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1. Uvod

Bor je prvek pdiebny pro spravnyist a vyvoj rostlin. V praxi ovliiuje nejenom
urodu, ale také kvalitu a vynosnost plodin. &iterych oblastech je problém
s nedostatkendi nadbytkem boru vidé. JelikoZ jde o prvek, u¢hoz je uzké rozmezi
mezi nedostatkem a toxicitou, jeéZzké najit optimalni reSeni jeho regulace
v zenedélskych pidach. Dodnes sagsré nevi, jak vlastd bor v rostlinach fisobi.
Pochopenim spravného mechanismisgieni boru v rostlinach by mohlo napomoct
zvysit vynosnost plodin v problémovych oblastech.

Predkladana bakaigka prace s nazvem ,Uloha kanalu kyseliny borité®3\L,

v rastovych reakcichArabidopsis thalianak auxinu 2,4-D“ je sotasti zakladniho
vyzkumu, ktery se zabyva zakladnimi processgtu a vyvoje v rostlinach. Cilem prace
je poodhalit zapojeni kanalMIP5;1 v mechanismech ugobeni boru a auxinu 2,4-D
na ilist karene a hypokotyltArabidopsis thalina K tomuto @&elu byl zvolen geneticky
pristup, kdy byly srovnavanyastové reakce recesivniho mutanta s defektem v genu
NIP5;1 a kontrolni rostliny Col-0. Kromtoho byl zji¥ovan i vliv swtelnych podminek

na tyto reakce.



2. Bor v biologii rostlin

Jiz pred vice nez 85 lety sdiflo na skuténost, Ze bor je jednim ze zakladnich
mikrobiogennich prvk, potebnych pro spravnyist a vyvoj rostlin (Tariq and Maott,
2007). V dneSnim zefdélstvi se problém nedostatku boru &dd objevuje ¢astji
nez nedostatek jakéhokoliv jiného mikroprvku.iddme se s nim potkat v oblastech
s hojnymi deovymi srazkami, jako je napjihovychodni Asie a jihovychodntina.
Nedostatek boru postihujégalevsim rostouci rostlinné organy, a proto u takbwpstlin
muzeme pozorovat ztratu apikalni dominance, zkrageigny, Spatny vyvoj list a kwta
a dokonce ztratu plodnosti. Naopak nadbytek boru maérostliny toxické &nky.
Mezi symptomy toxicity pdt inhibice fistu, inhibice kléeni a chlor6za list Tento
problém nastava v polosuchych oblastech, jakaZj@ jAustralie, Chile, Kalifornie nebo
Turecko. Rozmezi mezi nedostatkem a nadbytkem jeouelmi Gzké. Spatné zasobeni
rostliny borem ma vliv na celkovy vynos a kvalitiogin.

Uloha boru v rostlia se znang lisi od role jinych mikroprvi, které obvykle
funguji jako sodasti enzynd nebo enzymoveé aktivatory inhibitory. Hlavni funkci boru
je udrzeni struktury bukiné stny, kde zprosedkovava vazbu mezi dna monomery
homogalacturonanu za vzniku rhamnogalacturonan@RIG-11-B) (Iwai et al, 2006).
Tento pektinovy polysacharid zajije mechanické vlastnosti primarni ané stny.
Zmeény ve zmigné vazld maji za nasledek symptomy, spojované s nedostati@un
Déle je bor sotasti metabolismu karbohyd#éatRNA, proteirii i fenoli. Pri nedostatku
boru vrostlig se fenolické latky hromadi v listech a ugpbuji jejich nekrozu.
Predpoklada se, Zzaimormalni hladig boru vytva&i tento prvek s fenolem komplexy
a snizuje tak jeho toxicitu. Vytv@ni komplex s borem je vyuZito i transportu cuk,
kdy komplex bor-cukr napomaha doemi latky do cilového mista, aniz by po €est
reagoval s jinymi latkami. Bor napomaha i regulastupu vody do hitky. Nedostatek se
projevuje mensSit&vnatosti lisi a mensi metabolickou aktivitou. Mezi dalSimi fuekt
boru v rostlig bychom mohli vyjmenovat i vliv na reprodukci, vgiteni pylu, semen
aplodi a na odolnost proti nemocem, hapga nedostatku je vySSi praypddobnost
napadeni rostliny houbou, rap je&émene (Lamberet al, 1980).

Z chemického hlediska je bor polokovckbliv jej v periodické tabulce nalezneme
ve lll. A (13) skupig, s ostatnimi prvky této skupiny, jako je Ga nebd, A

moc spoléného nema (Tanaka and Fujiwara, 2007ktBré jeho neobvyklé viastnosti,



nag. schopnost vytu&@t neobvyklé chemické vazby (zvl&Ss vodikem), jejéini
dulezitym prvkem nejenom v organické chemii.

V pudé je bor gitomen pevazr ve forme elektroneutralni molekuly 8O3,
casténg¢ jako anion B(OH). V pripact H3BOs jde o jediny elementipimany rostlinami
ne jako ion, ale jako nenabitd molekul&ijém boru rostlinou byl dlouho povazovan
za pasivni proces. Na zéktatholekularni hmotnosti, @tu vodikovych vazeb a dalSich
byl stanoven teoreticky koeficient propustnosti rbefmy pro HBO; 8.10° cm.s'
(Raven, 1980). Relati¢nvysoka hodnota se stala zakladem pro hypotézwpase/ni
transport je pro rostlinu dosigici a gedstavuje hlavni a pragplodobré jediny zpisob
membranového transportu 3BO;. Tato hypotéza byla vyvracena diky polkums
se syntetickymi lipozomy, kdy byl stanoven koefiti@.10° cm.s' a pomoci membran
koreni, kde byla stanovena hodnota propustnosti 2;%.d@.s* (Dorden and Brown,
2000). NizSi propustnost znamenala nizSi moznéginp boru rostlinou a tim padem

potrebu membranovych protéinaby byl obstaran dostétey prisun boru.
2. 1. Transport boru a transportéry boru BOR1 a NIF5;1

Jak bylo vySe zmimo, bor je dlezity pro udrZzeni biosyntézy bétné sény
a optimalniho rostlinného vyvoje. Je bepzZit dodavan do rostoucich pletiv ady
skrze kdeny a cévni systém rostliny v podolmenabitych molekul kyseliny borité.
Za dostaténé koncentrace této kyseliny ugnim roztoku je bor do rostliny dodavan
pomoci pasivniho transportu prostou difuzi. Za jeledostatku vixé se do transportu
zapojuji aktivni transportni systémy. Zptestkovavaji penos proti koncenttaimu
gradientu za sptgby energie v pod@bATP. U Arabidopsisbyly objeveny hlavni dva
typy prenaseéd, NIP5;1 a BOR1 (Miwa and Fujiwara, 2010), jsou kvdamamy i jiné
proteiny, které se podileji ndgmosu boru f&s membranu (n&pNIP6;1 nebo BOR4).

2.1.1. BOR1

Tento enasé byl identifikovan jako prvni transportér boru weém systému
(Tanaka and Fujiwara, 2007). Jde o efluxni typ dpamtéru, je umish v plazmatické
membrag burgk korene a zprogedkovava dinny transport boru do xylému. Jeho
exprese je regulovana posttranskn Za nedostatku boru se BOR1 hromadi

v plazmatické membré&n aby usnadnil f&nos boru do xyléemu a dale do rostouciéhti
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rostliny (Obr. 1). B nadbytku boru je BOR1 zabudovavan do endasantransportovan
do vakuoly, kde je degradovan (Takastoal, 2005). Tento systém slouZzi jako deat
proti toxické hladig boru v rostlir.

2.1. 2. NIP5;1

NIP5;1 je kanal pro transport kyseliny borité, rogjia starosti &inny prijem boru
do burgk korene. NIP5;1 pat do skupiny proteifa typu MIP (major intrinsic proteins),
zahrnujici i aquaporiny. MIP jsou znamé jako pmogeikteré usnatlji prenos vody
a malych nenabitych molekufgs membranu. Hlavni funkci NIP5;1 je transport kpge
borité, alecast&n¢ je propustny i pro vodu.iBdpoklada se, Ze i jiné proteiny z rodiny
MIP se mohou ztastiovat transportu boru (n&agkanal NIP6;1, ktery usnédje transport
kyseliny borité, ale pro vodu je nepropustny (Tanetk al, 2008).

Exprese NIP5;1 je regulovana mnozstvim boru virastPri nedostatku dochézi
ke zvySené expresi vhkach kdene, zvla& u epidermalnich, kortikalnich
a endodermalnich bgk (Obr. 1). U rostlin rostoucich za nedostatku bbyla zjiS€na
az 12x vysSi urowe mRNA transkriptu akumulovaného vikemech, nez u rostliny

rostouci za normélnich podminek.

A. thaliana B NIP5;1 @ BOR1 — — — Apoplastic flow

» .
B B
B F B B 5

Casparian band
Epidermis Cortex Pericycle Xylem
Endodermis

Obr. 1 — Transport boru sstem z povrchu kiiene do xylému (@vzato z review: Takano,
Miwa, Fujiwara, 2008)
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2. 2. Vliv boru na prodluzovani hypokotyluArabidopsis

U Arabidopsisje hypokotyl jednoduchym organem, ktery ma délkibligné
20 burgk (od kaene po dlohy). VétSina z échto burk vznika jiz ithem embryonalniho
vyvoje. Samotné prodluZzovani hypokotyléhkem fistu je zgisobeno z#tSovanim &chto
burgk, k jejich ctleni dochazi pouze vyjindaé.

Bor ma v bugéné seén¢ funkci stabilizdtoru pektinové sit Bylo zjiS&no,
Ze pi nizSich koncentracich (1-3 mM) kyselina borit@odminkachin vitro stimuluje
zwétSovani bupk a tim i prodluzovani hypokotyllrabidopsis zatimco p vySSich
(nad 5 mM) naopak jehoist inhibuje (Kocabelet al, 2009). Bylo rovaz zjiS&no,
Ze bor, transportovany proteinem BOR1, sniZujeivoist hypokotylu Arabidopsis

k ristovym &inkam auxini (Statese al, 2012).

3. Rostlinné hormony-fytohormony

Tvar a funkce mnohobgtiného organismu neiou byt mozné bez ¢inné
komunikace mezi jednotlivymi lilkami, pletivy a organy. U vySSich rostlin je regqida
afizeni metabolismu, ist a morfogenezeiasto zavisld na chemickych signalech
piechazejicich z jednééasti rostliny do jiné. (Julius von Sachs, 1832-189Vakto
jizv 19. stoleti nazrd némecky botanik von Sachs existenci chemickych posl
v rostlinach, které pozgl Starling (1866-1927) nazval hormony.

Jinak re¢eno, hormony jsou chemickymi posly, vyteaymi buikou/buikami,
které interakci se specifickymi receptory upravbjiniéné procesy. V ziviiSném
nebo rostlinném organizmu se nachazeji v nepatrnkcmcentracich. U rostlin
rozeznavame tyto skupiny fytohormiorauxiny, gibereliny, cytokininy, etylen, kyselina
abscisov4, brassinosteroidy, kyselina jasmonoveella salicylové a strigolaktony (Taiz
and Zeiger, 2010).

3. 1. Auxiny

Auxiny zasahuji prakticky do vSech aspekobstlinného iistu a vyvoje a hlavni

Gcinky auxinmi se tykaji fistu burk, tropismu a vlivu na vyvoj rostliny. Byly prvnimi

fytohormony, objevenymi v rostlinach. Prvni zminky rostlinnych stimulantech

VT
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1881). V polovig 30. let 20. stoleti byl v koleoptyle ovsAvena sativa objeven prvni

a dodnes hlavni ffrodni auxin -kyselina indol-3-octova (IAA) (Kdgl Blaagen-Smit,
1936) (Obr 2). Nedlouho poté byly objeveny i dadsixiny, 4-chlorindolyl-3-octova
kyselina (4-CI-IAA) v hrachu a indol-3-maselna kiyse (IBA) v kukuici a luSgéninach
(Epstein et al. 1989) (Obr. 2). Struktura IAA je relatignjednoducha, proto byly
vyzkumné laborat@ docela rychle schopny syntetizovat Sirokou Ska#ek s aktivitou
auxini (2,4-D, NAA, dicamba, atd.) (Obr. 3). V rostlifsou auxiny pitomny ve velmi
malych koncentracich, ve vysSich koncentracich alaomst inhibuji. Ackoliv
jsou jednotlivé auxiny chemickyaznorodé, spolgym znakem je vzdalenost 0,5 nm

mezi pozitivié nabitym aromatickynietzcem a karboxylovou skupinou s negativnim

nabojem.
o 0
0 Cl 7
OH / OH

N N\ OH N

N N N

H H H

kyselina indol-3-octova (1AA) kysedinndol-3-maselna (IBA) kyselina 4-afihdolyl-3-otova
(4-CI-IAA)
Obr. 2 — Strukturni vzorce nativnichuxini
) CH3
0]
OH O o] vu\
o]
Cl OH
OH
Cl Cl
Cl
kyselina naftyloctova kyselina 3,6-darh2-metoxybenzoova kyselina 2,4-dichémdxyoctova
(NAA) (dicamba) (2,4-D)

Obr. 3 — Strukturni vzorce syntetickych ausin

Auxiny vznikaji pedevSim vapexu a mladych vyvijejicich se pletiyech

avSak v nizkych koncentracich jsou syntetizovangkiicky ve vSech rostlinnych
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pletivech. V rostlinach existuje¢kolik drah syntézy, ficemz téngi vSechny vychazi
z tryptofanu, pop indolyl-3-glycerfosfatu.

Z mista syntézy jsou auxiny transportovany bazlp&tskrze stonek a akropetaln
v korenech mechanismem polarniho transportu (Ebert amgdth, 1981). Ten vyZzaduje
energii a neni zavisly na gravitaci. Auxiny jsotefravovany parenchymem vodivych
pletiv. V rostlirg se tak vytvl podélny gradient, Wdezity pro rékteré vyvojové procesy
rostlin, nap. apikalni dominance. Polarni tok aukine ftizen chemiosmotickym
potencialem. Protonovany auxin IAA (IAAH) se donbky dostava prostou difuzi nebo
pomoci influxnich penaséa AUX1 (Obr. 4) a LAX1-3 (Parryet al, 2001) Poté diky
specifické distribuci efluxnichipnaSéa je auxin nasgrovan ven z biiky poZzadovanym
smérem. Efluxni transportér PIN1 je umistna spodni str&nburgk (Galweileret al.,
1998) (Obr. 4). Zprogtdkovava vertikalni ignos auxinu z apexu snem ke kdenim.
Jde o nestabilni protein, coz umaje rychlé reakce rostliny na &8i i vnitini signaly.
DalSimi efluxnimi transportéry jsou naf-glykoproteiny.

V rostlinach probiha i lateralni transport aukim vodivych pletiv do v§Sich
vrstev, az do epidermis. Tento typ transportu jeogfedkovan PIN proteiny (u bk
cévnich svazk) a ABCB transportéry (Noét al, 2001).

xade

azeq

RS

Obr. 4 — Bazipetalni polarni transport auxinAuxin IAA se v bugéné séné pii nizkém
pH casténé disociuje a do cytosolu e vstoupit pasivhjako IAA nebo aktivnim
transportem spote¢ s dwma vodikovymi protony jako anion IAA Tento transport
je zajiseén prenaséem AUXL. V cytosolu je disociace IAA vySSi nez wbéné séng,
IAA je transportovana ven z hky jako anion IAA pomoci penaSeée PIN1. Vodikové
protony jsou aktivéh pumpovany ven z biky pomoci H ATPasy. (Zpracovano podle
Pavlové a Fischera, 2011)
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3. 1. 1. Teorie kyseléhoiistu

Popisuje jev, kdy jetist burgk stimulovan auxinem. Po vstupu donky auxin
ovliviuje pesun vodikovych protdn z buiky Giykan spojc
do apoplastu. Eje se tak prosednictvim H-ATPasy  vidkna celuldzy

enzym pro rozvolnéni
bunécne stény
N

(Obr. 4). Jsou popsany dvatgpby misobeni auxinu, T —

aktivaci a/nebo vyvolanim exprese. V hypotézp() -
. =
o aktivaci H-ATPasy se uvazuje, Ze auxin se vaze t
) o . _ .., vlakno celulozy '
na auxin-binding protein ABP1 nachazejici

se v apoplastu blizko plazmatické membrany v cytoso '

a v endoplazmatickém retikulu (Pavlova a Fischer] —= o
2011). Vznikly komplex stimuluje aktivitu HATPasy,

ktera pumpuje vodikové protony do apoplastu (Taié)
and Zeiger, 2010). V hypotéze o syntéz&ATPasy "

auxin vyvolava pes druhého posla expresi gen '

pro H-ATPasu. Zvy3eny p@t protonovych pump 0

v membral ma za nasledek zvySenyepun protoi

vodiku ges membranu do apoplastu (Taiz and Zeiger,

2010). ] —
Po oderpani vodikovych protd@n dochazi 'v

k okyseleni apoplastu. Za snizeného pH se &1 opr 5 _ 74 kyselého pH jsou
sténg aktivuji enzymy expansiny, které rozrusuji vazby burgéné  séns  aktivovany

o ) . . expansiny, které  rozruSuji
mezi vlakny celulozy a Zsobuji tak rozvolani vazby mezi viakny celuldzy

buriéné stny (Obr. 5). Zarovi uvnit buiky nastane @& Zpisobi rozvohovani bukcné
pievaha zaporného naboje a dochazi k hyperpolariza%%ny

Pro vyrovnani této zemy se spusti transport'Kontu do btiky, ¢imZ se sice kompenzuje
zaporny naboj, ale prohloubi se osmoticky gradiBatbuiky proudi voda, rozvobna
burgcna stna se roztahuje, coz umage vkladani nového materidlu a ve vysledku

zvétSovani biiky.
3. 1. 2. Auxin 2,4-D

Nekteré ze syntetickych auxin nag. kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D)

jsou dodnes vyuzivany v zeénglstvi jako herbicidy. 2,4-D je synteticky auxin dil
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krystalické nebo viekovité struktury, bez zapachu nebo slabym fenohckgroma.
Rostlinou je 2,4-D fijiman skrze keéeny a listy, poté je veden transginén proudem
a akumuluje v meristematickych pletivech prytu afekd. Vyvolavd nadrirny rist
burgk, ktery nasled# vede ke smrti rostlinySyntetické auxiny tohoto typu jsou vysoce
Ucinné, protoZe nejsou tak rychle metabolizovanyjiahjeransport je pomalejSi nez IAA
(Taiz and Zeiger, 2010). Vyuziva se hlavimerbicid na obilnych aitinovych polich,
proti plevetim na travnicich a pastvinach. 2,4-D byl zneuZiVietnamské valce, kde byl
souwasti sndsi s 2,4,6 a 2,4,5,-trichlorfenoxyoctovou kyselinoponmeru 1:1, jako silny
herbicid Agent Orange.

Ucinek auxinu na irst rostlin je ¢asto studovan aplikaci exogenniho auxinu
na experimentalni rostliny, kdy 2mou koncentrace exogenniho auxinu Ize regulaisit r
rostliny. Kratkodoba aplikace vede ke zrychlenémistu, bylo vSak zjigno,
Ze uintaktnich rostlin v dlouhodobém horizontdadpw dni) dochazi aplikaci
exogenniho auxinu k inhibici prodluzovacihstu tiznych orgaf (hypokotyh, koreni,
mezokotyti ¢i koleoptyli) (Thomineet al., 1997; Fellneret al., 2003, 2006). Inhikini
Ucinek auxir potvrzuji i studie na mutantech se zvySenou htadiendogennich auxin
Bylo ukazano, Ze mutantisurl nebovucca se zvySenou hladinou auxin
nebo za fitomnosti exogennich auXinmaji silre redukovano prodluzovani hypokotylu
(Boerjanet al., 1995; Kingel al., 1995). MiZe to byt zfsobeno tim, Ze po &ité doke
dochazi ke snizeni citlivosti bék k auxinu (pH optimum pro rozviebvani bugcné
sttny se zvysuje) a snizeni polarniho transportu (Heghlino, 1998). Auxin se po svém
piichodu do biikky se mize navazat na auxinovy receptor, ABP1 nebo TIRbteRr
ABP1 je zndm jako prostdnik auxinové odpadi ve forne dlouzivého #stu burk.
Vazbou je zprosedkovan pijem a genos signalu a nasletlbrzka reakce, napzmenou
toku ionti pres plazmatickou membranuit®mnost inhibito#t iontovych kanal, nag. 9-
AC nebo DIDS, je schopna patla inhibi¢ni &inek exogenniho auxinu naist
hypokotylu (Thomineet al.,1997).

Diive se pedpokladalo, Ze exogenni auxinude inhibovat idist hypokotylu
i prostednictvim etylénu. V této hypotéze by auxin podpatosyntézu etylénu,
ktery nasleda rast hypokotylu inhiboval. Tentoipdpoklad byl vSak vyvracen stim,
Ze etylén a auxintgsobi v kontroletristu hypokotylu nezavisle.

2,4-D stimuluje bu&né dleni, ale inhibuje buftné prodluzovani. (Campanoni

and Nick, 2005). O 2,4-D je také znamo, Ze dockwstupuje skrze fignaseée, k volné
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difuzi pres membranu u &p nedochazi a tak ma tendenci se wdmi hromadit
(Delbarreet al, 1996).

4. Swtlo a fotoreceptory

Swtlo, jeho kvalita a kvantita ovliwuje mnoho aspektrostlinného iistu a vyvoje.

V z4mu rostliny je zaji$ni optimalniho nastaveni svych orgarzejména list tak,
aby dosahly maximalni Uro¥nasimilace uhliku f fotosyntéze, a proto jsou rostliny
na os¥tleni velmi citlivé. S¥tlo jako signal je rostlinou vnimano skrze fotongoey,
které gemenuji swtelny signal na signal chemicky. Chemicky signéingsen signaini
kaskadou do jadra, kde ovlivni expresi @edimto zmsoben je vyvolana reakce,
ktera rostlig pomiZze vyrovnat se zémami v ozé&eni, vinové délce a siru swtla.

Vyviji-li se rostlina ve tm, nazyva se tento proces skotomorfogeneze
(ztec. ,skotos“ — tma) (Datk, Pavlova, 2002). Tento proces je typicky procikii
rostliny, ale nizeme jej pozorovat i u rostlin bez jakéhokoliv &eni,
jde o tzv. etiolizovany ust. Etiolizované rostliny se vyzégi dlouhym, Kkehkym
a bledym stonkem (pro vyvoj chloroplast biosyntézu chlorofylu je vyZzadovana:tdw).
Apikélni h&ek zistava nezimén a slouzi jako ochrana apexii prorastani mdou.
Vyvoj déloh a aktivita apikalniho meristému jsou poéay.

Vystavenim rostliny sitlu, nag. pfi proniknuti semen&u padou, je aktivovana
exprese specifickych gén Zmeny v expresi vyvolaji nastup fotomorfogeneze (Taiz
and Zeiger, 2010). Etiolizovana rostlina je velniiliéd na s¢tlo, fotomorfogeneze
nastava jiz po minimalni expozici &la (st&i par minut). Jako prvni nastane de-
etiolizace. Rostlina Zae zelenat, st hypokotylu je inhibovan, je nastartovana akdivit
apikalniho meristému a&aou se vyvijet zelené listky. Fotomorfogeneze Kkrote-
etiolizace zahrnuje i dalSi procesy, ,shade avaidana regulace dennich rytmu
(cirkadianni rytmy).

Rostlinné fotoreceptory jsou molekuly citlivé naste, které po absorpci sielné
energie podstoupi strukturalni, energetické nebofdtmani zmeny. Po zachyceni
signalu dojde k jehoipnosu skrze signalni kaskadu a zahajeni odpoviidagioo\edi.
Molekularni struktura fotorecepfofe citlivd ke s¥tlu urcité vinové délky. Podle toho
je rozliSujeme na fytochromy, které odpovidajiceavenou a infréervenoucast spektra,
kryptochromy, citlivé k modré a ultrafialové oblast fototropiny, reagujici na modré
swtlo (Takemiyaet al, 2005).
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4. 1. Fytochromy

Z chemického hlediska jde o homodimerické proteirsjpzené ze dvou
identickych polypeptidovych tettzci (tzv. apoproteiny). Ke kazdému proteinu
je kovalentg navazan chromofor, tetrapyrol, ktery zachycujéteiny signal a poté
podstoupi izomerizaci. Nasledkem toho seirirkonformace celého proteinu a spusti
se signalni kaskada. Fytochromy existuji ve dvoklanich konformacich, navzajem
v sebe pechazejicich po absorpciéha dané vinové délky. Konformace, Rbsorbujici
swtlo cervené sitlo (650-680 nm) a | absorbujici infréervené sdtlo (710-740 nm).
Fytochromy jsou syntetizovany ve fokmP, po absorpci ¢erveného sitla
jsou konvertovany doR které je konvertovano nazpatek dodbsorpci infréerveného
swtla (Obr. 6).

\ZRL IR
synteza |— NN — | fyziologicke reakce
\—> destrukce

Obr. 6 — Fytochromy jsou syntetizovany ve fafn®Pr. Po ozgeni cervenym swtlem
zmeni svou konformaci do stavu Pfr (aktivni forma). @&eni infra&éervenym sgtlem
se konvertuji z§ do Pr. (zpracovano podle Setligal, 2004)

U Arabidopsisbylo objeveno § riznych fytochromovych apoprotein phyA,
phyB, phyC, phyD a phyE, kédovanych stejnojmenngany. Nejlépe prozkoumané
jsou phyA a phyB (Taiz and Zeiger, 2010).

Fytochrom phyA je citlivy k infréervenému sstlu a jako jediny z fytochroin
je fotolabilni. M& dlezitou funkci @i ptechodu rostliny z programu skotomorfogeneze
do fotomorfogeneze. V etiolizovanych rostlinach [mi k jeho  akumulaci.
Jeho fotolabilita zfisobi, Ze jakmile dojde k o&teni rostliny, nastane rychly pokles
phyA a tim je vyslan signal pro spési fotomorfogeneze. Pokles nastakerti odliSnymi
mechanismy, které probihaji zardévele potlégena transkripcePHYA mRNA phyA
je degradovana a fytochrom A ve farn®; je ubigvitinovan a nasledndegradovan
proteazomem (Debrieux and Fankhauser, 2010). G#tliphyA k infr&ervenému sstlu

je dialezitad i v mechanismu ,shade avoidance®,mafi rustu ve stinu jinych rostlin. Listy
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vySe rostoucich rostlin odfiltruji z dopadajicihectta velké mnozZstvicervené oblasti
spektra a na niZe rostouci rostlinu propousti tefngené swtlo. To je detekovano phyA,
ktery vyvola dlouzivy iist stonku arapiki a umozni tak rostlh pronist na s¥tlo,
ke zdroji s¢¥telné energie pro fotosyntézu. PhyB je zodjmy za detekci a citlivost
k cervenému sstlu. Ostatni fytochromy jsou fotostabilni, jsouritpmny v nizké,
ale stabilni Urovni ve téi na sétle. Genova exprese phyB a ostatnich fytohonimmeni
swtlem ovlivréena. Fytochromy nejsou ipomny jen u vySSich rostlin. Proteiny
jim podobné byly objeveny i das, cyanobakterii a dokonce i u nefotosyntetizehici

bakterii (nap. Pseudomonas aeruginosa)

4. 2. Kryptochromy

Kryptochromy byly prvni fotoreceptory modréhastda, které byly identifikovany
a charakterizovany Arabidopsis a néasled& byly objeveny i u jinych organizin
od cyanobakterii, kapradin, mysi az ptovéka. VSechny doposud identifikované
kryptochromy maji své homology u fotolyaz - enZymkteré funguji u bakterii
jako fotoreceptory a zprasidkovavaji opravy DNA v zavislosti na energii valitého
swtla (VIS).

Kryptochromy jsou detektory modréhoctia a ultrafialového zéni v oblasti 320-
500 nm. Podobh jako fytochromy maji apoproteiny s fipojenymi chromofory.
Na rozdil od fytochrori jsou vSak fipojeny nekovalentni vazbou. Chromofory jsou dvou
typa: flavin adenin dinukleotid (FAD) a pterin methyth@hydrofolat (MTHF). Dopadajici
swtlo je absorbovano MTHF a exaitdi energie je potéipnesena na FAD, nasledn
dojde kgenosu elektronu zFAD v ramci molekuly. Kryptochrommmeni
svou konformaci a dojde k aktivaci signalni kaska@lyin and Shalitin, 2003).
U Arabidopsis byly popsany if geny, kodujici kryptochromyCRY1 CRY2a CRY3
Hlavni funkci CRY1 a CRY2 je s$flem vyvolana regulace genové exprese.¢doul
konformace, po ozéani modrym s#tlem, inhibuji aktivitu ubiqvitin ligazy COP1. CRY1
podporuje akumulaci anthocyaninu, inhibujéstr hypokotylu a synchronizuje denni
cyklus rostliny. CRY2 ma také vliv na inhibicistu hypokotylu, ale menSi nez CRY1.
Je vSak dlezity bshem os¥tleni modrym setlem o nizké intenzit a ma svou roli

pii navozeni generativnihdstu (kveteni) (Smitlet al, 2009).
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4. 3. Fototropiny

DalSimi fotoreceptory modrého &la jsou fototropiny, které jsou zapojeny
Vv procesu fototropismu, coz jést rostliny gimo ke zdroji s¥tla (Taiz and Zeiger, 2010).
Diky tomuto mechanismu iie rostlina svymi listy zachytit vice &elné energie,
potrebné pro fotosyntézu. Ohybani hypokotylu, kterghelmn fototropismu nastéava,
je zpisobeno zvySenou akumulaci aukima zastitné strag hypokotylu. Vlivem auxinu
dojde na této strank dlouzivému istu a hypokotyl se ohne. DalSi funkci fototrapin
je vliv na otevirani stomat a migraci chloroptastrostlinnych biikach (Smithet al,
2009).

Bylo zjisteno, Ze hypokotyly jsou velmi citlivé k ¢$im signahm, obzvIast
ke swtelnym podminkam, ip kterych rostlina roste. Bylo publikovano, Ze kejpa
stimulace a inhibice ustu vyvolana fisobenim kyseliny borité v médiu je

ovlivnéna kvalitou pouzitého ostieni (Kocabelet al, 2009).

5. Studie mutantaborl - 1

Rostlina Arabidopsis thalianss mutaci v genlBOR1vyZaduje pro normalniust
vétSi mnozstvi boru nez kontrolni rostliny (Takaebal., 2002). Bylo zji&no, Ze bor
ovliviiuje metabolismus a transport auxinu. Ve WT zait@mnosti boru byl st
hypokotylu inhibovan auxinem 2,4-D ve d&ra nacerveném sitle, zatimco na modrém
swtle a po pidani boru do média byla inhibice pattana. U mutantdoorl—1za vSech
koncentraci boru a ve tha nacerveném sétle byla citlivost k auxinu podobna jako
ve WT. Pouze na modrémeéhe si mutant zachoval k inhimimu &inku auxinu 2,4-D
plnou citlivost (Stoeset al.,2011).

Studie na mutantu vedla k vyttemi modelu, kteryigdpoklada, Ze bor ve vysSich
koncentracich (nad 2 mM) sniZuje aktivitu auxinové@tfluxniho genasSée AUX1/LAX.
Predpokladany fisun boru probiha skrzeégmaseé BOR1. Tento model také&gdpoklada,
Ze aktivita transportérlBOR1 je specificky regulovana tgobenim modrého stla
(Obr. 7).

Rovréz bylo zjiSeno, ze expres®OR1 ne vzdy koreluje sistem hypokotylu
jako odpo¥di na bor a neni mozno prozatim Wit borem vyvolanou stimulaci
a inhibici (St@eset al.,2011).
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Obr. 7 — Model vlivu boru a modrého &la na transport auxinu do/z iiky. Bor
ve vySSich koncentracich inhibujénnost transportniho systému AUX1/LAX. Modré
swtlo podporuje syntézlBORJ, inhibuje ¢innost transportniho systému AUX1/LAX
a podporuje syntézugnasen PINs (zpracovano podle Seset al, 2011)
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6. Cil prace

PredloZena bakatéka prace byla zaffena na studiumustovych reakci rostlin
Arabidopsis thaliand.. ke kyselir¢ borité (HBOs3) a auxinu 2,4-D. Prace byla razena
na dv etapy. Cilem prvni etapy bylo zjistit, jak recesimutace v genMIP5;1 ovliviiuje
rast rostlin vystavenychaznym koncentracim $#B0Os;. Ve druhé etapbylo cilem zjistit,
zda bor, prosednictvim kanalu NIP5;1, &ni citlivost mistovych reakci&chto rostlin
k auxinu 2,4-D. V obou etapach bylo r@éncilem zjistit, zda jsou tyto reakce ovliény

kvalitou swtla.
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7. Material a metody

7. 1. Rostlinny materiél

Experimenty byly provedeny na experimentalni rostlihusentku rolnim,
Arabidopsis thaliana(L) Heynh. Byl pouzit T-DNA mutanhip5;1 s defektem v genu
NIP5;1 kodujicim kandl pro transport kyseliny borité;B®D;) (Takano et al. 2006)
a odpovidajici ekotyp Columbia (Col-0). Semena miataip5;1 byla laska¥ poskytnuta

prof. Toru Fujiwara (University of Tokyo, Japan).

7. 2. Ristové reakce

Experimenty probihaly ve dvou etapach. Senlkepanutantanip5;1 a kontrolni
rostliny Col-0 byly nejdive kultivovany na zakladnim MS médiu (Murashigel &koog
1962) doplgném o vybrané koncentrace kyseliny boritésBBs) (0,1; 1; 2; 3; 5
a 10 mM) ve tm, na modrém nebderveném sitle. Ve druhé etapbyl studovan vliv
H3BOs; (v koncentracich 0; 0,1 a 2 mM) na citlivosistovych reakci mutanta
a kontrolniho genotypu k auxinu 2,4-D (koncentra@e 10°% 5.10° a 10°M)

a to v zavislosti na kvalitswtla (tma, modré sitlo, cervené sitlo).

7. 2. 1. Riprava média

Pro gipravu 2 litfi zékladniho MS média bylo rozpasb 20 g sachardzy,
390,4 mg pufru MES a 8,604 g MS media (Caisson U&A) 500 ml destilované vody.
Poté byl roztok dopkn destilovanou vodou na objem 2 | a pH roztoku hytwaveno
na hodnotu 6,1 postupnynfikapavanim 1M KOH. Do @litrovych autoklavovatelnych
lahvi bylo navéZeno 2,8 g fytoagaru (Duchefa Biociee Ceskéa republika) pro ztuzeni
meédia. Lahve byly doplmy piipravenym roztokem média do objemu 400 ml a nasledn
byla provedena sterilizace média v autoklavu. Plastai experimenty bylo sterilni
meédium rozlito v laminarnim boxu do plastovych Petmisek o pkméru 90 mm (20 ml
média do jedné misky). Pro prvni etapu experiméatia upravena koncentrace boru
v médiu tak, Ze do 120 ml média bylo napipetovaanédmnozstvi 1M kyseliny borité
(240 pl HBOs pro finalni koncentraci 1 mM, 480 ul pro 2 mM, 70 pro 3 mM,
1200 pl pro 5mM a 2400 ul pro 10 mM). Pro druhoapatexperimentu byla vytvena
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meédia s koncentraci boru 0, 0,1 a 2 mM. Do mégiadanym borem byl fidan auxin
2,4-D ze zésobniho roztoku o koncentracf M tak, aby konéna koncentrace auxinu
v médiich byla 0; 18; 5.10° a 10°M.

7. 2. 2. Riprava semen

Navazend semena byla nejprve stratifikovana, algvgsila homogenita kieni.
S timto &elem byla semena vloZzena do mikrozkumavek s deatimu vodou a umi&ta
v lednici @i teplo® 4°C po dobu 3-4 dn Po této stratifikaci byla semena povrcliov
vysterilizovana pomoci 1,5% roztoku Savo (Bochemiipetou byla odebrana sterilni
voda a byl pidan roztok Sava, ktery za &@msného praepani mikrozkumavky {sobil
na semena 30 min. Po uplynuti doby byla semena piopipety Sestkrat proplachnuta
sterilni destilovanou vodou. Takto upravena senfsteaipravena pro vysev na agarové

médium.

7. 2. 3. Vysev semen

Vysev byl provadn v lamindrnim boxu za sterilnich podminek. Bylaufita
automaticka pipeta, jejiz $ia byla s&iznuta skalpelem Kii snadréjSi prichodnosti
semen Sgkou pipety. Ogi skalpelu bylo namgeno v 96% etanolu a oZzehnuto v plameni
lihového kahanu, aby se zabranilo kontaminaci. 8kanibyla vyseta na povrch
zékladniho MS média, v ptu asi 140 semen v kazdé misce. Po vysevu bylyiHeetr
misky zalepeny paskou z netkané textilie (Softp&atist s. r. 0), zabaleny do alobalu
a ozngeny. Misky se semeny byly umialy do kultiva&ni komory (Snijders Scientific
B. V., Holandsko) ve vertikalni polozetipteplo® 23°C, na 2-3 dny, dokud semena

nevyklicila.

7. 2. 4. Kultivace semen na médiu s borem a/neboxanem

V laminarnim boxu byla nakliéena semenaipnesena na povrch obohaceného MS
média. V prvni etapbylo pouzito médium s upravenou koncentraci béra;(1; 2; 3; 5
a 10 mM) a ve druhé etapylo pouzito médium s upravenou koncentraci b@uO(1
a2 mM) spoléns s iznymi koncentracemi auxinu 2,4-D (0; 305.10° a 10°M).

Pomoaoci sterilni jehly bylo ieneseno mimeérné 13 semenga do jednérady na kazdou
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misku. Misky byly ozn&eny a zalepeny paskoGast misek byla umigha do kultivani
komory s modrym osdtlenim, ¢ast do komory gervenym osstlenim acast utena
pro nist ve tng byla zabalena do alobalu a unifet do komory s libovolnym ostlenim.
Pro experimenty s modrym &lem byly pouzity z&vky Philips TLD-36W/18-Blue
(Philips, USA; ozéenost 10 mol.f.sY), jako zdrojcerveného sitla byly pouZity z&vky
Philips TLD36W/15-Red (Philips USA; onost 10 mol.M.s). Oz&enost setel byla
méiena pomoci fgnosného spektroradiometru (model LI-1800;Li-Coimcbin, NE).

Rostliny v miskach byly kultivovanyipteplot 23°C po dobu deviti dni.
7. 2. 5. Méfeni rastu

Po uplynuti doby inkubace bylydfeny délky hypokotylu a kene jednotlivych
rostlinek. Pomoci pinzety byly vytazeny z Petrihasky a @iloZzeny na milimetrovou
folii, kterd byla podlozenaternym papirem. Na#&iené hodnoty byly zaznamenany
do tabulky a poté dale zpracovany v programu Mifto®ffice Excel 2003. Vysledky
byly vyneseny do graf
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8. Vysledky - studium nistovych reakci

8. 1. Studium vlivu boru

Pro studium vlivu kyseliny borité @BOs) na fist hypokotylu a kiene mutanta
Arabidopsis nip5;1 a odpovidajici kontrolni rostliny Col-0 byly sendgky po dobu
deviti dni kultivovany na médiich s vybranymi kontracemi boru a zaurnych

swtelnych podminek: tma, modré&ho, cervené sstlo.

8. 1. 1. Ristové reakce hypokotylu

Dark BL | | —¢— nip51 RL
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Obr. 8 - Rast hypokotylu ekotypu Col-0 a mutamd5;1 v zavislosti na koncentraci
kyseliny borité (HBOs) a kvalit oswtleni (tma, modré s¥lo, ¢ervené s¥tlo). Hodnoty
grafu reprezentuji vysledigtyt nezavislych experimeitt SE. V kazdém experimentu
bylo mgieno paimérné 13 rostlin.

Semendky kontrolni rostliny Col-0 rostouci za tmyéhg dlouhé, kehké a bled
Zluté hypokotyly. V médiu bez boru dosahovalyipérné délky 20 mm. Po fani
kyseliny borité na koncentraci 1 mM doslo ke stianilasi 17 %. B koncentraci 3 mM
jiz byla stimulace nizSi, 14 %.fiPdalSim zvySovani koncentrace boru v médiu doSlo
naopak k inhibici, 5 mM o0 10 % a p 10 mM jiz o 53%. Etiolizované hypokotyly
mutantni rostlinynip5;1 reagovaly podobf) ale kapacita stimulace byla niZSi a inhibice

nastala #éive nez u kontrolni rostliny. Na médiu bez bor@lynhypokotyly nip5;1
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pramérnou délku 18,9 mm. Pofigani kyseliny borité na koncentraci 1 mM a 2 mM
nastala stimulace o 11 % poncentraci 3 mM bylist stimulovan o 4 % afpvysSi
koncentraci nastala inhibicéstu, 0 21 % 5 mM ao053 % p 10 mM (steji jako
u kontrolni rostliny Col-0) (Obr. 8, Dark).

Na modrém sktle byly hypokotyly kontrolni rostliny Col-0 kratkésilné a sy

zelené a na mediu bez boru dosahovaly délku 7,2 mm
9

(Obr. 8, BL, Obr. 9). Poijani kyseliny borité na
koncentraci 1 mM bylirst hypokotylu stimulovan o 7
%. Nejvyssi stimulace bylo dosazeni koncentraci
2 mM, a to 10%. ® dalSim zvySovani mnoZstvi boru
v médiu doSlo k inhibici. #3 mM o0 7 %, pi 5 mM o
35 % a pi 10 mM o 60 %. U mutantni rostlimyip5;1

délka hypokotylu (mm)

\

byla ptimérna délka hypokotylu na médiu bez boru

7,0 mm. Na rozdil od kontrolni rostliny Col-0

po @idani kyseliny borité do média nebyla stimulace o 2 4 6 8 10

rastu hypokotylu pozorovana, naopak, doslo k inhibici [H3BO3] (mM)
rastu. Bi 1 mM boru v médiu byla inhibice 3 %fip Obr. 9 — Detail fstu
10 mM 64 % (Obr. 8, BL, Obr. 9). hypokotylu A. thaliana

(kontrolni  rostliny Col-0
a mutantni rostlinynip5;1)
néco kratSi, nez hypokotyly rostouci vednzelené a v modrém swtle.

Nacerveném sétle byly hypokotyly pouze o

silné. Na médiu bez borudhy semenéky kontrolni

rostliny Col-0 ptimérnou délku 17,7 mm. &t hypokotylu byl stimulovan poifglavku
boru na 1 mM o 7 %. V koncentraci 2 mM byla stintul@Zz jen 2 % a @ dalSim
zvySovani mnozstvi boru v médiu dochazelo k inhibistu. Ri 3 mM nastala slaba
inhibice 0 1 %, i5 mM 0 20 % a 10 mM o 57 %. Hypokotyly mutantaip5;1 mély
praimérnou délku na médiu bez boru 16,6 mm. Radgwvku boru na 1 mM nastala
stimulace #stu 0 14 %. R 2 a 3 mM byla stimulace 4% fipdalSim zvySovani boru
dochézelo k inhibici. O 19 %5 MM a o0 55 % i 10 mM (Obr. 8, RL).

8. 1. 2. Ristové reakce k#ene

Kofeny reagovaly na zvySovani koncentrace kyseliny itdorcitliveji
nez hypokotyly. U keni nebyla pozorovana zadna stimulaéstu indukovana borem.

Naopak, po pdani kyseliny borité do média okamZitlochazelo k inhibici. Mutantni
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rostlina nip5;1 reagovala za vSech &elnych podminek na zvySovani boru s mensSi
citlivosti nez kontrolni rostlina.

Ve tme¢ dosahovaly kieny nejmensi délky. U kontrolni rostliny Col-0 byla
pramérna délka na médiu bez boru 20,5 mm. Fdami kyseliny borité do média doslo
k okamzité inhibici, i koncentraci 1 mM o 22 % &idl0 mM o 82 %. U mutantaip5;1
byla ptimérna délka na p@mtenim médiu 14,7 mm. i koncentraci 1 mM nebyly
pozorovany Zadné zmy v ristu kaene. Bi dalSim zvySovani koncentrace byl jilst
inhibovan, ato o 12 %ipl mM a 0 82 % $ 10 mM (Obr. 10).

Podle @ekavani byl #ist kareni stimulovan modrym sstlem. Pameérné koreny
dosahovaly nejtSi délky a na zvySovani boru reagovaly nejaiflivPramérnd délka
koreni u kontrolni rostliny Col-0 na médiu bez boru b$¥,9 mm. Po fidavku boru
na koncentraci 1 mM doslo k inhibici 0 32 %iaJ0 mM Slo jiz 0 92 %. Keny mutanta
nip5;1 mély na médiu bez boru pmérnou délku 32 mm, i1 mM 25 % a g 10 mM
89 % (Obr. 10).

Na cerveném sitle byla piimérna délka kéeni na médiu bez boru u Col-0
31,6 mm. Po pdani kyseliny borité na koncentraci 1 mM nastaiaibbice o 35 %.
Pfi 10 mM byla inhibice 89 %. Mutantni rostlimap5;1 m¢la na médiu bez boru délku
koreni 26,7 mm. Poifdavku boru na 1 mM nastala inhibice o 21 %, piolgni boru
na 10 mM o 88 % (Obr. 10).

45
0 | Dark BL
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> 2 4 6 8 1O 2 4 6 8 10
[H:80: (mM) [H3803] (M) [H3804] (M)

Obr. 10 - Rast karene ekotypu Col-0 a mutantap5;1 v zavislosti na koncentraci
kyseliny borité (HBO3) a kvali¢ oswtleni (tma, modré s¥lo, c¢ervené sitlo).
Hodnoty grafu reprezentuji vysledky &gt nezavislych experimeintt SE. V kazdém
experimentu bylo geno paiimérné 13 rostlin.
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8. 2. Studium vlivu boru na citlivost k auxinu

Ve druhé etap byl zjistovan vliv boru na citlivost istovych reakci rostlin
k auxinu 2,4-D. Rostliny byly kultivovany na médiis koncentraci kyseliny borité 0, 0,1
a 2 mM asoéasré s pidavkem auxinu o koncentracich 0;°%05.10° a 10° mM.
Zarover byl sledovan vliv sstelnych podminek na tyto reakce (tma, modrétisv

acerveneé sutlo).

8. 2. 1. Ristové reakce hypokotylu

Tma

nip5;1

délka hypokotylu (mm)

0 10-6 5*10-6 10-59 10-6 5+10-6 10-5
[2,4-D] (mM) [2,4-D] (mM)

Obr. 11 — Rostliny kultivované ve t& kontrolni rostlina Col-0 a mutanip5;1. Vliv
raznych koncentraci boru (0; 0,1; 2 mM) v zavislasti koncentraci auxinu 2,4-D
na délku jejich hypokotylu. Hodnoty grafu reprezghtysledky ze ii nezavislych
experimeni + SE. V kazdém experimentu bylafano ptimérné 13 rostlin.

Rostliny na médiu bez auxinu a bez borglyndélku hypokotylu 21,7 mm.
Pridavek auxinu do médiadhza néasledek inhibicitistu hypokotylu, neffmo ungrnou
zvysujici se koncentraci auxinuii Rastu na médiu s IDmM auxinu nastala inhibice
040 %, pi 5.10°mM inhibice o 65 % aip 10° mM byla inhibice 70% (Obr. 11).
Kyselina borita pdana do média v koncentracich 0,1 nebo 2 mM neswiala inhibéni
Gcinek auxinu natrst hypokotyli Col-0 (Obr. 11).

U mutantni rostlinynip5;1 na médiu bez auxinu i bez boru byld@mpeErna délka
hypokotylu 20,4 mm. Kiidanému auxinu reagovalip5;1 o trochu citliji nez WT.
Pti koncentraci 18 mM nastala inhibice 50 % &ipL0°> mM byla inhibice 75 %. Stejn
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inhibice %

jako u kontrolni rostliny zde nebyl pozorovan vymazvliv rostouci koncentrace boru

na inhibici vyvolanou auxinem.

Modré svétlo
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[2,4-D] (mM) [2,4-D] (mM)

Obr. 12 — Rostliny kultivované na modrémeshe, kontrolni rostlina Col-0 a mutant
nip5;1. Vliv raznych koncentraci boru (0; 0,1; 2 mM) v zavislaséi koncentraci
auxinu 2,4-D na délku jejich hypokotylu. Hodnotyafyr reprezentuji vysledky zé&i t
nezavislych experimetit + SE. V kazdém experimentu bylo ¢fano pfiimérné
13 rostlin.
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Obr. 13 — Graf znazatujici kapacitu inhibice u rostlin Col-0 mip5;1 kultivovanych

na médiu s koncentraci auxinu ®lGnM a na modrém s$ile. Hodnoty reprezentuji
vysledky ti nezavislych experimeit = SE. V kazdém experimentu bylo ¢fano

pramérné 13 rostlin.

Kontrolni rostliny Col-0 kultivované na modrémée mély na médiu bez boru

a bez auxinu mmeérnou délku hypokotyl 6,7 mm. K pidanému auxinu reagovaly
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s nejmensi citlivosti, kapacita inhibice bylai pvSech koncentracich 30%. Bylo
pozorovano, Zze bor v médiu sniZzuje kapacitu inlghigvolanou auxinem.iPkoncentraci

2 mM boru byla inhibice sniZzena na 10 % (Obr. Iutant nip5;1 na ¢istém médiu
reagoval shodns kontrolni rostlinou. Jeho patesni délka byla 7 mm a kapacita inhibice
byla, steji jako u Col-0, piblizn¢ 30 % ¥ vSech koncentracich auxinu. Oproti kontrolni
rostliné u mutanta nest bor na kapacitu inhibice vyragsi vliv. Ta byla na v3ech
koncentracich boru okolo 30-40 % (Obr. 12).

Cervené svitlo

25
Col-0
€
E
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>
o
4
o
o
>
<
©
X
3 ~—3
0 T T T T
0 10-6 5*10-6 10-5 o 10-6 5*10-6 10-5
[2,4-D] (mM) [auxin] 2,4-D

Obr. 14 — Rostliny kultivované ngerveném sgtle, kontrolni rostlina Col-0 a mutant
nip5;1. Vliv raznych koncentraci boru (0; 0,1; 2 mM) v zavislestikoncentraci auxinu
2,4-D na délku jejich hypokotylu. Hodnoty grafu repentuji vysledky
ze ti nezavislych experimeimtt SE. V kazdém experimentu bylosfano ptimérné 13
rostlin.

Rostliny kultivované n&erveném sétle reagovaly podolinjako rostliny ve tm,
mezi okma genotypy nebyl velky rozdil. Kontrolni rostlifaol-0 méla na médiu
bez auxinu a bez boru tpnérnou délku hypokotylu 16,2 mm. Paigavku auxinu na
10° mM nastala inhibice 0 40 % a&ipl0® mM a o 70 % f 10° mM. Bor nenl
na kapacitu inhibice Zgobené auxinem velky ¢inek, rozdil mezi jednotlivymi
koncentracemi boru nebyl velky. (Obr. 14).

Mutantnip5;1 reagoval térx stejreé jako kontrolni rostlina, kapacita inhibice byla
taktéZ obdobnd. Zvysujici se koncentrace borugtena kapacitu inhibice vliv (Obr. 14).
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8. 2. 2. Ristové reakce k#ene

Na médiu bez auxinu tyvity rostliny jeden hlavni kien. K auxinu pidanému
do média reagovaly rostliny velmi city a to okamzitym a vyraznym zkracenim
hlavniho kdene a vytvéenim ¥tSiho mnozstvi kieni vedlejSich.

Ve tm¢ na médiu bez auxinu a bez boru bylyrdwy kontrolni rostliny Col-0
dlouhé ptmeérneé 19,1 mm. Po fidani auxinu doSlo k inhibicitstu kaene o 90 %
pii vSech testovanych koncentracich. Beédsténé snizoval inhibéni efekt auxinu.
V koncentraci 2 mM byla inhibicaistu 75 % (Obr. 15).

Mutantni rostlina reagovala na auxin i bor v méthugt stejré jako kontrolni
rostlina

| zde zvySena koncentrace boru sniZila kapacitibicd xiblizné o 15 % (Obr. 15).
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Obr 15 - Rostliny kultivované ve t& kontrolni rostlina Col-0 a mutamtip5;1. Vliv
raiznych koncentraci boru (0; 0,1; 2 mM) v zavislosd koncentraci auxinu 2,4-D
na délku jejich ktene. Hodnoty grafu reprezentuji vysledky z8 hezavislych
experimeni + SE. V kazdém experimentu bylasfano ptimérné 13 rostlin.

Koteny rostlin Col-0 kultivovanych na modrémée dosahovaly na meédiu
bez auxinu a bez boruigmeérné délky 34,3 mm. Pofiglani auxinu nastala inhibicéstu
kofene 0 90 %. ZvySen& koncentrace boru sniZila kapadiibice o 10 %. Mutantni
rostlina reagovala na auxin citfi, na médiu bez auxinu a bez borélan primérnou
délku 34,2 mm. Pofani auxinu doslo k inhibici o 95 %fiRzvySené koncentraci boru

byla kapacita inhibice snizen#lgizné o 10 %, stejé jako Col-0.
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Na ¢erveném sitle dosahovaly kieny Col-0 nagisttm médiu pimérné deélky
22,8 mm. Auxin inhibovalirst o 85 %. Borcast&né snizoval inhibéni inek auxinu,
piiblizné o 10 %. U mutantni rostliny byl fimérny vzrist kaeni na médiu bez auxinu
a bez boru 25,6 mm. Paigani auxinu do média nastala inhibice o 95 %. Bugs

koncentrace boru snizila inhibiciigobenou auxinem asi o0 15 %.
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9. Diskuze

U Arabidopsisodpovida kapacitaistu hypokotylu kapacitprodluzovani bugk.

Z jednotlivych néfeni byly ziskany udaje, které nazowaaly, zdali dané podminky vedou
ke zmenSendi zvétSeni rostlinné hiky.

Bakald&ska prace byla roztena na dv casti. V prvni bylo zkouméno,
jak recesivni mutace v genWNIP5;1 ovliviiuje mst rostlin vystavenych uznym
koncentracim BBOs;. Ve srovnani s kontrolni rostlinou Col-0, mutantastlina nip5;1
reagovala ke zgmam koncentrace boru stgi citlivosti, inhibice nastavalatipnizsi
koncentraci boru nez u kontrolni rostliny. Ré¥rbyl zkouman vliv sételnych podminek
na kapacitu stimulace a inhibice vyvolané boremjvisSi stimulace dosahovaly oba
genotypy ve tr, naopak na modrém &le byla nej¥¢tSi kapacita inhibice. Mutamip5;1
reagoval ve t@ i nacerveném sitle podobi jako Col-0 (Obr. 8). NejtSi rozdil mezi
genotypy byl zaznamenan na modrénstlev(Obr. 9). Zatimco u Col-0 jdist v rozmezi
1-2 mM boru stimulovan, u mutanta Zadna stimulaagastava, naopakist je po prvnim
piidavku boru jiz v koncentraci 0,1 mM inhibovan. g€kéu tedy je, zda by u mutanta
nip5;1 stimulace nastalatpnizSi koncentraci boru, nez jaky je rozsah testgeh
koncentraci. Bylo by vhodné provést dalsi pokusyy by rostliny byly kultivovany
na médiu s obsahem boru hap,01, 0,25, 0,5 mM.

Na zaklad rastovych vysledi reakci mutantanip5;1 k boru je tedy #ejmeé,
Ze kanal NIP5;1 je zapojen ve zptestkovani stimulaceistu hypokotylu vyvolané
borem, ale pouze na modrénete.

Podle d@ekavani keéeny Arabidopsis reagovaly na zmy koncentrace boru
mnohem citligji nez hypokotyly. Pro studium zapojeni NI5;1 v @orindukovaném
rastu kaene bude tedy v budoucnu nutné pouzit nizsi korememtboru, nez byly pouzity
v pripact studia fistu hypokotyt.

Je znamo, Ze rostlinnyist a vyvoj neni ovlisiiovan jen vjSimi signaly,
jako je zvolené osdtleni nebo mnozstvi boru v médiu, ale také imitfaktory,
jako jsou fytohormony. Ve druh&asti prace bylo proto cilem zjistit, zda bor,
prostednictvim kanalu NIP5;1, &ni citlivost ristovych reakciArabidopsis k auxinu
2,4-D. Je znamo, Zefigllouhodobé aplikaci exogenniho auxinu nastavatakinich
rostlin inhibice fistu hypokotylu. U Col-0 nip5;1 se gitomnost auxinu 2,4-D v médiu
projevovala inhibici itstu hypokotylu pimo an€rné se stoupajici koncentraci auxinu.

Ve tme a nacerveném sktle zvySujici se koncentrace boru rigenna kapacitu inhibice
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vyvolané auxinem vyrazny vliv (Obr. 11, Obr. 14)adypak, modré s¥lo samo o sab
snizovalo citlivost kinhikinimu efektu auxinu. Zajimavym poznatkem bylo,
Ze po pidani boru do media (na 2mM) u Col-0 se kapacitabice mistu hypokotylu
auxinem znateksnizila (asi na 10 %; Obr. 13), kdeZto u mutamnpd;1 se toto snizeni
citlivosti neprojevilo, tzn., Zeust hypokotylu byl inhibovan iip vysSi koncentraci boru
stejre jako na médiu bez boru (Obr. 13). Ztoho vyplyvé,citlivost k inhibénimu
acinku 2,4-D je snizovana borem prisinictvim kanalu NIP5;1, ato specificky
na modrém sitle.

Koteny byly ogt citlivym indikdtorem pitomnosti auxinu v meédiu. Ta
se projevila vyraznym zkracenim hlavnihadwe a vytvéenim &tSiho mnoZstvi kien
vedlejSich. MnoZstvi auxinu ani &elné podminky vyrazn neovliviovaly kapacitu
inhibice. ZvySeni koncentrace boru snizilo kapagitubice fiblizné o 15 %, ale to bylo
nejspis zpsobeno faktem, Ze jiz samotny bor v médiu bez auxihiboval fist karenm
(Obr. 15).

Tématem, jak bor ovliwje nist hypokotylu, se zabyvali i Kocabek a kol. (2009).
Studovali efekt zvySujici se koncentrace borédrabidopsis thalianas cilem vys¥tlit
mechanismusdinku boru naiist hypokotylu na molekularni drovride svému vyzkumu
vyuzili mutanta s defektem v genBOR1 a mutanty v genech kddujicich receptory
pro swtelné signaly. Zakladni vzore@stovych odpovdi na zvySovani koncentrace boru
se u jednotlivych genotyppiilis neliSil. Bor stimuloval #ist hypokotylu v koncenttaim
rozmezi 1-3 mM, P vySSi koncentraci naopakast inhiboval. Mnou provedené
experimenty s kontrolni rostlinou Col-0 a mutantostlinou nip5;1 tuto skuténost
potvrdily. Cim se v3ak jednotlivé genotypy lisily, byla kapacitimulace a inhibice
hypokotylu v zavislosti na kvaéitos\wtleni.

Analyzy genuBOR1 ukazaly, Zecervené a modré stlo zvySuje jeho expresi.
Tim Kocabek a kol (2009) vystlovali vySSi citlivost rostlin  k inhil@nimu
a stimul&nimu &inku boru nacerveném a modrém &ie. Ve fenotypu se to projevilo
inhibici rastu nacerveném a modrém &\e jiz pfi nejnizSich koncentracich boru (nebyla
Zzadna stimulace). Z analyz mutaritarl-1 vyplynul zavr, Ze BOR1 zpros¢édkovava
stimulaci fistu hypokotylu vyvolanou borem ngrveném i modrém stle (Kocabek
et al.,2009).

Z pokusi, které jsem provedla naip5;1, vyplyva, Zze kanal NIP5;1 je zapojen
ve zprostedkovani stimulace borem specificky na modréngtlsv AvSak zatimco

u mutantaborl-1 je optimum pro bor posunuto na modréngt®s do vysSich hodnot,
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COZ potvrzuje, Ze mutant gebuje tSi mnoZzstvi boru, aby dosahl ekvivalentni
stimulani odpodi jako WT, u mutantanip5;1 byl rist hypokotylu na modrém &te
borem inhibovan (Obr. 9). Tato skut®st naznéuje rozdilné mechanismygnosu boru
u obou proteit.

Na vyzkum zkoumajici vliv boru naist hypokotylu navazala studie zjigici
spol&ny vliv boru, s¥telnych podminek a auxin ktery provedl Stees a kol (2012).
Ve své praci uvedl zajimavy poznatek, Zze modré&lew mutantaborl-1 nesnizovalo
inhibi¢ni &inky auxinu 2,4-D naust hypokotylu. Jinakie¢eno, na modrém stle
si hypokotyly tohoto mutanta zachovaly svou cititzoNaproti tomu u mnou zkoumané
mutantni rostlinynip5;1 modré s¥tlo citlivost k auxinu snizovalo, mutantni rostlina
vykazovala piblizné stejné procento inhibice (30 %) jako kontrolni tlioa Col-0.
Tato skuténost naznéuje rozdilné zapojeni kaiaBOR1 a NIP5;1 v signalnich drahach
swtla a auxinu.

States et al. (2012) déle zjistili, Ze u Col-0 zvySdmdcentrace boru v médiu
(0,1 mM) vyrazg snizovala citlivost k inhiinimu &inku auxinu. U mutantdorl-1
bylo poteba ¥tSi mnoZstvi boru (2 mM), aby se projevil stejnyingk. Z toho
byl vyvozen zawr, Ze borem indukované snizeni citlivosti hypokoty inhibicnimu
G¢inku auxinu je zprosédkovano kanalem BORL.

Experimenty, provedené v ramci mé prace s mutamtigr®;l, vedly k porkud
odliSnym vysledkm. Byl pouzit stejny kontrolni genotyp Col-0, jak@raci Stges a kol
(2012), ale na modrém &le dosSlo ke snizeni citlivosti hypokotylu k inhibimu &inku
auxinu az p 2mM koncentraci boru (Obr. 12, Obr. 13). Tato tekoost mize
byt disledkem vice faktdr Bylo provedeno ili5 malo experimerit aby vysledky byly
vérohodné, nastala chybati ppipetovani nebo byla semena sklizena v jinérnira
obdobi (coz mZe mit vliv naobsah a pamy hormori v semeni). AvSak na rozdil
od Col-0 ¢i mutantaborl, mutantni rostlinanip5;1 Zadné sniZeni citlivosti hypokotylu
k auxinu vlivem boru nevykazovala ast hypokotylu byl inhibovan auxinenyipvSech
koncentracich boru podo&n Vysledky tedy vedou k zéw, Ze na modrém sile
zvySena koncentrace boru sniZuje citlivost k auxato ogt zapojenim kanalu NIP5;1.
Z toho jsem vyvodila, Ze modré&lo by mohlo podporovat expresi nebo aktivaci tehot
kanalu.

Bylo zjiSténo, Ze modré s#lo snizuje citlivost @istovych odpowdi k auxinu,
ale dodnes seftgsrt nevi, jaké mechanismy jsou v tomt@jidzapojeny. U 2,4-D

je zndmo, Ze se hromadi villidch a nedochazi ugjnk volné difuzi ges membranu.
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Proto redpokladané zeémy v draze auxinu probihaji skrzéepaSeée z/do buky. Staes

a kol (2012) se ve své praci zabyval mysSlenkounbdré s¥tlo inhibuje funkciAUX1,
ktery zprostedkovava fijem auxinu biikou, a/nebo stimuluje funkcirenasSée PIN1,

ten se naopak stara o efflux auxinu ven i#kyu Stejré jako Stdes ve své praci

i j& se domnivam, Ze modrééde maze blokovat fijem auxinu beikou praw inaktivaci
pienaSée AUX1. i studii proteinu PIN1 bylo zjigho, Ze po oz#&ni modrym s#tlem

je delokalizovan z plazmatické membraniymz je sniZzena intenzita polarniho transportu
auxinu. U mutantghotlk tomuto jevu nedochazi (Blakesleeal.,2004). To naznaije,

Ze PIN1 je inhibovan modrym &em skrze PHOT1 (Obr. 16). Zablokovanim obou
pienasSét na modrém sitle by se tak podstatrsnizila intenzita transportu auxinu.

Vliv boru na citlivost k auxinu by mohl byt vystlen tak, Ze bor v hice zpevni
burg¢nou stnu tak, Ze je odoljSi proti &inkam auxinu, & uZ stimul&nim,
nebo inhibénim. Jestli modré sWo podporuje syntézu NIP5;1, zjednodusil
by se tak fijem boru rostlinou a kontrola nad timtgijmem (Obr. 16). Je mozné,
Ze u mutantanip5;1 dochazi k vytvéeni alternativni cestyifjmu boru skrze jiné kanaly

a prenasee, ktery vSak neumanje takovou kontrolu, jako mechanismugqzeny.

2,4D BL

AUX1/LAX1

NIP5:1

4

[H3BO3]

N

7z PHOT1
PIN1

Obr. S — Schémajsobeni modrého stla na fistové reakce hiky hypokotylu k auxinu
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10. Zawr

PredloZzend bakatékéd prace si stanovila dva cile: zjistit, jestli taue v genu
NIP5;1 n¢jak ovliviiuje nistové reakce k boru, a pokud ano, tak jestli barsgednictvim
tohoto kanalu ma vliv na citlivost k auxinu 2,4-Darovei se zkoumal vliv sitelnych
podminek na tytotistové reakce.

Byly provedeny experimentyArabidopsis thalianaekotypem Col-0 a mutantem
nip5;1 s defektem v genu kédujicim kanal pi@mpos kyseliny borité. Srovnanistovych
reakci u &chto svou genotylppiineslo rekolik novych poznatk. Bylo zjis€no, Ze kanal
NIP5;1 nema vyrazny vliv naistové reakce rostliny k boru ve &ra nacerveném sétle.
Pro tento protein je Klovym modré s#tlo, na kterém je NIP5;1 &eak zapojen
do mechanismu v borem vyvolané stimuladistu hypokotylu. Na modrém &le
také bor, skrze NIP5;1, sniZuje citlivost k inkiimu &inku auxinu 2,4-D. Vysledkem
této prace je tedy zji&ti, Ze modré stlo je schopno regulovat funkci kanélu NIP5;1.
V souwtasné dob neexistuje mnoho praci, které by popisovaly furb@iu, transportér
boru, ¢i konkrétré kanélu NIP5;1 virstovych odpowdich hypokotylu k auxiim. Proto,
ke spravnému pochopeni mechanismapojenych v regulaciastu rostlin vlivem boru

bude pateba provést mnoho dalSich experingent
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12. Seznam zkratek

2,4-D
4-CI-IAA
BL

Col-0

D

IBA
MES
MS medium
NAA

RL

IAA

WT

43

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
4-chlorindolyl-3-octova kyselina
modré s¥tlo

ekotyp Columbia

tma

indol-3-maselna kyselina
2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina
Murashige-Skoog médium
naftyloctova kyselina

cervené sitlo

3-indoloctova kyselina

wild type, kontrolni rostlina



