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ABSTRAKT

V této praci byla studovana role RMS2 v reguladkalmi dominance s vyuZzitimms2
mutantnich rostlin a divokého typu cv. Torsdag gt@noveni fenotypovych projgwa znén
v polarnim transportu auxinu (imunolokalizaci PIkld)sobenychrms2 mutaci a aplikaci
auxinu. Fenotypové projevyms2 mutanti oproti cv. Torsdag jsou, zvySen&tweni
piredevS§im z prvniho a druhého nodu, které ale zdale&dosahuje stupn vétveni
pozorovaného u strigolakton-deficientnich rostiftivem aplikace auxinu jak na intaktni, tak
na dekapitovanéms2mutanty dochazi k zesilenistu pupen nejblize mistu aplikace auxinu
na rozdil od divokého typu, u kterého aplikaéstrnejblizSich pupeninhibuje. Aplikace
auxinu natreznou plochu dekapitovaného stonku nebo zboku owaektvede u primarni
aplikace vzdy ke kanalizaci, U sekundarni aplik@dehodin pozdji dochazi ke kanalizaci
pouze ums2.Pavodné navrzené zginovazebné fimé pisobeni RMS2 na expreRMS1bylo
na zaklad vysledki zménéno na fisobeni RMS2 jako negativniho regulatoru polarniho

transportu auxinu.

Kli¢ova slova: apikalni dominance, auxin, polarni tpamsauxinu, RMS2, strigolakton
ABSTRACT

The role of RMS2 in regulation of apical dominanveas studied with the use ains2
mutants and wild type cv. Torsdag. Phenotypic ckarand changes in polar auxin transport
(by imunnolocalization of PIN1) inlms2 mutants and after auxin application were observed.
The phenotypic changes ohs2 mutants against cv. Torsdag are enhanced branéfung
the first two nodes but much less than branchingtogolactone deficient mutants. Auxin
application both on intact and decapitateth2 mutants led to enhancement of growth of the
buds adjacent to the place of application in coptta wild type in that the application
inhibits the growth of adjacent buds. Auxin appiica to the cut surface of decapitated stem
or from the side of the stem led in the primarylegagion always to canalization. Secondary
application 24 hours later led to canalization omlyrms2. Originally proposed feedback
regulation ofRMS1expression by RMS2 was changed to RMS2 as bemggative regulator

of polar auxin transport.

Key words: apical dominance, auxin, polar auximsgort, RMS2, strigolactone
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1 UvOD

Kazda rostlina ma sy typicky tvar, ktery je dan geneticky podnifrou
architekturou wtveni, ale také je ovlisovan vlivy vregjSiho prostedi (sételné
podminky, pdasi, dostupnost Zivin atd.). VSechny tyto faktonysirostlina vyhodnotit

a rozhodnout se prast nebo inhibici lateralnich pupén

Apikélni dominance je velmi tdezity fyziologicky jev, @i kterém dochazi k
nadvla@ lodyzniho vrcholu a potteni istu b@&nich pupef, pfipadré korenového
vrcholu a postrannich kenl. Slechtitele v3ak vZdy vice zajimala dominance u
nadzemnic¢asti rostlin. U #@znych rostlinnych druin jsou rozdilné pozadavky na
apikalni dominanci. Naffklad u ovocnych strofn se pouZivaji specialriezy, aby
doSlo k potlgeni apikalni dominance a rostlina vic&wla, ¢imz dochazi k produkci
vice plodi a semen. Naopak u obilovin poZaduji Slechtitdigosi apikalni dominanci.
Jako modelové rostliny pro studium apikalni domg®nse vyuZivaji hlawn
dvoucklozné rostliny — jako fiklad miZzeme uvést rostliny hrachu, fazolu a v posledni
dobke také huserek.

Béhem posledniho té#n stoleti bylo vypracovano mnoho hypotéz, kterélirmsbu
architekturu a apikalni dominanci popisuji. Dodegéak neexistuje koea verze toho
modelu (LEYSER 2009). Jiz od p&atku je intenziva zkoumana role fytohormdn
v regulaci apikalni dominance. Néjde byl zajem soustdn na auxiny a cytokininy,
dnes uz sem zasahuji dalSi é@bjevené latky — strigolaktony, ale i doposud @ean
pozitivni regulator ¥tveni (ANSSEN et al. 2010). Vyvoj modernich molekulérn
biologickych metod umaiilje také zkoumani apikalni dominance na Urovni tieke
Ke studiu funkce a mechanigéniinkt rostlinnych hormot vyzname prispélo také
objeveni mutarit rostlin, které mly pozménénou biosyntézu wditého hormonu nebo
jeho signalni drahy. Wthto mutani (nag. maxu huseniku, rmsu hrachu, atd.) bylo

sledovano zvySené&tveni nadzemniasti.

RMS2zistava jednim z géin ktery je znam pouze na zakési@notypoveho projevu
u hrachu, ale neni zndm jeho homolog u hu&eniStale také neni znama jeho

sekvence a jeho skuig funkce.



2 CIL PRACE

Cilem prace bylo fispet k poznatikm o roli RMS2 v regulaci apikélni dominance.
Vzhledem k jeho fedpokladané funkci Ztnovazebného signalu, kterym strigolakton
ovliviiuje expresi vlastnich biosyntetickych gerbylo pivodré planovano studium
exprese pedevsim gein genové rodinyRMS Na zaklad prvnich experimerit vSak
vyplynulo, Ze gerRMS2se &astni regulace polarniho transportu auxinu a bgtty t
jako nastroj pro objasni role RMS2 zvoleno studium fenotypového projewus2
mutantnich rostlin ovlivéenych auxinem a imunolokalizace PIN1 profeijako

klicového proteinu zprostdkujiciho transport auxinu ve stonku.
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3 LITERARNI P REHLED

3.1 Apikéalni dominance

Rostliny jsou sloZzeny z jednotlivych btky pletiv a orgaf, coz dohromady
piedstavuje harmonicky slé&aly celek. Celistvost neboli integrita rostlin sejpruje
mnohymi fistovymi korelacemi meziiznymi ¢castmi rostlin, které jsou do z&reé miry

ovliviovany fytohormony (Prochazka et al., 2003).

Apikélni dominance (AD) je pojem, ozhgici regulaci vyvoje #tveni diky
rostoucimu apexu. Dominantni je hlavni stonek dafoje rist Gzlabnich pupén
Tento jev uéuje celkovy vzhled rostliny a uiznych druli rostlin se diky rozdilnému
stupni AD odliSuje. Mezi druhy s vyraznou apikalhdminanci sefadi hrach sety
(Pisum sativumy u kterého jsou kimi pupeny v inhibici diky pupenu vrcholovému.
Jako protiklad mZeme uvést nd&fklad bytel metlaty Kochia scopariy u kterého se
7&dné apikalni dominance neprojevuje (Sebanek,)1983

Jednim z prvnich, ktery secah zajimat o projevy transportu inhébiho signalu
z vrcholu, pes stonek a do pup&rbyl SNow (1929). Provad mnoho pokug na
rostlinach hrachu a fazolu, kdy odstranil hlaviehgk a sledovalist banich w&tvi.

Na paéatku byla hlavni role auxinu v ramci regulace AQashovana pokusy na

VVVVV

rast banich pupen. V ptipad, Ze byl na dekapitovany stonek aplikovan auxirstaia

inhibice b&nich pupefi (SKOOG AND THIMANN 1934)

3.2 Teorie apikalni dominance

Nutri éni teorie apikélni dominance

Tuto teorii popisoval uz vletech 1900 Goebel. Tlyrde rist postrannich
puperi je omezen tim, Ze rostlinny apex sbira veSkeréepoé Ziviny, které by jinak
slouzZily pro vyvoj a tist pupef postrannich (88ANEK, 2004). Goebelovi dal3i pokusy
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ho v této teorii ujistily, protoZeipodstrarni jednoho listu, byly Ziviny pouzity pro
vyvoj zbylych listi, které se vyrazhz\wtSily. Existuji Ziviny, které dokazou pupen
z apikalni dominance osvobodit. Ratmezi & nagiklad dusik nebo draslik.
Experimenty, @ nichZ Slo o aplikaciéchto Zivin fimo na pupeny celistvych rostlin,
ovsem tuto schopnost nepotvrdily ¢MITYRE 1977; RRASAD et al. 1989). Tato teorie

byla rekolik let povaZzovana zatginu apikalni dominance.

Korelaéné inhibi éni viivy na apikalni dominanci

DosTAL (1908) popel nutricni teorii svymi experimenty s rostlinami hrachu.
V piipact dekapitace hlavniho stonku rostlglaZni pupeny, ale po odstrar jedné
délohy se opt ustdlila AD fistem pupenu dekapitovanélahy. Na navozeni AD se
podil)i regul&né inhibi¢ni vliv zanechanédohy, protozZe tato na Ziviny bohatélaha,

zabrauje vyvoji svého pupenu.

Teorie primeé auxinové inhibice v apikalni dominanci

Byly provadny studie na kiinich rostlindch bobu obecnéhdigia fabal.) a
diky aplikaci auxinu na dekapitovany stonek se ptmanastinit korelan¢ inhibicni
vliv apikalniho pupenu a inhitmi vliv na postranni pupeny gIMANN, 1937). Po
odstrargni hlavniho stonku rostliny Zaaly rist bani wtve, ale pi aplikaci auxinu na
dekapitovanou plochu této rostliny nastala inhibiétweni.

Teorie @imé auxinové inhibice v apikalni dominanci byla rimna K.V.
THIMANNEM (1937). Podle & se auxin tvéil v terminalnim pupenu, bazipetélrbyl
transportovan a potérimo zabraoval mistu Uzlabnich pupén Pokud dekapitujeme
auxinovy zdroj (terminalni pupen), auxin v Uzlabbnmipupenech bude vgrpan a

pupeny obnovi sy rast.

Tato teorie nebylaiflis Us@ESna a byla mnoha studiemi vyvracena. Pokud byl
aplikovan auxin k axilarnim pupém, dekapitované rostliny neiy pozastavenyiist.
Pfi pokusech s radioakti¢nzna&enym auxinem bylo zji8ho, Ze pi aplikaci na
dekapitovanou plochu, neni transportovan k axilarni  puperim

(EVERATBOURBOULOUX AND BONNEMAIN 1980).
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Teorie neprimé auxinoveé inhibice v apikalni dominanci

Existuji studie, které se snazily podékdzy o tom, Ze AD wwiji latky jiné nez
auxinové povahy. Podle této teorie auxin pouzeantie stonek fed inhibicemi a diky
tomu mize apex, ve kterém je velké mnozstvi auxinu dag. rBani pupeny, jez
naopak tolik auxinu neobsahuji, nejsou Brgna nevyviji se. Apikalni dominance
muze byt také ovlivéina dalSimi rostlinnymi hormony.dkteré studie uvagi, Ze auxin
muze podporovat nebo naopak zatmeat vzniku gkterych dalSich fytohormdna ty

pak mohou ovliviovat faist a vyvoj pupet.

Nutri ¢éni diverzni teorie apikalni dominance

Mriviw s

k oslabeni vyvoje bimich pupefi (WENT 1939). Ri dekapitaci vrcholu stonku se
mohou Ziviny vol® rozveést do celé rostliny a & inhibované pupeny se mohowita
vyvijet. Nekolik dalSich experimeitpodpdilo myslenku, Ze by lokalni aplikace auxinu
mohla stimulovat transport metabalia rostlinnych hormain na dlouhé vzdalenosti.
Tato nutréni diverzni teorie ma zaklad v tom, Zechbpupeny neobsahuji dostté
mnoZstvi auxinu nebo nejsou schopny &bitits dominantnim vrcholem (BINTYRE
1977).

Vaskularni teorie apikalni dominance

Stoji na zakladech teorie nuimé diverzni a teorie imé inhibice. Hlavni
myslenkou je, Ze auxin pozastavujstrb@nich pupef, coz je zaficinéno ovlivnenim
cévniho spojeni mezi stonkem abomi pupeny (OERBEEK 1938). Dale také GROKIN
AND THIMANN (1964) provadi experimenty, p nichZz prokazali vliv auxinu na

diferenciaci cévnich sva#kylému.

Neuplny nebo nefunguijici vaskularni systém neawvrilm divodem pozastaveni
rastu b@&nich pupefi (PETERSON AND FLETCHER 1973). 3cHs (1981) uvadi, Ze se

inhibice tvorby vaskularnich pletiv da vylozit jakiisledek inhibice transportu auxinu

13



Z Urité zasobarny jehoiffomnosti do jiné. Pouziti auxinu po dekapitaci lani
pupeny zafi¢inilo, Ze se v daném mistvorily cévni svazky, které se poté propojily

s cévnimi svazky rostliny.

3.3 Hormonalni regulace apikalni dominance

Apikalni dominanci ovliviuje mnoho vijsi faktorti, pati mezi ¢ nagiklad
Mezi ty nevyznaméSi podilejici se na AD p#étauxiny, cytokininy, etylén, kyselina
abscisova a nova skupina - strigolaktony, objevehkaé 2008 (®MEZ-ROLDAN et al.
2008; WEHARA et al. 2008). V ramci stale se modernizujicichlyana technik jsou
objevovany nové skutaosti, jez obohacuji znalosti o vyvojiéstu rostlin.

3.3.1 Auxiny

Tato skupina p#t mezi nejdéle znamé fytohormony. Nazev auxin pech&
zteckého slovaauxein= rast, zwtSovat se, coz nazéige, Zze hlavnim rysemethto
hormoni je prodluZzovéani busk a to jiz v nizkych koncentracich. Jejich exisehyla
objasrgna uz ve 20. letech 20. stoleti, kdy Charles Darprovad! experimenty na
koleoptilich ovsa. Tyto rostlinné hormony byly ud paiatku spojovany s apikalni
dominanci a ovliiovanim \¥tveni nadzemnicasti rostlin tim, Ze pottaji rast
Gzlabnich pupelh ale podileji se také na bimém dleni, diferencovani bwhk a

VYVOji a nistu kaeni (GUILFOYLE et al. 1993).

Auxiny miZzeme roZlenit do dvou skupin —ifrozené a syntetické. Na §dtku
byla dlouho jedinym objevenyn¥ippzenym auxinem kyselina indolyl-3-octova (1AA),
ale diky vyvoji novych metod a analyz jsou jiz dze&xmé mnohé dalSi — fenyloctova

kyselina (PAA), indolyl-3-méaselna kyselina (IBAYachlor-indol-3-octova kyselina.

Kyselina indolyl-3-octova (IAA) — nejhojrigji se v rostlinach vyskytujici,
poprvé nalezena v lidské ®io(1933), nestala organicka kyselina, je velmiiitina

UV zéeni, které ji rozklada.
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Obr. 1: Chemické vzorceipozenych auxif

Kyselina indolyl-3-méselna (IBA) — prekurzor kyseliny indolyl-3-méselné,
ovliviiuje zakdenovani rostlin a mnohé dalSi procesy oftivané auxinem deni

burgk, epinastie, ohyb km@&nSTRADER AND BARTEL 2009).

Kyselina fenyloctova (PAA)- vyskytuje se ve vegeitaich vyhoncich.

Syntetické auxiny jsou svymupobenim podobné kysetinndolyl-3-octové.
Jejich typickym znakem je karboxylova skupina nastmmnim uhlikaténtetzci
piipojeném k aromatickému kruhu. VSechny doposudwvané syntetické auxiny jsou
slabé organické kyseliny. Mezi nejzngéi pati kyseliny a-naftyloctovd a 2,4-
dichlorfenoxyoctova (EsTEIN et al. 1989).

0
-H
@) @)
\)kOH
o~ L

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova Kyselinaa-naftyloctova
Obr. 2: Chemické vzorce syntetickych aixin

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D)- k&zné se gidava do kultivénich

médii jako regulatorustu, niZzSi koncentrace tohoto auxinu podporujicbné cleni,
15



dediferenciacin vitro, tvorbu somatickych embryi, kalus zak@denovani (ASPAR ET
AL.1996).

Kyselina a-naftyloctova (NAA) — piidanim NAA lze komplementovat fenotyp
rostliny s naruSenym gravitropismem diky mutaciupsiho genasée auxinuauxl,
protoze tato latka pronikd do hitkn pouze difuzi, nikoli pomoci membranovych
pienaseéa (YAMAMOTO AND Y AMAMOTO 1998).

Primé pouziti auxinu na laterdini pupeny pédie jejich fist, steji jako pi
aplikaci na stonek nad pupenyHWANN, 1937). Pokud je potten rist lateralnich
puperi pouZzitim auxinu, Zadna jingst rostliny neroste. Préblo mnoho experimefit
které se snazily objasnit, jak funguje reguladsstu puped a Wtveni stonku
ovlivnénych auxinem (EYSER 2005) a byly navrZenyithypotézy zaloZené na tom, jak
auxin a cytokinin proudici v hlavnim stonku potla ¢i stimuluji rist Gzlabnich pupén
a wtveni nadzemngasti (DUN et al. 2006).Radime mezi & klasickou hypotézu,

hypotézu pechodového stavu pupenu a hypotézu transportu @uxin

Prvni klasicka hypotéza objage, jak auxin ovliviuje Wwtveni stonku diky
zménam hladin ostatnich sigrialkteré podporuji potteeni tistu puped (DuN et al.
2006). VySe uvedené signaly ozopme jako sekundarni poslyigobeni auxinu
(MCSTEEN AND LEYSER 2005). Mnohé experimenty prokazalyleZitost €chto posh
pii propojeni meziidstem pupet a biosyntetickou drahou cytokiriin

Ve druhé hypotéze jaist pupene rozden do ti fazi — dormance,ipchodovy
stav a trvaly st (DUN et al. 2006). Redpoklada se, Ze postaveni pup@a stonku je
dulezité pro jejich potencialniust a reakci na cytokininy nebo dekapitaci. Je tedy
potreba ¥dét v jakém stadiu se pupen nachazi, protoZze auxsch@pen potlat rust

jen v grechodovém stadiu.

Hlavnim aspektemiti hypotézy je auxinovy transport stonkem rostliyxin
je transportovan stonkem z apikalniho meristémue ked tvden, resp. kam je
transportovan z mladych listdo baze pomoci auxinového poléarniho transporiuNG
ET AL. 2005). Rist UZlabnich pupénje pozastaven diky tomu, Ze stonek jesplasycen
auxinem a neni schopenijpmat dalSi auxin zé&chto pupen (LI AND BANGERTH 1999)

16



3.3.2 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné latky proudici cévnim w®mem vSech rostlin.
Popisujeme je jako sl@ganiny, které po ovlivéni auxinem indukuji cytokinezi. Jako
prvni byl objeven cytokinin kinetin, nalezeny veeapatu sled pii zkoumani sloZeni
Zivného média (MLER et al. 1955) a nasledrprvni @irozeny rostlinny cytokinin
zeatin, pojmenovany podle mista objeveni — nezoa@tdospermu kukice (LETHAM
AND PALNI 1983).

Q/\NH T HN%OH
o,
SN

N~ XN
| \
kN/ N>
H
Kinetin Zeatin

Obr. 3: Chemické vzorce prvnich dvou objevenycbkayiti

Cytokininy jsou sotiasti mnoha dlezitych proces v rostlinach. Pdt mezi r¢
zpomaleni senescence, stimulace &ného @leni, apikalni dominance (antagonisté
auxini) (TANAKA et al. 2006; 8mmizu-SATo et al. 2009) a prodlouzeni

Zivotaschopnosti chloroplas{MoORRIS ET AL 1993).

Tyto fytohormony rozélujeme na d¥ skupiny — aromatické a isoprenoidni.
Zastupci obou é&hto podskupin jsou seoasti rostlinnych &. Latky isoprenoidni
povahy jsou u rostlinfasgjSi a jsou zastoupeny veit8ich mnoZzstvich nez latky

aromatické.

Isoprenoidni cytokininy: V této skupig jsou nejlznéjSi 2-isopentenyladenin

(2ip) a zeatin.
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Aromatické cytokininy: Byly nalezeny u &kolika rostlinnych drub, ale
dodnes neni jisté, jestli jsou obsaZzeny u vSecHkimodNeni zcela objasma jejich

biosyntéza ani degradace. Mezi nejziginpati benzyladenin a topoliny.

Biosyntéza cytokinith se odehravaipdevsim v kienech, odkud jsou poté tyto
latky unaSeny transpikaim tokem v xylému do stonku.fiPaplikaci cytokininu na
bo¢ni pupen je jehotust podpden jak u rostlin dekapitovanych, tak u intaktnich
(CHATFIELD et al. 2000). Tato skupina fytohormioje doposud jedinou znamou, ktera
dokaze uvolnit 0Zlabni pupeny z dormance. Spolwxég pisobi jako jejich
antagonisté. Zatimco auxiny owuiivji vyvoj z intaktniho vrcholu stonku podlanim
rastu Uzlabnich pupén cytokininy uvolréné po dekapitaci stonkoveho vrcholispbi

jako griméa podpora jejichtistu.

K experimenim byly také pouzity rostliny s nadprodukci cytokiii Vysledky
podpdily domrenku, Ze auxiny potkaji rast ba&nich pupef a naopak cytokininy
jejich rast podporuji. Benos genuipt z Agrobacterium tumefacieng:a rostliny
Nicotiana glutinosazvySil hladinu cytokinifi a podpal rast banich pupef. Jako
protiklad byly pouzity rostliny se zvySenou produkeixini (geniaaM) a zde #staly
boc¢ni pupeny v inhibici (KEE AND ESTELLE 1991). Z této studie vyplyva, Ze pém

auximi a cytokiniri je velmi dilezity pro vyvoj rostlinnéhodta.

3.3.3 Strigolakton

Rostlinné hormony strigolaktony vyrazovliviiuji vyvoj a st rostlin. Zapojuji
se do symbidzy s houbami a stimulujicktbst parazitickych semen (MusovA et al.
2005). Jsou schopny regulovat komunikaci mezekyg u sousedicich organigra také
se podileji na architekitet nadzemnickiasti rostlin inhibici ¥tveni (GOMEz-ROLDAN et
al. 2008; WEHARA et al. 2008).

Rostliny produkuji siés strigolaktoi a ty vypousiji z kareni do jejich nejblizSiho
okoli. Jelikoz je tato sis pongrné nestabilni, jsou arbuskularni houby a semena
parazitickych rostlin schopny strigolaktony vnim@n do utité vzdalenosti.
Koncentracedhto hormoii ve sngsi je u fiznych rostlinnych druihodliSné.
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Obr. 5: Chemické vzorce vybranych strigolaki@njejich syntetického analogu G24
(Umehara et al. 2008)

Stimulace kli¢eni parazitickych rostlin

Strigolaktony stimuluji klfivost semen parazitickych plevelnych rostlin r&tuga
a Orobanche (zaraza). Tyto celostové znamé rostliny parazituji na #enovém
systému hostitelskych rostlin a omezuiji jejidispn vody a Zivingimz mohou sniZzovat
vynosnost (loPEzRAEz et al. 2008; JeL et al. 2011). Dokud hostitelsky ienovy
systém nevyloti do rhizosféry sws strigolaktod, nemize dojit k indukci mechanisin
podporujicich kideni a semena parazitickych rostlin jsou tudiz v ndorci.
Strigolaktony jsou uz v pikomolérnich koncentracéchopny navodit az 50% &ivost
nékterych dormantnich semen (8¢HERT ET AL, 1999).

Arbuskularni mykorhiza

Jeden z druhsymbiozy rostliny apdni houby je nazyvan arbuskularni mykorhiza.
Toto souziti je BZné az u 80 % rostlinnych drithDulezZit4 je zde vyrna latek mezi

rostlinou a houbou, kdy rostlina dodava uhlikatékyléa houba anorganické Ziviny.
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Houby Zijici v arbuskularni mykorhize jsou na nvizé a nedokazi bez ni uzévswij
Zivotni cyklus. Jejich spory Kii i bez hostitelské rostliny, pokud jsou spig vSechny
pottebné podminky pro Zivot, ale pokud nejsou v okalstitelské kéeny, hyfy se

nemohou dostate¢ rozmst a odumiraji five, nez spory Werpaji svoji zasobu Zivin.

Rostliny, které vyuZivaji symbiotickou houbu, vygtiutzv. \&tvici faktory —
molekuly podporujici #tveni hyf. Naopak symbiotickd houba uigje do mdy
v blizkosti hostitelské rostliny tzv. myc faktorysignaliz&ni molekuly, které podporuji
bunéénou i molekularni odezvu petnou pro symbidzu s keny. Tento vtvici faktor
byl u rostlin Stirovniku l(otus japonicup identifikovan jako strigolakton (5 —

deoxystrigol) (&XIYAMA et al. 2005).

Ackoli je arbuskularni mykorhiza proétsinu rostlin nepostradatelna, o jejich
mechanismech je zndmo velmi malo. Hlavnim problémeavbjasini je neschopnost
kultivace houby bez hostitelské rostliny KikAMA AND HAYASHI 2009). Objev
strigolaktonu, podporujiciho éweni hyf, vSak vyrazh prispél k objasrni této
problematiky (AiYyAmA et al. 2005).

Ovlivn éni vétveni nadzemniéasti rostlin

Dnes uZ je vSeobe&rznamo, Ze auxiny a cytokininy oviiuji vétveni nadzemni
¢asti rostlin. Existuji vSak experimenty s mutantnimostlinami husertku (maxX a
hrachu fms), u kterych bylo zji&no, Ze je zde dalSi latka owulivjici vyvoj nadzemni
casti napiklad tim, Ze fsobi na pokles kapacity transportu auxinu ve stprki
navodi inhibici fistu Gzlabnich pup@&n(BENNETT AND LEYSER 2006; MOUCHEL AND
LEYSER 2007; QNGARO AND LEYSER 2008). Tato dnes jiz zndma latka, ktera aulije
inhibici vétveni, sefadi mezi strigolaktony (GvEz-ROLDAN et al. 2008; WEHARA et
al. 2008). Bohuzel techniky zatim nejsou schopiend kvantifikovat strigolakton
z rostlinnych pletiv. Dlezité bude do budoucna provést testy #icich fenotypech,

zda koreluji s Urovni strigolaktonu v nadzerdsti s naroubovanymi rostlinami.
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Biosyntéza strigolaktonu

Pred vice neZ deseti lety, identifikaci a charakeizwtvicich mutani hrachu
(Pisum sativury) huseniku (Arabidopsis thaliang ryZze Qryza sativgd a petunie
(Petunia hybridy bylo Zejmé, Ze signalizace na dlouhé vzdalenosti je uym@apro
kontrolu wWtveni nadzemnéésti rostlin (WGARO AND LEYSER 2008; BEVERIDGE et al.
2009; McSTEEN 2009; BEVERIDGE AND KYOzUKA 2010). Roubovani u hrachu odhalilo
existenci dvou novych signalpisobicich na dlouhou vzdéalenost a kontrolujicich
vétveni nadzemndasti, odliSnych od znamych regulatorétveni - auxinu a cytokininu
(BEVERIDGE et al. 2000; BVERIDGE 2006; B:VERIDGE et al. 2009). Jednalo se o
inhibitor vétveni transportovany z kene do stonku (B/ERIDGE et al. 1997a; MRRIS
et al. 2001); ktery byl nasledndentifikovan jako strigolakton (SL) nebo jeho idét
(GOMEZ-ROLDAN et al. 2008; WEHARA et al. 2008) a zjtnovazebny signal z nadzemni
casti do kdene, ktery je nezavisly na auxinu a musi bygjedentifikovan (BEVERIDGE
et al. 1997a; BVERIDGE et al. 2000). Genetické a fyziologické modely koht vétveni
u hrachu zahrnuji  RAMOSUS geni (RMS1-RMSp Vétveni u hrachu SL-
deficientnich mutarit rms1 a rms5 je potla&eno, pokud jsou roubyed¢hto mutani
naroubovany na Ken rostliny divokého typ nebo pokud je na axilamipeny
aplikovan synteticky SL GR24. Na rozdil od toho,tamini rostliny geth odezvy na SL
- rms3arms4neztraceji ¥tveny charakter roubovanim naikay rostlin divokého typu
a nereaguji na aplikaci GR24HB:=RIDGE et al. 1996; BVERIDGE et al. 2009; DN et
al. 2009a). VSechngms mutanty, s vyjimkoums2 maji ve srovnani s divokym typem
vysoké hladinyRMS1 transkripti v epikotylech (Bo et al. 2005). Navic maji tyto
mutanty, s vyjimkoums2 zn&né snizené mnozstvi cytokininu v xylémové mize (X-
CK) oproti divokému typu rostlin (Beveridge et 2097; oo et al. 2007; Morris et al.
2001(Foo et al. 2007). Snizena X-CK kolika rms mutantech se zda byt
zprostedkovana mobilnim signdlem z prytu doidw (BEVERIDGE ET AL 1997;
BEVERIDGE ET AL 2000). Vzhledem ktomu, Zems2 je jediny rms mutant, ktery
nevykazuje snizenou tvorbu X-CK, zda se, Zze RMSZeanhréat roli ve vytvéeni
zpstnovazebného signalurdétipoklada se, Ze stejny signalza také regulovat hladinu
transkriptuRMS1(Foo et al. 2005), protoZze X-CK a hladina transkripiMS1vykazuji

opanou korelaci (N ET AL. 2009). Mutantms2nereaguje na SL (Ix ET AL. 2009).
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Tento mutant, ktery mé ve srovnani s divokym typemkou hladinu transkriptRMS1
a mirre zvySenou X-CK, mize \tvit, protoZze ma nizkou hladinu SL a/nebo vysoky
obsah CK.

Na paatku syntetické drahy strigolaktonugmbi karotenoidy 8pici dioxygenaza
(CCD8), ktera se vyskytuje uiznych drulii rostlin a byla postughobjevovana a
popisovana jako MORE AXILLARY GROWTH 4 (MAX4) u haeicku, RAMOSUS 1
(RMS1) u hrachu, DWARF10 (D10) u ryZe a DECREASEBIBAL DOMINANCE 1
(DAD1) u petunie. V této draze byl pagdidentifikovan dalSi gen ovlikujici vétveni,
kodujici CCD7 (MAX3, RMS5, D17/HTD1). Signéalni d&madzemniho &veni je
tedy obvykle popisovana jako MAX/RMS/D draha.

Inhibice &tveni

f MAX2, RMS4, D3
T (F-box)
Strigolakton

X MAX1

Mobilni produkty

MAX4, RMS1, D10, DAD1
X (ccps)
X MAX3, RMS5, D17/HTD1

(ccDp7)

Karotenoidy

Obr. 6: Biosynteticka draha strigolaktonuNiIBHARA ET AL 2008).

3.3.4 Interakce auxinu a strigolaktonu

Fyziologické prace naznaji, Ze pokles hladiny auxinu ke byt zodpo¥dny za
vétveni po dekapitaci, ale Ze vyZaduje sekundarmiasigktery se rniize pohybovat
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akropetdlg. | kdyZ wtveni na intaktnich rostlinachtbe nebo nemusi byt égobeno
stejnym mechanismem, jaky nasleduje po dekapimgravédpodobné, Ze auxinem
regulovany pokles strigolaktonu je hlavniignou Wtveni po dekapitaci. \W@erpani
auxinu zmisobuje znény pokles v expresi gérbiosyntézy strigolaktonu u hrachu, ryze
a husertku. Aplikace analogu strigolaktonu (GR24) na axilggupeny dekapitovanych
rostlin hrachu, zcela zabmaje jejich fistu. Obdob# vétvici mutanty v auxinovém
signalingu u husetku, které maji pravipodobré redukovanou hladinu strigolaktonu a
zvySenou hladinu cytokininu, vykazuji Zm@u odezvu na strigolakton. Kaim&
funkce strigolaktonu ustava nezndmd, nicm&nlokalizované zrény v polarnim

transportu auxith mohou byt dlezité.

Stonkovy systém je soubor stonkovych apikalnichistemi, jez kombinaci
aktivniho Gstu nebo dormance vyttidtvar stonku neboli stonkovou architekturu.
Z dosavadnich vysledkvyplyva, Ze #st je ve stonkovém systému husémi vyvazen
kompetici mezi jednotlivymi SAM (stonkovy apikalmieristém) (8INOHARA et al.
2013). Tato kompetice je dana fmEiiou meristému exportovat auxin, aby doslo
k aktivaci vyfistani pupei. Auxin v hlavnim stonku exportovany rostoucingtwemi
muze zabranit exportu auxinu z dormantnich pupantim zabrauje jejich aktivaci
(BALLA et al. 2011). Dale bylo prokazano, Ze strigolaktogSuje Grové kompetice
mezi Wtvemi tim, Ze znesnaédje ustaveni exportu auxinu. Sp#ié tedy oba hormony
uréuji rast pupeil stonku a nastavuji jej v zavislosti na podminkgchstedi, ve
kterych rostlina roste (BNOHARA et al. 2013). Zvlast pozitivni zgtnovazebny
mechanismus nazyvany kanalizace auxinu, kteraigegokladem exportu auxinu
z aktivnich stonkovych merist@&m zprostedkovava kompetici mezi jednotlivymi
meristémy axilarnich pupén Pisobeni strigolaktonu zgobuje zvySeny iechod
proteinu vystupniho #enaSée PIN1 =z plazmatické membrany, coZz koreluje
s transportem auxinu a s fenotypstweni pozorovanymi utuznych kombinaci mutaci
geri biosyntetické drahy a signalingu strigolaktonuvdivméni aplikaci strigolaktonu
véetne neatekavané schopnosti strigolaktonu jak stimulovak iahibovat \&tveni
v zavislosti na stavu transportu auxinu v rostli souladu s hypotetickym modelem
aktivity byl strigolaktonovy signaling oztian jako spouSte odstragni PIN1
z plazmatické membrany v tkéch xylémového parenchymu ve stonku. Tento efekt

byl pozorovan jiz deset minut po aplikaci strigataku a byl nezavisly na syntéze
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proteini, ale zavisly na clathrinem zpréstikovaném membranovém cyklovani
(SHINOHARA et al. 2013).

Aktivovany pupel

PIN1
ON = OFF
1 | Prechodovy stav
SL—>
l PINA
—o0- ON = OFF

L mitl

Inhibovany pupen

PIN1 |
ON < OFF

[}
_m__:ﬂb \_/

SL: Strigolactone

Obr. 7: Model regulace vyistani pupei u hrachu (Shinohara et al., 2013)

GenyRMS1la RMS5se @&astni biosyntézy strigolakt@nktery je transportovan z
kofene do stonku, kde upobi jako inhibitor wtveni. Odpo¥d na gFitomnosti
strigolaktonu vyzaduje proteiny RMS3 a RMS4 ve ktgraby zjisobily inhibici ristu
puperi a potl&ovaly z@tnovazebny signal. Tento zatim neznamytzpvazebny
signal, ktery jecast&én¢ zavisly na expredRMS2se vytvdi ve stonku i v kéenech se
pohybuje dal ze stonku do k@ne a podporuje expreBIMS1a RMS5a zarove
snizuje export cytokiniin z karemi. RMS3 a RMS4 v kienech fisobi nezavisle na
signalech na dlouhou vzdalenost, ale podporujiesiiMS1la RMS5 Pokud se pupen
uvolni z inhibice a roste, signal vznikajici ve ofiu se pohybuje dla zvySuje expresi
RMS1aRMS5
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

P¥i experimentech v této diplomové praci byl jako raleda rostlina pouzivan
hrach setyRisum sativuni.) odmida Torsdag a mutantni rostlinpns2 (osivo ziskano
od C. Beveridge, Austrdlie a C. Turnbula, V. Brigdn Ve srovnéni s rostlinami

divokého typu maji mutanti s recesivnimi alelamnigems rozdilny fenotyp — intaktni

rostliny silré vétvi a jejich Gzlabni pupeny vyraziproristaji (bHNsONet al. 2006).

4.2 Imunolokalizace PIN1 proteini

Metody péstovani

Nejdiive byla semena hrachu dana do kadinkys®u vodou, kde po dobu 24
hodin bobtnala { pokojové teplot. Po uplynuti této doby byla semena vyseta do
vihkého perlitu. Po 6 dnech byla naldhym semeim odstragna testa a byly
piesadzeny do plastovych kultié@ich nddob s vihkym perlitem, beZigani jakékoli
vyzivy. Poté byly 7 da kultivovany viizenych podminkach klimaboxuripteplog
20/18 °C a fotoperiad 16/8 hod (den/noc). Intenzita &la byla 150 umol.M.s* a

vlihkost 70%.

Tabulka 1: Os#tleni pouzité v klimaboxu

Vysokotlaka sodikova vybojka Osram Plantastar 250, W 6 ks
Z&ivky Biolux, 58 W/965 6 ks
Lumilux 58 W/865 12 ks
Fluora 58 W/77 3 ks
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Osefteni rostlin

Pro imunolokalizace PIN1 byly pouzivany dekapitavaostliny a to jak u oddy
Torsdag, tak urms2 mutanti. Dekapitace praihla zhruba centimetr nad druhym
axilarnim pupenem. Den pdgsazeni rostlin do kulti¢aich nadob byl u prvni varianty
na dekapitovany pahyl nanesen vodni lanolinfidgvkem IAA (0,5%) a u druhé
varianty byl na pahyl aplikovagisty vodni lanolin a zhrubatip centimetru pod horni
aplikaci byla provedena aplikace vodni lanolinoastyg s pidavkem 0,5% IAA. Druhy
den byla vodni lanolinova pasta s 0,5% IAA nanesdgaku pod horni aplikaci (prvni

varianta) a po si&ni lanolinu n&eznou plochu (druha varianta) — obr. 7.

D) D)
T | IAA - 1.den ¢ | IAA = 2.der

¢
i ¥

%
%
vy

| IAA = 1. der

— | IAA = 2. der

1. variant: 2. variant:

Obr. 8: Schéma aplikace IAA na dekapitované rogtlin

Odbér rostlinného materialu

Odker oSeteného rostlinného materialu pedib pét dni po prvni aplikaci a naslegn
byla provedena imunolokalizace PIN1 proteinu. KagdAanta byla roz&lena na dva

segmenty - viz obr. 9 a byly tedy ziskaityti vzorky.

IAA

T —
/h@\ IAA 0
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Obr. 9: Schémaezi jednotlivych variant
Fixace

Tento pracovni postup byl proveden podle metod#ac(OREK et al. 2006)

Jednotlivé variantyezi byly dany do fixéniho roztoku (kyselina octova : metanol
—3:1)ap -20°C gres noc inkubovany. Poté byfgzy fikrat promyty v pracovnim
roztoku 1xPBS (Tab. 2) po dobu 15 minut pro odsmamadbyténého fixaniho

¢inidla. Fipraveny roztok rél pH upravené na 7,4.

Tabulka 2: Slozeni zasobniho roztoku 10xPBS

chemikalie g/l
NaCl 9
KH,PO, 0,21
NapgHPO, . 12H0 1

Odvodnéni vzorka

Rezy vSech variant byly odvadvany pomoci ethanolové@dy.Rada byla sloZzena
z 10/30/50/70/90% ethanolu. Do kazdého byly vzamkyl5 minut vioZeny. Nésledn
byly tezy dvakrat promyté v 96% ethanolu a dvakrat ve%0O&thanolu, v obou

piipadech 45 minut. Poté byly vzorky infiltrovany é&glem v roztocich dle Tabulky 3.

Tabulka 3: Roztoky xylénu

chemikalie Zedéni doba pisobeni
ethanol/xylén 31 60 min
ethanol/xylén 1:1 60 min
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ethanol/xylén 1:3 60 min

xylén 100% 60 min

xylén 100% pes noc

Zaliti vzork u parafinem

Byl rozpusEn parafin Paraplast Plus® (Leica microsystem, atpi, UK), gidan
do xylénu gezem a nasledovala inkubace po dobu 12 hoklipgkojové teplat. Poté
byl ptidan dalSi parafin, inkubace &ptrvala 12 hodin, ale uziip42°C. Néasledoval
posledni pidavek parafinu a inkubacei 58°C 4 hodiny. Potom byla vrstva parafinu a
xylénu nahrazendistym parafinem a inkubadezi trvala gres noc i 58°C. Cisty
parafin posléze jeSttrikrat nahradil givodni parafin, ve vSechfipadech trvala
inkubace 12 hodinipteplot 58°C.

Timto zpisobem pipravenéiezy byly gemistny do plastovych blkka a zality
rozpusénym parafinem. Pomoci pinzety a pregafajehly byly tezy opatrs
naorientovany dopragd dna bloku a poté ochlazeny. Tim se zajistila spravna goloh

profezani na mikrotomu.

Rezani na mikrotomu

Vytvorené parafinové btky s jednotlivymi segmenty stonku bylkezany na
rotatnim mikrotomu LEICA RM 2255 na tlod&u 15 pum. Takto ni@zané vzorky
vytvorily souvisly parafinovy pas s jednotlivyrezy stonku uproged, ktery byl poté
pienesen do vodni 1&2r{42°C) a pipraven k Zehleni. Nasledibyl tento pruh opatgh
pienesen na pozitignnabité podlozni skiko (Super Frost Plus — Menzel-Glaser,
Némecko) a ponechan na elektrické desteaplot 42°C po dobu 2 hodin.
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Odparafinovani a odvodréni vzorki

Byly pouzity stojany na skika, do kterych byly viozen

ziskané vzorky na podloZnich s#ach a byly promyty 100%
xylénem po dobu 20 minut. Potom padagalo promyti 50%
xylénem a 50% ethanolem (10 min), 100% ethanolet
min) a na za¥ byla skltka ponechana zhruba 30 min
schnout. Nasledovalo odvaogii pomoci etanolovérady.
Postupi byla sklitka premig’ovana do 100/90/70/50/30/10¢
ethanolu, v kazdém byla ponechana 6 minut a nakg

promyta roztokem 1xPBS (10min).

Obr. 10: Drzak na skika

Blokovani

Sklicka byla vyskladana doiedem pipravené nadoby s vihkou bdmou na dg
pro zajiséni vihkého prosedi. Na kazdé podlozni sékio bylo napipetovano 1000 pl
blokovaciho roztoku, fipraveného z roztoku PBS a albuminu. Inkubace padhi 1

hodinu i pokojove teplal.

Tabulka 4: Slozeni blokovaciho roztoku

Latka Mnozstvi
albumin 159
1xPBS 50 mi
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Obr. 11: Nadoba s vihkou bufmou a vzorky

Navazani prvni protilatky

Ze skltek sklepeme blokovaci roztok, vratimeizdo nadoby s vihkou bufinou,
napipetujeme 100 pl 1. protilatky (anti-PINfedni 1:1000 v blokovacim roztoku) a
piikryjeme je Parafilmem® M (Sigma, USA). Nadobu uzawe vikem, fekryjeme

alobalem a inkubujemer@s noc p pokojoveé teplad.

Druhy den sejmeme parafilm a skid naskladame do stojanku na mikroskopicka
sklicka. Vzorky tikrat promyjeme v roztoku 1xPBS gigavkem 0,2 % Tween®-20
(Sigma-Aldrich, Francie) po dobu 6 minut. Tween-8@uzi k odstragni zbytki

nenavazané protilatky.

Blokovani a navazani druhé protilatky

Podlozni skitka se vzorky vyskladame daipravené nadoby s vihkou buimou a
napipetujeme na é 500 pl blokovaciho roztoku (1xPBS + albumin). Nawalo
piikryjeme vikem a nechame inkubovat 30 min gokojové teplat. Po uplynuti této
doby sklepeme blokovaci roztok z podloZnich ¢&i a nahradime ho 100 pl 2.
protilatky (Anti-Rabbit IgG, fragment Cy3, Sigmadkich, USA, fedni 1:500
v blokovacim roztoku). Kazdé podlozni skid prikryjeme parafilmem a nechame
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inkubovat v uzakené nadob s vihkou buniinou po dobu 4 hodin v termostattt p
37°C.

Na za¥r sundame parafilm, @&p sklepeme protilatku a stojanek s podloznimi
skli¢ky tiikrat promyjeme roztokem 1xPBS &Hgavkem 0,2 % Tween-20 (6 min) poté
jes€ vloZzime skléka do roztoku PBS bezrigavku Tween-20 (10 min) a nakonec

nechame skitka ve svislé poloze vyschnoui pokojoveé teplat (cca 10 min).

Zalévaci médium a mikroskopovani

Sucha podlozni sklka se vzorky byla zalita zalévacim meédiem Citifluor
(AgarScientific, UK) a opatrh prikryta krycim sklékem. Takto pipravené stonkové
segmenty byly mikroskopovany a snimkovany pomochféikéalnino laserového

skenovaciho mikroskopu LSM 700 Carl Zeiss.

Obr. 12: Mikroskop LSM 700 Carl Zeiss
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4.3 Riastové livky axilarnich pupeni
Metody péstovani

Semena hrachu byla po dobu 24 hodin ponechanaindedcistou vodou pi
pokojové teplat, aby nabobtnala. Poté byla vyseta do vihkého tpedihruba po 5-6
dnech byla semena dost&i& naklicena a mohla byt po odstean testy pesazena do
vihkym perlitem naplénych kultiva&nich nadob. Naslednbyla pstovana wiizenych
podminkach klimaboxuipteplot 20/18 °C a fotoperiad16/8 hod (den/noc). Intenzita
swtla byla 150 pmol.M.s* a vihkost 70%.

Stanoveni fistovych kifivek axilarnich pupena

K experimenim byly pouzity rostliny hrachu, které byly #uintaktni, nebo
dekapitované nad 2. pupenem. Na rostliny byla apéka vodni lanolinova pasta
(kontrolni varianta) nebo vodni lanolinova pas@586 IAA (varianta 0,5% IAA) u
intaktnich rostlin v prstenci nad druhym resfetitn pupenem a u dekapitovanych
rostlin na feznou plochu. V uité dny byla ng&iena délka axilarnich pupgn

milimetrovym neiitkem.

Z nantienych hodnot néstu jednotlivych pupanv ¢ase byly vytvéeny grafy a
statisticka vyhodnoceni — stanoveniésodatné odchylky a Studentova t-testu byla

provedena pomoci programu Excel.
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5 VYSLEDKY

Pro studium role RMS2 v apikalni dominanci j@ekitym faktorem interakce
signalni drahy strigolaktonu, které $&MS2 evident Gcastni (DuN et al. 2009b)
polarnim transportem auxinu (PAT). Pro studium teterakce bylo na zakl&grvnich
experimeni zvoleno kromd studia fistovych Kivek (intaktnich a dekapitovanych
mutantnich rostlirms2 a grisluSsného divokého typu, tedy cv. Torsdag a vlilikape
auxinu na jednotlivé varianty — viz Kap. 4 Materéametodika) také imunolokalizace
PIN1 pro sledovani zém v polarnim transportu auxin Byl pouzit modelovy systém
podle S\CHSE (1981), ktery byl vyuzit v praciB.LA et al., (2011) pro sledovani vzniku
PIN1 kandh umoziujicich kanalizaci auxinu po jeho exogenni aplika&ifizné ¢asti
rostlin mutant rms2 a cv Torsdag. Imunolokalizace PIN1 tedy nahragil&odns
planované studium exprese ¢geneba je vhodrjSim nastrojem pro studiumiimeho
vlivu mutace rms2 na zmény PAT, neb6 na zaklad prvniho experimentu byla
stanovena nova hypotéza, na zaklateré byla snaha prokazat, RéS2nezmsobuje
piimy zpstnovazebni signal regulujici expre®iMS1 ale Ze fsobi ovlivrénim

polarniho transportu auxinu.

Vzhledem k tomu, Ze sfrodatné odchylky vysledkrastové aktivity byly znéné a
splyvaly, tak jejich zobrazeni v jednotlivych grafienenglo vypovidaci schopnost a
neni proto v grafech pouzito. Jednotlivé ésodatné odchylky jsou proto uvedeny
v Tabulkadch v Hloze 1. Velké rozdily v reakci jednotlivych rostlia nizky poet

opakovani jednotlivych variant jsouitbdniny a diskutovany v kapitole 6 Diskuse.

5.1 Ristové Kivky

Pfi studiu role gefi pomoci pozorovani fenotypovych reakci na rostlinac
s nefunknim genem je zakladnim srovnanim fenotypové choggvodnim divokym
typem, v naSemifpadt je rms2 mutant na pozadi kultivaru Torsdag. Byly stanoveny
rastoveé Kivky cv. Torsdag, na které byla aplikovana jako tkoimi variantacista vodni
lanolinova pasta anebo varianta 0,5 % IAA (ve voldmolinové pas). P méreni
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prvniho a druhého pupenu u kontrolnich intaktnicktlm hrachu cv. Torsdag byly
pozorovany pouze minimalni az nulové rozdilyfristku. Délka pupeih dosahovala
maximalre 1,1 mm (Graf 1). Intaktni kontrolni rostliny mutarrms2 vykazovaly na
rozdil od cv. Torsdag stéaly, i kdyz maliigistek pupet (Graf 2). Oba pupeny narostly
priblizng o 1 mm zatyden, pouze jejich vychozi velikost byla rozdil{@7 mm - prvni
pupen, 1,2 mm - druhy pupen).

cv. Torsdag intaktni kontrola
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Graf 1: Ristové Kivky 1. a 2. pupenu kontrolnich intaktnich rosttiin Torsdag
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Graf 2: Ristové kivky 1. a 2. pupene kontrolnich intaktnich rostiimutanti rms2
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cv. Torsdag intaktni - 0,5% TAA
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Graf 3. Ristové Kivky prvniho a druhého pupene intaktnich rostlin Tersdag

s aplikaci 0,5% IAA na stonek nad druhym pupenem
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Graf 4: Ristové Kivky prvniho a druhého pupene intaktnich rostlintamdi
rms2s aplikaci 0,5% IAA na stonek nad druhym pupenem

Srovnani intaktnich rostlin otlly Torsdag po aplikaci 0,5% IAA s kontrolni
variantou neukazalo prakticky zadné rozdily (GrafNepatrny nérst se projevoval u
druhého pupenu Sesty aZz osmy den po aplikaci.

U kontrolnich dekapitovanychms2 mutanti doSlo také kistu pupen, stim Ze
oproti divokému typu je tento nit u druhého pupenu pouze datihovy a u prvniho
a tretiho pupenu je ca. polavii. Po aplikaci 0,5% IAA na stonek nad druhym pugen
intaktnich rostlinrms2 doslo u¢asti rostlin k intenzivnimutistu vyhorii z druhého
pupenu. U #kterych rostlin doSlo pouze ke zdvojnasobeni déflapenu oproti
kontrolni variant (na 4 mm) a &které Zstaly zcela inhibované {foha 1). Prvni
pupen stejéjako u kontrolni varianty nerostl (Graf 4).

U kontrolni varianty dekapitovaného divokého typu dorsdag dle @&ekavani
doSlo k intenzivnimutstu druhého pupenu &ilplizné polovicni rychlosti rostl i fteti
pupen a také u prvniho pupenu byl pozorovanusia(Graf 5). U kontrolnich
dekapitovanychims2mutanti doSlo také kirstu pupen, s tim Ze oproti divokému typu
je tento natkst u druhého pupenu pouze detihovy a u prvniho aetiho pupenu je ca.
Polovicni (Graf 6).

Rostliny hrachu odidy Torsdag po dekapitaci a aplikaci 0,5% IAA vykealy
vyrazny nafist délky u druhého pupenu (az 50 mm), ktery jenst@ko u prvniho
pupenu jen nepaténmensi nez u kontroly. Aplikace IAA na dekapitovestgnek ale
potlila rast tetiho pupenu, ktery je nejblize mistu aplikace A&, minimum (Graf
7). Na rozdil od rostlin divokého typu u dekapitoyeh rostlin mutantu hrachums2
po aplikaci 0,5% IAA dosahoval ngpgich naniirenych hodnot pravtreti pupen, ktery
je nejblize aplikaci IAA (az 19,4 mm). Naopak druyprvni pupen byl oproti kontrolni
variant siln¢ zainhibovan (Graf 8).
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cv. Torsdag dekapitovany kontrola
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Graf 5: Ristové Kivky prvniho, druhého adtiho pupenu kontrolnich dekapitovanych

rostlin cv. Torsdag
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Graf 6: Ristové Kivky prvniho, druhého ardtiho pupenu kontrolnich dekapitovanych

rms2rostlin
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cv. Torsdag dekapitovany - 0,5% TAA
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Graf 7: Ristové Kivky prvniho, druhého arétiho pupenu dekapitovanych rostlin cv.

Torsdag s aplikaci 0,5% IAA na stonek nggtitpupenem

rms2 dekapitovany - 0,5% TAA
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Graf 8: Ristové Kivky prvniho, druhého aetiho pupenu dekapitovanych rosttims2

s aplikaci 0,5% IAA na stonek nag@tim pupenem
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5.2 Imunolokalizace PIN1 proteini

Experimentalni systém, ktery byl vyuzit, byl pulbikan S\cHsem (1981) a
spaival v pozorovani tvorby vaskularnich spojeni pamgeani aplikaci IAA, ktera
simuluje napklad tvorbu nového organu. ZatimcoAcsis (1981) pozoroval
mikroskopicky tvorbu nového xylému, ABLA et al. (2011) pozorovali pomoci
imunolokalizace PIN1 tvorbu auxinovych kaiakteré pedchazeji tvor® xylému,
ktery vznika v sousedstviédhto kanal. Pokud je jako modelovy systém pouzit
dekapitovany stonkovy pahyl, je mozZné porovnavanikzxylému, respektive
auxinovych kand z primarniho a sekundarniho zdroje tak, Ze naré&Sim dvou
terminech auxin, nejprve apikélmateznou plochu a poté laterdlma stonek, anebo
naopak zboku na stonek a potéiaanou plochu. Po#kznou plochou, respektive pod
mistem boéni aplikace potom Kh¥eme studovat pomoci imunolokalizace PIN1 a
konfokalni skenovaci laserové mikroskopie vznikinaxych kanal respektive jejich
napojeni na stavajici transportni systém auxinustemku. VSechna mikroskopicka
pozorovani byla prov&ta 5 dni po prvni aplikaci auxinu, kdy jsou jiz iédhé
ustavené auxinové kanaly a podél nich souvislé mesmuvislérettzce xylémovych
element (BALLA et al. 2011).

a) O\ b) C D T~

I:% IAA —1.den [g

ﬂ’( O\ IAA - 2. der ﬂ‘(o | IAA - 2. der

IAA —1.den

Obr. 13: Schématické znazeém varianty 1 — a) cv. Torsdag, b) rms2fvenyctverec
ozna'uje piblizné misto snimku)
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Obr. 14: Imunolokalizace PIN1 u Varianty 1 a) rmes2) cv. Torsdag, gtelny snimek
b) RMS2 a d) cv. Torsdag (d&a 50 pm, zelena Sipka — @oxzniklé xylémové
elementy)

Pokud naneseme primé&rpo dekapitaci auxin n&znou plochu, dochazi jak u
divokého typu cv. Torsdag, tak u mutanmms?2 k intenzivni kanalizaci a vyt¥ani
xylému. U rms2 dochazi k tvor ¢etnych, ale ztatenych xylémovych svazk(obr.
14b), které jsou na ¥8i strag obklopeny auxinovym kanélem (obr. 14a). U cv.
Torsdag jsou xylémové svazky temy menSim ptiem xylémovych buk, které maji
podstatg vétSi pfimér (obr. 15b). Navic u cv. Torsdag riovytvoiené nenavazujici

xylémové elementy (zelena Sipka) se nejevi jak&teiags propojené xylémové svazky
(obr. 14d).

Obr. 15: Fricny ez stonkem hrachu barveny floroglucinem a) rms&/bYorsdag,
zelenou Sipkou ozdané giklady xylémovych bék velkého pimeru

bz/P\

IAA —1.den IAA —1.den

4
iEZI O\ IAA — 2. der O\ IAA — 2. der
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Obr. 16:Schématické znazami varianty 2 — a) cv. Torsdag, b) rms2fvenyctverec
oznauje priblizné misto snimku)

Pokud jde o kontrolni divoky typ cv. Torsdag, takiipadt bocni aplikace az 24
hodin po aplikaci apikalniho auxinu nedochazi kedkaaci auxinu ze sekundarniho
zdroje (Obr. 17c¢). Naopak u mutantnich rosthims2 dochazi k intenzitni kanalizaci a
opet zrejme k vzniku zmnoZenych furkich xylémovych svazk (Obr. 17a,c). Na
piicnychiezech stonku intaktnich rostlin v néiside byla aplikovana pasta s 0,5% IAA
vidime, Ze u mutantnich rostlims2dochazi na vice mistech k tvérplnych kanal
(Obr. 18a), zatimco u divokého typu je pouze nazmalipl vytvoreného napojeni
(Obr. 18b) a Sipky ozrtaji vytvarejici se xylémové svazky.




Obr. 17: Imunolokalizace PIN1 u Varianty 2 - a) @resc) cv. Torsdag, gtelny snimek
b) RMS2 a d) cv. Torsdag (d&a 50 um, zelené Sipky — doxytvoené PIN1 a
xylémové elementy, modré Sipky:ixqrni stonkovy systém PIN1 a xylémovych syazk

Obr 18: Pri¢ny ez stonkem hrachu po o&ati 0,5 % IAA barveny floroglucinem
a) rms2 a b) Torsdag, (zelenou Sipkou @eme tva@ici se xylémové kanaly)

a) b)

)
2~ [AA _ 2.den T

IAA - 2.den

“f O\ IAA — 1. der ﬂfO\ IAA — 1. der

Obr. 19: Schématické znaza¥ni varianty 3 — a) cv. Torsdag, b) rmg2rvenycétverec
ozn&uje @iblizné misto snimku)

V piipact sekundarni aplikace auxinu beznou plochu u kultivaru Torsdag (Obr.
19a), nizeme pozorovat, Ze sice dojde k jeéldst&éné kanalizaci (Obr. 20c), avSak
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pravodnim jevem neni vznik xylému (Obr. 20d). S tositniaci oste kontrastuje vznik
¢etnych auxinovych kanal(Obr. 20a) a p&etnych xylémovych svatku mutant rms2

(Obr. 20b) bez ohledu na to, zda Slo o primarnbregkundarni aplikaci auxinu.
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b) RMS2 a d) cv. Torsdag (d&a 50 um, zelené Sipky — doxytvoené PIN1 a
xylémové elementy)
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b)
IAA-2.den

¥ IAA —2.den v ¢

v
%ﬁ@\ 1AA - 1. der }iﬂo\ 1AA - 1. der

Obr. 21:Schématické znazogni Varianty 4 — a) cv. Torsdag, b) rms2ivenyctverec
ozna&uje fiblizné misto snimku)

d)
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Obr. 22: Imunolokalizace PIN1 u Varianty 4 - a) @resc) cv. Torsdag, stelny snimek
b) RMS2 a d) cv. Torsdag (d&ea 50 um, zelené Sipky — @oxytvoené PIN1 a xylém)

Pokud je auxin nanesen priméamma stonek zboku (Obr. 21)itteme u cv. Torsdag
pozorovat vytveéeny auxinovy kanal (Obr. 22c), podétjhn bylo vytvaeno mnoho
xylémovych elemerit (Obr. 22d). Situace vifpadd mutantnich rostlinrms2 je
podobna, ale pouze se ndivgediny hlavni kanal (Obr. 22a), odvidi IAA z mista
aplikace.
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6 DISKUSE

Studium role RMS2 je vyznamnou $@sti pochopeni regulaiho mechanismu
vyrastani pupet vlivem strigolaktod a s nimi Uzce souvisejiciho transportu aixin
Toto studium je ale znesnagho skuténosti, Ze genom hrachu, jehoz sekvenovani bude
ziejme v nejblizsi dob ukonteno, zatim neni znamy, coz neurgg pouziti gPCR pro
charakterizaci mutantnich rostlms2 Toto nefeni transkripni aktivity mutantnich
rostlin je zejménaidezité, protoZe tento mutant ud&jnema nulovou expresi (Fat
al., 2005). Tato hypotéza vSak také nevyplyva ze skéteo nEieni transkripni
aktivity, ale je spekulaci vychazejici z fenotypagalyzy dvojitych mutait rms1-1
rms2-2 jejichz fenotyp je aditivni, coz ime znamenat ki) Ze oba geny kontroluji
razné signaly, nebo pokud by obaspbily ve stejné draze a mutace by nebyly nulové,
tak by taktéz vznikl aditivni fenotyp EERIDGE et al. 1997b). Neni tedy mozné zjistit
homogenitu mutantni populace. Semena tohoto mutaaié byla postugnziskana
z raiznych zdroj (C. Beveridge, Australie a C. Turnbull, Velka Brite). Semena pro
jednotlivé experimenty byla ziskan&mnozenim fwodniho osiva, které bylo dodano
jen vomezeném mnozstvi. Na rozdil od semémogre dodanych je homogenita
vlastnosti vyrostlych rostlin ze semen réyrovnana, dochazi tedy prajmbdobr ke
Stpeni. Navic fi premnoZeni ndistaji rostliny s mensim gtem nodi a jednotlivé
lusky obsahujéasto jenom jedno nebo #l¥ivotaschopna semena. Z uvedenyahodia
bylo pri jednotlivych experimentech pouzito pouze omezemdzstvi rostlin a na nich
se projevovala velka nehomogenitatu, zgisobena pravpodobré raiznymi hladinami
expreseRMS2

Kdyz jsme pi prvnim experimentu s aplikaci IAA na intaktni tlosy rms2
zjistili, Ze misto inhibice &veni tato aplikace d&veni podpdla, newdeli jsme
z pasatku jak tuto skut@nost interpretovat. Potlladném rozboru moznych interakci,
raiznych pokusech o modifikaci schéma regulace pug@eVvERIDGE et al. 2009) a
z prehledu doposud znamych experimentalpodloZzenych Udé&j o projevech
jednotlivychRMSgeni (DuN et al. 2009b), jsme postupdosli k za¥ru, ZeRMS2by
mohl byt negativnim regulatorem intenzity polarntremsportu auxiin Vzhledem Kk jiz

vySe uvedenym rozdiin mezi jednotlivymi rostlinami bychom praygbdobré tuto
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mySlenku opustili, ale if5lo ne&ekané potvrzeni naSi hypotézy. Cathrine Rameau
publikovala na workshopu projekt COSTligpivek, ve kterém uvevdla, ze gBSRMS2
je homologni AtAFB4u huseniku (. Smykalova, osobni 8kni). Funkce tohoto genu
byla popsana vdkolika nedavnych publikacich a byla definovana jakegativni
regulator auxin odpadi (GREENHAM et al. 2015). BSTER et al. (2013) P studiu
gravitropni odezvy kienmi husentku popsali jako jeden z mechanisnodstragni
piebytki PIN proteirii z burééné membrany a jejich nasledné odbourani gesvanim
do lytické vakuoly vazbou do AFB4 F-box proteinogékomplexu. NaSe vysledky
odpovidaly tomuto zjighi a pra¢ v doke finalizace diplomové prace doSlo k dalsi
neaiekavané informaci, Ze awtoGREENHAM et al. (2015) svoji praci stahli, nebo
ziskali rostliny s jinou mutantni alelou AFB4, kdemebyly hypersenzitivniigi auxinu.
Ztoho pro naSi praci vyplyva, Ze pegawmira potléeni expreserms2 (afb4) je
rozhodujici pro reakcitgi auxinu a tedy k projeim, které jsme u gkterych rostlin
pozorovali. DalSi dlezitym zjiS&nim tykajicim se role AFB4 je, Zézeni gitomnosti
PIN proteiri na membré#je regulovano na vice urovnich, jednak regulagihcinem
zprostedkované internalizace, ale také pomocérewani PIN proteifi do vakuoly a
jejich degradace (BTER et al. 2013). Tato regulace je podlesBER et al. (2013)
zprostedkovana auxinem a z naSich vyskedkyplyva, Ze také strigolaktonem. Po
zvaejréni sekvencePsRMS2respektive po jejim stanoveni pomoci degenerovanyc
primeri (na zaklad AtAFB4 a jeho homolog u dalSich rostlin) bude mozné studovat
jejich expresni profily. Tyto experimenty uz nebyheozné zvladnout v rdmci této
diplomové préace, nelistanoveni sekvend&sRMS2ro pouziti v RT-PCR, jéaso¥ a
finantné narané.

Ze ziskanych vysledk porovnanimistovych Kivek divokého typu cv. Torsdag
s pislusnymi variantami sms2 mutantnimi rostlinami jeigjmeé, Ze aplikace auxinu na
tyto mutantni rostliny podporujeist nejblize k mistu aplikace polozeného pupenu.
Obdobré v pripact sekundarni aplikace auxinu 24 hodin po primarrikap, kdy
divoké rostliny cv. Torsdag ani cv. VladanA{BA et al. 2011) nekanalizuji auxin ze
sekundarniho zdroje. Respektive u cv. Torsdag doSleanalizaci, podél auxinového
kanélu se ale nevytwity xylémové elementy. Na rozdil od expreimntu gaiym
typem mutantni rostlinyrms2 intenzivré kanalizuji auxin z obou zdnnj Z této

fyziologické odpo¥di a z dvou pedpokladi — a) z hypotézy kompetitivni inhibice
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lateralnich pupeh (BALLA et al. 2011) a b) ze skdteosti, Ze PIN1 je auxinem
indukovatelny gen (TEN et al. 2005), vyplynulo nakonec jediné mozné ¥tlewni Ze
RMS2je negativnim regulatorem pr&polarniho transportu auxinu zpriesikovaného
PIN1 proteinem. Pokud tedy na rostlinu aplikujemamgrné vysokou koncentraci
exogenniho auxinu a neni-li fusid negativni regulator, dochazi k velkému usén
transportni kapacity, ktera auxinem neni saturova@ngedy z hlediska kompetitivni
inhibice nebranitstu lateralnich pupén Jak bylo jiz z div¢jSich praci znamams?2
mutantni rostliny maji sikhizmnozené xylémové elementydbp et al. 2008) coz dre
byt zpisobeno pr&v zmnoZenim auxinovych karigl které nejsou negativnim
regulatorem omezeny na nejngjii paiet. SHINOHARA et al. (2013) tuto skutaost
popisuji hypotézou, Ze transport auxinu je nezbypny iniciaci Gstu pupef a Ze
strigolakton znesnadije tuto kanalizaci omezenim jejich tvorby. Jak z&ejmeé
z vysledki ziskanych imunolokalizaci PIN1 proteinu vidime rjald jiz v literatie
popsané zmnozeni xylémovych elenienkteré ale jsou &tSinou jenom na \WjSi
hranici tohoto svazku provazeny auxinovym kanalehoto postupné omezeni
auxinovych kandl delSi dobu po aplikaci (5 dh odpovida také idve v literatue
popsané architekta rostlinrms2(DobbD et al. 2008). Je totiz znamo, was2 rostliny
vétvi z prvniho a druhého pupenu a znov«izaji Wtvit az ze Sestého a vySSich
pupenii. Tak jak je zndmo z biosyntézy auxinu, ktery vdelm k jeho dlezitosti pro
vyvoj rostliny probiha aZtyfmi riznymi biosyntetickymi drahami @RTeL 1997), je
ziejm¢ regulace intenzity transportu auiirmoznych vice mechanism které se u
mutantnich rostlin Zsou v pébéhu vyvoje postuph aktivovat, takZze pateini
vyrazny \Etvici fenotyp u dalSich nédse jiz neprojevuje a uplatni se teprve v dalsi faz
vyvoje zeslabnutim primarniho zdroje auxinu. Obdopa aplikaci exogenniho auxinu
zmnozené auxinové kanaly jsou sice dokumentovanyozenim xylémovych svaik
které v jejich sousedstvi vznikaji, ale auxin jestopré kanalizovan do malého {m
kanah (Obr. 14a,b). Z vysledk této prace a z literarnich Gdap rms2 mutantech
(DobD et al. 2008) ¥etre doposud oficialé nepublikovaného vysledku C Rameau
jasre ukazuji na to, Ze RMS2 je ekvivalentem AFB4 u midel a je tedy odpasdny
za smérovani PIN proteit do lytické vakuoly (RSTER et al. 2013) Wastni se tak
modulace transportni kapacity polarniho transpauxini v rostlinach jak pedpokladéa

SHINOHARA et al. (2013). Jednoztiay dikaz pro tuto skutaost, ktery by mimo jiné
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vyZzadoval stanoveni miry expres&VS2v mutantnich rostlinach a dalSi sledovani
expresnich profil v souvislosti s fenotypovymi projevy je nezbytn® gjiseni

sekvence tohoto genu provést v dalsi praci.

l Axilarni pupen
PIN1 |l=== | RMS2

Stonek

AXR1 Koren

IAA1L2 RMS1 |SL

IPT1 | CK

Obr. 23: Navrhované schéma role RMS2 v regulasiu axilarnich pupei
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Schéma vychazi zZ'edchazejicich navih regulace tstu pupefi u hrachu a
husenéku. Z regul&niho schéma u huseéki vychazi schéma regula&MSlalPT1l
auxinem ve stonku, kdy signal je zptestkovan genyAXR1 a IAA12 U rostlin
divokého typu tedy vysoka hladina auxinu stimulpjedukci strigolaktonu a inhibuje
produkci cytokininu, coz zesiluje widledku apikalni dominanci. Receptor
strigolaktonuRMS4 ktery je jednak stimulatorem expreBRCI, ktery pisobi inhibéng
na tast pupen, je také stimulatorem exprese studovanBMS2 ktery z@tnovazebg
negativié ovliviuje mnozstvi PIN1 na membranTato zgtnovazebna snika tedy

moduluje intenzitu transportu auxinu, takZe je &yst/ rovnovaze.
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7 ZAVER

Z literarnich Udaj a nefenim Gstovych Kivek intaktnich a dekapitovanych
rostlin hrachu s mutantni alelouns2 je mozné i pes velkou variabilitu vysledk
zpiusobenou pravipodobr v disledku neznamé zbytkoveé transknp aktivity genu

RMS2vyvodit nasledujici zayry:

Vlivem aplikace auxinu jak na intaktni tak na dekavanérms2 mutantni
rostliny dochazi k zesileniistu pupef nejblize mistu aplikace auxinu na rozdil do

divokého typu, u kterého aplikacést nejblizSich pupehinhibuje.

Imunolokalizaci PIN1 proteinv dekapitovaném stonku mutantnich rosthms2 a
divokého typu cv. Torsdag u primarniho @8af je mozné pozorovat mms2 rostlin
obdobr jako jiz bylo popsano v literate zmnozeni a ztéeni jednotlivych
xylémovych bugk. V pripact sekundérni aplikace 24 hodin po primarni, auxin
naneseny naeznou plochu nebo z boku u divokého typu neni kamehn a urms2

mutantnich rostlin naopak dochazi k intenzivni kaaai.

Na zaklad téchto zjisSénych skuténosti a znamého faktu, Ze exprese a stabilizace
PIN1 na membranje autoindukovana auxinem a zarpye znamo, Ze auxin indukuje
expresiRMS1,bylo pavodre navrzené z§itnovazebné imé pisobeniRMS2na expresi
RMS1zmeénéno v ndmi navrhované schéma regulace iniciésturpupefi na pisobeni
RMS2jako negativniho regulatoru polarniho transpontxiru, jehoz dsledkem je

praw pozorovana negativni regulace expredéS1.
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Tabulka P1: Délky pupéncv. Torsdag dekapitovany - vodni lanolin

1.den 3.den 4. den 7. den 8. den
pUpen 1. 2. | 3. 1. 2. | 3 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2 3
rostlina
1 1 2 0,3 3 5 2 6 11 4 7 62 6 8 90 6
2 0,5 1 0,3 3 3 2 5 6 3 27 16 28 27 19 50
3 1 1,5 | 0,3 4 4 1 7 10 3 9 50 18 20 75 9
4 0,5 1 0,3 1 3 1 3 6 3 5 42 29 6 51 50
5 0,5 1 0,3 4 5 2 7 11 4 20 68 23 23 100 25
6 0,5 1 0,3 1 3 2 2 7 4 3 40 51 3 49 66
Pramer 0,67 | 1,25| 0,30 | 2,67 | 3,83| 1,67 5,00 8,50 3,50| 11,83 | 46,33 | 25,83 | 14,50 | 64,00 | 34,33
Smodch | 0,26 | 0,42 | 0,00 1,37 | 0,98 | 0,52 2,10 2,43 0,55| 9,52 | 18,48 | 14,91 | 10,05 | 30,04 | 24,60
Tabulka P2: Délky pupdrrms2dekapitovany - vodni lanolin
1. den 3. der 6. den 7. den 8. den
pupen |- 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2 3
rostlina
1 0,5 05 | 05 1,0 1,5 1,0 2,5 5,0 90| 25 5,0 11,0 2,5 5,0 19,0
2 1,0 4,0 2,0 4,0 10,0 5,0 6,0 37,0 10,0 7,0 37,0 12,0 7,0 39,0 12,0
3 0,5 1,0 0,5 1,0 5,0 1,0 1,5 20,0 3,0 1,5 24,0 4,0 1,5 25,0 4,0
4 0,5 0,5 0,5 2,0 2,0 2,5 5,0 5,0 14,01 5,0 5,0 16,0 5,0 5,0 23,0
5 1,0 0,0 0,5 1,0 0,0 1,0 11,0 0,0 8,0 16,0 0,0 10,0 16,0 0,0 10,0
Pramer 0,7 1,2 0,8 1,8 3,7 2,1 5,2 13,4 8,8 6,4 14,2 10,6 6,4 14,8 13,6
Smodch | 0,27 | 1,60 | 0,67 | 1,30 | 3,96 | 1,75 3,72 | 15,18/ 3,96/ 578 | 15,71 | 4,34 | 578 | 16,59 | 7,50
T-Test | 0,841| 0,949 0,171 0,311 0,945 0,617 27®, 0,012| 0,054 0,133 0,000 0,04
* *%
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Tabulka P3: Délky pupéincv. Torsdag dekapitovany - vodni lanolin s 0,524 |

1.den

3. den

4. den 7. den 8. den
PUpen 1. 2. | 3. 1. 2. | 3. 1. 2. 3. 1. 2 3. 1. 2 3
rostlina
1 1 2 0,4 3 4 1 7 9 2 15 78 4 21 100 4
2 1 1 0,3 1 1 0,5 2 2 1 2 21 9 2 30 9
3 0,8 1,5 | 0,3 1,5 2 0,5 2 3 1 5 24 4,5 5 45 5
4 0,3 2 0,3 1 2 0,3 1 3 0,5 7 25 1,5 7 41 1,5
5 1 1 0,3 1 1 0,3 1,5 1 0,5 6 8 5 6 20 7
6 1 1 0,3 1 1,5 | 05 2 2 1 20 25 3 20 48 3
7 2 2 0,5 2 2,5 1 2 4 2 4 42 3 4 62 3
Pramer 1,01 | 1,50 | 0,34 | 150 | 200|059 | 250 | 343 1,14| 8,43 | 31,86 | 4,29 | 9,29 | 49,43 | 4,64
Smodch | 0,50 | 0,50 | 0,08| 0,76 | 1,04| 0,30 | 2,02 264 063 655 | 2264 | 2,38 | 7,83 | 2599 | 2,59
Tabulka P4: Délky pupdrrms2dekapitovany - vodni lanolin s 0,5 % IAA
1. den 3. den 6. den 7. déen 8. den
pupen 4 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3
rostlina
1 0,5 1,0 | 05 0,5 1,0 | 05 1,0 2,0 15| 1,0 4,0 3,0 1,0 6,0 5,0
2 0,5 1,0 | 05 0,5 1,0 | 05 1,0 2,0 20| 20 4,0 5,0 2,0 8,0 10,0
3 1,0 1,0 | 4,0 1,5 15 | 6,0 2,0 2,0 37,0 20 2,0 43,0 2,0 2,0 53,0
4 0,5 1,0 | 05 0,5 1,0 | 05 0,5 1,0 1,0 | 05 2,0 2,0 0,5 5,0 4,0
5 2,0 1,5 1,0 2,5 3,0 1,0 2,5 6,0 13,0/ 4,0 8,0 13,0 | 4,0 8,0 25,0
Pramer 0,9 1,1 1,3 1,1 1,5 1,7 1,4 2,6 10,9 1,9 4,0 13,2 1,9 5,8 19,4
Smodch | 0,65 | 0,22 | 1,52 | 0,89 | 0,87 | 2,41 | 0,82 1,95| 15424 1,34 | 245 | 1721 | 1,34 | 2,49 | 20,57
T-Test | 0,752 0,093 0,238 0,441 1,000 0,804 03®,| 0,017| 0,313 0,047 0,004 0,14
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Tabulka P5: Délky pupéincv. Torsdag intaktni - vodni lanolin

1. den 4. den 5. den 6. den 7.den 8. den . der 12. den
Bupen 4 | 2, 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2 1. 2 1 2
rostlina
1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,8 0,5 1 0,8 1 1 1 1 1 1
2 0,5 1 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,8 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 0,5 0,5 0,5 0,8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 1 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1,5 1 2 1 2
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 0,5 0,5 1 0,7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pramer 0,69 | 0,75( 0,75 | 0,88 0,88 0,94 0,95 0,94 1,00 0,98 1,00 1,06 1,00 1,13 1,00 1,13
Smodch | 0,26 | 0,27 | 0,27 | 0,19| 0,23 0,18 0,09 0,18 0,00 0,07 0,00 0,18 0,00 0,35 0,00 0,35
Tabulka P6: Délky pupdrrms2intaktni - vodni lanolin
1l.den 2. der 3. den 4. den 5.den 8. den dem,
BUPE | 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1 2. 1. 2. 1 2
rostlina
1 1 1 1 1 1 1,5 1 1,5 1 1,5 1 1,5 1 1,5
2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 2 1 2 2 2,5 2 2,5 3 3 4 3 4
4 0 1 0 15 0 2 0 2 0 2 0,5 2 0,5 2
5 0,5 1 0,5 1,5 0,5 1,5 1 2 1 2 1 2 1 2
6 1 1 1 15 1 15 1 15 1 1,5 3 2 3 2
7 1 3 15 3 2 3 2,5 3 3 3,5 3 3,5 4 3,5
8 1 15 1 2 1 2 15 2 1,5 2 1,5 2 1,5 2
9 0,5 1 1 1 1 1 1 1 3 2 3 2 3 2
Prameér | 0,72 | 1,22 | 0,94 1,44 1,00 1,720 1,28 1,78 1,56 2,06 1,89 2,22 2,00 2,22
Smodch| 0,36 | 0,71 | 0,58 0,73 0,66 0,62 0,79 0,62 1,04 0,77 1,08 0,94 1,25 0,94




T-Test | 0,822 0,093 0,090 0,002 0,000 0,002,039 | 0,006
Tabulka P7: Délky pupéincv. Torsdag intaktni - vodni lanolin s 0,5 % IAA
1.den 4. den 5. den 6. den 7.den 8. den 1. ddn 12. den
BUpen 1 | 2 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2 1. 2 1 2
rostlina
1 1 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 1 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 1 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1,5 1 1 1 1
7 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 5 1 6 1 6
8 1 0,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pramar 0,88 | 0,71| 1,00 | 1,00/ 1,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 | 1,56 1,00 1,63 1,00 1,63
Smodch | 0,23 | 0,27| 0,00 | 0,00| 0,00 | 0,00 0,00 0,00/ 0,000 0,00 000 | 1,40 | 0,00 1,77| 0,00 1,77
Tabulka P8: Délky pupdrrms2intaktni - vodni lanolin s 0,5 % IAA
1l.den 2. den 3. den 4. den 5.den 8. den der®,
PUPen |- 2. L | 2| 1 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
rostlina
1 0,5 1 1 1,5 1 1,5 1 2 1 2 1 2 1 2,5
2 1 6 1 7 1 7,5 1 8 1 8 1,5 9 1,5 10
3 0,5 0,5 1 2 1 3 1 3,5 1 3,5 1 4 1 4
4 1 5 2 7 2 15 2 23 7 49 7 88 7 95
5 2 3 3 3 3 3 3 3,5 3 3,5 4 4 4 4
6 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1 1 1 1 1 1 1
Pamér | 0,92 | 2,75 | 1,42 | 3,558 1,42/ 517 1,42 | 6,83 | 2,33 | 11,17 | 2,58 | 18,00 | 2,58 | 19,42
Smodch | 0,58 | 2,32 | 0,92 | 2,73 0,92 534 092 | 827 | 2,42 | 18,69 | 2,46 | 3440 | 246 | 37,15
T-Test | 0,874| 0,084 0,317 0,145 0,285 0,240,175 | 0,295
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