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1. Uvod

Prace se zabyva tématem z oboru fyziologie rostlin, konkrétné pasobenim rostlinného
hormonu auxinu na rist rostlin v zavislosti na riiznych svételnych podminkach. Rast rostlin je
ovliviiovan mnoha faktory, jednim z nejvyznamnéjSich je prave svétlo. Regulace ristu
svétlem probihd Casto praveé prostiednictvim auxini — svétlo muze redukovat hladinu auxint
V buiice, polarni transport auxinti ¢i mnozstvi nebo aktivitu auxinovych receptorti. Nékteré
mechanizmy spoluptisobeni svétla a auxinu pfi regulaci prodluzovaciho ristu ale zatim nejsou
dostatecné vysvétleny.

Hlavnim cilem mé prace bylo zjistit, jak kvalita svétla ovliviiuje ristové reakce
hypokotylu a kofene k auxinim. Uginek auxin na rist rostlin je &asto studovan aplikaci
exogennich auxinl, které vSak rast rostliny inhibuji. K experimentim byly pouzity dva
genotypy rajcete jedlého (Solanum lycopersicium L.): kultivar cv. GT a od né&j odvozeny
mutant tril. Tento mutant je deficientni ve fytochromu B1, ma tedy poruchu vnimani
cervené¢ho svétla. Rostliny byly péstovany ve tmé, na modrém a cerveném svétle
Vv podminkach in vitro na kultivatnim médiu obsahujicim exogenni auxin NAA v pfedem
urcenych koncentracich.

Experimenty jsem provadéla ve Skupin€ molekuldrni fyziologie v Laboratoii rastovych
regulatorti Univerzity Palackého v Olomouci.



2. Teoreticka cast

Rust rostlin

Rist rostliny je ireverzibilni pfibyvani jeji hmoty zpisobené délenim bunck a jejich
zveétSovanim. Vyvoj je souhrn vSech kvalitativnich zmén, kterymi postupné vznika télo
organismu. V¢étSina rostlin se vyviji po celou dobu svého Zivota, tento stav se nazyva
neukonceny rast. Rostlina je schopna rust diky tzv. meristému, zarodecnému pletivu,
lokalizovanému v mistech rastu.

Zpusob, jakym rostlina roste, se odviji od lokalizace meristémua. Apikélni meristém,
obsazeny ve vzrostném vrcholu kofene a stonku, zajist'uje rist rostliny do délky. Diky témto
meristémim dochdzi k prodluzovani a vétveni kofenii a prodluzovani stonkii — primarnimu
rustu. Laterdlni meristémy zajiStujici sekundarni rist (druhotné tloustnuti) jsou rozmistény
podélné v kotenech a stoncich. Primérni i sekundarni rast se vyskytuje jen u dievin, byliny
podléhaji pouze primarnimu rastu.

Apikélni meristém stonku je kupolovity shluk délicich se bun€k na Spicce koncového
pupenu. Z apikalniho meristému vznikaji meristémy primarni, ze kterych vznikaji primarni
pletiva (Campbell 2006).

Hypokotyl
Hypokotyl je nejspodnéjsi ¢lanek stonku mezi kofinkem a dé€loznimi listky. Dochazi v ném
pouze K nékolika bunéfnym d€lenim, rist probihd hlavné diky podélné expanzi bunék.

Z tohoto divodu hypokotyl velmi siln€¢ reaguje na rizné vnéj$i i1 vnitini faktory, které
bunécnou expanzi reguluji.

Reakce rostlin na vnéjsi podnéty

Rust rostlin je vysoce regulovan vnitinimi i vnéj$imi faktory. Rostliny méni rychlost ristu a
vyvoje podle pribéznych zmén v podminkach jejich Zivotniho prostiedi. Tato schopnost se
oznacuje jako plasticita a zavisi na siti interakci mezi signalizacnimi cestami vyvolanymi
vnitinimi a vnéjSimi podnéty. To, jak zmény vnitinich a vnéjSich faktorti interpretuje rostlina
Z hlediska vyvoje a rlstu, je jednou z hlavnich otazek rostlinné biologie (Alabadi and
Blazquez, 2008).

Fotomorfogeneze

Mezi nejvyznamnéjsi faktory formujici vyvoj rostlin se tfadi svétlo. Rostliny vyvinuly
systémy, které jim umoziuji sledovat jak kvalitativni, tak kvantitativni rozdily ve svétle, které
vnimaji, coz vyznamné ovlivituje klicové udalosti jejich ristu a vyvoje. Fotomorfogeneze je
definované jako svétlem indukované zmeény v rastu a vyvoji rostlin. Je to proces, pii kterém
svétlo jako signal zméni vyvoj rostliny tak, aby mohla pro sviij dalsi rast vyuzit svétlo jako
energii (Taiz and Zeiger 2010).

Rist hypokotylu ve tmé (skotomorfogeneze) se podstatné 1iSi od rlstu hypokotylu
na svétle. Hypokotyl rostouci ve tmé je velmi dlouhy, svétly — nedochazi k syntéze chlorofylu
a ma apikalni hacek. Na svétle dochdzi ke zpomaleni prodluzovaciho rastu, syntéze
chlorofylu a stimuluje se riist listt.



Obr. ¢. 1: Rust rostliny na svétle (fotomorfogeneze; vlevo)
a rust rostliny ve tmé (skotomorfogenze; vpravo)
Pievzato z http://slideplayer.com/slide/4980549/ 20. 5. 2018

Fotoreceptory
rostlinnou fotomorfogenezi je Cervené a modré svétlo. Cervené svétlo je vniméano skupinou
uzce pribuznych fytochromi, receptory modrého svétla jsou velmi heterogenni skupinou.

Receptory modrého svétla

Prvni skupinou receptort modrého svétla jsou kryptochromy, které zprostiedkuji inhibici
ristu a hraji roli v indukei kveteni a dennim rytmu. Druhou skupinou jsou fototropiny, které
hraji dtlezitou roli ve fototropismu (pohyby smérem ke svétlu nebo od svétla),
zprosttedkovavaji inhibici prodluzovani hypokotylu béhem prvnich sekund po ozarfeni
rostliny modrym svétlem, otevirani praduchii, pohyby chloroplasti v listech a pohyb jader.
DalSim z receptorti modrého svétla je také zeaxantin, karotenoid, ktery ve svéracich buiikach
funguje jako receptor zprosttedkujici otevirani priducht (Campbell 2006).

Receptory ¢erveného svétla

Receptory Cerveného svétla se nazyvaji fytochromy. Jsou to proteinové pigmenty modré
barvy, které stimuluji kliceni, de-etiolizaci, tvorbu listovych primordii a rast listi a inhibuji
prodluzovéani.

Fytochrom je tvofen proteinem kovalentné vazanym na neproteinovou slozku, ktera ma
funkci chromoforu. Ten je schopen pfechazet mezi dvéma izomerickymi formami - jeden
izomer absorbuje cervené svétlo (650-680 nm, inaktivni forma Pr), druhy dlouhovlnné
cervené svétlo (710-740 nm, aktivni forma Pg). Tyto dvé formy jsou navzijem
fotoreverzibilni.

U dvoudéloznych rostlin je fytochromt celkem pét: fytochrom A, jehoz stabilita je
sniZovana svétlem (a je tedy transkripcné aktivni v etiolizovanych rostlinach) a fytochromy
B-E, které jsou fotostabilni (jsou transkripéné aktivni v etiolizovanych i zelenych rostlinach).

Rostlinné hormony auxiny

Auxiny jsou rostlinné hormony zapojené v Sirokém spektru riistovych a vyvojovych procest.
Na bunécné urovni ovliviiuji bunécné déleni, expanzi a diferenciaci bun€k, na Grovni celé
rostliny se podili na embryogenezi, prodluzovacim ristu stonku, apikdlni dominanci,
fototropismu, gravitropismu a tvorb¢ postrannich kotfenii. Hlavnim mistem biosyntézy auxinu
jsou mlada delici se pletiva a meristémy. Auxiny vzdjemné spolupracuji piedevSim
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s cytokininy, ale rovnéz gibereliny, kyselinou abscisovou, brasinosteroidy nebo etylenem.
Auxiny a cytokininy jsou hormony, které rostlina potiebuje pro zivotaschopnost.

Auxin je po chemické strance kyselina indolyl-3-octova (IAA). Vyskytuje se ve vSech
kyselina fenyloctovda (PAA), kyselina indol-3-maselna nebo 4-chloroindolyl-3-octova
kyselina. Syntetickymi auxiny jsou napfiiklad 2-methoxy-3,6-dichlorobenzoova kyselina,
naftyloctova kyselina (NAA) nebo 2.4-dichlorofenoxyoctova kyselina (2,4-D)(Taiz and
Zeiger 2010).

0
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s

Indole-3-acetic acid (1AA) I1-Naphthaleneacetic acid (NAA)
Obr. ¢. 2: Struktura ptirodniho auxinu [AA (vlevo)
a struktura syntetického auxinu NAA (vpravo)
(Flasinsky and Hac-Wydro 2014)

Transport auxinu
Auxin je transportovan polarné (z apikalni do bazalni casti rostliny). Transport ale neni

Ze tento transport je fizen chemiosmoticky s vyuzitim gradientu H* vzniklého ¢innosti
protonovych pump (Rubery and Sheldrake 1973; Raven 1975; Goldsmith and Goldsmith
1977).

Kdyz se auxin setka s kyselym prostiedim bunééné stény, piijme vodikovy iont (proton),
stane se elektricky neutrdlni a projde cytoplazmatickou membranou. Uvniti buniky auxin
vodikovy iont opét odevzda. Auxin mize vystupovat z buiiky jen na bazalnim konci, kde jsou
V plazmatické membrané zabudované proteinové prenasece auxinu.

Transport auxinu mize byt inhibovan napiiklad kyselinou 1-N-naftylftalamovou (NPA),
kyselinou 2,3,5-triiododbenzoovou (TIBA), genisteinem (inhibuji vystup auxinu z bunky)
¢i kyselinou 1-naftoxyoctovou (NOA) (inhibuje vstup auxinu do bunky). Auxinovy transport
je také regulovan transkripci gent, posttranskripénimi déji, proteolytickymi procesy nebo
slozenim membrany. Mezi faktory regulujici transport patii také pohyby proteint, flavonoidy
a hormony, zpétnou vazbou i auxiny samotné.
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Obr. €. 3: Schéma polarniho transportu auxinu
Pievzato z https://alchetron.com/Polar-auxin-transport 20. 5. 2018

Signalni drahy auxinu
U Arabidopsisthaliana byl popsan intracelularni receptor TIR1 (Transport Inhibitor
Response 1), ktery zprostiedkuje transkripéni reakce k auxinu (Dharmasiri et al. 2005;
Kepinski and Leyser 2005). Auxin se vaze v jadie ptimo k TIR1. Vazba auxinu k TIR1
umoznuje vazbu substratového proteinu (represoru transkripce auxinem-indukovanych geni),
coz vede k degradaci substratového proteinu a tak k uvolnéni exprese auxinem-indukovanych
gentl. Substrat je poly-ubiquitinovan a sméfovan do 26S proteazomu, kde je degradovan.
Signalni draha receptoru TIR1 vSak neni jedina, dalSimi auxinovymi receptory jsou
napf. receptory AFB nebo receptor ABP1.

Interakce svétla a auxinu pfi prodluzovacim rastu hypokotylu

Svétlo dokdze manipulovat s ristem a vyvojem rostlin v reakci na ¢asté zmény ve vnéjSim
prostiedi prostiednictvim regulace hladiny auxinu (Halliday and Fankhauser 2003). Dokazuji
to pokusy provedené s mutanty Arabidopsisthaliana deficientnimi v auxinové biosyntéze
(sav3/taal). Tito mutanti mé¢li tendenci mit kratké hypokotyly a rozsifenéjsi délohy nez WT.
Tento fenotyp je Casto pozorovan u rostlin s mutaci ve svételné signalizaci, ktefi vykazuji
zvySenou fotomorfogenezi (Tao et al. 2008; Castillon et al. 2007). Naopak, nadbytek auxinu u
mutantti yuccaa redl vede k prodluzovani hypokotylu a redukci rozvoje déloh, coz je fenotyp
charakteristicky pro mutanty deficientni ve fotoreceptorech nebo svételné signalizaci, u
kterych je fotomorfogeneze redukovana (Zhao et al. 2001; Hoecker et al. 2004; Lorrain et al.
2006; Kim et al. 2007).

Svétlo siln€ ovliviiuje ucinky auxinu na prodluzovaci rist. Svétlo miize snizovat hladinu
auxinu Vv pletivech a tim redukovat stimula¢ni ucinek auxinl na expanzi bun¢k. Bylo napf.
prokazano, ze cCervené svétlo inhibuje syntézu IAA v koleoptile kukufice (lino 1982;
Nishimura et al. 2006).

Dal$im mechanismem, kterym by svétlo mohlo ovliviiovat rist, je vyvolani produkce
flavonoidu, které transport auxinu inhibuji. U mutanta Arabidopsis tt4 s poruchou syntézy
flavonoidii je vétsi rychlost transportu auxinu nez u WT (Jacobs and Rubery 1988; Brown
et al. 2001).



Jiné experimenty podporuji predstavu, ze transport auxinu je dulezitéjsi za urcitych
svételnych podminek vice, nez u jinych. Naptiklad NPA (inhibitor polarniho transportu)
inhibuje rast hypokotylu u rostlin Arabidopsis rostoucich na svétle. Do tohoto efektu jsou
zapojeny fotoreceptory fytochromy A, B a kryptochrom 1. Naopak, NPA mé maly efekt
na prodluzovani hypokotylu rostlin rostoucich ve tm¢. Zda se tedy, Ze auxin muze fidit rist
v zavislosti na hladiné svétla a vyvojové fazi rostliny (Jensen et al. 1998; Gray et al. 1998;
Desnos et al. 1996).

Nedavné vyzkumy ukazaly, ze fytochromy maji velky vliv na transport a tedy hladinu
auxinu Vv rostliné, v soucasné dobé vsak nevime, jak piesné pii regulaci transportu auxinu
fytochromy ptisobi.Studie ukazaly, ze hladiny transkripti genti kodujicich prenasece auxinu
PIN3 a PIN7 jsou regulovany fytochromy (Devlin et al. 2003) a Ze fenotyp mutanta pin3 je
zavisly na svétle (Friml et al. 2002). U mutanta phyB je ve srovnani s WT zvySena hladina
proteinu PIN3 i hladina PIN3 mRNA. Také bylo prokazano, ze fytochrom ve stoncich muze
kontrolovat rust postrannich kofenti a DR5:GUS reportér (auxinovy senzor) je V mutantu
exprimovan blize u baze hypokotylu, nez u WT. Proto mize fytochrom fidit transport auxinu
zmeénou hladiny auxinu anebo bunécnou lokalizaci proteinii PIN. Celkové diikazy naznacuji,
7e de-etiolace miize byt doprovazena Sirokou ztrdtou auxinového pritoku z mista nejvyssi
koncentrace auxinu ve vrcholu rostliny (Salisbury et al. 2007).



3. Material a metody

Rostlinny material

Kexperimentim  byla  pouzita  semena dvou  genotypi  rajéete  jedlého
(Solanum lycopersicium L.): kultivar GT (cv. GT) a recesivni mutant tril (temporarily red
light-insensitive 1), odvozeny od kultivaru cv. GT.Tril mutant je deficientni ve fytochromu
B1 (phyB1), coz zptsobuje, ze rostliny jsou necitlivé k cervenému svétlu (R) asi dva dny po
transferu ze tmy na R (van Tuinen et al. 1995), jsou svétlejsi a maji delsi hypokotyl nez cv.
GT.

Roztoky a chemikalie

auxin NAA (kyselina 1-naftyloctova)

médium Murashige and Skoog (Murashige and Skoog, 1962) (MSPO1-50LT, Caisson, USA)
sachardza

pufr MES

agar

roztok KOH (1M)

vodny roztok NaClO (3% aktivniho chloru; 600 ml Savo+400 ml H20)

96% ethanol

sterilni destilovana voda

destilovana voda

Pristrojova technika a pomucky

flowbox

automatické kultiva¢ni komory (Microclima MC1000E, Snijders, Holandsko)
horkovzdus$ny autoklav

mikrovinna trouba

analytické vahy

predvazky

magnetickd michacka a michatko

pH metr

Erlenmeyerova banka o objemu 3 |

sterilni Erlenmeyerova baiika o objemu 500 ml
termolahve o objemu 500 ml

odmérny valec o objemu 1 1

stficka s destilovanou vodou

nesterilni kadinka na odpad

plastova Pasteurova pipeta

kovova 1zicka

Spachtle

plastové vazenky

automatické pipety (10 ml, 2-10 ul, 20-200pul)

sterilni §picky k pipetam

sterilni kulaté plastové Petriho misky (pramér 90 mm)
nesterilni a sterilni plastové zkumavky (objem 50 ml)
mikrozkumavky

sklenic¢ka na odkladani zkumavek

stojan na odkladani zkumavek

lihovy kahan a zapalky
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pinzeta

rozprasovac se 70% lihem

barevna a autoklavovaci paska

paska z netkané textilie (Urgopore nebo Softpore)
lihovy fix

alobal

pravitko

Priprava kultivaéniho média Murashige and Skoog

MS médium:
e sachardza (10 g/l)

e MS médium (4,33 g/
e pufr MES (195,7 mg/l)
e agar (7 g/l)

e destilovana voda

Semena jsem nechala kli¢it na kultivatnim médiu Murashige and Skoog, které jsem si
ptipravila nékolik dni pfedem. Do 31 Erlemeyerovy baiiky jsem nalila 1 1 destilované vody a
za stalého michani jsem pfidala 8,66 g MS média, 20 g sachardzy, 390,4 mg pufru MES a
roztokdolila destilovanou vodou na kone¢ny objem 2 1. Pfikapavanim 1M roztoku KOH jsem
upravila pH na 6,1. Pfipravila jsem si pét pillitrovych varnych lahvi, do kazdé jsem navazila
2,8 g agaru a nalila 400 ml média. Médium jsem nechala vysterilizovat v autoklavu horkou
parou za vysokého tlaku (110 °C, 120 kPa).

Vysev semen

Pro kazdy experiment jsem napocitala 250 semen od kazdého genotypu. Ty jsem povrchové
vydesinfikovala piisobenim 40 ml vodného roztoku NaClO, ktery obsahoval 3% aktivniho
chloru. Po uplynuti 30 minut jsem roztok odstranila a pomoci 10 ml automatické pipety
pétkrat proplachla sterilni destilovanou vodou. V mikrovinné troub¢ jsem rozehtala kultivacni
médium a sterilni plastovou zkumavkou nalila do kazdé Petriho misky 20 ml média.Semena
jsem vysela pomoci sterilni pinzety (namocené do 96% etanolu a oZzehnuté nad plamenem) na
pfipravené Petriho misky tak, aby na kazdé misce bylo 50 seminek. Kazdou misku jsem
zalepila dvakrat dokola po obvodu paskou z netkané textilie, zabalila do alobalu a ulozila ve
vertikalni poloze do kultivaéni komory. Tam jsem seminka nechala kli¢it v po dobu tii aZ Ctyt
dni pfi teploté 23 °C bez ptistupu svétla.

Rust rostlin na médiu s riznymi koncentracemi auxinu

Po tfech dnech semena obou genotypu vyklicila. Ptipravila jsem si 30 Petriho miseks 20 ml
kultivaéniho média s pfedem uréenymi koncentracemi auxinu NAA (0, 5:107, 10, 5-10% a
107 mol/l), od kazdé koncentrace 6 misek: do 120 ml rozehiatého kultivaéniho média jsem
pomoci automatické pipety piidala spogitany objem 102 M roztoku NAA (6 ul, 12 ul, 60 pla
120 pl), dikladné¢ zamichala a rozlila do Petriho misek. Vykli¢end seminka jsem pienesla
sterilni pinzetou na povrch kultivaéniho média do jedné fady doprostied misky. Na kazdou
misku jsem pienesla stejny pocet seminek s kratkymi a dlouhymi kofinky. Misky jsem
zalepila dvakrdt dokola paskou z netkané textilie, popsala a umistila vertikdlné
do stojani.Takto piipravené misky jsem ulozila do kultivaénich komor s kontinualnim
modrym nebo Cervenym svétlem. Misky s rostlinami kultivovanymi ve tm¢ jsem zabalila do
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alobalu a umistila do stejné kultivaéni komory. Rostliny byly ulozeny v kultivacnich
komorach po dobu 7 dni pfi teploté 23 °C.Zdrojem modrého svétla byla trubice Philips TLD-
36W/18-Blue (Philips USA) s maximalni ozafenosti 10 pmol/m?s ptfi 440 nm. Zdrojem
cerven¢ho svétla byly trubice Philips TLD-36 W/15-Red (Philips, USA) s maximalni
ozafenosti 10 umol/m?s p¥i 660 nm.

Méreni délky hypokotylu a korene

Po tydnu rastu jsem rostliny zméfila. Kazdou rostlinu jsem pomoci pinzety natdhla
na podlozku s ¢ernym podkladem a zméfila pravitkem délku kotene a hypokotylu s piesnosti
na jeden milimetr. Vysledky jsem zapsala do tabulky, zpracovala do grafii a analyzovala.

S kazdym genotypem jsem provedla tfi nezavislé experimenty.
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4. Vysledky

Ruast hypokotylu a kofene mutanta tril v zavislosti na svételnych

podminkach

V experimentech jsem zkoumala vliv exogenniho auxinu NAA na rist kofene a hypokotylu
dvou genotypl rajcete — kontrolniho kultivaru cv. GT a od né&j odvozeného mutanta tril
Vv zavislosti na riznych svételnych podminkach.

Vliv auxinu na riast hypokotylu v zavislosti na svételnych podminkach

Pti kultivaci rostlin ve tmé byl rist hypokotylu obou genotypti inhibovan se zvySujici se
koncentraci auxinu NAA (Obr. 4). Délka hypokotylu pii absenci exogenniho auxinu se u obou
genotypli pohybovala kolem 140 mm, zatimco pii nejvyssi pouzité koncentraci NAA byla
délka hypokotylu u cv. GT i tril asi 45 mm.

tma

80 = -4=GT

60 \ :
40 el tril

O T T T T 1
0 0,5 1 5 10

koncentrace NAA (umol/l)

délka hypokotylu (mm)

Obr. ¢&. 4:Délky hypokotylu mutanta tril a cv. GT u rostlin rostoucich 7 dnti ve tmé
v zavislosti na koncentraci auxinu NAA. Data ukazuji primérné hodnoty délky
hypokotylu + SE, ziskané ze tii nezavislych experimentu.
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Pti kultivaci rostlin na modrém svétle byl rist hypokotylu opét inhibovan se zvySujici se
koncentraci auxinu NAA (Obr. 5). Délka hypokotylu pfi absenci exogenniho auxinu se u tril
pohybovala kolem 65 mm, u cv. GT jen kolem 40 mm. Pfi koncentraci 10 umol/l NAA byla

délka tril asi 30 mm a cv. GT pfiblizné 25 mm.

70
E 60 N
g
< 50 N\
>
% . . : ‘!\‘.\.\
<20
22
< 10
<=

0 T T T T 1
0 0,5 1 5 10
koncentrace auxinu v médiu (uM)

== GT
el tril

Obr. ¢&. 5:Délky hypokotylu mutanta tril a cv. GT u rostlin rostoucich 7 dnit na modrém
svétle v zavislosti na koncentraci auxinu NAA. Data ukazuji primérné hodnoty délky
hypokotylu + SE, ziskané ze tii nezavislych experimentu.

Pti kultivaci rostlin na cerveném svétle byl rst hypokotylu inhibovan se zvySujici se
koncentraci auxinu NAA, u tril velmi vyrazné (Obr. 6). Délka hypokotylu pii absenci
exogenniho auxinu dosahovala primérné 125 mm u mutanta tril, u cv. GT pouze 55 mm.
Pfi nejvyssi pouzité koncentraci NAA se délka hypokotylu tril pohybovala kolem 40 mm,

délka hypokotylu cv. GT kolem 35 mm.
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Obr. ¢&. 6:Délky hypokotylu mutanta tril a cv. GT u rostlin rostoucich 7 dnti na ¢erveném
svétle v zavislosti na koncentraci auxinu NAA. Data ukazuji primérné hodnoty délky
hypokotylu + SE, ziskané ze tii nezavislych experimentu.
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Obr. 7 ukazuje vliv svétla na inhibi¢ni G¢inky auxinu NAA (vybrana koncentrace 10 umol/l)
na rast hypokotylu. Pfi kultivaci rostlin ve tm¢ se inhibice ristu hypokotylu na médiu
s koncentraci exogenniho auxinu 10 pmol/l pohybuje kolem 70 % jak u tril, tak u cv. GT. Pii
kultivaci rostlin na modrém a Cerveném svétle je inhibice rtstu hypokotylu kontrolniho
genotypu cv. GT vyrazné nizs§i nez ve tmé. Na modrém svétle asi 35%, na Cerveném 40%.
Naproti tomu, u mutanta tril cervené svétlo vyrazné neovliviiovalo citlivost hypokotylu
k NAA, protoze procentualni inhibice rastu hypokotylu byla podobna jako u rostlin rostoucich
ve tm¢ (kolem 70 %). Modré svétlo pouze mirné snizovalo citlivostmutantatril k 10 umol/l

NAA (inhibice pouze asi 55 %). Podobn¢ tomu bylo i o ostatnich testovanych koncentraci
NAA.

Srovnani inhibice rustu hypokotylu cv. GT a tril
100
90
80
70

cv. GT

mtril

50 +——
40 +—
30 ——
20 +—
10 +—

inhibice ristu hypokotylu (%)

tma modré svétlo Cervené svétlo

Obr. ¢&. 7: Inhibice ristu hypokotylu cv. GT a tril u rostlin rostoucich 7 dni na médiu
S nejvyssi pouzitou koncentraci exogenniho auxinu NAA (10 umol/l) v riznych svételnych
podminkach (tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Data ukazuji primérné hodnoty inhibice
ziskané ze tii nezavislych experimenta.
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Vliv auxinu na rist korene v zavislosti na svételnych podminkach

Pti kultivaci rostlin ve tm¢ byl riist kofene inhibovan se zvySujici se koncentraci auxinu NAA
(Obr. 8). Délka kotene pfi absenci exogenniho auxinu se u obou genotypti pohybovala kolem
140 mm, pfi nejvyssi pouzité koncentraci NAA kolem 10 mm.
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Obr. ¢&. 8:Délky kofene mutanta tril a cv. GT u rostlin rostoucich 7 dnll ve tmé v zavislosti na
koncentraci auxinu NAA. Data ukazuji primérné hodnoty délky kotfene + SE, ziskané ze tii
nezavislych experimentt.

Pti kultivaci rostlin na modrém svétle byl rist kofene opét inhibovan se zvySujici se
koncentraci auxinu NAA (Obr. 9). Délka kofene pii absenci exogenniho auxinu se u tril i
cv. GT pohybovala kolem 85 mm. Pii koncentraci 10 pmol/l NAA byla délka kofene obou
genotypi asi 10 mm.
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Obr. ¢. 9:Délky kotene mutanta tril a cv. GT u rostlin rostoucich 7 dnti na modrém svétle
Vv zavislosti na koncentraci auxinu NAA. Data ukazuji primérné hodnoty délky kotene + SE,
ziskané ze tii nezavislych experimenta.
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Pti kultivaci rostlin na ¢erveném svétle byl riist kofene inhibovan se zvySujici se koncentraci
auxinu NAA (Obr. 10). Délka kotene pii absenci exogenniho auxinu dosahovala asi 70 mm u
mutanta tril, u cv. GT 80 mm. Pii nejvyssi pouzité koncentraci NAA se délka koiene tril i
cv. GT pohybovala kolem 10 mm.
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Obr. ¢. 10:Délky kofene mutanta tril a cv. GT u rostlin rostoucich 7 dnii na ¢erveném svétle
Vv zavislosti na koncentraci auxinu NAA. Data ukazuji primérné hodnoty délky kotene + SE,
ziskané ze tii nezavislych experimenta.

Podobné jako u hypokotylu byl vliv auxinu na rust kofene vyjadien v procentech. Rust kofene
byl inhibovan u obou genotypl se zvySujici se koncentraci exogenniho auxinu NAA a za
vSech testovanych svételnych podminek. Jak ukazuje Obr. 11, inhibi¢ni ucinek auxinu (10
pmol/l) na rist kofene nebyl ovlivnén modrym ani ¢ervenym svétlem, jelikoz %inhibice rastu
kofene vlivem auxinu byla za vSech svételnych podminek podobna (kolem 90%). Podobné
tomu bylo 1 o ostatnich testovanych koncentraci NAA.

Srovnani inhibice rustu korene cv. GT a tril

cv. GT
mtril

tma modré svétlo Cervené svétlo
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Obr. ¢. 11:Inhibice ristu kofene cv. GT a tril u rostlin rostoucich 7 dni na médiu s nejvyssi
pouzitou koncentraci exogenniho auxinu (10 umol/l) v riznych svételnych podminkach
(tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Data ukazuji prumérné hodnoty inhibice ziskané ze tii
nezavislych experimenti.
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5. Diskuze

V této praci nds zajimalo, jak modré a cervené svétlo ovlivituje citlivost rostlin rajcete
K inhibi¢nimu u¢inku exogenniho auxinu, konkrétné ristové reakce hypokotylu a kofene.

Vysledky této prace v prvé fade potvrzuji zndmy fakt, Ze modré i Cervené svétlo inhibuji
rust hypokotylu (Obr. 4az 6). Zvlasté vyrazna byla inhibice u kontrolniho genotypu cv. GT.
Naproti tomu u mutanta tril byla de-etiolace zptuisobena Cervenym svétlem velice nizka
(ze 140 mm na 129 mm) a i na modrém svétle byla mnohem nizsi (ze 140 mm na 63 mm) nez
u cv. GT (ze 145 na 37 mm). Vysledky tedy potvrdily, Ze mutant tril je opravdu méné¢ citlivy
predevsim k ¢ervenému svétlu nez cv. GT.

Vysledky ukdazaly, ze svétlo ma vyrazny vliv na citlivost rostlin k exogennimu auxinu.
U rostlin rostoucich ve tmé pfi nejvyssi pouzité koncentraci exogenniho auxinu NAA
dosahovala inhibice rustu hypokotylu cv. GT téméef 70 %. Naproti tomu na modrém a
cerveném svétle byla inhibice rGstu hypokotylu auxinem o stejné koncentraci 10 pmol/l
vyrazn€ niZsi, asi 35% na modrém a 40% na Cerveném svétle. Podobny posun byl pozorovan i
u ostatnich testovanych koncentraci NAA. Z vysledki je tedy ziejmé, ze pokud rostliny rostly
na modrém ¢i Cerveném svétle, byly vyrazn€ odolnéjsi k inhibi¢nim ucinkiim aplikovaného
auxinu. Je tedy mozné ucinit zavér, ze modré i Cervené svétlo snizuji citlivost hypokotylu
rajéete k inhibiénim u¢inkim exogenniho auxinu. U mutanta tril byl podobny posun
v citlivosti hypokotylu pozorovdn pouze na modrém svétle, byl ale ve srovnani s cv. GT
velice nizky. U ¢erveného svétla ke zméné citlivosti hypokotylu k NAA nedochazelo viibec.
Jinymi slovy lze fict, Ze mutant byl na cerveném svétle citlivy k auxinu podobné jako ve tm¢.
Z vysledku je tedy vidét, Ze necitlivost mutanta trilke svétlu (defekt ve fotoreceptoru
fytochromu B1) negativné ovlivnilo i jeho odolnost k negativnimu tG¢inku auxinu — ukazoval
vysokou citlivost k auxinu. Mutant tril ma defekt ve fytochromu B1, fotoreceptoru, ktery
slouzi k vnimani ¢erveného a ¢asteéné i modrého svétla. Z vysledki tedy vyplyva, ze jednou
z moznosti, jak Cervené a modré svétlo snizuje citlivost rostlin k auxinu z hlediska rustu
hypokotylu, je pravé prostiednictvim fytochromu B1.

Na zéklad¢ téchto wvysledkli je moZno navrhnout vysvétleni, pro¢ je mutant
trilk exogennimu auxinu citlivéjsi nez cv. GT. V teoretické ¢asti bylo zminéno, ze svétlo
muze snizovat hladinu auxinu v pletivech rostlin. Je tedy pravdépodobné, ze mutant tril diky
své nizsi citlivosti ke svétlu obsahuje vyssi hladinu endogennich auxint nez cv. GT (u tril
svétlo nesniZi hladinu auxinu v takovém rozsahu jako u cv. GT). Aplikace exogenniho auxinu
pak prisp&je k navySeni celkové hladiny auxinli v pletivech na inhibi¢ni hodnotu mnohem
diive u tril nez u cv. GT. Mutant tril se pak projevuje jako citlivjsi k exogennimu auxinu
nez cv. GT.

Vysledky prace rovnéZ potvrdily dal$i znamy fakt, ze na rozdil od hypokotylu svétlo
stimuluje rist kofene. Dale bylo ukazano, Ze exogenni auxin inhibuje prodluzovaci rist
kotene. Ze srovnani inhibicnich U¢inkii NAA na rist kofent a hypokotyli vSak vidime, ze
inhibice rastu kofene byla u obou genotypi (cv. GT i tril) zna¢né vysoka, a to jiz pfi nizkych
koncentracich NAA. Je tedy ziejmé, Ze citlivost kofend k inhibi¢nim Géinkim exogennimu
auxinu je mnohem vyss$i nez citlivost hypokotyli. Pti téchto testovanych koncentracich NAA
nebyly pozorovany vyrazné odlisnosti v citlivosti kofend auxinu ve tmé ¢i na svétle. To
znamena, Ze pii vySsich koncentracich exogenniho auxinu NAA (>0,5 pmol/l) svétlo citlivost
kofene k auxinu nesnizuje. Bylo by potieba otestovat mnohem niZz§i koncentrace auxinu,
abychom byli schopni udélat definitivni zavér o vlivu svétla na citlivost kofenti k exogennimu
auxinu.
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6. Zaver
Cilem mé prace bylo zjistit, jak kvalita svétla ovlivituje rustové reakce hypokotylu a kotene
k exogennimu auxinu NAA v koncentracich vys$Sich nez 0,5 pumol/l. Pomoci genetického
pfistupu, tedy srovnanim rustovych reakci cv. GT a od n¢& odvozeného mutanta tril
(deficientniho ve fytochromu B1), jsem studovala, jakou konkrétni ulohu v téchto reakcich
fytochrom B1 ma.

Vysledky mé prace potvrdily, Ze svétlo inhibuje rist hypokotylu a stimuluje riist kotene,
a ze vV podminkach in vitro exogenni auxin inhibuje rist hypokotylu i kofene. Z vysledkt dale
vyplyva, ze svétlo neovlivituje plisobeni auxinu NAA na rtst kofene.

Mutant tril rostouci na svétle je k exogennimu auxinu NAA citlivéjsi, nez kontrolni
genotyp cv. GT. Je tedy ziejmé, ze fytochrom Bl zprostiedkuje vliv svétla, piedev§im
¢erveného, na sniZzovani citlivosti hypokotylu rajéete k exogennimu auxinu NAA.
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7. Seznam zkratek

IAA
NAA
2,4-D
PAA
NPA
TIBA
NOA
TIR
PIF
WT
SE
MES
D

BL
RL

kyselina indol-3-octova

kyselina 1-naftyloctova

kyselina 2,4dichlorfenoxyoctova

kyselina fenyloctova

kyselina naftylftalamova

kyselina 2,3,5-trijodbenzoova
kyselinal-naftoxyoctova

Transport Inhibitor Resistant
Phytochrome-Interacting factor

wild-type - standardni typ, nemutovana rostlina
standardni chyba

2- (N-morfolino) ethansulfonova kyselina
tma

modré svétlo

cervené svétlo
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