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1 UVOD A CiLE PRACE

Rust a rozvoj rostlin je regulovan mnoha faktory. Délku hypokotylu rostlin je mozné
regulovat tfemi zpiasoby: rostlinnymi hormony: auxiny (Cleland, 1995), gibberelliny,
cytokininy (Chory et al., 1994; Cary et al., 1995), ethylen (Ecker, 1995), kyselina
abscisova ¢i brassinosteroidy (Clouse, 1996), piirodnimi faktory, jako je svétlo
(Elich et Chory, 1994) ¢i mechanickou stimulaci (Jones et Mitchell, 1989). Prvnim
rostlinnym hormonem studovanym na rostlindch, byl auxin. Uginek auxinu na rist
rostlin je cCasto studovdn pomoci exogenni aplikace auxinu na experimentalni
rostliny. Exogenni auxin (pfirodni i synteticky) je kratce po aplikaci (sekundy,
minuty) schopen indukovat prodluzovani intaktnich rostlin. Zajimavé také je, Ze
exogenni auxin stimuluje rovnéz prodluzovani segmentt (Cleland, 1995). Avsak u
intaktnich rostlin v ¢asovém rozmezi hodiny a dny, je prodluzovaci rast hypokotylu
exogennim auxinem inhibovan (Fellner, 1997; Thomine et al., 1997).

Existuji dikazy o tom, ze elementy signalnich drah auxini mohou byt
aniontové kanaly, které hraji dtlezitou ulohu v pienosu signalu a regulaci turgoru
v bunkach vysSich rostlin (Schroeder et Hedrich, 1989; Ward et al., 1995).
Naptiklad, Keller and Van Volkenburgh, (1996) ukazaly, Ze depolarizace, ktera
ptedchazi auxinem indukovanou hyperpolarizaci v bunikach ovesné koleoptile, je
citliva k exogenimu CI" a muze byt blokovana inhibitorem 9-AC. Thomine et al.,
(1997) ukézali, Ze u etiolizovanych rostlin inhibitory aniontovych kanali, jako jsou
9-AC, DIDS, SITS a IAA-94 jsou schopny eliminovat inhibi¢ni G¢inek exogenniho
auxinu na prodluzovani hypokotylu.

V rdmci prohloubeni znalosti problematiky byla v teoretické casti préace
zpracovana literarni reSerSe na téma uloha iontovych kanald v auxinem indukované
inhibici rustu hypokotylu rajcete Solanum lycopersicum L. Jako experimentalni
rostlin bylo pouzito mutanta 7B-1 a odpovidajici kontrolni rostliny cv. Rutgers (WT).
Tento mutant je typicky tim, ze kromé své rezistence k abiotickym stresim na
modrém svétle (Fellner et Sawhney, 2002; Piterkova et al., 2012), ukazuje u
etiolovanych rostlin nizsi rGstové reakce k exogennim auxinim (Fellner, dosud
nepublikované vysledky). Experimentalni c¢ast bakalatské prace se zabyva studiem
rustovych reakci mutanta 7B-1 k auxinu NAA v zavislosti na svételnych
podminkach. Soucasné se také zabyva tim, jak mutant 7B-1 reaguje k inhibitoru

iontovych kanalia (DIDS), a zda zablokovani aniontovych kandlii inhibitorem DIDS
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muze vést k eliminaci inhibi¢niho U¢inku exogenniho auxinu na rist hypokotylu.
V neposledni fadé se prace zabyvéd tim, zda mozné zapojeni aniontovych kanalt
v auxinem indukované inhibici prodluzovani hypokotylu miize byt ovlivnéno
kvalitou svétla.

Bakalafskd prace byla vypracovana ve Skupiné molekularni fyziologie,
Laboratof ristovych regulatord Univerzity Palackého v Olomouci a Ustav
experimentalnich botaniky Akademie véd Ceské republiky. Experimenty byly
finan¢né podpofeny Evropskym socialnim fondem (projekt ¢.

CZ.1.07/2.3.00/30.0004) a MSMT (projekt &. LO1204).
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Auxiny

2.1.1 Historie a obecna charakteristika

Prvnim fytohormonem, ktery byl studovan na rostlinach, byl auxin. Tento hormon je
schopen regulovat miru bunééného prodlouzeni ve stoncich a mnoho dalSich aspektt
rozvoje rostlin jako jsou naptiklad apikalni dominance, iniciace rastu adventivnich
kofentli, rozvoj ovoce, rozvoj meristému. Spolupracuje také s ostatnimi rostlinnymi
hormony, jako jsou cytokininy, gibberelliny, ethylen, kyselina abscisova ¢i
brassinosteroidy. Auxiny se spolu s cytokininy od ostatnich rostlinnych hormoni 1isi
tim, Ze je rostliny vyzaduji pro Zivotaschopnost.

Objev auxinu souvisi se studiem fototropismu a gravitropismu. Pojmenovani
auxin z feCtiny auxein, coz znamena vzrust nebo rust dostal tento fytohormon na
zakladé Wentova pokusu, ktery provedl v roce 1926 (Went, 1926). F.W.Went ve
svém pokusu demonstroval, ze aktivni substance uvolnéna ze Spicek koleoptile ovsa
po rozptyleni na zelatinovém bloku podporuje bunééné prodlouzeni a tim rist ¢asti
koleoptile.

Kolem roku 1930 bylo zjisténo, Ze auxin je kyselina indolyl-3-octova (IAA),
ktera se vyskytuje ve vSech rostlinach. Pozd¢ji byly objeveny dalsi auxiny. IAA je
rostlinna pletiva jsou schopna produkovat nizké hladiny TAA, ovSem jako hlavni
zdroj TAA slouzi apikalni meristém a mladé listy rostliny (Ljung et al., 2001).
Kyselina indolyl-3-octova mize byt v rostliné hromadéna, ovsem pokud je jeji
koncentrace v rostling jiz optimalni nebo je odpovéd na ni jiz dokoncena, je
degradovana. K degradaci mlzZe dochédzet enzymaticky i1 neenzymaticky (napf.
svétlem).

Pozdéji byly ve vysSich rostlindch objeveny dal§i auxiny, mezi které patii,
napt. 4-chloroindolyl-3-octova kyselina (4-CI-1AA), kyselina fenyloctova (PAA),
kyselina indolyl-3-maselna. Jelikoz je struktura kyseliny indolyl-3-octové pomeérné
jednoduchd, bylo syntetizovano mnoho derivati s podobnymi vlastnostmi, které
dostaly pojmenovani syntetické auxiny, mezi Kkteré muzeme zafadit, napi. o-
naftyloctovou kyselinu (NAA), 2,4-dichlorofenoxyoctovou kyselinu (2,4-D) ¢i 2-
methoxy-3,6-dichlorobenzoovou kyselinu (dicamba) (Taiz et Zeiger, 2010). Aby
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mohlo dochazet k procesu regulace rozvoje rostliny auxinem, musi byt tento

fytohormon rostlinou transportovan.

2.1.2 Transport auxinu

Bylo zjisténo, ze auxin je transportovan z apikalni ¢asti do bazalni Casti rostliny.
Tento typ transportu se nazyva polarni transport a byl objeven témét ve vsech
rostlindch. Neni nijak ovlivnén polohou pletiva ani gravitaci, vyzaduje vSak energii
potiebnou ke vstupu (influx) a vystupu (efflux) auxinu z bun¢k.

Bylo objeveno, ze poldrni transport je fizen chemiosmotickym potencidlem
(Rubery et Sheldrake, 1973; Raven, 1975; Goldsmith et Goldsmith, 1977).
Chemiosmoticky model transportu auxinu ndm ukazuje, ze vstup (influx) auxinu je
fizen protonovou hnaci silou (AE + ApH) skrz plazmatickou membranu, zatimco
vystup (efflux) auxinu je fizen membranovym potencidlem AE. Influx auxinu je fizen
protonovymi symportéry, které patéi do rodiny proteini AUX1/LAX (Bennett et al.,
1996; Yang et al., 2006). Efflux auxinu je fizen PIN a ABCB transportnimi proteiny
(Blakeslee et al., 2005). U ABCB transportnich proteint slouzi jako zdroj energie
ATP. Polarni tok auxinu je fizen polarné lokalizovanymi proteiny effluxu, které se
vyskytuji na koncich vedoucich bunék. Tento model byl ovéfen v celych rostlinach
(Li et al., 2005). Influx a efflux auxinu mize byt inhibovan riznymi latkami —
inhibitory. Efflux mize byt inhibovan NPA, TIBA, CPD ¢i gravacinem, naopak
influx miiZe byt inhibovan, napt. NOA.

Transport auxinu je regulovan transkripci genil, posttranskripénimi
mechanismy a také dalSimi faktory jako jsou fosforylace, interakce s regula¢nimi
proteiny, proteolytické procesy a slozeni membrany. Mezi nejvyznamnégjsi faktory,
které reguluji transport auxinu, patii hormony, pohyb proteind a flavonoidy (Taiz et

Zeiger, 2010).

2.1.3 Signalni drahy transdukce auxinu

Transdukce signdlu probihd pomoci signalnich drah tak, Ze nejdiive dochazi
k navazani malych skupin komplexd, slozenych z receptori a enzymi, které reguluji
degradaci proteinil ptes ubikvitin proteasomovou drahu. Nejprve komplex receptor-
enzym po aktivaci auxinem oznaci specifické transkripéni represory pro proteolyzu,
vysledkem je aktivace a deprese gend regulovanych auxinem. Tento mechanismus

funguje pro vétsinu odpovédi auxinu. Odlisny typ proteinového receptoru auxinu se
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uplatiiuje pfi netranskripéni aktivaci a mobilizaci H'-ATPazy plazmatické
membrany, zpusobujici rychlé okyseleni bunécné stény a bunécné prodlouzeni.

Jako hlavni receptory auxinu byly oznaceny komplexy slozené z proteinu,
ktery patii do rodiny TIRI1/AFBa proteind (Dharmasiri et al., 2005a, 2005b;
Kepinski et al., 2005). Auxin spoji SCEF "' komplex s proteinem z rodiny
AUX/TAA. Vysledny komplex slouzi jako receptor, ktery umoziiuje auxinu regulovat
formou signalu nejriiznéjsi procesy.

Na TIRI1 signalnich drahach auxinu se podili dvé rodiny transkripcnich
regulacnich proteinti, mezi které patii ARFs a AUX/IAA. Auxin response factors
(ARFs) jsou nuklearni proteiny s kratkou dobou Zivota, které se vazou na specifické
sekvence DNA, nazyvané auxin response elements (AuxREs) za ucelem aktivace
nebo represe gentl transkripce (podle typu navazaného ARFs). Proteiny AUX/TAA
patii mezi dulezité regulatory genové exprese vyvolané auxiny. Reguluji transkripci
genu nepiimo po navazani na protein ARF a vazbou na DNA (Kim et al., 1997).

Signalni draha zodpovédna za genovou expresi, vyvolanou auxinem, za¢ina

vazbou auxinu na receptor TIR1/AFB (soucast SCF "R

ubikvitin ligdzového
komplexu) a naslednou interakci tohoto komplexu s proteinem AUX/IAA
prostfednictvim auxinu. Nasledkem toho dochdzi k rychlé ubikvitinaci a nasledné
hydrolyze AUX/IAA proteinu Vv proteazomu. Tim dojde k uvolnéni transkripénich
faktori ARF. Proteiny ARF stimuluji nebo potlacuji genovou expresi (zaleZi na typu
ARF). Auxin-responsive (AR) geny délime do dvou skupin primarni neboli brzké
geny a pozdni geny. Geny, které¢ jsou piimo aktivovany signalizaci AUX/IAA-
TIR/AFB nazyvame primarné odpovédné geny neboli brzké geny. Cas potiebny pro
expresi téchto brzkych geni se pohybuje v rozmezi né€kolika minut az hodin.

Viechny geny primarni odpovédi jsou vyvolané pres SCET™

signalni dréhu a
zahrnuji geny AUX/IAA, SAUR a geny GH3. Obecné maji tyto geny tfi hlavni funkce,
mezi které patii transkripce, signalizace a konjugace/katabolismus auxinu. Druha
skupina genti se nazyva pozdni geny. Tyto geny jsou aktivovany pfiblizn€ 2-4 hodiny
po nartstu auxinu a uplatiiuji se pii adaptaci rostliny na stresové podminky (Taiz et

Zeiger, 2010).

2.1.4 Efekt auxinu: buné¢né prodlouzeni
Mezi ucinky auxinu muzeme zaradit bunécné prodlouzeni. Auxin podporuje rust

stonkii dvoud¢loznych rostlin a jednodéloznych koleoptili, ale inhibuje rist kofene.
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Efekt auxinu na rist rostlin je obvykle studovan aplikaci exogenniho auxinu.
Exogenni auxin (pfirodni a umély) stimuluje prodlouzeni urcitych ¢asti rostliny
(Cleland, 1995). Ovsem po delsi ¢asové skale je rust hypokotylu exogennim auxinem
inhibovan, coZz odpovida supraoptimalnim G¢inkim auxinu (Boerjan et al., 1995;
King et al., 1995; Fellner, 1997; Thomine et al., 1997). Hladina endogenniho auxinu
v prodluzovacich ¢astech zdravé rostliny je témét optimalni pro rust. Pfidame-li tedy
exogenni auxin, zpisobime stimulaci rastu, ovSem pouze kratkodobou. V ptipadé
etiolovanych sazenic je citlivost k supraoptimalnim koncentracim auxinu vyssi, nez
je tomu u rostlin, které vyrostly na svétle. Pokud odstranime zdroj endogenniho
auxinu z prodluzovacich ¢asti rostliny, tak mira rastu rapidn¢ klesne.

V piipad¢ kotene auxin inhibuje prodlouzeni kofene tim, Ze stimuluje produkci
ethylenu, ktery také inhibuje prodlouzeni kotene (Stepanova et al., 2005, 2007).
Nedavno bylo zjisténo, Ze tyto dva hormony pusobi pfi ovladani rastu v pletivech
kotene rozdilng. Pokud zabranime biosyntéze ethylenu a pfiddme auxin o nizké
koncentraci, pak je rast nedot¢enych kofent stimulovan. Vyssi koncentrace auxinu
vS8ak rlst kofene inhibuji. Vysoké koncentrace auxinu, které podporuji riist stonkl a
koleoptili (Pitts et al., 1998; Rahman et al., 2002), rast kofenti inhibuji (Rahman et
al., 2007). Kofeny rostlin tedy pro sviij rust pottebuji auxin o nizké koncentraci.

Rast, ktery je stimulovan auxinem, vyZaduje energii a je pomérné rychle
inhibovan metabolickymi inhibitory. Déle je tento rist inhibovan proteiny, napf.
cykloheximidema inhibitory RNA syntézy. Aby mohlo dojit k bunécnému
prodlouZeni, musi nejprve dojit k roztaZzeni bunécné stény. K roztazeni bunécné stény
dochazi ve tfech po sob¢& nésledujicich krocich:Nejprve buiika pfijima vodu skrz
plazmatickou membranu, coz je fizeno gradientem vodniho potencialu (AWy).
Bunééna sténa je tuhd a neohebna a tak stoupa tlak turgoru. Enzymatickym
rozvolnénim bunééné stény a v disledku tlaku turgoru dochazi k rozsiteni buriky.

Podle vSeobecné uznavané hypotézy kyselého riistu jsou v ptisobeni auxinu na
buné&énou sténu zapojeny vodikové ionty. Jako zdroj vodikovych iontl slouzi H'-
ATPaza ptitomna v plazmatické membrang. Aktivita H'- ATP4zy stoupa (plisobenim
ABP1 proteinu) jako odpovéd’ na auxin (Rayle et Cleland, 1970; Hager et al., 1971,
Moloney et al., 1981).
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2.1.5 Efekt auxinu: rostlinny tropismus

Rust rostlin ovliviiuje mnoho reakci, které vyvolavaji piirodni faktory. Mezi
nejvyznamngéjsi patii:fototropismus, gravitropismus a thigmotropismus (Blancaflor et
Masson, 2003). Fototropismus, ktery probiha ve vsSech vyhoncich i Vv nékterych
kotenech, miizeme definovat jako rist smérem ke zdroji svétla. Zajist'uje, aby se do
listi dostalo svétlo potiebné k fotosyntéze (Darwin, 1880). Gravitropismus muzeme
definovat jako zmény rustu v disledku ptsobeni gravitace. Kofeny rostou smérem
doli a stonek a listy smérem nahoru (Friml et Palme, 2002). Thigmotropismus
muzeme definovat jako rust s ohledem na dotek. Tyto pfirodni faktory mohou
pusobit i dohromady. Nedavné studie ukézaly, ze spravny rist kofene vyZzaduje
gravitropismus i thigmotropismus. (Massa et Gilroy, 2003).

Jak uz bylo uvedeno, auxin muze byt rostlinou transportovan polarné nebo
lateralné. K lateralnimu transportu auxinu dochazi v duisledku ptisobeni svétla, kdy je
auxin transportovan do stinné Casti rostliny. Do tohoto procesu jsou zapojeny
fototropiny, receptory modrého svétla, jejichz aktivita je stimulovana modrym
svétlem (Quail, 2002). Ukazalo se, ze fosforylace fototropini indukuje lateralni
transport auxinu do stinné casti koleoptile, kde vyvolava bunécné prodlouzeni.
Vysledkem je tedy, Ze ve stinné Casti rostliny probihd rhst rychleji, nez je tomu
Vv osvétlenych castech rostliny. Nedavné studie ukdzaly, Ze by Spicka koleoptile
mohla vnimat gravitaci a tim by mohla pfemistit auxin do spodni strany (Taiz et

Zeiger, 2010).

2.1.6 Rozvijejici efekty auxinu

Mezi rozvijejici efekty auxinu patii apikalni dominace, rist adventivnich kotend,
vyvoj meristému, vyvoj OVOCe. Auxin se pouziva pii procesu zvaném partenokarpie.
Pti zréni ovoce se kromé auxinu uplatiiuje i ethylen, jehoz biosyntézu auxin
podporuje. Syntetické auxiny se pouzivaji jako herbicidy, kdy indukuji nadmérné

rozSifeni bunécéné stény a naslednou smrt rostliny.

2.2 Svételné podminky

vvvvvv

(Franklin et al., 2005). Citlivost na svétlo je u rostlin zajiSt€éna pomoci vysoce
sofistikovanych fotoreceptori. U rostlin muZzeme najit téi hlavni skupiny

fotoreceptorti, mezi které patii fytochromy (PHY), kryptochromy (CRY) a
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fototropiny (PHOT). Fytochromy jsou schopny zachytit ¢ervené svétlo o vinové
délce 600-800 nm a modré svétlo o vlnové délce 400-500 nm (Quail, 2002).
Kryptochromy a fototropiny jsou pak fotoreceptory specifické pro modré svétlo.
Kryptochromy (CRY1 a CRY2) spolu s fytochromy reguluji primarni bunécné
prodlouzeni a fotoperiodické kveteni. Fototropiny (PHOT1 a PHOT2) reguluji
otevirani stomat, pohyb chloroplastii a také zprosttedkovavaji pohyb rostlin ke zdroji
svétla pii fototropismu (Briggs et Christie, 2002; Lin, 2002).

V rostlinnych pletivech jsou hladiny nékolika hormonit ménény svételnymi
podminkami, coz bylo dok4zédno na néckolika fotomorfogenetickych mutantech
(Kraepiel et al., 1994; Tayomasu et al., 1994; Baraldi et al., 1995; Weatherwax et
al., 1996; Kraepiel et Miginiac, 1997; Volmaro et al., 1998). Elektrofyzikalni studie
demonstrovaly, Zze rychlé inhibici rlstu, vyvolané modrym svétlem, piedchazi
depolarizace plazmatické membrany bun€k hypokotylu v ozafenych pletivech
(Spalding et Cosgrove, 1989). Dale bylo ukazano, Ze iontové kanaly jsou zahrnuty
v rustu hypokotylu rostliny ozafené modrym svétlem (Cho et Spalding, 1996).
Genetickymi a molekularnimi pfistupy se podafilo identifikovat kryptochromy
v dalsich rostlinnych druzich, napt. v rajéeti (Weller et al., 2001; Perrota et al.,
2001). Bylo zjisténo, Ze v nékterych systémech je modré svétlo zahrnuto
v osmoregulaci bunky. Jako ptiklad mizeme uvést otevirani stomat prostfednictvim
fototropinové signalni drahy, ktera spousti aktivaci protonovych pump, draslikovych
kanalti a blokovani iontovych kanalti ve svéracich bunkach (Kinoshita et al., 2001;

Lin, 2002).

2.3 WT a 7B-1 mutant raj¢ete Solanum lycopersicum L.

Rajcata jsou jednim z nejvyznamnéjSich druhli plodin. Mutant rajcete nazvany 7B-1
je velmi zajimavy pro testovani, protoze defekt v 7B-1 genu zpusobuje unikatni
toleranci vii¢i osmotickému stresu pii kliceni na modrém svétle a také tato mutace
meéni odpoveéd’ rostliny k auxinu. Toto nas vede k moznosti identifikovat novy
spole¢ny prvek, ktery by byl zahrnut jak v signalizace modrého svétla, tak ve
stresovych signalnich drahach a auxinové signalizaci.

Bylo zjisténo, Ze rust etiolovaného hypokotylu mutanta 7B-1 je zna¢né méné
inhibovan auxinem nez hypokotyl kontrolni nemutované rostliny cv. Rutgers (WT).
V ptipadé¢ WT je inhibi¢ni efekt auxinu znacné sniZzen ptisobenim modrého svétla. U

mutanta 7B-1 bylo zjisténo, Ze seminka, ktera vykli¢ila pod modrym svétlem, jsou
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odolna proti osmotickému stresu a zasoleni specificky pod modrym svétlem. Jeho
chovani miize byt ovlivnéno percepci modrého svétla nebo transdukci signalu
(Fellner et al., 2001; Fellner et Sawhney, 2001, 2002; Fellner et al., 2005; Fellner et
al., 2008). Dale bylo zjisténo, Zze modré svétlo zesiluje inhibi¢ni efekt osmotického
stresu, ktery pusobi pii kliceni rajéat (Fellner et Sawhney, 2001, 2002).

Experimenty, které byly na rajcatech provedeny, nam ukazuji, Ze sazenice
rajcat pii kliceni vyzaduji funkéni iontové kandly, jejichZ mnozstvi a/nebo aktivita
muze byt pravdépodobné redukovana modrym svétlem. Ukazalo se, ze gen 7B-1
muze slouzit jako negativni regulator aktivity a/nebo mnozstvi iontovych a vodnych
kanalt pii kliceni v danych svételnych podminkach (Fellner, dosud nepublikované
vysledky). Toto mutze byt také zahrnuto ve fyziologii auxinu vegetativnich ¢asti
sazenice rajéete. Nabizi se nam otazka, jestli jsou iontové kanaly zahrnuty v inhibici
prodlouzeni hypokotylu vyvolané auxinem v rajceti a jaka je v tomto procesu role

genu 7B-L1.

2.4 Iontové kanaly a jejich inhibitory
Ve vysSich rostlinach jsou fyziologické procesy, jako napf. minerdlni vyZziva,
uhlikovy a dusikovy metabolismus, riist a rozvoj zavislé na rozpusténych latkach a
proudéni vody skrz plazmatickou membranu, tonoplast a jiné vnitini membrany.
Pienasece iontl skrz plazmatickou membranu jsou spojeny s mnoha procesy, které
probihaji v rostlinach, napf. zavirani praduchii, hormonalni signalizace, depolarizace
membrany, osmoregulace, regulace ristu a iontova vyziva. Pro jednotlivé buiiky jsou
tyto pfenaseCe nezbytné, vyskytuji se tedy ve vSech bunéfnych membranach
rostlinnych bunék vcetné plazmatické membrany, tonoplastu, endoplazmatického
retikula, mitochondrie a chloroplasti (Barbier-Brygoo et al., 2000; Roberts, 2006; de
Angeli et al., 2007). Membranové iontové kanaly a pienaSecCe aktivuji nebo jsou
aktivovany depolarizaci, hyperpolarizaci, svétlem ¢i tahem (Tyerman, 1992;
Schroeder, 1995; Barbier-Brygoo et al., 2000; Krol et Trebacz, 2000; White et
Broadley, 2001; Roberts, 2006; Teakle et Tyerman, 2010). Pomoci
elektrofyziologickych technik, aplikovanych na rizné typy bunck, miZzeme odhalit
aktivitu rozmanitych iontovych kanali a pfenasect piitomnych v plazmatické
membrang.

Je vSeobecné znamo, ze iontové kanaly hraji dulezitou roli pfi transdukci

signalu a regulaci turgoru v bunikach vyssich rostlin (Schroeder et Hedrich, 1989;
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Ward et al., 1995). Inhibitory iontovych kanalt by tedy mély byt schopny zabranit
Sifeni odpoveédi na tyto signaly v pfislusnych signalnich drahach. V bunkach
hypokotylu mize aktivace iontovych kanalii vést k omezeni rdstu snizenim tlaku
turgoru, coz piedstavuje hlavni silu pro bunéény rist (Cleland, 1995). Podle tohoto
tvrzeni by blokatory iontovych kanali mély stimulovat rist hypokotylu nebo branit
inhibici prodlouzeni hypokotylu vyvolané biologickymi signaly. Dikazy pro toto
tvrzeni byly ziskany v ptipadé etiolovanych rostlin Arabidopsis, kde blokatory
iontovych kanali 9-AC, DIDS, SITS a I1AA-94 byly schopny ptlisobit proti inhibici
prodlouzeni vyvolané auxiny (Thomine et al., 1997). Podobné také ve svéracich
bunkach, mohou byt iontové kanaly zahrnuty v hladiné turgoru (Schroeder et al.,
1993). Inhibitory iontovych kanal, které pulsobi proti inhibici prodlouzeni
hypokotylu vyvolané auxiny, slabé stimuluji prodlouzeni hypokotylu v nepfitomnosti
auxinu. Tento narast délky pravdépodobné odrazi interakci inhibitord iontovych
kanalti s odpovédi na endogenni auxin, nebo to mize byt vysvétleno nizsi aktivitou
iontovych kanall. Toto tvrzeni je v souladu s modulaci iontovych kanala auxiny. Ve
svéracich bunikach (Marten et al., 1991) a v buiikach tabaku (Zimmermann et al.,
1994) auxiny striktné neaktivuji iontové kandly, ale moduluji jejich regulaci v
zavislosti na napéti tak, Ze usnadni jejich aktivaci malymi depolarizacemi. Inhibitory
iontovych kanali maji schopnost ptisobit proti odpovédim auxinu a mohou byt tedy
uzitenym nastrojem pro zkoumani signalnich drah auxinu.

Nejucinngjsi inhibitory iontovych kanalii, mezi néz patii DIDS, SITS a 9-AC,
jsou schopny vyvolat narust délky hypokotylu az na 40%. Zmény ve vyvoji
hypokotylu (inhibice prodlouzeni délky hypokotylu), dekortikace a indukce rlstu
adventivnich kofent, tedy tfi hlavni odpovédi hypokotylu na auxin, nejsou
blokovany vSemi inhibitory iontovych kandld. Inhibitor iontovych kanali 9-AC
zabranuje vSem tiem odpovédim hypokotylu na auxin (Thomine et al., 1997), DIDS
zabrafiuje pouze inhibici prodlouzeni délky hypokotylu a dekortikaci (Thomine et
al., 1997). Je nutné zminit, Ze inhibitory iontovych kanalii zasahuji pouze do
odpovédi na auxin, nikoliv do odpovédi na dalsi rostlinné hormony jako jsou ethylen,
cytokininy ¢i kyselina abscisovd, a to pouze naurovni hypokotylu a ne dalSich
orgdnl. SpoleCnym rysem inhibitorti iontovych kanalli je indukce rozmanitych
odpovédi v odlisnych orgdnech. Existuji dvé moznd vysvétleni: prvni vysvétleni zni
tak, ze n¢kolik typ molekul inhibitorti iontovych kanalti mohou odrazet nespecifické

interakce s cili, kterymi nejsou iontové kandly. Druhé vysvétleni fika, ze existuje
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mnozstvi iontovych kandli, které piedstavuji odlisné farmakologické profily a
ovladaji rizné odpovédi rozvoje rostlin. Vysledky podporuji teorii ovlivnéni
inhibitord iontovych kanali komponenty, které jsou zahrnuty v signalizaci auxinu, a
to proto, ze a) inhibitory nejen obnovuji normalni prodlouzeni hypokotylu, ale také
chrani pied dekortikaci b) inhibitory iontovych kanali 9-AC a DIDS snizuji citlivost
hypokotylu k auxinu, nez aby pusobily proti inhibici prodlouzeni vyvolané auxinem
¢) ovlivnéni inhibitort iontovych kanalti s odpovéd’mi inhibici riistu je specifické pro
auxin.

Bylo zjisténo, Ze v plazmatickych membranach bunék hypokotylu se vyskytuji
prinejmensim tii odlisné chloridové kanaly. Tyto kanaly bychom mohli pfirovnat ke
kanalim, které se vyskytuji v plazmatickych membrandch svéracich bunék.
RozliSujeme kandly typu R (rapidly activating anion efflux channels) (Thomine et
al., 1995, 1997), kanaly typu S (slowly activating anion efflux channels) (Barbier-
Brygoo et al., 1999; Frachisse et al., 2000) a kanaly aktivované modrym svétlem
(Spalding, 2000). Kanaly typu R a kanaly typu S jsou aktivovany depolarizaci
membrany. Stejné jako je tomu u svéracich bunék, tak i v buiikdch hypokotylu jsou
kanaly typu R zahrnuty v elektrické signalizaci. Kanaly typu S zprostfedkovavaji
udrzeni aniontového effluxu. Tyto kandly typu S v plazmatickych membranach
bunék hypokotylu také zasahuji do regulace (inhibice) ristu hypokotylu auxiny
(Barbier-Brygoo et al., 2000).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Biologicky material

K experimentim byla pouzita seminka dvou genotypt rajcete Solanum lycopersicum:
cv. Rutgers (izogenni linie; WT) a mutant 7B-1. Semena obou genotypt byla laskavé
poskytnuta Prof. Vipen K. Sawhney (University of Saskatchewan, Saskatoon,
Canada). Mutant 7B-1 byl vyselektovan jako spontanni recesivni mutant vyznacujici
se pylovou sterilitou v podminkach dlouhého dne (Sawhney, 1997). Pozdéji bylo
zjisténo, ze 7B-1 produkuje zvySené mnozstvi kyseliny abscisové a vyznacuje se
zvySenou toleranci k abiotickym stresiim, a to specificky na modrém svétle (Fellner

et Sawhney, 2002; Fellner et Sawhney, 2001, 2002).

3.2 Roztoky a chemikalie
MS (Murashige-Skoog) médium (kat. ¢. MSPO1-50LT, Caisson LABS)

Sachardza (kat. ¢. 40135-APO, Lach-Ners. r. 0.)

1 mM Pufr-MES (kat. ¢. 29834.04, Serva)

0,7 % Agar (kat. ¢. P1001.1000, Duchefa Biochemie)
1M KOH

Sterilni destilovana voda

3% Savo (Bochemie a. s.)

70% a 90% Ethanol

10°M NAA

10?M DIDS

3.3 Pristrojova technika a pomiicky

Flowbox
Mikrovinna trouba

Ristova komora (Snijders Scientific, Holandsko)
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pH metr

Zasobni lahve autoklavovatelné (500 ml)
Magnetické michadlo a michatko

Plastové Petriho misky (kulaté, pramér 90 mm)
10 ml pipeta

Erlenmeyerova baika (3)

Erlenmeyerova barnka sterilni (250 ml)
Sterilni pinzeta

Sterilni i nesterilni 50 ml plastové zkumavky
Lihovy kahan

Zapalky

Bila lepici paska (Softpore BATIST s. r. 0.)
Alobal

Nesterilni kadinka

Nesterilni sklenicka

Pravitko

Sterilni skalpel

3.4 Metody

3.4.1 Priprava média

Do 3l Erlenmeyerovy banky byly nality 2 | destilované vody. Erlenmeyerova barka

byla umisténa na magnetické michadlo a nasledné do ni bylo ptidano 20 g sachar6zy,

8,66 g MS média (Murashige et Skoog, 1962) a 390,4 mg pufru-MES. Po promichani

bylo pH vzniklého roztoku upraveno na hodnotu 6,1 tak, ze ke vzniklému roztoku

byl po kapkach ptidavan IM KOH. Kdyz bylo médium hotové, tak bylo nachystano
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pet zasobnich lahvi. Do kazdé lahve bylo ptidano 2,8 g agaru a 400 ml pfipraveného
média. Nakonec byly lahve zavieny, bylo na né¢ napsano jméno a datum ptipravy a
vicko bylo obaleno alobalem a pielepeno bilou autoklavovaci paskou. Lahve byly
umistény do autoklavu, kde bylo médium vysterilizovano a soucasné se hodnota jeho

pH snizila na 5,7. Po vychladnuti byly sklenice umistény do lednice.

3.4.2 Vysev semen

Nejprve bylo médium dano na rozehiati na 5 minut do mikrovinné trouby. Do
flowboxu byly nachystany Petriho misky. Do kazdé misky bylo sterilni plastovou 50
ml zkumavkou nalito 20 ml média, nasledn¢ byly misky témét ptiklopeny vickem,
aby médium ztuhlo. Poté byla odpocitana seminka WT cv. Rutgers a mutanta 7B-1,
které¢ byly dany do pfedem oznacené nesterilni plastové 50 ml zkumavky. Tyto
zkumavky byly naplnény Savem a seminka byla za obCasného protiepani povrchové
vysterilizovana po dobu 30 minut. Poté byla seminka pétkrat promyta sterilni
destilovanou vodou za pomocil0 ml pipety. Seminka od kazdého genotypu byla
sterilni pinzetou sazena na Petriho misky (50 seminek na Petriho misku). Pinzeta
byla sterilizovana ponofenim do 90% ethanolu a naslednym ozehnutim v plameni. Po
vysevu byly okraje misek zalepeny bilou paskou z netkané textilie Softpore. Misky
se seminky byly ve vertikalni poloze, zabaleny alobalem a nasledné umistény do

rastové komory, kde za stalé teploty 23°C seminka klic¢ila béhem 3 az 4 dnu.

3.4.3 Transfer vyklicenych semen

Nejprve bylo médium vloZzeno na 5 minut do mikrovinné trouby na rozehtati. Do
flowboxu byly nachystany Petriho misky. Pro pfipravu Petriho misek s auxinem
NAA bylo do prvni Erlenmeyerovy baniky nalito pouze 40 ml média, které bylo
nasledné rozlito sterilni 50 ml zkumavkou po 20 ml do dvou Petriho misek. Do druhé
Erlenmeyerovy banky bylo nalito 40 ml média, ke kterému byl pfidan auxin NAA
Vv takovém objemu, aby findlni koncentrace NAA v médiu byla 5x10"M. Po
rozmichani bylo toto médium rozlito sterilni 50 ml zkumavkou po 20 ml do dvou
Petriho misek. Do tieti Erlenmeyerovy banky bylo nalito 40 ml média, ke kterému
byl pfidan auxin NAA v takovém objemu, aby findlni koncentrace NAA v médiu
byla 10°M. Po rozmichani bylo toto médium rozlito sterilni 50 ml zkumavkou po 20
ml do dvou Petriho misek. Do ¢tvrté Erlenmeyerovy baiky bylo nalito 40 ml média,

ke kterému byl pfidan auxin NAA v takovém objemu, aby finalni koncentrace NAA
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v médiu byla 5x10°M. Po rozmichéni bylo toto médium rozlito sterilni 50 ml
zkumavkou po 20 ml do dvou Petriho misek.

Pro piipravu Petriho misek s auxinem NAA, DIDS a auxinem NAA a DIDS
dohromady bylo do prvni Erlenmeyerovy baiiky nalito pouze 40 ml média, které bylo
nasledné¢ rozlito sterilni 50 ml zkumavkou po 20 ml do dvou Petriho misek. Do druhé
Erlenmeyerovy baiiky bylo nalito 40 ml média, ke kterému byl pfidén auxin NAA
v takovém objemu, aby finalni koncentrace NAA v médiu byla 7x107M. Po
rozmichani bylo toto médium rozlito sterilni 50 ml zkumavkou do dvou Petriho
misek. Do tfeti Erlenmeyerovy baiiky bylo nalito 40 ml média, ke kterému byl pfidan
DIDS v takovém objemu, aby finalni koncentrace DIDS v médiu byla 5x10™*M. Po
rozmichani bylo toto médium rozlito sterilni 50 ml zkumavkou do dvou Petriho
misek. Do ¢tvrté Erlenmeyerovy baiky bylo nalito 40 ml média, ke kterému byl
pfidan auxin NAA spolu s DIDS v takovych objemech, ta aby koncentrace NAA
v médiu byla 7x107M a koncentrace DIDS byla 5x10*M. Po rozmichani bylo toto
médium rozlito sterilni 50 ml zkumavkou do dvou Petriho misek. Tento postup byl
opakovan, dokud byly naplnény vSechny Petriho misky. Poté byla na jednotlivé
misky sazena nakli¢end seminka cv. Rutgers a mutanta 7B-1, tak, aby na kazdé misce
bylo vzdy 10 naklicenych seminek. Misky byly zalepeny bilou paskou a popsany
(datum a genotyp). Na misky, které byly umistény do tmy, byla na horni ¢4st napsana
¢ara (pro orientaci, kde se nachazi horni ¢ast) a po té byly misky ve vertikalni poloze
zabaleny do alobalu. Misky, které byly umistény do Cerveného ¢i modrého svétla,
byly umistény ve vertikalni poloze do stojanku. Zdrojem modrého a Cerveného svétla
byly trubice PhilipsTLD-36W/18-Blue a TLD-36W/15-Red. Maximalni svitivost
modrého svétla pfi 440 nm byla 10 zmol m™ s, Maximalni svitivost &erveného
svétla pfi 660 nm byla 10 zmol m” s, Nakonec byly misky Umistény do riistové
komory, kde byla stala teplota 23°C. Misky byly v komotfe umistény po dobu
jednoho tydne.

3.4.4 Méreni rostlin

Po uplynuti jednoho tydne od provedeni transferu, byly misky z ristové komory
vyjmuty. Nasledné byla zmétena délka hypokotylu a kofene jednotlivych rostlin tak,
ze jednotlivé rostliny byly pomoci pinzety vyjmuty z Petriho misek a po jedné byly
natazeny na plastovou kopii milimetrového papiru umisténou na cerném podkladé a

nasledné byla zméfena jejich délka podle pravitka na piesnost jednoho milimetru.
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Vysledné délky hypokotylu a kofene jednotlivych rostlin byly zapsany do tabulky a

nasledné€ vyneseny do grafu.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Rustové reakce mutanta 7B-1 k auxinu NAA v zavislosti na

svételnych podminkach

V prvni ¢asti experimentalni prace byl sledovan vliv auxinti a svételnych podminek
(tma, modré svétlo, Cervené svétlo) na délku hypokotylu délku hlavniho kotene
rajCete. Cilem téchto experimentti bylo: 1) zjistit i¢inky exogennich auxind na rast
rostlin rajCete a vliv svétla na reakci rostlin k auxiniim 2) zjistit, zda genovy produkt
7B-1 je zapojen v rustovych reakcich rostlin k auxinim a ke svétlu. V experimentu
byly pouZity &tyfi rtizné koncentrace auxinu NAA OM, 5x107M, 10°M a 5x10°M.

Pro kazdou svételnou podminku byl experiment tfikrat zopakovan.

Tma
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g AN
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& 80 \
S =—\WT cv. Rutgers
=
2 60 S~
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< 40 ~
=2
T 20
a

0
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Obr. 1 Vliv koncentrace auxinu NAA na délku hypokotylu dvou genotypu rajéete WT cv. Rutgers a
mutanta 7B-1 péstovanych ve tmé po dobu 7 dnli v podminkach in vitro. Uvedena data piedstavuji
prumérné hodnoty + SE, ze tfi nezavislych experimentt. V kazdém experimentu a na kazdé

koncentraci auxinu bylo méfeno 9 rostlin cv. Rutgers a 8 rostlin mutanta 7B-1.

Obrazek 1 ukazuje, Ze auxin v testovanych koncentracich redukoval prodluzovani
etiolizovanych hypokotyli obou genotypti rajcete. U kontrolni rostliny WT doslo
k 50% inhibici ristu hypokotylu (z délky 120 mm na délku 60 mm) pii koncentraci
NAA asi 9x10"M. U rostlin mutanta 7B-1 dochazelo k 50% inhibici kli¢eni aZ pfi
koncentraci asi 5x10°M NAA. Etiolizovany hypokotyl mutanta 7B-1 tedy ukazuje

snizenou citlivost k exogennimu auxinu.
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Nase vysledky ukazuji, Ze 1 kdyz endogenni auxin stimuluje prodluzovani a déleni
bunék (Cleland, 1995), exogenni auxin v fadu dnti naopak inhibuje prodluzovaci rust
intaktnich hypokotylil rostlin rostoucich ve tmé a v podminkach in vitro. Nase
vysledky tak potvrzuji diivéjsi pozorovani Boerjan et al., (1995), King et al., (1995),
Fellner, (1997) a Thomine et al., (1997). Z vysledka také vyplyva, ze genovy
produkt 7B-1 je zapojen v rustovych reakcich rostlin péstovanych ve tmé k auxinu, a
to na zakladé toho, ze u 7B-1 mutanta (gen 7B-1 ma Spatnou funkci) je inhibi¢ni
ucinek auxinu oproti cv. Rutgers vyrazné nizs§i (zhruba 5 krat). Protoze jde o
recesivni mutaci, z vysledki vyplyva, ze funkéni produkt 7B-1 u rajcete zesiluje

reakci etiolizovaného hypokotylu k exogennimu auxinu.
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Obr. 2 Vliv koncentrace auxinu NAA na prodluzovani hypokotylu testovanych genotypi WT cv.
Rutgers a mutanta 7B-1 péstovanych na modrém svétle po dobu 7 dnd v podminkach in vitro.
Vynesena data predstavuji pramérné hodnoty = SE, ze tfi nezavislych experimentd. V kazdém
experimentu a na kazdé koncentraci auxinu bylo méfeno 10 rostlin cv. Rutgers a 8 rostlin mutanta
7B-1.

Podobné jako ve tmé i na modrém svétle exogenni auxin NAA redukoval
prodluzovéani hypokotylu obou testovanych genotypt. Je vSak zfetelné, ze inhibicni
ucinky auxinu byly u obou genotypt podobné. Dale je patrné, ze na modrém svétle
byly inhibi¢ni ucinky vysSich koncentraci auxind na rist hypokotylu relativné nizsi
nez u rostlin péstovanych ve tmé. Zatimco nejvyssi testovand koncentrace NAA
5x10°M inhibovala prodluZzovani etiolizovanych hypokotyla asi z 66%, na modrém

svétle to bylo pouze 45%.
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Z vysledkl vyplyva, ze modré svétlo zatim neznamym zpiisobem sniZuje inhibicni
ucinky exogenniho auxinu na prodluzovaci rist hypokotylu. Protoze na modrém
svétle je reakce mutanta 7B-1 k NAA podobna jako u nemutovanych rostlin, je
ziejmé, ze vliv produktu 7B-1 pii reakci hypokotylu k auxinu se na modrém svétle

neuplatiuje.
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Obr. 3 Vliv koncentrace auxinu NAA na délku hypokotylu testovanych genotyptt WT cv. Rutgers a
mutanta 7B-1 péstovanych na Cerveném svétle po dobu 7 dnli v podminkach in vitro. Vynesena data
predstavuji primérné hodnoty + SE, ze tii nezavislych experimentd. V kazdém experimentu a na

kazdé koncentraci auxinu bylo mé&teno 10 rostlin cv. Rutgers a 8 rostlin mutanta 7B-1.

Podobné jako na modrém svétle, auxin NAA v testovanych koncentracich inhiboval
rast hypokotylu rostlin rostoucich na ¢erveném svétle, a to podobné u 7B-1 i WT
(Obr. 3). Cervené svétlo, stejné jako modré, snizovalo inhibiéni u¢inky NAA na riist
hypokotylu obou genotypti ve srovnani s inhibici riistu hypokotyli rostoucich ve
tmé. Z vysledki je tedy zfejmé, Ze funkéni produkt 7B-1 je zapojen do signalni drahy

regulujici reakei hypokotylu k NAA pouze u rostlin rostoucich pfi absenci svétla.
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4.2 Ristové reakce mutanta 7B-1 k inhibitoru iontovych kanali
(DIDS) v zavislosti na svételnych podminkach. Studium vlivu
iontovych kanalii na auxinem indukovanou inhibici ristu
hypokotylu mutanta 7B-1 v zavislosti na svételnych

podminkach.

Je zndmo, ze iontové kanaly hraji dilezitou roli pii transdukci signalu a regulaci
turgoru v bunkach vyssich rostlin (Schroeder et Hedrich, 1989; Ward et al., 1995).
Inhibitory iontovych kanalti by tedy mély byt schopny zabranit $ifeni odpovédi na
tyto signaly v ptislusnych signalnich drahach.

V bunikéch hypokotylu miize aktivace iontovych kanali vést k omezeni rastu
snizenim tlaku turgoru, coz piedstavuje hlavni silu pro bunéény rust (Cleland, 1995).
Podle tohoto tvrzeni by blokatory iontovych kanali mély stimulovat riist hypokotylu
nebo branit inhibici prodlouzeni hypokotylu vyvolané biologickymi signaly. Toto
tvrzeni bylo ovéteno v ptipad€ etiolovanych sazenic, kde blokatory iontovych kanalt
9-AC, DIDS, SITS a IAA-94 byly schopny pusobit proti inhibici prodlouzeni
vyvolané auxiny (Thomine et al., 1997).

Ve druhé ¢asti experimentalni prace byly studovany riistové reakce mutanta
7B-1 k inhibitoru iontovych kanali DIDS, a to Vzavislosti na svételnych
podminkach. Dale bylo zjistovano, zda DIDS je schopen ovliviiovat ristové reakce
hypokotylu k exogennimu auxinu NAA, a zda je pfipadna interakce ovliviiovana
svétlem. Cilem téchto experimentl bylo zjistit, jestli maji iontové kanaly vliv na
auxinem indukovanou inhibici ristu hypokotylu mutanta 7B-1 v zavislosti na
svételnych podminkach, a dale, zda genovy produkt 7B-1 je vtomto procesu
zapojen. V experimentech byla pouzita koncentrace NAA 7x107M a koncentrace

DIDS 5x10™*M. Pro kazdou svételnou podminku byl experiment tfikrat zopakovan.
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Obr. 4 Vliv auxinu NAA o koncentraci 7x10”'M, inhibitoru iontovych kanaléi DIDS o koncentraci
5x10™M, a smé&si NAA + DIDS na délku hypokotylu WT cv. Rutgers, p&stovaného ve tmé. Data
predstavuji pramérmé hodnoty + SE, ziskané méfenim 8 rostlin v jednom reprezentativnim

experimentu (u predchozich tf nezavislych experimentii byla testovana koncentrace DIDS 10™M).

V kazdém experimentu bylo na kazdé smé&si méteno 8 rostlin WT cv. Rutgers.

Na Obr. 4 je podle kontrolniho vzorku mozné pozorovat inhibici délky hypokotylu
(asi 50%) vyvolanou auxinem. Po piidani DIDS se délka hypokotylu WT snizila jen
velice nepatrné. Dale je mozné pozorovat, Ze rostliny rostouci na médiu obsahujicim

jak NAA tak DIDS byla délka hypokotylu podobna jako délka pozorovana u rostlin

rostoucich pouze za ptitomnosti auxinu.
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Obr. 5 Vliv auxinu NAA o koncentraci 7x10”'M, inhibitoru iontovych kanalét DIDS o koncentraci
5x10™*M, a smési auxinu NAA + DIDS na délku hypokotylu mutanta 7B-1, p&stovaného ve tmg.
Vynesena data predstavuji pramémé hodnoty + SE, ziskané méfenim 8 rostlin v jednom
reprezentativnim experimentu (u pfedchozich tfi nezévislych experimentd byla testovana koncentrace

DIDS 10*M). V kazdém experimentu bylo na kazdé smé&si mé&feno 8 rostlin mutanta 7B-1.

Jak bylo pozorovano v pifedchozich experimentech sauxinem (Obr.1) auxin
inhiboval rist hypokotylu 7B-1 vyrazné¢ méné nez u WT (Obr. 5). Samotny DIDS
pak redukoval délku hypokotylu 7B-1 jen velice nepatrné. Déle je mozné pozorovat,
7ze po priidani DIDS do roztoku s auxinem se inhibice vyvoland auxinem téméf

nezménila.

Nase vysledky naznacuji, Ze blokace aniontovych kanalG vlivem inhibitoru DIDS
nem¢la vliv na inhibici ristu hypokotylu 7B-1 1 WT vyvolanou samotnym auxinem.
Z vysledku 1ze proto usoudit, zZe aniontové kandly citlivé k DIDS nezprostiedkuji
inhibi¢ni G¢inek auxinu na rist etiolovanych hypokotyld. Vzhledem k tomu, Ze
reakce mutanta 7B-1 a WT jsou v tomto smyslu podobné, je mozno dedukovat, ze u
etiolizovanych rostlin neni produkt 7B-1 zapojen v ristovych reakcich hypokotylu
k DIDS.
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Obr. 6 Vliv auxinu NAA o koncentraci 7x107M, inhibitoru iontovych kanaltt DIDS o koncentraci
5x10™*M, auxinu NAA + DIDS na délku hypokotylu rostlin WT cv. Rutgers pé&stovanych na modrém
svétle. Vynesena data predstavuji pramérné hodnoty + SE, ziskané ze tfi nezavislych experimentt.

V kazdém experimentu bylo na kazdé smési mereno 10 rostlin WT cv. Rutgers.
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Podobné jako u rostlin WT rostoucich ve tmé&, u kontrolnich rostlin rostoucich na
modrém svétle je mozné pozorovat inhibici délky hypokotylu vyvolanou auxinem,
zatimco samotny DIDS nemél na rlst hypokotylu WT vyrazny vliv (Obr. 6). Dale
bylo mozné pozorovat, Ze po pridani DIDS do roztoku s auxinem, se inhibice ristu

hypokotylu vyvolana auxinem téméf nezménila.
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Obr. 7 Vliv auxinu NAA o koncentraci 7x10”'M, inhibitoru iontovych kanalét DIDS o koncentraci
5x10™M, auxinu NAA + DIDS na délku hypokotylu mutovanych rostlin 7B-1 p&stovanych na
modrém svétle. Vynesena data ptedstavuji prumérné hodnoty + SE, ziskané ze tii nezavislych

experimentt. V kazdém experimentu bylo na kazdé smési méfeno 10 rostlin mutanta 7B-1.

Na modrém svétle bylo prodluzovani hypokotyli7B-1na modrém svétle inhibovano
auxinem (asi z 35%) (Obr. 7) podobné jako bylo pozorovano u WT (40%) (Obr. 6).
Na rozdil od WT, kde DIDS nemél na riist hypokotylu vliv, vSak aplikace DIDS
vedla k inhibici rustu hypokotylt rostlin 7B-1, a to asi 0 28%. Dale bylo mozné
pozorovat, ze po ptidani DIDS do roztoku s auxinem se inhibice vyvolana auxinem

téméf nezménila.

Z vysledkl plyne, Ze podobné jako u etiolovanych rostlin, rovnéZ na modrém svétle
nem¢la blokace aniontovych kanalli prostfednictvim inhibitoru DIDS vliv na inhibici
ristu hypokotylu vyvolanou samotnym auxinem, a to u obou genotypt. Vysledky
tedy naznacuji, Ze ani na modrém svétle nejsou aniontové kandly citlivé k DIDS
zapojeny V auxinem-indukované inhibici rustu hypokotylu rajéete. Zaroven vsak
bylo zjisténo, ze inhibice aniontovych kanalti vlivem DIDS vede k redukci ristu

hypokotylu mutovanych rostlin 7B-1 rostoucich na modrém svétle. To naznacuje, ze
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spravné fungovani téchto iontovych kanali je nutné pro plny rist hypokotyli rajcete
na modrém svétle. Vyssi citlivost 7B-1 k DIDS muze vést k zavéru, Ze mutace 7B-1
redukuje mnozstvi DIDS-sensitivnich aniontovych kandli nebo zvysSuje jejich
citlivost k danému inhibitoru. Je tedy ziejmé, Ze je funkéni produkt 7B-1 zapojen do

stimulace rustu hypokotylu rajcete na modrém svétle.
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Obr. 8 Vliv auxinu NAA o koncentraci 7x10”"M, inhibitoru iontovych kanalit DIDS o koncentraci
5x10™*M, auxinu NAA + DIDS na délku hypokotylu rostlin WT cv. Rutgers rostoucich na ¢erveném
svétle. Vynesena data predstavuji primérné hodnoty + SE, ziskané ze tii nezavislych experimentt.

V kazdém experimentu bylo na kazdé smési méteno 10 rostlin WT cv. Rutgers.

Na Obr. 8 vidime, Ze na Cerveném svétle auxin o testované koncentraci inhiboval
prodluZovani hypokotylu WT asi z 40%. Za ptitomnosti DIDS se délka hypokotylu
WT cv. Rutgers rovnéz snizovala, a to asi 0 28%. Dale bylo mozné pozorovat, Ze po
pfidani DIDS do roztoku s auxinem se inhibice vyvoland auxinem téméf nezménila

(Obr. 8). Podobné reakce jako u WT byly pozorovany u mutanta 7B-1 (Obr. 9).
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Obr. 9 Vliv auxinu NAA o koncentraci 7x10”"M, inhibitoru iontovych kanalét DIDS o koncentraci
5x10*M, auxinu NAA + DIDS na délku hypokotylu rostlin mutanta 7B-1 rostoucich na &erveném
svétle. Vynesena data predstavuji primérné hodnoty + SE, ziskané ze tii nezavislych experimentt.

V kazdém experimentu bylo na kazdé smési méfeno 10 rostlin mutanta 7B-1.

Z nasich vysledki vyplyva, ze ani na ¢erveném svétle nejsou aniontové kanaly citlivé
k DIDS zapojeny v auxinem-indukované inhibici ristu hypokotylu rajéete. Bylo
vSak zjisténo, ze inhibice aniontovych kanalii vlivem DIDS vede na ¢erveném svétle
k redukci rastu hypokotylu WT i mutovanych rostlin 7B-1. To naznacuje, Ze spravné
fungovani téchto iontovych kanali je nutné pro plny rist hypokotyli rajéete na
cerveném svétle. Soucasné je vSak ziejmé, Ze v tomto procesu neni genovy produkt

7B-1 zapojen.
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5 ZAVER

Cilem prvni ¢asti této bakalaiské prace bylo zjistit u€inky exogennich auxinti na rast
rostlin rajcete a vliv svétla na reakci rostlin k auxinim. Déle bylo za kol zjistit, zda
genovy produkt 7B-1 je zapojen v ristovych reakcich rostlin k auxintim a ke svétlu.
Bylo zjisténo, Ze rust rostlin rajéete u WT cv. Rutgers a mutanta 7B-1 je vlivem
exogennich auxini inhibovan. Funk¢ni produkt 7B-1 u rajcete zesiluje reakci
etiolizovaného hypokotylu k exogennimu auxinu. Cervené a modré svétlo snizuje
inhibi¢ni u¢inky exogenniho auxinu na prodluzovaci rist hypokotylu obou genotypt
ve srovnani s inhibici rastu hypokotyld rostoucich ve tmé. Funk¢ni produkt 7B-1 je
zapojen do signalni drahy regulujici reakci hypokotylu k auxinu pouze u rostlin
rostoucich pfi absenci Svétla. Pii reakci hypokotylu rostlin péstovanych na modrém
¢i na ¢erveném svétle se vliv produktu 7B-1 k auxinu neuplatiuje.

Cilem druhé¢ ¢asti této bakalatské prace bylozjistit, zda genovy produkt 7B-1 je
zapojen V rustovych reakcich rostlin k DIDS a ke svétlu. Dale bylo za tkol zjistit,
jestli maji iontové kanaly vliv na auxinem indukovanou inhibici ristu hypokotylu
rajcete v zavislosti na svételnych podminkach. Z vysledkd se da usuzovat, ze genovy
produkt 7B-1 je zapojen v rustovych reakcich rostlin k DIDS na modrém svétle.
Vyssi citlivost mutanta 7B-1 k DIDS muize vést k zavéru, ze mutace 7B-1 redukuje
mnozstvi DIDS-sensitivnich aniontovych kanali nebo zvySuje jejich citlivost
k danému inhibitoru. U rostlin péstovanych ve tmé ¢i na ¢erveném svétle byl ucinén
zaveér, ze genovy produkt 7B-1 neni zapojen v rustovych reakcich rostlin k DIDS.
Z vysledki 1ze rovnéz dedukovat, ze iontové kanaly citlivé k inhibitoru DIDS nejsou
zapojeny Vv regulaci inhibice délky hypokotylu rajcete vyvolané auxinem ve tmé,
na modrém i na ¢erveném svétle. Spravné fungovani téchto iontovych kanall je vsak
nutné pro plny rist hypokotylii rajete péstovanych ve tmé, na modrém svétle i

na ¢erveném svétle.
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