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Uvod

Existence rostlin je jiz od poc¢atku lidstva alfou a omegou zivota. Lid¢é a zivo¢ichové jsou
zéavisli na rostlinach, které pro né ptredstavuji jak potravu, tak i nastroj, diky némuz
rostliny pfeménuji slunecni energii na organickou hmotu a kyslik. Jejich nenahraditelny
vyznam je ve schopnosti regulované zadrzovat a uvoliiovat vodu.

Regulovany rozvod vody a jinych malych molekul je uskute¢nén velmi
specifickymi membranovymi proteiny, které vytvareji kanal v cytoplazmatické
membrané nebo v membrané vakuoly. Tyto membranové proteiny dostaly néazev
akvaporiny a fadu let jsou sttedem zajmu mnoha védct.

Kli¢eni je naprosto zasadni fazi Zivotniho cyklu rostliny, jelikoz ovliviiuje jeji
dalsi vyvoj. Svétlo a voda jsou stézejnimi faktory, které reguluji kliceni rostlin. Rostliny
vnimaji intenzitu, kvalitu a smér zafeni pomoci fotoreceptori. Ty jsou rozdéleny na
zéklad¢ toho, jakou cast svételného spektra registruji. V pfedlozené préci je pozornost
soustiedéna na fytochromy, coz jsou fotoreceptory registrujici cervené a dalece Cervené
svétlo.

Cilem této prace je zjistit, zda svétlo reguluje aktivitu akvaporini béhem kli¢eni
semen rajcete, a pokud ano, zda se tak dé&je prostfednictvim fotoreceptort fytochromi.
Pro dosazeni cile byly zvoleny dvé strategie. Prvni z nich je farmakologicky ptistup, kdy
byl pouZit inhibitor akvaporini HgCl> a druhym je geneticky pfistup, ve kterém byly
pouziti mutanti rajcete s defekty ve fytochromech. Konktrétné se jednalo o mutanty s
deficienty bud’ ve fytochromu A, fytochromu B1, anebo o mutanta vykazujici zvySenou
citlivost ve fytochromech a zvysSeny fototropismus.

Experimenty praktické casti bakalafské prace byly provedeny na pracovisti
Laboratof ristovych regulatortt PiF UP a AVCR ve skupiné Molekularni fyziologie pod
vedenim prof. RNDr. Martina Fellnera, Ph.D.



KliCeni semen

Kli¢enim se oznacuje d¢j, pii kterém se béhem raznych procesti pfeménuje semeno
rostliny. Jedna se o jednu z nejpodstatnéjSich fazi vyvoje rostliny, kdy se obnovuje
metabolicka aktivita semene. Potom, co semeno dozraje a naroste, piechazi ze stavu
aktivniho do latentniho. Pfi tomto déji semena ptichazi o vodu a téméf neprobiha latkova
vyména. Divodem je schopnost semen piezit dlouhodobé neptiznivé podminky pro
kli¢eni, které mohou trvat i n¢kolik let. Maximalni doba kli¢ivosti semen se 1i§i druh od
druhu, naptiklad semeno rajcete je schopno prezit az 8§ let (Prochazka et al.., 1998).

Kli¢eni za¢ina v moment¢, kdy semeno piijme vodu a za¢ne bobtnat. Tento proces
je nazyvan imbibice a probiha jak u zivych, tak 1 u mrtvych semen. Pfijem vody je
rozdélen do tii etap. V prvni etapé se postupné vyrazné zvySuje obsah vody, coz miize
mit za nasledek premény struktury bunéénych membran. Druhou etapou je stabilizace,
nekdy nazyvana jako platd etapa. Treti etapa nastava pii konci kli¢eni, kdy je opét zvySen
pfijem vody a prodluZzuje se embryondlni osa rostliny (Bewley, 1997). Béhem klic¢eni
startuje enzymatickd aktivita, dochézi ke $tépeni bilkovin na aminokyseliny a Skrobu na
jednoduché cukry.

P11 kliceni hraji dleZitou roli jak endogenni, tak exogenni faktory. K endogennim
faktorim se ftadi uCinek fytohormond, nejvétSi vliv ma kyselina abscisova,
brasinosteroidy a gibereliny. Dal§im dulezitym, ne vSak nezbytnym exogennim faktorem
1ze oznacit svétlo (viz nasledujici kapitola).

U dvoudéloznych rostlin je pozorovano kli¢eni dvojiho typu. Mize byt bud
nadzemni (epigeické), kdy hypokotyl vyristd nad povrchem pidy a vynasi tak délohy
nad zem, nebo podzemni (hypogeické), u kter¢ho délohy zlstavaji pod pudou.
Jednodélozné rostliny kli¢i jednou délohou, druha zakrnéla (Freeman, 2005).

Jako vyklicené semeno je oznaCovano takové, u kter¢ho radikula jiz prorazila

testu v misté nazyvaném mikropyle. Tomuto kli¢eni se fika viditelné.

Faktory ovliviiujici kli¢eni

Klic¢eni semen nezavisi jen na samotné predispozici semene ke klieni, ale je ovlivnéno
fadou fyzikalnich a chemickych podminek. Pokud je tento komplex podminek vhodny,
semena za¢nou kli¢it. Je nastartovana aktivita fytohormonti, konkrétné auxini a
giberelinti, diky kterym je klicek schopen rastu. Kazdy druh rostliny vyzaduje pro kli¢eni

a samotny rust jiny komplex podminek (Lack & Evans, 2005). Obecné lze vSak fict, ze



faktory, které ovliviuji kliceni, a které jsou pro kliceni nepostradatelné, jsou voda,

teplota, kyslik, specificky pak svétlo.

Voda

Voda hraje v zivotée rostliny zdsadni roli. Je nepostradatelna jesté pred kli¢enim semene
a je obsazena ve vSech buiikach. Sucha semena s obsahem vody okolo 12 % po nasati
bobtnaji a je tim zahajeno kli¢eni. Nejenom, Ze voda zahajuje kliceni semene, také jej
urychluje. Diky ni se vyplavuji latky zplsobujici inhibici klieni a urychluji se
biochemické procesy. Nejvyssi obsah vody, okolo 60 %, je u embryi rostlin.

Teplota

vvvvvv

(Fenner & Thomson, 2005). Rozmezi teploty, pii kterém vétSina semen rostlin nejlépe
kli¢i, se nazyva teplotni optimum a pohybuje od 15 °C do 30 °C. Teplotni minimum je
nejvyS$s$i mozna teplota. Teplotni optimum pro klic¢eni se 1i$i od teplotniho optima pro rist

a zpravidla byva tato teplota nizsi.

Kyslik

Dalsim faktorem ovliviiujicim kliceni je kyslik. Kyslik je dilezity pro dychani semene,
pfi pfijmu vody a pfi startu kliceni je potfeba dodat semenu energii ve formé ATP, kterou
kyslik pfinasi. Pozastaveni kli¢eni miize nastat v ptipad¢, kdy dojde k nahromadéni oxidu
uhlic¢itého. Pokud nartist prekro¢i pomyslnou hranici, ssmena mohou uhynout (Jablonsky,
2005). Vyjimku tvofi rostliny kli¢ici na baZzinném podlozi, naptiklad ryze, které kyslik

nepotitebuji. Nutnou energii ziskaji z glykolyzy.

Svétlo

Svétlo, oproti pfedchozim faktorim, neni vzdy nutnou podminkou pro kli¢eni. Rostliny
se v zavislosti na svételnou reakci déli do dvou skupin. Prvni tvofi rostliny pozitivné
fotoblasticke, tedy takové, u nichz svétlo kli¢eni stimuluje. Semena reagujici na svétlo
vnimaji jeho vinovou délku, dobu trvani nebo naptiklad intenzitu (Georghiou &

Kendrick, 1991). Druha skupina obsahuje rostliny negativné fotoblastické. Jsou to



rostliny, které reaguji zaporn€ na svétlo a je jim inhibovéano klic¢eni (Prochazka et al.,
1998).
Klic¢eni semen je ovlivnéno pfedev§im modrym a ¢ervenym zafenim. Tato zafeni

jsou zachycovana specifickymi ¢idly — fotoreceptory.



Fotoreceptory

Pokud je rostlina vystavena piisobeni svétla, probiha aktivace exprese specifickych gend.
Aktivace exprese a zmény v expresi zpusobi zacatek fotomorfogeneze (Taiz & Zeiger,
2010). Fotomorfogeneze zacina jiz pfi minimalnim plisobeni svétla, nebot’ etiolovana
rostlina je viici svétlu velmi citliva. Zalezi pfedev§im na kvalité a kvantité, délce a sméru
zéateni. Fotomorfogeneze je proces, pii kterém svétlo jako signal zméni vyvoj rostliny tak,
aby mohla pro sviij dalsi riist vyuzit svétlo jako energii. Behem fotomorfogeneze dochazi
ke zpomaleni rastu hypokotylu, tvorbé chlorofylu (rostlina zelend), aktivita apikalniho
meristému je nastartovana a zac¢inaji se vyvijet prvni zelené listky. Fotomorfogeneze je
tedy souhrn procesi, pfi kterych rostlina ziskava diky svétlu svou vnéjs$i morfologickou
strukturu 1 vnitini anatomickou strukturu. Dokaze diky ni regulovat pohyb organel a
organt, také ontogeneticky vyvoj a vlastni metabolismus.

Mezi dal$i procesy riistu a vyvoje rostliny, které jsou regulované svétlem, se fadi
vyhnuti se stinu, pohyb chloroplasti, otevirani praducht, cirkadianni rytmus, nebo
naptiklad fototropismus (Montgomery & Lagarias, 2002).

Rast rostliny miize také probihat bez pfitomnosti svétla, ve tmé. Proces ristu
téchto rostlin se nazyva skotomorfogeneze (Dan¢k & Pavlova, 2002). MlizZeme ji typicky
pozorovat u kli¢icich rostlin €1 u rostlin, které nemaji zadny zdroj svétla. Tyto etiolované
rostliny jsou velmi bledé kvili menSimu obsahu rostlinnych barviv, pfedevSim
chlorofylu, maji kiehky delsi stonek a aktivita apikdlniho meristému je zde potlacena
(Taiz & Zeiger, 2015).

Signaly vyvolané svétlem (jeho kvalita, intenzita a smér) vnima rostlina s pomoci
fotoreceptorti. Rostlinné fotoreceptory jsou molekuly citlivé na svétlo, jez po absorpci
svételné energie tuto energii nijak neméni ani neptedavaji, zato méni svoji konformaci a
strukturu. Ziskané signaly zpracuji a informuji rostlinu o vnéj$im prostfedi. Na zékladé
schopnosti vnimat svétlo o urcité vinové délce jsou fotoreceptory rozdéleny do tii skupin
(Obr. 1) — fytochromy absorbujici cervené zateni RL (640-700 nm), dlouhovInné Cervené
zateni FR (700-740 nm) 1 ¢ast modrého spektra, kryptochromy a nedavno objevené
ZTL/FKF1/LKP2 proteiny absorbujici UV-A a modré zafeni BL (425-490 nm) a
fototropiny reagujici na modré zateni BL (Zoltowski & Imaizumi, 2014; Takemiya et al.,
2005; Russel et al., 2013). Pomérné nedavno byl také popsan receptor absorbujici UV-B
zéateni s nazvem UVRS, jez je stale pfedmétem badani (Carvalho, 2011). Mechanismus
ucinku kryptochromu je post-translacni, jelikoz naruSuje degradaci transkripéniho

aktivatoru. K degradaci dochazi v proteasomu, ktery je pfimo navazan na E3 ubiquitin
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ligdzu. Mnozstvi transkripcniho aktivatoru je tim padem vyssi, a proto je pozorovana i
vyssi exprese cilového genu. Naopak tcinek fytochromt byl pozorovan jiz pti transkripci.
Diky vazbé fytochromi na transkripéni regulator jsou signaly svétla smérovany piimo na

fotoresponzivni promotory (Quail, 2002)
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Obr. 1 Rostlinné fotoreceptory zachycujici svételné zateni. UVR8 — receptor pro UV-B zateni, PHOT — fototropiny,
CRY — kryptochromy, ZTL/FKF1/LKP2 proteiny pro modré svétlo a UV-A, PHY — fytochromy pro cervené svétlo.
Prevzato od Albrechtova et al., 2017.

Fytochromy

Prvni objevené fotoreceptory, které detekuji cervené a dlouhovinné ¢ervené zafeni jsou
fytochromy. Patii mezi regulatory kliceni semen pii plisobeni svétla (Shinomura et al.,
1994). Z chemického hlediska se fadi mezi proteiny. Fytochromy jsou pomérné velké
homodimery obsahujici polypeptidovy fetézec apoprotein o velikosti asi 120 kDa a na
néj navazany chromofor (Parks, 2003). Jedna se o linearni tetrapyrol (fytochromobilin),
ktery je ve vSech fytochromech stejny (Franklin & Quail, 2009). Tato ¢ast fytochromu je
zodpovédna za zachyceni svétla a podléha pak izomerizaci.

Buiika rostliny obsahuje dvé stabilni formy fytochromt, které jsou vzajemné
reverzibilni. Konformace se méni po absorpci svételného zafeni urcité vinové délky.
Konformace P, ktera je biologicky neaktivni, se méni po absorpci RL na konformaci Py,
ktera biologicky aktivni je. Rozdilnost konformace fytochromt je ddna jejich Zivotnosti,
ktera je u formy P; asi tyden a u formy Pg okolo hodiny a pil (Chen & Chory, 2011).
Forma Py je znovu pfeménéna na formu P: po ozéafeni infracervenym svétlem. Proces

zmény formy Prna formu Py se nazyvéa fototransformace. Jedné se o velmi rychly soubéh
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signalnich kaskadovitych biochemickych reakcei, které dohromady trvaji pouhou 1 ps.
Opacny dé&j, tedy pfeména formy P na formu Py, se nazyva fotokonverze, na jejimz konci
je forma P; znovu schopna absorbovat foton Cerveného zafeni. Pfi pfeméné nastdva
odbourdvani P a jeho Ubytek je nahrazen syntézou fytochromu de novo ve formé P..
Inaktivni forma je stald, zatimco aktivni forma se v disledku nedostatku svétla rychle
méni zpét na formu inaktivni. Tento proces je nazyvan jako temnostni reverze.

U vysSich rostlin mizeme nalézt vice nez jeden druh fytochromu. Fytochromy se
od sebe navzijem lisi slozenim apoproteinu. U Solanum Ilycopersicum L. bylo
charakterizovano pét genu: PHYA, PHYBI, PHYB2, PHYE a PHYF ko&dujicich
stejnojmenné apoproteiny a vytvarejici fytochromy phyA, phyB1, phyB2, phyE a phyF
(Hauser et al. 1995; Pratt et al. 1997). Fytochromy se dale déli do dvou skupin na zéklad¢
jejich fotostability. Fytochromy typu I jsou fotolabilni, na svétle podléhaji degradaci a
vyskytuji se v etiolovanych pletivech. Mezi tyto fytochromy fadime phyA. Fytochromy
typu II jsou fotostabilni, vyskytujici se v zelenych pletivech a fadime sem zejména phyB,
ale také jiné fytochromy (Parks, 2003). Svételné podminky maji tak velky vliv na
mnozstvi fytochromu typu I nebo typu II. Mezi nejlépe prozkoumané fytochromy patii

phyA a phyB, u kterych byla prokazana reakce 1 na BL (Taiz & Zeiger, 2015).

Fytochrom A

Fytochrom A je fotolabilni fotoreceptor reagujici na dlouhovinné cervené zareni. Jedna
informace a je tak nezastupitelny (Weller et al., 2004). Citlivost fytochromu A vi¢i FR
je dilezita pti d&ji tniku ze stinu, kdy na zkoumanou rostlinu nedopada diky vzrostlejSim
rostlindim RL, pouze je propusténo dlouhovinné Cervené zateni. To je zaregistrovano
pravé phyA a diky tomu je pozménén morfologicky vyvoj rostliny — prodlouZeni stonku
a fapiku. Rostlina tak prorista jinymi rostlinami smérem ke svétlu. Hlavni funkce phyA
nastdva pii procesu zmény skotomorfogeneze na fotomorfogenezi. V etiolovanych
rostlinach je phyA obsazen ve vétSim mnoZstvi v cytosolu ve formé P a pfedava
informace o délce zareni. V okamziku osvétleni rostliny se méni forma na Ps a phyA se
piesouva do jadra (Nagy & Schéfer, 2002). Pii pfesunu zaroven nastava i pokles hladiny
fytochromu. Ten je uskute¢nén tfemi rozdilnymi mechanismy, které probihaji
simultdnné. Prvni z mechanismt je potlaceni transkripce genu PHYA, druhy zahrnuje
degradaci mRNA phyA a tieti je ubikvitinace formy Pg a jeho nasledna degradace za

pomoci proteasomu (Debrieux & Fankhauser, 2010).
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Fytochrom B

Fytochrom B patii do skupiny fotostabilnich fotoreceptort. Exprese genu PHYB neni
zéavisla na svétle a jeho obsah v rostliné je ve tmé 1 na svétle viceméné staly. Tento
fotoreceptor detekuje RL a neni pln¢ zastupitelny ostatnimi fotoreceptory. AvSak velmi
casto byva pii reakcich doprovazen nckterymi fotoreceptory ze skupiny fotostabilnich
(Mathews, 2010). Hlavni funkce phyB nastdva pfi mechanismu vyhnuti se stinu, jelikoz
fytochrom dokaze rozpoznat pomér RL/FR. Pii pokusech byli zkoumani mutanti
s vyfazenym PHYB méné schopni vyhnout se stinu (Franklin, 2003). Déle je také phyB
velmi dulezity pii kliCeni semen a v procesu de-etiolace. Fytochrom B se stejné jako
fytochrom A vyskytuje v cytoplazmé v biologicky inaktivni formé, kdy po aktivaci

svétlem konvertuje na formu aktivni a pfemistuje se do jadra bunky.

Receptory modrého svétla

V rostlinnych bunikach se vyskytuje vice druht receptort reagujicich na modré svétlo
(BL). Jedna se o kryptochromy, fototropiny a ZTL/FKF1/LPK2 proteiny. Reakce rostlin
na BL se projevuje piedevsim jako inhibice prodluzovaciho ristu, fototropismus, posun
chloroplastii, otevirani praduchii. Modré svétlo dal reguluje rist listd a kveteni a také

genovou expresi.

Kryptochromy

Kryptochromy jsou fotoreceptory zachycujici BL a UV-A zéafeni. Dfive se védci
domnivali, ze chromofor kryptochromu ma podobu karotenoidu, avSak po zjisténi, ze
reaguje 1 na UV-A zafeni se doSlo k zavéru, Ze se jedna o latku na bazi flavinu (Hertel,
1980). Kryptochromy jsou tvofené apoproteinem a dvéma chromofory. Chromoformni
kofaktory obsahuji flavinandenindinukleotid (FAD) a methenyltetrahydrofolat (MTHEF,
také pterin). Kryptochromy vykazuji podobnost s enzymy DNA fotolyasy (PHR), které¢
se ucastni oprav DNA a funguji jako fotoreceptory u bakterii. Kryptochromy vsak funkci
pii opravé DNA nemaji. Jedna molekula kryptochromu se skldda ze dvou domén. Prvni
je N-koncova doména PHR (PHotolyase-Related) a druha C-koncova DAS (DQXVP-
acidic-STAES) doména. PHR napomahd pii dimerizaci fotoreceptoru, ktera je pro
spravnou funkci nepostradatelna. Kryptochromy se vyskytuji ve vSech pletivech rostliny
a nejvyssi exprese genu byla zaznamenana v kofenech a kvétech (Perrotta ef al., 2001).

V soucasnosti je pfedméetem badani prenos elektront u kryptochromti z flavinu na blizké
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signalni molekuly nebo na jiné ¢asti molekuly. Piepoklada se, Ze pfenos miiZze mit za

nasledek konformacéni zmény (Liu ef al., 2011).

Fototropiny

Fototropin je fotoreceptor objeveny pii studiu fototropismu. Jednd se o protein velky asi
120 kDa, ktery reaguje na BL a udava informace o umisténi zdroje svétla. Stejné jako
kryptochromy, patfi i fototropiny do rodiny flavoproteintl, avSak s kryptochromy nejsou
pfibuzné. Hlavnimi funkcemi fototropinl je otevirani kvéta pfi fototropismu, inhibice
rustu stonku a pohyb chloroplastii. Molekula fototropinu je slozena ze dvou domén. Prvni
znich je N-koncovd doména, ktera obsahuje dvé totozné LOV sekvence
(light/oxygen/voltage). Tato doména ve tm¢ interaguje s flavinmononukleotidem (FMN)
za vzniku nekovalentni vazby, ktera se pii pisobeni BL méni na kovalentni. Druhou
doménou na C-konci je STK doména (serin/threonin kinasa). Fototropiny se na rozdil od
fytochromti a kryptochromti nachazeji v cytoplasmatick¢é membrané a odtud po ozéteni

BL putuji do cytoplasmy (Christie et al., 2015).
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AKkvaporiny

V roce 1988 se britsky védec Petr Agre snazil neuspéSné nalézt specifické rostlinné
bilkoviny. Misto nich si pfipsal jiny objev, a to kanaly propoustéjici vodu pfes membrany,
které¢ byly pozdéji oznaceny jako akvaporiny (AQPs). Objev, ktery Agreovi pfinesl
Nobelovu cenu, potvrdil myslenku, Ze musi existovat 1 jiny mechanismus na rozvod vody
nez jen prostd difize, tedy samovolné¢ pronikani molekul vody po spadu
elektrochemického gradientu.

Akvaporiny jsou transmembranové kanaly bilkovinné povahy. Prvni odhady byly,
ze dokazou transportovat pouze molekuly vody, proto dostali jejich nazev z anglického
Aquaporins. Pozdé&ji se zjistilo, ze zajistuji transport nejen vody, ale 1 plynil a jinych
malych neutrdlnich molekul, mezi které naptiklad fadime oxid uhli¢ity, peroxid vodiku
nebo glycerol (Tyerman et al., 2002).

Razné druhy akvaporinti se od sebe navzajem rozliSuji podle funkce, vyskytu a
struktury a jednotlivé druhy miizeme nalézt v libovolnych poctech v membranéach vSech
organismil az na termofilni archeu a intraceluldrni bakterie, které se fadi mezi vyjimky
(Abascal et al., 2014).

Pocet akvaporintl je zavisly na druhu, stafi, tkanich a typu organismu. Exprese je
z velké cCasti ovlivnéna 1 vnéj§Simi stresovymi podminkami (Tyerman et al., 2002).
Akvaporiny patti do rodiny proteint nesouci nazev MIP (Major Intrinsic Protein). Jejich
velikost se udavd mezi 25-35 kDa. Rostlinné akvaporiny jsou umistény v
cytoplazmatické membrané a v membrané vakuoly, tj. v tonoplastu. Prochazeji skrze

celou membranu, kde vytvareji pory umoziujici prichod molekul (Obr. 2).

Water
channel

— Cell membrane

Obr. 2 Umisténi akvaporinu ve dvojvrstvé fosfolipida cytoplazmatické membrany, zdroj:

http://ihc2015.info/skin/aquaporin-definition-biology.akp
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V soucasné dobé je znamo 13 druhti akvaporini vyskytujicich se u Zivo€icht, v¢. clovéka
a 35 druhit rostlinnych akvaporini. K nalezeni rostlinnych AQPs dopomohlo

osekvenovani kompletniho genomu Arabidopsis thaliana.

Struktura

Struktura AQPs je mezi ostatnimi proteiny naprosto unikdtni. Akvaporin je sloZen z
proteinovych podjednotek, z cehoz kazda tvori samostatny kandl. Podjednotka je tvofena

Sesti spirdlami, a-helixy, které prochédzeji skrze membréanu (Obr. 3).

Obr. 3 Schematicka struktura podjednotky akvaporinu s 6 o-helixy,

zdroj:https://www.letstalkacademy.com/publication/read/aquaporins-across-cell-membrane

Helixy jsou spojeny smyckami, z nichZ dvé jsou intraceluldrni (B a D) a tfi
extracelularni (A, C a E). Konce spirdl sméfuji v kazdém ptipadé dovnitf burky, do
cytosolu. N-termindlni konec obsahuje NH, funk¢ni skupinu, C-termindlni konec je
zastoupen COOH skupinou (Murata et al., 2000). Smycky B a E se nachdzeji uvnitf
fosfolipidové dvojvrstvy, kde vytvéreji kratké o-helixy hydrofobniho charakteru. Na
tomto misté se nachdzi kandl jako takovy. Spirdly prochdzejici skrze celou membréanu se
oznacuji ¢islicemi 1-6 a smycky, které spirdly spojuji, se oznaCuji pismeny A-E (Obr. 2).
Nedilnou soucésti kazdého akvaporinu jsou specifické skupiny aminokyselin. Smycky B
a E obsahuji NPA boxy (sekvence aminokyselin asparagin-prolin-alanin), které se
nachdzeji uvnitif membrany. Dalsi dilezitou skupinou je histidinovy zbytek nachazejici
se v D smycce u PIP proteint (viz dalsi kapitola), ktery je zcela zdsadni pro vniméani pH
uvnitt bunky. Naprosto zdsadni skupinou jsou serinové zbytky, obvykle jeden az dva,

které reguluji prichod molekul akvaporinem, respektive reguluji jeho otevienost a
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zavienost. Na tomto misté probiha také reverzibilni fosforylace, ktera reguluje zminéné

otevieni a zavieni (Luu & Maurel, 2005).

Rozdéleni

Akvaporiny lze rozd€lit na zakladé jejich umisténi v buiice do Ctyt zakladnich rodin: PIP,
TIP, NIP a SIP. Prvni dvé zminéné jsou si nejvice podobné a vyskytuji se v membranach
bunky. PIP (Plasma membrane Intrinsic Proteins) jsou proteiny nachazejici se
v plazmatické membrané. Naopak TIP (Tonoplast Intrinsic Proteins) jsou proteiny
s vyskytem v membrané vakuol. NIP (Nodulin-26-like intrinsic proteins) jsou akvaporiny
vyskytujici se pouze u bobovitych rostlin, konkrétnéji v peribakteroidnich membranach
hlizek, kde zprosttedkovavaji poutani vzdusného dusiku. Nejmladsi rodinou akvaporint
jsou SIP (Small Intrinsic Proteins), z jejichZz ndzvu je patrné, Ze se jednd o akvaporiny
malé velikosti (Chaumont ef al.,2001).

Konkrétni skupiny jsou podrobné&ji charakterizovany nize.

PIP — Plasma membrane intrinsic proteins

Akvaporiny pattici do skupiny PIP proteint vytvareji nejpocetnéjsi skupinu. Vyskytuji
se v plazmatické membrané rostlinnych bunék. Nejvice PIP proteinit bylo nalezeno
v husenicku a kukufici.

Jejich vyskyt neni omezeny pouze jen na urcitou ¢ast rostliny, ale je mozné nalézt
je jak v podzemnich, tak 1 nadzemnich castech rostliny. V kazdé €asti rostliny maji
rozdilnou funkci. Pro akvaporiny, vyskytujici se v bunkach kofene, je stézejni funkci
transport vody, zatimco akvaporiny, které nalezneme v bunikidch listd, uskuteciiuji
transport jinych malych molekul a plynti (Kaldenhoff & Fisher, 2006).

PIP proteiny se dale déli na dvé fylogenetické skupiny liSici se zejména v délce
N- a C- konct. S tim souvisi 1 rozdilna schopnost skupin transportu vody. Akvaporiny

skupiny PIP1 propoustéji vodu daleko méné v porovnani s akvaporiny skupiny PIP2.

TIP — Tonoplast intrinsic proteins

Akvaporiny s oznacenim TIP nalezi membrané vakuoly, tedy tonoplastu. Vakuola je
obecné zndma jako bunéfna organela s velmi variabilnimi funkcemi, mezi které patii
naptiklad ukladani a degradace latek nebo regulace turgoru. Vakuola fidi osmoregulaci
buniky a je proto nesmirné dualezité, aby byl transport vody pfisné fizen. TIP akvaporiny

usmériuji nejen transport vody, ale také glycerolu a mocoviny. Jako prvni byla tato
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vlastnost akvaporinl pozorovana u rostliny Nicotiana tabacum (Gerbeau et al., 1999),

pozdéji 1 u husenicku (Liu ef al., 2003).

NIP — Nodulin-26-like intrinsic proteins

NIP proteiny jsou mala skupina akvaporinti, kterda ma u Arabidopsis devét Clenl. Prvni
nalezeny Clen se oznacuje jako nodulin26, a byl nalezen u s¢ji. Stejn¢ jako u TIP
akvaporiny, neni jejich jedinou funkci transport vody, ale i rozvod jinych molekul.
Teémito molekulami jsou kuptikladu NH3, glycerol a jiné ve vod¢ rozpustné latky. Hlavni
funkci téchto akvaporinii je poutani vzdus$ného dusiku. Vyskytuji se totiz v misté
kotenovych hlizek rostliny, kde probihd symbidza s bakteriemi, které fixuji vzdusSny
dusik.

Existuji dvé podskupiny NIP akvaporinti. Prvni z nich jsou NIP1, které se svoji
strukturou téméf shoduji prvnimu NIP akvaporinu nodulinu26 a Ize je také nazyvat jako
akvaglycerolporiny. Spolecnym znakem pro ¢leny skupiny je lokalizace mista, kde
probiha fosforylace. V tomto piipad¢ je to na karboxylovém konci proteinu (Weaver &
Roberts, 1992). NIP2 se strukturné 1181 od NIP1. Nejvétsi rozdil spociva v lokalizaci mista

fosforylace, které je u této skupiny stalé.

SIP — Small intrinsic proteins

Spoleénym znakem SIP proteint je jejich velikost. Oproti ostatnim akvaporiniim jsou
velmi malé zejména kvili krat$i N-termindlni oblasti. Nejvetsi vyskyt SIP proteinti je na
povrchu endoplazmatického retikula a nejméné v tonoplastu a plazmatické membrang.
Obecné je v buiice rostliny mnozstvi akvaporini mnohem mensi nez jinych druht. O SIP

proteinech je v této dobé€ stale malo informaci a jsou pfedmétem badani.

Regulace

Zatimco struktura akvaporinli je jiz prozkoumanou oblasti, jejich regulace se
v poslednich letech dostava do popiedi zdjmu vrcholnych védcii. Regulace exprese a
aktivity akvaporinl je velmi riznorodd vzhledem k jejich rozmanitosti. Rozvod vody
pomoci AQPs je regulovanou zalezitosti, rostlina diky nim dokaze reagovat na jemné
zmény v okoli, které mohou byt béhem urcité faze rostlinného zivotniho cyklu zcela
klicové.

Zména v expresi gent kodujicich akvaporiny vede ke zméné jejich poctu v bunice.

Meéni se pocet transportnich mist, a tudiz 1 transportni potencial bunék. Zmény v expresi
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nastavaji ptredevsim pii diferenciaci a starnuti bunék, ale také pti reakcich bun¢k na vnéjsi
prostiedi. DalSim zpiisobem regulace je zména aktivity akvaporini. K té dochdzi
pfedevsim pii odpovédich na zmény vnéjSiho prostiedi, naptiklad pii reakcich na stres.

Hlavnimi mechanismy, které reguluji akvaporiny jsou post-translatni modifikace,
mezi které fadime fosforylaci zprosttedkovanou kindzami, defosforylaci
zprostiedkovanou fosfatdzami a heterodimerizaci. Mezi dal§i mechanismy patii naptiklad
vliv pH, plisobeni sucha, tlaku, ¢i jinych stresovych faktorti a koncentrace dvojmocnych
kationtlh vné€ bunky. Pfi téchto procesech se méni struktura bunéénych proteint piimou
cestou nebo nepiimo pies specifické reakce.

NejcastéjSim a nejbeznéjSim zplisobem regulace aktivity je zminénd fosforylace.
Kinazy, které fosforylaci zprosttedkovavaji, reaguji na zmény ptichazejici z vnéjs$iho
okoli. K nim Ize zatadit plisobeni patogentl, rostlinnych hormond, svétla a stresu ze sucha
(Chaumont et al., 2005). Mechanismus fosforylace zodpovédné za regulaci aktivity byl
zkouman pomoci funkéni analyzy, konkrétn€ byla studovdna N- a C- terminalni oblast
serinovych zbytkli akvaporinii u s6ji, Spenatu a fazolu. Diky zjisténi molekularni
struktury akvaporinu SoPIP2-1 Spenatu bylo objeveno, ze D-smycka interaguje s N-
koncem bilkoviny, a v tomto misté vznikd uzavér kanalu (Maurel et al., 2007).

Dale byl zkouman 1 vliv pH a dvojmocnych kationtti. Bylo zjiSténo, Ze aktivita
akvaporinil zavisi na pH uvnitf bunky (respektive vezikuly). Z konkrétniho zjisténi
vyplyvalo, ze nizké pH snizuje jejich aktivitu. V téze studii byl také uveden vliv
barnatych a vapenatych iont. Vysledky ukazovaly mozny vliv dvojmocnych iontli na
fosforylaci a také jejich pfimou vazbu na akvaporiny. ZvySena koncentrace barnatych a
vapenatych iontll zvySovala inhibici aktivity akvaporini. U vdpenatych iontl vice nez u

barnatych (Alleva et al., 2006).

Mechanismus inhibice aktivity akvaporinu vlivem HgCl,

Pti studiu vlastnosti akvaporinl se zkoumala a nadale zkouma také selektivni inhibice
jejich aktivity. V dne$ni dobé€ je jiz znamo, ze slouceniny rtuti reverzibiln¢ inhibuji
transport vody uskutecnény akvaporiny. Rtutnaté ionty reaguji se sulthydrylovymi
skupinami (SH) akvaporinli, coz zpusobi jejich uzavieni. Tento d¢j je nejvice
pozorovatelny u membran bunék vyskytujicich se v kofenové Casti rostliny (Carvajal et
al., 1996) a je vSeobecné u vSech bun¢k vysSich rostlin (Niemetz & Tyerman, 1997).
Spole¢nym znakem vSech MIP proteint jsou NPA boxy, které jsou pevné zakotveny ve

smyckach akvaporint. Pfed témito boxy se nachdzi zbytek aminokyseliny cysteinu.
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Pomoci fizené mutageneze bylo zjisténo, ze je tento usek zodpovédny za citlivost
akvaporinti na rtut’. Pokud byl cysteinovy zbytek nahrazen zbytkem jiné aminokyseliny,
napiiklad serinovym, akvaporin pfestal vykazovat citlivost vici rtuti (Daniels et al.,
1994). Pouziti HgCl> zapficinuje depolarizaci cytoplazmatické membrany bunék a
ovliviiuje fyziologii bun¢k (Martre et al., 2002), coz je jeden z diivodd, proc jsou studia
mechanismu inhibice aktivity akvaporind, zpisobené HgCly, stale aktudlni. Pii dalSich
experimentech bylo zjiSténo, ze semena Arabidopsis, ktera byla oSetfena HgCly, kli¢ila
pomaleji nez semena kontrolni. Také se doSlo k zavéru, ze tyto ucinky byly zpiisobeny
pravé specifickym navazanim HgCl, na akvaporin a nedoSlo zde k nespecifickym
toxickym w€inkiim HgCly. Poslednim vysledkem vyzkumu bylo prok4zani plsobeni

HgCl, az ve fazi 11 a III kliceni semene (Vander Williegen et al., 2006).
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Material a metody

Rostlinny material

Pti pokusech se pracovalo se semeny Solanum Ilycopersicum L. tfi riznych kultivara a
s jejich recesivnimi mutanty. Prvnim z nich byl mutant #7i/, jez je odvozeny od kultivaru
cv. GT. Tento mutant je deficientni ve fytochromu phyB1 (van Tuinen et al., 1995).
Dal$im mutantem odvozenym od kultivaru cv. Money Maker byl fril, ktery je deficientni
ve fytochromu phyA (Kerckhoff et a/., 1997). Poslednim pouzitym mutantem byl mutant
hp. Tento mutant odvozeny od kultivaru cv. Rutgers; LA3004 (Kendrick et al., 1997) je
mutovan v genu SIDDBI, ktery koduje protein DDB1 (UV-Demaged DNA-binding
proteinl) a vykazuje zesilené fytochromové reakce a zesileny fototropismus (Srinivas et
al., 2004, Yuxiang et al., 2016)

Pracovni postupy

Piiprava kultiva¢niho média

Ve vSech pokusech bylo pouZzito kultivacni MS médium (Murashige and Skoog, 1962),
které bylo ptipraveno uvedenym zpiisobem: Do Erlenmayerovy banky o objemu 3 1 se
odméfil 1 1 destilované vody, do které se ptidalo navazenych 20 g sacharozy (Cat. no
40135-AP0, Lachner) a na elektromagnetické michacce se nechal obsah banky rozmichat.
Za stalého michani bylo do roztoku ptidano 8,6 g MS média (Cat. no. M5524, Caisson,
USA; Murashige and Skoog, 1962) a 0,3904 g pufru MES (Morpholinoethane sulfonic
acid; kat. ¢. 29834.04, Serva). Nasledné byl doplnén objem na 2 1 destilovanou vodou.
Pro dosazeni pH 6,1 byl do roztoku postupné piidavan 1M KOH.

Takto pfipraveny roztok byl rozdélen po 400 ml do péti 500 ml termoléhvi. Kazda
termolahev jiz obsahovala 2,8 g agaru (Cat. no. P1003, Duchefa Biochemie). Médium
bylo poté sterilizovano autokldvovanim. Proces autokldvovani zpiisobi zménu pH
kultivaéniho média na pfibliznych 5,7. Kultivaéni médium se pfed samotnym pouZitim
postupné nechalo rozehfat v mikrovinné troubé a bylo do nég piiddno pozadované
mnozstvi HgCly (zés. roztok 102 mol/l). Tato prace jiz probihala za sterilnich podminek

v laminarnim boxu.
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Koncentrace HgCl, v MS médiu

Kultivaéni média pro vysev semen se liSila pouze v koncentraci pouzitého inhibitoru
HgCl,. Koneéné koncentrace HgCl, v médiu byly 0; 20; 30; 40 a 45 umol/l a pro ptipravu
MS médii s ptidavkem HgCls byl vyuZzivan jeho zasobni roztok o koncentraci 10 M.
Mnozstvi napipetovaného HgCl, do 120 ml média je uvedeno v nasledujici tabulce
(Tab.1).

Tab 1: Koncentrace HgCl, ve 120 ml média a odpovidajici objem zasobniho roztoku

Koncentrace v médiu (umol/l) 0 20 30 40 45

Objem zasobniho roztoku (ul) 0 240 360 480 540

Sterilni vysev semen

Pro jeden pokus bylo potifeba cca 360 semen od kazdého genotypu (mutant a jemu
prislusny WT). Po napocitani byla semena zvlast' presypana do popsanych 50 ml
plastovych zkumavek. Poté k nim bylo pfidano 40 ml 3% roztoku Sava (60 ml Sava + 40
ml destilované vody) pro povrchovou sterilizaci. Sterilizace probihala po dobu 30 minut
a pro zvySeni U€innosti byla zkumavka nékolikrat protiepana. Po 30 min bylo Savo odsato
a seminka byla promyta pétkrat aZz Sestkrat sterilni destilovanou vodou.

Veskera nasledujici prace probihala jiz ve flowboxu. Bylo pfipraveno potfebnych
24 kulatych sterilnich plastovych Petriho misek (primér 90 mm), které byly fadné
popsany. Na kazdé Petriho misce byl zaznamendn udaj o koncentraci HgCl
v kultivaénim médiu, o typu semene (WT nebo mutant) a o prosttedi kliceni (BL, RL, D).

Déle bylo 120 ml rozehiatého a vychladlého média s pfedem vypocitanym
mnozstvim HgCl, rozdéleno vzdy do Sesti Petriho misek, tzn. v kazdé Petriho misce bylo
20 ml média. Postup byl opakovan 4-5x, v zavislosti na tom, kolik bylo testovanych
koncentraci, vZdy s jinym objemem HgCl> (viz. Tab. 1). Kontrolni médium oznacené
¢islici 0 neobsahovalo roztok HgCls.

Samotné vysazovani probihalo na ztuhlé médium vzdy po tficeti seminkach do
pravidelného Ctverce na jedné Petriho misce. Semena byla vysazovdna pomoci pinzety
sterilizované v 96% ethanolu a oZehlé nad plamenem. Petriho misky s vysetymi seminky
byly fadné€ oblepeny paskou z netkané textilie (Urgopore nebo Softpore) a vertikalné

uloZzeny do stojanki a umistény do rastovych komor (Microclima 1000; Snijders
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Scientific B.V., The Netherlands) s modrym (BL) nebo ¢ervenym svétlem (RL). Zdroj
modrého svétla byly trubice Philips TLP-36 W/18-Blue (Philips, USA) - maximalni
ozéaienosti 10 pmol m™ s pii 440 nm a zdrojem Cerveného svétla byly trubice Philips
TLD-36 W/15-Red (Philips, USA) — maximalni ozafeni 10 umol m2s™! pti 660 nm. Sada
Petriho misek urc¢end pro kliceni ve tmé (D) byla zabalena do alobalu a uloZzena taktéz do

rustové komory. Kultivace semen probihala po dobu 7 dnt.

Vyhodnocovani kli¢ivosti semen

Zaznamenavani kli¢ivosti semen probihalo od 3. dne po vysevu denné. Se
zaznamenavanim se zacalo tfeti den aZ proto, ze v pouzZitych experimentalnich
podminkach zacala semena ve zminovany den kli¢it. Experiment s danym mutantem a
jeho kultivarem byl opakovan 3-5x a z kazdého experimentu byla kli¢ivost po sedmi
dnech od vysevu vyjadiena v procentech. Nasledné byly z téchto hodnost vypocitany
prumérné hodnoty. Vysledkem vyhodnocovani potom byly grafy zavislosti klicivosti (%)
na koncentraci inhibitoru HgCl, a svételnych podminkach. Zpracovani vysledk bylo

provedeno v programu Microsoft Excel:mac?!!,
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Vysledky

Jednim z cilt této bakalatské prace bylo zjistit, zda akvaporiny hraji tlohu pii procesu
kli¢eni semen. Pro dosazeni tohoto cile byl zvolen farmakologicky ptistup, ktery spocival
v pouziti inhibitoru akvaporinit HgCl.. Bylo sledovano, jak zablokovani akvaporini
ovliviiuje kliceni semen. Vliv inhibitoru byl studovan ve tmé¢, pii pisobeni modrého a
cerveného svétla proto, aby se zjistilo, jestli svétlo mize ovliviiovat aktivitu kanalt
citlivych k blokaci vlivem HgCly, coz byl dalsi cil této prace. Genetickym ptistupem, tedy
pouzitim mutantii rajCete s defekty ve fytochromech, bylo vySetfovano, prosttednictvim
kterych fotoreceptorii svétlo citlivost k HgCl> ovliviiuje. VeSkeré experimenty byly
provadeény in vitro s ptidavkem HgCl, o zvolené koncentraci (0, 20, 30, 40, 45 uM) za
pusobeni danych svételnych podminek — D, BL, RL.

Pisobeni svételnych podminek a HgCl; na kli¢eni semen mutanta tril

Pti experimentu byl sledovan vliv svételnych podminek a HgCl, na kli¢eni recesivniho
mutanta #ril, ktery je deficientni ve fytochromu phyB1, a na kliceni odpovidajiciho

kultivaru cv. GT.
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Obr. 4: Maximalni kli¢ivost semen S. lycopersicum L. cv. GT v zavislosti na koncentraci inhibitoru akvaporintt HgCl,
a svételnych podminkach 7. den po vysevu + SE vypocitané ze 7 nezavislych experimentti.

Z Obr. 4 je mozn¢ vycist vysledky maximalni klicivosti semen rajcete cv. GT ve tmé, pti
ptusobeni BL a RL a zaroven pii pisobeni inhibitoru akvaporintt HgClo. Nejvyssi klic¢ivost
semen byla zaznamendna ve tmé&, nizsi pfi pisobeni BL 1 RL. Dale je z grafu patrné, Ze

se zvysujici se koncentraci HgCl, se snizuje klicivost semen. Ve tmé doSlo zhruba k 50%
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inhibici kliceni semen pii koncentraci 40 uM HgCl. Pokud byla semena vystavena

pusobeni BL a RL, byla inhibice o dalSich asi 25 % vySsi.
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Obr. 5: Maximalni kli¢ivost semen S. lycopersicum L. mutanta 7i] v zavislosti na koncentraci inhibitoru akvaporint
HgCl, a svételnych podminkach 7. den po vysevu £ SE vypocitané ze 7 nezavislych experimentt.

Vysledky Obrazku 5 ukazuji maximalni kli¢ivost semen mutanta i/ pii pusobeni
rozdilnych svételnych podminek a danych koncentraci HgCl,. Lze pozorovat vyraznou
variabilitu v kli¢eni semen. Nejvyssi kli¢ivost semen na zdkladnim MS médiu byla
zaznamenana ve tmé, na BL a RL byla kli¢ivost néco nizsi. Podobné jako u cv. GT,

kli¢ivost semen se prudce sniZovala se zvySujici se koncentraci HgCl.
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Obr. 6: Porovnani inhibice kli¢ivosti semen S. lycopersicum L. cv. GT a mutanta tri]/ v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 30 uM HgCl, 7. den po vysevu.
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Obr. 6 porovnava hodnoty maximalni inhibice kliceni semen WT (cv. GT) a od né&j
odvozeného mutanta #ril pti pouzité koncentraci 30 uM HgCl a vSech svételnych
podminkach. Semena WT byla nejvice citlivd k HgCl, pii ptisobeni ¢erveného svétla,
mén¢ pak pfi modrém svétle a nejméné ve tmé. Naopak kli¢eni semen mutanta i/ bylo
nejvice inhibovano ve tmé (a vyrazné vice nez u cv. GT), podobné na modrém svétle a
vyrazn¢ nejméné na ¢erveném, kde byla inhibice klic¢ivosti semen #i/ opét mnohem nizsi
nez u cv. GT. Jind situace nastava na Obrazku 7, kde pfii koncentraci 40 uM HgCl je
kliceni mutanta #i/ nejvice inhibovano pii piisobeni BL. Semena WT vykazuji stejny
trend jako na Obrazku 6, tedy takovy, ze modré i Cervené svétlo zvySuji citlivost kliceni

semen k HgCl vice nez kli¢eni semen ve tmé.
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Obr. 7: Porovnani inhibice kli¢ivosti semen S. lycopersicum L. cv. GT a mutanta tri] v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 40 uM HgCl, 7. den po vysevu.

Na Obr. 8 je patrna zvySena inhibice kliceni pti plisobeni BL a koncentraci 45 pM HgCl»
u WT. Stejné jako na Obrazku 7, tak 1 na Obrazku 8, je vidét, Ze nejvyssi inhibice kli¢eni

semen mutanta #7i/ ve tm¢, mensi pak na modrém svétle a nejmensi na Cerveném svétle.
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Obr. 8: Porovnani inhibice kli¢ivosti semen S. lycopersicum L. cv. GT a mutanta il v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 45 uM HgCl, 7. den po vysevu.

Pisobeni svételnych podminek a HgCl; na kli¢eni semen mutanta fiil

Pfi experimentu byl sledovan vliv svételnych podminek a inhibitoru akvaporini HgCl,
na kliceni semen S. lycopersicum L. WT (cv. MM) a od né&j odvozené¢ho mutanta fril,

ktery je deficientni ve fytochromu phyA.
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Obr. 9: Maximalni klic¢ivost semen S. /ycopersicum L. cv. MM v zavislosti na koncentraci inhibitoru akvaporini HgCl,
a svételnych podminkach 7. den po vysevu + SE vypocitané ze 4 nezavislych experimentti.

Obr. 9 zobrazuje vliv svételnych podminek a mnozstvi HgClx na kli¢eni semen rajcete cv.

MM. Nejvyssi klicivost semen byla pozorovana pii kli¢eni ve tmé. Modré 1 Cervené svétlo
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kliceni mirn€ inhibovalo. Inhibitor akvaporinti HgCl kli¢eni vyrazné inhiboval. Nejvétsi
rozdil v kli¢ivosti byl zaznamenan pti koncentraci 20 uM HgCl; u semen kli¢icich ve tmé
(60 %) a u semen klicenych pod ¢ervenym svétlem (18 %). Se zvySujici se koncentraci
HgCl> dochazelo k umérnému snizovani kliivosti semen ve vSech svételnych
podminkach a rozdil v kli¢ivosti za rozdilnych svételnych podminek byl s nartistem

koncentrace stale mensSi.
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Obr. 10: Maximalni kli¢ivost semen S. lycopersicum L. mutanta fril v zavislosti na koncentraci inhibitoru akvaporint
HgCl, a svételnych podminkach 7. den po vysevu £ SE vypocitané z nezavislych experimentu.

Kli¢ivost mutanta fri/ zndzornéna na Obr. 10 byla vSech piipadech vyssi nez kli¢ivost
WT uvedend na Obr. 9. Pti koncentraci 40 uM HgCl, byla kli¢ivost semen fri/ ve tmé 3x
vys$i nez u WT, pii plisobeni BL a RL 5x vyssi. Opét 1ze pozorovat trend zvySujici se
koncentrace HgCl> a zaroven snizujici se kli¢ivost semen a také, Ze citlivost semen

k HgCl je nejnizsi ve tmé.
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Obr. 11: Porovnani inhibice klicivosti semen S. lycopersicum L. cv. MM a mutanta fril v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 20 uM HgCl, 7. den po vysevu.

Na zéklad¢ vysledki ukazanych na Obr. 11 Ize konstatovat, Ze semena WT byla mnohem
vice citlivéjsi k HgCl, nez semena mutanta, a to za vSech testovanych svételnych
podminek. Nejvétsi rozdil je viditelny pifi kliceni semen ve tm&. Déle je patrné, ze

koncentrace 20 uM HgCl» neméla Zadny vliv na kli¢ivost semen mutanta fri/.
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Obr. 12: Porovnani inhibice klicivosti semen S. lycopersicum L. cv. MM a mutanta fril v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 30 uM HgCl, 7. den po vysevu.
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Obr. 13: Porovnani inhibice klic¢ivosti semen S. lycopersicum L. cv. MM a mutanta fril v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 40 uM HgCl, 7. den po vysevu.

I pti pouziti vysSich koncentraci HgCl> (30 uM a 40 uM) byla semena WT citlivejsi
k HgCl,. Nejvyssi inhibice je zaznamendna pii pusobeni BL, poté pfi RL a nejméné ve
tmé&. Stejny trend nasleduji i semena mutanta, avSak s nizSimi hodnotami inhibice kli¢eni

(Obr. 12 a 13)
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Pusobeni svételnych podminek a HgCl; na kliceni semen mutanta Ap

V experimentu byl sledovan vliv svételnych podminek a inhibitoru akvaporintt HgCl, na
kli¢eni semen rajcete cv. Rutgers (Rut) a jeho recesivniho mutanta /p, ktery vykazuje

zesilené fytochromové reakce.
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Obr. 14 Maximalni kli¢ivost semen S. lycopersicum L. cv. Rut v zavislosti na koncentraci inhibitoru akvaporint HgCl,

a svételnych podminkach 7. den po vysevu £ SE vypocitané z 5 nezavislych experimenta.
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Obr. 15: Maximalni kli¢ivost semen S. lycopersicum L. mutanta /p v zavislosti na koncentraci inhibitoru akvaporintt
HgCl, a svételnych podminkach 7. den po vysevu £ SE vypocitané z 5 nezavislych experimenta.

Obr. 14 a 15 ukazuji maximalni kli¢ivost semen WT a mutanta sp v zavislosti na
svételnych podminkach a mnozstvi HgCl. Nejvyssi klicivosti semen WT na zakladnim
médiu bylo dosazeno ve tmé&, nejnizsi pii ptisobeni BL a RL (Obr. 14). U mutanta /p byla

maximalni kli¢ivost semen pii absenci HgCl, ve tmé, na BL a RL podobna (Obr. 15). Z
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obou grafii 1ze vidét, Ze ¢im vyssi je koncentrace HgClo, tim nizsi je kli¢ivost semen, a to
za vSech svételnych podminek. Rozdil v kli¢ivosti ve tmé u cv. Rut a mutanta sp pfi
koncentraci 45 uM HgCl, je dvojnasobny — mutant dosédhl hodnoty nad 40 %, WT pouze
20 %. Klicivosti semen WT ve tmé a pti pusobeni BL ¢i RL byly zifeteln¢ mensi nez u
mutanta /p, kde rozdil pti nejvyssi pouzité koncentraci HgCl, ve tmé a na svétle je mezi
20 - 30 %.

Koncentrace HgCl, - 30 uM

100
90
80
70
60

50
40 H cv. Rut
30
20 hp
N
0
BL RL

D

Inhibice (%)

Svételné podminky

Obr. 16: Porovnani inhibice kli¢ivosti semen S. /ycopersicum L. cv. Rut a mutanta Ap v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 30 uM HgCl, 7. den po vysevu.
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Obr. 17: Porovnani inhibice kli¢ivosti semen S. /ycopersicum L. cv. Rut a mutanta Ap v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 40 uM HgCl, 7. den po vysevu.
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Na Obr. 16 lze vidét skokovy rozdil inhibice kli¢eni semen mutanta #p ve tmé a na
modrém svétle pii stejné koncentraci HgCl,. U vysledka v Obr. 16, 17 a 18 plati, ze se
zvySujici se koncentraci inhibitoru je potlaceni kliceni vyssi u WT 1 mutanta. Lze vidét,
7e semena mutanta /p jsou ve tm¢ mén¢ citlivda k HgClr neZ semena cv. Rutgers. Na BL
se naopak zd4, Ze semena /p jsou k inhibi¢nimu u¢inku HgCI2 citlivéjsi neZ semene cv.

Rutgers. Na ¢erveném svétle neni v citlivosti semen /p a cv. Rutgers k HgCl» vyrazngjsi

rozdil.
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Obr 18: Porovnani inhibice klicivosti semen S. lycopersicum L. cv. Rut a mutanta hp v zavislosti na svételnych
podminkach a pii koncentraci 30 uM HgCl, 7. den po vysevu.
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Diskuze

V praktické casti predlozené bakalaiské prace byl studovan vliv svételnych podminek a
HgCly na kliceni semen tii riznych kultivarti rajéete a jejich recesivnich mutanti
s mutacemi ve fytochromech. Byla pouZita semena mutantQ #i/, fril a hp a také jejich
nemutované verze, které slouzily k porovnani vysledkil. Kliceni semen probihalo pfi
rozdilnych svételnych podminkéch, konktrétn€ ve tm¢, na modrém, anebo na ¢erveném
svétle s predem danym mnozstvim HgCl, jakozto zndmym a pouzivanym inhibitorem
akvaporinil (Kjellbom et al., 1999), v kultivaénim médiu. Pii vyhodnocovani vysledk
byla sledovana maximalni kli¢ivost semen a mira inhibice v zavislosti na pouZzité
koncentraci HgCl, a zminénych svételnych podminkéch.

Vysledky bakaléatské prace ukazuji, Ze semena vSech pouzitych kultivart rajcete
kli¢i nejlépe ve tmé. Tento jev je vysvétlovan tim, Ze semena rajCete obsahuji v
fytochromy ve formé& Ps (Appenroth et al., 2006).

U vSech kultivart bylo pozorovano, Ze svétlo, pfedevsim modré, snizovalo kli¢eni
semen rajcete. Dlivodem by mohla byt pravé svétlem o dané vlnové délce potlacena
exprese genil kodujicich proteiny zodpovédné za kliceni semen, ¢i jejich inaktivace. Je
také mozné, Ze svétlo ovliviiuje hladiny hormonti dileZitych v procesu kliceni, ABA a
giberelini. Nedavno bylo napfiiklad zjisténo, Ze na modrém svétle je béhem inkubace
semen ve vhodnych podminkéch katabolismus ABA pomalejsi nez ve tmé (Pokorna et
al. 2018).

Provedené experimenty dale ukazaly, Ze u vSech testovanych genotypt je kliceni
semen rajcete inhibovano vlivem HgCl, v kultivaénim médiu. Z toho plyne zavér, Ze ve
vSech svételnych podminkdch jsou akvaporiny citlivé k HgCl nezbytné pro kliceni
semen rajcete. Pfi srovnani u€inklit HgCl, na kli¢eni semen jednotlivych mutantl byly
zjistény nasledujici skutecnosti. Ve tmé byla citlivost kliceni semen mutanta tril
k inhibitoru HgCl> vy$$i neZ u cv. GT. To znamena, Ze ve tmé funkéni PhyB1 sniZoval
citlivost semen k HgClo. Modré i1 Cervené svétlo vyrazné zvySovalo citlivost kli¢eni
semen k HgCl> u WT. U mutanta t7i/ nebyl tento trend na modrém svétle zcela zietelny
a jednoznacny, zatimco na Cerveném svétle ke zvySovani citlivosti semen k HgCl
nedochézelo. Na zakladé téchto vysledkil 1ze konstatovat, Ze zvySeni citlivosti semen
raj¢ete k HgCl2 vlivem cervené¢ho svétla (a pravdépodobné i1 modrého) muize byt
zprostiedkovano fotoreceptorem PhyB1. Fakt, Ze ve tm¢ je citlivost semen rajCete

k HgCl, mensi nez na modrém a Cerveném svétle, mize byt vysvétlen napf. tim, ze svétlo

34



muze snizovat mnozstvi HgCl-citlivych akvaporinii. Je také mozné, Ze svétlo miize
n¢jakym zptisobem zvySovat citlivost akvaporini k HgClo.

Vysledky experimentii s mutantem fri/ byly jednoznacné. Ve vSech svételnych
podminkach bylo zji§téno, ze semena mutanta fi/ byla méné citliva k inhibi¢nimu u¢inku
HgClo. WT. Na zéakladé téchto vysledka lze vyvodit zavér, Zze za vSech testovanych
svételnych podminek funkéni PhyA zvysSuje citlivost kliceni semen rajcete k HgCl.

Posledni experimenty byly provadény s mutantem rajcete hp, ktery vykazuje
zesilené fytochromové reakce a zesileny fototropismus. Jako kontrolni rostlina zde
slouzila nemutovand verze cv. Rutgers. Ve tm¢ byla citlivost semen mutanta 4p k HgCl
mnohem niz§i nez citlivost semen cv. Rutgers. OvSem pii plisobeni modrého svétla se
role otaci a citlivéjSimi k HgCl se stavaji semena mutanta Ap. Na Cerveném svétla
vykazovala semena /p a cv. Rutgers podobnou citlivost k inhibitort akvaporinit HgCl.
Vysledky tedy vedou k zavéru, ze ve tmé funkcni protein DDB1 zvysuje citlivost kli¢eni
semen k HgCl,. Naopak na modrém svétle, protein DDBI citlivost semen k HgCl»
snizuje. Naproti tomu, na ¢erveném svétle se zména funkce proteinu DDB1 neprojevuje.
Zvysena citlivost pii pusobeni RL oproti pisobeni BL je spojena s vy$§im obsahem
karotenoida (pfedevSim B-karoten a lykopen) v buiikach listli mutanta /p.

V navaznosti na ziskané vysledky je mozno navrhnout mechanismus, podle
kterého by regulace akvaporini ve tmé ¢i na svétle, prostiednictvim danych
fotoreceptorti, mohla fungovat. PhyA i1 PhyB1 se nachdzeji v cytosolu a odtud se po
aktivaci svétlem ptesouvaji do jadra. Zaroven pii tomto piesunu dochazi k ubytku
mnozstvi PhyA v rostlin€ celkové (Nagy & Schifer, 2002). DDB1 je od samého pocatku
lokalizovan v jadfe. Mechanismus regulace akvaporinii by mohl vypadat nasledovné:
Svételné zareni dopadajici na fytochromy zptsobi jejich pfesun do jadra a zménu
konformace. Tato zména ma za nasledek expresi genti, které koduji akvaporiny. Mutace
v genu PHYA pak miize zapficinit vytvofeni mensiho poctu akvaporinli nebo zhorSeni
jejich funkce, coz mize vést k vyssi reakci k relativné nizsi koncentraci HgCl2. Ve tmé
se fytochrom PhyA nachézi v cytosolu builkky ve své biologicky neaktivni formé P:.
Pokud vime, Ze mutace v genu PHYA snizuje citlivost semen k HgCl> za podminek
modrého 1 Cerven¢ho zafeni, pak ve tmé biologicky neaktivni mutovana forma
fytochromu PhyA také zpusobuje sniZenou citlivost semen mutanta fri/ k HgCl,.
Svétlem indukovany pfesun a konformacni zména PhyB1 muiZe vést k expresi geni, které
koduji proteiny zodpoveédné za fosforylaci serinovych zbytkid akvaporini. Duasledkem
muze byt uzavieni akvaporinti. Mutace genu PHYBI muze vyvolat tutéz reakci, a proto

lze pozorovat zvySenou citlivost semen mutanta #i/ k HgCl,. V této praci se vSak
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projevovala vysoka mira variability pii kliceni semen mutanta na BL a RL a zmény
v kli¢ivosti semen byly pozorovany jen ve tmé. Protein DDBI1 ptisobi jako negativni
regulator pfenosu svételného signalu. Mutace DDB1zptisobuje silnou indukei enzymi
vyvolanou svétlem a miiZe tak zapfi€init vznik vétSiho poctu akvaporinl. Pro potvrzeni,
¢1 vyvraceni této hypotézy jsou ovSem zapotiebi biochemické ¢i molekularni testy. Pro
potvrzeni by se také m¢l vyloucit nespecificky uc¢inek ionta rtuti, které jsou obsazené

v inhibitoru HgCl,.
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Z.aveér

Cilem bakalaiské prace bylo zjistit, zda jsou fotoreceptory fytochromy zapojeny
v regulaci akvaporind pfi klieni semen Solanum lycopersicum L.

Pro dosazeni cile byl vyuzity farmakologicky pftistup, kdy se pracovalo se
znamym inhibitorem akvaporinit HgCl. Geneticky pfistup spocival v praci s mutanty
rajCete ve fotoreceptorech a jimi odpovidajicimi kultivary. Konkrétné byli pouziti mutanti
tril (cv.GT), fril (cv. MM) a hp (cv. Rut). Byla provedena analyza kli¢eni téchto mutant
ve tm¢, na modrém a ¢erveném svétle v in vitro podminkach.

Vysledky vSech experimentli ukazuji, Ze akvaporiny citlivé na HgCl, jsou
zapojeny v procesu kliceni semen. Bylo zjiSténo, Ze jejich zapojeni nesouvisi jen
s pisobenim modrého ¢i ¢erveného svétla, ale jsou zapojeny 1 do procesu kliceni semen
ve tm¢. Vysledky bakalarské prace naznacuji, ze funkéni PhyB1 ve tmé sniZuje citlivost
kli¢eni semen k HgCl, také Ze funk¢ni PhyA zvySuje citlivost semen k HgCl,, a to za
vSech testovanych svételnych podminkéach. Vysledky rovnéz vedou k zavéru, ze ve tmé
funkéni protein DDB1 zvysuje citlivost kliceni semen k HgClz, a naopak na modrém
svétle, protein DDBI citlivost semen k HgCl> snizuje. Na zakladé vysledka byl navrzen

mechanismus, na jehoz zéklad¢ by mohla byt tato citlivost zalozena.
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Seznam zkratek

AQP1
ATP
BL

cv. MM
cv. Rut
D
DDBI
FAD
FR

fril

hp
LOV
MES
MIP
MS médium
MTHF
NIP

Ps

PHR
Phy
PIP
P:

RL
SE
SIP
STK
TIP
tril
UVA
UVB
WT

akvaporin 1

adenosintrifosfat

blue light, modré svétlo

kultivar Money Maker

kultivar Rugers

dark, tma

UV-demaged DNA-binding protein 1
flavinadenindinukleotid

far-red light, dlouhovinné ¢ervené svétlo
far-red-insensitive 1

high pigment

light/oxygen/voltage doména
morpholinoethane sulfonic acid
major intrinsic proteins

Murashige & Skoog médium
methenyltetrahydrofolat

nodulin-like intrinsic proteins
far-red light-absorbing form of phytochome, biologicky aktivni forma
fytochromu

photolyase-related doména
fytochrom

plasma membrane intrinsic proteins
red light-absorbing form of phytochome, biologicky neaktivni forma
fytochormu

red light, Cervené svétlo

standard eror, standardni chyba
small basic intrinsic proteins
serin/threonin kinasa

tonoplast intrinsic proteins
temporarily red light-insensitive 1
dlouhovinné ultrafialové zateni
sttednévinné ultafialové zareni

wild type, standardni (kontrolni) genotyp
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