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Shrnuti

Predlozena bakalarska prace je zaméfena na studium role modrého svétla a akvaporini
v reakcich semen rajéete (Solanum lycopersicujrke stresovym podminkam, a to konkrétné
k osmotickému tsesu. Modré svétlo ma nezbytny podil v fizeni mnoha aspektl zivota rostlin.
Jednim z1¢inkt modrého svétla je redukce kli¢eni semen. Inhibi¢ni G¢inek modrého svétla se
vSak neprojevuje u genotypu s mutaci v genu 7B-1jehoz konkrétni funkce je dosud neznama.
Tento mutant byl vybran pro studium interakci vlivu modrého svétla a stresovych podminek,
protoze vykazuje rezistenci vici abiotickému stresu specificky na modrém svétle.

Jednim zltvodd, které mohou zapficinit lep$i odolnost rostliny k vodnimu stresu
obecné¢ aosmotickému stresu konkrétné, je zvySené mnozstvi nebo zvySena aktivita
akvaporint, které se mohou podilet na piijmu vody rostlinou a lepsi distribuci vody v ramci
rostlinného organismu. To naznacuji také vysledky této prace. Pii kultivaci semen pod vlivem
HgCl,, jakozto inhibitoru akvaporint, byla zjisténa zhorSena kli¢ivost vSech sledovanych
semen. Semena mutované rostliny vSak vykazovala vyssi odolnost viici inhibitoru akvaporind.
To naznacuje, spole¢né se zvySenou odolnosti na osmoticky stresnutovanych semen, ze se
akvaporiny podileji na adaptaci na osmoticky stres. Proto byl v této praci dale sledovan také
vliv modrého svétla na expresi jednoho akvaporinu tfidy PIP u semen mutanta 7B-1
v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Semena byla inkulnewna modrém a ¢erveném svétle
a ve tmé&, a exprese byla sledovana pomoci RT-PCR jiz po 24 hodinich inkubace, tedy
v imhibi¢ni fazi kliceni. Vysledky expresni analyzy ukazaly, Ze mnoZstvi mRNA genu
LePIP1-1 neni v imbibovanych semenech 7B-1 a semenech kontrolniyrestlid vysoka

avyznamné se nelisi v zavislosti na svételnych podminkéch a genotypu semen.



Summary

Submitted bachelor thesis is focused on study of the role of blue light and aquaporinss
in reactions to stress conditions and particularly to osmotic stress in tomato (Solanum
lycopersicum) seeds. Blue light acts as a fundamental regulation factor for many aspects of
plant life. One of the effects is that blue light reduces seed germination. However, this
inhibitory effect of blue light is not notable in a genotype with mutation in a gene 7B-1 whose
function is still unknown. Because this mutant shows a resistence to abiotic stresses
specifically under blue light, it was chosen for a study of interaction of stress conditions with
blue light.

Onre of the reasons which can cause improvement of a water stress resistance in
general and osmotic stress resistance in particular is high level or activity of aguaporins,
contributing to better water uptake and better redistribution of water within plant organism.
This is also indicatedby the results of submitted bachelor thesis. Cultivation of tomato seeds
on medium containing Hgglan inhibitor of aquaporins, resulted in reduction of germination
while 7B-1 mutant seeds were affected by aquaporin inhibtor markedly less. This suggests,
according to resistance to an osmotic stress showed in mutant seeds, that aquaporins
contribute to the processes of adaptation to osmotic stress.

Submitted thesis consequently focuses also on the effect of blue light on expression of
a PIP group aquaporin in a seeds of 7B-1 mutant in contrast with control seeds. Seeds were
incubated in dark, under red and blue lights and the expression was observed by RT-PCR after
24-hour incubation which means that seeds were in the imbibition phase of germination.
Results of the expression analysis showed that the amount of LePIP1-1 mRNA in imbibed
seeds of the 7B-1 mutant and control plant is not high and does not differ regarding the light

conditions and genotype.
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1 UvVOD

Moje bakalarska prace byla feSena v Laboratoii molekularni fyziologie na Katedie
bunécné biologie a genetiky (do r. 2011) a v Laboratofi rastovych regulatort (od r. 2011),
v ramci bilateralniho ¢esko-amerického prjektu nazvaného Mechanizmy svétlem regulované
tolerance rajéete (Solanum lycopersicum L.) k osmotickému stresu. ProjekiSsgn na PYF UP
a financovarMinisterstvem $kolstvi, mladeze a télovychovy (projekt ¢. ME10020).

Ackoliv existence lidstva zasadné zavisi na symbioze ®stlinami a vyuzivani jejich
schopnosti pfetvofit slune¢ni energii na biomasu, stavaji se mnohé zemédélsky vyznamné
oblasti ¢im dal méné urodnymi. Zmény klimatu a Cinnosti ¢lovéka, zvyraziujici extrémy
v aridnich oblastech, spojené s klesajicimi zasobami vody, vestoifagné dobé k ¢im dal
intenzivnéjsi potiebé efektivni produkce potravin. Jednou z cest je vyuZiti rostlin, odolnych
vuci vodnimu stresu. Dosud ma vSak nase poznani rostlin velké mezery.

Dvéma, ziejmé nejdalezitéjSimi faktory vné&jsiho prostiedi, ovliviiyjicimi zivot
rostliny, jsou voda a svétlo. Svétlo je nepostradatelné pro Zivot vSech rostlin a ovliviiuje cely
vegetacni cyklus, véetné kli€eni semene. Kliceni vétSiny semen je ovliviiovano jak intenzitou,
tak 1 kvalitou svétla, jemuz jsou vystaveny. Zaroven jsou rostliny ve fazi kliceni velmi citlivé
k nedostatku vody. Proto je zcela na misté zajem o otomorfogenniho mutanta rajcete 7B-1,
vyznacujiciho se, krom¢ odolnosti vii¢i abiotickému stresu, také specifickou reakci na modré
svétlo a dalSimi odlisnostmi, napf. v biosyntéze nékterych fytohormont, ¢i expresi nékterych
proteint. U tohoto mutanta neni dosud znama funkce mutovaného genu ani konkrétni zmény
ve fyziologickych procesech. dsud provedenych studii je vSak patrné, Ze mutace v genu
7B-1 narusuje signdlni drdhu modrého svétla, ovlivitujici pravdépodobné pochody spojené
Skyselinou abscisovou. Zaroven je mutant odolny vii¢i abiotickému stresu, a jelikoZ je
znamo, ze akvaporiny jsou u vSech organismi zapojeny do udrzovani vodni homeostazy, je na
misté prozkoumat, zda mutace v genu 7B-1 ovliviuje aktivitu ¢i expresi akvaporind.

Cilem prace bylo ptispét k cili projektu, konkrétné zjistit, jak mutace v genu 7B1
ovlivituje schopnosti rostliny tolerovat osmoticky stres a zda tato mutace ovliviiuje expresi
akvaporind. Proto jsem zpracoval literarni zdroje vztahujici se k danému tématu, proved|
praktickou cast, v niz jsem studoval nejprve vliv genotypu, kvality svétla, osmotického stresu
ainhibitoru akvaporinti na kliceni semen rajcete a posléze také vliv genotypu a kvality svétla

naexpresi jednoho z akvaporinti skupiny PIP (LePIP1-].



2 UVOD DO RESENE PROBLEMATIKY

2.1 KLICENIi

Klic¢eni semene je v zivoté rostliny zcela zasadni — vyznam kli¢eni nespociva pouze
ve zrodu nové rostliy. Podminky prostfedi jsou proménlivé, a proto kliceni, respektive jeho
nacasovani, urcuje v jakych podminkach se rostlina stane aktivni soucasti ekosystému.

Z ontogenetického hlediska je kliCeni semene pocatkem vegetativni faze vyvinu
rostliny. Zajisténi spravného nacasovani kli¢eni je u mnohych druhi rostlin zprostiedkovano
dormanci. Tge obdobi mezi dozranim semene a pocatkem kliceni, kdy jsou sucha dormantni
semena dobfe piizplsobena preckat nepfiznivé podminky. U semen, kterd prochézeji obdobim
dormance, zac¢ina kli¢eni v prvni fazi bobtnanim (neboli imbibici). Pfi bobtnani dochazi
k absorpci vody suchym semenem. Absorpce vody je umoznéna velmi nizkym vodnim
potencialem semene,zpocatku je voda pouze pasivné nasavana do extracelularni matrix —
nebot’ prvni faze imbibice byla pozorovana i u mrtvych semen (Krishnan a kol., 2004).
Dalsim aspektem typickym pro imbibici je oprava poskozeni bunék, jako napiiklad naruseni
integrity plazmatickych membranpaskozeni DNA, k ¢emuz dochazi pii dehydrataci semene
(v pribéhu jeho zrani), v gibéhu dormance azejména béhem rehydratace (Weitbrecht a kol.,
2011).

Poté nastdva druhd faze kliceni, neboli faze platd, kdy se piijem vody semenem po
jistou dobu nezvysuje. Zvysuje se vSak pomér vody, obsazené v bunkach na ukor vody
v extracellularni matrix. Pozdé&jsi zvyseni ptimu vody pak nastava ke konci faze kliceni — po
prasknuti semennych obald. (Krishnan a kol., 2004) Diky rehydrataci je umoznéno spusténi
fyziologickych procest kliceni — semeno piejde ze suchého stavu a faze dormance, kdy jsou
utlumeny vyvojové procesy, do faze kliceni.

Tteti tazi kliCeni je rlstova faze (faze proniknuti kofinku). Pro tuto fazi je
charakteristickd zejména prudce vzrlstajici rychlost respirace, spojend s vyuZivanim
zasobnich latek, jakodeoje energie, a také nardst rychlosti proteosyntézy (Bewley, 1997).

V piithodnych podminkach pak rychly rist klicku vyusti v prasknuti semennych obal
aproniknuti kofinku (radikuly) ven ze semene, coZ je povazovano za ukonceni kliceni

(Kucera a kol., 2006
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2.1.1 FAKTORY OVLIVNUJIiCI KLIiCENi

Kliceni dormantnich semen nastava za piiznivych podminek prostfedi. Zakladnimi
predpoklady jsou dostatecnd vlhkost a dostatek kysliku. Na pocatek kliceni vSak mlze mit
vliv také jeden nebo vice z mnoha dalSich faktort prostifedi — svétlo, nizké ¢i naopak vysoké
teploty, pfedchozi délka trvani dormance, komunikace s hostitelemNBsazeny v koufi,
aj. (Smith &ol., 2010). Dalsim z procest, limitujicich kliceni u nékterych celedi (vcetné
Solanaceaekam patii raj¢e jedlé - S. lycopersicum), je prasknuti endospermu, kdy v okoli
klového otvoru (mikropyle) dochaziHgdrolyze bunéénych stén endospermu, usnadiujici

prunik kofinku endospermem (Weitbrecht a kol., 2031

2.1.1.1 Vliv svétla na kli¢eni

Pro kliceni semen celé tady rostlin ma v neposledni fadé¢ vyznam také svétlo.
U nékterych druhtt mé svétlo inhibi¢ni ti€inek na kli¢eni semen. U jinych zase dlouhodobé ¢i
kratkodobé (pouhych n¢kolik sekund) vystaveni semena svétlu stimuluje kliceni (Meeuse
2017). Vliv svétla je spojen s velikosti semen, pficemz lze fici, ze prolomeni dormance je
indukovano osvétlenim zejména u téch rostlin, jejichz semena obsahuji malo zasobnich latek
(kladné fotoblastickd semena). Tyto rostliny maji semena ptizptisobena pro kliceni na povrchu
pudy. VEtsi semena s vEtSim mnoZstvim zasobnich latek, maji tendenci zahgjit kliceni
nezavisle na vlivu svétla, zacinajic kli¢eni uvnitf plidy (zdporné fotoblastickd semena) (Smith
a kol., 2010).

Svétlo nemusi ovliviiovat kli¢eni pouze svoji (ne)pfitomnosti, ale také svoji kvalitou.
U nekterych druhi je kliceni semen inhibovdno dlouhovlnnou slozkou cerveného svétla (na
hranici mezi Cervenym svétlem a infraCervenym zafenim; tzv. far-red). Ve vegetaci
zastinénych mistech je svételné spektrum bohatSi na tuto slozku zéteni diky absorpci svétla
kratSich vlnovych délek ostatnimi rostlinami. Rozeznavanim far-red slozky svétla se semeno

vyhyba kli¢eni v zastinéné oblasti (Smith a kol., 201D

2.1.1.2Hormony zapojené do regulace kliceni

Faktory, ovliviiyjici kliceni, jsou napojeny na signdlni drahy hormonil. Ziejmé
pusobici jako pozitivni regulator dormance a inhibitor kliceni (Kucera a kol., 2005).

V pocatku kli¢eni, zejména béhem imbibice, jeji mnozstvi prudce klesa (Weitbrecht a kol.,
11



2011). Kyselina giberelova (dale jen GA) pusobi proti ABA. Ackoli ABA ziejm¢ inhibuje
biosyntézu GA (Weitbrecht. a kol., 2013 ptisobenim dal$ich faktor, stimulujicich produkci
GA, se zvySuje pomér GA:ABA, coz vede ke kli¢eni, prostfednictvim oslabeni endospermu
(Miiller a kol., 2006). GA také stimuluje bunéény rist (Lustinec a Zarsky, 2005) a mobilizaci
enzymu (napf. amylaz) umoznujicich vyuziti zasobnich latek v endospermu (Smith a kol.,
2010.

Biosyntéza GA je u Arabidopsistimulovana svétlem a vernalizaci (jarovizaci)
(Yamauchi a kol., 2004). Ethylen a brassinosteroidy (dale jers®8®&) ovlivnéni kli¢eni také
zapojuji inhibici ABA astimulaci kli¢eni (Kucera a kol., 2005). U semen, ktera jsou v kli¢eni

stimulovana svétlem, ma svétlo stimulacni vliv prostfednictvim GA.

_ _ ABA
Svétlo Svétlo
Ethylen
GA GA BR

Intaktni 4 Vyklicené
semeno i l ; q i semeno l

. Prasknuti Prasknuti !

semennych oballd v endospermu
Hydrolasy
Endosperm i
klového otvoru Korinek

Obr. 1: Piisobeni svétla a hormonii na kli¢eni semene

Hormonalni interakce ovliviiujici kliCeni semene tabaku (Nicotiana) a vliv na prasknuti
semennych oballl a endospermu. ABA udrzuje dormanci, prostfednictvim inhibice biosyntézy
gibberelind a hydrolaz. Hydrolazy (napf. b-1,3glukanaza tiidy I, a dalsi), stimulovany signalni
drahou svétla a GA, usnadfiuji prasknuti semennych obali a endospermu, a tim proniknuti
kofinku ven ze semene. Signalni drdha svétla a GA kromé toho inhibuje ucinky ABA jejim
odbouravanim. Ethylen a BR piisobi vi¢i ABA taktéz anatagonisticky. Stimuluji prasknuti
endospermu, ale neplisobi na prasknutiemennych obalt (Kucera a kol., 2005).
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2.1.1.3Vliv stresu na kli¢eni

Stresem jsou mySleny podminky prostfedi, které mohou negativné ovlivnit
homeostazu organizmu, vystaveného témto podminkam. Rostliny musi Celit vodnimu stresu,
nedostatku mineralnich zivin, zasoleni pidy, nedostatku kysliku v ptd¢, piekyseleni pudy

a vlivu xenobiotik (Lustinec a Zarsky, 2005).

2.1.1.3.1 Vodni stres

Voda je zékladnim piedpokladem zivota vSech organizmil na zemi. Dostatek vody je
pfimo samotnym nedostatkem vody, tak i nepfimo — zasolenim- kdy vysoky osmoticky
potencial ptidy snizuje dostupnost vody pro rostlinu.

Z vyse uvedenych druht stresu je kliCeni semen, zejména dormantnich, zavislé
pravdépodobné nejvice na dostupnosti vody. Pro kli¢eni semen je nutny dostatek vody, aby
mohlo dojit k imbibici. Na rozdil od vzrostlé, fyziologicky aktivni zdravé rostliny, se
dormantni semeno nemize vodnimu stresu efektivné branit adaptaci. Vodni stres je proto
zcela nezadouci. Vyznamny je také vliv zasoleni — a to at’ uz prostiednictvim vytvoteni
osmotického stresu €i toxicitou zvySené koncentrace rtiznych iontd. Po pfidani jednoho
z nasledujicich osmotik: NaCl, b&0,, MgCl,, MgSQ, nebo manitolu, byla imbibice semen

vvvvvv

ovlivnéna zvySenym osmotickym potencidlem (Atia a kol., 2011).
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2.2 SVETLO

Naprosta vétSina rostlin je fotoautotrofni — ziskavaji veskerou potfebnou energii ze
slune¢niho zafeni. Pouze urcita kvanta zafeni jsou vSak fotochemicky u¢inna a vyvolavaji
urCité metabolické reakce nebo chemické pfemény v rostlinném organismu
(http://katedry.osu.cz)Oba nejbéznéjsi chlorofyly - chlorofyl a i chlorofyl b, maji dvé
absorp¢ni maxima piiblizné mezi 400 a 48Gim, coz odpovida fialové a modré oblasti
svételného spektra, a mezi 550 a 700 nm, coz odpovida ¢ervenému konci spektra (Smith
a kol., 2010).

Jelikoz je slune¢ni zareni nezbytné pro metabolismus rostlin, neni divu, ze ovliviiuje
vSechny aspekty zivota rostliny. Svétlem jefizen rist i vyvoj rostliny (Smith a kol., 2010).
Fotomorfogeneze, zahrnujici predev§im projevy bunécné diferenciace a rist organt, zavisi na
kvalit¢ zafeni a mife ozafenosti. Svétlo také stimuluje napf. biosyntézu chlorofylu
zprekurzor ¢i syntézu antokyand. Ovliviiuje smér rlstu rostlin - (fototropismus)
asynchronizuje vyvoj a rytmické procesy zivotniho cyklu rostlin (diurndlni zmény svétla
atmy, a rocniho obdobi - fotoperiodismus), svétlo také indukuje tvorbu kvéti a kli¢eni
(http://katedry.osu.cz).

Ke vnimani svételnych signalti maji rostliny vyvinuty fotoreceptory ¢tyi skupin. Jsou
to fytochromy (PHY) pro cCervené (R) a vzdalené cervené (FR) svétlo, kryptochromy (CRY)
pro modré (B) a ultrafialové A (UVA) svétlo, fototropiny (PHOT) a neidentifikované
recptory ultrafialového B zateni (UVB) (Rekova, 2010). To, ze zelené svétlo je pro
fotosyntetické pochody rostliny nevyuZitelné, miiZe naznacovat, Ze rostliny na zelenou cast
spektra nereaguji. Nedavno vsak byla tato domnénka ptekonana (Folta a Maruhnich, 2007).
reagujici na modré a Cervené svétlo.

Funkce fotoreceptorti se vSak cCaste¢né piekryvaji, tudiZz jsou reakce na svétlené podnéty
komplexnim vysledkem spoluticasti jednotlivych fotoreceptorti (Rekova, 2010). Rostliny
citlivé vnimaji jak mnozstvi (intenzitu) svétla, tak jeho kvalitu (vlnové délky). Neméné
vyznamny je také smér dopadajiciho svétla a doba po kterou na rostlinu piisobi (Rekova,

2010).
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2.2.1 RECEPTORY MODREHO SVETLA, ODPOVEDI NA MODRE SVETLO

vvvvvv

prostiedi, ovliviiuje mnoho dé&i v rostliné. Stimuluje deetiolizaci (pfechod ze
skotomorfogeneze stavu, kdy je semenacek doc¢asné adaptovan na tmu, do fotomorfogenze,
béhem které se rostlina pfizpisobuje na pifijem energie ze slunecniho zafeni), reguluje dobu
kveteni, fototropismus, otvir@rpraduchi, cirkadianni rytmy a dal$i procesy (Bednafova,
2010).

Rostliny vSak vétSinou reaguji na modré svétlo v kombinaci s dal$imi vinovymi
délkami. Nainhibici elongace hypokotylu, indukci kveteni a regulaci cirkadiannich rytmu se
podileji spolecné modré svétlo, Cervené svétlo a far-red. Nékteré pochody jsou vsak
regulovany i pouze modrym svétlem (Smith a kol., 2010). Modré svétlo zpiisobuje rychlou
inhibici elongace hypokotylu etiolizovanych rostlin. Na rozdil iddbice zptsobené
cervenym svétlem, kterd se projevuje po 8 az 90 minutach, se inhibice modrym svétlem
projevuje uz béhem 15 az 30 sekund. Pocéatecni faze inhibice elongace je zprostiedkovana
fototropinem, zanhibici po 30 minutach jsou zodpovédné receptory CRY1 a CRY2 (Folta
a Spalding, 2001).

Rostlina vnima modré svétlo, prostfednictvim receptori délenych do tii skupin:

kryptochromy, foteropiny a zeaxantiny (Bednafova, 2010).

2.2.1.1Kryptochromy

Kryptochromy vnimaji modré svétlo a UVA o vlnové délce 320-500 nm. (Lin a Todo,
2005).
U Arabidopsisbyly identifikovany tfi kryptochromy CRY1, CRY2 a CRY3. Strukturné
i funkéné jsou si pribuznéjsi CRY1 a CRY2. CRY3 byl identifikovan pozdé&ji a jeho funkce
zatim nebyla zjiSténa (Smith a kol., 2010). Kryptochromy piisobi jako regulatory genové
exprese, pricemz u Arabidopsisreguluji genovou expresi az 10 — 20% genomu (Ma a kol.,
2001). CRY1 je exprimovakonstitutivné. V zavislosti na modrém svétle inhibuje elongaci
hypokotylu astimuluje akumulaci anthocyanini (Lin a kol., 1996). CRY2 je pfi ozafeni
mnohem méné stabilni, nez CRY1. Je tedy negativné¢ regulovan modrym svétlem, ale
I zelenym svétlem a UV-A (Lin akol., 1996). CRY2, spole¢né s CRY 1, indukuje deetiolizaci,
avSak pouze pfi nizké intenzité ozareni (Lin a kol., 1998). Spoluptisobeni CRY1 a CRY?2 se

vyskytuje 1 pfi inhibici ristu hypokotylu, pfiregulaci kveteni i1 pii regulaci cirkadiannich
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rytmi (Devlin a Kay, 2000). Kryptochromy také ovliviiuji otevirani priducht (Smith a kol.,
2010). Co se vsak tyka ovliviiovani ristu primarniho kotene, je pisobeni CRY1 a CRY2
protichtidné — CRY 1 podporuje jeho rist, zatimco CRY?2 jej inhibuje. Rist primarniho kotene
je vsak modrym svétlem stimulovan i jinou, dosud nezndmou signalni drahou, nez
prostiednictvim ptsobeni CRY1 (Canamero a kol.,, 2006). Aktivita kryptochromu je
regulovana fosforylaci, prostiednictvim fytochromu A (Spalding a Folta, 2005).
Fosfosforylace krypichroml nasleduje po jejich ozafeni modrym svétlem (Smith a kol.,
2010). Homolog CRY1 a CRY2 byly nalezeny také u rajcete (Solanum lycopersicum L.)
(Perrotta a kol., 2000).

2.2.1.2Fototropiny

Fototropiny jsou dalsi z fotoreceptorli absorbujicich modré svétlo. Po ozateni u nich
dochazi k autofosforylaci, avSak nasledny ptenos signalu neni dosud zcela znadm (Schéafer
aNagy, 2006). Jak jiz nazev této skupiny receptort napovida, jejich funkce spociva v regulaci
fototropismu. Mutanti phota phot2 mutanti nereagujototropicky na modré svétlo, a to ani
v zavislosti na jeho intenzité. Kromé vlivu na fototropismus se fototropiny, spole¢né
Skryptochromy inhibuji elongaci hypokotylu etiolizovanych rostlin. Zpoc¢atku nastupuje
inhibice, zprostfedkovana fototropiny, kdezto inhibice, zprosttedkovana kryptochromy
nastavd az po 30 minutich. (Folta a Spalding, 2001). Fototropiny rovnéZ zprostiedkuji
otevirani pruduchi indukované modrym svétlem (Smith a kol., 2010 a modrym svétlem

indukovany payb chloroplastti (Goh, 2009).

2.2.1.3 Zeaxantiny

Ttetimi rostlinnymi fotoreceptory modrého svétla jsou zeaxantiny. Podileji se na
otvirani prtiducht ve dne, které jsou tim citlivéjsi na modré svétlo, ¢im vétsi je v nich
koncentrace zeaxantini. Déle bylo zjisténo, ze funguji jako receptory zelen¢ho svétla, které
eliminuje inhibi¢ni G¢inek modrého svétla na prodluzovani hypokotylu Arabidopsis (Folta,
2004).

16



2.3 AKVAPORINY

V minulosti se soudilo, Ze voda prostupuje bunéénymi membranami pouze na zaklade
prosté difuze. Polarni vlastnosti molk vody vsak tuto difuzi velmi znesnadnuji, jelikoz
vnitini ¢ast fosfolipidové dvojvrstvy biomembran ma nepolarni charakter. Pro vétsi
mnohobunécné organizmy, jejichz buiiky jsou vystaveny prostiedi a zivotodarné vodé pouze
omezenym povrchem téla, by byl velky problém, zajistit rozvod vody pouze na zakladé
difuze. Funkci rozvadéni vody na vétsi vzdalenost tedy u vysSich rostlin spliuji vodiva
pletiva. AvSak i zde musi dochdzet k efektivni vyméné vody mezi vodivym pletivem
asousednimi bunkami. Navic je u nékterych pletiv urovenn vodni propustnosti az extrémneé
vysoka (Baiges a kol., 2001). Proto se piedpokladala existence membranovych proteinil
usnadnujicich transport vody. A bylo jen otdzkou Casu, nez byl v roce 1992 u lidskych
erytrocytil popsan prvni akvaporin — CHIP28 (28-kDa Channel-forming Integral membrane
Protein), neboli AQP1 (Agre a kol., 1993). Od tohoto objevu byl uc¢inén velky pokrok ve
studiu struktury a funkci akvaporint, jak u zivocichi, rostlin i mikroorganismti (Maurel a kol.,

2007).

2.3.1 AKVAPORINY U ROSTLIN

Akvaporiny patfi do velké nadrodiny proteintl, tvoficich transmembranové kandly,
usnadnujici prichod vody nebo jinych malych nenabitych molekul (napt. glycerolu). Tato
nadrodina se nazyva MIP (Major Intrinsic Protein) a je velmi starobyla a konzervativni.
Akvaporiny se vyskytuji u vSech fisi, tedy jak u bakterii a archaei (Lee a kol., 2005), tak
i urostlin, u hub (Pettersson a kol., 2005) Awcichid. Co se tyka vyskytu v ramci fise
rostlin, byly identifikovany jak u rostlin nizsich, napf. u Chara Corallina (Ye a kol., 2004),
tak 1 u vSech skupin rostlin vysSich, po€inaje mechem Physcomitrella patens, zastupujicim
bryophyta.

Akvaporiny, vyskytujici se u rostlin, jsou rozdéleny na zakladé fylogenetické
pfibuznosti, resp. sekvencéni homologie, do péti rodin. Prvni rodinou je PIP (Plasma
membrane Intrinsic Protein), kam je fazeno nejvice rostlinnych akvaporinti. Akvaporiny
rodiny PIP jsou déle déleny do dvou podskupin, PIPs1, které maji malou kanalovou aktivitu
nebo jsou uplné neaktivni, a PIPs2 s vysokou kandélovou aktivitou (Chaumont a kol., 2000).
TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins) s&hazeji ve vakuolarni membrané a jsou dale déleny
do tfi podrodin na o-TIP, y-TIP as-TIP (Zhao a kol., 2007). NIP (Nodulin-26 like Intrinsic

Protein), piipadné nazyvany NLM (Nodulin-26 Like MIP), jsou blizkymi homology
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GmNod26. GmNod26 je akvaporin hojné se vyskytujici v peribakterioidni membrané
kotfenovych hlizek soje (Glycine max)Maurel a kol., 2007). Akvaporiny spadajici do skupiny
SIP (Small basic Intrinsic Proteirsg nachazeji v membran¢ endoplasmatického retikula.
Posledni objevenou rodinou je XIP (X Intrinsic Protein). Byla objevena teprve nedavno, diky
sekvenovani genomu mechu Physcomitrella paighsizi jako modelovy organismus)
(Anderberg a kol., 2009).

2.3.2 STRUKTURA AKVAPORINU

Akvaporiny, vyskytujici se wsech tisi organismt a patiici do vSech rodin, vykazuji
vysokou miru strukturni konzervativnosti. Typickymi vlastnostmi jsou molekulova hmotnost
v rozmezi 2@z 29kDa, dvé vysoce konzervované sekvence aminokyselin: asparagin-prolin-
alanin, zvané NPA motiv @&st transmembranovych a-helixt, spojenych péti smyckami
(Kaldenhoff akol., 1999). Tti ze smycek (A, C aE) jsou orientovany smérem ven
Z buné¢éného kompartmentu a dvé ze smycek (B a D) jou orientovany dovniti buniky. Kromé
toho dvé smycky (B a E) vykazuji hydrofobni charakterjgu ¢asteéné zanofeny do vnitini
strany membranové dvojvrstvy (http://www.aquapexinaporins.com). Pravé tyto smycky
nesou NPA motivy a spolusssti transmembranovymi a-helixy jsou trojrozmérné uspoiadany
tak, abwtvorily kanal, unéhoz se pfedpokladd, ze ma tvar piesypacich hodin
(http://www.aquaporin-aquaporins.com). Oba konce polypeptidu, jak C- takon&¢; trci
z membrany a jsou orientovany do cytosolua@h kol., 2007). Piestoze kazdy monomer
akvaporinu vykazuje kanalovou aktivitsam, obvykle tvofi homotetramery (Zhao a kol.,
2007). Toto uspotadani bylo prokazano u TIP a PIP (Maurel a kol., 2008). Soudi se,
ze tetramericka kvartérni konformace je dilezitd pro skladani proteinu, pro jeho stabilitu
a pro transport do cilového mistaramci buniky (Chaumont a kol., 2005). Studiem
vezikularniho transportu vsak byla také prokazana dilezitost interakce akvaporinti riznych
podrodin (PIP1 ®IP2). Proto je mozné, ze pro aktivitu nékterych akvaporini je nutna

heterotetramerizace (Zelazny a kol., 200/42 kapitolu 2.3.4 Regulace aktvitity akvaporint.)

18



Obr. 2: Model struktury

protomeru akvaporinu

Tento model ukazuje Sest
transmembranovych domén (oc¢islovanych
1 - 6) and dva NPA motivy, nachazejici
seuvnitf membrany. Modra Sipka ukazuje
trasu molekul vody, prochazejicich
akvaporinem (Chrispeels a kol., 1999)

2.3.3 AKTIVITA A SELEKTIVITA AKVAPORINU

Akvaporiny umoznuji prichod molekul vody velmi efektivné, ptficemz selektivita
je zprostiedkovana dvéma zpusoby: jednak je prichod vétSich molekul znemoznén sféricky
diky dvéma konstrikcim, tvofenym trojrozmérnou strukturou proteinu (jenZ ma tvar
presypacich hodin), a druhy zptsob spoc¢iva v elektrostatickém odpuzovAiontt, které by
velikostné mohly skrz pdr proniknout. Jedna z konstrikci je tvofena oblastmi, obsahujicimi
NPA motivy. Druhad konstrikce seizyva Ar/R, nebot je tvofena aromatickymi
aminokyselinami a argininem, a nachazp#&evnitinim usti poru (do cytosolu nebo dovnitf
bunééného kompartmentu), vyskyt argininu v Ar/R konstrikci znemoziuje prachod protont,
coz hraje klic¢ovou roli pro udrzeni protonového gradientu, tak dilezitého pro fyziologii
rostlinnych bunék. Mezi jednotlivymi rodinami se vyskytuji rozdily vaktivité a selektivité.
Zatimco akvaporiny rodiny PIP jsou dost konzervované, Gzkymi pory efektivné a vysoce
selektivné propoustéjicimi vodu, akvaporiny rodin TIP, NIP a SIP jsou vice diverzifikované
(Maurel a kol., 2007). Akvaporiny umoznuji prichod molekul vody velmi efektivné —
napfiklad pii tlakovém gradientu, rovnajicim se 1IMPa, byl nam&fen pritok 10° molekul vody
(Maurel a kol., 2007).

2.3.4 REGULACE AKTIVITY AKVAPORINU

Pro udrzeni homeostazy je v zavislosti nanénicich se podminkach nutné, aby mohla
bunika regulovat propustnost bunéénych membran. Regulace difize molekul vody skrz
membranu jéyziologicky nevhodné feSeni pozadavku bunky. Zato akvaporiny
zprostiedkovana propustnost membrany pro vodu je regulovatelna, a to jak zménou poctu, tak
I zménou aktivity akvaporinl. Jednim z hlavnich mechanismi regulace aktivity proteini
obecné, je fosforylace (zprostfedkovand kindzami) a defosforylace (zprostiedkovana
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fosfatazami). Kindzy jsou indukovany tfadou signdlti, mezi néz patii sucho, vodni stres,
infekce patogent, rostlinné hormony (napf. auxin, ABA) a v neposledni fad¢ i svétlo (Zhao

akol., 2007). Role fosforylace pro regulaci propustnosti akvaporinu byla prokazana funkcni
analyzou wocytu Xenopus laevis- jednak farmakologickym ovlivnénim aktivity kinaz
afosfataz, kterym bylo mozno modulovat propustnost akvaporini (Maurel a kol., 2007), ale

také piimo fosforylaci B-smycky akvaporinu PIP1 z Mimosa pudica, ktera vedla keyseni

jeho aktivity (Maurel a kol., 2008). Diky stanoveni molekularni struktury akvaporinu SoPIP2-
1 (izolovaného zostliny Spenatu Spinacia oleraceaylo zjisténo, ze D-smycka, interagujici
(prostiednictvim iontovych a vodikovych vazeb) s Mencem proteinu, slouzi jako uzavér
kanalu nacytosolarni strané (Maurel a kol., 2007 a Térnroth-Horsefield a kol., 2005).

Dalsi zptsob regulace spociva v pusobeni dvojmocnych kationtd. Jednak diky
moznému ovlivnéni fosforylace (mnoho kinaz patii mezi CDPK - C&* dependentni protein
kindzy), jako je tomu ua-TIP, jehoZ fosforylace je striktnd Ca?*dependentni (Johnson
a Chrispeels, 1992). Krom¢ aktivace CDPK mohou dvojmocné kationty ovliviiovat aktivitu
akvaporind také pifimo vazbou na akvaporin. Umembranovych vezikuld, izolovanych
z kofend Beta wvulgarisbylo zjisténo, ze zvySena koncentrace barnatych iontt snizuje vodni
permeabilitu vezikuld. Mnohem silnéjsi inhibi¢ni u¢inek vSak mély ionty vapenaté (Alleva
a kol.,, 2006). Dvojmocné kationty sézi pitimo do uzaviené struktury akvaporinu
a stabilizuji ji (Maurel a kol., 2007). Propustnost akvapotiaké zavisi na intracelularnim
(resp. intravezikuldrnim) pH, pficemZ nizké pH inhibuje propustnost (Alleva a kol., 2006).

DalSim z velmi vyznamnych zplsobl regulace vodni propustnosti je také regulace
akvaporini na arovni vezikularniho transportu do cilového mistaadrovni tetramernich
interakci. Donedavna se soudilo, Ze akvaporiny tvoii homotetramery. Byla vSak také
prokazana interakce akvaporini riznych podrodin. Byly-li v oocytech X laevis exprimovany
pouze kukuficné (Zea mays) akvaporiny skupinBIP1, jejichz aktivita byla nevyrazna,
zatimco pii spolecné expresi ZMPIP1 a ZmPIP Zkvaporinii byla aktivita vyrazné vyssi.
Molekularni interakceZmPIP1 aZmPIP2 byla prokazana imunoprecipitaénimi experimenty.
Tyto vysledky mohou naznaCovat heterotetramerizaci akvaporini (Zelazny a kol., 2007).
Kromé toho, studie aktivity akvaporini u M. pudicanaznacuji, ze kanalova aktivita MpPIP2-1
byla pozitivné ovlivnéna fosforylaci MpPIP1-1 (Temei a kol., 2005).

Kombinace fosforylace a defosforylace, homo/heterotetramerizacé¢inka
dvojmocnych kationti a pH umoZziiuje zfejmé moznost velmi jemné regulace aktivity
akvaporini a tim i vodni propustnosti membrany, ¢imZ muze rostlina citlivé reagovat na
drobné zmény v dostupnosti vody v prostiedi a rozdily v mnozstvi vody v jednotlivych

pletivech.
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Diky konzervativnimu vyskytu cysteinu blizko otvoru poru akvaporinumggno
akvaporiny specificky inhibovat pomoci HgClktery vytvaii kovalentni vazbu se
sulfhydrylovou skupinou cysteinu, ¢imz dojde k fyzickému zablokovani otvoru péru (Zhao
a kol., 2007).

2.3.5 MISTNE A CASOVE SPECIFICKA EXPRESE AKVAPORINU

Rzné rostlinné tkan¢ a organy maji velmi rozdilny obsah vody. Zatimco v listech se
muze obsah vody pohybovat kolem 90%, dormantni semena obsahuji vody pouze 5 — 15%.
Tyto rozdily jsou dany rozdilnou hydraulickou konduktivitou mezi riiznymi rostlinnymi
pletivy a mezi riznymi obdobimi stafi pletiva. Napf. u rostouciho epikotylu hrasku byla
hydraulicka konduktivita kortikdlnich bunék 30 krat vyssi, nez u bunék epidermis (Maurel
a kol., 2008). Rostouci rostlinné organy vykazuji také vyznamny rozdil vodniho potencialu,
naznacujici, ze rust je limitovan intenzitou zasobeni vodou (Martre a kol., 2002). V rtiznych
tkanich a organech je tedy vyzadovana odli$na intenzita transportu vody skrz membranu.
Rychly transport vody skrz membrany bunék je vyzadovan pro rast bunék a pletiv, ale také pti
dalSich procesech uvniti rostlinného organismu, jako napf. znovunaplnéni embolizovanych
cév ¢i aktivni zmény turgoru bunék (napf. pohyb svéracich bunék praduchu ¢i ohyb listi
Vv pulvini) (Martre a kol., 2002). Jednim ze zpusobt, jak mize rostlina zajistit zvySenou
konduktivitu membran v urcitém casovém obdobi, je tedy zvySeni exprese nebo aktivity

akvaporind.

2.3.5.1Zmény v expresi akvaporinii u semen

V jedné studii, provedené na rajceti (S. lycopersicumbyla sledovana exprese nékolika
akvaporinii rodiny PIP u semen a plodd v pribehu jejich vyvoje. Kazdy ze sledovanych
akvaporinti vykazoval specifické zmény v mife exprese v pribéhu vyvoje plodu a semene,
pfi¢emz vétSina akvaporini byla exprimovana nejvice v rané fazi vyvoje, poté se jejich
exprese postupné ustalila na asi 50% maxima. V dob& vysoké exprese akvaporinli zaroven
prudce klesal obsah vody semenech. Pozdé&ji, kdyz exprese akvaporint klesla, se jiz obsah
vody v semenech nesniZzoval. Tyto vysledky naznacuji, Ze akvaporiny rodiny PIP hraji
vyznamnou fyziologickou roli pfi vyvoji semene (Shiota a kol., 2006).

Akvaporiny nachazeji také uplatnéni pii kliceni semen. U semen Brassica napus byla
pozorovana vyrazna souvislost rychlosti kliceni s mnozstvim mRNA BnPIP1 aBny-TIP2. Fo

predptisobeni roztokem ABA vykazovala semenayssi rychlost kliceni, vyssi odolnost vici
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osmotickému stresu (kli¢eni v 15% PEG)gi zasoleni (kliceni v 200 mmol/l NaCl) a zaraw
i vys8i expresi BNPIP1. Expres®ny-TIP2, byla podobna, jako expreBaPIP1, avsak oproti
BnPIP1 zpozdéna o nékolik dni (Gao a kol., 1999). Z toho sé soudit, ze PIP hraji roli
v kli¢eni dfive, nez TIP a Ze mohou byt zapojeny i v ¢asné imbibici. Z vysledki studie kli¢eni
semen B. napu&ao a kol., 1999) vyplyva, Ze exprese akvaporini je ovliviitovana abscisovou
kyselinou.

Akvaporiny piispivaji rovnéz k vodnimu transportu v kofenovych pletivech, ve
vnitinich pletivech transpirujicich listd, jsou klicové pro pohyly rostlin, prodluzovani bunék

apii kliceni semen (Maurel a kol., 2007).
2.3.6 AKVAPORINY A STRES

Zasobovani vodou je klicovym aspektem pro udrzeni Zivota. Pfi zhorSené dostupnosti
vody, zpusobené suchem nebo osmotickym stresem, je regulace akvaporini jednim ze
zpusobi, jakym se rostlina vypotadava se ztratou vody. Napriklad studie provedené na listech
Spenatu (Spinacea oleracgaukazuji, ze se zvySujici se osmolaritou prostiedi koreluje
defosforylace akvaporinu SoPIP2-1 (Johansson a kol., 188634akladé toho byl navrzen
obecny model bun&éné osmoregulace, zahrnujici Ca* kanal aktivovany mechanickou
deformaci plazmatické membrany a na*Caavislou fosforylaci SoPIP2-1. Hydraulické
konduktivita je maximalni pfi vysokém vodnim potencidlu buiiky, umoznujici vtok vody do
buiiky, az dokud neni dosazeno maximalniho turgoru (Johansson a kol.,1998).

Dalsim piikladem je jisty kultivar ryze (Oryza sativy, vyznacujici se odolnosti vici
suchu. Jiz zac¢inajici sucho indukuje v kofenech tohoto kultivaru nékolik akvaporinti rodiny
PIP— tato reakce pravdépodobné umoziiuje vyuziti zbytkl vody ve vysychajici ptidé (Maurel
a kol., 2008).

Také studie transgennich rostlin ukazuje vyznam akvaporinii pro osmoregulaci.
Rostliny transgenniho tabaku s protismyslovou inhibici PIP a rostliny transgenni Arabidopsis
S protismyslovou inhibici exprese PIP1 a PIP2 byly vystaveny suchu. Listy téchto rostlin poté
vykazovaly niz8§i vodni potencidl, nez listy kontrolnich rostlin. Kromé toho, po odeznéni
neptizné, zptisobené suchem, probihalo zotaveni u transgennich rostlin vyrazné pomaleji, nez
u rostlin kontrolnich (Maurel a kol., 2008). Naproti tomu, diky studiim transgennich rostlin,
overexprimujicich akvaporiny, bylo zjiS§téno, ze overexprese akvaporinu nemusi mit na
toleranci sucha pouze pozitivni efekt, ale i nulovy nebo dokonce negativni efekt, a to
v zavislosti na druhu sledovaného akvaporinu (Maurel a kol., 2008). Zda-li tyto vysledky jsou

relevantni, zistava nejasné, naptiklad i proto, Ze mnoho ze studii overexprese akvaporini bylo
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provedeno Wheterolognich druh rostlin, coz mohlo zpusobit neadekvatni regulace
akvaporint, a tedy i neadekvatni stresové reakce (Maurdlol 2008). Jisté¢ vSak je, ze
manipulace mnozstvi funkénich transkripti akvaporint vede ke zméndm hydraulické
konduktivity, vodniho osmotického potencialu burky, urovné transpirace, a V nékterych
ptipadech i schopnosti rostliny zotavit se aasledki vodniho stresu (Vera-Estrella a kol.,
2004).

Nékolik studii sledovalo mnozstvi vody, transportované kofenovym systémem,
ptiCemz se sledoval také vliv inhibitoru Hg@l jakozto inhibitoru akvaporini a vliv 2-
merkaptoetanolu, ktery potlacuje ucinky HgCl,. Tyto pokusy byly provadény jak za
standardnich podminek, tak pfi vodnim stresu a ukazuji, ze za standardnich podminek je 35—
80 % vodivosti kofenového systému zprostiedkovano akvaporiny, a zajistuji az 60 — 80 %
vodivosti pfi vysychéani substratu, ¢i pfi jeho znovuzavlazeni (Martre a kol., 2002). Nicmén¢
kromé ptimého ovlivnéni hydraulické konduktivity akvaporint, ma pouziti HQCl, za nasledek
rychlou depolarizaci plazmatické membrany bun¢k, a i dal§imi zpidsoby muze ovliviiovat
fyziologii bun€k. Proto vysledky experimentd s HgCl, by mély byt potvrzeny i jinymi
zpusoby (Martre a kol., 2002).

U rostlin Mesembryanthemum crystallinum, vystavenych zasoleni, byla pomoci
specifickych protilditek pozorovana regulace mnozstvi nékolika akvaporini. Mnozstvi
McPIP2, nachézejiciho se v plazmatickych membranach kotentl, se zvySovalo. V mnozstvi
McPIP14 nebyla pozorovana zadna zména. Mnozstvi McTIP1-2, nachazejiciho se
Vv tonoplastech listl, se pfi plisobeni manitolem zvySovalo, zatimco plisobeni NaCl zptisobilo
pokles mnoZstvi t€hoz akvaporinu. To naznacuje, odliSnost signalnich drah, reagujicich na
osmoticky a iontovy stres (Vera-Estrella a kol., 2004).

Krom¢ bezprostiednich reakci akvaporini na stres se akvaporiny také podileji na
zotaveni rostliny po odeznéni stresovych podminek. Ptikladem miize byt réva vinna (Mtis
vinifera), u niz se ptedpoklada specificky podil akvaporini na obnoveni funk¢nosti cévnich
svazkli po embolizaci (Lovislo a kol., 2006).

Vyse zminény kultivar ryze, odolny vici suchu, ma zvySenou produkci ABA. (Maurel
akol., 2008), coz naznacuje, ze Se ABA podili na regulaci akvaporini v odpovédi na vodni
stres. To potvrzuje i studie, zkoumajici vliv exogenni ABA na hydraulickou konduktanci
kotenti kukutice (Zea mays (Hose a kol., 2000). ABA tedy pravdépodobné vyrazné zvysuje
expresi nékterych isoforem PIPG (Maurel a kol., 2008).

Samotné akvaporiny mohou zfejmé fungovat jako osmosenzory, avS§ak mechanizmus

recepce neni zatim znam (MacRobbie, 2006).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 ROSTLINNY MATERIAL

Pokusy byly provadény sesemeny dvou odliSnych genotypt rajcete jedlého
(S. lycopersicuni..), konkrétné: mutant 7B-1 a kontrolni rostlina. Mutované rostliny, mahz
byly provadény experimenty, byly vyselektovany jako linie, vykazujici sam¢i sterilitu, ktera
je zavisla nédotoperiodé. Samci sterilita se projevuje za dlouhych dni (I@din svétlo,
8 hodin tma), zatimco za kratkych dnih@lin svétla, 16 hodin tma) si rostliny zachovavaji
fertilitu (Sawhney, 1997)Posléze bylo zjisténo, Ze vyselektované mutované rostliny nesou
recesivni mutaci yednom genu, ozna¢eném jako 7B-1. Funkce tohoto genu zatim neni
znama. Z dosavadnich experimentli je vSak zfejmé, ze mutantni rostliny maji narusenou
signalni drahu modrého svétla. Jako kontrolni rostlina (wild-type, WT), odpovidajici mutantu
7B-1, byl pouzit kultivar Rutgers (Sawhney, 1997, Fellner a Sawhney, 2001). Semena obou
genotypti byla poskytnuta Prof. V. K. Sawhney na zadklad¢ licence University

of Saskatchewan, Saskatoon, Canada.

3.2 PROVADENE POKUSY

A) POKUS 1: Sledovani vlivu manitolus&ételnych podminek na rychlost kliceni semen
mutanta 7B-1 v porovnani s WT:
Semena kli¢ila in vitro naMS médiu, obsahujicim rizné koncentrace osmotika -
manitolu (0 mmol/l, 50 mmol/l, 100 mmol/l, 15mol/l). Semena kli¢ila pfi rizné
kvalité¢ osvétleni: tma, Cervené svétlo, modré svétlo. Pokus byl proveden veétytrech

opakovanich.

B) POKUS 2: Sledovani vlivu Hgg€lasvételnych podminek na rychlost kliceni semen
mutanta 7B-1 v porovnani s WT:
Semena kli¢ila in vitro naMS médiu, dméhoz bylo ptidano rizné mnozstvi inhibitoru
akvaporind HgCl,. Média obsahovala rizné koncentrace HgCl, (O pmol/l, 10 pmol/l,
20 pmol/l, 30 umol/l). Semena klicila pfi rizné kvalité osvétleni: tma, modré svétlo,

cervené svétlo. Pokus byl proveden ve ¢tyfech opakovanich.
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C) POKUS 3: Sledovani vlivu svételnych podminek na expresi genu PIP1-1kiic¢icich
semen mutanta 7B-1 v porovnani s WT:
Extrakce mRNA ze semen imbibovanych 24 hodin, syntéza cDNA s primerem
specifickym pro gen PIP1-1, amplifikace cDNA pomoci RT-PCR, a nasledné
vyhodnoceni vysledkii: porovnani exprese na zakladé elektroforézy PCR produktu.
Pokus 3 byl proveden n#ch nezavislych sadach vzorkt. Navic, v ramci kazdé sady,

byly PCR s primery pro sledované geny, a nasledna elektroforéza provedeny ve dvou

cvwr

3.2.1 POKUS 1: Sledovani vlivu manitolu avételnych podminek na rychlost kli¢eni

semen mutanta 7B-1 v porovnani s WT:

3.2.1.1Ptiprava MS média

Pevné MS médium (Murashige and Skoog 1962) bylo ptipraveno do dvou litrti
rozpusténim 20 g 1% sacharozy, 8,6MS média (Sigmakatalogové cislo: M5524(-50))
a 390,4mg MESpufru (1 mmol/l1)). pH roztoku média bylo upraveno malym mnoZzstvim
KOH nahodnotu 6,1. Pfidanim rizného mnozstvi manitolu byla pfipravena Ctyii média

o koncentracich manitolu 0, 50, 100 a 150 mmol/l. Média byla sterilizovana autoklavovanim.

3.2.1.2Povrchova sterilizace semen

Pro jednotlivd opakovani kazdého pokusu bylo pouzito asi 400 semen od kazdého
Z obou genotypl. Povrchova sterilizace semen byla provedena ve sterilnich podminkach
ve flow-boxu. Semena byla zalitroztokem Sava (3% aktivniho chloru), jez se nechalo
pusobit 20 minut, zkumavky byly béhem této doby obcas protiepany. Poté byl roztok Sava

odpipetovan aemena byla Sestkrat promyta sterilizovanou destilovanou vodou.

3.2.1.3Vysev semen

Do Petriho misek (pramér 90 mm), obsahujicich asi 20 ml média, bylo pomoci pinzety
vysazeno asi 33 semen. Petriho misky byly oblepeny paskou z netkané textilie (Urgopore).
Takto byly pfipraveny tii sady misek — jedna sada urcena pro kultivaci namodrém svétle,
jedna pro kultivaci néerveném svétle. Treti sada misek, urcena pro kultivaci vetmé, byla

navic obalena v alobalu tak, abydmentim neproniklo svétlo.
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3.2.1.4Kultivace semen

Semena byla kultivovana Weou automatickych rastovych komorach (Microclima
1000E, Snijders Scientific B.V., The Netherlands)obdu ristovych komorach byla
udrzovana konstantni teplota  23°C avlhkost 50%.  Automatické rastové komory
seV udrzovanych podminkach liSily pouze kvalitou osvétleni. Semena urcena pro Kultivaci
namodrém svétle, byla umisténa do jedné Zomor, kde bylo kontinualn¢ udrzovano modré
svétlo s maximalni intenzitou ozafeni pfi 460nm. Sada misek uréena pro kultivaci nasvétle
cerveném, byla umisténa do druhé komory, kde bylo maximum ozéafenosti pii 660 nm.
Osvétleni bylo zajisténo, v ptipadé modrého svétla, zafivkou Phillips TLD-36W/18-Blue
(Phillips, USA; ozafenost 10 umol.m’z.s'l), v ptipad€ svétla Cerveného, zativkou Phillips
TLD-36W/15Red (Phillips, USA; ozafenost 10 pmol.m2.s?). Semena, uréend pro kultivaci
vetmé (obalena v alobalu) byla taktéz umisténa do komory scervenym svétlem. Kliceni

semen bylo pribézné sledovano po dobu 8dn.

3.2.2 POKUS 2: Sledovani vlivu HgGl asvételnych podminek na rychlost kli¢eni

semen mutanta 7B-1 v porovnani s WT:

Pokus 2 byl proveden obbies, jako pokus 1 — dle vySe popsané metodiky; byla
obménéna pouze piiprava média — Misto manitolu, pfidaného v pokusu 1, byl v pokusu 2
ptidan HgCl,. HgChL byl pfidan do Petriho misek tésné pied vysévanim semen, a to tak, aby
jeho koncentrace v Petriho miskach byly: 0, 10, 20 a 30 pmol/l.

3.2.3 POKUS 3: Sledovani vlivu svételnych podminek na expresi genu pro PIP1-1

u kli¢icich semen mutanta 7B-1 v porovnani s WT:

Cast metodiky pokusu 3 byla obdobna jako u pokusti 1 a2, avsak s nasledujicimi
odlisnostmi: semen WT bylo vysazeno 60, semen mutanta 7B-1 bylo vysazeno 35 (plati pro
kazdé svétlo), do média nebyl pifidan ani manitol, ani HgCl,, a semena byla mistovych
komorach inkubovdna pouze 24 hodin. Zbyla ¢ast metodiky pokusu 3 je popséana

v nasledujicim postupuporovnani exprese genu LePIP1-1:
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3.2.3.1 1zolace celkové RNA

Semena byla #@istovych komor pfenesena do zatemnéné laboratofe, kde byla
zmrazena tekutym dusikem. Manipulace se semeny \watemnéné laboratofi byla provadéna
pii adekvatnim osvétleni (byly pouzity stejné zdroje svétla, jako pii kKultivaci; se semeny,
kterd byla kultivovana vemé, bylo manipulovano pti osvétleni zelenym svétlem). Semena
byla homogenizovana tekutém dusiku. Po 24 hodinach byly takto pfipravené vzorky pro
dalsi praci uskladnény pfi teploté -80°C.

Kizolaci RNA zevzorkti byl pouzit RNeasy Mini Kit (firma Qiagen) — podle
nasledujiciho postupu: Komogenizovanym vzorkum bylo pfidano 450 pl roztoku RLC
pufru (obsahujiciho Bierkaptoetanol). Smési vzorkt a pufru byly poté zvortexovany,
nasledné pak piepipetovany do kolonek (QIAshredder homogenizer). Po centrifugaci (2 min,
13 000rpm) byl supernatant opatrné piepipetovan do novych mikrozkumavek. Kkazdému
vzorku bylo poté zvlast ptidano 225 pl 96% ethanolu, roztok byl promichan pipetovanim
aprenesen do kolonky (RNeasy Mini spin column). Pak byly vzorky centrifugovany (15 s,

13 000 rpm). Do kolonek bylo napipetovano TO®RW1I pufru (obsahujiciho ethanol),

a po 5 minutach inkubace byly vzorky centrifugaci (15 s, 13 000 rpm) promyty; eluat byl
vylit. Kolonky byly poté dvakrat promyty 5001 RPE pufrem (obsahujiciho ethanol) pomoci
centrifugace (poprvé 15 s, podruhé 2 min, 13 000 rpm); eluat byl vylit. Pak byly kolonky
centrifugovany jest¢ jednu minutu bez piidani pufru a nasledé pieneseny do novych
mikrozkumavek (1,5 ml). Od tohoto kroku bylo se vzorky pracovandedma Piimo

na membranu kolonky bylo napipetovano 50 pl destilované vody (neobsahujici RNazy,
RNase-free water), a po kratké inkubaci (2-3 min) byla RNA navazan@merané kolonky
vymyta centrifugaci (1 min, 13 000 rpm) do novych mikrozkumavek. Tento krok byl
zopakovan dvakrat, takze vysledné mnozstvi roztoku RNA bylo 100 pl. Vzorky byly poté

pred dalsi praci uloZzeny v mrazéaku pfi teploté -80°C.
3.2.3.2Méreni koncentrace a Cistoty izolované celkové RNA

Poizolaci celkové RNA, byla zméfena jeji koncentrace ve vzorcich, a&o pomoci
spektrofotometru (Bio Rad, SmartSP&cPlus Spectrophotometer). Ri&l méfeni byly
vzorky zitedény 50x v Tris-HCI, rozpusténim 2 plvzorku celkové RNA v 98I Tris-HCI
(o koncentraci 10 mmol/l a pH%5). Jako blank byl pouZit roztok 2 pl “*H,0 a 98ul Tris-
HCI.
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3.2.3.3Ptecisténi vzorki celkové RNA pomoci DNasy

Precisténi vzorkli bylo provedeno pomoci DNasy. Na zaklad¢ spektrofotometrického
stanoveni koncentracecatoty vzorki RNA, bylo uréeno mnozstvi enzymu, potiebného pro
kazdy vzorek. Obvykle se pouzivaji 2 Ul enzymu n&azdych 50 pg RNA vevzorku. Jelikoz
vsak vytézky a Cistota RNA ve vzorcich byly nizké, byly vSechny vzorky precistény 2x 2 Hl

enzymu. Nejprve byl pfipraven nasledujici premix (reagencie od firmy Takara) — viz Tab. 1.

Objem pro 1 vzorek [ul] Objem pro 19 vzorku [ul]
Pufr (10x DNase Buffer) 20,0 380,0
RRI 0,5 9,5
DNasa | 2,0 38,0
4PH,0 77,5 1472,5
Celkovy objem 100,0 1900,0

Tab. 1: SloZeni premixu pro preciSténi vzorki celkové RNA pomoci DNasy

Precisténi vzorka bylo provedeno podle nasledujiciho postupu: Ke kazdému vzorku —
o0 objemu 100 pl -bylo ptidano 100 pl premixu. Takto piipravena reakéni smés byla
inkubovana 45 minut veodni lazni pfiteplot¢ 37°C. Pak bylo ke vzorkim pfidano
200pl fenol:chloroform:isoamylalkoholu (25:24:1).  Vzorky  byly  zvortexovany
a centrifugovany za chlazeni (10 min, 13 000 rpm, 4°C). Pak byla horni faze odpipetovana
do novych mikrozkumavekKe vzorkim bylo pfidano 200 pl chloroform:isoamylalkoholu
(24:1), vzorky byly zvortexovany a centrifugovany (5 min, 13 000 rpm, 4°C). Horni faze
vzorkd byla poté znovu odpipetovana do novych mikrozkumavek. Kékterym vzorkim —
tém, jejichz koncentrace byla nizsi, nez 50 pg/ml - byl pfidan 1 pl glykogenu; vzorky byly
promichany pievracenim. Ke vSem vzorkim bylo poté pfidano 20 pl octové kyseliny
o koncentraci Inol/l; vzorky byly promichany pfevracenim, a poté knim bylo pfidano
5501 96% ethanolu. Vzorky iy ponechany pies noc pti -80°C. Druhy den byly vzorky
centrifugovany (30 min, 13 000 rpm, 4°C); supernatant byl vylitpiRani 500 ul 70%
ethanolu byly vzorky centrifugovany znovu (5 min, 13 000 rpm, 4°C); supernatant byl vylit.
Poté bylo do mikrozkumavekyly ptidano 500 pl 96% ethanolu &yla provedena dalsi
centrifugace (5 min, 13 000 rpm, 4°C); supernatant byl vylit. Pak byly zkumavky s celkovou
RNA, navazanou nsténach, naposled nékolik vtefin centrifugovany, diky ¢emuz bylo mozno
odpipetovat zbytkovy ethanol ze dna zkumavek. Ethanol, ktarypselatilo odpipetovat, byl

nechan lodpafeni - mikrozkumavky sezorky byly ponechany oteviené po dobu nékolika
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minut (ne vice nez 5). Nasledujici krok byl proveden na ledu: Do mikrozkumavek se vzorky
bylo napipetovano 15 ul, 20 pl nebod™®*H,O — v zavislosti navysledcich méfeni
koncentrace RNA spektrofotometrem tak, aby vzorky, obsahujici malé mnozstvi RNA, byly
koncentrovany. Stény mikrozkumavek byly vodou promyty tak, aby se RNA, vysrazena

nasténach, rozpustila. akém mnozstvi ®PH,0 byla RNArozpusténa, ukazuje Tab. 2.

Koncentrace vzorkii  Mnozstvi “PH,0O
Pod 100 pg/ml 15 pl
Nad 100 pg/mi 20 pl

Nad 300 pg/mi 30 pl
Tab.2: Mnoistvi “®"H.,0, pouZité pro rozpusténi RNA

Pozn.: prace s fenol:chloroform:isoamylalkoholem a chloroform:isoamylalkoholem

byla provadéna v digestofi.

3.2.3.4Kontrolni PCR

Pro kontrolu Cistoty a koncentrace vzorki, byla provedena kontrolni PCR, s primery

pro gen LeGAPDHNejprve byl vsak piipraven PCR-premix z reagencii, popsanych v Tab. 3.

Objem pro jedel Objem pro 20 vzorki [pl]
vzorek [pl]

Pufr (5x GoTaq buffer; Promege 4,0 80,0

dNTPs (konc. 1 mmol/l) 2,0 40,0

LeGAPDH-F primer (10 umol/l) 1,0 20,0

LeGAPDH-R primer (10 pmol/l) 1,0 20,0

9PH,0 9,8 196,0

DNA-polymeréaza (GoTaq; 0,2 4,0

Promega)

Celkové mnozstvi 18,0 360,0

Tab.3: SloZzeni PCR-premixu pro kontrolni PCR (pro kontrolu C{istoty

a koncentrace vzorkii)

Pro kontrolni PCR bylo do 0,2 ml mikrozkumavek napipetovanpliemixu a 2 pl

vzorku, vpiipads kontroly 18 ul premixu a qul ®H,0. Naprogramovéni kroki kontrolni
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PCR v termocycleru (Bio Rad, MJ Mit Personal Thermal Cycler) ukazuje Tab. 4.

Krok Teplota  Cas [min:s]
1. pre-denaturace 94°C 03:00
2. denaturace 94°C 00:30
3. nasednuti primert 55°C 00:30
4. cDNA syntéza 72°C 01:00

5. zpét ke 2. kroku; 44 cykla
6. kone¢né prodlouzeni  72°C 05:00

7. ukonceni reakce 15°C az do vypnuti programu

8. konec
Tab. 4: Naprogramovani kroki kontrolni PCR

3.2.3.5Elektroforéza produktu kontrolni PCR

Elektroforéza produktu kontrolni PCR, byla provedena v agar6zovém gelu. Ten byl
ptipraven smichanim 0,8 g agarézy v 8@nl 0,5x TBEpufru, rozvafenim smési v mikrovinné
troub¢ a pfidanim 8 pl ethidium bromidu (ethidium bromid byl pfidan az po vychladnuti).

Do jamek v gelu bylo maseno 20 pl vzorki PCR produktu, které byly pfedtim obarveny

2 ul barviva (6x DNA Loading Dye; Fermentas). Pro kontrolu velikosti PCR produktu bylo
pouzito 6 pl 100bp Plus DNA Ladder (Gene Ruler). Zdroj stejnosmérného proudu byl
nastaven naapéti U = 85 V. Poukonceni elektroforézy byla potizena digitalni fotografie gelu
pomoci transiluminatoru (G Box, Syngene). Jak pfiprava gelu, tak i samotna elektoforéza byly
provedeny Maboratofi vyhrazené pro praci s ethidium bromidem, aby bylo zamezeno

zbyte¢né kontaminaci ostatnich prostor, materialpoantcek.
3.2.3.6 Syntéza cDNA

Pied reakci byl spoCitin objem vzorku, odpovidajici 1 ugRNA (nhazakladé
spektrofotometrického méteni koncentrace pie€istené RNA). Pro syntézu cDNA byl pouZit

PrimeScript™ 1% stranl ¢cDNA Synthesis Kit od firmy Takara. Od kazdého vzorku byla

pfipravena reakcni smés o slozeni, ukdzaném v Tab. 5.

30



Reagencie Objem
Oligo dT Primer (50 pmol/l) 1 pul

10 pmol/l NTPs 1ul
Vzorek RNA Objem, odpovidajici 1 pg RNA
4ePH,0 Doplnit do celkového objemu 10 pl

Tab. 5: SloZeni reak¢éni smési pro syntézu cDNA

Reakéni smés byla inkubovana v termocycleru (Bio Rad, DNA Engine, Peltier
Thermal Cycler) po dobu finut pii teploté 65°C. Poté byla pienesena naled. Zatimco

sereakéni smés chladila, byl pfipraven premix, viz Tab. 6.

Objem pro jeden vzorek [pl] Objem pro 20 vzorku [ul]
Pufr (5x PrimeScrigt” buffer) 4,0 80,0
RNase inhibitor (40 U/ul) 0,5 10,0
PrimeScript™ RTase (200 U/ul 0,5 10,0
9PH,0 5,0 100,0
Celkovy objem 10,0 200,0

Tab. 6: SloZeni premixu pro syntézu cDNA

Ke kazdé reakéni smési (resp.vzorku) bylo pfidano 10 pl premixu. Po promichéni
pipetovanim &ratké centrifugaci (n€kolik malo vtetin) byla reakéni smés inkubovana
Vv termocycleru pii teploté 42°C po dobu 1 hodiny. Termocycler byl naprogramovan, aby
po uplynuti lhodiny zvysil po dobu 5 minut teplotu n25°C. Pii této teploté byl enzym

(RTéza) inaktivovan.
3.2.3.7 PCR s primery pro geny LePIP1-1 a LeEF1

Vzorky ¢cDNA byly nafedény 2x (smichanim 1 pl vzorku cDNA a Qul %PH,0). Takto
nafedéné vzorky byly pouzity pro PCR s primery pro sledovany gen LePIP1-1 a kontrolni

(housekeeping) gen LeEF1. Pro PCR s primerem pro LePW1Lptipraven PCR-premix dle
Tab.7.
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Objem pro 1 vzorek [ul]

Objem pro 20 vzorkt [ul]

Pufr (GoTaq Buffer; Promega) 4,0

80,0

1 mmol/l dNTPs 2,0 40,0
LePIP1-1-F primer* 1,0 20,0
LePIP1-1-R primer* 1,0 20,0
9PH,0 10,8 216,0
DNA polymeraza (GoTaq; Promeg 0,2 4,0
Celkovy objem 19,0 58,0

Tab. 7: SloZzeni PCR-premixu pro PCR s primerem pro LePIP1-1

*Primery byly pouzity podle: Shiota a kol., 2006

Premix byl rozpipetovan po 19 pl do @2 mikrozkumavek, kam byl poté ptidan

1 pl zfedéného vzorku (resp. 1 pl %PH,O v piipads kontroly). Termocycler (Bio Rad, DNA

Engine Peltier Thermal Cycler) byl naprogramovan podle Tab.8.

Krok Teplota Cas [min:s]
1. pre-denaturace 94°C 03:00
2. denaturace 94°C 00:30
3. nasednuti primert 53°C 00:30
4. syntéza cDNA 72°C 01:00

5. zpét ke 2. kroku; 32 cykla
6. kone¢né prodlouzeni  72°C 05:00

7. ukonceni reakce 15°C az do vypnuti programu

8. konec

Tab. 8: Naprogramovani krokii pro PCR s primery pro LePIP1-1

Pro PCR s primery pro LeER¥1 ptipraven PCR-premix dle Tab.9.

Objem pro 1 vzorek [ul]

Objem pro 20 vzorka [ul]

Pufr (GoTaq Buffer; Promega) 4,0

80,0

1 mmol/l ANTPs 2,0 40,0
LeEF1-F primer (10 pmol/l) * 1,0 20,0
LeEF1-R primer (10 pmol/l) * 1,0 20,0
9PH,0 10,8 216,0
DNA polymeraza (GoTaq; Promeg 0,2 4,0
Celkovy objem 19,0 58,0

Tab. 9: Naprogramovani kroka pro PCR s primery pro LeEF1

32




*Primery byly pouzity podle: Shiota a kol., 2006
Pozn.: LeEFI / R primery byly 10x nafedény ze zdsobnich roztokd primert
(rozpusténych v Tris) o konc. 100 pmol/l.

Premix byl rozpipetovan po 19 pl do Gy2 mikrozkumavek, kam byl poté piidan
1 pl zfedéného vzorku (resp. 1 pl*®*H,0 v pripadé kontroly). Termocycler (Bio Rad, MJ
Mini ™ Personal Thermal Cycler) byl naprogramovan podle Tab.10.

Krok Teplota  Cas [min:s]
1. pre-denaturace 94°C 03:00
2. denaturace 94°C 00:30
3. nasednuti primert 60°C 00:30
4. syntéza cDNA 72°C 01:00

5. zpét ke 2. kroku; 27 cykla
6. kone¢né prodlouzeni 72°C 05:00

7. ukonceni reakce 15°C az do vypnuti programu

8. konec
Tab. 10: Naprogramovani krokii pro syntézu cDNA

3.2.3.8 Elektroforéza produktu PCR s primery pro geny LePIP1-1 a LeEF1

Ptiprava gelu byla provedena téméf stejné, jako elektroforéza produktu kontrolni PCR,
avSak s nasledujicimi obménami: Byl pouzit 2% agardzovy gel (misto 1%). Do jamek v gelu
bylo nandSeno 15 pl vzorku. Na zdroji stejnosmérného proudu bylo nastaveno napéti
Uu=70V.

Pro kvantifikaci byl pouzit program ImageJ.
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4 VYSLEDKY

4.1 POKUS 1: Sledovani vlivu manitolu a&vételnych podminek

na rychlost kli¢eni semen mutanta 7B-1v porovnani s WT

Pokus 1 byl proveden wgyiech nezavislych opakovanich, béhem nichz byla
sledovana kliCivost semen v zavislosti na druhu osvétleni, a v zavislosti na pifitomnosti
manitolu o rtznych koncentracich (0 mmol/l, 50 mmol/l , 100 mmol/l a 150 mmol/l).
Kli¢ivost semen byla sledovana v dobé od 3. dne do 8. dne po vysazeni. Nasbirana data byla
zpracovana do Ctyf grafi, porovnavajicich maximalni kli¢ivost, a do osmi graf,
porovnavajicich kinetiku kli¢eni obou genotypli, vSe v zavislosti na pouzitém osmotiku -
manitolu, a na svételnych podminkach. Pro dalsi informace, viz kapitolu 3 Materidl

a metodika.

4.1.1 MAXIMALNI KLiCIVOST

Obr. 3 ukazuje, ze kli¢ivost semen WT, inkubovanych na bazilnim médiu, byla
vyrazn€ snizena modrym svétlem. Inhibicni G¢inek na kliceni vSak nebyl pozorovan

u mutanta 7B-1Cervené svétlo nemélo u obou genotypti na kli¢eni semen vliv.

Obr. 3: Kli¢ivost semen 7B-1 a WT

100 na bazalnim médiu
Graf ukazuje vliv riznych svételnych

) podminek na maximalni kli¢ivost semen
°? 80 WT a 7B-1 Vykli¢ena semena byla s¢itana
[} po dobu &lni. Hodnoty kli¢eni reprezentuji
g prumérné hodnoty + SE ze Ctyi' nezavislych
2 60 experimenttl.
= WT
3 40 [ 7B-1
~
>
> 20
X
®
S

0

D BL RL

kvalita osvétleni
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Graf na Obr. 4 ukazuje, Ze manitol o koncentraci 50 mmol/l snizoval maximalni
klicivost semen, a to jak u WT, tak i 7B-1 (snizeni u obou genotypi a na vSech svétlech asi
020%). Snizeni kli¢ivosti se ukézalo byt vyraznéjsi u WT. Na modrém svétle klicily, oproti

tm¢e a cervenému svétlu, hiife oba genotypy.

Obr. 4: Klicivost semen na médiu,
100 obsahujicim 50 mmol/l manitolu

Graf ukazuje vliv raznych svételnych
podminek na maximalni kli¢ivost semen
80 WT a 7B-1, na médiu, obsahujicim 50
mmol/l manitolu Vyklicena semena byla
sCitina po dobu 8 dni. Hodnoty kliceni
60 reprezentuji primérné hodnoty + SE ze ¢ty
nezavislych experimentd.

max. vykli¢enych semen [%]

WT
40 07B-1
20
0

D BL RL

kvalita osvétleni

I v grafu, zndzornéném na Obr. 5, je patrné, Ze po pouziti 100 mmol/l manitolu doslo
dal$imu snizeni maximalni kli¢ivosti. Inhibice kli¢ivosti nastala jak u WT, tak i u 7B-1, u WT
vSak klesla vyraznéji (o 18 az 42% u WT, u 7B-1 max o 20%). Na tomto grafu Ize také vidét,

ze 7B-1 ma nizs§i maximalni kli¢ivost na modrém svétle, v porovnani s tmou ¢i ¢ervenym

svétlem.
Obr. 5: Kli¢ivost semen na
médiu,obsahujicim 100  mmol/l
100 manitolu
— Graf wukazuje vliv riznych svételnych
S, 80 podminek na maximalni kli¢ivost semen
S WT a 7B-1, na médiu, obsahujicim 100
= mmol/l manitolu Vykli¢enad semena byla
& 60 s¢itdna po dobu 8 dni. Hodnoty kligeni
S reprezentuji prumérné hodnoty + SE ze ¢tyr
z WT nezavislych experimenta.
3 40 [ 7B-1
=
>
Z 20
&
S
0
D BL RL
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Podobny trend, jaky je vidét u predchozich testovanych koncentraci manitolu (Obr. 3,
Obr. 4 a Obr. 5), je patrny také u koncentrace 150 mmol/l (Obr. 4), ktery ukazuje vliv 150
mmol/l manitolu na maximalni kli¢ivost. Je zde patrné vyrazné potla¢eni maximalni klic¢ivosti
u obou genotypt, zvlast¢ vSak WT. Na tomto grafu je velmi dobie viditelny rozdil
v maximalni kli¢ivostt WT a 7B-1 ktery postupné vzristal se zvySujicim se mnozstvim

pouzitého osmotika.

Obr. 6: Kli¢ivost semen na
médiu, obsahujicim 150 mmol/l

100 manitolu
Graf ukazuje vliv riznych svételnych

2 podminek na maximalni kli¢ivost
= 80 semen WT a 7B-1, na médiu,
“E’ obsahujicim 150 mmol/l manitalu
S &0 Wkligena semena byla s¢itdna po
s dobu 8 dni. Hodnoty kliceni
g BWT reprezentuji pramérné hodnoty + SE
>§ 40 0 7B-1 ze Ctyf nezavislych experimenttl.
S
>
> 20
x
®
S

0

D BL RL

kvalita osvétleni

4.1.2 KINETIKA KLICENI SEMEN

Podobné jako u Pokusu 1, také z dat ziskanych v Pokusu 2 byly vytvofeny grafy
kinetiky kliceni pro lepsi znazornéni rozdilti reakci sledovanych genotypti. Na Obr. 7 je
znazornéna kinetika kliceni semen WT na médiu bez ptitomnosti manitolu. Na prvni pohled je
zde ziejmy velmi vyrazny rozdil v rychlosti kli¢eni v zévislosti na svétle. Ve tmé a na
cerveném svétle byla jiz paty den semena téméf na maximu kli¢eni, tedy pfes primérnych
80%, zatimco na modrém svétle kliceni WT probihalo vyrazné pomaleji - paty den vyklicilo

primérné 34% semen.
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Obr. 7: Kinetika kli¢eni semen WT
na bazalnim médiu

Graf ulazuje vliv riznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen WT.
Vyklicena semena byla scitdna po dobu 8
dni. Hodnoty kli¢eni reprezentuji primérné
hodnoty +SE ze ¢ty nezavislych
experimenttl.

Na rozdil od WT byla kinetika kliceni semen 7B-1 (Obr. 8) podobna na vSech svétlech.

Paty den se klicivost zvysila nad primérnych 80%, a to za vSech svételnych podminek, dale

jiz stoupala jen mirng.
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Obr. 8: Kinetika kli¢eni semen 7B-1
na bazalnim médiu

Graf wukazuje vliv riznych svételnych
podminek n&kinetiku kliceni semen 7B-1.
Vyklicena semena byla séitana po dobu
8dni. Hodnoty kliCeni reprezentuji
primérné hodnoty + SE ze Ctyf' nezavislych
experimenttl.

Graf na Obr. 9 znazornuje kinetiku kli¢eni WT pod vlivem 50 mmol/l manitolu. Také

zde jevidét, ze semena kli¢i na modrém svétle pomaleji. Béhem péti dnt zvysilo kliceni
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semen, inkubovanych ve tmé z pocatecniho stavu pod 20% az na primérnych 75%

apramérnych 56% v ptipadé¢ semen inkubovanych na Cerveném svétle. Z grafu je ziejma

i celkové inhbice kinetiky kli¢eni, vyvolana koncentraci manitolu 50 mmol/l.

100

% vyklicenych semen

Cas [dny]
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Obr. 9: Kinetika kli¢eni semen WT
na médiu, obsahujicim 50 mmol/l
manitolu

Graf ukazuje vliv riznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen WT
na médiu, obsahujicim 50 mmol/l manitolu
Vykli¢ena semena byla s¢itana po dobu 8
dni. Hodnoty klieni reprezentuji primérné
hodnoty +SE ze ¢ty nezavislych
experimenttl.

Graf na Obr. 10 vyjadfuje vliv 50 mmol manitolu na kinetiku kli¢eni semen mutanta

7B-1. Oproti kontrole (Obr. 8) je u 7B<lidét pomalejsi kliceni na vSech svétlech, ale pfi

porovnani s WT je vidét, Ze u 7B-1 neni v kinetice kli¢eni vyrazny rozdil mezi klicenim na

modrém a Cerveném svétle a ve tme. Pocet vykliCenych semen vzrostl b&hem péti dnl

z primérnych méné nez 20% ngprimérnych 57 — 77 %.
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% vykli€enych semen
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Obr. 10: Kinetika kli¢eni semen 7B-

1 na médiu, obsahujicim 50 mmol/l
manitolu

Graf ukazuje vliv riznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen 7B-1
na médiu, obsahujicim 50 mmol/l manitolu
Vykli¢end semena byla s¢itdna po dobu 8
dni. Hodnoty klieni reprezentuji primérné
hodnoty +SE ze ¢ty nezavislych
experimentu.
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Dalsi graf (Obr. 11) ukazuje vliv 100 mmol/l manitolu na kinetiku kliceni semen WT.

8 dnech inkubace zacala kli¢ivost blizit primérnym 20%, zatimco semena, inkubovana ve tmé

a nacerveném svétle, dosahovala podobnych hodnot o 2 dny (Cervené svétlo) nebo o 3 dny

(tma) diive.
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Obr. 11: Kinetika kli¢eni semen WT
na meédiu, obsahujicim 100 mmol/I
manitolu

Graf ukazuje vliv raznych svételnych
podminek na kinetiku kli¢eni semen WT
na médiu, obsahujicim 100  mmol/l
manitolu Vykli¢ena semena byla séitana po
dobu 8 dni. Hodnoty kli¢eni reprezentu;ji
prumérné hodnoty + SE 2 ¢tyf nezavislych
experimenttl.

Na Obr. 12 je graf, znazornujici ptisobeni 100 mmol/l manitolu na kinetiku kli¢eni 7B-

1. Narozdil od graftii na Obr. 9 a Obr. 10 je zde vidét vyrazny rozdil v kli¢eni semen na

modrém svétle, kdy semena teprve 7. dne dosahla primérné kli¢ivosti kolem 20%, zatimco ve

stejny den se&li¢ivost semen na Cerveném svétle blizila praimémym 50% a ve tmé

primérnym 70%.
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Obr. 12: Kinetika kli¢eni semen 7B-

1 na médiu, obsahujicim 100 mmol/I
manitolu

Graf ukazuje vliv riznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen 7B-1
na médiu, obsahujicim 100 mmol/l
manitolu Vykli¢ena semena byla séitana po
dobu 8 dni. Hodnoty kli¢eni reprezentuji
prumérné hodnoty + SE ze Ctyf' nezavislych
experimentu.
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Kinetika kli¢eni semen, inkubovanych na médiu, obsahujicim 150 mmol/l manitolu,

je znazornéna na Obr. 13 a Obr. 14. Je vidét, ze manitol zcela inhiboval kliceni semen WT

az doposledniho dne sledovani, kdy ve tmé stoupl pocet vyklicenych semen az na

primérnych 25% (Obr. 13) Na svétle (Cerveném i modrém) vyklicilo posledni den také vice

semen, avSak pouze pod prumérnych 10%.
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Obr. 13: Kinetika kli¢eni semen WT
na médiu, obsahujicim 150 mmol/l
manitolu

Graf ukazuje vliv raznych svételnych
podminek na kinetiku kli¢eni semen WT
na médiu, obsahujicim 150 mmol/l
manitolu Vykli¢ena semena byla séitana po
dobu 8 dni. Hodnoty kli¢eni reprezentu;ji
primérné hodnoty * SE ze Etyf nezavislych
experimenttl.

Podobné¢, jako na pfedchozim grafu, i na Obr. 14 je vidét, Ze 150 mmol/l manitolu

velmi vyrazné inhibovalo kli¢eni semen 7B-1, avSak znateln¢ méné nez kli¢eni semen WT. Jiz

5. den kli¢ilo primémé kolem 5% semen, a posledni den se kli¢ivost zacala zvySovat pti

vSech svételnych podminkach.
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Obr. 14: Kinetika kli¢eni semen 7B-
1 na médiu, obsahujicim 150 mmol/|

manitolu

Graf ukazuje vliv riznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen 7B-1
na médiu, obsahujicim 150 mmol/l
manitolu Vykli¢ena semena byla séitana po
dobu 8 dni. Hodnoty kli¢eni reprezentuji
pramérné hodnoty + SE ze étyf nezavislych
experimentu.
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4.2 POKUS 2: Sledovani vlivu HgGl asvételnych podminek na rychlost

kli¢eni semen mutanta 7B-1v porovnani s WT

Ve ¢tyiech nezavislych opakovanich tohoto pokusu (opakovani byla zprimérovana)
byla sledovana kli¢ivost semen v zavislosti na druhu osvétleni, a v zavislosti na pfitomnosti
inhibitoru akvaporini HgCl, o rtznych koncentracich (0 umol/I, 10 pmol/I, 20 pmol/l
a Oumol/l). Klic¢eni bylo sledovano v dobé od 3. dne do 8. dne po vysazeni. Nasbirand data
byla zpracovana do Ctyf grafii, porovnavajicich maximalni kli¢ivost, a do osmi graft,
porovnavajicich kinetiku kliceni WT a 7B-1, vSe v zavislosti na pouzité koncentraci HgCly,

ana svételnych podminkach. Pro dalsi informace, viz kapitolu 3 Material a metodika.

421 MAXIMALNI K LICIVOST

Obr. 15 ukazuje, ze semena WT méla na bazdlnim médiu na modrém svétle vyrazné
sniZzenou kli¢ivost (primérné¢ méné nez 60%), zatimco maximalni kli¢ivost 7B-1 byla pii
vSech svétlech podobné (nad 86%). Kromé toho je také patrnd celkové mirn€ vyssi klicivost

7B-1 v porovnani s WT.

Obr. 15: Klic¢ivost semen 7B-1 a WT na
100 bazalnim médiu

< Graf ukazuje vliv riznych svételnych podminek na
= maximalni kli¢ivost semen WT a 7B-1 Vyklicena
g ¢80 semena byla scitana po dobu 8 dni. Hodnoty
GE) kli¢eni reprezentuji pramé&mé hodnoty+ SE ze &tyf
2 60 nezavislych experimentd.
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Pti pouziti HgCl, o koncentraci 10 pmol/l se projevily inhibi¢ni G€inky HgClo. Ty
m¢ély za nasledek sniZeni kli¢ivosti semen, zejména u WT, kde dosSlo ke sniZeni kli¢ivosti pies
vice nez 20%, zatimco u 7B-1 pouze asi o 10% a méné. Porovnanim kli¢ivosti za rtiznych

svételnych podminek vyplyva, ze jak u WT, tak u 7B-1byla kli¢ivost na modrém svétle nizsi,
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u WT byl vSak rozdil patrnéjsi. Viz Obr. 16.

Obr. 16: Kli¢ivost semen na médiu

obsahujicim 10pmol/1 HgCl;
< 100 Graf ukazuje vliv riznych svételnych podminek na
(=l maximalni kli¢ivost semen WT a 7B-1, na médiu,
g ¢80 obsahujicim 1Qumol/l HgCl,. Vykli¢end semena
GEJ byla scitana po dobu 8 dni. Hodnoty kliceni
® 60 reprezentuji pramérmé hodnoty * SE ze Ctyf
S nezavislych experimed
= 40 WT
28 07B-1
=
2> 20
é’
= 0
D BL RL
kvalita osvétleni

Dalsi graf (Obr. 17) ptfedstavuje vliv HgCl,, o koncentraci 20 pmol/l, na maximalni
klicivost semen. Tato koncentrace HgCly, jeSté vice snizila kli¢ivost semen WT az na
pramérné hodnoty 20 — 38%. Kli¢ivost semen 7B-1 se stéle pohybovala kolem 80%.
Z porovnani kli¢ivosti pfi riznych svételnych podminkéch je vidét u 7B-1 pouze mirn€ nizsi

kli¢ivost na modrém a ¢erveném svétle, nez ve tme. U WT je tento rozdil vyraznéjsi.

Obr. 17: Maximalni kli¢ivost; 20 pmol/l

100 HgCl2
Graf ukazuje vliv riznych svételnych podminek na
maximalni kli¢ivost semen WT a 7B-1, na médiu,

X

g ¢80 {“ obsahujicim 2Qumol/l HgCl,. Vykli¢end semena
qE> byla scitana po dobu 8 dni. Hodnoty kliceni
® 60 reprezentuji pramérné hodnoty + SE ze Ctyf
S nezavislych experimentu.
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Graf na Obr. 18 uvadiysledky pfi pouziti nejvyssi testované koncentrace HgCl,, tedy

30 umol/l. Pti této koncentraci je velmi patrny rozdil mezi relativné dobrou kli¢ivosti 7B-1
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(nadprimérnych 60%) a Spatnou kli¢ivosti WT (az pod primérnych 20%). Z porovnani

kli¢ivosti pfi riznych svételnych podminkach vyplyva, ze jak u WT, tak i u 7B-1je klic¢ivost

v
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4.2.2 KINETIKA KLICIVOSTI SEMEN

Obr. 18: Maximalni klic¢ivost; 30 pmol/l
HgC' 2

Graf ukazuje vliv riznych svételnych podminek na
maximalni kli¢ivost semen WT a 7B-1, na médiu,
obsahujicim 3Qumol/l HgCl,. Vyklicena semena
byla scitana po dobu 8 dni. Hodnoty kliceni
reprezentuji primérné hodnoty * SE ze Ctyrf
nezavislych experimentd.

Jelikoz byla kli¢ici semena pribézné sc¢itana po dobu nékolika dnil, byla nasbirana

data pouzita také pro vytvoreni grafii kinetiky kliceni. Na téchto grafech Ize totiZ jesté 1épe

znazornit rozdily weakcich sledovanych genotypu k HgCh, nez na grafech maximalni

kli¢ivosti.

Obr. 19 a Obr. 20 zn&zuofji kinetiku kli¢eni WT a 7B-1 bez ptitomnosti HgCl,.

Porovnamdi oba grafy, je jasné vidét dva vyrazné rozdily. Prvnim je, ze 7B-1 dosahl

prakticky maxima kliceni jiz na zacatku s€itani, tedy 3. dne (Obr. 20). Druhym rozdilem je

odlisnost rychlosti kli¢eni WT za rtiznych svételnych podminek. Na ¢erveném svétle klici WT

pomaleji, neZ ve tm¢, a na modrém svétle vyrazné pomaleji, nez ve tmé (Obr. 19). Naproti

tomu, kinetika kli¢eni 7B-1je podobna pfi vSech svétlech (Obr. 20).
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100 Obr. 19: Kinetika kli¢eni semen WT
na bazalnim médiu
Graf ukazuje vliv riznych svételnych
- 80 podminek na kinetiku kliceni semen WT.
@ Vykli€end semena byla s¢itdna po dobu 8
% dni. Hodnoty kliceni reprezentuji primérné
» 60 hodnoty +SE ze ¢tyf nezavislych
'§ =D experimentu.
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100 Obr. 20: Kinetika kli¢eni semen 7B-
y 1 na bazalnim médiu
S 80 Graf ukazuje vliv ridznych svételnych
IS podminek na kinetiku kliceni semen 7B-1.
7 60 Vykli¢ena semena byla sc¢itdna po dobu 8
5 =D dni. Hodnoty kliceni reprezentuji prﬁmérné
2 «BL hodnoty +SE ze ¢tyf nezavislych
L 40 experimenttl.
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Dalsi dva grafy na Obr. 21 a Obr. 22, znazorfuji kinetiku kliceni semen WT a 7B-1
zapusobeni HgCl, o koncentraci 10 pumol/l. Na Obr. 21 jsou patrné rozdily v kinetice kliceni

WT zariznych svételnych podminek, pficemz kliceni je nejpomalej$i na modrém svétle.
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Obr. 21: Kinetika kli¢eni semen WT
100 na médiu, obsahujicim 10 pmol/l
HgC|2

Graf ukazuje vliv raznych svételnych
podminek na kinetiku kli¢eni semen WT
na médiu, obsahujicim 1@mol/l HgCl.
Vyklicend semena byla s¢itana po dobu 8
dni. Hodhoty kli¢eni reprezentuji primérné

=D hodnoty + SE ze ¢tyf nezavislych
~+BL experimenttl.
*+RL

% vyklicenych semen

Obr. 22 ukazuje ovlivnéni kinetiky kli¢eni 7B-1 za rlznych svétlnych podminek. Na
rozdil od WT, dosahuje 7B-fméf maximalnich hodnot kli¢ivosti jiz 5. den, a kli¢eni na

jednotlivych svétlech se navzajem dosti podoba.

Obr. 22: Kinetika kli¢eni semen 7B-
1 na médiu, obsahujicim 10 pmol/l
100

HgC|2
Graf ukazuje vliv ridznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen 7B-1

80

5] na médiu, obsahujicim 1@mol/l HgCl,.
g Vykli¢ena semena byla sc¢itdna po dobu 8
» 60 dni. Hodnoty kli€eni reprezentuji pramérné
S =D hodnoty =+ SE =ze ¢tyf nezavislych
~<1C>>‘ 40 -+BL experimenttl.
0
= *+RL
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° 20
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Na Obr. 23, znazoriujiciho ovlivnéni klic¢eni WT pomoci HgCl, o koncentraci 20
umol/l, je patrné dalsi jest€¢ vyraznéjsi zpomaleni kinetiky kli¢eni. Po osmi dnech nedosahla
semena WT primérné€ ani 50% kli¢ivosti. Inhibice kliceni byla vyraznési pii Cerveném a

modrém svétle.
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Obr. 23: Kinetika kli¢eni semen WT
na médiu, obsahujicim 20 pmol/l
HgC|2

Graf ukazuje vliv riznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen WT na
médiu, obsahujicim 20umol/l HgCl.
Vyklicend semena byla s¢itana po dobu 8
dni. Hodnoty kliceni reprezentuji prameérné
hodnoty + SE =ze ¢&tyf nezavislych
experimenttl.

Obr. 24 ukazuje, ze ani pouziti HJCl, 0 koncentraci 20 pumol/l, nemélo za nasledek

snizeni rychlosti kliceni semen 7B-1 tak intenzivni, jako u WT. Pfesto je na Obr. 12 patrna

zména rychlosti kli¢eni oproti Obr. 20 a Obr. 22. Zaroven je také vidét, Ze rychlost kliceni

semen 7B-1 byla velippodobna na vsech svétlech.
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Obr. 24: Kinetika kli¢eni semen 7B-
1 na médiu, obsahujicim 20 pmol/l
HgCl,

Graf ukazuje vliv rdznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen 7B-1
na médiu, obsahujicim 2@mol/l HgCl.
Vykli¢ena semena byla s¢itana po dobu 8
dni. Hodnoty kliceni reprezentuji primérné
hodnoty + SE =ze ¢&tyf nezavislych
experimenttl.

Piasobeni nejvyssi pouzité koncentrace HgCly, tedy 30 pmol/l, na kinetiku kli¢eni WT
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znazoriiuje Obr. 25. Rychlost kliceni byla v tomto ptipadé vyznamné inhibovana, jesté vice,
nez v ptipadé¢ HgCl> o koncentraci 20 umol/l — az do 7. dne se kli¢ivost semen drZela pod
primérmymi 20%. Pti vSech svételnych podminkéch byla vSak kinetika kliceni podobna.
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Obr. 25: Kinetika kli¢eni semen WT
na médiu, olsahujicim 30 pmol/l
HgC|2

Graf ukazuje vliv riznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen WT
na médiu, obsahujicim 3@mol/l HgCl..
Vykli¢ena semena byla scitdna po dobu 8
dni. Hodnoty klieni reprezentuji primérné
hodnoty + SE ze ¢tyf nezavislych
experimentul.

Jak je vidét na Obr. 26, také u 7B-1 byla rychlost kliceni semen vyrazn€ zpomalena

30 umol/l HgCly, nicméné po péti dnech byla kli¢ivost semen mezi praimérnymi 50 - 60%,
ato navsech svétlech. Kinetika kli¢eni byla pii vSech svételnych podminkach podobna.
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Obr. 26: Kinetika kli¢eni semen 7B-
1 na médiu, obsahujicim 30 pmol/l
HgC|2

Graf ukazuje vliv ridznych svételnych
podminek na kinetiku kliceni semen 7B-1
na médiu, obsahujicim 3@mol/l HgCl.
Vykli¢ena semena byla s¢itana po dobu 8
dni. Hodnoty kliceni reprezentuji primeérné
hodnoty =+ SE =ze ¢ty nezavislych
experimentt.
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4.3. EXPRESE GENU KODUJICICH AKVAPORINY SKUPINY PIP

4.3.1 POKUS 3: Sledovani vlivu svételnych podminek na expresi genu LePIP1-1

u imbibovanych semen mutanta 7B-1 v porovnani s WT

Na zakladé Pokusu 1 a Pokusu 2 se Ize domnivat, ze mutace v genu 7B-lovliviiuje
expresi nékterého z akvaporinll. Proto byl proveden Pokus 3, v némz byla sledovdna exprese
genu pro akvaporinePIP1-1. Pokus 3 byl proveden tiech nezavislych sadach vzorki
(opakovanich). Navic, v ramci kazdé sady, byly PCR s primery pro sledované geny, a
nasledna ELFO provedeny ve dvou opakovanich. Vysledné exprese obou opakovani byly
zprumérovany, a z praméru byla stanovena relativni exprese. Z téchto hodnot byl pak
vypoéten pramér vSech tfi nezavislych sad. V Pokusu 3 byla sledovana exprese genu LePIP1-
1 a kontrolniho genu LeEF1 u semen WT a 7B-1, imbibovanych po dobu 24 hodin. Exprese
byla sledovana v zavislosti na svételnych podminkéch, v nichz byly semena inkubovéna. Pro

dalsi informace, viz kapitolu 3 Material a metodika.

Na Obr. 27 vidime expresi sledovanych gent. Na tomto obrazku je vidét, Ze ackoliv
seexprese genu LePIP1sl ramci jednotlivych genotypi a svételnych podminek 1isi, je

zaroven vidét podobny trend odliSnosti v expresi genu LeEF 1.

LePIPI;1 LeEF1

I
Lks

s« 700 bp R — .
— D BL RL D Bl B
-

R WT 7B-1
»42200 bp s W e — —
D BE- R =D BL RL
WT 7B-1

Obr. 27: Exprese genu LePIP1-1 a kontrolniho genu LeEF1

Na tomto obrazku je invertovana fotografie elektroforézy druhého opakovani Sady 3. Obrazek ukazuje vliv
riznych svételnych podminek na expresi genu LePIP1-1 a kontrolniho provozniho genu LeEF1. V horni
¢asti obrazku jsou ocislovany jamky v gelu. Do prvni jamky byl napipetovan 100 bp Zebticek. Do jamek 2

a 10 byla nanesena kontrola. Do jamek 8 byly napipetovany vzorky produktu PCR s primery pro gen
LePIP1-1 (WT v jamkach 3 5; 7B-1 v jamkach 6 8) Do jamek 11 16 byly napipetovany vzorky PCR
produktu s primery pro gen LeEF1 (WT v jamkdch-113; 7B-1 v jamkach 14- 16). Exprese byla
sledovana ve vzorcich semen, imbibovanych po dothw@i4, na zakladnim kultivadnim médiu.
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Graf na Obr. 28 ukazuje prumér relativnich expresi genu LePIP1-1 v zavislosti
na genotypu osvétleni imbibovanych semen. Celkové se vSechny hodnoty relativni exprese
navzajem podobaly primérné hodnoty se pohybovaly v rozmezi 0,73- 1,04. Co se tyka
rozdilu exprese mezi WT a 7B-jtdiny vyrazné&jsi rozdil byl patrny u semen, inkubovanych

na ¢erveném svétle, kde byla exprese u mutanta 7B-1 niz$i, nez u WT.
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Obr. 28: Priumér relativnich expresi genu LePIP1-1

Graf ukauje vliv riznych svételnych podminek na expresi genu LePIP1-1 u semen WT a 7B-1
Exprese byla zjisténa ze vzorkli semen imbibovanych po dobu 24 hodin. Hodnoty exprese
reprezentuji primérné hodnoty + SE ze tii nezavislych experimentt.

4.3.2 DALSI VYSLEDKY STUDIE EXPRESE AKVAPORINU SKUPINY PIP

Po 24 hodinové imbibici nebyl rozdil v expresi genu LePIP1-1 u semen WT a 7B-1
vyrazny. Proto zde také uvadim nékteré vysledky kolegyné doktorandky Jany Balarynové. Ta
zkoumala expresi genu LePIP1-1 nejen ve stadiu imbibice, glezid¥¢;jsich stadiich kliceni,

a sledovala také expresi dalSich akvaporint skupiny PIP.

Vysledky studie exprese LePIP1-1 u semé&nitnkem velikosti 3 — 10 mm (Obr. 27)
ukazuji, Zze u semen WT, inkubovanych ve tmé, stoupla exprese primérné az na 2,5-nasobek
ve srovnani s expresi tohoto genumbibovanych semenech. Podobné, na modrém svétle
bylo zvySeni praimérné exprese az 5-nasobné a na Cerveném svétle 4-nasobné. U semen 7B-1

vzrostla primérna exprese genu mén¢. Ve tm¢ asi na 2-ndsobek, nanodrém svétle zhruba na
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4-nasobek, aacerveném svétle asi na 3-nasobek. VEét$i nartist praimérné exprese byl tedy
zjistén u semen WT, nez u semen mutanta 7B-1. Porovnanim téchto hodnot s hodnotami
pramérné exprese ve stadiu imbibice je tedy vidét dosti vyrazny nartst pramérné exprese

V pozd¢jsi fazi kliCeni oproti fazi imbibice.
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Obr. 29: Priumér relativnich expresi genu LePIP1-1 u semen s 3-10mm
kofinkem

Graf ukazuje vliv riznych svételnych podminek na expresi genu LePIP1-1 u semen WT a 7B-1

Exprese bia zjisténa ze vzorkl semen s kotinkem velikosti 3 — 10 mm, coZ odpovida asi 3. - 4. dni

kli¢eni. Hodnoty exprese reprezentuji praimémé hodnoty + SE ze tii nezévislych experimentt.

Vysledky byly laskavé poskytnuty doktorandkou Janou Balarynovou.
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5 DISKUZE

Pokusy 1 a 2 ukazaly, ze kli¢eni semen rajcete cv. Rutgers (WT) v naSich
laboratornich podminkach je inhibovano modrym svétlem a dale odhalily, ze mutant 7B-1 je
k tomuto efektu modrého svétla méné citlivy nez WT. Modré svétlo rovnéz u WT zhorSuje
reakci semen na osmoticky strego vice nez u 7B-1 Tyto vysledky potvrzuji puvodni
zjisténi, ze 7B-1 mé defekt bud’ v recepci modrého svétla nebo v signalni draze modrého
svétla (Fellner and Sawhney 2002; Bergougnoux et al. 2009). A jelikoz do regulace
osmotického stresu jsou zapojeny akvaporiny, 1ze také predpokladat, ze dasledkem defektu ve
vnimani modrého svétla je ovlivnéni akvaporind. To potvrzuje také Pokus 2, v némz bylo
zjisténo, 7e semena mutanta 7B-1 jsou, v porovnani WT, odolngjsi vaci HgCly,, ktery
specificky inhibuje akvaporiny (Savage a Stroud, 2007). A¢koliv jsou semena mutanta 7B-1
inkubovand na modrém svétle odolngjsi vici osmotickému stresu, nez semena WT,
inkubovana na modrém svétle, i pfesto je u 7B-1 patrny mirny vliv modrého svétla, zhorSujici
kli¢eni jeho semen. Proto je mozné, Zze do zhorSeni reakce na osmoticky stres je zapojena
I jina signalni draha specificka pro modré svétlo.

Vysledky Pokusu 3, v némz byla sledovana exprese akvaporinu LePIP1-1, ukazuji,
ze sledovany akvaporin je pti klieni semen S. lycopersicumnexprimovan jiz ve fazi imbibice,
na rozdil od semen A thaliana nichz podil akvaporini na imbibici prokazan nebyl
(Willigen a kol., 2006. Dalsim zjisténim je, ze na expresi sledovaného akvaporinu nemél vliv
ani genotyp ankvalita osvétleni, pfi némz byla semena inkubovana. Tii nezavisla opakovani
jsou navzajem mirn¢ odliSnd a neni u nich patrny Zadny specificky trend. Ani primér vSech
nezavislych opakovani nenaznacuje, Ze by exprese genu LePIP1-1byla vyznamné odliSna
uWT a7B-1, a pfi riznych svételnych podminkéch.

Kolegyn¢ doktorandka Jana Balarynova provadi u semen WT a 7B-1 expresni
analyzu vice akvaporint skupiny PIP (LePIP1-1,LePIP1-2, LePIP1-3, LePIP1-4, LePIB1-
LePIP2-1, LePIP2-2, LePIP2-3 a LePIP2-4). Expresi sleduje nejen u semen ve stadiu
imbibice, ale i wozd¢jsich stadiich kli¢eni. Jeji vysledky (Obr. 29) ukazuji, Ze exprese
sledovaného genu vzrista postupné s klicenim semen. Co se ty€e vlivu genotypu na expresi
sledovaného genu, vysledky Jany Balarynokézuwji, ze¢ mutace 7B-1 sniZuje expresi
LePIP1-1 a to na vSech svétlech. Na zaklad¢ téchto a dalSich exprerimentt (Balarynova
a kol., 2011)byly akvaporiny rozdéleny do dvou skupin podle toho, jak je akvaporin
exprimovan v zavislosti na genotypu (WT a 7B-1). Seddeviti sledovanych akvaporint
bylo exprimovdno v obou genotypech stejné. U zbylych dvou akvaporinii (LePIP141

a LePIP1-3byla vsak u mutovanych semen pozorovana nizsi exprese, nez u WT. Vysledky J.
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Balarynové rovnéz ukazuji, ze exprese genu PIP1-1 vkli¢icich semenech je stimulovana jak
cervenym, tak modrym svétlem, a to v podobné mife u obou testovanych genotypu.

Velmi zajimavé je zamysSleni se nad postavenim kyseliny abscisové u sledovaného
mutanta. Je dobfe znamo, ze se ABA podili na regulaci kEeni a Ze se zaroven uplatiuje
| pii fizeni reakci na osmoticky stres. Ptikladem mohou byt semena B. napus, ktera
po predptisobeni ABA vykazovala vétsi rezistenci vici osmotickému stresu (Gao a kol.,
1999). Proto neni mozné opomenout vysledky studie, zabyvajici se mimo jiné sledovanim
vlivu exogenni ABA n&li¢ivost semen 7B-1 za riznych svételnych podminek. Ukazalo se, Ze
modré svétlo ma specificky vliv nacitlivost vici exogenni ABA. Byla-li totiz semena WT
inkubovana nanodrém svétle, a zapiitomnosti exogenni ABA, kli¢ila vyrazné méné, zatimco
semena 7B-klicila srovnatelné pti vSech svételnych podminkach. (Fellner a Sawhney, 2002).
Ze vnimani svétla ovliviiuje biosyntézu ABA potvrzuje také studie, v niz se zjistilo, ze pewl -
mutant tabaku (Nicotiana plumbaginifolia), deficientni ve fytochromu A, vykazoval ve
srovnani SVT vyssi hodnoty ABA. Listy tohoto mutanta byly zaroven odolné&jsi vici
vodnimu stresu. (Kraepiel a kol., 1994). Semena mutanta péwkagovala podobné na
¢ervené svétlo (fytochrom A jefotoreceptorem Cerveného svétla), jako mutant 7B-1 reaguje
na svétlo modré. Oba mutanti, pewl i 7B-fedy vykazuji zvySené mnozstvi endogenni ABA,
a preadaptaci k abiotickému stresu. Jelikoz ma mutant pewl defekt ve fytochromu A,
a mutant 7B-Izfejmé v receptoru nebo signalni draze modrého svétla, 1ze z téchto informaci
usoudit, ze jak Cervené, tak | modré svétlo mize mit, prostiednictvim kumulace ABA, vliv na
rezistenci vuci abiotickému stresu. Navic ob¢ rostliny nalezeji do stejné celedi Solanaceae.

Dal§im zajimavym zjiSténim je, Ze zvySené¢ mnozstvi ABA v semeni ma ziejmé
zasadni vliv naxpresi akvaporini. Semena B. napus piedptisobena kyselinou abscisovou,
vykazovala vysokou miru exprese BnPI[fZv den ptedpusobeni, zatimco kontrolni semena
exprimovala sledovany gen az paty den, a vyrazn¢ slabéji. (Gao a kol., 1999). Avsak ani moje
vysledky sledovani exprese genu LePIP1-1, ani vysledky doktorandky Jany Balarynové
neukazuji, Ze by semena mutanta 7B-1 exprimovala akvaporiny vice, neZ kontrolni semena.
Mira exprese akvaporinti je U Semen mutanta podobné expresi u kontrolnich semen nebo
nizsi. Presto podil akvaporinti na zvySené rezistenci vii¢i osmotickému stresu neni vyloucen,
coz potvrzuje Pokus 2. Sledovana mutace mize akvaporiny ovlivitovat na jinych Urovnich,
nez na urovni exprese ato napiiklad ovlivnénim efektivity translace mRNA akvaporind,
ovlivnénim post-translacnich uprav akvaporinovych proteini (ptisobic tak na jejich stabilitu),
ovlivnénim cileného transportu akvaporini neboriznym ovlivnénim regulace jejich aktivity
(viz kapitolu 2.3.4 Regulace aktivity akvaporinil). Je vSak také mozné, ze vysledky exprese
genu PIP1-lodrazeji mnozstvi funkénich proteini PIP1-1. Fakt, ze 7B-1 exprimuje gen
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PIP1-1 méné nez WT, by tak mohl znamenat, Zze PIP1-1 jsou wéeny pro efflux vody
(transport vody bungk). Tim by semena 7B-1 byla schopna diky své mutaci udrzovat
Vv semeni vice vody nez kontrolni rostliny a tudiz klicit 1épe nez semena WT.

Na zéklad¢ svych vysledk a vysledk z ptedchozich experimenti se domnivam,
7e mutace v genu 7B-4ptsobuje defekt v signalni draze modrého svétla, ¢i v jeho percepci,
a vede kezvysené produkci nebo akumulaci endogenni ABA, ktera pravdépodobné ovliviiuje
akvaporiny na jiné Grovni, nez na Urovni exprese. Je vSak tfeba provést dalsi experimenty,
které by mohly tuto hypotézu potvrdit nebo vyvratitaeoven vyloucit nespecifické inhibi¢ni
pusobeni rtuti, obsazené v HgCl na kli¢ivost semen. Na zakladé svych vysledki a studia
vysledkt ptfedchozich experimenti uvadim schéma mozného plsobeni nékterych faktort,

ovliviuyjicich kli¢eni semen rajcete (Obr. 30).

Inhibitor
Mutace akvaporint
v genu 7B-1 _\_\(ljlgcb)
- Osmoticky
Modre stres (manitol)| __
svétlo Cinnost akvaporinu
l Akvaporiny
.2 ridici efflux
Endogenni——— | | yody z bunék

— / ABA
citlivost s ,l,

ABA receptoru =

GAsignalni—_ o |[KLIGENI
draha

Obr. 30: Interakce nékterych faktori, ovliviiujicich kli¢eni semen rajcete

Manitol stimuluje produkci ABA, ktera inhibuje kli¢eni. Modré svétlo inhibuje kliceni
zvySovanim citlivosti receptoru pro endogenni ABA. Mutace v genu #Bdiviyje kliceni
n¢kolika zplsoby: zvySuje mnozstvi endogenni ABA, ale ziroven pravdépodobné snizuje
citlivost ABA receptoru. Navic mutace blokuje signalni drahu modrého svétla. Pro kliceni je
potiebnd ¢innost akvaporint, ¢ast z nich se vSak podili na vydeji vody z bunék. Mnozstvi ABA
zvySené v disledku mutace pravdépodobné inhibuje Cinnost akvaporind, coz mize vést
k inhibici effluxu vody a tim zvySeni mnozstvi vody v buiikach a lep§imu kli¢eni..
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6 ZAVER

V moji bakalaiské praci jsem v ramci pokust s klicenim semen fotomorfogenniho
mutanta ajcete 7B-1 a kontrolni rostliny sledoval vliv osmotického stresu, vyvolaného
manitolem, vliv inhibitoru akvaporini HgCl, na kliceni semen, a interakcitéchto vlivi
aosvétleni pouzitého pti inkubaci semen. Déle jsem sledoval vliv mutace v genu 7B-1 na
expresi jednoho akvaporind skupiny PIP (LePIP1-1) vzavislosti na osvétleni, pii némz byla
semena inkubovana.

Vysledky svych experimenti jsem porovnal s vysledky dalSich studii a s reSersi,
kterou jsem vypracoval na dané téma. Moje prace potvrzuje rezistenci semen mutanta 7B-1
k osmotickému stresu, ktery byl vy@sl manitolem, a Knhibitoru akvaporinu (HgCly).
Zaroven jsem potvrdil, Ze semena mutanta 7B-1 vykazuji slabsi odpoveéd’ na inhibi¢ni G¢inky
modrého svétla na kliceni semen. Timto moje prace ukazuje, ze v odolnosti mutovanych
semen vici osmotickému stresu hraji roli akvaporiny, aniz by mutovana semena meéla oproti

kontrole zvySenou expresi akvaporinu LePIP1-1.
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