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1 Uvod a cile prace

Bor je zdkladni mikroelement nezbytny pro vyzivu rostlin. Optimalni hladina boru v ptdé
vyznamn¢ ovliviiuje jejich rust a vyvoj. Nedostatek nebo naopak nadbytek boru zpiisobuje
znacné deformace rostlin a znehodnoceni trody, coZ pfedstavuje zdsadni problém v ramci
celosvétového zemédélstvi. MnoZstvi boru v pidé se v rtznych oblastech svéta 1isi
arozmezi mezi nedostatkem a toxicitou je velmi uzké, proto je obtizné zajistit piiznivé
podminky pro riist rostlin. Pfesny mechanismus a princip pusobeni boru v rostlindch neni
dodnes znamy. Studium reakci boru v rostlinném organismu by mohlo pfispét k odhaleni

tohoto mechanismu a zabranit tak vyraznym ztratdm v zemé&délstvi.

Cilem ptedklddané bakalaiskd prace bylo zpracovat literarn{ reSersi na téma ,,Uloha
kandlu kyseliny borité, NIPS;1, v ristovych reakcich Arabidopsis thaliana k auxinu IAA*.
V teoretické Casti jsem popsala funkci boru v rostling, dlohu transportnich proteint
a funkci auxinu IAA a svétla ve vyvoji a rastu rostlin. V experimentdlni ¢dsti jsem
studovala, jak koncentrace boru ovliviiuje citlivost kotene a hypokotylu Arabidopsis
k exogenné¢ aplikovanému auxinu IAA, jak je tento proces ovliviiovan svétlem, a zda vliv
boru na citlivost rostlin k auxinu IJAA muze byt zprostfedkovan kandlem pro transport boru
NIP5;1. Ktémto experimentim jsem pouZila mutantni rostlinu Arabidopsis thaliana
s defektem v genu NIP5; 1 a odpovidajici kontrolni rostlinu, genotyp Col-0. Riistové reakce
téchto genotypii byly ovliviiovany riznymi koncentracemi kyseliny borité (H3BOs),

kyseliny indol-3-octové (IAA) a svételnymi podminkami.



2 Bor

2.1 Chemicka podstata boru

Bor (B) patii mezi polokovy 13. skupiny periodické soustavy prvki. Svymi specifickymi
vlastnostmi se vSak vyrazné odliSuje od ostatnich prvkt 13. skupiny, jako je napiiklad
hlinik (Al) nebo galium (Ga), proto se nékdy uvadi jako samostatny prvek periodické
tabulky (Tanaka and Fujiwara, 2007). Studium funkce boru v biologickych systémech
vyZaduje znalost fyzikdlné-chemickych vlastnosti, jak prvku samotného, tak i jeho
komplexti. Bor se v pifirod¢ vyskytuje pomérné vzacné, presto je jednim z vyznamnych
mikrobiogennich prvki, ktery cévnaté rostliny potiebuji pro svou vyzivu. Rostliny jsou
schopny bor pfijimat pouze ve form¢ kyseliny borité (H;BO3). V pevném stavu je kyselina
borita bil4 krystalicka latka rozpustnd ve vodé. V piirod¢ se vyskytuje ve form¢ minerdlu
(sassolin) a mé Siroké prumyslové vyuziti. SlouZi jako prekurzor pro syntézu chemickych
latek, vyrobu skelné vaty, vyuziva se jako antiseptikum, insekticid nebo zpomalovac

hoteni (Housecroft and Sharpe, 2005).

2.2 Pritomnost boru v rostlinach

Bor se v rostlinném organismu vyskytuje ve stopovém mnoZstvi, piesto hraje dtlezitou roli
v fad¢ biochemickych procesti. Poprvé se o tloze boru v rostlinich zacalo diskutovat
na pocatku 20. stoleti, kdy se zjistilo, Ze je nezbytny pro normdlni rst a vyvoj rostlin.
Mezi hlavni funkce boru patii ucast v syntéze bunécné stény (Warington, 1923), regulace
metabolismu cukrt, ribonukleovych kyselin, auxinu IAA, fenolii a respirace (Parr
and Loughman, 1983; Welch 1995; Ahmad et al., 2009). Dostupnost boru je nezbytna

ve vSech fazich ristu, zejména vSak pfi vyvoji semen a plodu.

Na celém svété se nedostatek boru objevuje mnohem castéji nez nedostatek
jakéhokoliv jiného mikroelementu, potfebného pro rostliny (Gupta, 1979; Reisenauer
etal., 1973). Nedostatek boru zpusobuje v rostlinném organismu fadu anatomickych,
fyziologickych a biochemickych zmén s ndsledkem poruch v syntéze struktury bunécné
stény, které se projevuji jako rozsdhlé deformace. Primarn€ zasazena byva oblast

kotenového meristému, kdy dochdzi k odumirani riistového vrcholu a kofenové Spicky
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(Abreu et al., 2014). Mladé listy postihuje chloréza, stonky jsou kiehké a lamavé, tvorba
kvétl je siln€ redukovana a plody ¢asto opaddvaji jesté pred dozranim (Gupta , 1979a; Dell
and Huang , 1997; Goldbach et al., 2001). Ptikladem postizeni rostliny nedostatkem boru
muze byt napiiklad srdéckovd hniloba u fepy cukrové nebo deformované plody jahod
a hruSek. Nizké koncentrace boru se vyskytuji zejména v lehkych piscitych
a hlinitopisc¢itych pudach. Ve vodé rozpustny bor se snadno uvoliiuje do spodnich ¢4sti
pudy a stdvd se tak pro rostliny nedostupny (Walsh and Golden, 1953). S rozsdhlym
nedostatkem boru se potykd napiiklad oblast jizni a vychodni Ciny, Spojenych stitd,
Brazilie nebo Skandindvie, kde je v disledku castych srazek bor z pidy odplavovan

(Shorrocks, 1997).

Rostliny poSkozuje nejen nedostatek boru, ale také jeho nadbytek, ktery je pro né
toxicky. Hranice mezi deficitem a toxicitou je velice uzkd, proto je obtizné zajistit
optimalni vyzivu. Vysoké koncentrace boru se mohou piirozené vyskytovat v piidé nebo
ve spodni vodé¢, anebo se do piidy dostdvaji vlivem povrchové tézby, s primyslovymi
chemikdliemi, pfidavkem hnojiv ¢i zdvlahovou vodou. Hlavnim pfiznakem toxicity je
ndpadné Zloutnuti a predCasnd senescence starSich listi nebo poskozeni kotfenového
systému (Nable et al., 1997). Nadbytek boru postihuje zejména suSSi oblasti svéta,
napiiklad Peru, Chile, Egypt, Indii, Turecko nebo jizni Austrdlii (Yau and Ryan, 2008),

kde je bor v diisledku méné Castych srazek zadrZovan v hornich vrstvach pudy.

2.2.1  Funkce boru pri syntéze bunécéné stény

Zékladni fyziologickou funkci boru je ucast v syntéze bunécné stény, jak jiZ bylo zminéno.
Principem tvorby pevné konstrukce bunécné stény rostlin je zesiténi pektinového
polysacharidu, rhamnogalakturonanu II (RG-II), (O’Neill er al., 2001). Struktura RG-II
byla poprvé popsdna v roce 1978. Zjistilo se, Ze RG-II je pfitomen v primdrni bunécné
stén¢ dvoudéloZznych, jednodéloznych a pravdépodobné i1 nizSich rostlin, napiiklad

u kapradin, preslicek a plavuni (Darvill et al., 1978).
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Obr. 1 Pektinovd vldkna monomert homogalakturonanu (HG) jsou ¢4stecné pfevedena na dimer (RG-II)
pfi reakci s kyselinou boritou pfi pH 3,5 (O’Neill et al., 1996; Ishii et al., 1999). Mezi vldkny HG a atomem
boru se vytvoii boritan-diol esterovd vazba (Kobayashi er al., 1996). Pfitomnost boru zajisti kiiZové
propojeni vlaken pektinu. V procesu zesitovani vlaken HG se mimo jiné ticastni nékteré ionty kovu naptiklad

Ca, Sr, Ba nebo Pb, na obrdzku uvedeny pod pismenem ,M* (Matsunaga, 2004).

rhamnogalacturonan Il side chains
A D B C
o~
/B\
. $ ; :

Obr. 2 Kii#ové propojeni RG-II borem. A, B, C a D predstavuji druhou stranu RG fetézce. Je znimo, Ze

homogalacturonan

homogalacturonan

bor se vaZe k postrannimu fetézci A (pfevzato z review Miwa et al., 2010).

2.2.2 Transport boru v rostlinach

Rostliny bor pfijimaji z pidy pomoci kotfent, nejcastéji pii neutrdlnim aZ mirné¢ kyselém
pH pidy. Bor se v pudnim roztoku vyskytuje ve form¢ nedisociované kyseliny borité

(H3BO3), kterd nese neutrdlni ndboj. MnozZstvi piijimaného boru zavisi také na jeho obsahu
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v rostlindch, na rozpustnosti v plidé a na rychlosti transpirace. Bor je transportovin
z kotenové tkané¢ do xylému a poté do rostoucich Casti rostliny, jako jsou mladé listy

a vyhonky (Raven, 1980).

Dfiive se usuzovalo, Ze bor se do rostlin dostdva pouze pasivni difuzi ve formé
H;BOs3, ponévadz kyselina borita relativné snadno prochazi pies plazmatickou membranu
(1.107cm s™). Vé&dci proto predpokladali, e jsou rostliny dobie zdsobované borem
a nepotfebuji aktivni transport za podminek nizkych koncentraci boru v ptd¢. Tato
hypotéza vSak byla poptfena s objevem transportnich kanali. Zjistilo se, Ze rostliny aktivné
reguluji hladinu boru pro zachovani homeostdzy, zejména pii nedostatku boru v pide.
Fyziologické studie prokdzaly pfitomnost kandlu pro usnadnénou difuzi a energeticky
zavisly aktivni transport, ktery zprostfedkovdavd dopravu boru proti koncentracnimu

gradientu (Dannel et al., 2000, 2001; Stangoulis et al., 2001).

Bor je jediny prvek, ktery rostliny nepiijimaji jako ion, ale jako nabitou molekulu.
Molekuly kyseliny borité vstupuji do rostliny v oblasti kofenové Spicky. V tomto misté
neni zcela dozrdld hydrofobni vrstva mezi buiitkami endodermis, tzv. Caspariho prouzek,
ktery brani volnému vstupu rozpusténych latek do rostliny apoplastickou cestou (tj. pohyb
rozpusténych latek mezibunéénymi prostory), (White, 2001). Jakmile se bor dostane
zpudy do kofend, vstupuje apoplastickou cestou do xylému a poté je dopraven
transpiracnim proudem k vyhonkim a rostoucim ¢4stem rostliny. Bor je v rostlin¢€ relativné
nepohyblivy a jeho pohyb je zavisly prdvé na transpiraci. Pomoci transpirace se bor
dostane az do nejvysSich ¢asti rostliny, coz je dilezité zejména pfi ristu a diferenciaci
pletiv. V disledku ptlisobeni transpirace jsou koncentrace boru znacné vyssi ve starSich

listech a pfi nedostatku boru jsou poskozeny nejprve rostouci Casti kofeni a vyhonku

(Stangoulis et al., 2001).

2.2.3 Transportéry pro kyselinu boritou: BOR1 a NIP5;1

Na zdkladé¢ molekularné genetickych studii byly v kofenovych bunkich Arabidopsis
thaliana objeveny transportéry kyseliny borité. Jako prvni byly identifikovany dva
transportni proteiny pro bor, BOR1 a NIP5;1, které se uplatiiuji v procesu dopravy boru

pfes plazmatickou membrianu (Takano et al., 2006). Krom¢ téchto dvou zdkladnich
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transportnich proteint byly identifikovany dal§i vyznamné transportéry, naptiklad NIP6;1,
ktery umoznuje velmi rychly pohyb kyseliny borité pfes membrinu a je nepropustny pro
vodu (Tanaka et al., 2008), BOR4, ktery napomédha snizZovat toxické koncentrace boru

v rostling, a BOR2, 3, 5, 6 a7 (Miwa et al., 2007).

BORI1 je prvni proteinovy transportér, ktery byl identifikovan u Arabidopsis
thaliana. Hlavni funkce tohoto transportniho proteinu je efektivni pfenos boru z koteni
do xylému proti koncentratnimu gradientu, tedy za spotfeby energie ve formé ATP. Ke
zvySené expresi a hromadéni transportnich proteini BOR1 v plasmatické membrané
dochdzi zejména za podminek nizkych koncentraci boru v pidé¢ (Takano et al., 2002;
Nakagawa et al., 2007). BOR1 je exprimovan pfevazné v pericyklu kofenovych bunék.
Naopak pfi vysokych, toxickych koncentracich boru je BOR1 degradovédn endocytézou

(Takano et al., 2002, 2005).

Proteinovy transportér NIP5;1 patii do velké proteinové rodiny kanald MIP (major
intrinsic protein), identifikovany u Arabidopsis. Funkéné se podobd transportnimu kandlu
aquaporinu, ktery usnadiiuje transport molekul vody pfes membranu. NIP5;1 zajistuje
efektivni pifisun boru do rostlin pfi nedostatku boru v pid¢, a proto predstavuje hlavni
kanal pro kyselinu boritou. Exprese genu NIPS5;1 je stimulovana pii poklesu hladiny boru
v rostliné. Transportni kandly NIP5;1 jsou lokalizovany pfedevsim v plazmatické
membran¢ pokozkovych bunék kotfene, konkrétné¢ v prodluzujici se C¢éasti kofene
a v kofenovych vlascich (Takano et al., 2006, 2008). Pti vysokych koncentracich boru
v rostliné dochdzi k posttranskripéni regulaci s nasledkem sniZeni exprese NIP5;1. Timto
zpusobem se zabrani nadmérnému vtoku kyseliny borité do rostliny a minimalizuji se tak
toxické ucinky boru na vyhonky (Miwa and Fujiwara, 2010). Kombinace kanédlu NIP5;1,
pro vychytdvani boru z pidniho roztoku, a BOR1 pro efluxni transport boru do xylému, je

klicem k d¢innému transceluldrnimu transportu boru z pidy do xylému (Obr. 3).

13
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Obr. 3 Na obrizku je zndzornén model transportu boru do kotent u Arabidopsis thaliana za podminek
nedostatku boru. Vrstva bunék napii¢ kofenem Arabidopsis je Caspariho prouzek v endodermis (White,
2001), oznacen zkratkou Cs. Pfi nedostatku boru zvySuje NIPS5;1 propustnost membrany pro kyselinu boritou
a usnadiiuje vtok boru z pidy do kofenovych bun¢k endodermis. BOR1 zajistuje pfesun boru z kofenovych
bun¢k smérem do xylému, proti koncentraénimu gradientu (Miwa and Fujiwara, 2010). Naopak pfi vysoké
koncentraci boru v rostliné dochdzi ke zvysené expresi genu BOR4 a k poklesu genové exprese NIP5;I
a BORI. Transportér BOR4 pak zajistuje odCerpavani piebytecného boru pro zachovani homeostazy.
Cérkovan4 Sipka zndzorfiuje symplastickou cestu boru pies plasmodesmata. Ep ozna¢uje oblast epidermis,
Co primdrni ktru (cortex), En endodermis, Pc pericykl a Xy xylém (pfevzato zreview Takeda and

Matsuoka, 2008).

2.2.4  Vliv B na prodluzovani hypokotylu u Arabidopsis

Rostlina Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. je dalezity modelovy organismus v rostlinné
fyziologii. Rada experimenti sleduje zmény v morfogenezi hypokotylu, zejména uéinky
svétla a rostlinnych rastovych faktorti na prodluZovani bun¢k (Gendreau et al., 1997).
Hypokotyl je prvni ¢lanek stonku, ktery se nachdzi mezi kofinkem a dé€lohami. Je tvofen
nckolika buitkami, které se obvykle ned¢li, ale pouze prodluzuji a zvétSuji. Hypokotyl

se zaklada jiz v kli¢icim semeni.

Pfi experimentech in vitro provadénych na Arabidopsis bylo zjisténo, Ze rust
hypokotylu ovliviluje i kyselina boritd. H3;BO; stimuluje prodluzovani hypokotylu,

zejména pii koncentraci 1-3 mM, v porovnani s rostlinami péstovanymi pii koncentraci
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0,1 mM. Naopak pii vysokych koncentracich (nad 5 mM) byl jasn€ prokazan toxicky
ucinek boru na rast hypokotylu (Kocabek et al., 2009). Tyto vysledky potvrzuji, Ze

rozmezi mezi nedostatkem a toxicitou boru je velmi uzké.
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3 Rostlinné hormony

Auxiny patii do skupiny riistovych hormont, jejichZ hlavni funkci je schopnost indukovat
prodluzovani bun€k ve stoncich a regulovat fadu fyziologickych procest v rostliné (Arteca,
1996), jako je napiiklad fototropismus, apikdlni dominance nebo zpomaleni ndstupu
senescence listd (Davies, 1995; Mauseth, 1991; Raven, 1992, Salisbury and Ross, 1992).
Jako auxiny jsou definovdny vSechny slouceniny s biologickou aktivitou, které se svymi
vlastnostmi podobaji nejvyznamnéjSimu piirodnimu auxinu, kyselin¢ indol-3-octové
(IAA). Tato sloucenina byla prvnim identifikovanym auxinem u rostlin (K6gl and Haagen-
Smit, 1936). Pozdé€ji byly objeveny dalsi pfirodni auxiny: kyselina 4-chloroindolyl-octova
(4-CI-IAA) a kyselina indol-3-méaselnda (IBA) (Epstein et al., 1989), (Obr. 5). Diky
relativné jednoduché struktufe IAA bylo snadno nasyntetizovdno nékolik molekul
s auxinovou aktivitou, napiiklad kyselina naftyloctovd (NAA), kyselina 2,4-
dichlorofenoxyoctové (2,4-D) a kyselina 2-metoxy-3,6-dichlorbenzoové (dicamba), (Obr.
6). VétSina syntetickych auxintl se pouzivad v zemé&délstvi jako herbicidy (Taiz and Zeiger,

2010).

HN NH»

tryptofan

Obr. 4 Strukturni vzorec aminokyseliny tryptofanu

O
O o)
Cl
OH
N
H N N

kyselina indol-3-octovd kyselina 4-chlorindolyl-octova kyselina indol-3-mdselnd

(IAA) (4-CL-IAA) (IBA)

Obr. 5 Chemicka struktura ptirodnich auxinii je podobnd aminokyseling tryptofanu
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ODbr. 6 Chemicka struktura syntetickych auxinti

3.1.1 Transport auxini

Jak jiz bylo zminéno, hladina auxinu v rostlin¢ ovliviiuje fadu fyziologickych procesi,
napiiklad obdobi embryonalniho vyvoje, prodluZovani stonku, hojeni ran nebo senescenci.
Enzymy odpovédné za biosyntézu auxinil jsou aktivni zejména v mladych ¢éstech rostliny
jako je apikdlni meristém stonku, mladé listy nebo kofeny (Davies, 1995; Salisbury
and Ross, 1992). U cévnatych rostlin jsou auxiny dopraveny z mista syntézy do mista
pusobeni prostfednictvim cévniho parenchymu. Pohyb auxini miiZze byt bud’ bazipetdlni,
tedy od vrcholu (apexu) k bazi rostliny, nebo akropetdlni, smérem k vrcholu. Tento zptsob
dopravy je oznacovén jako poldrni transport (Ebert and Bangerth, 1982), vyZaduje energii
ve form¢é ATP a je fizen chemiosmotickym potencidlem. Poldrni transport auxinti probihd
ptes plazmatickou membranu. Auxin mize do bunky vstupovat jako lipofilni protonovana
forma (IAAH) pasivni difuzi, nebo pomoci symportérového ptenaseCe AUX1/LAX1-3
v disociované form¢ (IAA’). Vtok auxinu do buniky se oznacCuje jako influx, naopak
transport auxinu ven z bunky se nazyva efflux. Jakmile IAA vstoupi do cytosolu (pH 7,2),
disociuje se na formu aniontu. Pro anionty je membrdna nepropustnd, proto se
uvnitt buiikky hromadi, dokud nejsou dopraveny k effluxnim pfenasecim a jejich
prostiednictvim pak ven z bunky (Taiz and Zeiger, 2010). Hlavni skupinou effluxnich
prenaSecl identifikovanych u Arabidopsis jsou proteinové rodiny PIN (1,234 a 7)
a ABCB (Noh et al., 2001). V rdmci polarniho transportu hraje nejdilezitéjsi roli PINI,
ktery fidi transport auxinii z apexu ke kofenim a diky své nestabilit¢ snadno reaguje

na meénici se podminky prostiedi (Taiz and Zeiger, 2010).
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312 TAA

Kyselina indol-3-octovd (IAA) je hlavnim auxinem vysSich rostlin. V porovnéni
s ostatnimi fytohormony se IAA vyskytuje v nejvétSim zastoupeni a vyznamné ovliviiuje
rust rostlin a morfogenezi. Mezi hlavni funkce IAA patii stimulace bunééného déleni
a prodluzovani bunék, regulace diferenciace tkani, regulace odezvy na svétlo ¢i gravitaci
(Taiz and Zeiger, 1998). Krom¢ stimulace rastu mize IAA také pulsobit inhibi¢né
na prodluZovani primarniho kofene a postrannich pupend, a je tedy zodpoveédna za apikalni

dominanci stonku a tvorbu adventivnich kofent (Davies, 1995).

Kyselina indol-3-octova funguje jako signdlni molekula pro zahdjeni bunécného
déleni, prodluzovani bunécné stény nebo diferenciaci bunék. UmoZznuje pomérné rychlé
prodluZzovéni bunécné stény u koleoptyle (tj. prvni list zdrodku jednodé€loZnych rostlin),
mladych, vyvijejicich se stonkli a rostoucich pletiv. Principem stimulace ristu bunécné
stény auxinem je transport vodikovych ionti do vnéjSiho prostoru buiiky (apoplastu)
pomoci H*-ATP-4zy. Se vzristajici koncentraci H™ iontdl kles4 v apoplastu pH a dochdzi
k aktivaci kli¢ovych enzymi, které narusi vazby mezi vldkny celulézy a umoZni tak
rozvolnéni bunécné stény. Auxin se vdze na ABPI protein a kromé stimulace pfenosu
vodikovych ionth z bunky, spousti také signdlni kaskddu s nédslednou expresi genu
pro tvorbu H'ATP-dzy. V dsledku od&erpani velkého mnoZstvi vodikovych protonii
do apoplastu vznikd v cytosolu zaporny nédboj, ktery je kompenzovan piitokem draselnych
iont (K*). Uvnitt bufiky se zvySuje koncentrace iontil a vzriistd osmoticky gradient. Voda
je nasdvana do vnitfniho prostoru buiiky, ktery se zvétSuje — buiika roste (Pavlova and

Fischer, 2011; Taiz and Zeiger, 2010).

Strukturni vzorec IAA se podobd aminokyselin¢ tryptofanu a prekurzoru
pro tryptofan  (indol-3-glycerol fosfat). Ob¢ slouceniny slouzi jako prekurzory
pro biosyntézu IAA, kterd je primarné lokalizovdna v apikdlnim meristému stonku,
mladych listech a plodech, resp. v rychle se dé€licich bunkéch rostoucich tkani (Ljung et al.,
2001). Dilezitym mistem syntézy IAA je také apikdlni kotfenovy meristém, kde k tvorb¢
auxinu dochdzi zejména b&hem prodluZovani kofene. Pfesto kofeny zlstdvaji zdvislé
na hlavni doddvce auxinu ze stonki (Ljung et al., 2005). Podle druhu rostliny mtiZze byt
IAA syntetizovdna n¢kolika drahami, které se 1i$i typem vychozi slouceniny, zastoupenim

enzymu a meziproduktii. Byly navrzeny dvé hlavni cesty biosyntézy IAA: tryptofan (Trp)-
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zéavislé a Trp-nezévislé drdhy (Woodward and Bartel, 2005; Chandler, 2009; Normanly,
2010). Ptikladem jedné z drah je desaminace L-tryptofanu fenolickymi l4tkami, které
po odstépeni aminoskupiny zabranuji degradaci IAA peroxiddzami. Takto vytvofeny auxin
je urcen k okamzité spotieb¢ v rostoucich Castech rostliny. Pokud se nevyuZije, je uloZen
ve formé& neaktivniho glykosidu, inhibujiciho syntézu dal$i IAA (Jensen and Bandurski,
1994). Stejn¢ jako u syntézy muze byt pii degradaci IAA zapojeno nékolik drah. Obecnym
principem vSech rozkladnych reakci IAA je oxidace za tucasti enzymu peroxidazy, kdy
vznikd 3- metylenoxyindol. V jiném piipad¢ muze byt IAA oxidovana na oxindol-3-acetat

bez procesu dekarboxylace (Kowalczyk and Sandberg, 2001; Taiz and Zeiger, 2010).

Bylo zjiSténo, Ze aplikaci exogenniho auxinu na intaktni experimentdlni rostliny lze
regulovat rust nékterych rostlinnych orgdni jako je kofen nebo hypokotyl. Zatimco
kratkodoba aplikace exogenniho auxinu mé za nésledek stimulaci rastu, pfi dlouhodobém
pusobeni dochdzi k jeho potlaceni. Vysledky experimentdlni studie na mutantni rostliné
Arabidopsis - surl (= superrootl, recesivni mutant s nadprodukci endogenniho auxinu),
potvrdily inhibi¢ni G¢inky zvySeného mnozstvi auxinu na rust hypokotylu (Boerjan et al.,

1995; King et al., 1995; Thomine et al., 1997).
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4 Svétlo a fotoreceptory

Rostliny jsou eukaryotni fotosyntetické organismy, pro jejichZ existenci je svétlo jednim
z klicovych faktori ristu a vyvoje. Kvalita a intenzita svétla zcela zdsadné ovliviuje
fyziologické procesy, proto rostliny reaguji na zménu osvétleni velice citlivé. Svétlo slouzi
nejen jako zdroj energie v procesu fotosyntézy, ale také poskytuje rostliné informace
o vn¢jSim prostiedi. Rostliny mohou na svételné podnéty reagovat riistem a diferenciaci
pletiv, pohybem (ke svétlu/od svétla = fototropismus), sledovanim denni doby nebo
sttidani ro¢nich obdobi (= fotoperioda). Jsou to jediné Zivé organismy na Zemi, které jsou
schopny pieménit svételnou energii sluneéniho zafeni na chemickou energii vazeb

organickych sloucenin cukri, proteint a lipidd.

Kromé kvality a intenzity osvétleni je dileZité také mnoZstvi svétla, které
na rostlinu dopadd. Obecné plati, Ze ¢im vice svétla rostlina pfijimd, tim vice ma energie
na pohon fotosyntézy, a tedy na tvorbu energeticky bohatych latek. Proto se rostliny
prizptsobuji svou fyziologickou stavbou (napf. tvarem a uspofddanim listll) tak, aby
zachytily co nejvétsi kvantum svételné energie. Rostliny mohou svétlo absorbovat jednak
pomoci fotosyntetickych pigmentil, umisténych v plazmatické membrané plastidi, ale také
pomoci pigmentil, které jsou soucdsti proteinti. Tyto komplexy se nazyvaji fotoreceptory
a jsou schopné absorbovat elektromagnetické zareni ve viditelné oblasti spektra a castecné
1 oblasti UV. Fotoreceptory, nebo-li fotosenzory, po absorpci svételného kvanta vyuzivaji
energii fotonu pro zménu konformace proteinu a nasledné k aktivaci signalni kaskady.
V zavislosti na vlnové délce svétla, kterou pohlcuji, se oznacuji jako fytochromy —
fotoreceptory pro vnimani cCerveného svétla v blizké a vzdélené oblasti spektra (Butler
et al., 1960), kryptochromy a fototropiny — pro absorpci modrého svétla a svétla v UV
oblasti spektra (Ahmad and Cashmore, 1993; Gallagher et al., 1988).

Jak jiz bylo zminéno, svétlo je jednim z nejdileZitéjSich externich faktordi rdstu
rostlin. Ty jsou béhem svého Zivota vystaveny ruznym svételnym podminkdm, a proto
musi byt schopny flexibiln¢ reagovat na zménu a intenzitu osvétleni. Pro fadu rostlin je
stadium ristu ve tmé ptirozenou soucdsti vyvoje (tzv. skotomorfogeneze). Kli¢ici semena
jsou pro existenci ve tmé& vybavend fadou mechanismi, které jim zajiStuji potfebnou
vyzivu, dokud neni rostlina sama schopna ziskdvat chemickou energii fotosyntézou.

Rostliny pfi dlouhodobé pfitomnosti ve tmé ziskaji morfologické znaky, kterymi se odlisu;ji
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od rostlin rostoucich na svétle. Kvili nedostatku chloroplasti jsou bledé, nemaji dostate¢né
vyvinuté orgdny a mechanickd pletiva (jsou kiehké, poléhavé) a jejich stonky jsou
enormn¢ prodlouzené (,,hledaji* svétlo). V piipadé skotomorfogeneze plati, Ze se rostliny
snazi dostat ke svétlu, které aktivuje morfologickou pfeménu, dilezitou pro jejich preziti.
Ptrechod rostliny ze stadia skotomorfogeneze, do fotomorfogeneze (dochdzi k tzv. de-
etiolizaci) (Kendrick and Kronemberg, 1994), je proces velice rychly, pro jehoz aktivaci
sta¢i 1 velice slabd intenzita osvétleni. Svétlo stimuluje specifické fotoreceptory, které
spousti signdlni drdhu a ta pak vede k expresi piisluSnych genti a zméné morfologie
rostliny. Hlavnimi projevy fotomorfogeneze je inhibice ristu hypokotylu, zvysend syntéza

chloroplastti, rust listd a zpeviiovacich pletiv (Taiz and Zeiger, 2010).

4.1 Receptory cerveného svétla: fytochromy

vvvvvv

rustu a vyvoje béhem vSech fazi Zivotniho cyklu. Z hlediska chemické struktury tvoii
fytochromy dimer, tedy proteinovy komplex, slozeny ze dvou stejnych podjednotek,
pficemz kazdd podjednotka obsahuje  pigmentovou molekulu  chromoforu
(fytochromobilin), na kterou je kovalentné¢ piipojen fetézec polypeptidi (apoprotein).

s\ s

Dohromady vytvaii apoprotein a jeho chromofor tzv. holoprotein. Struktura
tetrapyrolového kruhu umoziuje molekule chromoforu absorbovat ¢ervené svétlo v blizké
a vzdélené oblasti spektra a CasteCné také absorbovat svétlo modré (Taiz and Zeiger,

2010).

U rostlin péstovanych ve tmé se fytochromy vyskytuji v neaktivni formé, ktera
byvd oznaCovana zkratkou Pr. Tato modfe zbarvend molekula fytochromu je schopna
zachytit Cervené svétlo v oblasti vinovych délek 650-680 nm. Pfi absorpci zafeni je energie
fotonu vyuZzita na zménu konformace neaktivni molekuly ve formu fyziologicky aktivni
(Pfr). Modrozelen¢ zbarvend aktivovand molekula absorbuje dlouhovinné Cervené zareni
(710-740 nm), zpusobujici konformacni zménu a prevedeni molekuly zpét do inaktivni
podoby (Kendrick and Kronenberg, 1994). Proces premény jedné formy molekuly
na druhou, se nazyva fotoreverzibilita a diky této vlastnosti fotoreceptort mohou rostliny
rozpoznat kvalitu, intenzitu a délku ptsobeni svétla v daném prostiedi (Taiz and Zeiger,

2010).
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Biochemické studie provddéné na modelové rostlin€ Arabidopsis prokéazaly
ptitomnost péti funkéné odliSnych fytochromii vyssich rostlin (phyA, phyB, phyC, phyD,
phyE), jejichz apoproteiny jsou kdédovany riznymi geny (Sharrock and Quail, 1989).
svétla u rostlin. Nejvétsi koncentrace phyA se vyskytuje u kli¢icich semen a etiolizovanych
sazenic, tedy u rostlin rostoucich ve tm¢, kde aktivuje fadu enzyml pro zahdjeni
morfogeneze. Fytochrom A je labilni protein, ktery zménou konformace citlivé reaguje
uz na velmi slabé osvétleni. Po absorpci svétla prechdzi neaktivni molekula fytochromu
na molekulu aktivni a slouzi jako spouStéci signdl fotomorfogeneze. Aktivovany
fytochrom indukuje kli¢eni semen a vytrusi, fidi procesy zavislé na fotoperiodé (podle
délky dne a noci), inhibuje prodluzovani stonku ¢i hypokotylu etiolizovanych rostlin nebo
naopak podporuje dlouzivy rust stonku a morfogenezi listii u rostlin rostoucich ve stinu
(Smith and Whitelam, 1990). Ve své fyziologické funkci a mechanismu plisobeni se phyB
vyrazné podobd phyA. Fytochrom B ma vliv na fotoreverzibilitu kli¢icich semen, hraje
dualezitou roli v procesu de-etiolizace a pti regulaci rtstu rostlin ve stinu (urychluje kvetent,
dlouzivy rist apod.) (Smith 1982; Taiz and Zeiger, 2010). Ackoli u rostliny Arabidopsis
prevladaji fytochromy typu A a B, fytochromy C, D a E také hraji duleZitou roli pfi
regulaci odezvy na Cervené a dlouhovinné Cervené zafeni. Reakce na zmény svételného
rezimu béhem dne a ro¢nich obdobi zprosttedkovava PhyC, ktery se mimo jiné podili na
regulaci rastu rostlin a kveteni v chladnéjSich klimatickych podminkéach (Balasubramanian

et al., 2006). Fytochrom D a E se strukturné podobaji phyB, jejich hlavni funkci je indukce

prodluZovani fapikl a internodii (Taiz and Zeiger, 2010).

4.2 Receptory pro modré svétlo: kryptochromy a fototropiny

JiZ na konci 19. stoleti se Charles Darwin a jeho syn Francis zabyvali studiem vlivu svétla
na rust rostlin. Jejich experimenty odhalily, Ze béhem fototropismu Spicka koleoptile (tj.
prvni list zarodku jednodé€loznych rostlin) vnima modré svétlo. O mnoho let pozdéji byly
ve Spicce koleoptile identifikovany receptory pro modré svétlo — karotenoidy a flavonoidy,
avSak dalsi vyznamné objevy pfiSly aZ po roce 1990 s izolaci piislusnych genii. Mezi

fotoreceptory modrého svétla patii: kryptochromy s primarni funkci inhibice prodluzovani
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stonku a kveteni; fototropiny, které hraji klicovou roli pfi fototropismu; a zeaxanthin,

zapojeny v fizeni pohybu priidduchti modrym svétlem.

Kryptochromy byly poprvé identifikovany u rostliny Arabidopsis, pozdé€ji byla
jejich pritomnost prokdzéana také u nizsich rostlin a nékterych zivocichli. Vykazuji citlivost
zejména k modrému, fialovému a ¢aste¢né ultrafialovému zéafeni v rozsahu vinovych délek
od 320-500 nm (Taiz and Zeiger, 2010). Kryptochromy Arabidopsis tzce spolupracuji
s receptory pro Cervené (fytochromy) a modré svétlo (fototropiny). Ve spojeni s nimi
reguluji nékteré faze vyvoje rostliny, napiiklad prodluzovani hypokotylu, kveteni nebo
otevirani priducht, fizené modrym svétlem (Li and Yang, 2007). Z hlediska struktury patii
kryptochromy mezi flavoproteiny, sekvenéné podobné enzymu fotolydze (katalyzuje
opravy DNA pii posSkozeni UV zédfenim) (Todo et al., 1996). Na rozdil od fotolydz ale
nejsou kryptochromy pii opravich aktivni (Ahmad and Cashmore, 1993). Ve své zdkladni
struktufe jsou kryptochromy podobné fytochromum, 1iSi se pouze typem chromoforu
avazby mezi chromoforem a apoproteinem (nekovalentni). Prvni typ chromoforu
kryptochromi je flavin adenin dinukleotid (FAD) a druhym muize byt bud pterin
methyltetrahydrofolat (MTHF), nebo deazaflavin (8-HDF) (Cashmore et al., 1999).

Podobné jako u fytochromt, svétlo poskytuje energii pro zménu konformace
kryptochromu a nésledné spousti signélni kaskadu, kterd vede k expresi ptislusSnych gent.
Modrym svétlem indukovand aktivace fotoreceptoru CRY 1 navozuje inhibici prodluzovani
hypokotylu (Ahmad et al., 1998), reguluje cirkadidnni rytmus, depolarizaci membriny
nebo produkci antokyand; CRY2 stimuluje rozvoj déloh. Oba kryptochromy indukuji
kveteni a interaguji s phyA. Tretim genem identifikovanym u Arabidopsis je CRY3. Jeho
fyziologickd funkce zatim zastdvd nezndmd, ale vzhledem k jeho biochemické aktivité
pfi opravach jednovldknové DNA je pravdépodobné, Ze se podili na ochrané¢ genomu

organel proti poskozeni UV zétenim (Yu et al., 2010).

Do skupiny receptori modrého svétla patii kromé kryptochromil také fototropiny,
identifikované s izolaci genu PHOTI u Arabidopsis. Fototropiny hraji dileZitou roli
pii optimalizaci ucinnosti fotosyntézy - zprostiedkovdvaji fototropismus, pohyb
chloroplastti, otevirani priiduchti, rychlou inhibici rtstu etiolizovanych rostlin, rozvoj listl
nebo indukci kveteni. Arabidopsis obsahuje dva specifické fototropiny (photl a phot2),
které se mimo jiné podili na regulaci fototropismu u hypokotylu Arabidopsis v reakci

na nizkou i vysokou intenzitu jednostranného ptisobeni modrého svétla. Fototropiny jsou
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svétlem aktivované serin/treonin proteinové kindzy, které jsou tvoieny dvéma funkénimi
doménami: N- termindlni (fotosenzorickd) a C-termindlni (regula¢ni) (Briggs et al., 2001).
Vnimani modrého svétla u fototropini je zprostfedkovdno pomoci repetitivni sekvence
v N-termindlni oblasti proteinu, zndmého jako doména LOV. Pfi excitaci fotonem dochédzi

k autofosforylaci domény LOV a zahajeni signalizace (Christie, 2007).
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5 Interakce boru, auxinu a svétla pri prodluzovani hypokotylu Arabidopsis

Bylo zjisténo, Ze bor stimuluje rist hypokotylu u nékolika ekotypl Arabidopsis a ovliviuje
transport a metabolismus auxinti. Vyjimku tvoii mutantni rostlina borl-1, kterd ma defekt
v genu kodujicim kandl pro transport kyseliny borité (BOR1), a proto ke svému ristu
vyzaduje vySSi koncentrace boru nez rostlina kontrolni (Takano et al., 2002). Vé&dci
studovali riistové reakce hypokotylu Arabidopsis k exogenné aplikovanému auxinu: 1-
NAA; 2,4-D a IAA. Ukézalo se, ze IAA inhibuje rast hypokotylu kontrolni rostliny (Col-0)
ve tm¢ a na ¢erveném svétle. Naopak na modrém svétle IAA stimuluje rast hypokotylu, ale
tento stimulacni d€inek mizi pii zvySovani koncentrace H3;BOs;. U mutanta borl-1 byl
pozorovdn opacny trend — se zvySujici se koncentraci boru dochdzelo k vyraznéjsi

stimulaci rastu hypokotylu vlivem IAA (Stoces et al.. 2012).

Pfi stejnych svételnych podminkach byla inhibice rastu hypokotylu auxinem 1-
NAA podobn4, jak u mutantni, tak kontrolni rostliny, zatimco u obou genotypt bor inhibici
neovlivnil (StoCes et al.. 2012). Bez ohledu na svételné podminky, auxin 2,4-D
v nepiitomnosti boru inhibuje prodluZzovani hypokotylu, av§ak na modrém svétle byla po
pfidavku boru inhibice potlacena. Na zménu svétla a ptidavek boru citlivé reagovala pouze
kontrolni rostlina, mutant borl-1 zistava k boru a svétlu inaktivni a podléhd inhibi¢nimu
ucinku 2,4-D. Vysledky studie naznacuji, Zze za specifickych svételnych podminek bor
sniZuje citlivost hypokotylu k auxinu IAA a 2,4-D (StocCes et al.. 2012). Schéma (Obr. 7)
naznacuje hypotézu, podle které bor pii vyssi koncentraci (< 2 mM), a za specifickych

svételnych podminek (modré svétlo), omezuje piisun auxinu do buiiky.

Bor je do buiikky dopravovan pomoci transportniho kandlu pro kyselinu boritou
(BOR1). Experimenty ukézaly, ze modré svétlo indukuje expresi genu BORI (Kocabek
et al., 2009). ZvySené mnozstvi H3BO3; (2 mM a vyssi) v buiice pak miZe pravdépodobné
tlumit ¢innost auxinového influxniho transportéru (AUX1/LAX), ktery zprostfedkovava
transport auxinu 2,4-D a TAA do cytosolu. Jedinym auxinem, ktery se do builky muze
dostat pasivni difuzi, je I-NAA. Proto by se mohlo zdét, Ze jeho transport neni limitovan
mnoZzstvim boru. Piesto se v bunice nehromadi, protoZe je od¢erpavan effluxnimi pfenaseci

skupiny PIN, jejichz syntéza je podporovdna modrym svétlem. V disledku zablokovani
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ptfisunu auxinu dochdzi ke sniZeni inhibice riistu bunék hypokotylu (Stoces et al., 2012).

/ vysoka konc. H3BO3
AUX1/LAX :

Obr. 7 Schéma naznacuje moZny vliv modrého svétla na transport auxinti dovnité a ven z buiiky. Podle
hypotézy (viz vySe) modré svétlo stimuluje expresi genu BORI a genu pro syntézu effluxntho pfenasece
PINs. V dasledku zvySené koncentrace H;BO; v buiice, dochdzi k zablokovani auxinového pfenasece
AUXI1/LAX a zastaveni pfisunu auxinu do buiiky. Minimdlni pfitok auxinu je zprostfedkovéan pasivni difuz{
1-NAA pies plazmatickou membranu, ale ten je ndsledné od¢erpan pomoci PINs. Pokles koncentrace auxinu
v bunice vede ke sniZeni inhibi¢niho plisobeni auxinu na rast buiiky (zpracovano podle Stoces et al., 2012

s vyuZzitim schématu podle Morris, 2000).
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6 Material a metody

6.1 Pribéh experimentu

Experimentalni ¢ast prace se skladala ze dvou ¢asti. V prvni Casti byly pozorovany ristové
reakce mutantni rostliny nip5;1 a odpovidajici kontrolni rostliny Col-0 na zvolené
koncentrace kyseliny borité (H;BOs: 0,1; 1; 2; 3; 5; 10 mM), pfidané do zdkladniho MS
média (Murashige and Skoog, 1962), za riznych svételnych podminek (ve tm¢, na modrém
a na Cerveném svétle). Ve druhé casti byl pozorovan vliv H3BOs; (0; 0,1 a 2 mM)
na citlivost rastovych reakci kontrolni a mutantni rostliny k exogenné¢ aplikovanému

auxinu IAA (0; 1x10'6; 5%107° M), a to pouze na modrém svétle.

6.2 Rostlinny material

K experimentiim byla pouZita modelova rostlina husenicek rolni (Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh.), ekotyp Columbia (Col-0) a T-DNA mutant nip5;1 s defektem v genu NIPS5; 1.
Gen NIP5; 1 kéduje kandl pro transport kyseliny borité (Takano et al., 2006). Semena byla

laskave poskytnuta Prof. Toru Fujiwara (University of Tokyo, Japonsko).

6.3 Priprava semen

Od kazdého genotypu Arabidopsis bylo navazeno 8 mg semen (cca. 400 semen), kterd byla
vloZena do mikrozkumavek s destilovanou vodou (1 ml). Tyto zkumavky byly umistény
do lednice (4 °C, tma) na dobu péti dnti ke stratifikaci, aby doslo k synchronizaci kli¢eni
semen. Po uplynuti doby stratifikace byla pomoci pipety (1000 ul) odstranéna voda
a k sementim byl piidan 1,5 % roztok Sava (Bochemia), ktery pusobil asi 25 min. Béhem
této doby byla mikrozkumavka se semeny nékolikrdt protiepdna, aby se zajistila
rovnomérnd sterilizace vSech semen. Poté bylo Savo odsidto pipetou a semena
v mikrozkumavce byla alesponi Sestkrat propldchnuta sterilni destilovanou vodou. Opét

bylo nutné semena ve zkumavce nékolikrat protepat. Sterilizace a ndsledné proplachovani
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semen probihalo v lamindrnim boxu s pouZitim sterilnich néstroji a sterilni destilované

vody, aby se zabrénilo pfipadné kontaminaci semen a média mikroorganismy.

6.4 Priprava kultiva¢niho média

V prvni Céasti experimentu bylo potfeba pfipravit zdkladni médium Murashige-Skoog.
Na ptipravu 2 litrit MS média bylo pouzito 20 g sacharézy, 8,604 g MS média (Caisson,
USA) a 390,4 mg pufru MES. Tyto chemikélie byly za stdlého michdni na magnetické
michacce rozpusStény piiblizné v 1 litru destilované vody ve ftfilitrové Erlenmeyerové
bance. Poté byl roztok doplnén na objem 2 litry a pomoci 1 M roztoku KOH, ktery byl
piidavan po kapkach a pH bylo upraveno na hodnotu 6,1. Do kazdé z péti ptfipravenych
lahvi (500 ml, pro autokldvovani) bylo navaZeno 2,8 g fytoagaru (Duchefa Biochemie, CR)
a poté pridano 400 ml pfipraveného zédkladniho média. Lahve s médiem byly uzavieny,
opatieny autokldvovaci paskou a vysterilizovany v autokldvu. V pritbé¢hu experimentu byly
lahve s médiem uchovavany v lednici pii teplot¢ 4 °C. Pred zahijenim kazdého
experimentu bylo pfisluSné mnoZstvi tuhého média rozehiito v mikrovinné troubé
a nalévano do plastovych Petriho misek o priméru 90 mm. Do kazdé Petriho misky bylo
nalito 20 ml vlazného média, které po par minutdch ztuhlo. V prvni ¢asti experimentu bylo
pro kli¢eni semen pfipraveno nejprve zdkladni médium s koncentraci H;:BO3; 0,1 mM. Poté
byla koncentrace boru v médiu upravena piidavkem ur¢eného mnoZstvi kyseliny borité
(H;BO3). Do 120 ml média byla pfiddna sterilni IM H3;BOs; vtomto mnoZstvi:
pro koncentraci 1 mM, 240 ul H3;BOs3; 2 mM, 480 ul H3BOs; 3 mM, 720 ul H3BOs; 5 mM,
1200 ul HzBO3; 10 mM, 2400 ul H3BO;. Ve druhé ¢asti experimentu bylo MS médium
pfipraveno ruc¢né, a to bez H3BOs. Koncentrace kyseliny borité pak byla upravena pomoci
IM H3;BOj3 na hodnoty 0; 0,1; 2 mM. Navic bylo do média s borem ptidano i ptislusné
mnoZstvi zdsobniho roztoku auxinu IAA o koncentraci 107 M tak, aby vysledna

koncentrace auxinu v médiu byla 0, 1x10® a/nebo 5x10° M.
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6.5 Vysev a kultivace semen a rostlin

Vysev semen byl provddén ve sterilnim prostfedi lamindrniho boxu s pouZitim sterilnich
nastroji. Semena byla vyseta na MS médium do Petriho misek, v poctu pfiblizné¢ 100
semen na jednu misku (tj. 10 semen do 10 fad). Pfi vysevu byla pouZita automaticka pipeta
(20 pl), u které byla sefiznuta Spicka pro snadné&jsi prichodnost a manipulaci se seminky.
Pro sefiznuti Spicky byl pouZit skalpel, ktery byl nejprve vysterilizovan v 96 % etanolu
apoté vyzihan v plameni lihového kahanu. Po vysevu byly misky po obvodu zalepeny
dvéma vrstvami pasky z netkané textilie (Softpore, Batist s.r.0.), zabaleny do alobalu,
opatfeny popiskem a umistény do kultivaéni komory (Snijders Scientific B.
V., Holandsko). V kultivacni komofe byly misky umistény do vertikalni polohy na 2-3 dny

a semena kultivovéna pfi teploté 23 °C.

Po vykli¢eni semen byly rostlinky pfeneseny na MS médium, obohacené o zvolené
koncentrace boru plus auxinu, jak bylo popsdno vyse. Pfenos rostlinek se opét provadeél
za sterilnich podminek v lamindrnim boxu, s pouZitim sterilnich néstrojii. Rostlinky byly
preneseny pomoci sterilni jehly, kterd byla, pfed zahdjenim a v pribéhu price, nékolikrat
vysterilizovdna v 96 % etanolu a vyzihanim v plameni kahanu. Na kazdou misku bylo
preneseno piiblizné¢ 10-15 rostlinek, které byly umistény do jedné fady ve stfedu misky,
aby m¢ly sazenice dostatek prostoru pro rast. Poté byly misky zalepeny paskou, opatieny
popiskem a umistény do kultivanich komor. Misky s rostlinkami byly umistény
do komory s modrym svétlem, stejny pocet misek byl umistén do komory s ¢ervenym
svétlem a dal$i byly zabaleny do alobalu (tmy) a umistény do jedné z komor. Misky byly
umistény do stojanu ve vertikdlni poloze po dobu deseti dnu a rostlinky byly kultivovany
pii 23 °C. Zdrojem modrého svétla byly zarivky Philips TLD-36W/18-Blue (Philips, USA;
ozatenost 10 mol m™ s'l), cerveného Philips TLD-36W/15-Red (Philips, USA; ozafenost
10 mol m™ s). Tyto hodnoty byly namé&feny pomoci prenosného spektroradiometru

(model LI-1800; Li-Cor, Lincoln, NE).

6.6 Meéreni rostlin

Délka kotene a hypokotylu vzrostlych rostlinek byla méfena po deseti dnech kultivace

v komote. Pro manipulaci s rostlinkami byla pouZita jiZ nesterilni pinzeta a pro samotné
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méfeni folie s milimetrovou stupnici podloZzena ¢ernym papirem. Nejprve byly vizudlné
zhodnoceny a zaznamendny fenotypové odliSnosti rostlin péstovanych na jednotlivych
koncentracich kyseliny borité a/nebo auxinu, poté byla zmétena délka kotfene a hypokotylu
v milimetrech a hodnoty byly zapsiany do tabulky. Vyhodnoceni naméfenych hodnot

a vytvoreni grafii bylo provedeno pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.
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7 Vysledky

7.1 Studium pisobeni boru na rist hypokotylu a koi‘ene Arabidopsis

V prvni ¢asti experimentu byl studovén tc¢inek kyseliny borité (H;BO3) na rast hypokotylu
a kotene rostlin Arabidopsis. Semenacky mutantni rostliny nip5;1 a odpovidajici kontrolni
rostliny Col-0 byly kultivovany na MS médiu, které bylo doplnéno o vybrané koncentrace
H;BO;. Kultivace probihala 10 dni ve specidlnich kultiva¢nich komorach, za stdlé teploty
23 °C a pfti riznych svételnych podminkach (tma, modré a Cervené svétlo). Po deseti dnech

byla zméfena délka hypokotylu a kotene.

7.1.1 Riistové reakce hypokotylu

Rostliny rostouci ve tmé¢ vykazovaly podobné morfologické znaky u obou genotypt, liSily
se pouze délkou hypokotylu, v z4vislosti na koncentraci kyseliny borité. Hypokotyl téchto
rostlinek byl dlouhy, bledy, kiehky; kotyledony byly Zluté a velmi malé. Primérnd délka
hypokotylu kontrolnich rostlin (Col-0) rostoucich na médiu s koncentraci kyseliny borité
0,1 mM, byla 20 mm (Obr. 8a). U semenackt, které rostly na médiu s obsahem 1 mM
H;BOs; byl zaznamendn stimula¢ni ucinek, primérnd délka hypokotylu byla 22 mm (tedy
10 % stimulace rustu). Nejvyssi stimulace ristu hypokotylu byla zaznamendna
pii koncentraci 2 mM H3;BOs3, konkrétn€ 22 %. Poté, se vzristajici koncentraci kyseliny
borité, stimula¢ni ucinek klesal. Na médiu s koncentraci 3 mM H3;BO; byla stimulace
20 %, pti 5 mM 11 % a u koncentrace 10 mM byla zaznamendna 10 % inhibice (Obr. 8a).
Mutantni rostlina nip5;1 vykazovala za vSech svételnych podminek mensi citlivost
ke kyselin¢ borité, nez rostlina kontrolni. Ve tm¢ byla na médiu bez béru primérnd délka
hypokotylu 21 mm. Pfi koncentraci 1 a 2 mM byl riist stimulovdn 0 6 % a 9 %. K nejvétsi
stimulaci doslo u koncentrace 3 mM, ktera byla 10 % a pak stimulace prudce poklesla na

1 % u 5 mM. Pti 10 mM koncentraci H3;BOj3 byl rtist inhibovan o 30 % (Obr. 8a).

Na modrém svétle byl hypokotyl zeleny, kratsi, silnéjsi; délohy byly velké, silné,
zelené, oproti rostlindm rostoucim ve tme. Primérnd délka hypokotylu Col-0 na médiu
s obsahem 0,1 mM H3;BO; byla 7,2 mm. U rostlinek rostoucich na médiu s obsahem
kyseliny borité o koncentraci 1 mM, byla zaznamenédna 15 % stimulace, kterd pii 2 mM
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kleslana 11 %, a pti 3 mM se zvysila na 14 %. Nasledujici vyssi koncentrace H;BO3 mély
na rist hypokotylu inhibi¢ni tc¢inek, u 5 mM koncentrace byla pozorovana inhibice
prodluzovéni o 13 % a pfi koncentraci 10 mM pak aZ 39 % (Obr. 8b). Mutant nip5;1 mél
na médiu bez boru, na modrém svétle, primérnou délku hypokotylu 7 mm. Po piidani
kyseliny borité na koncentraci 1 mM byla zaznamendna 5 % stimulace rastu a pfi 2 mM
byla jesté o néco vyssi, 8 %. U koncentrace 3 mM nebyl riist stimulovén, ani inhibovan, pfi

5 mM byla inhibice 17 % a pti 10 mM 40 %.

Rostlinky rostouci na ¢erveném svétle mély hypokotyl zeleny, dlouhy (krat$i nez
rostlinky rostouci ve tm¢), silny; d€lohy byly velké a zelené. Hypokotyl rostliny Col-0
rostouci na médiu s obsahem kyseliny borité o koncentraci 0,1 mM mél priimérnou délku
17 mm. Kyselina boritd o koncentraci 1 mM stimulovala rast o 13 %, nejvetsi stimulace
nastala pfi koncentraci 2 mM a byla 18 % (Obr. 8c). U nasledujicich koncentraci H;BO3
byl rist hypokotylu rovnéz stimulovadn, avSak s postupnym poklesem. Pfi koncentraci
3mM o016 %, pii 5 mM 4 % a pti 10 mM byl rlst znacné inhibovén, o 29 %. Hypokotyl
mutanta nip5;1 vykazoval niZ§i stimulaci rGstu nez kontrolni rostlina. Primérnd délka
hypokotylu na médiu s 0,1 mM H3;BOs3, byla 18 mm. Po pfidavku H3BO3 na koncentraci 1
mM byla zaznamendna 6 % stimulace rustu, pfi 2 mM 2 % inhibice, u koncentrace 3 mM
rust nebyl stimulovan ani inhibovan, pfi 5 mM byla inhibice 7 % a pti 10 mM byla inhibice

opét nejvyssi, 30 % (Obr. 8c).
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Obr. 8 Ucinek kyseliny borité (H;BOs3) na prodluzovani hypokotylu kontrolni rostliny Col-0 a mutantni
rostliny nip5;1 ve tmé (a), na modrém (b) a na cerveném svétle (¢). Vysledky ukazuji primérné hodnoty +

SE, ziskané ve ctyfech nezavislych experimentech, pro kazdy genotyp a kazdé svétlo zvlast.

7.1.2 Riistové reakce korene

Kofeny rostlin, rostoucich ve tmé¢ byly v porovnani s ostatnimi svételnymi podminkami

nejkratSi. Délka kofene kontrolni rostliny (Col-0) rostouci na médiu s obsahem boru
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o koncentraci 0,1 mM byla 18 mm. Po pfidani kyseliny borité do média byl rtst kotfene
inhibovan o 7 % u koncentrace 1 mM, poté se inhibice pfimo Umérné€ zvysSovala s rostouci
koncentraci H3BOs. Pfi koncentraci 2 mM byla 25 %, 3 mM 40 %, 5 mM 60 % a 10 mM
72 %. Mutant nip5; 1 dosahoval na médiu, s obsahem kyseliny borité o koncentraci 0,1 mM
a ve tm¢, prumérné délky kotfene 17 mm. S ptidavkem kyseliny borité byl rist kotfene
postupné& inhibovan, pii koncentraci 1 mM o0 4 %, 2 mM o 15 %, 3 mM o 27 %, pti 5 mM
056 % a 10 mM o 70 % (Obr. 9a).

Primérnd délka kotfene rostlinky rostouci na modrém svétle a pii koncentraci
0,1 mM H3BO; byla 32 mm. Pfidanim kyseliny borité na koncentraci 1 mM byla
zaznamendna 5 % inhibice ristu, u 2 mM se inhibice zvysila na 20 % a postupné se zvysila
az na 85 % pti koncentraci 10 mM (Obr. 9b). Podobn¢ byl inhibovan také rist kotfene
mutanta nip5,1, jehoz primérnd délka c¢inila na médiu s 0,1 mM koncentraci H;BO;
33 mm. Pii koncentraci 1 mM H3;BO; byla inhibice 14 % a postupné se zvySovala

aZ na hodnotu 83 % u koncentrace 10 mM.

Primérnd délka kofenii kontrolni rostliny Col-0, rostouci na zdkladnim médiu
ana ¢erveném svétle, byla 29 mm. Kyselina boritd o koncentraci 1 mM, zptsobila 6 %
inhibici rastu kotfene, pfi 2 mM inhibice vzrostla na 25 % a postupné se zvySovala
az na hodnotu 81 % u 10 mM H3;BOj3 (Obr. 9c). Mutantni rostlina nip5; I rostouci na médiu
s 0,1 mM koncentraci H;BO3; méla primérnou délku kofene 31 mm. Pii koncentraci 1 mM
byla inhibice 18 % a postupné zvySovala, az dosdhla 81 % pfi koncentraci 10 mM (Obr.
9¢).
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Obr. 9 Ucinek kyseliny borité (H;BOs) na prodluZovéni kotene kontrolni rostliny Col-0 a mutantnf rostliny
nip5;1 ve tmé (a), na modrém (b) a na Cerveném svétle (¢). Vysledky jsou primérné hodnoty + SE ziskané

ve Ctyfech nezavislych experimentech, pro kazdy genotyp a kazdé svétlo zvlast.

7.2 Studium pisobeni boru na citlivost k auxinu IAA

Druhd c¢éast experimentu zahrnovala studium ucinku kyseliny borité na citlivost rastovych
reakci rostlin k exogenné aplikovanému auxinu IAA. Semendcky kontrolnich (Col-0)
a mutantnich rostlin (nip5,1) byly kultivoviany na MS médiu, které obsahovalo kyselinu
boritou (koncentrace 0; 0,1 a 2 mM) a soucasn¢ auxin IAA (konc. O; 1><10'6; 5%10° M).
Kultivace probihala 10 dni ve specidlnich kultiva¢nich komorach, za stdlé teploty 23 °C.
Po deseti dnech byla zmétena délka hypokotylu a kofene. Vzhledem k hypotéze vyslovené
v praci Stoces et al. (2012) (viz teoretickd ¢ast bakalaiské prace, str. 26) byly experimenty

v této Casti bakalédtské prace provadény pouze na modrém svétle.

7.2.1 Riistové reakce hypokotylu

Rast hypokotylu rostlin kultivovanych na modrém svétle se ménil vlivem auxinu
v zavislosti na koncentraci pfidaného boru. Na médiu bez boru a bez auxinu byla primérna

délka hypokotylu kontrolni rostliny (Col-0) 8,4 mm. Pii této nulové koncentraci boru doslo
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pfiddnim auxinu na koncentraci 1x10° M k 9 % inhibici rastu, avSak u koncentrace 5%10°°
M byl rust podobny jako na médiu bez auxinu (Obr. 10a). Na médiu s 0,1 mM koncentraci
H;BO;3; anulovou koncentraci auxinu byla primérnd délka hypokotylu Col-0 8,1 mm
a pfidavkem auxinu o koncentraci 1x10° M se délka hypokotylu zvétsila o 9 %. Aviak
zvySenim mnoZstvi auxinu o koncentraci 5%x10° M byla délka hypokotylu podobnd jako
bez piitomnosti auxinu. tedy asi 8§ mm. Pouze na médiu s obsahem 2 mM H3BO; nemél
pfidany auxin stimula¢ni uU¢inek na rist hypokotylu, nybrz ucinek pouze inhibicni.
Pii nulové koncentraci auxinu byla naméfena primérnd délka hypokotylu 9 mm.
S ptidavkem auxinu o koncentraci 1x10° M délka hypokotylu nepatrné klesla a na médiu
s obsahem auxinu o koncentraci 5x10°® M doséhla inhibice nejvy3si hodnoty, 18 % (Obr.
10a). Uginek IAA na rtst hypokotylu Col-0 a v zdvislosti na koncentraci boru v médiu pak

1épe znazornuje obrazek 11a.

.....

kontrolni. Na médiu bez boru a bez auxinu byla primérnd délka hypokotylu 7 mm.
Pfiddnim auxinu o koncentraci 1x10° M se rist prakticky neménil, kdeZto se zvySenim
koncentrace na 5x10° M doslo k vyrazné stimulaci ristu o 12 % (Obr. 10b). Na médiu
s obsahem 0,1 mM kyseliny borité m¢l ptidany auxin podobny tc¢inek na rast hypokotylu
jako na médiu bez boru (Obr. 10b). Zadny nebo minimalni stimulaéni u&inek
na prodluzovani hypokotylu mél auxin na médiu sobsahem 2 mM H3;BOs;. Auxin
v koncentraci 1x10° M mél pouze nepatrny stimulacni G¢inek na rist hypokotylu mutanta
nip5;1, kdezto auxin o koncentraci 5x10° M rist hypokotylu neovliviioval (Obr. 10b).
Utinek IAA na riist hypokotylu nip5;1 a v zévislosti na koncentraci boru v médiu pak 1épe

znazornuje obrazek 11a.
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Obr. 10 Ucinek auxinu IAA na riist hypokotylu kontrolnf rostliny Col-0 (a) a mutantni rostliny nip5;1 (b)
na modrém svétle a na médiu s obsahem kyseliny borité (0; 0,1; 2 mM). Vysledky jsou primérné hodnoty +

SE ziskané ve Ctyfech nezdvislych experimentech, pro kazdy genotyp zv1ast’.
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Obr. 11 Inhibice nebo stimulace prodluzovani hypokotylu Col-0 (a) a mutanta nip5;1 (b) auxinem IAA o

koncentraci 1x10° a 5x10° M v zévislosti na koncentraci kyseliny borité (0; 0,1; 2 mM) v kultivaénim
médiu. Vysledky pfedstavuji primérné hodnoty inhibice + SE vypoctené ze Ctyi nezdvislych experimentech

pro kazdy genotyp zvlast, pro kaZzdou koncentraci H;BOj; zvlast a pfi vSech svételnych podminkach.

7.2.2 Ristové reakce korene

Kofeny rostlin rostoucich na modrém svétle byly v porovnani s hypokotylem mnohem
delsi a na rozdil od hypokotylu byla u ristu kofenil zaznamendna vyraznd inhibice vlivem
aplikovaného boru i auxinu. Primérna délka kotfene rostliny Col-0 rostouci na médiu bez
boru a bez auxinu byla 50 mm. P¥iddnim auxinu o koncentraci 1x10°® M byla namé&fena
70 % inhibice a pfi zvySeni mnoZstvi auxinu na koncentraci 5x10° M, vzrostla na 87 %.
Na médiu s obsahem kyseliny borité o koncentraci 0,1 mM byla situace podobna jako
na médiu bez boru (Obr. 12a). Kotfeny rostlin Col-0 rostoucich na médiu s obsahem H;BO;

o koncentraci 2 mM byly vyrazné kratsi nez kotfeny rostlin na médiu bez boru.

Kofeny mutantnich rostlin rostoucich na médiu bez auxinu a bez nebo s borem byly
podstatné krat$i nez kofeny rostlin kontrolnitho ekotypu Col-O (Obr. 12b) rostoucich

ve stejnych podminkéch.
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Obr. 12 Utinek auxinu IAA na rist kofene kontrolni rostliny Col-0 (a) a mutantni rostliny nip5;1 (b) na
modrém svétle, na médiu s obsahem kyseliny borité (0; 0,1; 2 mM). Vysledky jsou prumérné hodnoty + SE,

ziskané ve Ctyfech nezavislych experimentech, pro kazdy genotyp zvlast.
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8 Diskuze

Hypokotyl Arabidopsis je pomérné jednoduchy orgdn, ktery tvoii asi 20 epidermélnich
bunék. VétSina bunék se vytvafi v embryu, a proto hypokotyl roste v dasledku
prodluzovéni téchto bun€k (Gendreau et al., 1997). V prvni ¢asti experimentu byl studovin
vliv boru na rist hypokotylu Arabidopsis a zapojeni proteinu NIP5;1 v rustu rostlin
Arabidopsis pfi riznych koncentracich kyseliny borité. K tomu byl pouZit geneticky
pristup, ktery spocival ve studiu vlivu svételnych podminek na borem-indukovanou
stimulaci ¢i inhibici ristu mutanta nip5;/ a odpovidajici kontrolni rostliny Arabidopsis,
Col-0. Nejvyssi stimulace ristu hypokotylu obou genotypti byla naméfena ve tmé a na
cerveném svétle. ProdluZovani hypokotylu mutantni i kontrolni rostliny bylo nejvice
stimulovano na médiu s obsahem kyseliny borité o koncentraci 1-2 mM, naopak inhibice
vzrustala pii koncentracich nad 5 mM. Rustové reakce hypokotylu obou genotypti byly ve
tm¢ a na ¢erveném svétle srovnatelné. OvSem na modrém svétle, kde byla stimulace rastu
hypokotylu borem méné vyraznd, ukazoval mutant nip5; 1 mensi citlivost k G€inklim boru
nez kontrolni rostlina (Obr. 13). Zatimco u Col-0 byla zjiSténa stimulace pfi 1 a 3 mM
koncentraci H;BOs3, u mutantni rostliny byl stimula¢ni G¢inek vyrazn€ nizsi. Na zédklade
téchto vysledkl Ize predpoklddat, Ze na modrém svétle je funkéni kandl NIPS;1 zapojen

v borem-indukovaném rtistu hypokotylu.

10.0 -

8.0

6.0

4.0 -

2.0

Délka hypokotylu (mm)

0-0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Koncentrace H;BO; (mM)

Obr. 13 Zvétsené schéma ristu hypokotylu kontrolni (Col-0) a mutantni rostliny (nip5;1) na modrém

svétle (viz také obr. 8b).
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V porovnéni s hypokotylem kofeny reagovaly citlivéji na zmény koncentrace
kyseliny borité. U kofenli mutantnich i kontrolnich rostlin byla inhibice patrnd jiz
od 0,1 mM koncentrace H3;BOs;. Nejmensi procento inhibice bylo naméfeno ve tmé
(priblizn€ 70 %), zatimco na modrém a na Cerveném svétle byla inhibice nejvétsi - pii 10

mM koncentraci H3;BO3; dosahovala hodnot nad 80 %.

Prvni ¢ast predloZené bakalédiské prace navazuje na vysledky experimentalni studie
(Kocédbek et al., 2009), ktera odhalila, Ze kyselina boritd prostfednictvim transportéru
BORI1 stimuluje riist hypokotylu Arabidopsis pti koncentraci 1-3 mM a inhibuje jej pfi
koncentracich nad 5 mM. Ddle bylo zjisténo, Ze v procesu stimulace i inhibice rastu hraji
dileZitou roli také svételné podminky. Ukdzalo se, Ze ve tmé je exprese genu BORI
potlacena, a naopak na modrém a Cerveném svétle dochdzi k jeji stimulaci (Kocédbek et al.,
2009). V disledku zvysené syntézy transportéru BORI1 je do rostliny dopraveno vétsi
mnoZzstvi boru, které pii koncentraci 1-3 mM rtst stimuluje. Rozdily ve stimulaci a inhibici
rustu hypokotylu borem u Col-0 a mutanta nip5;1 zjisténé v této bakalarské praci déle
rozsitily znalosti o regulaci ristu hypokotylu borem a svétlem, protoZe naznacuji, Ze kromé
transportéru BOR1 je do borem-indukovaného rastu hypokotylu zapojen i kandl NIP5;1,
ato specificky na modrém svétle,. Vysledky rovn€Z naznacuji, Ze transport boru do
rostliny pomoci proteinovych pienaSeci BOR1 a NIP5;1 je regulovan pravdépodobné
odliSnymi mechanismy. Toto tvrzeni je mimo jiné podloZeno vysledky bakalarské prace K.
Slowikové (2013), kterd pozorovala vyraznou inhibici rastu hypokotylu mutanta nip5; 1/

oproti publikovanym vysledkim mutanta bori-1 (Kocéabek et al., 2009).

Rust rostlin je také vyznamné regulovan rostlinnymi hormony. Ackoliv je auxin
hormon, ktery v pfirozenych podminkach stimuluje rtst, je zndmo, Ze u intaktnich rostlin
v podminkach in vitro exogenni auxin v ¢asovém horizontu nékolika dni inhibuje
prodluzovaci rust rostlin (hypokotylu i kofene) (Boerjan et al., 1995; King et al., 1995;
Thomine et al., 1997). Bylo ovSem rovnéZ pozorovano, ze za téchto specifickych
podminek miZe nativni auxin IAA rast hypokotylu Casto stimulovat. Bylo zjisténo, Ze
hormondlni a nutri¢ni signdlni drdhy spolu pfi regulaci riistu rostlin interaguji (Krouk
etal., 2011). Uloha rostlinnych hormondi v procesu regulace riistu hypokotylu byla
studovdna ve druhé Ccasti experimentu piedlozené bakalaiské prace. Experimenty
navazovaly na diive publikovanou praci Stoces et al. (2012), kde autofi uvadéji, ze
stimula&ni G&inek auxinu IAA (5x10° M) na rist hypokotylu Arabidopsis na na modrém

svétle je potlacen zvySujici se koncentraci boru, a to prostiednictvim transportéru BOR1.
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Na zdklad¢ experimentli provadénych na mutantni rostliné borl-1 byla autory navrZena
hypotéza, Ze na modrém svétle transportér BOR1 ¢éstecné zprostiedkovavd vliv boru na
citlivost hypokotylu k auxinu (Stoces et al., 2012; str. 26). Ve své bakalaiské praci jsem na
zéklad¢ této hypotézy studovala rustové reakce mutantni (nip5; 1) a kontrolni rostliny (Col-
0) na modrém svétle. Hlavnim cilem experiment bylo ovéfit, Ze na modrém svétle bor
ovlivije citlivost hypokotylu Arabidopsis k exogenné aplikovanému IAA a zjistit, zda je
tento uc¢inek boru zprostiedkovan jesté jinym transportérem boru, konkrétné¢ kandlem pro
bor, NIP5;1. Ve své préci jsem na zdklad¢ této hypotézy studovala riistové reakce mutantni
(nip5;1) a kontrolni rostliny (Col-0) na modrém svétle. Grafické zndzornéni na obrédzcich

10 az 12 ukazuje citlivéj$i reakce hypokotylu mutantni rostliny nip5;/ na zmény

koncentrace boru a/nebo auxinu, oproti hypokotylu rostliny kontrolni.

StoCes et al. (2012) ve své praci uvadi, ze na modrém svétle auxin [AA
v koncentraci 5x10° M a pfi absenci boru v médiu stimuluje riist hypokotylu Col-0. Moje
experimenty vSak ukdzaly, Ze na modrém svétle a pii absenci boru auxin IAA rist
nestimuloval, ale naopak inhiboval (10® M) nebo nemél vyrazny efekt (5x10° M). Tyto
nesrovnalosti v méfeni mohou mit rtizné pfiCiny, napiiklad nepiesnost v pipetovani
hormoni do média nebo v tom, Ze byl proveden nedostate¢ny pocet pokusu, které by
zvysily pravdépodobnost a spolehlivost vysledkt. Dalsim divodem odliSnosti vysledkt
muze byt skutecnost, Ze nativni auxin IAA je fotolabilni, a proto mohou byt riistové reakce
ovlivnény jeho obsahem v semenech, a to zejména v zdvislosti na ro¢ni dobé, ve které byla
semena sklizena a kultivovana. PfestoZze, na rozdil od StoCese et al. (2012), nebyl na
modrém svétle a pfi absenci boru stimulacni uUcinek IAA pozorovadn, experimenty
provedeny v této bakaldiské praci potvrdily, Ze na modrém svétle bor se zvySujici se

koncentraci eliminuje (,,obraci*) i¢inek auxinu pozorovany pii absenci boru (Obr. 11a).

Jak jiZ bylo zminéno, mutantni rostlina nip5;1 mé defekt v genu koédujicim
proteinovy kandl pro kyselinu boritou, NIP5;1. V prvni ¢asti experimentu jsem zjistila, Ze
tento kandl by mohl byt zapojen v borem-indukované stimulaci rastu hypokotylu. Proto
predpokladdm, Ze mliZze zprostfedkovavat také vliv boru na citlivost hypokotylu k auxinu
IAA. Porovndnim inhibice kontrolni rostliny Col-0 a mutantni rostliny nip5;1 je patrné, Ze
mutant reaguje mnohem mén¢ k borem-indukované zmén¢ citlivosti k auxinu IAA nez WT

(Obr. 11a, b).
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Na zdklad¢ téchto vysledkii predpokladdm, Ze specificky na modrém svétle, je bor
schopen ovliviiovat (resp. potlacovat) citlivost hypokotylu Arabidopsis k auxinu IAA

rovnéZ prostfednictvim kandlu NIP5;1.

Ve srovnani se syntetickymi auxiny 2,4-D a 1-NAA, které rast bun€k vzdy inhibuji
(StoCes et al., 2012; bakalarska prace K. Slowikova, 2013 - nepublikované vysledky),
pfirodni auxin IAA je za urcitych podminek schopen rist stimulovat. Na zdkladé modelu
na obrazku 14 se uvaZzuje, Ze buiika rovnomérné reguluje hospodateni s IAA, ktery je do
cytosolu transportovdn membranovym pienaSeCem AUXI/LAX (Parry et al., 2001)
a od¢erpavan pomoci PIN transportéra, avSak pfesny mechanismus regulace neni dodnes
znamy. Na tuto hypotézu navazuje StoCes et al. (2012), ktery ve své publikaci navrhl
schéma plisobeni modrého svétla (Obr. 7 ze str. 26) v procesech transportu auxini. Podle
n¢j mize modré svétlo nepiimo ovliviiovat aktivitu auxinovych transportérii a tim
regulovat rastové reakce. Stoces et al. (2012) ve své studii uvazuje, Ze funkce prenasece
AUXI1 je blokovdna modrym svétlem. Mimo jiné bylo zjisténo, Ze funkce effluxniho
auxinového prenasece PIN je na modrém svétle rovnéz inhibovéna (Blakeslee et al., 2004).
Proto 1ze ptedpoklddat, Ze v disledku blokovani funkce obou auxinovych pfenasecti na
modrém svétle dochdzi ke sniZzeni koncentrace auxinu v buiice. Na zdklad¢ studie Stoces et
al. (2012) a mnou zpracovanych vysledkti vyplyva, Ze klicovou roli ve stimulaci rastu
hypokotylu hraje pravé koncentrace auxinu IAA v bufice, a tato stimulace je potlacena
zvySenym mnozstvim boru. Domnivam se, Ze modré svétlo indukuje expresi NIP5;1 a se
vzriastajici koncentraci boru v buiice se zablokuje pfitok auxinu, coZ ma za nasledek
inhibici rastu. AvSak ke spravnému pochopeni a odhaleni mechanismu interakce boru a

auxinu je potieba provést fadu dalSich experimentt.
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Obr. 14 Mechanismus transportu auxinti dovniti a ven z buiiky. Influxni pfenase¢ AUX1/LAX do buiiky

transportuje auxiny 2,4-D a IAA, naopak membrdnovy effluxni protein PINs auxiny z buiikky odcerpava.
Auxin 1-NAA se do buiiky dostava pasivni difuzi (zpracovano podle Stoces et al., 2012 s vyuZitim schématu

podle Morris, 2000).
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Cilem pfedloZzené bakalaiské prace bylo zjistit, zda je kandl NIP5;1 zapojen v borem-
indukované stimulaci ristu hypokotylu Arabidopsis a zda NIP5;1 hraje tlohu i v regulaci
citlivosti hypokotylu k auxinu IAA borem. Soucasn¢ jsme sledovali, jakou tlohu v téchto
rastovych reakcich hraji svételné podminky. Aplikace genetického piistupu spocivajici
v analyze mutanta nip5;/ odhalily zapojeni proteinového kandlu NIP5;1 v borem-
indukované stimulaci rtistu hypokotylu, specificky na modrém svétle. Vysledky bakalarské
prace vedou rovnéz k zdvéru, ze prostiednictvim kandlu NIP5;1 bor sniZuje citlivost
k déinkiim exogenniho auxinu IAA. Z vysledki také vyplyvd, Ze funkce NIP5;1 je
regulovdna svételnymi podminkami a zdvisi zejména na modrém svétle. Vysledky
bakalarské prace dopliiuji informace o komplexni interakci hormondlnich, nutri¢nich

a svetelnych signdlnich drah v procesu prodluzovani hypokotylu.
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Seznam zkratek

2,4-D kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
4-CI-IAA kyselina 4-chlorindolyl-3-octova
BL modré svétlo

CRY kryptochromy

Dark tma

IAA kyselina indol-3octova

IBA kyselina indol-3-méselnd

NAA kyselina naftyloctova

Phy fytochrom

RL cervené svétlo

WT wild type - kontrolnf rostlina
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