OsAQP) (Liang et al., 2012). Dale byl pozorovan pokles exprese
urcitych genti akvaporinti (PIP1;3) vlivem HgCl,. Tato regulace nebyla ovlivnéna

svétlem. Zaroven byl popsan vliv HgCl, na zvySeni exprese urcitych akvaporinti (PIP1;2,
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PIP1;4, PIP1;5 a PIP2;2) na modrém svétle béhem procesu kliceni semen rajcete

(Balarynovéa and Fellner, 2019).
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7 Zaver

Cilem této bakalatské prace bylo zjistit, zda a jak jsou akvaporiny regulovany svétlem a
jestlije vliv svétla na fungovani akvaporinti u rostliny rajcete (Solanum lycopersicum L.)
zprostiedkovan fytochromy. Byl sledovan vliv HgCl, na rist hypokotylu a kofene pfi
odlisnych svételnych podminkach (modré a Cervené svétlo nebo tma) in vitro. Pro
sledovani efektu fytochromti byly pro experiment zvoleni fotomorfogenni mutanti rajcete
fril (odvozeny od kultivaru Money Maker), tril (odvozeny od kultivaru GT) a hpl
(odvozeny od kultivaru Rutgers). Experimenty bylo potvrzeno, ze akvaporiny jsou
dilezitym prvkem pro spravny rast a vyvoj rostlin. Pozitivn€ ovliviiuji rist hypokotylu i
kotene a jejich inhibice mé za nasledek postupné se zkracujici délky rostlinnych ¢asti

V zavislosti na koncentraci inhibitoru.

Vysledky experimentti s mutanty fril a tril vedly k zavérim, ze PhyA a PhyB
pravdépodobné nezprostfedkovavaji vliv svétla na citlivosti hypokotylt a kofenti k
inhibitoru HgCl,. Na druhé strané vysledky ukazaly, ze zména citlivosti rostlin rajéete
k HgCl, vlivem svétla je pravdépodobné regulovana signalni drahou proteinu DDBI.
Tyto vysledky mohou byt odrazovym mustkem pro dal$i experimenty, které by mohly
poodhalit mechanismy regulace akvaporinti a tlohu modrého a ¢erveného svétla v téchto

procesech.
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