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SEZNAM ZKRATEK
IAA

NAA

2,4-D

PAA
ATP
NPA
TIBA
CPD
ZMK
CRY
PHOT
RL
IAOx
WT
BL
PAT
FR

COP

SAUR

MS

FAD

PIN
AUX1/LAX
ABCB

HY4, HYS

Indole-3-Acetic Acid (kyselina indol-3-octova)
1-NaphthaleneAcetic Acid (kyselina 1-naftyloctova)

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova)

Dark (tma)
PhenylAcetic Acid (kyselina fenyloctova)

Adenosine TriPhosphate (adenosintrifosfat)

1-N-NaphthylPhthalamic Acid (kyselina naftylftalamova)

2,3,5-TrilodoBenzoic Acid (kyselina 2,3,5-trijodbenzoova)

Cyclopropyl Propan Dione (cyklopropyl propan dion)
Zea mays K" transporter (draslikovy kanal)
CRYptochrome (kryptochrom)

PHOTotropin (fototropin)

Red Light (Cervené svétlo)

Indole-3-AcetaldOxime (indol-3-acetaldoxim)
Wild-Type (standardni typ, nemutovana rostlina)
Blue Light (modré svétlo)

Polar Auxin Transport (polarni auxinovy transport)
Far-Red (dlouhovinné ¢ervené svétlo)

COnstitutive Photomorphogenic (konstitutivni
fotomorfogeneze)

Small Auxin Up RNA

médium Murashige and Skoog

Flavin Adenine Dinucleotide (flavinadenindinukleotid)
Polar transport INhibitor resistant (PIN-formed)
AUXin resistant 1/Like AuX

ATP-Binding Cassette-B transporter

elongated HYpokotyl 4,5
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LOV Light-Oxygen-Voltage sensitive

NPH1 NonPhototropic Hypokotyl1l

PAR Photosyntetically Active Radiation (fotosynteticky aktivni
radiace)

IPA Indole-3-Propionic Acid (indol-3-propionova kyselina)

TIR Transport Inhibitor Resistant

PIF Phytochrome-Interacting factor

PHY A-E PHYtochrome A-E (fytochrom A-E)

MES 2-(N-Morpholino) EthaneSulfonic acid (2- (N-

morfolino) ethansulfonova kyselina)

SE Standard Error (standardni chyba)



1. UVOD A CIiLE PRACE
Auxiny patii mezi dalezité rostlinné hormony, které reguluji Siroké spektrum rastovych a

vyvojovych procest v rostlindch. Na bunécné urovni naptiklad stimuluji expanzi bunék,
¢imz dochazi k prodluzovani organt. Svétlo je klicovym vnéj$im faktorem, ktery reguluje
rust rostlin, Casto praveé prostfednictvim auxind. Svétlo mize redukovat hladinu auxint
V buiice, polarni transport auxinli a mnozstvi €i aktivitu auxinovych receptort. Tim se
snizuje stimulaéni ucinek endogennich auxind na prodluzovani bunék. Nekteré
mechanizmy interakce svétla a auxini v regulaci prodluzovaciho ristu vSak nejsou
dostate¢né vysvétleny. Obecnym cilem mé bakalaiské prace bylo tedy piispét ke znalostem
regulace rastu rostlin svétlem, auxiny a jejich vzajemnou interakci.

Utinek auxin® na rast rostlin je ¢asto studovan aplikaci exogennich auxind, které
vSak u intaktnich rostlin rist inhibuji. K experimentim v této bakalafské byl pouzit
geneticky pristup, ktery spocival v analyze mutanta rajcete 7B-1 s defektem ve vniméni
modrého svétla. Mutant 7B-1 rovnéz produkuje méné endogennich auxinti nez kontrolni
rostliny cv. Rutgers a vyznacuje se také tim, ze etiolované hypokotyly jsou méné¢ citlivé k
inhibici auxinem NAA neZ hypokotyly nemutovanych rostlin. Pfedchozi experimenty také
naznacily, Ze citlivost hypokotylt rajcete k auxinu je ovliviiovana modrym svétlem, a to
odlisné€ pfi riznych koncentracich aplikovan¢ho auxinu. Cilem experimentalni ¢asti mé
bakalarské prace bylo zjistit, jak kvalita svétla ovliviiuje rustové reakce hypokotylu a
kofene rajete k auxinim a jakou tulohu vtéchto reakcich hraje mutace 7B-1.
Experimentalni rostliny byly péstovany ve tm¢, na modrém nebo Cerveném svétle
v podminkach in vitro na kultiva¢nim médiu obsahujicim auxiny NAA, 2,4-D nebo IAA ve
vybranych koncentracich.

Vysledky experimentli provedenych v mé bakalafské praci potvrdily, ze
vV podminkach in vitro exogenni auxin inhibuje rust intaktnich rostlin rajcete a piinesly
nové informace o tom, jak svétlo ovliviwyje citlivost rostlin k auxinim. Na zakladé¢
vysledkt jsme navrhli a diskutujeme hypotetické modely, které mohou nase vysledky
vysvétlovat a souCasné nabizeji nové moznosti, jak tyto relativné slozité mechanizmy
studovat.

Bakalarska prace byla vypracovana v Laboratofi ristovych regulatori Univerzity

Palackého v Olomouci a Ustavu experimentélni botaniky Akademie véd Ceské republiky.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Rostlinné hormony auxiny

Auxin je prvnim fytohormonem, ktery kdy byl studovan na rostlinach. Jedna z jeho
schopnosti na bunécné trovni je stimulace déleni, prodluzovani a diferenciace bunc¢k. Na
urovni rostlin auxiny indukuji prodluzovani stonkii, vyvoj meristému, riist adventivnich
kotfenu a také apikalni dominanci. Jednou ze skupin rostlinnych hormonu, se kterymi
auxiny vzajemné spolupracuji, jsou piedevsim cytokininy, ale rovnéz gibereliny, kyselina
abscicova, brasinosteroidy nebo etylen. Auxiny a cytokininy jsou hormony, které¢ rostlina
potiebuje pro Zivotaschopnost, ¢imz se 1i8i od ostatnich rostlinnych hormont.

Na zakladé¢ Wentova pokusu, ktery byl proveden v roce 1926 (Went 1926), bylo
rostlinnému hormonu pfifazeno slovo auxin, fecky auxein, coz znamena rust ¢i vzrast. F.
W. Went ve svém pokuse prokazal, ze za podporu bunécného prodlouzeni a tim i ristu
¢asti koleoptile mlze aktivni substance, kterd je uvolnénéd ze Spicek koleoptile ovsa po
rozptyleni na Zelatinovém bloku. Studia fototropismu a gravitropismu souvisi s objevem
auxinu.

Ctyii roky po Wentovu pokusu (1930) se zjistilo, Ze auxin je po chemické strance
kyselina indolyl-3-octova (IAA), ktera se vyskytuje ve vSech rostlinach. IAA patfi mezi
byly prozkoumany a objeveny az pozdé&ji. Nizké hladiny IAA produkuji vSechna rostlinna
pletiva, ale hlavnim zdrojem IAA jsou mladé listy rostlin a apikalni meristém (Ljung et al.
2001). Pokud je v rostliné TAA v idealni koncentraci, nebo dochazi k ukonéeni jakékoli
odpovédi na ni, dochazi k degradaci auxini a/nebo ke zpomaleni syntézy auxint.
Degradace probih4 bud’ enzymaticky a nebo neenzymaticky, naptiklad svétlem. Kyselina
indolyl-3-octova se muze v rostlin€ i hromadit.

Pti studiich vysSich rostlin byly objeveny dalsi auxiny, kam mliZeme zatadit napft.
kyselina fenyloctova (PAA), kyselina indol-3-maselna nebo 4-chloroindolyl-3-octova
kyselina. Diky pomérné jednoduché struktuie IAA bylo syntetizovano mnoho derivatl
s podobnymi vlastnostmi, do kterych patii napi. 2-methoxy-3,6-dichlorobenzoovou
kyselinu (dicamba), naftyloctovou kyselinu (NAA) nebo 2,4-dichlorofenoxyoctovou
kyselinu (2,4-D) (Taiz and Zeiger 2010). Z mista syntézy je auxin transportovan do mist,

kde indukuje vyvojové a riistové reakce.
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Obr. &. 1 Strukturni vzorec auxinu NAA, IAA a 2,4-D.

2.2. Transport auxinu

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze auxin je transportovan v rostliné tzv. polarnim
transportem, coz znamend, ze transport probiha z apikalni ¢asti do bazalni ¢asti rostliny.
Polarni transport se vyskytuje skoro u vSech rostlin, u nichZ neni ovlivnén napiiklad
gravitaci ani polohou pletiva, nicméné potiebuje energii, kterou pouzije na vstup a vystup
potencial (Rubery and Sheldrake 1973; Raven 1975; Goldsmith and Goldsmith 1977).
Diky chemiosmotickému modelu transportu auxinu mizeme védét, ze protonova hnaci sila
(AE + ApH) fidi influx (vstup) auxinu skrz plazmatickou membrinu a membranovy
potencial AE naproti tomu fidi efflux (vystup) auxinu. Vstup auxinu fidi protonové
symportéry, které¢ jsou fazeny do proteinové rodiny AUX1/LAX (Bennett et al. 1996;
Yang et al. 2006). Zatimco vystup auxinu fidi transportni proteiny PIN a ABCB (Blakeslee
et al. 2005). Transportni proteiny ABCB vyuzivaji ATP jako zdroj energie. Buiky, v nichz
probiha transport auxinu, obsahuji na svych koncich polarn¢ lokalizované proteiny PIN,
Kterymi je fizen polarni tok auxinu. Toto tvrzeni bylo provéieno v celych rostlinach (Li et
al. 2005). Existuji latky, které mohou inhibovat vstup a vystup auxinu a ty se nazyvaji
inhibitory auxinového transportu. Jsou to napf. inhibitory NPA, TIBA, CPD nebo gravacin
mohou inhibovat vystup auxinu z bunky a inhibitor NOA muze inhibovat vstup auxinu do
burnky.

Auxinovy transport muze byt regulovan posttranskripnimi mechanismy,
transkripci genli nebo jinymi faktory, a to napfiklad fosforylaci, proteolytickymi procesy,
interakci s regula¢nimi proteiny a slozenim membrany. NejznaméjSimi faktory, regulujici
transport auxinu jsou napiiklad hormony (zpétnou vazbou i auxiny), pohyby proteint a

flavonoidy (Taiz and Zeiger 2010).
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2.3. Auxinem-indukované prodluZovani
Proces prodluzovani nové rostliny nastava ve treti fazi kliCeni, kdy zacnou rust

embryonalni buiikky. Fenomén v prodluZzovani riistu bunécnych a rostlinnych organt byl
studovan pomoci prodluzujici se koleoptile ovsa (Avena) (Darwin and Darwin, 1881). Tyto
experimenty vedly k zavériim, ze neporusené koleoptilové Spicky maji "néjaky vliv" na
fototropické zaktiveni koleoptile. Existence tohoto vlivu zajimalo i ostatni a béhem 20.
stoleti bylo prokazano, ze timto faktorem, ktery ovlivituje fototropicky rist je rostlinny
hormon auxin IAA, ktery se §ifi z koleptilové $picky a reguluje rust (Cholodny 1924; Went
1928; Greenwood et al. 1973). Dnes vime, Ze auxin indukuje signalni drahy, které vedou k
dramatickému ristu bunécnych a rostlinnych organt.

Auxinem indukovany rust koleoptile je zplsoben bunéénym prodluzovanim,
zatimco pocet bunék v koleoptili zistava konstantni (Philippar et al. 1999). Mechanismy
bunécéného prodluzovani stale ziistdvaji predmétem diskusi (Cleland 2004), pficemz byly
navrzeny ruzné interpretace toho, jak auxin indukuje rast ( Rayle and Cleland 1992;
Claussen et al. 1997; Philippar et al. 1999; Bauer et al. 2000). V posledni ¢tvrting 20.
stoleti byly poskytnuty dikazy o tom, ze konecny cil piisobeni auxinu je protonova pumpa
H*-ATPaza na plazmatické membrané a bylo navrzeno nékolik mechanism@ aktivace H'-
ATPazy (Hager 2003). Aktivaci pumpy dochazi k vyludovani iont H* do apoplastu a tim
dochazi kjeho okyseleni. Trvalé ATP-fizené okyselovani, tj. akumulace H® iontf
V apoplastu, proto vyzaduje vyrovnani kladnych naboji protont. Bylo zjisténo, Ze do
tohoto procesu jsou zapojeny draslikové kanaly, které transportuji ionty K* z vné&jsku
dovnité buiiky. Aktivita H-ATPazy je proto zavisl4 na antiportu K* dovnitf buiiky
prostiednictvim draslikového kanalu ZMKI1. Je zfejmé, Zze indukce exprese genll pro
draslikové kanaly je hlavnim cilem auxinové signalizace (Christian et al. 2006). Diky
okyselovani v apoplastu dochézi ke zvyseni aktivity pH citlivych enzymi, které nasledné
hydrolyzuji xyloglukanové molekuly, které vazi celul6zové fibrily nebo rozbiji vodikové
vazby mezi polymery. Buné¢na sténa uvoliiuje a zvySuje turgorem fizenou expanzi bunék.
Tento proces vysvétluje teorie tzv. kyselého rist (acid-growth theory; Rayle and Cleland
1970; Hager 2003).

Dvoudélozné rostliny, jako je napf. modelova rostlina Arabidopsis, vytvari
embryonalni a postembryonalni stonek zvany hypokotyl. Vétsina bunék v hypokotylu je
tvofena v embryu, kde se nachazi v embryonalnim hypokotylu Arabidopsis asi dvacet
epidermélnich bun¢k. V dasledku toho, dochdzi v hypokotylu po vykli¢eni pouze k
nekolika bunéénym délenim a hypokotyl roste piedev§im diky podélné expanzi bunck

(Gendreau et al. 1997). Hypokotyl je velmi plasticky organ, ktery siln¢ reaguje na ruzné
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vnitini a vnéjsi faktory, o kterych je znamo, Ze reguluji bunécnou expanzi. Vnitini faktory
jako je auxin a dal$i hormony, napfiiklad gibereliny a brasinosteroidy, jsou obecné
povazovany za hormony stimulujici rast, zatimco hormony etylén a cytokininy jsou
predevsim povazovany za faktory inhibujici prodluzovani (Davies 2004, Vandenbussche
and Van Der Stracten 2007). Dnes vime, ze hormony puisobi v ristovych a prodluzovacich
procesech ve vzajemné shod¢€, nebo naopak antagonisticky (Vandenbussche and Van Der
Straeten 2007). Nejvyznamngj$im vngj$im faktorem regulujicim prodluzovani hypokotylu

je bezpochyby svétlo.

2.4. Fotomorfogeneze, fotoreceptory a prenos svételného signalu
Ukazalo se, ze mechanismus pro prodluzovaci rist hypokotylu ve tmé (skotomorfogeneze)

se podstatné 1isi od ristu hypokotylu na svétle (Gendreau et al. 1997). Ve tmé se hypokotyl
stava velmi dlouhym, kdezto na svétle dochédzi ke zpomaleni jeho rlstu. Tento proces,
indukovany svétlem, se nazyva fotomorfogeneze (Obr. 2). Fotomorfogeneze je definovana
jako svétlem indukované zmény ve vyvoji a rustu rostlin. Je to proces, pfi kterém svétlo
jako signal zméni vyvoj rostliny tak, aby mohla pro svij dalsi rist vyuzit svétlo jako
energii (Taiz and Zeiger 2006). I kdyZ nejsou viditelné, prvni zmény nastavaji okamzité po
zacatku pisobeni svétla. Napiiklad, béhem hodiny dochazi ke sniZzeni rychlosti
prodluZovani stonku, zacina se narovnavat apikalni hacek, iniciuje se syntéza chlorofylu a

stimuluje se rast listu.

Obr .&. 2 Rist rostliny ve tmé (skotomorfogeneze; vlevo) a
na svétle (fotomorfogeneze; vpravo) (ptevzato z Taiz and
Zeiger 2006)

Pii fotomorfogenezi je svétlo zachycovano

pigmenty, které jsou soucasti fotoreceptord.

Fotoreceptory, které vnimaji Cervené svétlo, se
nazyvaji fytochromy. Receptory, které vnimaji modré svétlo a UV-A se nazyvaji
kryptochromy a fototropiny.

Fytochromy jsou modré proteinové pigmenty velikosti asi 125 kDa a byly
identifikovany v roce 1959 (Butler et al. 1959). Prvni naznaky role fytochromii ve vyvoji
rostlin byly zjistény ve 30. letech pii pokusech sreakcemi indukovanymi Cervenym
svétlem, konkrétné kliceni. V dneSni dobé je zndma celd fada reakci indukovanych
cervenym svétlem prostiednictvim receptorti fytochromti. Pfelom ve vyzkumu fytochromt
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nastal, kdyz bylo zjisténo, Ze efekt Cervené¢ho svétla (650 — 680 nm) na vyvoj rostliny
muze byt eliminovan ozafenim svétlem o vétsi vinové délce, a to 710 — 740 nm, které se
nazyva dlouhovinné Cervené svétlo (far-red, FR). Tento jev byl poprvé pozorovan pii
kliceni salatovych semen, ale byl rovnéz pozorovan u ristu stonku a listi a indukci
kveteni. Experimentalné i biochemicky bylo prokézano, Ze fytochrom se vyskytuje
Vv rostlinném extraktu, ze jde o jeden pigment, jehoz forma se mize ménit z R-absorbujici
na FR-absorbujici. Reversibilni fytochromu vlastnosti byly ukazany in vitro.

Prvni skupinou fotoreceptorit modrého svétla jsou kryptochromy. Kryptochrom 1
(CRY1) byl identifikovan pomoci mutanta hy4 u Arabidopsis, ktery se vyznacuje tim, ze
neni schopen reagovat k modrému svétlu inhibici prodluzovaciho rastu svého hypokotylu
(Cashmore 1997). Mutant ma ve srovnani s kontrolni nemutovanou rostlinou dlouhy
hypokotyl, i kdyZ roste na modrém svétle. Pozdéji bylo zjisténo, ze gen HY4 koduje
protein o velikosti 75 kDa. Sekven¢ni analyza ukazala, Ze vétSina rostlinnych
kryptochromi ma dvé domény. N-termindlni doménu, ktera ukazuje homologii k DNA
fotolyaze a C-termindlni doménu, kterd neni piibuznd k fotolydze. Studie ukdzaly, ze
amino-terminalni ¢ast molekuly CRY (PHR doména) vaze dva typy chromoforu, které
ptimo pohlcuji svétlo: flavin (FAD) a pterin. Protein HY4 byl pozdéji piejmenovan na
CRY1 (cryptochromel) a je povazovan za fotoreceptor modrého svétla, ktery
zprostiedkovava inhibici prodluzovani. Nejdulezit€jsimi dikazy toho, ze CRY1
zprostfedkuje inhibici prodluZzovani indukovaného modrym svétlem, byly vysledky
ziskany studiem overexprese genu CRY1. Overexprese genu CRY1 V transgennich
rostlinach tabaku a Arabidopsis vedla k silné inhibici prodluzovani hypokotylu indukované
modrym svétlem, mnohem siln&jsi, nez u WT (Ahmad and Cashmore 1993, 1996). Druhy
gen, homologni ke CRY1 byl nazvan CRY2 a byl izolovan rovnéz u Arabidopsis. Hlavni
rozdil mezi fotoreceptory CRY1 a CRY?2 je, Ze CRY2 se rychle degraduje na svétle, kdezto
CRY1 je fotostabilni. Experimenty ukazaly, ze fotoreceptor CRY2 nehraje primarni roli
V inhibici prodluzovaciho ristu, ale pfedevS§im v rastu déloh indukovaném modrym
svétlem (Guo et al. 1998).

Druhou skupinou fotoreceptorit modrého svétla jsou fototropiny (Liscum 2002).
Fototropiny byly identifikovany pomoci mutantii Arabidopsis, kteti mély defekty ve
fototropické reakci hypokotylu. Jeden z nich je mutant nphl (nonphototropic hypocotyll).
Mutant nphl neni schopen reagovat fototropicky k modrému svétlu, pficemz prodluzovani
hypokotylu je normaln¢ inhibovano modrym svétlem. Proto tento protein kddovany genem
NPH1 byl navrzen jako receptor pro fototropismus. Gen NPH1 koduje protein o velikosti

966 aminokyselin, ktery byl pfejmenovan na PHOTOTROPIN1 (PHOT1). PHOT1 je
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vysoce hydrofilni, ale bylo zjisténo, ze se piipojuje k membrané (ma membranovou
doménu). Fototropiny se vyznacuji tim, Ze jejich N-terminalni ¢ast obsahuje dva opakujici
se motivy, z nichz kazda ma 110 aminokyselin. Tyto domény jsou podobné doméné PAS
Vv proteinech, které jsou regulovany svétlem (Light), kyslikem (Oxygen, u Escherichia
coli), a napétim (Voltage, u Drosophila a obratlovci). Proto byly tyto domény nazvany
LOV, konkrétné LOV1 a LOV2.

U Arabidopsis byl vyselektovan i druhy mutant nazvany phot2, ktery je podobny
photl. Stejné jako protein PHOT1, PHOT2 protein vaze FMN a prochazi autofosforylaci,
kdyz je vystaven modrému svétlu. Rozdil mezi mutanty je ten, ze photl nereaguje
fototropicky k modrému svétlu o nizké intenzits (0.01-1 p mol. m2.s™), ale uchovava si
reakci k vyssi intenzitd (1-10 w mol.m?s™). Mutant phot2 ma normalni ob& fototropické
reakce, ale double mutant photl/phot2 ma silny defekt ve fototropismu pii nizké i vyssi
intenzit¢ modrého svétla. To naznauje, ze oba geny PHOT1 a PHOT2 hraji roli ve
fototropismu, pticemz PHOT2 funguje pii vysoké intenzité.

Fototropiny v rostlinach zprostfedkuji dalsi reakce indukované modrym svétlem.
Patii k nim indukce inhibice prodluzovani hypokotylu béhem prvnich sekund po ozateni
rostliny modrym svétlem, otevirdni priiduchii a pohyby chloroplasti v listech (akumula¢ni
a vyhybava reakce chloroplastil), pohyb jader a exprese geni.

Aktivace fotoreceptorii spousti vyznamné transkripcni pfeprogramovani a spousti
fotomorfogenni procesy (Jiao et al. 2007). Ve tmé se E3 ubikvitin ligiza COP1
(CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1) zaméfuje na transkripéni faktor HYS
(ELONGATED HYPOCOTYL 5) skupiny bZIP, ktery smétuje k degradaci, coZ ma za
nasledek prodlouzeni hypokotylu, protoze transkripéni faktor HYS nemulZze tim padem
stimulovat expresi gent, které jsou zapojeny ve fotomorfogenezi. Na svétle se interakce
mezi COP1-HYS5 prerusi. COP1 je jednak Caste¢né degradovan svétlem, prostiednictvim
fytochromu a kryptochromd a jednak je vlivem svétla transportovan z jadra do cytoplazmy.
To vede ke zvySené akumulaci HYS, coz umoziuje expresi genli zapojenych ve
fotomorfogenezi. Jednou z fotomorfogennich reakci je tedy inhibice prodluzovani
hypokotylu (Nemhauser 2008). Morfologicka jednoduchost hypokotylu a jeho schopnost
reagovat na vnitini rastové regulatory a faktory prostiedi, jakoz i dostupnost rtiznych
mutant, ¢ini z hypokotylu vynikajici modelovy organ pro studium prodluzovacich
procest a jeho regulace pomoci hormonll a interakce hormont se svétlem. V soucasné
dobé je tedy k dispozici velké mnozstvi dat o regulaci ristu hypokotylu u rostlin

Arabidopsis. To pomaha pochopit mechanizmy regulace prodluzovacich procesu rostlin.

15



2.5. Interakce svételnych a hormonalnich signalnich drah v priabéhu prodluZovacich
procest
Rostliny rostouci na svétle jsou kratsi nez ty, které se vyviji ve tmé nebo ve stinu. Inhibice

prodluzovani béhem fotomorfogeneze je zvlasté patrnd velmi brzo po kliceni semen.
Mechanismy svétlem indukované ristové inhibice jest€ nejsou zcela objasnény, ale
zahrnuji n€kolik rtiznych procest, véetné svétlem indukované regulace hormonalnich drah.
Mnoho procesi je kontrolovano kvalitou svétla, jeho mnozstvim nebo fotoperiodou a
vSechny tyto svételné signdly interaguji s hormonalnimi signdlnimi drahami, které pak
ovlivituji ruzné fyziologické procesy, vcetné prodluzovani hypokotylu. Je znamo, Ze
svétlo-hormonalni drdhy jsou integrovany na mnoha urovnich. Svétlo muaze ovlivnit
biosyntézu hormont, jejich distribuci a citlivost pletiv na hormony. Tyto procesy mohou
zahrnovat zmény v expresi riznych genl. Svétlo a hormony mohou také sdilet spolecné
signalni prvky, jako jsou napft. regulatory transkripce (Vandenbussche et al. 2005, 2007b;
Nemhauser 2008; Kurepin and Pharis 2014; de Wit et al. 2016).

2.5.1. Svétlo ovliviiuje hladinu endogenniho auxinu a tim reguluje prodluZovani
hypokotylu

Svételné signaly silné ovliviuji u¢inky auxinu v prodluzovacim rastu. To mize spocivat
napiiklad v tom, ze svétlo ovliviiuje hladinu endogenniho auxinu v cilovych organech a
pletivech. ProtoZe svétlo inhibuje prodluZovani buné€k a auxin stimuluje prodluzovani, byla
vyslovena hypotéza, ze svétlo mize v pletivech sniZzovat hladinu auxinu. V souladu s touto
hypotézou bylo prokdzadno u jednod€loZznych rostlin, ze Cervené svétlo (RL) inhibuje
biosyntézu IAA Vv koleoptile kukufice (lino 1982; Nishimura et al. 2006). Bylo také
ukézéno, ze Cervené svétlo snizuje hladinu auxinu v koleoptile kukufice, mesokotylu,
hrachovém epikotylu, hrachovych interodiich nebo tapiku rostlin rodu Brassica (Jones et
al. 1991; Behringer and Davis 1992; Fellner et al. 2006; Sorce et al. 2008).

Naopak, rostliny tabdku s mutaci v genech, kontrolujicich hladinu chromoforu,
pewl a pew2, obsahuji velké mnozstvi IAA, coZz koresponduje se zvySenym
prodluzovanim rostliny (Kraepiel et al. 1995). Dalsi data ziskana u mutanta phyA a phyB
Vv rajéeti potvrdila, ze fytochromy A a B reguluji hladinu IAA (Kraepiel and Miginiac
1997). Analyzou mutanta Arabidopsis redl s dlouhym hypokotylem na ¢erveném svétle a
se zvySenou hladinou auxinu, bylo zji§téno, Ze produkt REDI1 zprostfedkovava
fytochromem regulovanou homeostazu auxinu (Hoecker et al. 2004; Wagner et al. 1997).
Bylo také zjiSténo, ze RED1 kdéduje enzym P450 monooxygenazu, CYP83BI, a jeho
exprese je stimulovana cCervenym svétlem. Tento enzym Katalyzuje N-hydroxylaci

prekurzoru IAA, kterym je indol-3-acetaldoxim (IAOx). Defekt v IAOx hydroxylaci vede
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k akumulaci IAOx a tedy ke zvySené akumulaci auxinu. U hrachu a slunecnice je elongace
stonku a hypokotylu podporovédna snizenym pomérem RL/FR nebo snizenou
fotosynteticky aktivni radiaci (PAR), coz bylo doprovazeno vyrazné vyssi hladinou
endogenniho auxinu IAA v prodluzujicich se pletivech (Behringer and Davies 1992).
Podobné, prodluzovani hypokotylu u Arabidopsis je pii snizeném poméru RL/FR, spolu s
nizkym PAR, zavislé na IAA (Steindler et al. 1999). Tao et al. (2008) uvadi, ze na zaklad¢
nizkého poméru RL/FR se zvysuje hladina IAA ve WT, ale ne u mutanta sav3. Analyza
ukazala, ze sav3 postrada tryptofan aminotransferazu TAA1, ktera katalyzuje tvorbu indol-
3-propionova kyseliny (IPA) z L-tryptofanu, coZ je prvni krok v biosyntetické draze
auxinu. Nagashima et al. (2008) také uvedl, ze RL snizuje hladinu IAA v nadzemnich
¢astech semenacku Arabidopsis a ze fytochromy phyA a phy B k tomuto snizeni pfispivaji.
Autofi také zjistili, Ze kryptochromy CRY1 a CRY2 aktivované modrym svétlem (BL)
snizuji hladinu TAA v nadzemnich Eastech sazenic (Nagashima et al. 2008). Vyznam
modrého svétla v rostlinné fotomorfogenezi byl rozpoznan jiz diive (Darwin 1881; Vines
1886). Genomicka a fyziologickd data pozd¢ji ukazala, ze BL piisobici prostfednictvim
CRY1 rychle ovliviiuje expresi mnoha gentl, coZ ptispiva k redukci hladiny auxinu a vede
tak k redukci prodluzovani hypokotylu (Folta et al. 2003).

Romano et al. (1995) vsak gzjistili, ze transgenni rostliny Arabidopsis s
nadprodukci IAA ukazovaly normalni reakce ke svétlu, coz naznacuje, ze procesy regulace
rustu hypokotylu prostfednictvim auxinu a svétla mohou byt nezavislé. Také se ukazalo, ze
u mutantd se zvySenou hladinou auxinl, napiiklad surl a yucca, nebo v pfitomnosti
exogenniho auxinu, je prodluzovani hypokotylu siln¢ snizeno (Boerjan et al. 1995; King et
al. 1995; Thomine et al. 1997; Ephritikhine et al. 1999a). Bylo rovnéz zjisténo, Ze
prodluzovani hypokotylu na svétle i ve tmé bylo sniZeno v sazenicich s nadmérnou expresi
iaaLys, coz je IAA konjugacni enzym (Gray et al. 1998). Z analyzy vysledki jednoznacéné
vyplyva, Ze svétlem indukované sniZeni hladiny IAA je mechanizmus, ktery je zapojen v
inhibici prodluZovani rostlinnych bunék. Je vSak zfejmé, Ze interakce mezi svétlem a
auxinem i na jiné rovni je zodpovédna za prodluzovani hypokotylu (Folta et al. 2003;

Nemhauser 2008; Kurepin and Pharis 2014; de Wit et al. 2016).

2.5.2. Prodluzovani hypokotylu v diisledku svételné regulace polarniho transportu
auxinu
Na pocatku roku 1990 Jones et al. (1991) a Behringer and Davies (1992) navrhli zapojeni

transportu auxinu regulovaného cervenym svétlem ve svétlem-indukované inhibici

bunééného prodluzovani. Ob¢ skupiny ukazaly, ze ve tmé se IAA akumuluje uvniti

17



epidermalnich bunck, kdezto na RL se akumulace IAA snizuje. Dalsi studie dale potvrdily
vztah mezi svétlem-indukovanymi ristovymi reakcemi a poldrnim transportem auxinu
(PAT) (Tian and Reed 2001, Kim et al. 2002; Fuchs et al. 2003). Bylo prokazano, ze
svétlo snizuje intenzitu PAT v segmentech etiolované koleoptile ( Naqvi 1975; lino 1982;
Fellner et al. 2003). Vyznamnou ulohu svétla a polarniho transportu auxinu ve
fotomorfogenezi semenacktl kukufice lze také odvodit ze znalosti toho, jak se svétlem-
indukované snizeni transportu auxinu podili na prodluzovani mezokotylu (Van Overbeek
1936; lino 1982; Jones 1990; Jones et al. 1991).

U Arabidopsis bylo ukazano, Ze u rostlin péstovanych na svétle, ale nikoliv u
etiolovanych rostlin, inhibitor polarniho transportu auxinu kyselina naftylftalamova (NPA)
redukuje prodluzovani hypokotylu (Jensen et al. 1998). To znamena, ze ve tm¢ neni rust
dost citlivy na zmény v koncentracich auxinu, a to bud proto, Ze je rdst na auxinu
nezavisly, nebo proto, Ze hladiny auxind jsou nasycené, zatimco u rostlin rostoucich na
svétle se auxinovy transport stavéa zasadni pro kontrolu ristu. Uginek NPA byl silné snizen
v mutantech phyA, phyB nebo cryl rostoucich pod FR, RL nebo BL. Zda se proto, ze
fotoreceptory-fizena inhibice prodluzovani hypokotylu zahrnuje, alespon ¢aste¢né, regulaci
polarniho transportu auxinu (Jensen et al. 1998). Je zajimavé, ze rist hypokotylu rajéete ve
tmé nebo RL vyzaduje PAT, zatimco rlst hypokotylu pod BL je nezdvisly na PAT
(Kraepiel et al. 2001). Pozdé¢ji Pédron et al. (2004) publikovali, ze polarni transport auxinu
je zapojen v prodluzovéani hypokotylu u rostlin rajéete rostoucich pod modrym svétlem
prostfednictvim regulace exprese genu LeEXT (expansin), ktery by mél byt zapojen do
procesu regulace prodluzovani hypokotylu (Catala et al. 1997; Rose and Bennett 1999). V
souCasné dobé¢ vSak nevime, jak pfesné pii regulaci transportu auxinu fytochromy piisobi.
Nové studie ukazaly, Ze hladiny transkriptl genii kodujicich prenaseCe auxinu PIN3 a
PIN7 jsou regulovany fytochromy (Devlin et al. 2003) a Ze fenotyp mutanta pin3 je zavisly
na svétle (Friml et al. 2002). Salisbury et al. (2007) ukazali, Ze hladina proteinu PIN3 a
hladina PIN3 mRNA jsou zvySeny u mutanta phyB, ve srovnani s WT. Autofi také
prokazali, ze fytochrom ve stoncich muize kontrolovat rist postrannich kofenti a DR5:GUS
(B-glucuronidase) reportér, Siroce pouzivany auxinovy senzor, je v mutantu phyB
exprimovan blize u baze hypokotylu, nez je tomu u WT. Proto muze fytochrom fidit
transport auxinu zménou hladiny auxinu a/nebo bunécnou lokalizaci proteini PIN.
Celkoveé dikazy naznacuji, Ze de-etiolace muze byt doprovazena Sirokou ztratou

auxinového priutoku z mista nejvyssi koncentrace auxinu ve vrcholu rostliny.
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Obr. ¢ 3 Schéma vlivu svétla na prodluzovani hypokotylu regulaci transportu auxinu. Svétlo,
prostiednictvim fytochromd A a B, potlacuje expresi gentt PIN3 a PIN7, jejichz produkty zprostfedkovavaji
auxinovy transport. Potlaenim produkce proteinii PIN dochazi proto k redukci polarniho transportu auxini a
tim ke sniZeni prodluzovani. NavrZzené schéma piedstavuje jeden z mechanizmi procesu de-etiolizace rostlin
(podle Devlin et al. 2003).

Auxinovy transport je kromé proteint PIN rovnéz regulovdn transmembranovymi p-
glykoproteiny skupiny tzv. ATP-binding cassette transporters (ABC; Noh et al. 2001).
Jednim z ¢lent této skupiny je ABCBI1, o némzZ bylo zji§téno, Ze pfimo katalyzuje aktivni
transport IAA z buiky (Geisler et al. 2005). Sidler et al. (1998) ukazali, ze pokud je
ABCBI1 overexprimovan v hypokotylu Arabidopsis, tak dochazi k prodluzovani
hypokotylu.  Naopak, pokud byl ABCBI vyfazen z provozu (pomoci antisense
technologie), pak se hypokotyl zkracuje. Lin and Wang (2005) prokazali, ze ztrata funkce
ABCBI1 ma za nasledek zvySenou inhibici rstu na svétle, a ukézali, Ze u rostlin rostoucich
pod FR je zapojen v signalni draze phyA. Nagashima et al. (2008) uvedli, Ze exprese
jiného typu ABC auxinového transportéru ABCB19 (nazyvaného diive PGP19) je
potlacena aktivaci fytochroml a kryptochromil. Tyto vysledky byly potvrzeny neddvno
experimenty skupiny E. Spaldinga (Wu et al. 2010). Autofi ukazali, ze overexprese
ABCB19 v Arabidopsis zvySovala hladinu auxinu v hypokotylu a vedla nasledn¢ k jeho
snizené citlivosti k BL- a RL-indukované inhibici rGstu. Naopak, vypnuti ABCB19

v mutantu cryl castecné potlacilo dlouhy hypokotyl mutanta. Overexprese ABCBI19
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V rostlinach rostoucich na RL vedla k podobnému fenotypu, jaky ma mutant phyB.
Nakonec, mutace cryl a phyB vedly ke zvySeni hladiny ABCB19 proteinu. Tyto vysledky
jasn¢é ukazuji, ze aktivita ABC proteint, napt. ABCBl a ABCBI19, je béhem fizeni
distribuce auxinu z prytu do kofene spojeny se svételnou signalizaci a tak procesem
prodluzovéani.

Je zajimavé, ze exprese ABCB19 je indukovana auxinem (Noh et al. 2001), ale v
porovnani s PIN protein je bunécna lokalizace ABCB protein pievazné nepolarni. Kromé
toho ABCB proteiny vazi inhibitor auxinového transportu NPA (Murphy et al. 2002) a
fenotypové ucinky zpiisobené ztratou funkce ABCB jsou nejvyraznéjsi ve vegetativnich
organech. Patfi mezi né trpasli¢i rist, snizend apikdlni dominance, kudrnaté pomackané
listy, atd, coz jen podporuje jejich ulohu ve vyvoji fizeném auxinem (Bandyopadhyay et al.
2007). Nicméné, exprese, lokalizace a tiloha proteinit ABCB ve vyvojovych procesech jsou
mén¢ charakterizované v porovnani s proteiny PIN. Diivéjsi informace, ze ABCBI19
stabilizuje PIN1 na plazmatické membran¢ naznacuji, ze interakce PIN-ABCB miuze
regulovat polarni transport auxinu z buiiky (Noh et al. 2003). Zda se, Zze ABCBI1 a
ABCB19 lokalizovany spole¢né s PIN1 ve vrcholcich vyhonku u Arabidopsis a interakce
PIN-ABCB zvysuji aktivitu auxinového transportu (Blakeslee et al. 2007). Mravec et al.
(2008) poteé poskytli diikazy o tom, ze PIN a ABCB proteiny definuji nezavislé transportni
mechanizmy, které spolu pii zprosttedkovani transport auxinu kooperuji. Autofi navrhli
model vysvétlujici, jak je nepolarni vytok auxinu, zprostfedkovany proteiny ABCB, spojen
s polarnim transportem, ktery je fizen proteiny PIN. Model navrhuje, Ze ABCB a PIN
proteiny vzajemné pusobi intermolekularné a pravdépodobné reguluji stabilitu PIN
proteinu na plazmatické membrané. Zbyvajici ABCB proteiny v téchto burnkach kontroluji
zasobu bunécéného auxinu, kterd je dostupna pro transport zprosttedkovany protein PIN. V
dusledku toho dvojity mutant abcblabchl9 ma zvysenou bunéénou koncentraci auxinu, a
proto je transport PIN zesilovan, ale jiz méné sméfovan (Mravec et al. 2008).

Dal§i spojeni mezi svétlem a transportem auxinu je zprostiedkovano
transkripénim faktorem ATHB-2, ktery patii do skupiny transkripénich faktorti zvanych
homeodomain-leucine zipper. Bylo ukazano, ze exprese ATHB-2 byla indukovana svétlem
s nizkym pomérem R/FR (Carabelli et al. 1996, Steindler et al. 1999), a to prostiednictvim
fytochromii phyB a phyE. Rostliny s nesmyslnym genem ATHB-2 (s vypnutym genem
ATHB-2) maji ve srovnani s WT kratky hypokotyl a zvétSené délohy. Naopak transgenni
rostliny se zvySenou expresi ATHB-2 vykazuji fenotyp podobny mutantlim, ktefi postradaji
fytochrom (Franklin et al. 2003). Krom¢é toho, jak mutant phyB, tak rostliny

overexprimujici ATHB-2, vytvaii malo vedlejSich kofenti. Vzhledem k tomu, Ze tvorba
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vedlejSich kofent je regulovana auxinem, byl udélan zavér, ze fenotyp rostlin s nadmérnou
expresi ATHB2 je vysledkem redukce transportu auxinu z prytt ke kofenim (Morelli and
Ruberti 2000; Bhalerao et al. 2002). Tvorba vedlejsich kofend v rostlinach s nadmérnou
expresi ATHB-2 maze byt indukovana exogennim auxinem. To podporuje hypotézu, ze

fytochromy podporuji transport auxinu z prytt ke kofentim.

2.5.3. Signaliza¢ni prvKky sdilené svétlem a auxinem béhem prodluZovani
Spolecné geny regulované auxinem a svétlem

Pomoci primarnich auxin-responsivnich gent, pouzitych jako geneticky a molekularni
nastroj, bylo nalezeno nékolik propojeni mezi svételnou a auxinovou signalizaci. Byly
nalezeny nejméné tii skupiny gent, které jsou zapojeny do signalizace auxinll a jsou
zaroven pod kontrolou svétla (Abel et al. 1995; Tepperman et al. 2001; Devlin et al. 2003).
Jde o skupiny: 1) geni piibuznych s GH3, 2), gentt Aux/IAA a 3) gentt SAURs (Sitbon and

Perrot-Rechenmann 1997).

GH3

Existuje n€kolik dikazd, ze auxinem-indukované geny skupiny GH3 jsou zapojeny ve
svételné signalizaci. Jednim z GH3 gent je gen FIN219, ktery byl klonovan, a bylo
zjisténo, zZe je to 575-AA GH3-like protein a jeho transkript je rychle indukovan auxinem.
Svételné signaly vnimané fotoreceptory vcéetné phyA, negativné reguluji COPI1, coz je
klicovy supresor fotomorfogeneze (Osterlund et al. 2000). Mutant copl vytvaii ve tmé
kratky hypokotyl fenotypové podobny tomu, ktery je pozorovan u sazenic vypé&stovanych
pod svétlem. Hsieh et al. (2000) identifikovali nového mutanta fin219, ktery byl ve tmé
schopen potlacit fenotyp mutanta copl. Z tohoto divodu dvojity mutant coplfin219
rostouci ve tmé vytvaiel dlouhy hypokotyl. Analyza také ukazala, ze mutant fin219
rostouci na FR vytvaii dlouhy hypokotyl, zatimco transgenni linie s nadmérnou expresi
FIN219 jsou vysoce citlivé k FR. Dalsi analyzy ukazaly, Ze funkéni FIN219 uzce
spolupracuje s elementem FHY 1 signalni drahy phyA, a kromé toho je jeho exprese rychle
indukovana auxinem (Hsieh et al. 2000). Bylo proto navrzeno, Ze FIN219 ptedstavuje
vyznamné spojeni pro phyA-zprostiedkovanou inaktivaci COP1 svétlem FR a mozny

prvek mezi auxiny a fytochromovou signalni drahou.
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Aux/IAA

Proteiny Aux/IAA jsou transkripéni regulatory, které jsou ovlivilovany auxinem a
soucasn¢ svétlem (Reed 2001). Hladiny transkripti gent Aux/IAA jsou vyss$i u
etiolovanych hypokotylt a epikotyl, nez v délicich a zrajicich oblastech ( Fujii et al.
2000, Wyatt et al. 1993). Kdyz byly vyfiznuté hypokotyly/epikotyly inkubovany v
nepiitomnosti auxinu, mnozstvi transkriptu téchto genii se drasticky snizilo, ale exprese
byla rychle obnovena, pokud byl aplikovan auxin. Auxinem-indukovana up-regulace
Aux/IAA byla také pozorovana prodlouzenych koleoptilich kukutice (Zurfluh and Guilfoyle
1982). Srovnavaci analyza rostlin rostoucich na svétle a ve tm¢ ukazala, ze se exprese
OsAAl, gen skupiny Aux/IAA u ryze, snizila po osvétleni, ale siln¢ se zvysila v

etiolovanych castech po aplikaci auxinu (Thakur et al. 2001).

SAUR
Geny skupiny SAUR (Small Auxin Up RNA) koéduji malé proteiny o velikosti asi 9-12
kDa. O téchto proteinech jejich vztahu ke svételné signalizaci se vi zatim velice malo.
Pomoci organoveé-specifické transkriptomové analyzy u Arabidopsis bylo nedavno
identifikovano 32 gentt SAUR, jejichZ exprese byla svétlem bud’ indukovéana (v délohéach)
nebo naopak potlacena, a to v hypokotylech (Sun et al. 2016). Autofi zjistili, geny SAUR
stimuluji rast hypokotylu tim, Ze inhibuji aktivitu 2C protein phosphatazy (PP2C), coz
vede nasledn& ke stimulaci plazmamembranové protonové pumpy H'-ATPazy. Zjistili
rovnéz zapojeni PIF proteinli v prodluZzovani hypokotylu. U rostlin rostoucich ve tmé
vysoka hladina auxinti a PIF proteinti vede k ativaci exprese nékterych SAUR gent a tedy
nasledné k prodluzovani hypokotylu. Svétlo inhibovalo prodluzovani hypokotylu jednak
tim, Ze redukovalo hladinu endogennich auxinG a jednak degradovalo mnozstvi PIF
proteini. To vedlo nasledné k redukci exprese geni SAUR zapojenych v prodluzovani
hypokotylu a tedy Kk inhibici ristu tohoto organu. Zcela nedavno Spartz et al. (2017)
zjistili, ze podobny mechanizmus funguje 1 u hypokotyli rajcete. Vysledky této skupiny
védct dale potvrdily, Ze indukce exprese genti SAUR je dostacujici pro vyvolani auxinem-
zprottedkovaného riistu bunék tim, 7e dochdzi k aktivaci H'-ATP4zy, tim k okyselovani

apoplastu a tak k mechanickému rozvolnéni bunécné stény.
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Elementy signalni drahy sdilené auxiny a svétlem

Systém TIR1

Pred nckolika lety byl identifikovan auxinovy receptor TIR1, ktery zprostfedkuje
transkripéni reakci k auxinim (Kepinski and Leyser 2005; Dharmasiri et al. 2005;
Paciorek and Friml 2006; Tan et al. 2007). TIR1 patii do F box proteint, které jsou
soucasti komplexu E3/SCF, zapojeného v ubikvitinaci Aux/IAA proteinl. Aux/IAA
proteiny mohou blokovat transkrip¢ni faktory ARF, které se vazi na tzv. auxin-responsivni
elementy (AuxRe) na promotoru auxinem indukovanych gent a fidi expresi genu.
Kepinski and Leyser (2005) a Dharmasiri et al. (2005) nezavisle na sob¢ prokazali, ze

TR auxinem vede k uvolnéni Aux/IAA z ARF

auxin se vaze ptimo na TIR1. Aktivace SCF
a degraduje Aux/IAA ubikvitinaci v proteasomu (Christian et al. 2006; Badescu and
Napier 2006).

Mechanismus, jak svétlo fidi aktivitu Aux/IAA pfi pfepindni na svétlem
regulovany vyvoj, neni zcela jasny. Bylo naptiklad ukazano, ze piepis genu SHY2/IAA3 je
regulovan aktivaci phyB a phyA (Devlin et al. 2003). In vitro studie dale prokazaly, ze v
ovsu muze byt Aux/IAA fosforylovan fytochromem A (Colon-Carmona et al. 2000), a ze u
Arabidopsis SHY2/IAA3 muze interagovat s phyB (Tian et al. 2003). Zda se proto, Ze
fytochromy jsou schopny ovlivnit expresi geni Aux/IAA a post-translaéni aktivitu. To

podtrhuje silné vazby mezi svétlem a Aux/IAA-zprostitedkovanou auxinovou signalizaci,

zapojenou v prodluzovani hypokotylu.

Transkripéni factor HYS

U fotomorfogenického supresorového proteinu COP1 bylo prokazano, ze reguluje
mnozstvi bZIP transkripéniho faktoru HY5 degradaci pomoci 26S proteazomu (Osterlund
et al. 2000). HY5 se vaze na promotory svétlem indukovanych genti a pusobi tedy jako
pozitivni regulator fotomorfogeneze (Oyama et al. 1997; Chattopadhyay et al. 1998).
Mutant hy5 se tedy vyznaCuje nizkou citlivosti ke svétlu a tak delSim hypokotylem.
Primarni sekvence HY5 je velmi podobna sekvenci transkripéniho faktoru STF1A u soji.
STF1A se prednostné vaze na DNA, ktera obsahuje zdkladni sekvenci TGACGT, coz je
stejny motiv, ktery udéluje GH3 promotoru u s6ji schopnost byt indukovan auxinem (Liu
et al. 1994). Pomoci mikroarray analyzy Clus et al. (2004) odhalili, ze dva negativni
regulatory auxinové signalizace, AXR2/IAA7 a SLR/IAA14, jsou méné¢ exprimovany v
mutantu hy5. V souladu s tim, analyza rostlin hy5 ukazala, ze n¢které aspekty fenotypu
hy5, zejména stavba kofene, lze pfiCist zvySené odezvé k auxinu. Genomova analyza

vazebnych mist HYS poskytla dikazy pro pfimé vazby HYS k promotortiim mnoha gent
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zapojenych v auxinové signalizaci, v€etné¢ Aux/IAA a transkripcnich faktortt ARF (Lee et
al. 2007). Je tedy zfejmé, ze funkéni transkripéni faktor HYS5 podporuje expresi
negativnich reguldtori auxinové signalizace, coz potvrzuje propojeni auxinovych a

svételnych signalnich drah zapojenych v prodluZzovani hypokotylu.

Transkripcni faktory PIF4, PIF5

PIF4 a PIF5 (phytochrome-interacting factor 4 a 5) jsou transkrip¢ni faktory typu bHLH,
které hraji dulezitou a pozitivni roli v reakcich rostlin proti zastinéni (shade avoidance).
Jejich stabilita je kontrolovana R/FR. Konkrétn€, pii nizkém R/FR jsou PIF proteiny
stabilni a indukuji prodluZzovani zastinénych rostlin. Hornitschek et al. (2012) zjistili, Ze
promotory genti YUCCA (geny zapojeny Vv syntéze auxini) (YUC5, YUC8, YUC9) obsahuji
vazebné misto pro protein PIFS5. Zjistili, Ze YUCCA geny jsou exprimovany pii nizkém
R/FR a pfispivaji k prodluZzovani hypokotylu. Autofi ukdzali, Ze PIF4 a PIF5 se vazi
k YUCCAS8 a tim ptimo fidi jeho expresi. V souhlasu s tim, dvojity mutant pif4pif5 ma
kratky hypokotyl a redukovanou expresi genu YUCS8. Takze PIF4 a PIF5 mohou pfimo

kontrolovat syntézu auxind.

Transkripcni faktor PIF7
Li et al. (2012) ukazali, ze transkrip¢ni faktor PIF7 (bHLH), ktery interaguje s phyB, se

akumuluje v defosforylované formé v rostlinach rostoucich ve stinu. To dovoluje jeho
vazbu na auxin-biosyntetické geny a zvySovani jejich exprese. Nové syntetizovany auxin je
tak vyZadovany pro rist indukovany stinem. Pfi vysokém R/FR je svétlo piijiméno
fotoreceptorem phyB, coz vede kjeho translokaci do jadra, kde interaguje
s fosforylovanym PIF7. V zacateCnim stinu (tj. nizké R/FR), phyB konvertuje na svou
neaktivni formu Pr a neni tak spojen s PIF7. PIF7 rychle defosforyluje a vaze se ke G-boxu
auxin biosyntetickych genii. To vede knartstu volné IAA a tak k prodluzovani.
Fosforylace a defosforylace je mnohem rychlejsi nez degradace PIF7 svétlem. Toto neni
jediny mechanizmus, jak prostfedi kontroluje rtist. B¢hem prodlouZeného stinu (BL je
zcela absorbovan silnou vrstvou stinicich rostlin, tj. canopy) jsou hlavnimi transkripénimi
faktory PIF4 a PIF5. Ulohu transkripénich faktord PIF v interakci svételnych a
hormonalnich (vetné auxinovych) signalnich drah shrnuje nedavna prace de Lucas and

Prat (2014).
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Transkripcéni faktor RVE1

Zajimavym elementem spole¢nych signdlnich drah auxind a svétla je transkripéni faktor
typu Myb-like zvany REVEILLE 1 (RVE1). Jde o TF homologicky k proteinim CCAI a
LHY, které jsou regulovany dennim rytmem. Na rozdil od CCA1 a LHY vsak inaktivace
RVEI1 neovliviiuje denni rytmicitu, ale projevuje se zménou rustu rostlin. RVE] béhem
dne stimuluje produkci auxinu, tim, Ze stimuluje expresi auxinem-indukovaného genu
YUCCAS8 (YUCS8). Vyssi hladina auxint pak vede ke stimulaci ristu hypokotylu (Rawat et
al. 2009). Aplikace exogenniho auxinu IAA na Kkontrolni rostliny, mutanty rvel a
transgenni rostliny overexprimujici RVE1 (RVE1-OX) ukazuji, Ze u Col a mutanta rvel
exogenni auxin stimuluje rust, protoze zvySuje hladinu endogenniho auxinu na optimalni
uroveil. Naopak u RVE1-OX, ktery ma zvySenou hladinu endogenniho auxinu IAA,
aplikace dalsiho, exogenniho, auxinu vede k vysoké, a tedy toxické hladin¢€ IAA v rostling.

To vede K inhibici rustu hypokotylu.

25



3. MATERIAL A METODY

3.1. Rostlinny material
K experimentalni ¢asti byla vyuzita seminka dvou genotypd rajcete jedlého Solanum

lycopersicum L.): cv. Rutgers (kontrolni genotyp, dale oznacovan wild-type, WT) a mutant
7B-1. Spontanni recesivni mutant 7B-1 byl vyselektovan na zakladé své saméi pylové
sterility projevujici se za dlouhého dne (16 hod svételna fotoperioda) (Sawhney, 1997).
Funkce mutovaného genu 7B-1 neni dosud znama, ale predchozi analyzy naznacuji defekt
Vv signalni draze modrého svétla, konkrétné ve fototropinové signalni draze (Fellner and
Sawhney 2002; Hlavinka et al. 2013). Semena obou genotypd byla laskavé poskytnuta

Prof. Vipen K. Sawhney (University of Saskatchewan, Saskatoon, Canada).

3.2. Roztoky a chemikalie
MS (Murashige-Skoog) médium (firma: Caisson, USA)

Sacharosa (firma: Lachner,CR )

MES - (2- (N-morfolino) ethansulfonova kyselina (firma: Serva, Némecko)
Phytoagar (firma: Duchefa biochemie, Holandsko)

Sterilni a nesterilni destilovana voda

Savo s obsahem 3% chloru (zfedéné 600 ml SAVO+400 ml destilovana H,0)
70% a 96% Ethanol

NAA — kyselina 1-naftyloctova

IAA — kyselina indol-3-octova

2,4-D — kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

3.3. Pristrojova technika a pomiicky
Laminarni flowbox

Mikrovinna trouba

Rustové komory Microclima 1000 (firma: Snijders Scientific B.V,, Holandsko)
Predvazky

Analytické vahy

pH metr (firma: WTW)

Magneticka michacka (firma: Velp Scientifica, made in Europe)

Magneticka michacka a michatko

Vazenka

Kovova 1zic¢ka
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Varné 1ahve (500ml)

Erlenmeyerova barika (31)

Odmérny valec (0,51)

Kulaté plastové Petriho misky (pramér 90 mm, sterilni)
Dlouh4 pinzeta

Sterilni a nesterilni plastova centrifuga¢ni zkumavka (50ml)
Automaticka pipeta (10 ml, 2-10 pl, 20 — 200 pl
Sterilni Spicky k pipetam

Alobal

Stojanek na odkladani zkumavky

Lahvicka na etanol

Lihovy kahan

Lihové fixa

Péska z netkané textilie

Nesterilni kadinka na odpad

Pravitko

Sterilni skalpel

3.4. Piiprava média
V experimentech bylo pouzito kultivaéni médium Murashige-Skoog (MS) (Murashige and

Skoog 1962), které bylo pfipraveno nasledujicim zpisobem: Do 31 Erlenmeyerovy banky
byl nalit 1 litr destilované vody a za stalého michani bylo pfidano 8,66 g/l MS média, 20
g/l sachar6zy a 390,4 mg/l pufru MES. Po rozmichani byl objem doplnén destilovanou
vodou do 2 litrti. Po doplnéni bylo upraveno pH na 6,1 pomoci 1M roztoku KOH, ktery byl
pridavan po kapkach. Hotové médium bylo rozlito po 400 ml do varnych pullitrovych
lahvi, do kterych bylo pfedtim navazeno 2,8 g agaru do kazdé lahve. Lahve s médiem byly

umistény do autoklavu a médium bylo vysterilizovano pti vysoké teploté a tlaku.

3.5. Kli¢eni semen
Pro kazdy experiment bylo od kazdého genotypu napocitano 300 seminek WT (Seminka

byla umisténa do plastovych 50ml centrifugacnich zkumavek a zalita zhruba 40 ml
roztokem Savo s3% obsahem chloru za tucelem povrchové desinfekce seminek.
Desinfekce probihala 20 az 25 minut za intenzivniho protfepavani zkumavek. Po uplynuti

doby sterilizace bylo Savo odsato 10 ml pipetou a nahrazeno sterilni destilovanou vodou.
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Takto byla seminka proplachnuta celkem pétkrat. Po poslednim promyti destilovanou
vodou, byla seminka zalita cca Sml destilované vody.

Kultivaéni médium bylo rozehtdto v mikrovinné troubé a nalito pomoci sterilni
plastové zkumavky po 20 ml média do sterilnich Petriho misek. Pomoci pinzety namocené
do 96 % ethanolu a oZehnuté nad plamenem byla promyta seminka kazdého genotypu
pfeneseny po zhruba padesati na povrch ztuhlého kultiva¢niho. Po vyseti seminek byly
misky zalepeny paskou Urgopor z netkané textilie 2x dokola a misky byly ve vertikalni
poloze zabaleny do alobalu a umistény do kultiva¢ni komory (Microclima 1000; Snijders

Scientific B.V., The Netherlands). Tam byla seminka inkubovana po dobu 3 dnti pti 23°C.

3.6. Rust rostlin na médiu s auxinem
Po tiech dnech inkubace seminka obou genotypu rajéete vyklicila. Ke studiu rastu byla

pfenesena na nové kultivaéni médium obsahujici ptislusny auxin (NAA, IAA nebo 2,4-D)
v koncentracich 0, 10°, 108, 107 a 5x10”" M. Vykli¢ena seminka byla kladena na povrch
média do fady doprostfed misky a kofinkem dolt a na kazdou misku byl pfenesen stejny
pocet rostlinek s kratkymi a dlouhymi kotinky. Na kazdou misku bylo pieneseno pramérné
7 rostlinek. Po té byly misky zalepeny paskou 2x dokola, popsany a umistény vertikalné do
pfipravenych plastovych stojanli. Misky s rostlinkami byly umistény do ristovych komor,
kde byly inkubovany po dobu 7 na modrém nebo Cerveném svétle a pii1 teploté 23°C.
Zdrojem modrého svétla byla trubice Philips TLD-36W/18-Blue (Philips USA) s
maximalni ozafenosti 10 pmol m™ s™ pfi 440 nm. Zdrojem &erveného svétla byly trubice
Philips TLD-36 W/15-Red (Philips, USA) s maximalni ozéafenosti 10 pmol m™ s™ pii 660
nm. Pro kultivaci ve tmé byly misky s rostlinkami zabaleny do alobalu a umistény do

stejné ristové komory.

3.7. Méieni délky rostlin
Po uplynuti tydenni kultivace byla zméfena délka hypokotylti a kofenid narostlych rostlin.

Rostliny byly vyjmuty z misky pomoci pinzety a natazeny na plastovou podlozku s cernym
podkladem. Délka kofenti a hypokotyld byla zméfena pomoci pravitka s piesnosti na jeden
milimetr a vysledky byly zapsany do tabulek, zpracovany do grafii a analyzovany.
Z naméfenych hodnot délek hypokotyli a kofenli byl rovné€z pocitan inhibi¢ni Uc¢inek
auxinii na rist téchto organt. Hodnoty procentudlni inhibice jsme vypocitali dle

nasledujiciho vzorce:

% inhibice = ‘%” % 100% .
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kde a = hodnota délky hypokotylu pii koncentraci 0 M, b = hodnota délky hypokotylu pii
zvolené koncentrace, pro kterou pocitdme inhibici.

Se vSemi typy auxinl a kazdym genotypem byly provedeny tii nezavislé experimenty.
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4. VYSLEDKY

4.1. Riistové reakce hypokotylu mutanta 7B-1 k auxinu NAA v zavislosti na
svételnych podminkach.
V experimentech s hypokotylem jsme zjistovali vliv auxini (NAA, IAA a 2,4-D) na rust

hypokotylu dvou genotypt rajcete, a to kontrolniho nemutovaného kultivaru cv. Rutgers a
od n& odvozeného mutanta 7B-1lv zavislosti na svételnych podminkach (tma, modré

svétlo, cervené svétlo).
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Obr. €. 4 Vliv syntetického auxinu NAA na délku etiolovanych hypokotylt kontrolniho kultivaru cv.
Rutgers a mutanta 7B-1. Graf (a) ukazuje primérné délky hypokotyli + SE ziskané ze tfi nezavislych
experimentl, pficemz v kazdém experimentu a pii kazdé koncentraci NAA bylo méfeno cca. 10 rostlin
kazdého genotypu. Graf (b) ukazuje vypocitané primérné hodnoty inhibice rustu hypokotylu (v %) vlivem
auxinu NAA.

Na obrazku 4a muzeme vidét, Ze auxin NAA vyrazn¢ inhiboval rist etiolovanych
hypokotylti az pfi nejvyssi testované koncentraci 5.107 M. Na Obr. 4a i b je vidét, Ze u
mutanta 7B-1 auxin o koncentraci 5.107 M zpiisoboval inhibici rist hypokotylu kolem
30%, kdezto u cv. Rutgers to bylo vice jak 40%. Nejnizsi testované koncentrace NAA

naopak velmi slab¢ stimulovaly rust hypokotylu, jak u cv. Rutgers, tak i u mutanta 7B-1.

30



Blue Light a
— 100
£ I
€ 380 - = <)== cv.RUTGERS
= I
.._..>' 60 i = 7/B-1
(e]
<
o
o
>
i -
L]
<
‘v 0 10°  10® 107 5x107
a
NAA (M)
Blue Light b
100
80 ©1cv.RUTGERS
60
8 . = 7B-1
S 40 t -
R0 -.i I
20 |
107 10 107 5x107
40 L
NAA (M)

Obr. €. 5 Vliv syntetického auxinu NAA na prodluzovani hypokotylu testovanych genotypti cv. Rutgers
(WT) a mutanta 7B-1 péstovanych na modrém svétle po dobu 7 dntt v podminkach in vitro. Vynesena data
ptedstavuji primérné hodnoty délky hypokotylt + SE ze tii nezavislych experimentt. Pii kazdé koncentraci
auxinu bylo méfeno zhruba 10 rostlin cv. Rutgers a 10 rostlin mutanta 7B-1 (a). Graf (b) ukazuje priméry
hodnot inhibice rstu hypokotylu (%) vlivem pouzitych koncentraci auxinu NAA.

Podobn¢ jako ve tm¢, auxin NAA se zvySujici se koncentraci ovliviioval prodluzovani
hypokotylu obou testovanych genotypt rostoucich na modrém svétle (Obr. 5a). Z grafu je
vidét, ze k vyraznéjsi inhibici ristu hypokotylu obou genotypt dochazi jiz pti koncentraci
10" M. Obrazek 5b pak znazoriiuje naopak mirnou stimulaci hypokotyli u obou genotyp,

ktera nastava pii koncentrace 10° M a 10° M NAA.
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Obr. ¢&. 6 Vliv koncentrace syntetického auxinu NAA na prodluzovani hypokotylu testovanych genotypii
cv. Rutgers (WT) a 7B-1 péstovanych na ¢erveném svétle po dobu 7 dnit v podminkéch in vitro. Data
vynesena v grafech predstavuji primérné hodnoty délky hypokotylti + SE ze tfi nezavislych experimentt. Pfi
kazdé koncentraci auxinu NAA bylo méfeno zhruba 10 rostlin cv. Rutgers a 10 rostlin mutanta 7B-1 (a).
Graf (b) ptedstavuje primérné hodnoty inhibice rtstu hypokotylu (%) vlivem pouzitych koncentraci auxinu
NAA.

Na obrazku 6a mizeme pozorovat, podobné jako na modrém svétle, inhibici hypokotylu
mutanta 7B-1 a cv. Rutgers rostoucich na cerveném svétle, ktera je zplisobena vlivem
auxinu NAA o koncentracich 107 a 5.107 M. Na obrazku 6b je znazornéna procentuélni
inhibice ristu hypokotylt, kde napriklad u nejvyssi koncentrace 5x10” M dosahuje u obou
genotypil podobnych hodnot, tj. kolem cca 45%. Na nejnizsich testovanych koncentracich
NAA dochazelo u genotypu cv. Rutgers k mirné stimulaci hypokotylu, nikoliv vsak u
mutanta 7B-1 (Obr. 6b).

Podobné experimenty s hypokotylem jsme provedli i za pouziti nativniho auxinu 1AA a
dalsiho syntetického auxinu 2,4-D, kde jsme zaznamenali velice podobné vysledky, jako
pii experimentech sauxinem NAA, a to podobné¢ pii vSech pouzitych svételnych

podminkach. U genotypi cv. Rutgers i mutanta 7B-1 dochazelo vlivem auxini IAA i 2,4-D
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a svételnych podminek bud’ k inhibici a nékdy i slabé stimulaci ristu hypokotylt, podobné

jako tomu bylo u auxinu NAA (podrobné vysledky nejsou ukazany).

4.2. Ristové reakce koi‘ene mutanta 7B-1 k auxinu NAA v zavislosti na svételnych
podminkach.
V nasledujicich experimentech jsme opét sledovali vliv auxini (NAA, IAA a 2,4-D) na

prodluzovaci rist primarnich kofeni dvou genotypti 7B-1 a cv. Rutgers v zavislosti na

ruznych svételnych podminkéch, a to tma, modré svétlo a Cervené svétlo.
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Obr. ¢&. 7 Vliv syntetického auxinu NAA na délku kofenii kontrolniho kultivaru cv. Rutgers a mutanta 7B-
1. V grafu (a) jsou vyneseny pramérné délky kofend + SE ziskané ze tii nezavislych experimentt, pfi¢emz
v kazdém experimentu a pfi kazdé koncentraci NAA bylo méfeno cca. 10 rostlin kazdého genotypu. Graf (b)
znazortiuje vypocitané primérné hodnoty inhibice ristu kofene (v %) vlivem auxinu NAA.

Na obrazku 7a mizeme zaznamenat, ze u rostlin u obou testovanych genotypt rostoucich
ve tmé aplikace zvySujici se koncentraci auxinu NAA méla za nasledek postupnou a
vyraznou inhibici rastu kotene. Naptiklad k 50% inhibici ristu kofene dochdzelo pfi

koncentraci cca 107 M NAA (Obr. 7b). Stimula¢ni vliv auxinéi nebyl pozorovan ani pii

v
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Obr. €. 8 Vliv koncentrace syntetického auxinu NAA na délku kofenti na testovany Kultivar cv. Rutgers a
mutant 7B-1 péstovanych pod modrym svétlem po dobu 7 dnl v podminkach in vitro. Vynesena data na
grafu (a) predstavuji pramérné délky kofent + SE, které byly ziskany ze téi nezavislych experimentl. Pfi
kazdé koncentraci auxinu bylo méfeno cca 10 rostlin cv. Rutgers a 10 rostlin mutanta 7B-1. (b) Praméry
hodnot inhibice rustu kofene (%) vlivem pouzitych koncentraci auxinu NAA.

Podobné jako ve tmé¢, rhst kofenl rostlin obou genotypli na modrém svétle byl rovnéz
inhibovan auxinem NAA (Obr. 8a). Je viak zajimavé, Ze pii koncentraci 10° M byla
inhibice ristu v téméf nulova (Obr. 8b) ve srovnani s inhibici ristu kofenli péstovanych ve
tm¢, kde dosahovala pfi stejné koncentraci NAA zhruba 20% (Obr. 7b). To plati pro oba

testované genotypy.
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Obr. €. 9 Vliv koncentrace auxinu NAA na délku kofend k testovanému kultivaru cv. Rutgers a mutantu
7B-1 péstovanych pod Cervenym svétlem po dobu 7 dni v podminkach in vitro. Graf (a) piedstavuje
prumérné délky kotenti + SE, které byly ziskany ze tii nezavislych experimenti. V kazdém experimentu u
kazdé koncentrace auxinu bylo mé&feno cca 10 rostlin cv. Rutgers a 10 rostlin mutanta 7B-1. (b) Ptedstavuje
prumérné hodnoty inhibice rastu kotfene (%) vlivem pouzitych koncentraci auxinu NAA.

Podobna situace byla pozorovana na Cerveném svétle (Obr. 9a). Rist kofend obou
genotypi byl silné inhibovan pii koncentracich NAA 107 a 5x107 M, kdezto pii
koncentraci 10® M byla inhibice ristu kofend obou genotypli vyrazné nizsi (Obr. 9b) nez

bylo u rostlin péstovanych ve tmé (Obr. 7b).

4.3. Ristové reakce koi‘ene mutanta 7B-1 k auxinu IAA v zavislosti na svételnych
podminkach.
V tomto experimentu jsme pouzili nativni auxin IAA, a to ve stejnych koncentracich, jako

u piedeslého syntetického auxinu NAA.
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Obr. €. 10 Vliv nativniho auxinu IAA na délku kofenti kontrolniho kultivaru cv. Rutgers a mutanta 7B-1.
Graf (@) piedstavuje primérné délky kotfent = SE, ziskané ze tii nezavislych experimentd, pficemZ v kazdém
experimentu a pii kazdé koncentraci IAA bylo méteno cca 10 rostlin kazdého genotypu. Graf (b) znazorfiuje
vypoc¢itané hodnoty inhibice ristu kotfene (v %) vlivem auxinu IAA.

Na obrazku 10a miZeme vidét postupnou inhibici riistu kofene zvySujici se koncentraci
auxinu IAA ve tm¢. Jak u genotypu cv. Rutgers, tak u mutanta 7B-1 dosahuje inhibice

velice podobnych hodnot. Napiiklad pii nejvyssi koncentraci 5x107 M se inhibice ristu

kofenti obou genotypt pohybuje okolo 85% (Obr. 10b).
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Obr. ¢&. 11 Vliv koncentrace nativniho auxinu IAA na délku kofenti na testovaném kultivaru cv. Rutgers a
mutantu 7B-1 péstovanych pod modrym svétlem po dobu 7 dnl v podminkach in vitro. Vynesena data na
grafu (a) znazoriuji primérné délky kotenti + SE, které byly ziskany ze tii nezavislych experimentd. Pti
kazdé koncentraci auxinu bylo mé&feno asi 10 rostlin cv. Rutgers a 10 rostlin mutanta 7B-1. (b) Pramérné
hodnoty inhibice ristu kotene (%) vlivem pouzitych koncentraci auxinu IAA.

Podobné jako ve tmé byl rust kofeni obou genotypli rostoucich na modrém svétle
inhibovan se zvySujici se koncentraci IAA (Ob. 11a). Podobné¢ jako v pfipadé syntetického
auxinu byla inhibice ristu kofeni WT na modrém svétle pfi koncentraci 108 M vyrazné
niz§i (Obr. 11b), nez u rostlin péstovanych pfi stejné koncentraci IAA ve tmé (Obr. 10b). U
mutanta 7B-1 byl tento rozdil evidentni aZ p¥i koncentraci 10”7 M (Obr.10b a 11b).
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Obr. ¢. 12 Vliv koncentrace auxinu IAA na délku kofent k testovanému kultivaru cv. Rutgers a mutantu
7B-1 péstovanych pod ¢ervenym svétlem po dobu 7 dnli v podminkach in vitro. Graf (a) ukazuje pramérné
délky kofent + SE, které byly ziskany ze tii nezavislych experimentl. V kazdém experimentu u kazdé
koncentrace auxinu bylo méfeno cca 10 rostlin cv. Rutgers a 10 rostlin mutanta 7B-1. (b) Piedstavuje
prumérné hodnoty inhibice rastu kotene (%) vlivem pouzitych koncentraci auxinu IAA.

Na obrazku 12a,b miizeme pozorovat, Ze rovnéz na cerveném svétle dochazelo k inhibici
rustu kofene genotypu cv. Rutgers a mutanta 7B-1. Hodnoty procentuélni inhibice (Obr.
12b) jsou u obou genotypud pii vSech testovanych koncentracich auxinti velice podobné a
nejvyssi inhibice rustu kofene dosahovala cca 80%. Na rozdil od modrého svétla, hodnoty
inhibice rustu kofenli na Cerveném svétle byly pifi koncentracich 108 ¢ 107 M IAA
podobné hodnotam inhibice u kofenil rostoucich ve tm¢. To platilo pro oba genotypy (Obr.

12b a 10h).
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4.4. Ristové reakce koirene mutanta 7B-1 k auxinu 2,4-D v zavislosti na svételnych
podminkach.
Jako posledni jsme pouzili synteticky auxin 2,4-D, jehoz koncentrace byly stejné jako u

auxinu NAA a IAA a jako v ptipadé predchozich dvou pouzitych auxinti jsme pozorovali
rust kofenli genotypu cv. Rutgers a mutanta 7B-1 v zavislosti na svételnych podminkach

(tma, modré svétlo a Cervené svétlo).
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Obr. ¢ 13 Vliv syntetického auxinu 2,4-D na délku kofent kontrolniho kultivaru cv. Rutgers a
mutanta 7B-1. Graf (a) piedstavuje pramérné délky kofent + SE, ziskané ze tii nezavislych experimenti,
pfiCemz v kazdém experimentu a pii kazdé koncentraci auxinu 2,4-D bylo méfeno asi 10 rostlin kazdého
genotypu. Graf (b) znazorfiuje vypocitané hodnoty inhibice ristu kofene (v %) vlivem auxinu 2,4-D.

Na obrazku 13a je vidét mirnou inhibici ristu kofene genotypu cv. Rutgers ptsobenim
syntetického auxinu 2,4-D ve tm¢. U mutanta 7B-1 jsou hodnoty inhibice velice podobné.
Na rozdil od auxinit NAA a [AA se vyraznd inhibice kofene vlivem 2,4-D objevila az pfi

nejvyssi pouzité koncentraci 5.107 M. PH koncentraci 5x107 M dosahuje inhibice u

genotypu cv. Rutgers asi 70%, kdezto u mutanta 7B-1 je nizsi, cca 50% (Obr. 13b).
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Obr. €. 14 Vliv koncentrace syntetického auxinu 2,4-D na délku kofenti testovaného kultivaru cv. Rutgers
a mutantu 7B-1, péstovanych pod modrym svétlem po dobu 7 dni v podminkach in vitro. Vynesena data v
grafu (a) znazoriuji primérné délky kotenti + SE, které byly ziskany ze tfi nezavislych experimentd. Pti
kazdé koncentraci auxinu 2,4-D bylo méfeno cca 10 rostlin cv. Rutgers a 10 rostlin mutanta 7B-1. (b)
Pruméry hodnot inhibice ristu kofene (%) vlivem pouzitych koncentraci auxinu 2,4-D.

Obrazek 14a znéazoriiuje inhibi¢ni ucinek auxinu 2,4-D na rust kofend genotypu cv.
Rutgers a mutanta 7B-1 rostoucich na modrém svétle. Naptiklad u koncentrace 107 M
dochdzi k vyrazné inhibici oproti piedeslym koncentracim u obou genotypi. Délky kotene
jsou v pocatecni OM koncentraci delsi, nez ve tm¢& (Obr. 13a). Zaznamenali jsme stejny
vyvoj rastu kotfenil jednotlivych genotypll. Procentudlni inhibice (Obr. 14b) dosahuje
nejvyssich hodnot u nejvétsi koncentrace 5x107 M, kde se u obou genotypii pohybuje
okolo 80%. Porovnanim Obr. 13b a 14b je tedy zifejmé, ze inhibice rustu kofent auxinem
2,4-D byla mnohem intenzivnéj$i na modrém svétle nez ve tmé, coz je vidét predevsim u

koncentrace 10" M.
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Obr. €. 15 Vliv koncentrace auxinu 2,4-D na délku kofent1 k testovanému kultivaru cv. Rutgers a mutantu
7B-1 péstovanych pod ¢ervenym svétlem po dobu 7 dnli v podminkach in vitro. Graf (a) ukazuje pramérné
délky kofent + SE, které byly ziskany ze tii nezavislych experimentl. V kazdém experimentu u kazdé
koncentrace auxinu bylo méfeno cca 10 rostlin cv. Rutgers a 10 rostlin mutanta 7B-1. (b) Ukazuje pramérné
hodnoty procentualni inhibice rstu kofene vlivem pouzitych koncentraci auxinu 2,4-D.

Podobn¢ jako na modrém svétle, auxin 2,4-D na Cerveném svétle inhiboval rist kofene
genotypu cv. Rutgers a mutanta 7B-1 silnéji nez ve tmé. Opét je to nejlépe vidéet
na koncentraci 107 M 2,4-D (Obr.15b a 13b).
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5. DISKUZE
Je znamo, ze auxiny a svétlo spolu V procesu rlstu rostlin vzajemné interaguji (de Wit et

al. 2016). Tato interakce je Casto studovana na hypokotylech, protoze je to organ velice
citlivy k auxinim 1 ke svétlu. Zatimco endogenni auxiny stimuluji prodluzovaci riist
hypokotylu, svétlo tento rust inhibuje a zpomaluje. Jednim z mechanizmi, jak svétlo
inhibuje rist rostlin, spoc¢ivd vtom, ze svétlo redukuje hladinu endogennich auxint
v rostliné (lino 1982; Nishimura et al. 2006) a polarni transport auxind (Jones et al. 1991;
Behringer and Davies 1992) ¢imz dochazi ke snizeni stimulaéniho u¢inku auxint. Svétlo
muze také redukovat mnozstvi auxinovych receptorii a tim sniZzovat citlivost bunék
K auxintim (Jones et al. 1991).

Utinek auxint na rist rostlin je ¢asto studovan aplikaci exogennich auxint, o
kterych je znamo, ze u intaktnich rostlin v ¢asovém rozmezi hodin a dnd naopak
prodluzovaci rist hypokotyli inhibuji. Pfesny mechanizmus vSak neni dosud objasnén.
Jednou z moznosti je, ze v rostliné dochézi k akumulaci vysoké hladiny auxinu a to mize
vést k aktivaci aniontovych kanald, které zptisobuji depolarizaci membrany bunék, ¢imz
dochazi k inhibici ristu (Boerjan et al. 1995; King et al. 1995; Fellner 1997; Thomine et
al. 1997).
svétla, produkuje méné endogennich auxind nez kontrolni rostlina cv. Rutgers (Fellner et
al. 2001). Dale bylo zjisténo, Ze hypokotyly etiolizovanych rostlin 7B-1 jsou ve srovnani
S kontrolnim genotypem cv. Rutgers méné citlivé kinhibinimu auxinu NAA,
aplikovaném v koncentraénim rozmezi 5x107 az 10° M, nejvyrazn&ji viak pfi nejnizsi
testované koncentraci 5x107 M (Fellner et al., nepublikované vysledky). Dale bylo
zjiSténo, ze u obou genotypli modré svétlo snizuje inhibi¢ni U¢inek NAA na rist
hypokotylu (Fellner et al., nepublikované vysledky).

Cilem experimentalni ¢asti mé bakalatské prace bylo zjistit, zda se pfi nizSich
koncentracich auxini (10 az 107 M) rezistence etiolizovanych hypokotyli 7B-1 k auxinu
projevi vyraznéji a zda a jak bude citlivost k nizkym koncentracim auxini ovlivnéna
svételnymi podminkami, predev§im pak modrym svétlem. Studovali jsme proto ucéinky
auxini NAA, 2,4-D a IAA na rist hypokotylu mutanta 7B-1 a kontrolniho genotypu cv.
Rutgers rostoucich ve tmé, na modrém a Cerveném svétle. Soucasné jsme zjistovali, zda se
mutant 7B-1 odliSuje od kontrolniho genotypu 1 v rastovych reakcich kotene k exogennim

auxiniim a zda jsou tyto zmény ovliviiovany kvalitou svétla.

42



5.1. Vliv exogennich auxini na rist hypokotylu mutanta rajéete 7B-1
Na rozdil od experimentd s vy$$imi koncentracemi auxinu NAA (5.107 az 10° M)

(Fellner, nepublikované vysledky), experimenty provedené v této bakalarské praci ukazaly,
ze etiolizované hypokotyly mutanta 7B-1 nevykazovaly snizenou citlivost k NAA pouzité
v koncentra¢nim rozmezi 10° az 107 M. Vyjimkou byla nejvyssi testovana koncentrace
NAA 5.107 M, pii které jsme snizenou citlivost hypokotylu 7B-1 opé&t pozorovali (Obr.
4b). Jednou z p¥igin miZe byt fakt, e NAA v koncentraénim rozmezi 10 az 107 M nemél
témet zadné inhibi¢ni u€inky na rst hypokotylu. Protoze vSak pfi nejvyssi testované
koncentraci 5.107 M byla inhibice vyrazna, je ziejmé, Ze v dalsich podobnych pokusech
bychom se mé&li zamé&Fit spise na $kalu koncentraci NAA mezi hodnotami 107 a2 5.107 M.
Podobné tomu bylo i u dalSich pouzitych auxini 2,4-D a IAA. D, kde vSak ani pii nejvyssi
koncentraci 5.107 M nebyla nizsi citlivost 7B-1 k inhibiénimu t&inku auxinu zietelna.
Rovnéz na modrém ¢i cerveném svétle nebyl mezi 7B-1 a cv. Rutgers zaznamenan vyrazny
rozdil v citlivosti ke vS§em testovanym auxiniim a svétlo ristové reakce hypokotylu k t€émto
nizkym koncentracim auxinii vyrazn¢ neovliviiovalo. Vysledky naSich experimenti
potvrdily, ze v podminkach in vitro exogenni auxin inhibuje rast intaktnich hypokotyli, a
vedou rovnéz Kk zavéru, ze funkéni produkt genu 7B-1 neni dulezitym elementem

zapojenym V rustovych reakcich intaktniho hypokotylu k exogennim auxintim.

5.2. Vliv svétla na citlivost kofenii k auxinu
Vysledky experimentl s kofeny ukazaly, ze ve tmé auxin NAA v zavislosti na koncentraci

inhiboval rast kofent mutanta 7B-1 i kontrolniho genotypu cv. Rutgers. U obou genotypiti
dochdazelo k pfiblizné stejné inhibici riistu, v zavislosti na pouzitych koncentracich NAA, a
to ve tmé i na svétle. Podobné tomu bylo i u dalSich pouzitych auxint IAA a 2,4-D.
Vysledky nasich experimentl potvrdily, Zze v podminkach in vitro exogenni auxin opravdu
inhibuje rust intaktnich kofend. Srovnani riistovych reakci mutanta 7B-1 a cv. Rutgers vede
dale k zavéru, Ze funkéni produkt genu 7B-1 neni zapojen v riistovych reakcich kotene
rajcete k exogenné aplikovanym auxintim, a to bez ohledu na svételné podminky.

Pti dalsi podrobné analyze vysledkli jsme vSak zjistili, ze vinova délka svétla
vyznamné méni Citlivost ristovych reakci kofenti k inhibi¢nim ucinkiim testovanych
auxinl. Tabulka ¢. 1 ukazuje hodnoty inhibice rGstu kotfen kontrolniho genotypi cv.
Rutgers za ptitomnosti jednotlivych auxint ve dvou vybranych koncentracich 1082 10" M

ve tm¢, na modrém a Cerveném svétle. Tabulka ¢. 2 pak ukazuje totéz u mutanta 7B-1.
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Tabulka ¢. 1 Inhibice rustu kotenit WT (cv.

modrém svétle a Cerveném svétle.

Rutgers) (v %) vlivem auxind NAA, [AA a 2,4-D ve tmé,

10%m 107 ™M
WT

NAA IAA 2,4-D NAA IAA 2,4-D
D 22 26 4 60 62 18
BL 4 12 14 46 42 55
RL 14 27 -3 56 63 47

Z vysledki je patrné, ze modré svétlo snizovalo citlivost kofene cv. Rutgers
k inhibiénim G&inkéim NAA a IAA, coZ bylo vyrazné u obou vybranych koncentraci 10 a
107 M. U &erveného svétla viak tento G&inek svétla pozorovan nebyl. Naopak u auxinu
2,4-D byla reakce opacnd - modré svétlo citlivost kofene k tomuto auxinu zvySovalo.
Cervené svétlo rovndZ zvysovalo citlivost kofent k inhibi¢nimu G&inku 2,4-D. Vliv svétla

na citlivost kofenti k 2,4-D byl pozorovan pouze u koncentrace 107 M.

Tabulka ¢. 2 Inhibice ristu kofenti mutanta 7B-1 (v %) vlivem auxini NAA, IAA a 2,4-D ve tm¢, modrém
svétle a Cerveném svétle.

10%m 107 m
7B-1

NAA IAA 2,4-D NAA IAA 2,4-D
D 26 19 6 54 62 21
BL 4 16 10 53 44 43
RL 7 21 9 52 62 34

Vysledky u mutanta 7B-1 (Tab. 2) jsou podobné vysledkim u cv. Rutgers. Modré
svétlo snizovalo citlivost kofene k auxinu NAA, a to pouze pii koncentraci 10°® M. Takté
snizovalo citlivost kofenti k auxinu IAA, ale pouze pii koncentraci 107 M, kdezto u
koncentrace 10® M nebyl tento efekt vyrazny. Cervené svétlo snizovalo citlivost kofene
k auxinu NAA jen u koncentrace 10® M, kdezto v piipadé auxinu IAA &ervené svétlo
nemé¢lo zadny vliv na citlivost kofene k tomuto auxinu. Podobné jako u genotypu cCv.
Rutgers, modré i Cervené svétlo zvySovalo citlivost kofent k inhibi¢nim ucinkdm auxinu

2,4-D, ale tento efekt byl vyrazny pouze pti koncentraci 107 M.
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5.3. Mechanismy tucinki svétla na inhibici ristu kofene vlivem auxini
Na zaklad¢ naSich vysledkd jsme sestavili modely, jak by svétlo mohlo ovliviiovat

akumulaci konkrétniho aplikovaného auxinu v bufice a tak ovliviiovalo ristové reakce
kofenti k tomuto auxinu. Je tieba zduraznit, Ze naSe modely neuvazuji o moznosti, ze
svétlo mize rovnéz ovliviiovat biosyntézu a metabolizmus auxinii ¢i pfimo elementy
auxinové signalizace. Modely vychazi zprace Delbarre et al. (1996), kde autofi
analyzovali mechanizmy, jakymi jsou schopny se auxiny NAA, 2,4-D a |AA transportovat
do buiky a z bunky.

/ *
<___|_'___'--u| >
NAA

Obr. ¢. 16 Hypoteticky model u¢inka svétla na hladinu auxinu NAA v bufice kofene (podle Morris 2000,
modifikovano).

W

V ptipadé¢ auxinu NAA (Obr. ¢. 16) zjistili, ze transport tohoto auxinu
prostiednictvim pfenasece AUX1/LAX (influx carrier; Parry et al. 2001; Zazimalova et al.
2010) je zanedbatelny a auxin NAA vstupuje do bun¢k piedev§im pasivni difuzi, pfi¢emz
jeho transport z bunky se déje piedevs§im proteinovymi pienaseci typu PIN (efflux carrier;
Galweiler et al. 1998; Luschnig et al. 1998). Zjistili jsme, Ze na modrém svétle a méné
zfeteln€ na Cerveném svétle je inhibice rlstu kofene niZsi nez u kotenti rostoucich ve tmé.
Dle naSich vysledki 1ze uvazovat o tom, Ze modré a Cervené svétlo miize aktivné plsobit
na prenase¢ PIN a zvysit tak ,,odtok™ auxinu NAA z buriky, ktery bude intenzivnéjsi nez
transport NAA do buiky (Obr. ¢. 16). To znamena, Ze na svétle mize dochazet k
nizs$i akumulaci auxinu NAA v bunice nez ve tmé. Pokud budeme v nasem modelu

uvazovat, ze vys$i akumulace auxinu v bunice vede k vy$§imu inhibi¢nimu ucinku auxinu

cv w7
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Obr. &. 17 Hypoteticky model vlivu svétla na hladinu auxinu IAA v buiice kotene (podle Morris 2000,
modifikovano).

Delbarre et al. (1996) zjistili, ze na rozdil od syntetického auxinu NAA, je nativni auxin
IAA transportovan do buiiky ptedevSim pienase¢i typu AUXI/LAX a zbunky je
transportovan podobné jako NAA, tedy proteinovymi ptenaSe¢i typu PIN (Obr. €. 17).
Nase experimenty ukazaly, Ze modré svétlo, nikoliv vSak Cervené, mirné snizuje citlivost
kotene k inhibi¢nimu u¢inku IAA. Pokud tedy budeme uvazovat, Ze nizsi inhibice riistu
hypokotylu auxinem IAA je disledkem niz§i akumulace IAA v bunice, pak muzeme
uvazovat, ze modré svétlo mulze snizovat aktivitu pfenaseCe AUXI/LAX a naopak
zvySovat pfenos auxinu prostiednictvim proteinit PIN (Obr. €. 17). Tyto vysledky mohou
byt podpofeny pozorovanim Malichové (2015), kterd ukazala, Ze exprese genu PINla u
kukufice je stimulovdna modrym svétlem, Je dale zajimavé, Ze tato stimulace byla
vyrazn&j$i pii absenci genu pro auxin-binding proteinl (ABP1) (Malichova 2015).
Samozfejmé, je také mozné, ze modré svétlo stimuluje pienos IAA jak do bunky, tak
Z bunky, pfi¢emz stimulace ,,odtoku‘ IAA z buiiky modrym svétlem bude intenzivnéjsi nez

stimulace transportu IAA z bunky prostfednictvim AUX1/LAX.
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Obr. ¢. 18 Hypoteticky model ukazujici vliv svétla na hladinu auxinu 2,4-D v bufice kotene (podle Morris
2000, modifikovano).

Delbarre et al. (1996) ukazali, ze transport auxinu 2,4-D do buiky je zaji§tovan ptenaseci
typu AUXI/LAX. Autofi rovnéz zjistili, Ze afinita PIN pfenasect k 2,4-D je relativné nizka
a tudiz pfenos auxinu 2,4-D z bunky prostfednictvim proteini PIN je slaby (Obr. €. 18).
Nase experimenty ukazaly, Ze modré a c¢astecné i Cervené svétlo zvySuje citlivost kotfent
K inhibi¢nimu ucinku 2,4-D. V naSem modelu tedy navrhujeme, Ze modré a Caste¢né i
cervené svétlo muze stimulovat transport 2,4-D do buniky prostiednictvim pienaSece
AUX1/LAX. Vzhledem k nizké schopnosti 2,4-D opoustét buiku miize na svétle dochazet
k vyssi akumulaci auxinu 2,4-D uvnité buniky nez ve tmé. To mulze nasledné vést ke
zvyseni citlivosti buiiky kofene k inhibi¢nimu G¢inku auxinu 2,4-D.

Fakt, ze zména citlivosti kofenli k auxinim vlivem svétla se projevuje ve velice
uzkém koncentracnim rozmezi nebo pouze pii ur¢itych koncentracich aplikovanych auxint
naznacuje, Ze navrhované mechanizmy regulace transportu auxini do bunky a z bunky
budou pravdépodobné velice citlivé reagovat na koncentrace exogennich auxini a na
svételné podminky. Tento systém tak mize pro bunky piedstavovat velice jemny zpisob
regulace auxinového transportu a hladiny auxinu v bufice flexibilné regulovany svételnymi
podminkami.

Nas koncept, Ze svétlo, predevsim modré svétlo, reguluje polarni transport auxinu a
jeho akumulaci v kofenovych buiikach rajcete (Obr. 16 az 18) je docela novy, protoze
literarni data na toto téma jsou velice omezena. Laxmi et al. (2008) navrhli, ze svétlo
prostiednictvim receptoric modrého svétla pozitivné ovliviiuje aktivitu transportu auxint

z buiiky ven tim, ze udrzuje pfenaSeCe auxinii typu PIN2 na plazmatické membrané.
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Rovnéz u kofent, avsak u Arabidopsis, Zeng et al. (2010) na zakladé svych experimentt
navrhuji, ze fotoreceptor CRY'1 redukuje expresi proteinti PIN1. Pouzitim mutanti cryl
bylo zjisténo, Zze v hypokotylech rajcete receptory CRY1 negativné ovliviiuji polarni
transport auxind a ze slabé ¢ervené svétlo polarni transport auxinu naopak zesiluje (Liu et
al. 2011). Podobné vysledky publikoval i Zeng et al. (2010). Nase vysledky se ¢aste¢né
shoduji se zavéry Stocese et al. (2012), ktefi studovali tlohu boru a auxini ve
fotomorfogenezi hypokotyltt Arabidopsis thaliana, Autofi navrhuji, ze v hypokotylech
Arabidopsis modré svétlo redukuje aktivitu auxinovych pienasect typu AUXI/LAX a
naopak, stimuluji funkci pfenase¢t proteinové skupiny PIN. Stimulace PIN proteint
¢ervenym svétlem navrzena v nasem model (Obr. 16) se shoduje s vysledky Keuskamp et
al. (2010) a Ding et al. (2011). Jejich vysledky shodné naznacuji, ze Cervené svétlo muze
indukovat polarné- lokalizované proteiny PIN3, které usmériiuji auxinovy transport
Vv bazipetalnim sméru (PetraSek and Friml, 2009), a tak muze zvySovat bazipetalni
auxinovy transport.

Je znamo, Ze polarni transport auxinl vyzaduje i dal$i proteinové prenasece a to
auxinové transportéry typu ABC (Lewis et al. 2009) nazyvané ABCB19 (diive MDR1
nebo PGP19) (Vevrier et al. 2008). Bylo publikovano, ze v hypokotylecha Arabidopsis je
exprese genu FLABBY, ktery koduje transportér ABCBI19, redukovadna aktivaci
fytochromui a kryptochromt (Nagashima et al. 2008). Ve shodé¢ s t€émito vysledky, Wu et
al. (2010) uvadi, ze mutace v CRY1 a PHYB zvySuji hladinu proteini ABCB19 na
plazmatické membran¢. Nedavné vysledky také ukazuji, Zze dalsi fotoreceptory modrého
svéta, fototropiny fosforyluji proteiny ABCB19. To vede k inhibici pfenasect auxint
Z buiiky ven, tim ke zvySovani hladiny auxinu v bunce (Christie et al. 2011).

Je tedy zfejmé, Ze systém regulace hladiny auxinil v butice svétlem prostiednictvim
auxinovych transportért predstavuje komplexni systém a znalosti o mechanizmech téchto
regulaci jsou velice omezené. Vysledky této bakaldiské prace mimo jiné nabidly nové
vyhledy, jak tyto mechanizmy studovat. Zajimavé by urcit¢ bylo, studovat, jak svétlo
ovlivituje expresi genll kodujicich zndmé auxinové transportéry a jak svétlo ovliviiuje

jejich polarizaci a jejich mnozstvi na plazmatické membrang.
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6. ZAVER

Cilem mé bakalafské prace bylo zjistit ucinky nizkych koncentraci pouzitych auxinl
(NAA, IAA, 2,4-D) narustové reakce rostlin rajéete a studovat, jaky vliv mélo v tomto
procesu svétlo, konkrétné vinova délka. Pomoci genetického pfistupu, tedy analyzou
mutanta 7B-1 se snizenou citlivosti k modrému svétlu a snizenou citlivosti etiolizovanych
hypokotylti k auxinu NAA, jsem dale studovala, jakou ulohu hraje gen 7B-1 v ristovych
reakcich hypokotylu a kofene rajcete k exogennim auxiniim. Vysledky naSich experimentt
potvrdily, Ze v podminkach in vitro exogenni auxin inhibuje rast intaktnich hypokotylu i
kofenti. Vysledky vedou dale k zavéru, ze funkéni produkt genu 7B-1 neni dilezitym
elementem zapojenym v riastovych reakcich intaktniho rostlin rajcete K exogennim
auxintim, a to za vSech studovanych svételnych podminek. Experimenty vSak odhalily, ze
vlnova délka svétla vyznamné meéni citlivost ristovych reakci kofent k inhibi¢nim
ucinkim testovanych auxinll. Konkrétné, modré svétlo snizovalo citlivost kofene
K inhibiénim u¢inkim auxind NAA a IAA, naopak zvySovalo citlivost k auxinu 2,4-D.
Cervené svétlo podobné snizovalo citlivost kofene K inhibi¢nim G&inkim auxinu NAA,
nemélo zadny efekt v citlivosti kofene k IAA, a naopak zvySovalo citlivost kotfent
K inhibi¢nim G¢inkiim auxinu 2,4-D. ProtoZe tyto reakce nebyly ovlivnény mutaci 7B-1, je
ziejmé, ze funkéni produkt genu 7B-1 neni v téchto reakcich kofene vyznamné zapojen.
Na zéklad¢ znalosti o tom, jak jsou jednotlivé typy auxint do bunky transportovany, jsme
navrhli hypotetické modely toho, jak svétlo mize ovliviiovat reakce kotfenti k inhibi¢nim
ucinkiim jednotlivych typl auxind. Principem modell je pfedpoklad, Ze inhibi¢ni G¢inek
auxinu na rust buiiky je imérny hlading (akumulaci) auxinu v buiice. Na zéklad€ n¢kterych
literarnich dat muzeme predpokladat, ze svétlo muze regulovat hladinu auxint uvnitf
bunky tim, ze ovliviluje funkci pfenasecti auxinti do a z builky, AUX1/LAX a proteint
PIN. Tyto modely mohou jednak naSe vysledky alespon Castecné vysvétlovat a za druhé

nabizeji nové moznosti, jak tyto relativné slozité mechanizmy studovat.
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