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Souhrn

Predlozend bakalarska prace je zaméfena na studium citlivosti kliceni semen
fotomorfogennich mutantt Arabidopsis thaliana L. (Heynh.) v podminkach in vitro k
inhibitoru akvaporini HgCl, v zavislosti na svételnych podminkach. Cilem prace bylo
zjistit, zda rostlinné akvaporiny hraji tlohu v kliceni semen, zda jejich aktivita ¢i
mnozstvi mize byt ovlivnéno modrym svétlem, a kterymi fotoreceptory muze byt
ucinek svétla zprostfedkovan. Experimentalnimi rostlinami byly mutanti s defekty ve
fotoreceptorech modrého svétla kryptochromech (CRY1 a CRY2). Vysledky
experimentt ukazaly, ze kliceni semen Arabidopsis je redukovano inhibitorem HgClo.
Dale bylo zjisténo, Ze u vSech genotypil s vyjimkou mutanta cry2-1 modré svétlo
zvySovalo toleranci semen k inhibi¢nimu G¢inku HgClo.

Na zaklad¢ vysledkli bakaldiské prace jsme dosli k nasledujicim zavérim:
1) Rostlinné akvaporiny jsou zapojeny v kliceni semen; 2) Modré svétlo mize
ovlivitovat (zvySovat) mnozstvi akvaporind; 3) U Arabidopsis je ovlivnéni akvaporint

modrym svétlem pravdépodobné zprosttedkovano fotoreceptorem CRY?2.



Summary

The presented bachelor thesis focuses on the study of the sensitivity of seed germination
of photomorphogenic mutants of Arabidopsis thaliana L. (Heynh.) under in vitro
conditions to an inhibitor of aquaporins HgCl,, depending on the light conditions. The
aim of the study was to determine whether the plant aquaporins play a role in seed
germination, whether their activity or amount may be affected by blue light, and which
photoreceptors can mediate the effect of light. Mutants with a defect in blue light
photoreceptors cryptochrome CRY1 and CRY?2 were used as experimental plants. The
results of experiments showed that the germination of Arabidopsis seeds is reduced by
inhibitor HgCl>. Furthermore, it was found that in all genotypes with the exception of
the cry2-1 mutant blue light increased the tolerance of seeds to the inhibitory effect of
HgCl..

Based on these results of the bachelor thesis we came to the following
conclusions: 1) Plant aquaporins are involved in seed germination; 2) Blue light could
affect (increase) the amount of aquaporins; 3) The effect of blue light on aquaporins is

likely mediated by the photoreceptor CRY2 in Arabidopsis.
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1 Uvod

Kli¢eni semene je pro rostlinu klicovy proces, ktery predchazi dalSimu vyvoji rostliny.
Je tedy velice dulezité, aby zapocal za co nejptiznivéjSich podminek. Klicovymi faktory
pro zahajeni kli¢eni semene jsou svétlo a mnozstvi vody. Pro rostliny, jakozto ptisedlé
organizmy, je vnimani vnéjSich podnétl zésadni pro jejich rist a vyvoj. Takovymto
podnétem je i1 svétlo. K vnimani svétla slouzi rostlinAm molekuldrni senzory tzv.
fotoreceptory. Diilezitou slozkou svételného spektra je modré svétlo, nebot’ hraje u
rostlin vyznamnou roli v regulaci a modulaci mnoha rtiznych vyvojovych procest.
K vyznamnym rostlinnym fotoreceptoriim patii kryptochromy, které jsou citlivé prave
ve vnimani modrého svétla a podileji se na percepci a transdukci jeho signalu. Na rozdil
od stimula¢niho vlivu ¢erveného svétla na kliceni semen fotoblastickych rostlin, ktery je
zevrubné prostudovan, je jen relativné mala pozornost vénovana efektu modrého svétla
na klic¢eni, a to navzdory tomu, Ze je prokdzano vnimani modrého svétla semeny rostlin
(Goggin et Steadman, 2012). Rovnéz studii a informaci o roli kryptochroml ve
vegetativnich tkanich rostlin, je nepomérné vice, nez informaci o jejich roli ve vnimani
svétla v semenech (Goggin et Steadman, 2012). Akvaporiny jsou transmembranové
kanalové proteiny, které usnadiiuji pfepravu vody, malych neutrdlnich rozpusténych
latek a plynli pfes bunécné membrany. To je ptfedurcuje k zdsadnimu vyznamu pro
hospodafteni rostliny s vodou. I kdyz fada mechanizmi regulujicich kli¢eni semen byla
odhalena, mnoho dalSich procest neni zatim objasnéno. Ptikladem je tloha akvaporinli
v kliceni semen a jejich regulace modrym svétlem.

Cilem predloZené prace bylo zjistit, zda jsou akvaporiny zapojeny v kliceni
semen, zda jejich aktivita, ¢i mnozstvi mohou byt v pribéhu kli¢eni ovlivnény modrym
svétlem a pokud ano, zda je toto ovlivnéni zprostfedkovano kryptochromem 1 nebo
kryptochromem 2. Pro odpovédi na tyto otazky byla zvolena strategie genetického
ptistupu, kdy bylo analyzovano kliceni mutantnich semen cryl-1 a cry2-1 rostliny
Arabidopsis thaliana L. (Heynh.) sdefekty v genu koédujicim kryptochrom 1 nebo
kryptochrom 2 v in vitro podminkach s riznou koncentraci inhibitoru akvaporini a
pfi rizném svételném rezimu (tma, modré svétlo, Cervené svétlo).

Bakalatskéa prace byla provadéna v Laboratofi rastovych regulatori Univerzity
Palackého v Olomouci, ve Skupiné¢ molekularni fyziologie pod vedenim prof. RNDr.

Martina Fellnera, Ph.D.
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2 Literarni prehled

2.1  Vliv svétla na rast a vyvoj rostlin

Svétlo je jednim z kliCovych faktort vnéjsiho prostiedi, ktery ma vliv na rlst a vyvoj
rostlin. Svétlo neslouzi jen jako primarni zdroj energie pro fotosyntézu, ale je téz
zdrojem informaci pro modulaci mnoha rostlinnych vyvojovych procesi. V zavislosti
na kvalit¢ a mnozstvi svétla rozliSujeme dvé zadkladni cesty v rostlinném vyvoji.
Skotomorfogenezi (vyvoj rostliny ve tm¢) a fotomorfogenezi (vyvoj rostliny na svétle).
Pro skotomorfogeneticky se vyvijejici rostliny je typicky dlouzivy rist stonku, naruseni
syntézy a akumulace chlorofylu a potlaceny rast listi. Tento skotomorfogeneticky vyvoj
se nazyva etiolizace a je adaptaci na do¢asnou nepfitomnost svétla. Ackoliv se rostlina
v pribéhu zivota muze dostat do skotomorfogeneze néckolikrat (napi. husty porost
V jejim okoli, ¢i zasypani pidou), skotomorfogeneticky vyvoj je typicky hlavné pro
mladé kliéni rostliny. Poté, co se rostlina dostane na svétlo, dochazi k de-etiolizaci.
Tento ptechod je u klicicich rostlin standardné spojen se snizenim rychlosti elongace
hypokotylu, srovnanim apikalniho hacku, ristem listi a syntézou chlorofylu (Taiz et
Zeiger, 2010).

Kromé¢ morfogennich u€inkd mé svétlo téZ vyznamny vliv na pohybové reakce
rostliny. Tyto reakce maji adaptacni charakter. Nejvétsi vyznam v indukci pohybovych
reakci hraje modra oblast spektra. Piikladem pohybovych reakci mlze byt pozitivné
orientovany ohyb listi smérem ke zdroji svétla, ¢i pohyb samotnych chloroplastl
smérem ke svétlu za Gcelem zvySeni vytézku z fotosyntézy. Modré svétlo ma rovnéz
vyznamny vliv na stimulaci otevirani praducht. (Shimazaki et al., 1986). Aby rostlina
mohla monitorovat a piijimat vnéjsi svételné signaly, musi obsahovat molekularni

svételné senzory nazyvané fotoreceptory.

2.1.1 Fotoreceptory
Vétsina fotoreceptort se sklada z proteinové ¢asti (apoproteinu) spojené s chromoforem

(svétlo-absorbujici pigment). Rostliny jsou prostfednictvim svych fotoreceptort
nejcitlivejsi k akénimu spektru zahrnujicimu UV-B zatfeni (280 az 320 nm), UV-A (320
az 380 nm), modré svétlo (380 az 500 nm), cCervené svétlo (620 az 700 nm) a
dlouhovinné cervené svétlo (700 az 800 nm) (Obr. €. 1). Obecnou vlastnosti
fotoreceptorti je schopnost absorbovat pfislusné svételné kvantum a schopnost ménit
tento svételny signdl na biologickou odpovéd’. Absorpce energetického kvanta zplsobi

konforma¢ni zménu fotoreceptoru, kterd vede ke zméné jeho vlastnosti. Zménény
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fotoreceptor posléze odstartuje signalni kaskadu, kterd vede v kone¢ném dusledku

k zméné¢ transkrip¢ni aktivity a posléze k vyvolani samotné biologické odpovedi.

280 315 400 700 [nml]

Perceived light :

Photoreceptors

Phytochromes
R A—

Obr. €. 1: Zakladni typy fotoreceptori a oblasti, v nichz dochazi k absorpci zéfeni. (pfevzato z Buchanan,

etal., 2015)

2.1.1.1 Fytochromy
Fytochromy jsou modré pigmenty, které¢ v rostling slouZzi jako fotoreceptory cerveného

svétla. Nejvétsi schopnost absorpce vykazuji fytochromy v oblasti ¢ervené¢ho svétla a
dlouhovinného cCerveného svétla (FR), ale jsou schopné absorbovat i v modré oblasti
spektra (Taiz et Zeiger, 2010). Fytochromy se skladaji z apoproteinu o velikosti cca
125 kDa, na n¢jz se kovalentné vaze chromofor. Chromoforem je linearni tetrapyrol,
ktery se syntetizuje, nezavisle na syntéze apoproteinu, v plastidech. Spojeni apoproteinu
s chromoforem pak probihé autokatalyticky v cytoplazmé, kdy se chromofor kovalentné
vaze pies atom siry cysteinového zbytku k N-konci apoproteinu (Pavlova et Fischer,
2011). Takto vzniklé monomery se spojuji do funkénich dimerd.

Fytochromové apoproteiny jsou koédovany nékolika riznymi geny nalezicimi
jedné genové rodiné. Kuptikladu u Arabidopsis bylo objeveno 5 ptibuznych gent
PHYA-PHYE, které koduji fytochromové apoproteiny (Mathews et Sharrock, 1997).
Podle stability fytochromi na svétle, se fytochromy déli do dvou zakladnich skupin —
typ I a typ Il. Fytochromy typu | jsou foto-labilni a jejich apoprotein je kddovan genem
PHYA. Fytochromy typu Il jsou foto-stabilni a jejich apoprotein je kodovan geny
PHYB-PHYE. Bylo zjisténo, Ze u etiolizovanych kli¢nich rostlin Arabidopsis je ve tmé
celkové extrahované mnozstvi fytochromu 23x vyss$i nez na svétle. Pomér fytochromi
A:B:C:D:Ejevetmé¢85:10:1,5: 1,5 zatimco na svétle ¢ini 5 : 40 : 15 :15 : 25
(Sharrock et Clack, 2002).

Funk¢ni fytochrom se miize nachazet v jedné ze dvou forem. V inaktivni formé
Pr nebo fyziologicky aktivni formé Pfr. Charakteristickou vlastnosti fytochromti je pak

schopnost konverze jedné formy v druhou a naopak (Obr. ¢. 2; Smith, 1977). Konverze
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jednotlivych forem je zavisla na vinové délce svétla. Forma Pr ma maximum absorpce
Vv oblasti kratkovinného Cerveného svétla, Pfr forma ma absorpéni maximum v oblasti
dlouhovinného cerveného svétla. Preména jedné formy v druhou se nazyva
fototransformace (Pavlova et Fischer, 2011). Za zadnych svételnych podminek
nedochazi k pfeméné vSech fytochromtl do jediné formy, nebot’ absorp¢ni spektra obou
forem se ¢astecné piekryvaji (Taiz et Zeiger, 2010).

Obr. ¢. 2: Prechod mezi fotoreverzibilnimi
formami fytochromti.

Inaktivni forma Pr je schopna vlivem
cerveného svétla pfechdzet v aktivni formu

Pfr (fytochrom je uschopnén pfenaset signal —_—— n;glmi”;g'
r n

ziskany ~ absorpci  Cerveného  svétla S

k pfislusnym  efektorim) ptipadné¢ je destruction

degradovan. Aktivni forma Pfr po ozafenim

FR, rekonvertuje zpét do ptvodni neaktivni reversion ot

formy (pievzato ze Smith, 1977)

U rostlin vyvijejicich se ve tmé jsou fytochromy lokalizovany v cytoplazmé
vV neaktivni Pr form€. Po absorpci svételného kvanta vinové délky ndlezici oblasti
cerveného svétla dochazi k translokaci aktivovanych fytochromt do jadra (Sakamoto et
al.,1996; Yamaguchi et al., 1999). Aktivace fytochromu spociva v jejich autofosforylaci
a zisku serintreoninové transkinazové aktivity, prostfednictvim niz miiZze fytochrom
fosforylovat, a tedy i ovliviiovat dalsi ¢leny signalni kaskady. Mezi fytochromy typu I a
typu Il existuje rozdil v mechanismu i v rychlosti transportu do jadra. Zakladnim
piedpokladem translokace fytochroma typu II do jadra je odhaleni NLS (z angl. nuclear
localization signal) mista na fytochromu, ke kterému dojde vlivem zmény konformace
pfi pfechodu z neaktivni formy Pr na aktivni formu Pfr (Chen et al., 2005). Transport
fytochromui typu I je zavisly na interakci s proteinem FHY'1, ktery s fytochromem A
tvofi komplex a obsahuje potiebnou signalni sekvenci pro lokalizaci do jadra (Genoud
et al., 2008).

K realizaci zmény transkripéni aktivity zprosttedkované fytochromy jsou nutné
proteiny, které jsou schopny signal z fytochromi pfijmout a nasledné se ptimo vézat na
DNA. Nejlépe charakterizovana skupina takovych proteint je proteinova rodina PIFs (z
angl. phytochrom interacting factors). PIFs jsou transkrip¢ni faktory, které pisobi jako
represory gend, nezbytnych pro ptechod do fotomorfogeneze (Shin et al., 2009;
Stephenson et al., 2009). Aktivované fytochromy proteiny PIFs v jadie fosforyluji, coz
vede Kk jejich nasledné ubikvitinaci a degradaci v 26S proteazomu (Zhu et al., 2015).
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Reakce zprostiedkované fytochromy jsou kategorizovany dle riiznych kritérii.
Obecné uzivana a uvadénd je kategorizace zalozena na kvalit¢ svétla a mnozstvi
potfebné energie, které fotomorfogenetickou reakci vyvola. Dle téchto kritérii
rozliSujeme VLFR (z angl. very low fluence response), coz jsou reakce zprostiedkované
fytochromy PhyA, kjejichz vyvolani sta¢i pouze extrémné kratky nepatrny puls
svételné energie. Dale pak LFR (z angl. low fluence response), coz jsou reakce
zprostiedkované povétSinou fytochromy PhyB, kjejichz vyvolani je nutné urcité
relativné nizké mnozstvi svételné energie, pii ¢emz nezalezi, zda je energie dodana
V jednom, ¢i ve vice mensich pulsech. Pro LFR reakci je typické, ze miize byt zvracena
pusobeni FR. Na ptiklad, bylo zjisténo, ze po pulzu ¢erveného svétla ¢i FR byl PhyA
translokovdn do jadra bunék tabdku béhem 15 minut nasledujici tmy, zatimco
detekovatelné mnozstvi PhyB bylo v jadfe pfitomno az po dvouhodinovém plisobeni
cerveného svétla (Kircher et al., 1999). Posledni kategorii je HIR (z angl. high
irradiance response), coz jsou reakce zpusobené dlouhodobym nebo stalym ptisobenim

¢erveného svétla vysoké intenzity na fytochromy (Pavlova et Fischer, 2011).

2.1.1.2 Kryptochromy
Kryptochromy jsou skupinou fotoreceptort, ktera absorbuje v UV-A a v oblasti

modrého svétla. Jedna se o 70-80 kDa velké proteiny, které vykazuji v oblasti N-
domény vyznamnou sekvenéni homologii s mikrobidlnimi DNA fotolydzami
(Cashmore et al., 1999). Kryptochromy, stejné jako fotolyazy, vazi v konzervativni
¢asti N-domény nekovalentn¢ chromofory MTHF (methenyltetrahydrofolat) a FAD
(flavinadenindinukleotid), ale neobsahuji mista zodpovédna za repara¢ni schopnosti
fotolyaz (Todo et al., 1996; Imaizumi et al., 2000).

Prvni kryptochrom byl objeven teprve v devadesatych letech minulého stoleti u
Arabidopsis analyzou genu mutanta hy4, ktery ve stadiu kli¢eni nereagoval na modré
svétlo inhibici riistu hypokotylu, coZ je standartni reakce nemutovanych etiolizovanych
kli¢nich rostlin (Ahmad et Cashmore, 1993). Analyza produktu genu HY4 ukazala, Ze se
jedna o fotoreceptor, a tak byl pfejmenovan na kryptochrom 1 (CRY1) (Lin et al.,
1995). Rostliny maji zpravidla vice genli kdédujici kryptochromové apoproteiny. U
Arabidopsis byl dale objeven kryptochrom 2 (CRY2) (Lin et al., 1996), ktery je CRY1
funkén€ velmi podobny, avSak CRY2 je na svétle méné stabilni. Déle byl objeven
CRY3 nalezici do skupiny specialnich kryptochromti nazyvanych CRY-DASH (Brudler
et al., 2003). CRY-DASH proteiny maji ¢aste¢né zachovanou fotolyazovou aktivitu
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tzn., ze jsou schopny interagovat s jednovlaknovou DNA a jsou schopny katalyzovat
reparaci pyrimidinovych dimerti (Pokorny et al., 2008).

Bylo prokdzéno, ze se kryptochromy exprimuji ve vSech zkoumanych
rostlinnych pletivech. Na bunééné trovni, jsou v neaktivnim stavu, tj. ve tmé,
kryptochromy lokalizované v jadfe bunky. Na svétle je ¢ast CRY1 transportovana do
cytosolu, zatimco CRY2 zistavaji v jadie (Wu et Spalding, 2007). Po piijeti fotonu o
vlnové délce nalezici modré oblasti spektra, dochazi k excitaci kryptochromu, spojené
s redukci FAD na FADH, nasledné konformacni zméné¢ C-domény proteinu a pfenosu
signalu vedouciho ke zméné genové exprese. Déle bylo zjiSténo, Ze ozarenim CRY1 a
CRY?2 modrym svétlem dochazi k jejich fosforylaci (Shalitin et al., 2002; Shalitin et al.,
2003) a tato fosforylace pozitivné koreluje s jejich fyziologickou aktivitou. U CRY2
bylo prokazano, ze svétlem indukovana fosforylace zpusobuje jejich degradaci (Yu et
al., 2007). Piestoze zpusob, jakym je svételny signal transdukovan, neni jeSté zcela
detailn€ popsan, je vSeobecné ptijimano, ze svétlem aktivované kryptochromy interaguji
S proteiny, které slouzi jako regulatory genové exprese. Pomérné dobie prostudovany
zpusob, jakym fotoaktivované kryptochromy méni genovou expresi ve prospéch
fotomorfogenetického vyvoje, je interakce C-domény kryptochromu s COP1 (Yang et
al., 2000; Yang et al., 2001).

2.1.1.3 Uloha COP1 ve fotomorfogenezi
COP1 (z angl. Constitutively Photomorphogenic 1), je ubikvitin E3 ligaza, ktera

stézejné ovliviiuje funkei fotoreceptori a fotomorfogenetickou reakci rostlin (Deng et
al.,, 1991; Deng et al., 1992). Mechanismus uc¢inku COP1 spoéiva v ubikvitinaci a
nasledné degradaci fady vyznamnych transkripcnich faktord jako jsou HYS5, HFR1, ¢i
LAF1 v 26S proteazomu (Saijo et al., 2003; Seo et al., 2003; Duek et al., 2004; Jang et
al., 2005). Tyto transkripéni faktory se vazi na promotory gend, jejichZz exprese
zprostfedkovava fotomorfogeneticky vyvoj. COP1 se rovnéz podili na degradaci
fotoreceptort PhyA a CRY?2 (Seo et al., 2004; Shalitin et al., 2002) a je slozkou nejen
signalu zprosttedkovaného kryptochromy, ale 1 fytochromy. Jak jiz bylo zminéno vyse,
fotoaktivované kryptochromy v jadie interaguji s COP1, ¢imz se podili na inaktivaci
jeho degradacni funkce, coZ ma za nésledek Sirokou zménu v transkripci genil a mize se

projevit az na urovni zmény celého vyvojového programu.
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2.1.1.4 Fototropiny
Fototropiny jsou druhou vyznamnou skupinou fotoreceptori modrého svétla. Podileji se

na svétlem indukovanych pohybovych reakcich rostliny, jako jsou fototropismus,
otevirani praduchii, ¢i pohyby chloroplasti. Tyto reakce vedou k maximalni
fotosyntetické aktivité. Fotototropiny jsou asi 120 kDa velké proteiny, které ve své N-
domén¢ obsahuji dvé vyznamné sekvence LOVI a LOV2 (z angl
Light/Oxygen/Voltage), na néz se vazi dvé molekuly FMN (flavinmonononukleotid),
které maji funkci chromofori (Christie et al., 1998; Christie et al., 1999). Fototropin byl
u Arabidopsis objeven analyzou mutantu nphl, ktery postradal fototropni reakci
hypokotylu, avsak na rozdil od mutantu hy4 (cryl) reagoval na modré svétlo standardné
inhibici rastu hypokotylu. Gen NPH1 byl pifejmenovan na PHOTL1 a jeho produkt byl
nazvan fototropin 1 (Christie et al., 2007). V genomu Arabidopsis byl objeven jesté
druhy gen pro fototropin, ktery byl nazvan PHOT2. Data ziskana pii analyze
fototropismu mutantni rostliny photl, mutantni rostliny phot2 a dvojit¢tho mutanta
photl/phot2 ukazuji, Ze na vysledné fototropické reakci se podileji oba fototropiny
(Taiz et Zeiger 2010).

Spektroskopické studie ukazaly, ze ve tm¢ je FMN k LOV sekvenci vazan
nekovalentné, avSak po excitaci FMN svétlem dochazi ke kovalentni interakci mezi
excitovanym FMN a cysteinem obsazenym LOV sekvenci (Schleicher et al., 2004).
Excitace FMN je spojena s konforma¢nimi zménami v C-doméné fototropinu, ktera se

projevi vznikem serino-threoninové kindzové aktivity této domény a autofosforylaci.
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2.2 Kli¢eni

Kli¢eni je vyvojovy proces, kterym se embryo méni, za soucinnosti dalSich Casti
semene, Vv kliéni rostlinu (LuStinec et Zarsky 2005). V pribéhu klideni dochazi
k realizaci nového vyvojového programu, ktery vede k vyvoji embrya v autotrofni
sporofyt. Pro kliceni je zasadni obnoveni rastové a metabolické aktivity embrya.
K tomu je ovSem nutné prekondni fyziologické dormance semene. Dormance je klidovy
stav, kdy je metabolicka aktivita semene snizena na minimum. Pro semena v dormanci
je typické, ze ackoliv jsou zivotaschopna, nekli¢i. Jedna se o fyziologickou adaptaci,

ktera zamezuje vykli¢eni semen v nevhodnych ¢asovych a mistnich podminkach.

2.2.1 Fytohormony a kli¢eni
V udrZovani a v pfekonani dormance, jakoZ i v procesu vyvolani klieni hraji

dalezitou roli rostlinné hormony, ptfedevSim kyselina abscisova (dale jen ABA) a
gibereliny (dale jen GA) (Graeber et al. 2012). ABA je charakterizovana jako inhibiéni
fytohormon, jelikoZz na rozdil od auxinl, cytokinini a giberelinii rdstové procesy
vétSinou inhibuje. Bylo pozorovano, Ze semena ABA deficientni mutantni rostliny kli¢i
rychleji, nez semena nemutovana (Frey et al., 2011) a transgenni rostliny s konstitutivni
expresi genil zajiStujici biosyntézu ABA udrzuji svd semena ve stavu hluboké
dormance (Nonogaki et al., 2014). Zda se, Ze inhibi¢ni t¢inek ABA na kli¢eni je dan
pfedevSim represivnim plisobenim ABA na syntézu enzymd, které rozvoliiuji bunécné
stény (Muller et al., 2006; Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006).

Naproti tomu GA stimuluji kli¢eni semen a chovaji se pfi kli¢eni semen, naptic¢
rostlinnymi druhy, jako fyziologi¢ti antagonist¢ ABA. Bylo zjiSténo, Ze zatimco GA
deficientni mutanti u Arabidopsis vykazuji hlubokou dormanci, mutantni semena
s deaktivovanym genem pro GA degradujici enzym GA2 oxidézu, vykazuji snizenou
dormanci (Yamauchi et al., 2007; Shu et al., 2013). Pozitivni vliv GA na kli¢eni semen
spociva Vv syntéze enzymu podilejicich se na rozruSeni pletiv, ktera obklopuji embryo a
v indukci syntézy hydrolytickych enzymi, jeZ mobilizuji zasobni latky z déloh a
endospermu (Holdsworth et al., 2008).

Kromé opaéného vlivu ABA a GA na kliceni existuje mezi témito fytohormony
vztah reciproké suprese. Semena ABA deficientniho mutanta Arabidopsis obsahuji
zvySenou hladinu GA (Seo et al., 2006) a naopak semena GA deficientniho mutanta
Arabidopsis obsahuji zvysenou hladinu ABA, oproti standartnimu stavu (Piskurewicz et

al., 2008). Ptepinani mezi programem s pfevahou signalizace GA nad signalizaci ABA,
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ktery pozitivné ovliviluje kli¢eni a programem opacnym, je zajiSténo slozitou a
sofistikovanou siti vztahli mezi €leny jednotlivych signalnich kaskad, transkripénimi
faktory a fytohormony. Jednim ztakovych piepinaci je u Arabidopsis i protein
HONSU, ktery je negativnim regulatorem dormance, nebot” soubézné inhibuje
signalizaci ABA a aktivuje signalizaci GA (Kim et al., 2013). V pomérné nedavné dobé
byl charakterizovan membranovy transkripéni faktor S2P, ktery ptres aktivaci
transkripéniho faktoru bZIP17, fidi uroven exprese negativnich regulatori ABA

signalizace a oslabuje tak ABA signalizaci béhem kli¢eni (Zhou et al., 2015).

2.2.2 Faktory vnéjSiho prostiedi ovliviiujici kliceni
Pro nastartovani kli¢eni semene jsou nutné pfislusné stimuly napi. dostatek vody pro

rehydrataci vysusenych pletiv semene, dostatek kysliku pro respiraci, odpovidajici
teplota a u nékterych semen i vhodné svételné podminky (Welbaum et al., 1998). V
zavislosti na rychlosti pfijmu vody, lze dle Bewley (1997), casovy prubéh kliceni a
nasledny rust rozdé€lit do tfi fazi. Prvni faze, tzv. imbibice, spo¢iva v bobtnani semene,
coz je vratny fyzikalni dé&j, kdy semeno diky nizkému vodnimu potencidlu piijima
samovolné vodu z vnéjsiho prostredi. K této fazi mize v principu dochézet i u semen,
jez obsahuji nezivotaschopna embrya. Pfi imbibici semen Arabidopsis dochazi
Vv pribéhu 12 h k prudkému snizovani obsahu ABA (Liu et al., 2009). Druha latentni
faze je charakteristicka prakticky nulovym pfijmem vody semenem a zvySujici se
citlivosti semen k signdlim stimulujicim kli¢eni, napi. GA. Vlivem téchto signalt
dochazi v semeni ke zvySeni respirace, mobilizaci zasobnich latek a dlouzivému rustu
embrya. Ve tfeti fazi pak dochédzi k dalSimu pfijimani vody, déleni bunék embrya a

expanzi kli¢ni rostliny mimo semeno (Bewley 1997; Lustinec et Zarsky 2005).

2.2.3 Vliv svétla na kliceni
Vliv svétla na kliceni semen se nazyva fotoblastismus. Na ziklad¢ toho, jak svétlo

ovliviiyje kliceni, rozliSujeme fotoblastismus kladny (svétlo stimuluje kli¢eni), zaporny
(svétlo inhibuje kli¢eni) a neutralni (kli¢eni probih4 bez ohledu na svételné podminky).
Fotoblastické reakce jsou zprosttedkovany rostlinnymi fotoreceptory (fytochromy,
kryptochromy) a projevuji se teprve pii ur¢itém stupni hydratace semen. Obecné plati,
ze kladné fotoblasticka semena obsahuji obvykle malo zasobnich latek a musi byt brzy
schopna fotosyntézy. Naopak zaporny fotoblastismus je typicky pro rostliny, jejichz
semena obsahuji vét§i mnozstvi zasobnich latek a jejichz kli¢eni probiha v hlubsich

vrstvach pudy (Pavlova et Fischer 2011).
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2.2.3.1 Cervené svétlo a kli¢eni
Cervené svétlo ma stimulaéni G¢inek na kli¢eni semen kladné fotoblastickych rostlin.

Naproti tomu FR ma na kliceni ucinek inhibi¢ni. Fenomén vzajemné antagonistického
vztahu ¢erveného svétla a FR byl vysvétlen existenci dvou forem fytochromd, které jsou
vzajemné fotokonvertabilni (viz kapitola Fytochromy). Kli¢eni Arabidopsis je
povétsinou fizeno PhyB, ptes LFR odpovéd. Kratce po imbibici semene je kli¢eni
ovlivitovano PhyB, které mohou byt aktivovany prostfednictvim cerveného svétla, coz
vede k indukeci kli¢eni, a naopak aktivni forma PhyB mizZe byt rekonvertovana pomoci
FR do inaktivni formy, coz vede k inhibici kli¢eni. Na druhou stranu bylo zjisténo, ze
FR muize indukovat kli¢eni zprostiedkované pies PhyA (Shinomura et al., 1996; Lee et
al., 2012). Krom¢& PhyA a PhyB je do kli¢eni Arabidopsis zapojen také PhyE (Hennig et
al., 2002).

Jak jiz bylo vySe zminéno, kliceni je ovlivnéno piedev§im signalizaci
prostiednictvim rostlinnych hormontt ABA a GA. Na regulaci drah téchto hormonti
v semeni se z velké Casti podili pravé i Cervené svétlo. Svétlo totiz prostiednictvim
fytochromti reguluje mnoZstvi transkripcniho elementu PIF1, ktery podporuje expresi
genid podilejicich se na metabolismu ABA i GA (Oh et al, 2009). Regulace PIF1 je
zalozena na jejich fosforylaci prostiednictvim svétlem aktivovanych fytochromu a
nasledné ubikvitinaci a degradaci, ktera vede k redukci jejich poétu (Zhu et al., 2015).
V podstaté se da fict, ze PIF1 potla¢uje GA signalizaci, a naopak podporuje signalizaci
zprostfedkovanou ABA. U semen Arabidopsis bylo zjisténo, Zze PIF1 negativné
ovliviiuji GA signalizaci indukci exprese DELLA proteini RGA a GAI (Oh et al.,
2007). Podstata negativni regulace tkvi v podnécovani syntézy antagonistické ABA
pravé prostiednictvim DELLA proteini a podnécovanim syntézy transkripniho
regulatoru ABI3 (Piskurewicz et al., 2009). ABI3 je na ABA signalizaci zavisly
transkripcni regulator, ktery aktivuje transkripci elementu SOMNUS (Park et al., 2011).
SOMNUS pak potlacuje expresi genti GA3 oxidéaz, které zodpovidaji za biosyntézu GA
a zaroven aktivuje gen pro GA2 oxidazu, kterd se naopak podili na inaktivaci GA, ¢imz
negativné ovliviluje mnozstvi GA a v semeni a posléze 1 signalizaci GA. Naproti tomu
v piipadé¢ ABA je situace ptesné¢ opacna, nebot’ SOMNUS aktivuje ABA anabolické
geny NCEDG6 a NCDE9 a potlacuje ABA katabolicky gen CYP707A2, coz vede ke
zvySeni hladiny ABA v semenech (Kim et al., 2008). Dale bylo zjisténo, ze PIF1
aktivuje transkripcéni faktor DAGI, ktery potlacuje transkripci genu kodujiciho GA3
oxidazu, ¢imz je podobné jako v piipadé SOMNUS oslabena GA signalizace (Gabriele
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et al., 2010). V pomérné¢ nedavné dob¢ byl osvétlen mechanismus, jakym SOMNUS
potlacuje expresi genti GA3 oxidaz. Geny pro GA3 oxidazy jsou epigeneticky uzavieny
pro prepis prostfednictvim dimetylace histont. Takto inaktivovany chromatin je ovSem
pro transkripci aktivovan prostiednictvim histon arginin demetyldz. Bylo zjisténo, ze
negativni regulace exprese GA3 oxidaz prostfednictvim SOMNUS je zalozena na
inhibici exprese aktivacnich gent JMJ20 a JMJ22, které¢ koduji histon-arginin
demetylazy (Cho et al., 2012). Mechanismy, kterymi SOMNUS reguluje jiné cilové

geny, nebyly prozatim objasnény.
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Obr. ¢&. 3: Regulace kli¢eni svétlem prostiednictvim fytochromi (pfevzato a upraveno podle de Wit M.,
et al., 2016).

2.2.3.2 Modré svétlo a kliceni

Ptestoze v regulaci kli¢eni jsou zapojeny pievazné fytochromy, tato vyvojova faze

muze byt taktéz ovlivnéna prostiednictvim modrého svétla a kryptochromt. Bylo

zjisténo, Ze modré svétlo ma rizny vliv na kli¢eni riznych druhti rostlin. Zatimco

naptiklad v ptipad¢ Acacia catechu svétlo kliceni stimuluje, v pfipadé Amaranthus

caudatus je kliceni semen modrym svétlem inhibovano (Agrawal et Prakash, 1978;
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Nowak et al., 1996). Na rozdil od Cerveného svétla, jehoz percepci zprostiedkovavaji
fytochromy, modré svétlo mize byt rostlinou vnimano vSemi tfemi hlavnimi rostlinymi
fotoreceptory. Tedy nejen fotoreceptory modrého svétla (kryptochromy a fototropiny),
nybrz pravé i fytochromy. Bylo zjisténo, Ze stejné jako v piipadé ¢erveného svétla, tak i
Vv ptipadé modrého svétla je extrémné kratky nepatrny puls svételné energie (tzv. VLFR
viz kapitola fytochromy) vniman prostfednictvim PhyA. Dale bylo zji§téno, ze modré
svétlo ma na aktivni Pfr formu PhyB podobny efekt jako FR tj. konvertuje jej zpét do
neaktivni formy Pr. V pfipadé, Zze mnozstvi intenzity modrého piesdhne urcitou
prahovou hranici, je semeno Arabidopsis schopné vnimat svétlo prostiednictvim CRY1
I v ptipad¢ absence Phy (Poppe et al. 1998).

Také bylo zjisténo, Ze modré svétlo inhibuje kli€eni semen rajete a miize
zvySovat inhibi¢ni G¢inek osmotického stresu na jeho kliceni (Fellner et Sawhney,
2002; Piterkova et al., 2012). Modrym svétlem zvySeny inhibi¢ni efekt osmotického
stresu mize byt zpisoben zvySenim signalizace ABA. Bylo zjisténo, ze 7B-1 mutant
rajcete, ktery ma pravdépodobné defekt v signalizaci modrého svétla, ma na modrém
svétle zvysenou hladinu oxidu dusnatého proti nemutované rostling. Oxid dusnaty vede
k aktivaci katabolismu ABA a tim padem snizeni jejiho mnozstvi (Piterkova et al.,
2012).

U mnoha domestikovanych druhti rostlin neni prokazan vliv ¢erveného svétla na
kliceni, ale bylo zjiSténo, ze modré svétlo inhibuje kliceni semen v dormanci. V ptipadé
je¢mene bylo pozorovano, Ze po vystavéni semene modrému svétlu, je indukovan ABA
biosynteticky gen NCED1 a dochazi k zvySeni obsahu ABA (Gubler et al., 2008). Dale
bylo zjiSténo, Ze pro piijeti a transdukci tohoto signdlu modrého svétla, je zapotiebi
fotoreceptor CRY1 (Barrero et al., 2014). Na druhou stranu, Kim et al. odhalili, ze v
ptipadé semen Arabidopsis, pisobi béhem kli¢eni aktivovany CRY2 jako negativni
regulator ABA signalizace (Kim et al., 2014).
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2.3 Akvaporiny

Akvaporiny jsou integralni kandlové proteiny piitomné, jak v Ccytoplazmatické
membrang, tak v intracelularnich membréanach bun¢k. Nalézt je mizeme v membranach
vSech zivych organisml s vyjimkou intracelularnich bakterii a termofilnich archaei
(Abascal et al., 2014). Jejich hlavni funkci je usnadfiovat a urychlovat transport vody
pies bunécné membrany, nebot transport zajistény prostou difuzi je vétSinou
nedostateény (Maurel et al., 2008). Divodem je slozeni membrany, ktera se stava
z fosfolipidové dvojvrstvy, kdy hydrofobni charakter dvojvrstvy témét vylucuje
moznost volného prostupu vody. Objev akvaporini znamenal klicovy zlom Vv
porozuméni, kterak je voda transportovana pies bunééné membrany a pomohl vysvétlit
fadu pozorovanych jevi, tykajicich se vodniho transportu v bunkach.

Rostlinné akvaporiny jsou sdruzeny ve velké proteinové rodin€ ozna¢ované jako
MIP (z angl. major intrinsic proteins). Tyto proteiny prochazeji a zasahuji svou
strukturou z jedné strany membrany na druhou a vytvéieji v ni pory. Velikost MIP se
pohybuje piiblizné¢ mezi 25-30 kDa. Na zaklad¢ sekvencni homologie byly rostlinné
akvaporiny rozdéleny do péti skupin. Dvé nejvétsi a vzajemné velmi podobné skupiny
jsou pojmenovany podle membran, ve kterych se vyskytuji. Prvni skupina nalezi
akvaporinim plazmatické membrany a nese oznaceni PIP (z angl. plasma membrane
intrinsic proteins). Do druhé skupiny jsou fazeni zastupci vakuolarnich membran a
skupina nese oznaceni TIP (z angl. tonoplast intrinsic proteins). Dale nasleduje skupina
NIP (z angl. nodulin-26-like intrinsic proteins) a posledni objevené skupiny malych
akvaporint SIP (z angl. small basic intrinsic proteins) (Johanson et al., 2002). Existuji i
nezafazené akvaporiny oznacované XIP (z angl. X intrinsic proteins) (Danielson et al.,
2008). V genomu Arabidopsis bylo nalezeno 35 genti, zodpovédnych za tvorbu riznych
izoforem akvaporintl, Z nichZ 13 nalezi skuping PIP, 10 skupiné TIP, 9 skupiné NIP a 3
skupiné SIP (Maurel et al., 2015). MIP neslouzi pouze k transportu vody. Bylo
zjisténo, Ze mohou transportovat i osmoticky aktivni roztoky, jako je napiiklad glycerol
(Maurel et al., 1994) nebo plyny jako amoniak (Niemetz et Tyerman, 2000), ¢i oxid
uhli¢ity (Terashima et Ono, 2002). Zatimco PIP a TIP vykazuji pfedev§im vodni
transportni aktivitu, NIP zajiSt'uji transport malych organickych latek a latek mineralni
vyzivy (Ma et al., 2006; Takano et al., 2006). Stejné¢ tak i XIP vykazuji aktivitu

multifunkénich kanalu.
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2.3.1 Struktura akvaporinu
Akvaporiny vSech skupin vykazuji vysokou miru strukturni a funkéni konzervativnosti.

Akvaporin se sklada z Sesti a-helixti prochazejicich membranou, pficemz jednotlivé
helixy jsou spojeny dvéma intracelularnimi smyckami (znaceny B, D) a tfemi
extracelularnimi smyc¢kami (znaceny A, C, E). N- konec i C- konec sméfuje do cytosolu
(Obr. €. 4).

Loop A Loop C Obr. €. 4: Schématické znazornéni

proteinu  akvaporinu v membrané
Out (ptevzato z Kruse et al., 2006)

0
»
(@)

Spole¢né tvoii tyto ¢asti bilkovinného fetézce kompaktni a funkéni utvar pevné
ulozeny v lipidové dvojvrstvé. Samotny vodni por se pak fyzicky nachazi uprostied
tohoto tutvaru, tedy mezi transmembranovymi doménami a ¢astmi B a E smycky.
Smycky B a E totiZz obsahuji vysoce konzervativni sekvence, kterymi jsou zanofeny do
centra akvaporinu. Charakteristicky motiv téchto konzervativnich sekvenci tvofi
aminokyseliny asparagin-prolin-alanin, a proto se sekvence nazyvaji NPA. Vysoka
selektivita akvaporinl pro vodu, ptipadné pro jiné akvaporiny transportované substraty,
je zajisténa dvéma strukturnimi konstrikcemi v poru, které funguji jako selektivni filtry.
Prvni konstrikce je tvofena pravé NPA boxy, které vedou ke stiedovému zaZeni poru.
Druha konstrikce se nachazi v blizkosti vnitiniho Gsti poru a nazyva se Ar/R, nebot’ je
tvofena aromatickymi aminokyselinami a argininem (Murata et al., 2000).

Pfi stanoveni tercialni struktury akvaporinu SoPIP2 izolovaného ze Spinacia
oleracea, byla pomoci rentgenové strukturni krystalografie, namodelovana jeho
oteviena (transportn¢ aktivni) i uzaviena (transportn¢ inaktivni) konformace (Tornroth-
Horsefield et al., 2006). U akvaporind typu PIP a TIP byla rovnéz popsana kvarterni
struktura, kdy je jeden transportér slozen ze 4 akvaporinovych proteini (podjednotek),
pticemz kazda z nich funguje jako samostatny kanal (Daniels et al., 1999; Kukulski et
al., 2005).
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2.3.2 Regulace akvaporinu
Rist a vyvoj rostlin je zdvisly na pfesné regulaci piijmu vody. Rostliny potiebuji

Vv prib¢hu zivota regulovat tok vody do svych bunék, ze svych bunék i uvnitt bun¢k
vramci bundénych organel a kompartmenttl. Ustiedni roli v tomto transportu hraji
akvaporiny, jejichz mnozstvi i aktivita muze byt regulovana. Regulace mnozstvi
akvaporinil je ovliviiovana zménami jejich exprese. V podstaté tak dochéazi k zméné
poctu transportnich mist, coz vede kzméné transportniho potencidlu membran.
Ke zménam exprese akvaporini muze dochazet v pribéhu vyvoje rostliny pfi
diferenciaci bunék, pifi starnuti bunék nebo jako reakce bunék na zmény vnéjsiho
prostiedi.

Druhym zptsobem regulace je zména jejich aktivity. Aktivita akvaporinu je
regulovdna fadou faktorli vné¢jSiho prostiedi jako jsou rGzné druhy stresu, zmény
dostupnosti transportovanych roztokl atd. Jak jiz bylo zminéno, akvaporin se miize
nachazet v oteviené nebo uzaviené konformaci. V piipad€ vyse zminéného SoPIP2 bylo
zjisténo, ze konformace je zavisld na pH. Samotny mechanismus uzavieni akvaporinu
totiz spo¢ivd v pH zavislé protonaci histidinu nachazejiciho se na pozici 193 v D
smycce, coz nasledné vede k interakci D smycky s N-koncem proteinu a tim padem
uzavieni akvaporinu (Tournaire-Roux et al., 2003). Podobny inhibi¢ni efekt maji na
aktivitu akvaporini dvojmocné kationty (typicky Ca?"), které se piimo vazi do uzaviené
konformace poru, ¢imz ji stabilizuji (Alleva et al., 2006).

Stejné jako u celé fady proteind, tak i v ptipadé akvaporind, jsou vyznamnym
nastrojem ovladani aktivity fosforylace (zprostiedkované kindazami) a defosforylace
(zprosttedkované fosfatazami). Jednd se o elegantni néstroje rychlé a reverzibilni
regulace akvaporinl bez nakladi spojenych s jejich syntézou ¢i degradaci. Strukturné
funkéni analyzy TIP, PIP a NIP v oocytech Xenopus laevis poukazaly na vyznam
nékolika fosforylacnich mist v regulaci vodniho transportu (Maurel et al., 1995;
Johansson et al., 1998). Na strukturnim modelu SoPIP2 bylo ilustrovano, Ze fosforylace
serinu v pozici 115 vedla k naruseni sité interakci, vedoucich k uzamceni akvaporinu,
coz vede aktivaci jeho oteviené konformace (Maurel et al., 2015).

Dal§im z vyznamnych zplsobli regulace vodni propustnosti je regulace
vezikularniho transportu akvaporini na Urovni tetramernich interakci. Jak jiz bylo
zminéno, akvaporiny skupiny PIP a TIP asociuji do funkénich tetramerd. Takto mohou
vznikat homotetramery (vznikaji asociaci stejnych akvaporinovych proteini) nebo

mohou diky vysoké strukturni podobnosti vznikat heterotetramery, tj. tetramery tvoiené

21



riznymi Cleny jedné skupiny akvaporinid. Rizné kombinace heterotetramerii se lisi
nejen na molekularni, ale i na funkéni urovni. Napftiklad funkéni exprese v kvasinkach
ukazala, Ze rizné heterotetramerické sestavy izoforem PIP maji riizny pomér preference
k vod¢ a oxidu uhli¢itému (Otto et al., 2010). Zaroven byl prokazan vliv tetramernich
interakci na vezikularni transport. Expresni studie PIP1 a PIP2 akvaporinii v oocytech
Xenopus laevis ukazala vyznam heteromerizace pii intraceluarnim transportu.
Samostatné exprimované PIP1 se vyskytovali pouze v cytoplazmé, zatimco v ptipadé
koexprese a interakce s PIP2 jim bylo umoZnéno exponovat se na plazmatické
membrané (Zelazny et al., 2007). Dale bylo zjisténo, ze nadmérna exprese mutantni
formy PIP2 v transgenni Arabidopsis vedla k indukci intracelularni retence nativnich

PIP a posléze k snizeni transportu vody kofeny (Sorieul et al., 2011).

2.3.3 Akvaporiny a kli¢eni semen Arabidopsis
Kli¢eni je umoznéno zménou rovnovahy mezi ristovym potencidlem embrya a

mechanickou odolnosti okolnich tkdni (osemeni, endosperm). Riist embrya vyzaduje
dramatické zmény obsahu vody vjeho pletivech, pfiCemz na bunécném i
intracelularnim toku vody se podileji prave i akvaporiny.

Studium exprese akvaporinll v suchych semenech a rannych kli¢nich rostlinach
Arabidopsis odhalilo dva odlisné programy exprese. V suchych semenech byly
pozorovany vysoké hladiny exprese akvaporini TIP3 a TIPS, ale jen velmi nizkeé
hladiny vSech 13 ¢lent skupiny PIP. Naproti tomu v kli¢ni rostliné byla zjisténa
ptrevladajici exprese akvaporinii podskupin TIP1, TIP2 a PIP, zatimco transkripty TIP3
a TIPS pievladajici v suchych semenech nebyly v kli¢nich rostlinach detekovany
(Vander Willigen et al., 2006).

V téze studii byl také sledovan vliv HgClI: (inhibitor akvaporinového transportu)
na kliceni semen Arabidopsis. Bylo zjisténo, Zze u semen oSetfenych HgClz dochazi
K snizeni rychlosti kliceni oproti kontrole, pfi¢emz charakter kiivky kli¢eni nebyl
vyrazn¢ pozménén. To naznacuje, Ze neexistuje nic inherentné odlisného, pokud jde o
kli¢ivost oSetfenych a kontrolnich semen, ale pouze o zpomaleni mechanismu kliceni.
Rovnéz bylo potvrzeno, ze tyto Gcinky HQCl> byly primarné zptsobeny specifickou
blokaci akvaporinti, a nikoliv nespecifickymi toxickymi uc¢inky HgClz.. Dale byl
studovan vliv HgCl> na tfifazovou kinetiku absorpce vody pii kli¢eni. Zde bylo zjisténo,
ze HgCl> nezménila 1. fazi ve srovnani skontrolou, a tudiz se akvaporiny

pravdépodobné nepodileji na imbibici semen Arabidopsis. Je tedy patrné, ze modulace
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rychlosti klicivosti pomoci rtuti, musi byt vyvijena béhem faze II nebo ranné faze III
kliceni (Vander Willigen et al., 2006).

Jak jiz bylo vySe zminéno, existuje mnoho environmentalnich faktord, o nichz je
znamo, ze zasahuji do kliceni semen. Jednim z téchto faktorti je prave i svétlo. Nabizi se

tedy otdzka, zda ma svétlo vyznam v fizeni exprese akvaporint pfi kli¢eni.

2.3.4 Akvaporiny a svétlo
O vztahu mezi svétlem a akvaporiny je toho znamo jen velmi malo. Nicméné

Kaldenhoff et al. zjistili, Ze exprese genu AthH2, ktery koduje PIP1b u Arabidopsis, je
indukovana modrym a bilym svétlem. Podobny efekt na aktivaci promotoru AthH2 jako
mélo bilé a modré svétlo, mély i fytohormony GA a ABA. Naproti tomu Cervené svétlo
mélo na navozeni aktivity promotoru jen nepatrny téinek (Kaldenhoff et al., 1996).
V piipad¢ rostliny Juglans regia bylo zjisténo, ze hydraulicka vodivost listi koreluje s
mnozstvim transkriptu akvapaporini plazmatické membrany JrPIP2,1 a JrPIP2,2 a
mnozstvi transkript je pak regulovano mimo jiné také svételnymi podminkami. Svétlo
vede ke zvySeni exprese, zatimco v podminkach tmy dochazi k jejimu snizeni (Cochard
etal., 2007).

Svétlo ovSem nemusi regulovat akvaporiny pouze prostiednictvim zmény
genové exprese. Bylo zjisténo ze akvaporiny PIP2;1, které jsou exprimovany v cévach
Arabidopsis a podili se na hydraulické vodivosti, jsou regulovany svétlem na
posttranskripéni Grovni. Kvantitativni proteomické analyzy ukazaly, Ze ve tm¢é dochazi
k difosforylaci PIP2; 1 na pozici Ser-280 a Ser-283, coz vede k jejich aktivaci a posileni
hydraulické vodivosti (Prado et al., 2013).
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3 Material a metodika

Pomiicky:

automaticka pipeta (20ul, 200ul, 1ml), sterilni Spicky k pipetam, lihovy kahan, sterilni
plastové kulaté Petriho misky (pramér 90 mm), paska z netkané textilie (Batist), 50ml
sterilni zkumavka, mikrozkumavky, varné lahve (0,5 1), sterilni skalpel, lihova fixa,
plastové stojanky na mikrozkumavky a na 50 ml zkumavku, alobal, nesterilni kadinka

(100 ml), nesterilni sklenicka (100 ml)

Piistroje:

magnetickd michacka

pH metr

predvazky

analytické vahy

autoklav

laminarni box

mikrovlnna trouba

rastové komory (Microclima 1000E, Snijders Scientific B.V.,Holandsko)

chladni¢ka s mrazakem (-20°C)

Chemikalie:

1,5% NaCIO, 10 mM HgCly, pufr MES (kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova),
sachardza, smés Murashige-Skoog media (Murashige et Skoog. 1962), Cat. no. M5524,
Caisson, USA), fytoagar (Duchefa Biohemie), 1M KOH, 70% a 96% etanol, sterilni

destilovana voda

3.1 Rostlinny material

K experimentim byla pouzita semena mutantni rostliny Arabidopsis thaliana (L.) a
semena odpovidajicich  kontrolnich  genotypd. Jednalo se 0 recesivniho
fotomorfogenniho mutanta cryl-1 (hy4) s defektem ve fotoreceptoru CRY1 (Ahmad et
Cashmore 1993) odvozeného od ekotypu Landsberg erecta (Ler) a fotomorfogenniho
mutanta cry2-1 s defektem ve fotoreceptoru CRY2 (Lin et al., 1996) odvozeného od
ekotypu Columbia (Col). Semena experimentalnich rostlin byla poskytnuta ABRC
(Arabidopsis Biological Research Center, Ohio State University, USA).
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3.2 Priprava MS média

Pro pfipravu 2 litrt MS média bylo navazeno 20 g sachardzy, 8,66 g komercni smési
kultivaéniho média Murashige-Skoog (Murashige et Skoog, 1962) a 0,3904 g pufru
MES. Tyto slozky média byly za stalého michani rozpustény v cca 1 litru destilované
vody. Po jejich rozpusténi byl takto pfipraveny roztok dolit na objem 2 litrd
destilovanou vodou. Za vyuziti pH-metru bylo pH roztoku upraveno postupnym
pridavanim roztoku 1M KOH na pozadovanou hodnotu 6,1. Takto pfipravené médium
pak bylo nésledn¢ rozlito po 400 ml do 0,5 1 varnych sklenic obsahujicich vzdy 2,8 g
fytoagaru. Médium s agarem bylo sterilizovano v autoklavu a po vychladnuti bylo
sterilni médium uchovavéno v lednici az do doby pouziti. Pfed pouzitim bylo médium
rozehfato v mikrovinné troub€. Rozehiaté médium bylo pifeneseno do sterilniho
prostiedi laminarniho boxu, kde s médiem probihaly dal$i prace. Pro jeden kompletni
experiment bylo potieba Ctyfikrat 120 ml média, aby byla pfipravena média o riiznych
koncentracich ze zasobniho roztoku HgCl> 0 koncentraci 10 mmol/l (viz tabulka 1).
Odpovidajici mnozstvi HgClo ze zéasobniho roztoku byla pfidana aZ po mirném
zchladnuti médii. Pfipravend média o riznych koncentracich HgCl; byla pielita kyvetou
do pfislusnych plastovych Petriho misek (20 ml/misku). S vysevem se pockalo, dokud

médium v miskach neztuhlo.

Tabulka 1: Koncentrace a odpovidajici objemy inhibitora pro pfipravu 120 ml MS média

Inhibitor akvaporint Koncentrace Testované koncentrace Objem zasobniho
zasobniho roztoku [wmol/] roztoku inhibitoru na
inhibitoru [mmol/I] 120 ml media [pl]

0 0
HgCl 10 10 120

20 240

30 360

3.3 Sterilizace a vysev semen

Pro jeden experiment bylo potieba alespont 360 semen od mutantniho i1 kontrolniho
genotypu. Pro experiment bylo navdzeno asi 8§ mg semen kazdého genotypu, coz
odpovidd cca 400 semeniim, ¢imZz byla vytvofena jista rezerva. Pfed samotnym

vysevem byla semena, za ucelem stratifikace, 3 dny uchovavana v plastovych
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zkumavkach v destilované vodé v chladni¢ce (cca. 5°C). Po ukonéeni stratifikace byla
voda ze zkumavek odstranéna pomoci 1ml automatické pipety. Semena byla
sterilizovana 1 ml 1,5% NaClO po dobu 30 min. Po ukonceni sterilizace byla semena
pienesena do laminarniho boxu, kde byl steriliza¢ni roztok NaClO odstranén pipetou a
semena byla alespoii Sestkrat proplachnuta sterilni destilovanou vodou.

Samotny vysev probihal v laminarnim boxu za denniho svétla pomoci 20ul
automatické pipety se zatiznutou Spickou. Pro sefiznuti Spicky byl pouzit skalpel, ktery
byl nejprve oplachnut v 96 % etanolu a poté ozehnut v plamenu lihového kahanu. Na
kazdou misku bylo vyseto alespoit 30 semen. Veskerou praci pfi vysevu semen bylo
nutné provadét za sterilnich podminek, aby se predeslo kontaminaci semen, ¢i misek
s mediem mikroorganismy. Po vysevu byly misky uzavieny vickem a miska s vickem
byla po obvodu zalepena dvéma vrstvami pasky z netkané textilie. Misky se semeny
byly umistény vertikdlné¢ do plastovych stojanti a poté byly pfeneseny do rastovych
komor s ptislusnou kvalitou svétla. Misky se semeny uréenymi pro experimenty ve tmé
byly zabaleny do dvou vrstev hlinikové folie a byly umistény do libovolné ristové
komory. Komory byly temperované na konstantni teplotu 23 °C. Zdrojem modrého
svétla byly trubice Philips TLD-36W/18-Blue (Philips USA), maximalni ozafenost byla
10 pmol m? s p#i 440 nm. Zdrojem &erveného svétla byly trubice TLD-36W/15-Red

(Philips USA), maximalni ozafenost byla 10 pmol m™ s p¥i 660 nm.

3.4 Hodnoceni kli¢eni

Prubézné kli¢eni semen bylo sledovano po dobu 5 dnt, a to 3. az 7. den od vyseti.
Vyhodnoceni probihalo na bilém svétle. Kazdy experiment byl zopakovan alespon
tiikrat. Ze ziskanych dat byly vypocteny pramérné hodnoty poctu vykli¢enych semen
pro oba testované mutantni genotypy a jejich pfislusné kontrolni genotypy (WT).
Primérmé hodnoty byly vyneseny do grafi maximalni kli¢ivosti v zavislosti na
koncentraci HgClo. Statistické vypocty a sestrojeni grafti bylo provedeno v tabulkovém
editoru Microsoft Excel 2016.
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4  Vysledky

Ke zhodnoceni, zda jsou akvaporiny =zapojeny v kliceni semen, byl pouzit
farmakologicky pfistup, ktery spociva v pouziti inhibitoru akvaporint HQCl> v rizné
koncentraci (0, 10, 20 a 30 pumol/l) a sledovani, kterak inhibitor ovliviiuje kinetiku
kli¢eni a maximalni kli¢eni semen v podminkach in vitro. Vliv inhibitoru byl studovan
ve tm¢, na modrém a cerveném svétle, aby bylo odhaleno mozné ovliviiovani
akvaporinil prostfednictvim svétla. V experimentech byla vyuzita také semena mutantl
s defektem v genech kodujicich fotoreceptory CRY1 a CRY2, aby mohlo byt
genetickym ptistupem zjisténo, zda mize byt piipadny vliv svétla na funkcei akvaporint
zprostiedkovan jednim z téchto fotoreceptord. VSechny experimenty byly provedeny

dle postupu uvedeného v metodice.

4.1 Vliv svétla na citlivost semen mutanta cryl-1 k HgCl

V experimentech jsme sledovali vliv HgCl, a svételnych podminek na kli¢eni semen
fotomorfogenniho mutanta cryl-1 v porovnani s WT Ler. Jak ukazuje Obr. 5, blokator
akvaporini HgCl> inhibuje kliceni semen Arabidopsis thaliana (ekotyp Ler) a tato
inhibice je umérnad jeho zvySujici se koncentraci. Déle bylo zji$téno, Ze na modrém
svétle bylo kli¢eni semen Ler na médiu s HGCl> mnohem vyssi nez ve tmé. Podobny ale

mén¢ vyrazny trend byl pozorovan pfi inkubaci semen na ¢erveném svétle (Obr. 5).
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Obr. 5: Maximalni kli¢ivost semen Arabidopsis thaliana — genotypu Ler v podminkach in vitro,
ovlivnéna rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini (HgCl,) ve tmé, na modrém a Gerveném svétle 7.
den od vysevu. Data reprezentuji pramérné hodnoty + SE, vypocitané ze 4 nezavislych experimenti.

Na Obr. 6 je vidét, ze mutant cryl-1 dosahoval pfi absenci HgClz podobné maximani

kli¢ivosti jako genotyp Ler. Podobné jako v ptipadé genotypu Ler, byl také u mutanta
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cryl-1 patrny inhibicni efekt HgCl2 na kliceni semen (Obr. 6) a vyrazné snizeni inhibice

kli¢eni, pokud byla semena kultivovana na modrém svétle (Obr. 7).
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Obr. 6: Maximalni kli¢ivost semen Arabidopsis thaliana — mutanta cryl-1 v podminkach in vitro,
ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporinti (HgClz) ve tmé, na modrém a Cerveném svétle 7.
den od vysevu. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE, vypocitané ze 4 nezavislych experimentd.
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Obr. 7: Srovnani procent maximalni inhibice kli¢eni Arabidopsis thaliana mutanta (cryl-1) a
odpovidajiciho standartniho genotypu WT (Ler) v podminkach in vitro pii koncentraci 30 umol/l HgCl, v
zévislosti na svételnych podminkach (D, BL, RL) 7. den po vysevu semen.

4.2 Vliv svétla na citlivost semen mutanta cry2-1 k HgCl2

Dale byl sledovan vliv HgCl: a svételnych podminek na kli¢eni semen fotomorfogeniho
mutanta cry2-1 v porovnani s odpovidajicim kontrolnim genotypem Col. Obdobné jako
u dvojice genotypu Ler a cryl-1, tak i v piipadé genotypu Col bylo zjisténo, ze HgCl»
vyrazn€ inhiboval kli¢eni semen kultivovanych ve tm¢. Na svétle, pfedevsim pak na
modrém, byly inhibi¢ni t¢inky HgCl2 na kli¢eni semen Col znatelné slabsi nez ve tmé

(Obr. 8).
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Obr. 8: Maximalni kli¢ivost semen Arabidopsis thaliana — genotypu Col v podminkach in vitro,
ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporind (HgCl,) ve tmé, na modrém a Cerveném svétle 7.
den od vysevu. Data reprezentuji primérné hodnoty + SE, vypocéitané ze 3 nezavislych experimentd.

Mutant cry2-1 se vyznacoval v nasich experimentalnich podminkéch tim, ze pfi absenci
HgCl. ukazoval ve srovnani s kontrolnim genotypem Col snizenou (zhruba polovi¢ni)
kli¢ivost, a to za vSech svételnych podminek (Obr. 9). Inhibitor akvaporini HgCl:
s rostouci koncentraci redukoval kliceni semen cry2-1 za vsech svételnych podminek
(Obr. 9). Ovsem na rozdil od vSech testovanych genotypt, maximalni kli¢ivost semen
cry2-1 v ptritomnosti HgCl2 nebyla na svétle vyssi nez u semen kultivovanych ve tmé,
ale naopak nizsi nebo stejna (Obr. 9). Nazorné to ukazuje Obr. 10, na kterém je vidét, ze

citlivost semen cry2-1 k 30 umol/l HgCl> byla siln¢ zvySena na modrém svétle.
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Obr. 9: Maximalni kli¢ivost semen Arabidopsis thaliana — mutanta cry2-1 v podminkach in vitro,
ovlivnéné rostouci koncentraci inhibitoru akvaporini (HgCl,) ve tmé, na modrém a Gerveném svétle 7.
den od vysevu. Data reprezentuji prumérné hodnoty + SE, vypocitané ze 3 nezavislych experimentt.
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Obr. 10: Srovnani procent maximalni inhibice kli¢eni Arabidopsis thaliana mutanta (cry2-1) a
odpovidajiciho standartniho genotypu WT (Col) v podminkach in vitro pii koncentraci 30 umol/l HgCl, v
zévislosti na svételnych podminkach (D, BL, RL) 7. den po vysevu semen.
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5 Diskuze

V experimentalni ¢asti predkladané prace jsme se zabyvali vztahem mezi akvaporiny a
modrym svétlem pii kliCeni a moznou tlohou fotoreceptori CRY1 a CRY2 coby
zprostiedkovateld této interakce. Vyznamem akvaporini pii kliceni semen Arabidopsis
se zabyval jiz C. Vander Willigen et al. Ten zjistil, ze blokator akvaporini HgCl2
zpomaluje proces kli¢eni semen, ¢imz potvrdil vyznam akvaporini pfti kliceni (Vander
Willigen et al., 2006). O vztahu mezi svétlem a akvaporiny toho bylo ov§em doposud
zjisténo jen velmi malo. Prikopnikem v této oblasti byl Ralf Kaldenhoft, ktery odhalil, Ze
svétlo, potazmo jeho modra slozka, indukuje expresi genu AthH2, ktery koduje PIP1b u
Arabidopsis (Kaldenhoff et al., 1996). Nicméné zda svétlem fizena exprese akvaporini
hraje né¢jakou roli béhem svételn¢ fizenych procest jako je kliceni, je potieba teprve
objasnit.

Podobnou problematikou jako ja se ve své bakalaiské praci zabyval jiz Jan
Skacel (2016). Skacel studoval vliv modrého svétla na kliceni Arabidopsis, konkrétné
mutantd s defektem ve fototropinech. Ve své bakalaiské praci zjistil, ze v ptipadé
Arabidopsis modré svétlo snizuje citlivost semen k inhibi¢nimu ucinku HgClo.
Vysledky jeho experimentt vSak vedly k zavéru, Ze fototropiny vliv modrého svétla na
citlivost semen k HgCl, nezprostiedkuji. Podobné experimenty pak provadél i se
semeny rajcete jedlého (Solanum lycoperscium L.). Zjistil, ze u rajcete modré svétlo
naopak citlivost semen k inhibitoru akvaporinu HgCl. zvySuje a dale zjistil, Ze tento
efekt modrého svétla mize byt zprostiedkovan fotoreceptorem CRY1. Skacel navrhl
hypotézu, ze vliv CRY1 na akvaporiny zavisi na jejich lokalizaci v buiice. Ve tm¢ se
totiz CRY1 nachazi vjadfe, kde by mohly ovliviiovat produkci akvaporint
prostiednictvim interakce S pfislusnymi transkripénimi faktory. Pti piisobeni modrého
svétla dochazi k jejich aktivaci a pfemisténi do cytoplazmy, coz mize vést sniZeni
exprese akvaporini. Tim by se mnoZstvi akvaporinli v buiice snizilo. V disledku toho
by pak niz§i koncentrace HgCl, byla nutna k zablokovani stavajiciho mnozstvi
akvaporini. Kromé toho aktivované cytoplasmatické receptory CRY1 by mohly piimo
nebo prostfednictvim dalSiho proteinu interagovat s PIP akvaporiny a tim zvySovat

jejich citlivost k HgCI2.

Ma bakalarska prace na jeho zjisténi navazuje. Ve své praci jsem testoval
citlivost semen fotomorfogennich mutantii Arabidopsis thaliana L. (Heynh.) cryl-1 a
cry2-1 k HgCly. Pro zjisténi, zda jsou akvaporiny zapojeny v kliceni semen byl vyuzit
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HQgCl,, ktery je inhibitorem akvaporini (Maurel et al., 1997). Vysledky ukazaly, ze
zvysujici se koncentrace HgCl> umérné zvysovala inhibici kliceni obou WT, a to za
vSech svételnych podminek. To potvrzuje, Ze akvaporiny citlivé k HgCl2 jsou pozitivné
zapojeny v procesu kli¢eni semen Arabidopsis, a to jak ve tmé, tak na svétle.

V provedenych experimentech byl rovnéz testovan vliv rGznych svételnych
podminek na citlivost kli¢eni semen K inhibitoru HgCl> u mutant cryl-1 a cry2-1 u
Arabidopsis. Vysledky ukazaly, Ze u semen obou WT a mutanta cryl-1 svétlo snizovalo
(a to pfedev§im modré) inhibici kliceni semen vlivem HgCl,. Tato tolerance semen
Kk inhibi¢nimu vlivu HgCl> se da vysvétlit zvySenym mnozstvim akvaporinti, jeZ mohou
byt prostiednictvim HQClI, inhibovany. Na zaklad¢é vySe zminéného lze tedy vyslovit
hypotézu, Ze modré svétlo mize napf. zvySovat mnoZzstvi akvaporinil, napt. tim, Ze
stimuluje expresi gend, které tyto akvaporiny citlivé k HgCl> koduji. Avsak vzhledem
k tomu, Ze reakce semen Ler a mutanta cryl-1 k HgClz byly totozné, je mozno usoudit,
ze fotoreceptor CRY1 nebude fotoreceptorem, ktery by vliv modrého svétla na
uvazované zvySovani mnozstvi akvaporind, a tedy snizovani citlivosti semen k HgCl,
zprostiedkovaval.

Vysledky experimenti bakalaiské prace dale ukazaly, ze modré svétlo
nezvySovalo toleranci semen vuéi inhibiénimu efektu HgCl> u mutanta cry2-1. Naopak,
citlivost semen mutanta cry2-1 k HgCl> na modrém svétle byla vyrazné vyssi nez u
kontrolniho genotypu Col. To naznacuje, Ze vliv modrého svétla na citlivost kli¢eni
semen k HgCl> a potazmo tedy i vliv na expresi akvaporini je pravdépodobné
zprostredkovan fotoreceptorem CRY?2.

Na zékladé ziskanych vysledkii 1ze navrhnout mechanismus, jak by regulace
akvaporini modrym svétlem prostfednictvim fotoreceptoru CRY2 mohla fungovat. Je
znamo, ze fotoreceptory CRY1 a CRY2 jsou ve tmé akumulovany v jadie (Cashmore et
al.,, 1999; Kleiner et al., 1999). Zatimco velka ¢ast CRY1 se po aktivaci modrym
svétlem presunuje do cytoplazmy, CRY?2 zlstava v jadfe i po aktivaci modrym svétlem
(Wu et Spalding 2007; Yu et al.,, 2007). CRY2 na rozdil od CRY1, mize po
fotoaktivaci modrym svétlem prostiednictvim interakce s transkripénimi faktory (TF)
aktivovat genovou expresi (Liu et al., 2011). Zda se tedy, ze nékteré z téchto TF by
mohly indukovat pravé i expresi akvaporind citlivych k HgCl> (Obr. 11).
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Obr. 11: Schéma mechanismu regulace akvaporint prostfednictvim kryptochromu 2.

Podle toho, co o transdukci signdlu modrého svétla zprosttedkovaného pies
CRY?2 a TF dnes vime, existuji v zasad€ dva zplsoby, kterak mohou CRY?2 ovlivnit TF
a posléze i expresi genl. Prvni zplsob tkvi v pfimé aktivaci TF prostfednictvim
fotoaktivovanych CRY2. Druhy zplsob je zalozen na inaktivaci ubikvitin E3 ligaz
prostiednictvim fotoaktivovanych CRY2. Zména exprese je pak zajiSténa zvySenim
koncentrace TF, nebot' aktivni ubikvitin E3 ligazy jsou zodpovédné za jejich
proteolytickou degradaci.

Vysledky mé a Skéacelovy prace ukazuji, ze vztah mezi signalem modrého svétla
a akvaporiny je zprostfedkovan kryptochromy. Dale vysledky obou praci naznacuji, Ze
patrné neexistuje univerzalni mechanismus percepce modrého svétla. Zatimco Skacel
zjistil, ze signal modrého svétla plsobi na stav akvaporint pii kli¢eni semen Solanum
lycoperscium L. pfes CRY1, vysledky mé prace ukazuji, ze v piipadé Arabidopsis plni
tuto tlohu CRY2. Nabizi se otazka, zda zapojeni rliznych kryptochromi u rajcete a
Arabidopsis nemuze souviset napiiklad s jejich odliSnym fotoblastismem. Zatimco u
raj¢ete, modré svétlo citlivost semen k HgCl> zvySuje, u Arabidopsis ji modré svétlo
snizuje. Je tedy ziejmé, Zze pro zobecnéni role kryptochromu v regulaci akvaporinu pti
kliceni by bylo vhodné provést jesté dalSi podobné experimenty s jinymi rostlinnymi
druhy. Dale by mohlo byt zajimavé vyuzit metody pifimé analyzy exprese genll a zjistit,
které konkrétni geny kodujici akvaporiny jsou pii kli¢eni Arabidopsis piepisovany a jak

se jejich exprese méni vlivem modrého svétla.
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6 Zavér

Cilem vyse predlozené bakalaiské prace bylo studium zapojeni fotoreceptorti
kryptochromt v regulaci akvaporind pii kliceni semen Arabidopsis thaliana. Bylo
vyuzito genetického pristupu, ktery spocival v analyze kliceni mutantt Arabidopsis
thaliana L. (Heynh.) s defekty ve fotoreceptorech CRY1 a CRY2 ve tm¢, na modrém a
cerveném svétle. Vysledky experimentd s HgClz, inhibitorem akvaporind, vedly
k zavéru, ze HgCly-citlivé akvaporiny jsou zapojeny v procesu kliceni semen
Arabidopsis, a to za vSech svételnych podminek. Dale vysledky ukazaly, Ze svétlo
(pfedevsim modré) snizuje citlivost semen Arabidopsis k inhibitoru HgCl a tim udrzuje
kli¢ivost semen na vysoké urovni i pfes zvySujici se koncentraci inhibitory HgClo.
Vysledky tedy mohou vést k hypotéze, Ze modré svétlo zvysSuje expresi genil kodujicich
HgClz-citlivé akvaporiny. Na zakladé vysledkid analyzy kli¢eni semen mutanta cry2-1
se zda, Ze efekt modrého svétla na expresi akvaporini muize byt zprostiedkovan

fotoreceptorem CRY2.
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7 Seznam zkratek

ABA kyselina abscisova

CRY1 kryptochrom 1

CRY?2 kryptochrom 2

FR far-red light, dlouhovinné ¢ervené svétlo
GA gibereliny

MES 2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina
MS médium Murashige a Skoog médium

Phy fytochrom

Pr red light-absorbing form of phytochrome
Pfr far-red light-absorbing form of phytochrome
RL red light, ¢ervené svétlo

TF transkrip¢ni faktory

WT wild-type, standardni (kontrolni) genotyp
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