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Seznam pouzitych zkratek

ABA — abscisic acid, kyselina abscisova
ABI3-5 - Abscisic acid insensitive 3-5

au" —aurea

BICS — blue-light inhibitors of CRY's
BL — blue light, modré svétlo

CRY — kryptochrom

D — dark, tma

FMN — flavinmononukleotid
FR — far-red light, dlouhovinné ¢ervené svétlo
GA — gibberellic acid, kyselina giberelova

GIPs — GlpF-like intrinsic protein, GIpF podobné vnitini proteiny LFR — low fluence response,
reakce k nizké ozéatenosti

HIR — high irradiance response, reakce k vysoké ozafenosti

MIPS — major intrinsic proteins, hlavni vnitini proteiny

MS médium — Murashige and Skoog médium

NIPs — nodulin26-like intrinsic proteins, nodulinu26 podobné vnitini proteiny
Phy — fytochrom

PIPs — plasma membrane intrinsic proteins, vnitini proteiny plazmatické membrany
VLFR — very low fluence response, reakce k velmi nizké ozafenosti

SIPs — small basic intrinsic proteins, malé zakladni vnitini proteiny

TIPs — tonoplast intrinsic protein, vnitini tonoplastové proteiny

WT — wild type, divoky genotyp

yg-2 — yellow green-2



Uvod

Ke kli¢eni semen vyssich rostlin je potieba predevsim voda, teplo a u mnoha rostlin i svétlo.
Voda se do semen aktivné dostava jednak vlivem imbibice, ale pozdé&ji v pribéhu kli¢eni
semen i pomoci kanalti zvanych akvaporiny. Neni v§ak znamo, jak je aktivita akvaporini

v prub¢hu kliceni semen regulovana svétlem.

Predlozena bakalatska prace se tedy zabyva studiem zapojeni akvaporini v procesu
kliceni semen rajéete jedlého Solanum lycopersicum L. a jejich regulaci vlivem svétla. Cilem
bakalarské prace bylo vypracovat literarni resersi tykajici se problematiky kliceni semen
a zapojenim akvaporini v procesu kliceni semen. V experimentalni ¢asti bylo cilem
bakalarské prace zjistit, jestli je v podminkach in vitro citlivost semen K inhibitoru
akvaporind chloridu rtutnatému (HgCl2) ovlivnéna svétlem a zda mohou byt v tomto
procesu zapojeny fotoreceptory fytochromy. Pro praci byl vyuzit geneticky pfistup, ktery
spoc¢iva v analyze mutantii s poruchou ve vnimani svétla. Konkrétné se jednalo o mutované
rostliny au" a yg-2, které maji mutaci v genech kédujicich biosyntézu chromoforu, barvivu,
které je soucasti fotoreceptort Cerveného svétla, fytochromu. V bakalaiské praci bylo
vySetfovano, jak je klicivost semen téchto mutantli a odpovidajicich kontrolnich genotypi
ovlivnéna inhibitorem akvaporint HgClz, a to Vv zavislosti na kvalité¢ svétla. Vysledky
bakalafské prace naznacuji, Zze akvaporiny jsou zapojeny v procesu kliceni semen rajcete
a ze jejich aktivita je pravdépodobné regulovana svétlem prostfednictvim fotoreceptort

fytochromt.
Experimenty byly provadény v ramci pracovni skupiny molekularni fyziologie, ktera

je soucasti Laboratofe rastovych regulatori UP v Olomouci a Ustavu experimentalni

botaniky AVCR.



1 Soucasny stav reSené problematiky

1.1 Fotomorfogenze

Svétlo je pro rostliny nezbytnym zdrojem energie, kterou si rostlina vyrabi fotosyntézou.
Také je dulezitym faktorem pro proces fotomorfogeneze. Jelikoz tento proces neprobiha bez
pfitomnosti svételného zafeni, miZeme ji oznacit jako proces, pii kterém se nejefektnéji
vyuziva svételné energie. Fotomorfogeneze se vyznacuje tim, ze V rostlin€ probiha inhibice
prodluzovani stonkii, dochazi k diferenciaci chloroplasti, chlorofyl se akumuluje a listy se
zvetSuji. Rostliny, které rostou ve tme maji tzv. ,,temny fenotyp®, tento proces, ktery je
opaény fotomorfogenezi oznacujeme jako skotomorfogeneze. Etiolizovana rostlina ma
prodlouzeny stonek, malé a uzaviené listy a nediferenciované chloroplasty. Mechanismus
fotomorfogeneze jesté neni zcela probadan (Han et al., 2007). Svétlo je vnimano pomoci
fotoreceptoru, které ho zachycuji. Mame vice druhd fotoreceptorit — fytochromy, které
zachycuji svétlo v ¢erveném a dalece Cerveném spektru (R/FR), receptory na modré a UV

svétlo a receptory na UV-B svétlo (Kendrick et al., 1997).

1.2 Fytochromy a jejich struktura

Fytochrom ma dvé slozky — bilkovinnou (apoprotein) a nebilkovinnou (chromofor).
Bilkovinna cast, kterd se skladd z polypeptidového zékladu a aminokyselinovych
postrannich fetézcl neabsorbuje svétlo ve viditelném spektru, proto obsahuje fytochrom
nebilkovinnou slozku, ktera zachycuje fotony a muize byt k bilkovinné ¢asti kovalentné nebo
nekovalentné piichycena (Moglich et al., 2010). Fytochromy se skladaji z monomert. Kazdy
monomer ma hmotnost pfiblizné 120 kD a obsahuje linearni tetrapyrrolovy (nebo bilinovy)
chromofor (3E)-fytochromobilin (P®B), ktery je prostiednictvim thioetherové vazby
kovalentné piipojeny. Po jeho sestaveni na sebe muze fytochrom vzit jednu ze dvou
stabilnich konformaci. Prvni je Pr (fytochrom-red), ktera absorbuje cervené svétlo (R)
a formu Pfr (fytochrom-far red) absorbujici dlouhovinné cervené svétlo (FR), které jsou
opakované schopné pifechazet zaktivni a inaktivni konformace a naopak stfidavym

ozafovanim R a FR (Obr.1) (Emborg et al., 2006).



Obrazek 1 — Inaktivni a aktivni forma fytochromu (pfevzato z Moglich et al., 2010).

Zpocatku jsou fytochromy syntetizovany jako Pr, coz je biologicky neaktivni forma,
a aktivuji se az po fotokonverzi na Pfr. Pfi dopadu svétla na rostlinu se méni konformace
chromoforu a spolu s ni se méni i konformace apoproteinu. Apoprotein poté prenasi svételny
signal dal do rostliny, coz mu umoziuje to, Ze neni zcela nasyceny, a tudiz dokaze prenaset
elektrony pies konjugovany systém m vazeb v jeho molekule. Cim vétsi je chromofor, tim
vétsi je jeho konjugovany systém, ve kterém dochazi k delokalizaci elektront a tim vétsi je
vlnova délka ve které bude chromofor absorbovat svétlo, coz je naptiklad linearni
tetrapyrrolovy fytochromobilin (P®B), ktery absorbuje v ¢ervené az dlouhovinné cervené

oblasti (Moglich et al., 2010).

Geny, které koduji u rajéete syntézu apoproteind jsou: PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE
a PHYF. Mame pét druhti apoproteini PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE a PHYF a po jejich
sestaveni na tetrapyrrolovy linearni chromofor vedou ke vzniku fotoreverzibilnich
holofytochromti phyA, phyB1, phyB2, phyE a phyF. N-konec fytochromi slouzi k vnimani
svétla. Na zaklad¢ intenzity osvétleni délime reakce fytochromu na reakci k nizké ozafenosti
(LFR), velmi nizké ozafenosti (VLFR) a reakci k vysoké ozatenosti (HIR). Jednotlivé
fotoreceptory jsou schopné se vzdjemné ovliviiovat, coz je studovano pomoci

fotomorfogennich mutantt rajéete (Kendrick et al., 1997).

Reakci fytochromu k nizké ozafenosti (LFR) mizeme oznadit klasickou reverzibilni
reakci na R a FR svételného spektra, pficemz hlavnim fytochromem, ktery tuto reakci
zprostiedkovava je fytochrom B. Kli¢eni na zakladé nizké reakce u Arabidopsis je

podpoien0 napi. modulaci metabolismu giberelinti. Velmi nizkéd reakce (VLFR) probiha
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u rostlin, které jsou velmi citlivé na svétlo a je zprostiedkovana fytochromem A. Mize byt
pohlcena velmi malou hladinou Pfr a nezprostfedkovava klasickou R-FR reverzibilitu. Tato
reakce muze nastavat napiiklad u rostlin, které jsou po né&jakou dobu v pudé€, které jsou
vystavené teplotnim zménam nebo se inkubuji v pfitomnosti kyseliny giberelové (GA).
Prodlouzena expozice FR svétla vSak miize zplisobit inhibici kli¢eni u nékolika druhii. Tento
tieti zplisob je oznaCovan jako reakce k vysoké ozarenosti (HIR) a je také zprostredkovan
fytochromem A. Reakce HIR antagonizuje kliceni vyvolané pomoci LFR, protoze ob¢ tyto
reakce zprosttedkovavaji napt. oslabeni endospermu semene, coz je regulacni bod téchto

reakci pii kli¢eni (Arana et al., 2007).

1.3 Specializace fytochromii

Mezi v§emi fotoreceptory pouze u fytochromi bylo nalezeno ptimé spojeni s indukei kli¢eni
(Hennig et al., 2002). Absorpéni maximum neaktivni formy fytochromu (Pr) se nachazi
v Cervené Casti spektra (660 nm), zatimco absorpéni maximum aktivni formy (Pfr) se
nachazi v dlouhovinné cervené oblasti svétla (730 nm). Osvétleni pomoci FR pomaha
transformaci aktivniho Pfr na inaktivni formu — Pr. Pfi tepelné relaxaci fytochromobilinu
dochazi také k prechodu z aktivni do inaktivni formy fytochromu, coZ je proces, ktery se
objevuje ve tmé&. Absorbance obou téchto forem je velmi mala i v UV-A oblasti a u vinovych
délek 450-550 nm, coz je fyziologicky vyznamné u bun¢k, ve kterych se nachéazi vysoké
mnozstvi fytochromu. Takovou situaci miizeme nalézt napiiklad u semenackd husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana), kde existuje 5 typt fytochromt PhyA-PhyE a kde se hromadi
velké mnozstvi PhyA v poméru s ostatnimi. Dokonce i velmi mala intenzita FR umozni
pfechod alesponi nékolika PhyA do aktivni formy, coz bude stadit k vyvolani
fotomorfogeneze, na jejiz vypnuti uz nebude stacit ozareni pomoci FR (Voitsekhovskaja,
2019).

Fytochrom A je fytochrom, ktery je fotolabilni. To znamena, Ze pfi vysokém ozafeni
degraduje. Mtlize byt aktivovan mnozstvim svétla jakékoliv vinové délky 300-780 nm, které
je mensi nez 1 pmol/m?. Po jeho aktivaci zprostfedkovava komplex reakci oznagenych jako
VLFR. Miize v$ak byt aktivovany i velkou svételnou intenzitou vV mnozstvi 1000 pmol/m?
avice v reakci na zvyseni FR nebo na snizeni mnozstvi svétla. Tento typ reakce je oznacovan
jako HIR a diky ni mzou semenacky dokonéit vyvoj S pusobenim svétla
I kdyz jsou zakryté. Fytochrom A je ve tmé lokalizovan v cytosolu, kde mitize regulovat
gravitropismus (Voitsekhovskaja, 2019).

Fytochrom B a vSechny ostatni fytochromy jsou na svétle stabilni. Pfi konstantnim

osvétleni je PhyB dominantni formou fytochromu v poméru s ostatnimi, nicméné potad

11



0 mnoho mensi, nez je tomu s PhyA u semenacku a proto ani nizké ozafeni pomoci R nebo
vysoké ozafeni pomoci FR a ani zadna dalsi vinova délka nemtiize aktivovat fyziologicky
vyznamnou hladinu molekul PhyB (Voitsekhovskaja, 2019). Fytochromy B, D a E jsou
ptibuzné evolu¢né a lisi se od zbylych fytochromu A a C. Nejlépe jsou popsané fytochromy
A a B v Arabidopsis. Mizeme pozorovat LFR fytochromu D v PhyB sazenicich. Po uréeni
genové sekvence PhyB a PhyD se ukazalo ze 80 % gent je identickych, a to pravdépodobné
zajistuje jejich podobné role s nekolika fyziologickymi rozdily. Hlavni funkci PhyE je
syndrom vyhybani se stinu, kterym se tato prace zabyva v nasledujicim odstavci. (Hennig et
al., 2002).

Syndrom vyhybani se stinu je dilezita a vyhodna strategie, ktera se vyvinula u rostlin,
které se nachazeji naptiklad v lese nebo v rostlinnych komunitach, kde existuje soupeteni
o piistup ke svétlu. Rostliny za¢nou stin potiebovat nebo se mu za¢nou vyhybat. Reakce na
vyhybani se stinu jsou vSechny iniciovany jednim signalem z prostiedi — snizeni poméru R
k FR, k ¢emuz dochazi pravé v rostlinnych komunitach. Termin ,,syndrom* je pouzit pravé
proto, Ze stejné jako v 1ékaiském slovniku je zde popisovano vice reakci ¢i ptiznaki, které

vedou vSechny od jediného zakladniho problému (Smith and Whitelam, 1997).

1.4 Receptory modrého svétla

1.4.1 Fototropiny

RozliSujeme dva druhy fototropini — photl a phot2, které mtizeme aktivovat pomoci
modrého svétla. Autofosforylace fototropinli a jejich aktivace pomoci svétla podporuje
jejich translokaci bud’ do cytosolu (photl) nebo do membrany Golgiho aparatu (phot2)
(Voitsekhovskaja, 2019). Fototropiny jsou sloZeny z primarni aminokyselinové struktury,
kterou miZeme rozdélit na N—-terminalni ¢ast s fotosenzorickou funkci a C—terminalni ¢ast,
ktera ma motiv serin/threonin kinazy. To znamena, Ze to jsou proteinkinazy (enzymy, které
na aminokyselinovy zbytek vazou molekulu fosfatu; tento d€j se nazyva fosforylace a tadi
se mezi katabolické procesy), které zprostiedkovavaji rizné adaptivni procesy, slouzici
k optimalizaci ucinnosti fotosyntetickych procest v rostliné. Tim se podporuje jeji rist.
Fototropiny maji dva fotosenzory oznacované jako LOV1 a LOV2. Pomoci biofyzikalni
a strukturni analyzy bylo dokdzano, ze ptevlada role LOV2 v regulaci aktivity diky

specifické zméné proteind, ke které dochazi po jeho fotoexcitaci (Jones and Christie, 2008).

C-terminalni ¢ast obsahuje serin/threonin kindzovou doménu, ktera je nutnd pro
autofosforylaci po ozéafeni modrym svétlem a po autofosforylaci dochézi k tvorbé dimert
a aktivaci fototropini (Voitsekhovskaja, 2019). N-terminalni ¢ast obsahuje dvé LOV

domény, kterymi dochazi ke zprostiedkovani vnimani svétla rostlinou. Kazda z téchto
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domén na sebe vaze modré svétlo absorbujici kofaktor flavinmononukleotid (FMN), ktery
slouzi jako chromofor. Ve tmé dochazi k nekovalentnimu navazani FMN za vzniku
specifického fotosenzoru LOVas7, ktery absorbuje svétlo o vinové délce 447 nm. Po ozateni
domény dochazi ke tvorbé kovalentni vazby mezi uhlikem FMN a sirou, ktera je obsazena
Vv cysteinovém zbytku. Tato formace se vytvoii v fadu mikrosekund po ozafeni a tvofi
specificky fotosenzor LOV3go, ktery absorbuje svétlo o vinové délce 390 nm (Jones and
Christie, 2008). Cyklus mezi LOV3go aktivni a LOVa47 inaktivni strukturou zavisi na
svételnych podminkach (Obr. 2). LOV3gg Se mtize vratit do pocate¢niho stavu ve tmé po
ozafeni UV svétlem. Pocatecni absorpce modrého svétla chromoforem vede k vytvoreni
excitovaného singletového stavu, ktery se nasledn¢ rozpada do stavu flavinového tripletu
(LOVse0), ktery absorbuje maximalné v ¢ervené oblasti spektra (Christie, 2007).

2SO R S 0

LOV,,, LoV,

Dark\ /
reversion P
|
H,C ]@[h /NYO
H,C NI( NH
o}

LOV,q,

Obrazek 2 — Schématické zobrazeni LOV-domény (pievzato z Christie, 2007).

Mezi fototropiny regulované reakce v rostling patii napt. fototropismus kofent, listt,
migrace chloroplasti v reakci na svételné a teplotni signaly a otevirani a zavirani priiducht

v reakci na modré svétlo (Voitsekhovskaja, 2019).

1.4.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou receptory pro UV-A/modré svétlo (320-500 nm), které
zprostiedkovavaji regulaci svétlem, riist a vyvoj rostliny. V rostliné existuje vice typl
kryptochromit (CRY1 az CRY3) (Han et al., 2007). Kryptochromy existuji jako inaktivni
monomery ve tmé, ale pfi fotoexcitaci dochdzi k homodimerizaci, po které jsou
kryptochromy vice afinitni ke kryptochromovym signaliza¢nim proteintim jako jsou COP1-
SPA komplexy (konstitutivni fotomorfogenni 1-supresor fytochromu A) (Wang et al., 2018).
COP1-SPA je E3 ubiquitin ligazovy komplex, ktery zabranuje fotomorfogenezi ve tmé tim,

ze degraduje transkrip¢ni faktory reagujici na svétlo. Pii vnimani svétla fotoreceptory reaguji
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s timto komplexem a potlacuji jeho aktivitu. Na modrém svétle (450-500 nm) je aktivita
tohoto komplexu inhibovana pravé kryptochromy (CRY1 a CRY2) a dale naptiklad
I fytochromem A. Spole¢nou aktivitou téchto receptortt dochazi k regulaci ristu a vyvoji
rostliny od semenacku po indukci kveteni (Ponnu, 2020). Pti jejich fotoexcitaci dochazi i ke
zméné afinity ke kryptochromovym regulatorovym proteinim, jako jsou BICS (blue-light
inhibitors of CRYs) nebo PKK (fotoregula¢ni proteinkinazy), které moduluji mnozstvi,
¢innost nebo modifikace kryptochromi a fotosenzitivitu rostlin na svételné prostredi. BICS
délime na BICS1 a BICS 2 a tyto regulatory kryptochromi 2 (CRY2) inhibuji
homodimerizaci a oligomerizaci. Mutantni rostliny, které tyto regulatory nemaji funkéni
jsou hypersenzitivni na modré svétlo, zatimco nadmérna exprese téchto regulatori

zpisobuje potlaceni aktivity CRY1 a CRY2.

Kryptochromy zprostiedkovavaji rizné reakce na modré svétlo. Jsou to napf. inhibice
hypokotylové elongace, otevirani stomat, podpora rezistence proti patogenum, potlaceni
senescence list, syndrom vyhybani se stinu a mnohé dalsi. Jako u ostatnich fotoreceptora
existuje hypotéza, ze kryptochromy prochéazeji vratnymi zménami energie, orbitali nebo
elektronovych stavii chemickych vazeb, které zprostfedkovava chromofor, kterym je
u kryptochromt flavin adenin dinukleotid (Obr. 3). Vnimani signalu je zprostiedkovano
zménou konformace kryptochromi a jejich afinitou k CRY-vazajicim proteinum, které
zahajuji signalni transdukci (pfenos signalu pies membranu do nitra bunky) (Wang et al.,
2018).
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Obrazek 3 — Flavinové fotoredukéni a reoxidaéni reakce, které jsou spojeny S biologickou
signalizaci. Flavin adenin dinukleotid je oxidovan (tma) a v pfitomnosti svétla se redukuje za vzniku
flavinového redoxniho stavu s neutralnim radikalem (FADH®), ktery koreluje s konforma¢ni zménou
proteinu spojenou s biologickou aktivaci. Po redukci flavini dochdzi k reoxidaci flavint
v reakci nezavislé na svétle, coz vede k produkci reaktivnich druhti kysliku (ROS).
(Prevzato z El-Esawi et al., 2017).
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1.5 UV-B svétlo a jeho receptory

O UV-B fotoreceptorech mame mnohem mén¢ informaci nez o fotoreceptorech pro UV-A
svétlo. UV-B fotoreceptory absorbuji svétlo o vinové délce 280-315 nm. UV-B svétlo
obecné ma dopad na vSechny organismy, piestoze se jedna pouze o malou ¢ast spektra, které
denni svétlo obsahuje a vétSina je absorbovéana ozonovou vrstvou zemské sféry (pouze
vinové délky nad 295 nm se pies ozonovou vrstvu dostanou). Vzhledem k vysoké energii
organismy vyvinuly obranné mechanismy, které je pied timto typem zafeni ochranuji.
U rostlin jsou to kutikuly a trichomy, které chrani povrch listl a také UV-absorbujici
slouceniny, které se hromadi v epidermis, snizuji propustnost pro tento typ svétla a ochrafiuji
bunky pod ni. Snizeni jiz vzniklého poskozeni maji na starost enzymy, které DNA opravuji,
a antioxidac¢ni systémy. Nizké davky UV-B svétla mezi 295-300 nm vyvolavaji u rostlin
fotomorfogenezi. Poskozeni DNA byva zptisobeno svétlem o vinové délce pod 260 nm,
(které¢ se uz tadi mezi UV-C). Reakce rostlin na UV-B svétlo jsou naptiklad inhibice
prodlouzeni hypokotylu a ristu kotenti v oblasti s nizkym ozafenim. Tento typ svétla také
podporuje otevirani déloznich listt. Pravdépodobné nejrozsahlejsi reakce na UV-B zéfeni je
ale biosyntéza flavonoidnich sloucenin, které jsou soucasti clony, ktera absorbuje UV-B
zateni. U Arabidopsis byl objeven UVR8 (UV RESISTANCE LOCUSS), ktery slouzi jako
fotoreceptor pro UV-B svétlo (Jenkins, 2014).

UV RESISTANCE LOCUSS8 tvofi v nepfitomnosti UV-B zafeni inaktivni
homodimery a v jeho ptitomnosti absorbuje UV-B pomoci tryptofant, kterymi jsou tvofeny
jeho chromofory. Po absorpci tohoto druhu svétla dochazi k jeho strukturni zméné a K jeho
monomerizaci na aktivni monomery. Tento fotoreceptor, bez ozateni pomoci UV-B, se
nachazi v cytosolu a jadie. Po jeho ozafeni se akumuluje do jadra. Hromadéni UVRS8 v jadie
I monomerizace jsou nezbytné pro jeho funkci pfi fizeni fotomorfogeneze. Procesy

monomerizace i dimerizace jsou dynamické a reverzibilni procesy (Liang et al., 2019).

2 Klifeni semen

Kli¢eni je proces, pii kterém vyrasta rostlina ze semene. Hlavnimi aspekty, které jsou
rostlinou vnimany Vv dobé kliceni jsou svétlo a teplota. Tyto aspekty poskytuji budouci
rostliné informace o ro¢nim obdobi a poloze semene Vv pidé. Teplota je zasadni
environmentalni faktor, ktery reguluje hloubku dormance semen u Arabidopsis. Pii
dormanci dochazi k inhibici kliceni i v pfipadé vhodnych podminek. Tento proces probiha
vnitini 1 vnéjsi cestou, kdy vnitini je fizena geneticky a vnéjsi je dana neprodySnym

semennym obalem. Kli¢ivost semen zavisi na mnoha faktorech. Dalsim dulezitym faktorem
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je voda. Semena sama o sob¢ obsahuji co nejmén¢ vody, aby nezmrzla pies zimu, proto po

kontaktu s vodou bobtnaji a indukuji proces kli¢eni. (Yang et al., 2020).

2.1 Regulace kli¢eni semen svétlem

Svétlo je dulezitym faktorem v rostling, diky kterému dochazi ke kli¢eni semen a je
dilezité i pro fotomorfogenezi, syndrom vyhybani se stinu (viz. kapitola 1.3 Specializace
fytochromtt) nebo fototropismus. Fotoreceptory, diky kterym rostlina vnima svételné
podnéty z okoli piedavaji tento signal, ktery upravi transkripci v rostliné tim, Ze interaguje
s transkripénimi faktory nebo ubiquitin ligazou 3. V procesu kli¢eni semen hraji nejvétsi roli
fytochromy, konkrétné¢ PhyB, protoze béhem pocatecni faze, kdy semena naséavaji vodu
a bobtnaji, zprostiedkovava R/FR fotoreverzibilni odezvu (LFR) a tim je zahajen proces
kli¢eni. Fytochrom A naproti tomu prodluzuje proces bobtnani semen ve tm¢ pomoci velmi
malé reakce (VLFR) na riizna svételna spektra (UV-A/FR) a velmi vysoké (HIR) na R/FR
Kk urychleni kliceni semen v nepiitomnosti aktivniho PhyB (Yang et al., 2020).

Kli¢eni predchazi dvoji oplozeni, které je nasledovano dozravanim a morfogenezi
semene, ktera se projevuje proliferaci a diferenciaci embrya a endospermu. Zrani se
projevuje akumulaci zasobnich latek v embryu a poté je navozena dormance, coz je klidovy
stav rostliny. Vyzrala semena se poté dostavaji do faze, kdy se tGroven vegetacniho stavu
snizuje, semena vysychaji a stavaji se vhodna pro stadium kliceni. Dormance zahrnuje
nékolik fazi. Prvni fazi mizeme oznacit jako indukce, druha zahrnuje udrzeni a uvolnéni
dormance a po této fazi nasleduje kli¢eni. V regulaci dormance hraji roli rostlinné hormony
jako gibereliny, mezi které patii kyselina giberelova (GA) a kyselina abscisova (ABA)
(Yang et al., 2020).

Rostlinné hormony GA a ABA maji velky vliv na rst a vyvoj rostliny. GA je
fytohormon, ktery podporuje rust a pozitivné reguluje procesy jako je elongace stonku,
kli¢eni semen, expanze listl, rist pylovych lacek, kvétt a plodi. ABA reguluje procesy, jako
je zrani embrya, vyvoj semen, kli¢eni a déleni bun¢k. ABA a GA maji antagonistické ucinky
(GA obvykle pozitivné reguluje a ABA negativné reguluje) naptiklad u kli¢eni semen nebo
u vyvoje plodi (Razem et al., 2006). GA je spojovana s dormanci semen a stav kliceni je
naopak obvykle doprovazen snizenou hladinou ABA. Osetieni rostliny pomoci GA obvykle
nestimuluje kliceni u pln€ dormantnich semen. Pro skon¢eni dormance a zacatek klic¢eni je
tedy nutné, aby se hladina ABA snizila a zvysila se hladina GA. Regulaci hladiny ABA maji
pii biosyntéze na starost enzymy NCEDG (9-cisepoxykartenoid dioxygenaza6), NCED9 (9-
cisepoxykartenoid dioxygenaza9) a CYP707A2 (cytochrom P450, rodina 707, podrodina A,
polypeptid 2), diky kterym jsou kliceni nebo dormance regulovany. Signalizace ABA je
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pozitivné regulovana transkripénimi faktory jako jsou ABI3, ABI4 a ABI5 (Abscisic acid
insensitive 3-5). Mutace genut, které koduji tyto transkripéni faktory, vede ke zvyseni
kli¢ivosti semen (Yang et al., 2020).

Dalsim dilezitym fytohormonem pi#i kliceni je auxin, ktery se uc¢astni vyvoje rostliny,
ke kterému patii naptiklad rast kotfeni, apikdlni dominance, reakce na signaly z prostiedi
nebo rust plodd. U kapusty ¢inské auxin také interaguje s ABA pii regulaci reakci na
nedostatek vody nebo osmoticky tlak. U rajcete auxin spolu s ABA ovliviiuji vyvoj semen
nebo tvorbu kofent ale auxin je také regulatorem hormonalnich signalnich drah (GA

a ABA), ¢imz reguluje tvar plodd u rajcat (Shuai et al., 2017).

2.2 Ovlivnéni kliceni pomoci fytochromi

Fytochrom A a fytochrom B hraji dulezitou ulohu pii kli¢eni semen, které je zavislé na
svétle. Na rozdil od ostatnich fytochromi dokaze PhyA reagovat pouze na malé ozafeni
pomoci Sirokého spektra svétla (VLFR) nebo na vysoké ozafeni (HIR) pomoci FR. Po
nabobtnani semen je dilezity PhyB, ktery je aktivovan slune¢nim zéafenim spolu se svétlem
v R spektru. Phy-B dependentni kli¢eni je zprostfedkovano aktivni formou Pfr fytochromu
B. Po jeho ozafeni pomoci FR dochazi k inhibici pomoci FR-dependentni konverze na jeho
inaktivni formu Pr. Druhy impulz pomoci FR poté stimuluje PhyA-dependentni klic¢eni, kdy
se PhyA konvertuje na jeho aktivni Pfr formu (Lee et al., 2012). Piedpoklada se, Ze
fytochromy kontroluji hladinu fytohormontt GA a ABA, které stimuluji ¢i potlacuji kliceni.
Bylo prokézano, ze ABA zabrafuje riistu embryi, proto je mozné, Ze konecnym krokem

signalizace fytochromi je kontrolovani hladiny pouze fytohormonu ABA (Lee et al., 2012).

3 Akvaporiny

Akvaporiny patii mezi starobylou rodinu hlavnich vnitinich proteinti (MIPs z anglického
major intrinsic proteins), které se nachazeji jak urostlin, tak u zivocichi nebo
mikroorganismt.. Akvaporiny zacaly byt zkoumany pravé na zaklad¢ jejich fungovani jako
vodnich kanali v rostlinach, protoze toto zjisténi bylo neocekéavané, a i kdyZ nezpisobilo
prevrat Vv chapani rostlinného vodniho transportu, tak vedlo k propojeni mnoha aspektt
vodnich vztahli v rostliné a k novym fyziologickym souvislostem. Jsou to membranové
proteiny, které tvoti kanaly nejen pro vodu, ale bylo zjisténo, ze i pro plyny a neutralni
rozpusténé latky. Rostlinné akvaporiny mohou tvofit mnoho homolognich struktur
(izoforem) a pravé diky sekvencni homologii je mizeme rozdélit do ¢tyt skupin. Vnitini
proteiny plasmatick¢ membrany (PIP), ke kterym patii podskupiny PIP1, PIP2 a dalSich 13
homolognich akvaporinti u Arabidopsis), vnitini tonoplastové proteiny (TIP), které maji 10

homolognich akvaporinti u Arabidopsis, nodulinu26 podobné membranové proteiny (NIP),
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které byly pojmenovany po nodulin-26 (GmNOD26) u séjovych bobu (Glycine max) a malé
zakladni vnitini proteiny (SIP), které maji 3 homologni akvaporiny u Arabidopsis.
Nodulinu26 podobné membranové proteiny jsou exprimovany V kofenech lusSténin
i vrostlinach, které se nachazeji u jinych druhii napiiklad 9 homolognich akvaporina
u Arabidopsis. Genom nékterych vyssich rostlin koduje patou tfidu akvaporind, kterd tzce
souvisi s PIPs. Navic nékteré rostlinné druhy maji i jiné typy akvaporini, kdy u mechu
Physcomitrella patens byl pomoci horizontalniho genového transferu objeven homolog
bakterialniho glycerolového facilitatoru (Maurel et al., 2008). Glycerolovému facilitatoru
podobny membranovy protein (GIP) je homolognim akvaporinem ke glycerolovému
facilitatoru, ktery je exprimovan u bakterie Escherichia coli. Existuji také hybridni nebo
nekategorizované X wvnitini proteiny. Nekategorizované X vnitini proteiny byly také
exprimovany v nékterych vyssich rostlinnych druzich (Wudick et al., 2009). Glycerolovy
facilitator byl objeven v bakteriich umisténych do hyperosmotického prostiedi, ve kterém
bakterie nepodlehly 1yze a ani se nezmensily, jak bylo o¢ekavano, coz vedlo k hypotéze, ze
jsou velmi propustné pro glycerol. Glycerolovy facilitator je kanal, ktery je propustny pro
glycerol a dal$i malé nenabité organické latky a byl jako jeden z prvnich zatazen mezi
akvaporiny (Stroud et al., 2003). Geny kodujici akvaporiny jsou exprimovany v nékolika
rostlinnych pletivech a jsou regulovany pomoci stresovych podnét z okoli jako je sucho
nebo zima. Voda je nejdulezitéjsim faktorem jak pro fotosyntézu, tak pro vyvoj nebo rist
rostliny, proto se rizné akvaporiny podileji na udrzovani vhodné hladiny pro riizna pletiva
vriznych vyvojovych stadiich. Semena pred klicenim vykazuji dormanci
a v pozd¢jsi fazi vysychaji. Obecné plati, Ze suché semena obsahuji pod 10 % vody. Neni

toho ov§em moc znamo 0 dehydrataci semen za pomoci akvaporini (Shiota et al., 2006).

Plvodné bylo navrZeno, Ze PIP se podileji na rehydrataci semen pfi fazi kliceni,
protoze se zvysuje jejich exprese v kli¢icich semenech, ovSem také bylo navrzeno, Ze
akvaporiny jsou pravé béhem nasavani uzavieny, aby se ptedeslo jejich poskozeni. Je mozné
tedy, ze voda se dostava v prubéhu imbibice do semene pomoci difuze. Také se myslelo, Ze
vnitini proteiny plazmatické membrany se podileji na rehydrataci z divodu, Ze nejsou
ptitomny v suchych semenech, avsak bylo zjisténo, Ze nekteré z PIP jsou pfitomny
i v suchych semenech, ovSem nejsou aktivni. Analyzy ukazuji tedy, ze az na jednu vyjimku
(PIP2;4) u které nedochazi k expresi pii rehydrataci a ani neni obsazena V suchych
semenech, se vSechny ostatni PIP podileji na kliceni a raném prodluzovani kotene
(Balarynova and Fellner, 2019). Vnitini proteiny plazmatické membrany se podileji na
odpovédi na abioticky stres a jejich exprese se muze abiotickym stresem regulovat jako

soucast adaptac¢niho systému, diky kterému rostliny snizuji ztratu vody. Bylo zjisténo, Ze na
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abioticky stres kazda izoforma akvaporinu reaguje odlisné, napt. PIP1 slouzi jako senzor pro
modré svétlo diky jeho umisténi v plazmatické membrané a schopnosti vazat flaviny
(chromofory fotoreceptord pro modré svétlo), coz potvrzuje zvyseni exprese PIP1;2 na
modrém svétle v Arabidopsis. Exprese PIP v kli¢icich semenech se zvySuje pii imbibici, kdy

level hydratace dosahuje 50-55 % (Balarynova et al., 2018).

Pti kliceni semen Arabidopsis probiha dobfte kineticky definovana a rozsahla vyména
vody, proto lze ocekavat, ze tuto vyménu budou zprostfedkovavat pravé akvaporiny.
Analyzy pomoci mikroassay a Western blotu odhalily, ze v suchych semenech se nachazely
vysoké hladiny exprese n¢kolika TIPs izoforem (TIP3;1, TIP3;2 a TIP5;1) a poté v prubé¢hu
kliceni doslo ke zméné a prevladala exprese podskupin TIP1 TIP2 akvaporint, které maji
vysoké hladiny exprese i Vv listech, kofenech a jsou také spojeny s bunéénou expanzi. Jako
specifické akvaporiny pro zrani a kliceni semen jiz byly uréeny v nékolika druzich rostlin
TIP3. Vysoky vyskyt TIP byl udrZzovan aZz do uplného vykliceni. Na rozdil od
tonoplastovych akvaporint byl zjistén velmi nizky obsah PIP v suchych semenech a az

pozdéji se jejich exprese zvysila v pozdni fazi ristu embrya (Hennig et al., 2002).

3.1 Struktura akvaporini

Diky struktufe riznych akvaporini byl objasnén molekularni mechanismus vodniho
transportu. Struktura akvaporint je konzervovana u zivocicht, rostlin, bakterii a kvasinek.
Vsechny MIP proteiny sdileji Sest transmembranovych proteintt S N- a C- termindlnimi
konci smétujicimi do cytosolu. Téchto Sest domén je slozeno z a-helixi, které jsou spojené
dohromady pomoci por formujicich domén, které smefuji ven 1 do stfedu tetramerniho
akvaporinu. Existuje 5 smyc¢ek (A-E), které doprovazeji a-helixy. Prvni a tieti smycka jsou
hydrofobni a obsahuji konzervativni Asp-Pro-Ala aminokyselinovou sekvenci. Dvé
poloviny proteinu obsahuji stejnou sekvenci a a piekryvaji se uprostied lipidové dvojvrstvy
za vzniku dvou hemipdra. Tyto hemipory vytvareji tzky kanal, ktery méa podobny tvar jako
presypaci hodiny. Polypeptidové akvaporiny jsou obecné tvofeny v membrané
homotetramery a kazdy monomer tvoii jeden vodni por. Pomoci elektrostatickych sil
dochazi k pritoku vody v akvaporinu pies por smérem doli po sméru potencialového
gradientu. Aby mohla byt zohlednéna molekularni selektivita MIP predpoklada se, ze por
propousti latky na zakladé velikosti (Shao et al., 2008).

3.1.1 Inhibice akvaporinu pomoci chloridu rtut’'natého

Inhibice funkce akvaporini probiha pomoci vazby sulthydrilového ¢inidla na cysteinovy
zbytek, ktery je umistény Vtésné blizkosti poru, coz vede K fyzickému zablokovani

molekularniho toku poérem (Shao et al., 2008). Rtut' je obecny inhibitor akvaporini
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v riznych organismech, redukuje rychlost kliceni semen a indukuje zpozdéni prasknuti
plasté matefského semene. Rtut’ ale nezménila homogenitu ani vyvojovou sekvenci kli¢eni
ajeji efekt 1ze zvratit pomoci ptidani 2 mM dithiotreitolu, coz naznacuje, ze tyto G¢inky byly
zpusobeny primarné oxidaci nékterych slozek, které jsou v buiice obsazeny, piipadné
akvaporind bez ireverzibilnich zmén bunééné integrity. Méfeni piijmu vody v semenech
osetfenych rtuti a kontrolnich semenech naznacuje, ze akvaporiny nejsou zapojeny do
casného nasavani vody semenem (imbibice), ale jsou spise spojeny s opozdénym zahajenim
faze absorpce vody, expanzi i ristem embrya a mohou ovlivitovat rychlost kli¢eni semen
(Vander Willigen et al., 2006). V genomu rajcete existuje 47 gend, které koduji akvaporiny,
avsak jen 14 koéduje ty, které jsou obsazeny v plazmatické membran¢ a které se podileji na
rehydrataci a vyvoji semene. Chlorid rtutnaty se pouziva pro zkoumani jejich funkce pii
kliceni a pro brzky rust rostliny po kliceni, a piestoze bylo objeveno n¢kolik akvaporind,
které byly vaéi rtuti rezistentni jsou jeji slouceniny hojné uzivany jako jejich inhibitory.
Exprese akvaporini mize byt modulovana riznymi faktory, napiiklad zatenim (Balarynova
and Fellner, 2019) nebo abiotickym stresem (Balarynova et al., 2018). Diky experimentiim
s mutantem rajcete bylo zjisténo, ze HYCl2 potlacuje nebo opozd’uje kli¢eni semen a opozdén
je také rlst kofend, a to nejvice pod modrym svétlem. Aby nebyly ucinky rtuti toxické,
pouzivaji se relativné malé koncentrace, u kterych je prokazano, Ze nemaji jedovaté ucinky

na semeno (Balarynova and Fellner, 2019).
3.2 Transport vody a jinych latek pomoci akvaporini

Akvaporiny se vyskytuji t¢éméf ve vSech kompartmentech bunéénych membran rostlin, coz
naznacuje, ze jejich role v dgjich, které probihaji uvnitt buniky a v rozdélovani rtiznych
substratt je kriticka. Naptiklad modelovani pohybu vody mezi cytoplazmou a vakuolami je
ptisuzovano roli tonoplastovym akvaporinim Vv osmotické rovnovaze bunky. Pro ostatni
substraty jesSté¢ zlstavaji nezodpovézené otazky, co se tyCe prispévku akvaporini

a smé&ru transportu (Maurel et al., 2009).

3.2.1 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je velmi podobny vodg, tudiz bylo dokazano v kvasinkach, ze tato molekula
mize byt efektivné transportovana jak pomoci vnitinich proteinl plazmatické membrany,
tak pomoci vnitinich tonoplastovych proteinti. Fenotyp mutantni rostliny Arabidopsis, ktera
je deficientni v tipl;1 i tipl;2 mtze byt dan transportni aktivitou téchto akvaporind. Pod
normalnimi svételnymi podminkami (100 pmol fotoni m2 s) méla tato mutantni rostlina
ve srovnani s kontrolnim genotypem (WT) 0 50 % zvySeny obsah antokyanti a o 20 %

snizenou aktivitu kataldzy. Tyto zmény mohou byt indukovany i u rostlin divokého typu,
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ov$em az pfi vysoké mife osvétleni (500 pmol fotont m2 s), proto fenotyp tohoto mutanta
ukazuje na roli TIP1 v bunééné detoxikaci kyslikovych radikalt (ROS), které jsou
indukovany svétlem. Je proto pravdépodobné, Zze pienos signalu mezi bunikami nebo uvnitf
bunék je zprostiedkovan pomoci vnitfnich proteini plazmatické membrany, tak pomoci

vnitinich tonoplastovych proteini (Maurel et al., 2009).

3.2.2  Oxid uhlicity

Oxid uhlicity je dalSim substratem, ktery ma primarni fyziologicky vyznam. Lokalizace
NtAQP1 v chloroplastovém obalu 1 plazmatické membrané listd tabaku podnitily
pfehodnoceni propustnosti téchto membrdn pro vodu a oxid uhli¢ity. Po zméfeni
zastaveného toku ve vezikulach téchto membran, které byly purifikovany z rostlin divokého
typu a NtAQP1 RNAI ukazaly, ze NtAQP1 ptispiva kolem 45 % Kk propustnosti plazmatické
membrany pro vodu, ale ma zanedbatelny G¢inek pro oxid uhli¢ity. V chloroplastovém obalu
by vSak mohl pfedstavovat kolem 90 % propustnosti pro oxid uhlicity, ale méné nez 10%
propustnost pro vodu. Tato data je ale nutné jes$té porovnat S modely, které zkoumaji
prispévek membran k celkové vodivosti mezofylu vici oxidu uhli¢itému a rozsifit na dalsi

systémy. (Maurel et al., 2009).

3.2.3 Transport rozpusténych latek prostiednictvim NIP

Nedavno se ukazalo, ze dva toxické metaloidy arsen a antimon jsou transportovany ve form¢e
hydroxidi (As(OH)3 a Sb(OHs)) pomoci NIP. Protoze tyto slou¢eniny se vyskytuji pouze
vV kontaminovaném prostfedi a nejsou nezbytné¢ nutné pro rostlinu mize to odrazet
nedostate¢nou selektivitu systému, ktery je urcen pro transport metaloidd, které jsou pro
rostlinu esencidlni (bor a kiemik) a které jsou potieba pro jejich vyzivu a rezistenci vici
stresu. Akumulace arsenu v ryzovych semenech je naptiklad dana dvéma kfemikovymi
transportéry a genetické studie ukazaly, ze u Arabidopsis je hlavnim faktorem citlivosti na
toxicitu arsenitu AtNIP1;1. Presto vSak existuje moznost, ze nekteré z ostatnich NIP
prispivaji k detoxikaci rostliny. Dalsi NIP v Arabidopsis transportuje kyselinu mlécnou
V 0ocytech a byla potvrzena jeho funkce, kterou je uvoliiovat kyselinu mlé¢nou v kotfenech,
které jsou zaplaveny vodou a zabranéni jejich fermentaci, kterd je vyvolana acidifikaci bunék

(Maurel et al., 2009).
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4 Material a metody

Rostlinny material — semena Solanum lycopersicum L. ve formé recesivniho mutantu au"
(aurea, cv. Money Maker; LA2837; deficientni ve fytochromovém chromoforu; Koornneef
et al., 1985; Terry, 1997) a recesivniho mutantu yg-2 (yellow green 2, odvozen od cv.
Kokomo; deficientni ve fytochromovém chromoforu; Terry and Kendrick, 1996). Semena
mutantl byla poskytnuta C. M. Rick, TGC: Tomato Genetics Cooperative, University of
Florida, Gainesville).

4.1 Metody

4.1.1 Michani MS média

Pomiicky — plastové vazenky, odmérny valec 0.5 1, tiilitrova Erlenmayerova barika,
analytické vahy a predvazky, magnetické michatko, magneticka michacka, hlinikova folie,
Spachtle, 1zicka, pH-metr, barevna paska, autoklavovaci paska, lihova fixa, plastova

Pasteurova pipeta

Chemikalie — Murashige Skoog médium (Murashige and Skoog 1962; Duchefa Biochemie,
Nizozemsko, Prod. No: M0221.0100), sachar6za, pufr MES  (2-(N-
morpholino)ethansulfonova kyselina), destilovana voda, fytoagar, 1M roztok hydroxidu
sodného (KOH), roztok chloridu draselného (KCI)

Postup pripravy média

Do trilitrové Erlenmayerovy banky byl nalit 1 litr destilované vody, do kterého bylo ptidano
20 g sacharozy, ktera byla rozpuSténa na magnetické michacce. Poté bylo odvazeno 8,6
g média, které po rozpusténi sachar6zy bylo piesypano do baiiky. Na analytickych vahéach
bylo odvazeno do misky 0,39 g MES pufru a nasypano do média. Do odmérného valce byl
napusten litr destilované vody. Po rozmichéani pufru v baiice se zastavilo michani a objem
v barice byl doplnén na 2 litry pomoci odmérného valce. Poté bylo upraveno pH média
pomoci pH metru. Nejdiive bylo pH zméfeno pomoci elektrody (4,5), a poté bylo pH
upraveno pomoci 1 M roztoku KOH na hodnotu 6,1. Bylo pfipraveno 5 pullitrovych
termolahvi obsahujicich 2,8 g fytoagaru, do kterych bylo odméfeno pomoci odmérného
valce 400 ml média. Lahve byly lehce zasroubovany, oznaceny Stitkem s popiskem
a médium bylo piipraveno ke sterilizaci v parnim autoklavu. Sterilni médium bylo

prechovavano v lednici.

4.1.2 Vysev semen

Pomiicky — sterilni plastové Petriho misky (prumér 90 mm), dlouha pinzeta, lihovy kahan,

sterilni Erlenmayerova odmérna barka (objem 300 ml), automaticka pipeta (objem 10 ml),
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sterilni Spicka, plastové centrifugacni zkumavky s vicky (objem 50 ml), nesterilni kadinka

(objem cca. 300 ml), alobal, barevna paska

Chemikalie — zasobni roztok chloridu rtutnatého (konc. 102 mol/l; sterilizovany filtraci),
sterilni destilovana voda, roztok Sava, ve kterém bylo 2,8 % aktivniho chloru, 96 % a 70 %

ethanol a piipravené kultiva¢ni médium MS.
Postup

Nejdiive bylo rozehiato kultivaéni médium. Nez se médium rozehtélo, probehla povrchova
sterilizace semen rajcete pomoci roztoku Sava, které bylo nalito k sementim do plastovych
zkumavek s vicky a ponechano pusobit 20 minut. Byla vydesinfikovana pracovni deska
flowboxu pomoci 70 % roztoku ethanolu. Po 20minutové lhité byl ve flowboxu roztok
odpipetovan a semena byla proplachnuta destilovanou vodou: misto Sava byla nalita
k sementm sterilni destilovand voda, kterd po chvilce ptisobeni byla opét odpipetovana
a znovu dolita do zkumavky. Tento postup byl pétkrat zopakovan pro seminka obou
genotypt. Po poslednim promyti bylo k sementim pfilito 5 ml sterilni destilované vody.

Semena byla pfipravena k vysevu.

Po rozehtati bylo nalito do odmérné banky 120 ml kultivacniho média, které bylo
rozlito do Sesti Petriho misek (po 20 ml) oznafenych jako misky s nulovou koncentraci
HgCl». Dale bylo nalito do odmérné banky 120 ml kultiva¢niho média a 120 ul HgCly, které
bylo rozlito do Sesti Petriho misek (po 20 ml) oznacenych jako misky s 10 uM koncentraci
HgCl2. Podobnym zpsobem byly pfipraveny misky s koncentracemi 15, 20 a 30 pmol/l.

Ptislusné objemy zasobniho roztoku jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 - Koncentrace HgCl; pro piipravu MS média o objemu 120 ml

Koncentrace

10 12 15 20 30 40 50 70 90
[ mol/1]

HgCb [u] 120 144 180 240 360 480 600 840 1080

Po ztuhnuti média v miskach byl zapéalen kahan a do sklenice nalit 96 % ethanol, ktery
se pouzival k dezinfekci pinzety. Do kazdé Petriho misky bylo pomoci nad plamenem
ozehnuté pinzety vyseto na médium 30 upravenych vysterilizovanych semen. Poté byly
misky prelepeny dvéma vrstvami pasky z netkané textilie (Softpore, Batist Medical, CR),
popsany, sefazeny podle koncentraci za sebou, misky pattici do tmy, byly obaleny vrstvou
alobalu a umistény ve vertikalni poloze do automatické kultivacni komory; Microclima

1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko). Misky se semeny urc¢ené ke kultivaci na BL a RL
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byly umistény ve vertikalni poloze do specialnich stojanki a umistény do stejné kultivacni
komory. Zdrojem modrého svétla byly trubice Philips TLD-36 W/18-Blue (Philips USA)
s maximalni ozafenosti 10 umol m? s pii 440 nm modrého svétla. Zdrojem Eerveného
svétla byla trubice Philips TLD- 36 W/15-Red (Philips, USA) s maximalni ozafenosti 10
pmol m?2s™ pii 660 nm.

Hodnoceni kli¢ivosti semen

Semena byla kultivovana ve tmé, na modrém nebo ¢erveném svétle pfi teploté 23 °C celkem
7 dnt a béhem této doby byla sledovana kli¢ivost semen. Ze ziskanych hodnot kli¢ivosti
byla vypocitana procentualni inhibice kli¢ivosti vlivem HgCl.. Ze ziskanych ¢i vypocitanych
hodnot byly nasledné vytvoreny tabulky a grafy které ukazuji zavislost kli¢ivosti ¢i inhibice
na pouzité koncentraci HgClo.
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5 Vysledky

Obecnym cilem experimentli v této bakalaiské praci bylo zjistit, zda cCervené svétlo
prostiednictvim fytochromi mize néjakym zptisobem ovliviiovat aktivitu akvaporint
béhem kli¢ivosti semen raj¢ete Solanum lycopersicum L. V provedenych experimentech byl
pouzit geneticky pfistup, pfi kterém byla porovnavana kli¢ivost mutantnich rostlin s defekty
ve fytochromovém chromoforu a jejich odpovidajicich kultivard po aplikaci inhibitoru
akvaporinti chloridu rtutnatého (HgCl,). Konkrétné byly pouziti mutanti rajéete aurea (au")

a yellow green 2 (yg-2) oba s defekty v biosyntéze chromoforu.

5.1 Vliv svétla na citlivost mutanta aurea k HgCl:

V téchto experimentech byla pouzita mutantni rostlina au" deficitni v druhém kroku syntézy
fytochromového chromoforu (Obr. 10, Diskuze). Byl sledovan vliv HgClz a svételnych
podminek na kli¢ivost semen této mutantni rostliny v porovnani s jejim kultivarem Money
Maker (cv. MM). Na obrazku 4 muzeme Vidét, ze u kultivaru MM byla mira procenta
kli¢ivosti podobna (az na koncentraci -12 umol/l) na modrém i Cerveném svétle.
U semen kultivovanych ve tmé byla kli¢ivost semen nejvétsi, az do koncentrace 15 umol/I,

poté byla podobna jako kli¢ivost na ¢erveném a modrém svétle.

Kultivar Money Maker
120.0
100.0
80.0
60.0 =D

40.0

Klicivost [%0]
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0.0
0 10 12 15 20 30
Koncentrace HgCl, [umol/1]

Obrazek 4 —Klicivost genotypu cv. MM ve tmé, na Cerveném a modrém svétle ovlivnéna vybranymi
koncentracemi (0, 10, 12, 15, 20 a 30 umol/l) chloridu rtutnatého (HgCl2) 7 dni po vysevu. Na grafu
je vyobrazen pramér kli¢ivosti = SE vypocitany ze ¢tyi (BL) a péti nezavislych experimenti
(RL a D).
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Na obrazku 5 je vidét, ze kli¢ivost semen mutanta au™ ve tmé a pii kultivaci na modrém
a Cerveném svétle byla na zakladnim médiu pti absenci HgCl> podobna. Se zvysSujici se
koncentraci HgCl. se kli¢ivost semen postupné snizovala, a to rovnéz podobné na vsech

testovanych svételnych podminkach.

Mutant au”
120.0
100.0

80.0

60.0 )

Klicivost [%0]

40.0
20.0

0.0
0 10 12 15 20 30

Koncentrace HgCl, [umol/1]

Obrazek 5 — Kli¢ivost semen mutanta au”’ ve tmé, na ¢erveném a modrém svétle ovlivnéna
vybranymi koncentracemi (0, 10, 12, 15, 20 a 30 umol/l) chloridu rtutnatého (HgClz) 7 dni po
vysevu. Na grafu je vyobrazen prumér kli¢ivosti + SE vypocitany ze ¢tyf (BL) a péti nezavislych
experimentd (RL a D).

Na obrazku 6 je nasledné znazornéno porovnani inhibice kli¢ivosti semen cv. MM a mutanta
au" pii koncentraci 10 umol/l HgClz. Miizeme vidét, Ze u kultivaru cv. MM byla nejmensi
inhibice kli¢ivosti semen pozorovédna ve tm¢, zatimco byla vyrazné (dvojnasobné) zvysena
na modrém svétle. Cervené svétlo zesilovalo citlivost semen K inhibi¢nimu Géinku asi
o tfetinu. U mutanta au™ byla relativni inhibice kli¢ivosti vlivem HgCl, ve tmé a na RL
srovnatelnd s inhibici pozorovanou u cv. MM. Na modrém svétle vSak byla inhibice
kli¢ivosti semen mutanta au" znatelné niz$i nez u cv. MM (cca. 20 %). Podobny trend byl

pozorovan u dal$ich testovanych koncentraci HgCl».
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Obrazek 6 — Porovnani inhibice kli¢ivosti genotypu cv. MM a mutanta au" ve tmé, na &erveném
amodrém svétle ovlivnéna koncentraci 10 umol/l HgCly, 7 dni po vysevu. Na obrazku je vyobrazena
relativni inhibice vypocitana z primérnych hodnot kli¢ivosti ziskanych ze ¢tyt (BL) a péti (RL a D)

nezavislych experimentd.

5.2 Vliv svétla na citlivost mutanta yellow green 2 k HgCl:

Pro tento experiment byla pouzita mutantni rostlina yg-2 deficitni v prvnim kroku syntézy
fytochromového chromoforu (Obr. 10, Diskuze). Byl sledovan vliv HgClz a svételnych
podminek na kli¢ivost semen této mutantni rostliny v porovnani s jejim kultivarem cv.
Kokomo. Na obrazku 7 je vidét, Zze ve tmé byla kli¢ivost semen cv. Kokomo relativné vysoka
i pfi nejvyssi testované koncentraci HGCl> (90 umol/l). Naproti tomu, kli¢ivost semen
kultivovanych na modrém a ¢erveném svétle se prudce snizovala od koncentrace 30 az 40

umol/l.
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Obrazek 7 — Klicivost genotypu cv. Kokomo ve tmé, na ¢erveném a modrém svétle ovlivnéna
vybranymi koncentracemi (0, 10, 12, 15, 20, 30, 40, 50, 70 a 90 pmol/l) chloridu rtutnatého (HgCl.)

7 dni po vysevu. Na grafu je vyobrazen primér + SE vypocitany z péti nezavislych experimentd.

Na obrazku 8 muizeme vidét, ze semena mutanta yg-2 byla tolerantni k HgCl, asi do
koncentrace 15 pmol/l, ale od koncentrace 20 umol/l se kli¢ivost semen prudce sniZovala,
podobné za vsech testovanych svételnych podminek. Semena pak nebyla schopna kliéit jiz

zhruba od koncentrace 40 az 50 pmol/I.

Mutant yg-2
100

80
60

40

Klicivost [%]

Koncentrace HgCl, [pumol/1]

Obrazek 8 — Kli¢ivost mutanta yg-2 ve tm¢, na ¢erveném a modrém svétle ovlivnéna vybranymi
koncentracemi (0, 10, 12, 15, 20, 30, 40, 50, 70 a 90 pmol/l) chloridu rtutnatého (HgCl,) 7 dni po

vysevu. Na grafu je vyobrazen primér + SE vypocitany z péti nezavislych experimentd.
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Na obrazku 9 je nasledné znazornéno porovnani inhibice kli¢ivosti semen kultivaru Kokomo
a mutantni rostliny yg-2 pfi koncentraci 40 umol/l/l HgCl>. Mizeme vidét, ze u kultivaru
Kokomo byla nejmensi inhibice kli¢ivosti semen pozorovana na ¢erveném svétle, o néco
vys$si byla ve tm¢ a nejvétsi byla pozorovana pii kultivaci na modrém svétle (cca. 20 %).
U mutanta yg-2 byly inhibice kli¢ivosti vlivem stejné koncentrace HgCl, mnohonasobné
vy$$i bez ohledu na testované svételné podminky. Ve tmé a na erveném svétle dosahovala
relativni inhibice cca 95 %, zatimco na modrém svétle byla relativni inhibice kli¢ivosti
semen mutanta yg-2 znatelné niz$i (cca. 75 %) nez ve tmé a na ¢erveném svétle, ale piesto

o mnoho vyssi nez u kultivaru Kokomo na modrém svétle.

40 umol/1 HgCl,

100
= 80
S
S 60
5
= =D
o 40
2 EBL
=
E 20 ERL
.1l . —

cv. Kokomo vg-2

Obrazek 9 — Porovnani inhibice kli¢ivosti genotypu cv. Kokomo a mutanta yg-2 ve tmé, na
¢erveném a modrém svétle ovlivnéna koncentraci 40 umol/l HgClz, 7 dni po vysevu. Na obrazku je
vyobrazena relativni inhibice vypocitana z pramérnych hodnot kli¢ivosti ziskanych z péti

nezavislych experimentd.

29



6 Diskuze

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace jsem se zabyvala vlivem chloridu rtutnatého
(HgCly), inhibitoru akvaporinti, na kli¢eni semen rajéete jedlého Solanum lycopersicum L.
s cilem zjistit, zda jsou akvaporiny v tomto procesu zapojeny. Experimenty byly provadény
ve tm¢, na modrém a Cerveném svétle, abychom zjistili, zda mtize byt citlivost semen
k HgCl> regulovana svétlem. Z vysledka by se pak dalo usuzovat, zda svétlo je schopno
regulovat aktivitu akvaporind. Pro experimentalni ¢ast byl pouzit geneticky piistup, ktery
spo¢ival v analyze kli¢ivosti mutantd aurea (au') a yellow green 2 (yg-2) s defekty
v biosyntéze fytochromového chromoforu. Tyto experimenty by mohly odhalit, zda regulace

akvaporind vlivem svétla muze byt zprostiedkovana fotoreceptory fytochromy.

Mutantni rostliny au" a yg-2 studovali Terry a Kendrick (1996) a Kendrick et al.
(1997). Mutant aurea rajéete deficitni v syntéze fytochromového chromoforu je pouzivan
pro studium funkce riznych druht fotoreceptorii v fizeni vyvoje vyssich rostlin, pfevazné se
ale pouziva ke studiu fytochromi. Analyzou bylo zjisténo, ze tito mutanti jsou deficitni
v syntéze fytochromového chromoforu. Piesnégji, mutant au"’ ma deficit v POB syntize,
tudiz nedochézi k prfemén¢ biliverdinu IXa na 3Z-phytochromobilin a nevznika chromofor,
a Yg-2 ma deficit v prvnim kroku enzymatické pfeméné hemu pomoci hemové oxygendzy
na biliverdin IXa (Obr. 10; Terry a Kendrick, 1996).

Heme

Heme oxygenase
Biliverdin IXax

P8 syrchase
Jz-phgtmilmmnhllln

P ianmeraie

JE-phytochromobilin

%

Holophytochrome (Fr)

— Apophytochrome

Obrazek 10 — Postup a jednotlivé kroky biosyntézy fytochromového chromoforu
(ptevzato z Terry and Kendrick, 1996).

Tyto mutantni rostliny maji podobny fenotyp jako mutanti hyl a hy2 u Arabidopsis
a mutant pcdl u hrachu. Semenacky mutanta rajcete fri, které jsou deficientni ve fytochromu
A, obsahuji zjistitelnou hladinu stabilniho fotoreverzibilniho fytochromu, ktery neni
piitomen v au", coz dokazuje, Ze tato mutantni rostlina je deficientni v jinych fytochromech

nez PhyA. (Terry and Kendrick, 1996). Pouze nizka reakce mutantni rostliny aurea na R
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a FR spektrum svétla naznacuje, ze au"’ je mutantem ve chromoforové &asti fytochromu. Na
zaklad¢ studii s Arabidopsis bylo zjisténo, ze tyto vinové délky jsou zachycovany pomoci
PhyB a PhyA &astmi chromoforu. U mutanta au™ rostliny s pozménénym genotypem je
velka pravdépodobnost, ze bude mit deficit ve vSech fytochromech, coz zabranuje urceni

funkci jednotlivych fytochromovych genti v rajéatech (Kendrick et al., 1997).

Vysledky naSich experimentd ukazaly, ze inhibitor akvaporini, HgClz, vyznamné
redukuje kliceni semen bez ohledu na svételné podminky. Vysledky tedy naznacuji, ze
akvaporiny jsou dulezité pro kli¢eni semen rajéete. V naSich experimentech bylo dale
zjisténo, ze citlivost semen cv. MM K niz$im koncentracim inhibitoru akvaporind HgCl. (10
az 12 umol/l) byla na modrém svétle ve srovnani s citlivosti semen kultivovanych ve tmé
vyrazné zvysena. Tento jev vSak nebyl pozorovan u mutanta au a mutant tedy vykazoval
na modrém svétle znaénou toleranci k HQCly. Je tedy evidentni, Ze mutace v P®B syntaze
vede k ur¢ité a na modrém svétle specifické toleranci k HgClz. Zvysena citlivost cv. MM
k HgCl2 na modrém svétle mtize byt vysvétlena napf. tim, Ze by modré svétlo mohlo snizovat
syntézu akvaporini (snizovat expresi geni kodujicich akvaporiny). Tim by HgCl
aplikovany v niz8i koncentraci snadné&ji (rychleji) akvaporiny zablokoval. Je také mozné, ze
by modré svétlo prostiednictvim chromoforu mohlo meénit vlastnosti akvaporint a tim
zvySovat jejich citlivost (nachylnost) k vazbé HgClo. Defekt v syntéze chromoforu
u mutanta au" vede ke snizenému p¥ijmu signdlu modrého svétla. Mutant au™ by tedy mohl
mit vy$s§i hladinu akvaporini, nebo nizsi citlivost akvaporin k HgCl2 coz by vysvétlovalo

jeho toleranci k tomuto inhibitoru.

V piipadé semen kultivaru Kokomo, od kterého byl odvozen mutant yg-2, bylo
zjisténo, ze jsou ve srovnani se semeny cv. MM mnohem tolerantnéjsi k HgCl,. U kultivaru
cv. MM stacila ve tm¢ koncentrace 30 pmol/l ke 100% inhibici kli¢ivosti semen, kdezto
u kultivaru Kokomo bylo zapotiebi za stejnych svételnych podminek koncentrace 90 pmol/I
HgCl> Kk inhibici kli¢ivosti pouze 30 %. Vysledky dale ukazaly, Ze u cv. Kokomo modré
svétlo zvySovalo citlivost semen k vys§im koncentracim HgClz. Tento jev nebyl pozorovan
U mutanta yg-2, protoze tato mutace vedla k velmi silné citlivosti semen k inhibitoru uz ve
tmé (Obr. 8). Je tedy evidentni, Ze mutace V prvnim kroku biosyntézy fytochromového
chromoforu, tedy mutace v genu pro hem oxygenazu méla za nasledek vyrazné zvyseni
citlivosti semen k HgCl.. Lze tedy spekulovat, Ze tento gen (a jeho produkt) je néjak zapojen
Vv biosyntéze (aktivité) akvaporintl, nebo obecné ve fungovani akvaporintl, a to bez ohledu

na svételné podminky.
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V minulych letech se podobnym tématem zabyvala naptiklad Eliska Hlavacova
(2019), ktera zkoumala vliv svételnych podminek a HgCl2 na kli¢eni tfi fotomorfogennich
mutanta tril, fril a hpl, sledovala jejich maximalni kli¢ivost a miru inhibice. Ve své
bakalarské praci potvrdila, ze fytochromy jsou zapojeny do procesu kli¢eni a zjistila, Ze
funk¢ni PhyB1 ve tmé snizuje citlivost kliceni semen k HgCl2 a naopak, ze funkéni PhyA
zvysuje citlivost semen k HgClz. Dalsim, kdo zkoumal reakce fotomorfogennich mutantt
rajcete ke chloridu rtutnatému v zavislosti na svételnych podminkach byla Jana Zaoralova
(2007), ktera ve své diplomové praci zkoumala zapojeni akvaporint V rastu rostlin. Ve své
praci testovala rostliny rajcete, které maji mutaci v receptoru pro modré svétlo kryptochromu
CRY1, nebo rostliny s mutaci v genu 7B-1, které maji defekt v signalizaci modrého svétla
prostiednictvim fototropinti a které ukazuji toleranci K abiotickym stresim na modrém
svétle. Ve své praci zjistila, Zze akvaporiny jsou pozitivné zapojeny V rastu rostlin. Na urovni
rastu hypokotylu pak zjistila, ze gen 7B-1 neni pravdépodobné zapojen v reakcich rostlin
k HgCl, a neovliviuyje aktivitu ¢i mnozstvi akvaporint. Jeji vysledky vSak potvrdily, Ze na
¢erveném i modrém svétle ma HgCl, vEtsi inhibi¢ni Gc¢inek na rust rostlin rajéete. Na zakladé
svych vysledkti dosla k zavéru, Ze citlivost hypokotylu rostlin rajéete k HgCl2 je ovliviiovana

svétlem prostrednictvim fotoreceptoru CRY1.
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[ Zavér

Cilem bakalaiské prace bylo zjistit, zda je v podminkach in vitro citlivost semen k inhibitoru
akvaporintit HgCl, ovlivnéna svétlem a pokud ano, zda mize byt vliv svétla zprosttedkovan
fytochromy. Pro experimentalni ¢ast byl pouzit geneticky ptistup, pii kterém byly zkoumany
fotomorfogenni mutantni rostliny aurea a yellow green 2 deficitni ve fytochromovém
chromoforu. Na zakladé vysledka této bakalaiské prace bylo zjisténo, Ze akvaporiny hraji
roli v procesu kli¢eni semen rajcete a ze jejich aktivita je pravdépodobné regulovana svétlem

prostiednictvim fotoreceptorti fytochromd.

V naSich experimentech bylo zjisténo, ze citlivost semen cv. MM (od kterého byl
odvozen mutant au*) k niz§im koncentracim inhibitoru akvaporinti HgCl2 byla zvys$ena na
modrém svétle, z ¢ehoz bylo odvozeno ze mutace v POB syntaze vede na modrém svétle ke
specifické toleranci k HgCl. Vysledky experimentd S mutantem yg-2 pak vedou k hypotéze
(nebo spekulaci), ze gen (a jeho produkt) pro hem oxygenazu, enzym prvniho kroku
biosyntézy chromoforu, je pravdépodobné zapojen v biosyntéze (aktivité) akvaporini nebo
ve fungovani akvaporinl, a to bez ohledu na svételné podminky. Pro potvrzeni této

domnénky by bylo potieba dalsiho vyzkumu

Vysledky naSich experimenti ukazaly, ze inhibitor akvaporini, HgClz, vyznamné
redukuje kli¢eni semen bez ohledu na svételné podminky. Vysledky tedy naznacuji, Ze
akvaporiny jsou dulezité pro kliceni semen rajcete a také vedou k hypotéze, Ze fotoreceptory

fytochromy jsou zapojené Vv biosyntéze ¢i fungovani akvaporint.
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