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Anotace 

Světlo je pro rostliny, jakožto fotoautotrofní organismy, zásadním faktorem – jednak je 

nezbytné pro průběh fotosyntézy, jednak rostlinám poskytuje spolehlivé informace o čase 

i o aktuálních podmínkách na stanovišti. Na měnící se světelné podmínky rostlina reaguje 

regulací svého růstu a vývoje, tento proces se nazývá fotomorfogeneze. Mezi mechanismy, 

kterými světlo odpovědi rostlin zprostředkuje, patří mimo jiné také regulace hladiny 

a transportu rostlinných hormonů auxinů. 

Tato práce navazuje na předchozí práci SOČ, v rámci které byly navrženy hypotézy 

popisující vliv světla na růst rostlin skrze fotoreceptory červeného světla fytochromy 

a fytohormony auxiny. Cílem letošní práce bylo zjistit o těchto mechanismech další 

podrobnosti, a to pomocí relativní kvantifikace exprese genů pro přenašeče auxinů SlPIN1 

a SlLAX4 a analýzou hladiny auxinů a kyseliny abscisové v hypokotylech rostlin rajčete 

(Solanum lycopersicum L.) kultivovaných in vitro ve tmě, na modrém a na červeném světle. 

Úloha fytochromů v signálních dráhách byla zjišťována analýzou mutanta tri1 s defektem 

ve PhyB1 a mutanta yg-2 deficientního ve chromoforu fytochromů. 

Výsledky experimentů ukázaly, že červené světlo snižuje expresi genu SlPIN1 

prostřednictvím PhyB1, na expresi genu SlLAX4 však zásadní vliv nemá. Působením modrého 

světla dochází ke snížení exprese genů SlPIN1 i SlLAX4, tento děj je však zprostředkován 

jinými fotoreceptory než fytochromy. Světlo rovněž ovlivňuje hladinu kyseliny abscisové 

v hypokotylech rostlin, na množství auxinů však zásadní vliv nemá.  

Tato práce tak přináší nové informace o vzájemných interakcích světla a rostlinných 

hormonů při regulaci růstu a vývoje rostlin a otevírá mnoho otázek, které jsou příležitostí 

k dalšímu výzkumu.  

 

Klíčová slova: auxin, červené světlo, exprese genů, fytochromy, hypokotyl, modré světlo, 

polární transport auxinu, růst, SlLAX4, SlPIN1, Solanum lycopersicum 

  



 
 

Annotation 

Light is an essential factor for plants as photoautotrophs – it is necessary for course 

of photosynthesis and it provides plants with reliable information about time and current 

conditions of their habitat, as well. Plants dynamically adjust their architecture to optimize 

growth and performance under fluctuating light environments, a process termed 

photomorphogenesis. Among the mechanisms by which light mediates plant responses 

belongs regulation of the level and transport of phytohormone auxin. 

This thesis follows research summarized in the previous SOČ, in which the hypothesis 

was proposed explaining how light could influence plant growth and development via red 

light photoreceptors phytochromes and phytohormone auxin. The main purpose of this thesis 

was to find out more details about these mechanisms. Methods included relative 

quantification of gene expression of auxin transporters SlLAX4 and SlPIN1 and analysis 

of auxin and abscisic acid in hypocotyls of tomato (Solanum lycopersicum L.). Plants were 

grown in vitro in the dark, in blue light and in red light. The role of phytochromes in these 

pathways was examined by analysis of mutant tri1 with the defect in PhyB1 and mutant yg-2 

deficient in phytochrome chromophore. 

The results of performed experiments showed that red light decreased expression 

of SlPIN1 gene via PhyB1. However, red light has almost no effect on SlLAX4 expression. 

Blue light reduces gene expression of both SlPIN1 and SlLAX4 but this action is likely 

mediated by photoreceptors other than phytochromes. Light also influences concentration 

of abscisic acid in plant hypocotyls, nevertheless it has minimal effect on concentration 

of auxin.  

This thesis brings new information about interactions of light and auxins in plant 

growth and development as well as raises new questions for further research. 

 

Keywords: auxin, blue light, gene expression, growth, hypocotyl, phytochromes, polar auxin 

transport, red light, SlLAX4, SlPIN1, Solanum lycopersicum 
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1 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

ABA – kyselina abscisová 

ABCB – ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B  

ABCG – ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY G  

ABP1 – AUXIN BINDING PROTEIN 1  

ARF – AUXIN RESPONSE FACTORS 

ATHB2 – ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 2  

ATHB4 – ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 4  

ATP – adenosin trifosfát 

Aux/IAA – Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID 

AUX1/LAX – AUXIN1/LIKE AUX1  

AXR2/IAA7 – AUXIN RESISTANT 2/INDOLE ACETIC ACID 7  

A260 – absorbance vlnové délky 260 nm  

BIC – BLUE-LIGHT INHIBITOR OF CRYPTOCHROMES 1  

BL – blue light, modrésvětlo 

CCA1 – CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1  

cDNA – komplementární DNA 

CIB – CRY2-INTERACTING-BASIC-HELIX-LOOP-HELIX  

COP1– CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1  

Cry – cryptochrome, kryptochrom 

Ct – cycle of treshold 

D – dark, tma 

dNTP – deoxyribonukleosid trifosfát 

DTX50 – DETOXIFICATION 50  

EDTA – ethylendiamintetraoctové kyseliny  

FAD – flavinadenindinukleotid  

FKF1 – FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX 1  

FMN – flavinadeninmononukleotid  

FR-HIR – FR-high irradiance response, reakce k vysoké ozářenosti  

FW – fresh weight 

GAPDH  – gen kódující glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenázu  

GH3 – GRETCHEN HAGEN 3  

H+-ATPáza – protonová pumpa 
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HYH – HY5 HOMOLOG  

HY5 – ELONGATED HYPOCOTYL 5 

HFR1– LONG HYPOCOTYL IN FAR RED 1  

IAA – indol-3-octová kyselina  

IAA19 – INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 19  

IAA29 – INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 29  

IAOx – indol-3-acetaldoximu  

IBA – indol-3-máselná kyselina  

IPA – indol-3-pyruvát  

LAF1 – LONG AFTER FAR-RED LIGHT 1 

LC/MS-MS – liquid chromatography/tandem mass spectrometry, tandemová hmotnostní 

 spektrometrie spojená s vysoce účinnou kapalinovou chromatografií 

LFR – low fluence responses, reakce k nízké ozářenosti 

LHY – LATE ELONGATED HYPOCOTYL  

LKP2 – LOV KELCH PROTEIN 2  

LOV – light oxygen voltage doména 

MES – 2-(N-morfolino)ethansulfonová kyselina 

mRNA – messenger RNA 

MS – kultivační médium Murashige-Skoog  

NAA – 1-naftyloctová kyselina  

NPA  –naftylftalamová  kyselina 

NPF – NITRATE TRANSPORTER 1/PEPTIDE TRANSPORTER  

PAA – fenyloctová kyselina  

PAPP5 – PHYTOCHROME-ASSOCIATED PROTEIN PHOSPHATASE 5  

PAR – PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED  

PCR – polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce 

Pfr – fyziologicky aktivní forma fytochromu 

Phot – phototropin , fototropin 

Phy – phytochrome, fytochrom 

PIF – PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS  

PIL1 – PIF3‐LIKE 1  

PIL2 – PIF3‐LIKE 2  

PIN – PIN-FORMED proteiny  

PKS1 – PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1  
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PP2Acs – SERINE/THREONINE PROTEIN PHOSPHATASE 2A  

PP2C – PROTEIN PHOSPHATASE 2C  

Pr – fyziologicky neaktivní forma fytochromu 

PYR1/PYL/RCAR – PYRABACTIN RESISTANCE 1/PYR1-LIKE/REGULATORY 

COMPONENTS OF ABA RECEPTORS 

RL – red light, červené světlo 

ROP-GTPase – Rho OF PLANTS-GTPase  

rpm – revolutions per minute, otáčky za minutu 

RVE1 – REVEILLE 1  

SAUR – SMALL  AUXIN UP-REGULATED  

SCF – SKP1–CUL1–F-box  

SE – standard error, standardní chyba 

SKP2a – S-PHASE-KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2a  

SLR/IAA14 – SOLITARY ROOT/INDOLE ACETIC ACID 14  

SnRK2E/OST1 – SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SRK2E/OPEN STOMATA 1  

SPA – SUPRESSOR OF PHYA-105  

SUR2 – SUPERROOT 2  

TAA1 – TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1  

TBE – tris/borate/EDTA 

TIR1/AFB – TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX 

PROTEIN 

tri1– temporarily red light-insensitive 1  

Trp – tryptofan  

UV – ultraviolet, ultrafialové záření 

UVR8 – UV RESISTANCE LOCUS 8  

VLFR – very-low fluence responses, reakce k velmi nízké ozářenosti   

yg-2 – yellow-green-2  

WT – wild type, nemutovaný kontrolní genotyp 

ZTL – ZEITLUPE  

2,4-D – 2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina  

4-Cl-IAA – 4-chlor-indol-3-octová kyselina  
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2 ÚVOD 

Světlo je pro život rostlin zcela zásadní. Jednak je zdrojem energie pro fotosyntézu, jednak 

rostlinám poskytuje informace o čase i o aktuálních podmínkách na stanovišti, na které se 

rostlina musí co nejlépe adaptovat prostřednictvím regulace svého růstu a vývoje. 

Informace poskytované světlem rostlina přijímá pomocí fotoreceptorů, mezi ty 

nejdůležitější patří kryptochromy, fototropiny a fytochromy. Fotoreceptory aktivované 

světlem pak spouští dráhy přenosu signálu, které vedou až ke specifické odpovědi rostliny. 

Významným elementem těchto signálních drah je rostlinný hormon auxin, který na buněčné 

úrovni stimuluje růst buněk, čímž zajišťuje prodlužovací růst stonku a kořene. Z mnoha studií 

vyplývá, že odpovědi rostlin na světlo mohou být zprostředkovány snížením hladiny auxinu 

v pletivech (Iino, 1982; Nishimura, 2006), snížením citlivosti buněk na auxin (Jones et al., 

1991) nebo regulací polárního transportu auxinu (Behringer et Davies, 1992). Některé 

mechanismy interakce světla a auxinů při regulaci růstu a vývoje rostlin však zatím nejsou 

dostatečně vysvětleny. 

V minulé práci SOČ s názvem „Interakce světla a auxinů v růstu a vývoji rostlin“ bylo 

na modelové rostlině rajčeti jedlém (Solanum lycopersicum L.) zkoumáno, jak světlo 

interaguje s auxiny při regulaci růstu rostlin a zda mohou být růstové reakce rostlin na světlo 

zprostředkovány skrze fotoreceptory červeného světla fytochromy, konkrétně PhyB1. 

Výsledky vedly k navržení hypotéz vysvětlujících mechanismy vlivu světla na hladinu 

endogenních auxinů v pletivech a na polární transport auxinu. 

Cílem této práce bylo ověřit pravdivost těchto hypotéz analýzou exogenních auxinů 

a zjišťováním exprese genů zapojených v polárním transportu auxinu pomocí kvantitativní 

polymerázové řetězové reakce.  
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3 TEORETICKÝ ÚVOD 

3.1 Růst rostlin 

Téměř všechny rostliny jsou fotoautotrofní organismy, což znamená, že energii pro syntézu 

organických sloučenin získávají ze slunečního záření a jako zdroj uhlíku jim slouží 

atmosférický CO2. Rostliny tedy přizpůsobily svou anatomii potřebě efektivně zachycovat 

sluneční záření a získávat z něj energii. V důsledku toho ale nejsou schopné pohybu z místa 

na místo, nemohou se přemístit do prostředí s optimálními podmínkami a musí se adaptovat 

na podmínky jejich aktuálního stanoviště. Tohoto přizpůsobení rostliny dosahují regulací 

svého růstu a vývoje. 

Rostliny jsou modulární organismy, to znamená, že se jejich tělo skládá 

z proměnlivého počtu opakujících se modulů. Díky tomu jsou značně plastické, dokážou se 

rychle adaptovat na změny vnějších podmínek a jejich růst je neukončený (Taiz 

et Zeiger, 2010). 

Vývoj rostlin se dělí na tři hlavní etapy: embryogenezi, vegetativní vývoj 

a reprodukční vývoj. Při embryogenezi dochází k dělení zygoty a její transformaci v embryo 

se základem děložních listů, hypokotylu a kořene, které je pak obsaženo v semeni. 

Po vyklíčení zahájí rostlina období vegetativního růstu. Mladé semenáčky nejprve čerpají 

ze zásob uložených v dělohách či endospermu, později začínají využívat jako zdroj energie 

sluneční záření. Svou základní podobu rostliny získávají díky aktivitě apikálních meristémů, 

které zajišťují primární růst, tedy prodlužování. Tato primární dělivá pletiva, která se nachází 

na vrcholu kořene a stonku, jsou rezervoárem buněk se schopností proliferace. Dělením 

a diferenciací buněk apikálního meristému stonku vznikají primární pletiva stonku a listů, 

dělením a diferenciací buněk apikálního meristému kořene vznikají primární pletiva kořene. 

Druhotné tloustnutí kořene a stonku, neboli sekundární růst, je zajišťován sekundárními 

laterálními meristémy vzniklými činností apikálního meristému, mezi které patří kambium 

a felogen. Dělením kambia vzniká sekundární xylém a sekundární floém, činností felogenu 

vzniká sekundární krycí pletivo periderm, který je tvořen felogenem a vrstvou korku. 

Mezi sekundární meristémy patří i latentní sekundární meristémy, které se dělí pouze 

za určitých podmínek. Latentním meristémem je například pericykl, který tvoří vnější vrstvu 

buněk středního válce kořene a dává vzniknout postranním kořenům. Reprodukční vývoj 

rostliny je zajištěn změnou vegetativního meristému na meristém květenství tvořící listeny, 

v jejichž úžlabí pak vzniká meristém květu (Gifford et Foster, 1987; Taiz et Zeiger, 2010; 

Campbell, 2016). 

3.2 Reakce rostlin na vnější podněty 

Přesný program vývoje rostlin není předem dán a silně závisí na interakci konkrétního 

organismu s prostředím. Mezi faktory vnějšího prostředí ovlivňující růst a vývoj rostlin patří 

gravitace, mechanické stimuly a různé environmentální stresory, například sucho, 

zaplavování, vysoká salinita, extremní teploty nebo přítomnost patogenů či herbivorů. 

Pravděpodobně nejdůležitějším signálem vnějšího prostředí je ale pro rostliny světlo 

(Kendrick et Kronenberg, 1994; Campbell, 2016). 
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3.2.1 Reakce rostlin na světlo 

Světlo slouží rostlinám především jako zdroj energie, kromě toho je ale také stěžejním 

signálem, který poskytuje rostlinám informace o vnějším prostředí či o čase. Pro rostlinu je 

důležité vyhodnotit množství, směr a složení spektra světla a na základě těchto informací 

regulovat svůj růst a vývoj tak, aby mohla pro svůj další růst využít světlo jako energii 

co nejefektivněji. Proces, při kterém světlo jako signál změní vývoj rostliny, se nazývá 

fotomorfogeneze (Kendrick et Kronenberg, 1994; Parks, 2003). 

Když semena klíčí pod zemí, nedostává se k nim žádné světlo potřebné k fotosyntéze 

a mladá rostlina je vyživována pouze ze zásob v semeni. Proto investuje energii hlavně 

do prodlužování stonku, netvoří chlorofyl ani listy – v důsledku toho má rostlina rostoucí 

ve tmě velmi dlouhý, tenký, světlý hypokotyl s apikálním háčkem, nevyvinuté listy 

a redukované kořeny. Toto přizpůsobení umožňuje výhonkům prorazit půdou dříve, než dojde 

k vyčerpání zásoby živin v semeni či v hlíze, a označuje se jako skotomorfogeneze.  

Jakmile výhonek prorazí na světlo, dojde k přechodu od skotomorfogeneze 

k fotomormofogenezi – tzv. deetiolaci – a morfologie i biochemie rostliny projde velkými 

změnami. Prodlužování stonku se zpomalí, apikální háček se začne narovnávat, dojde 

k prodlužování kořenů, vývoji listů a syntéze pigmentů charakteristických pro zelené rostliny, 

především chlorofylu (Taiz et Zeiger, 2010; Campbell, 2013).  

3.2.2 Fotoreceptory 

Aby vnější signál vyvolal v organismu fyziologickou odpověď, musí jeho buňky obsahovat 

molekulu citlivou na daný signál, tzv. receptor. Receptory, které slouží pro detekci světla, se 

nazývají fotoreceptory. Kvůli neustálé potřebě monitorovat okolní světelné podmínky, vnímat 

jejich změny a získávat informace o různých vlnových délkách dopadajícího světla došlo 

u rostlin k vývoji pěti skupin fotoreceptorů, které můžeme obecně rozdělit na receptory 

červeného světla, receptory modrého světla a receptory pro středněvlnné ultrafialové záření 

(UV-B) (Paik et Huq, 2019). 

Přestože každá skupina fotoreceptorů používá jiné mechanismy přenosu signálu, 

všechny fotoreceptory sdílí některé obecné vlastnosti. Za prvé, energie přijatého fotonu se 

projeví změnou molekulární struktury fotoreceptoru, která vede k jeho aktivaci. Za druhé, 

aktivovaný receptor předává informaci signálním proteinům přímou interakcí a způsobením 

biochemické či fyzikální změny daného proteinu. Za třetí, pro každý fotoreceptor existuje 

mechanismus jeho deaktivace, který slouží k vyladění signálních kaskád. Díky několika 

skupinám fotoreceptorů s rozdílnými, ale vzájemně se překrývajícími funkcemi, mohou 

rostliny monitorovat okolní prostředí a zajistit správné fyziologické odpovědi (Paik et Huq, 

2019). 

3.2.3 Receptory červeného světla 

Červené světlo je vnímáno skupinou úzce příbuzných proteinů, které se nazývají fytochromy. 

Fungují jako dimery, každá podjednotka se skládá z chromoforu kovalentně vázaného 

na apoprotein. Ve tmě jsou fytochromy lokalizovány v cytoplazmě a jejich chromoforem 
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je lineární tetrapyrrol označovaný jako fytochromobilin, který je syntetizován uvnitř 

plastidů z hemu.  

Fytochromy (Phy) se v rostlinách nachází ve dvou vzájemně konvertibilních formách 

– Pr a Pfr. Pr je forma fytochromu absorbující červené světlo o vlnové délce 650 – 680 nm, 

která se nachází v cytoplazmě. Tato neaktivní forma je vystavením červenému světlu 

změněna na fyziologicky aktivní formu Pfr absorbující dlouhovlnné červené světlo o vlnové 

délce 710 – 740 nm (Obr. 1). Pfr může být změněna zpět na Pr buď působením 

dlouhovlnného červeného světla, nebo spontánně po delší době procesem zvaným temnostní 

reverze. Tato vlastnost je označována jako fotoreverzibilita (Taiz et Zeiger, 2010). Přestože 

monochromatické červené ani dlouhovlnné červené světlo se v přírodě nevyskytuje, přirozené 

světelné podmínky představují poměr červeného a dlouhovlnného červeného světla, 

který mohou rostliny vnímat právě pomocí fytochromů.  

 

Obr. 1: Absorpční spektrum fytochromů ve formě Pr a Pfr. Mimo jiné lze z grafu vyčíst, že fytochromy 

absorbují kromě červeného a dlouhovlnného červeného světla i modré světlo. Převzato z Nobel, 2009 

 

Absorpce červeného světla chromoforem způsobí změnu jeho konformace z cis-cis-cis 

do cis-cis-trans (Obr. 2). To má za následek změnu konformace apoproteinu z Pr 

do fyziologicky aktivní formy Pfr. V této formě získá fytochrom schopnost autofosforylace, 

kinázovou aktivitu a schopnost translokace do jádra. Díky kinázové aktivitě způsobí 

fosforylaci proteinů PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS (PIF), transkripčních 

faktorů, které slouží jako negativní regulátory odpovědí regulovaných fytochromy. 

V důsledku fosforylace jsou poté PIF proteiny degradovány v proteazomu (Ni et al., 1998; 

Shin et al., 2009). Menší část světlem aktivovaných fytochromů zůstává v cytosolu, kde 

zprostředkuje rychlé odpovědi regulací membránového potenciálu a toku iontů (Rösler et al., 

2007). Byly také identifikovány cytosolické proteiny, které s fytochromy interagují. Patří 

mezi ně například protein PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1 (PKS1) (Fankhauser 

et al., 1999) nebo fosfatáza PHYTOCHROME-ASSOCIATED PROTEIN PHOSPHATASE 

5 (PAPP5), která je pravděpodobně zapojena do defosforylace aktivní formy fytochromu 

(Ryu et al., 2005). 

Fytochromy také přímo inaktivují hlavní negativní regulátor světlem indukovaných 

signálních drah, který se nazývá CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) 

a SUPRESSOR OF PHYA-105 (SPA) E3 ligáza (Lu et al., 2015; Sheerin et al., 2015). 
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V aktivní formě tento komplex zajišťuje degradaci několika transkripčních faktorů, které 

zprostředkují transkripci světlem indukovaných genů, mezi něž patří například ELONGATED 

HYPOCOTYL 5 (HY5), LONG AFTER FAR-RED LIGHT 1 (LAF1) nebo LONG 

HYPOCOTYL IN FR 1 (HFR1). Aktivita COP1 je silně závislá na jeho vazebném partnerovi 

SPA (Hoecker et Quail, 2001; Seo et al., 2003). Světem aktivované fytochromy oddělují 

COP1 a SPA, tím tento komplex inaktivují, dochází ke stabilizaci transkripčních faktorů 

a expresi světlem indukovaných genů. Fytochromy dokážou inaktivovat COP1-SPA E3 ligázu 

také přesunem COP1 z jádra do cytoplazmy, přesný mechanismus však zatím není známý 

(von Arnim et al., 1997; Stacey et al., 2003). Fytochromy interagují také s velkým množstvím 

dalších enzymů, mezi které patří kinázy, fosfatázy či E3 ligázy, které modifikují cílové 

proteiny (Bu et al., 2011; Dong et al., 2017; Ni et al., 2017). 

Obr. 2: Změna konformace fytochromobilinu po ozáření červeným světlem z neaktivní formy Pr do aktivní 

formy Pfr. Převzato z Taiz et Zeiger, 2010 

 

Ve vyšších rostlinách jsou fytochromy kódovány malou rodinou genů, konkrétně 

v Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. jsou to geny PHYA, PHYB, PHYC, PHYD a PHYE, 

v rajčeti byly identifikovány geny PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE a PHYF (Hauser et al., 

1995; Mathews, 2010). Fytochromy lze dále rozdělit na dvě skupiny – na světle labilní typ I, 

kam patří PhyA, a na světle stabilní typ II, kam patří PhyB – PhyE. PhyA umožňuje klíčení 

a deetiolaci, když je světla nedostatek (very-low fluence response – VLFR) nebo je poměr 

červeného a dlouhovlnného červeného světla velmi nízký (far red-high irradiance response – 

FR-HIR). Tyto podmínky lze nalézt pod tenkou vrstvou půdy či ve stínu. U fytochromů 

typu II, tedy PhyB – PhyE, je naopak k vyvolání odpovědi potřeba vysoké množství 

fytochromů ve formě Pfr. Tyto fytochromy jsou tedy aktivní v podmínkách, kdy je poměr 

červeného a dlouhovlnného červeného světla relativně vysoký (low fluence response – LFR) 

(Franklin et Quail, 2010). Nejdůležitějším fytochromem typu II je PhyB, který vykazuje 

mnohem rychlejší temnostní reverzi než PhyA. Nedávné výzkumy naznačují, že PhyB může 

sloužit i jako receptor pro teplotu, a tato vlastnost je považována za klíčovou pro tuto funkci 

(Lee et al., 2016; Legris et al., 2016). 
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V rostlinách jsou fytochromy přítomné ve všech pletivech, tím pádem jsou zahrnuty 

v regulaci téměř každého kroku životního cyklu rostliny. Ovlivňují klíčení, deetiolaci, 

gravitropismus, pigmentaci, cirkadiánní rytmy i kvetení (Galvão et Fankhauser, 2015). 

3.2.4 Receptory modrého světla 

Odpovědi rostlin k modrému světlu jsou charakteristické přítomností odpovědi na signál 

i po jeho přerušení a delším časovým intervalem mezi přijetím signálu a pozorovatelnou 

odpovědí na něj. Tento jev lze vysvětlit existencí neaktivní formy fotoreceptoru, která se 

vlivem modrého světla změní na aktivní formu, jejíž návrat do fyziologicky neaktivní formy 

je pomalý (Iino et al., 1982; Taiz et Zieger, 2010). Existuje několik různých skupin 

fotoreceptorů, které zajišťují odpovědi rostlin na modré světlo. 

Kryptochromy (Cry) jsou flavoproteiny podobné DNA fotolyázám, které opravují 

poškození DNA způsobené UV zářením (Sancar, 2003; Lin et Shalitin, 2003). Rostlinné 

kryptochromy fotolyázovou aktivitu nevykazují, jsou však lokalizované v jádře a slouží jako 

receptory pro modré světlo a UV-A záření o vlnové délce 320 – 500 nm (Obr. 3). Podobně 

jako ostatní fotoreceptory se skládají z proteinové části zvané apoprotein a neproteinové části 

označované jako chromofor, kterým je u kryptochromů flavinadenindinukleotid (FAD).  

Kryptochromy se podílí na deetiolaci, regulaci kvetení a cirkadiánních rytmů. 

V genomu Arabidopsis jsou kódovány celkem tři kryptochromy – Cry1, Cry2 a Cry3. Cry1 

a Cry2 fungují hlavně jako receptory modrého světla, regulují deetiolaci a kvetení (Guo et al., 

1998; Ito et al., 2012) Na rozdíl od Cry1, který je na světle stabilní, Cry2 je na světle rychle 

degradován (Ahmad et al., 1998). Cry3 patří do skupiny CRY-DASH proteinů. Nachází se 

v mitochondriích a chloroplastech, kde opravuje poškození jednořetězcové DNA způsobené 

UV zářením, vykazuje tedy fotolyázovou aktivitu a je mezi kryptochromy výjimkou (Kleine 

et al., 2003; Pokorny et al., 2008).  

K aktivaci kryptochromů je zapotřebí několika kroků. Po dopadu fotonů na FAD dojde 

k fosforylaci kryptochromů a dimerizaci, fosforylovaný Cry2 podstupuje rychlou degradaci 

(Shalitin et al., 2002; Shalitin et al., 2003). Kryptochromy zprostředkují odpovědi na modré 

světlo několika mechanismy. Světlem aktivovaný Cry2 interaguje s CRY2-INTERACTING-

BASIC-HELIX-LOOP-HELIX (CIB) a zahajuje genovou expresi (Liu et al., 2011). Nedávno 

byl objeven protein BLUE-LIGHT INHIBITOR OF CRYPTOCHROMES 1 (BIC), 

potenciální inhibitor kryptochromů, který blokuje jejich dimerizaci a fosforylaci 

(Wang et al., 2017)  

Kromě přímé regulace transkripce interakcí s transkripčními faktory můžou 

kryptochromy ovlivňovat expresi genů i nepřímo skrz inhibici proteolýzy, a to interakcí 

s ubikvitin ligázou COP1 (Yi et Deng, 2005, Liu et al. 2011). Ve tmě COP1 zajišťuje 

degradaci HY5, transkripčního faktoru, který stimuluje expresi genů zodpovědných 

za fotomorfogenezi. Po osvětlení se interakce mezi COP1 a HY5 přeruší. Jednak je COP1 

vlivem světla degradován nebo transportován z jádra do cytoplazmy, jednak jsou za jeho 

degradaci zodpovědné také kryptochromy. V důsledku toho se zvýší akumulace HY5, 

což vede k expresi genů zajišťujících fotomorfogenezi (Nemhauser, 2008). 
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Obr. 3: Absorpční spektrum kryptochromů. Převzato z List et al., 2014 

 

Další skupinou receptorů modrého světla jsou fototropiny (Phot), 

proteiny lokalizované v plazmatické membráně, které absorbují světlo v oblasti 

modrého  světla a UV-A záření (320 – 500 nm). Na C-konci fototropinu se nachází 

serin/threonin kináza, na N-konci je umístěna light oxygen voltage (LOV) doména, na kterou 

je navázaný chromofor flavinadeninmononukleotid (FMN). Tyto receptory hrají důležitou roli 

ve fototropismu (pohybech rostlin směrem ke světlu nebo od světla), jsou zodpovědné 

za inhibici prodlužování hypokotylu během prvních sekund po ozáření rostliny modrým 

světlem, otevírání průduchů, pohyby chloroplastů v listech a pohyb jader. V Arabidopsis se 

nachází celkem dva fototropiny – Phot1 a Phot2 (Quail, 1994). Oba jsou zapojeny 

ve fototropických odpovědích rostlin, ale Phot2 funguje pouze při vyšší intenzitě ozáření 

(Briggs et Christie, 2002).  

Obr. 4: Absorpční spektrum fototropinů. Převzato z Briggs et Christie, 2002 

 

Mezi receptory modrého světla patří i F-box proteiny, které stejně jako fototropiny 

obsahují LOV doménu, na kterou je navázaný flavin. Do této skupiny patří proteiny 

ZEITLUPE (ZTL), FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX 1 (FKF1) a LOV KELCH 

PROTEIN 2 (LKP2), které ovlivňují kvetení a cirkadiánní rytmy. Stejně jako ostatní 

receptory modrého světla vnímají vlnové délky v rozmezí 320 – 500 nm (Song et al., 2014; 

Zoltowski et Imaizumi, 2014). 
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Jako receptory modrého světla neslouží v rostlinách pouze proteiny, ale také 

karotenoid zeaxantin. Ve svěracích buňkách funguje jako receptor zprostředkující otevírání 

průduchů (Frechilla et al., 1999; Taiz et Zeiger, 2010). 

3.2.5 Receptory UV-B záření 

Zatím jediným identifikovaným fotoreceptorem, který vnímá UV-B záření (280 – 320 nm), je 

protein UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVR8). Tento fotoreceptor neobsahuje chromofor, 

detekce UV-B záření je zajištěna pomocí několika tryptofanových zbytků. Absorpce UV-B 

záření indukuje rozpad dimeru UVR8 a výsledný monomer se přesouvá do jádra, 

kde interaguje s COP1. Tato interakce vede ke stabilizaci HY5 a zahájení exprese cílových 

genů. Mezi odpovědi rostlin na UV-B záření patří aklimatizace a otevírání průduchů (Rizzini 

et al., 2011; Cloix et al., 2012; Wu et al., 2012). 

 

Obr. 5: Shrnutí typů rostlinných fotoreceptorů specifických pro určité vlnové délky a jejich funkcí. Převzato 
z Paik et Huq, 2019 

 

3.3 Rostlinné hormony 

Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou přirozeně se vyskytující organické sloučeniny, 

které slouží jako signální molekuly a ovlivňují fyziologické procesy v rostlinách i při velmi 

nízkých koncentracích. V cílových buňkách se molekula hormonu váže na specifický receptor 

a spouští dráhu přenosu signálu, která vede k určité odpovědi buňky. Vývoj rostlin je 

regulován několika typy hormonů, mezi které patří auxiny, giberelliny, cytokininy, ethylen, 

kyselina abscisová, kyselina salicylová, jasmonáty, brassinosteroidy a strigolaktony (Taiz 

et Zieger, 2010; Campbell, 2016). 
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3.3.1 Auxin 

Auxiny jsou významná skupina rostlinných hormonů, která je nepostradatelná pro jakýkoliv 

vývojový či tropický proces v rostlinách. Spolu s cytokininy jsou auxiny jedinými rostlinnými 

hormony, které jsou pro životaschopnost rostliny nutné. Na buněčné úrovni auxiny ovlivňují 

buněčné dělení, expanzi a diferenciaci buněk, na úrovni celé rostliny se podílí 

na embryogenezi, prodlužovacím růstu stonku, tvorbě postranních kořenů, apikální 

dominanci, fototropismu a gravitropismu (Taiz et Zeigler, 2010). 

Termín auxin je užíván pro označení jakékoliv látky, která indukuje prodlužování 

buněk v izolovaných částech stonku nebo koleoptile, proto do této skupiny rostlinných 

hormonů patří velké množství různých organických sloučenin. Byly identifikovány celkem 

čtyři přírodní auxiny. Nejrozšířenějším auxinem je indol-3-octová kyselina (IAA), jednoduchá 

molekula skládající se z indolového kruhu a postranního řetězce karboxylové skupiny. Mezi 

další tři přirozeně se vyskytující auxiny patří indol-3-máselná kyselina (IBA), fenyloctová 

kyselina (PAA) a 4-chlorindol-3-octová kyselina (4-Cl-IAA) (Simon et Petrášek, 2011). 

Podobné účinky jako IAA vykazují i některé syntetické organické sloučeniny, které mají 

široké využití jak při výzkumu, tak v zemědělství či zahradnictví jako růstové regulátory nebo 

herbicidy. Nejpoužívanějšími syntetickými auxiny jsou například 1-naftyloctová kyselina 

(NAA)  nebo 2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina (2,4-D) (Taiz et Zeigler, 2010). 

Obr. 6: Struktura přírodního auxinu IAA (vlevo) a struktura syntetický auxinů NAA (uprostřed) a 2,4-D 

(vpravo) (podle Ma et al., 2017) 

 

Auxinová signalizace může být regulována na mnoha úrovních – lokalizace hormonu 

v rostlinných pletivech je ovlivněna regulací jeho biosyntézy, metabolismu a transportu, 

výsledný efekt auxinu závisí na vnímání hormonu rostlinnou buňkou či na interakci s dalšími 

rostlinnými hormony. 

3.3.1.1 Biosyntéza a metabolismus auxinu 

Přestože schopnost produkovat nízké hladiny IAA mají prakticky všechna rostlinná pletiva, 

hlavními místy syntézy auxinu jsou apikální meristémy stonku a mladé listy (Ljung et al., 

2001). Apikální meristémy kořene jsou také důležitým místem biosyntézy auxinů, přesto je 

kořen závislý na auxinu syntetizovaném ve stonku (Ljung et al., 2005). 

Hlavním prekurzorem syntézy IAA je aminokyselina tryptofan (Trp). Při Trp-

dependentní syntéze IAA dochází nejprve ke změně Trp na indol-3-pyruvát (IPA) enzymem 

TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1 (TAA1). Oxidativní 

dekarboxylací katalyzovanou enzymem flavin monooxygenázou YUCCA je poté z IPA 
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syntetizována IAA. Byly však objeveny i další Trp-dependentní dráhy syntézy IAA, stejně 

jako dráhy na Trp nezávislé, kdy je IAA syntetizována z prekurzorů Trp, hlavně kyseliny 

indol-3-propionové (Mashiguchi et al., 2011; Tivendale et al., 2014; Zhao, 2014). 

Aby byla hormonální signalizace efektivní, nesmí se hormony začít časem 

akumulovat. Deaktivace IAA probíhá jednak skrze vazbu na aminokyseliny, cukry nebo 

tvorbou esterů – vázaná IAA je považována za hormonálně neaktivní (Ludwig-Müller, 2011; 

Korasick et al., 2013), jednak oxidací pomocí enzymů na kyselinu 2-oxoindol-3-octovou. 

IAA může být oxidována i neenzymaticky, například je-li vystavena světlu (Mellor et al., 

2016; Porco et al., 2016).  

3.3.1.2 Transport auxinu 

IAA se pohybuje převážně z apikální do bazální části rostliny. Tento způsob jednosměrného 

transportu auxinu, který je nazýván jako polární transport, je specifický jak pro přírodní, 

tak pro syntetické auxiny, vyžaduje energii a není závislý na gravitaci, což naznačuje, 

že transport auxinu probíhá z buňky do buňky a je zprostředkován proteinovými přenašeči 

plazmatické membrány (Taiz et Zeiger, 2010). Polární transport auxinu umožňuje 

asymetrickou distribuci tohoto hormonu v různých buňkách a pletivech. Díky tomu se vytváří 

lokální auxinová minima, maxima a gradienty, které jsou zásadní pro tvorbu orgánů 

a určení tvaru.  

Chemiosmotický model transportu auxinu předpokládá, že to, zda IAA jako slabá 

kyselina odštěpí nebo neodštěpí vodíkový kation (H+), závisí na pH prostředí, ve kterém se 

nachází (Rubery et Sheldrake, 1973; Raven, 1975; Goldsmith et Goldsmith, 1977). Prostředí 

buněčné stěny (apoplast) má díky aktivitě protonové pumpy H+-ATPázy pH přibližně 5,5, 

proto zde významná část auxinu přijme proton, stane se lipofilní a snadno projde 

cytoplazmatickou membránou. Uvnitř buňky je pH neutrální a většina molekul IAA se zde 

nachází ve formě aniontu (IAA-), který nemůže procházet cytoplazmatickou membránou. 

Proto existují celkem tři hlavní skupiny transmembránových proteinů, které transportují IAA 

z jedné strany cytoplazmatické membrány na druhou. 

Transport do buňky, tedy tzv. influx, zajišťuje malá skupina proteinů AUXIN1/LIKE 

AUX1 (AUX1/LAX), která transportuje IAA- společně s 2H+ (Yang et al., 2006; Swarup 

et al., 2008). Tyto proteiny mají pravděpodobně 11 transmembránových domén a jejich 

umístění v cytoplazmatické membráně buňky je polární jen v některých pletivech, například 

v protofloému nebo epidermis kořene (Armengot  et al., 2016). 

Z buňky je auxin transportován pomocí tzv. effluxových přenašečů, kterými jsou PIN-

FORMED proteiny (PIN) a ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B (ABCB). Skupina 

proteinů PIN je tvořena celkem osmi proteiny, které lze rozdělit na dva typy lišící se délkou 

hydrofilní smyčky ve středu polypeptidového řetězce, který tvoří celkem 

10 transmembránových domén (Armengot  et al., 2016; Zažímalová et al., 2018). Proteiny 

typu PIN I, kterými jsou PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 a PIN7, mají dlouhou hydrofilní smyčku 

a jsou lokalizovány v plazmatické membráně buňky převážně polárně, čímž určují směr 

proudu auxinu (Petrášek et al., 2006; Wiśniewska et al., 2006). Proteiny typu PIN II, mezi 

které patří PIN5 a PIN8, mají naopak krátkou hydrofilní smyčku a jsou umístěny v membráně 

endoplazmatického retikula. Výjimkou je PIN6, který má hydrofilní smyčku zkrácenou pouze 
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částečně (Cazzonelli et al., 2013; Bennett, 2015; Armengot  et al., 2016). Žádná sekvence 

proteinů PIN neobsahuje místo pro vazbu ATP, proto jsou PIN proteiny obecně považovány 

za sekundární aktivní přenašeče (Zažímalová et al., 2018). 

Proteiny ABCB, na rozdíl od PIN, používají jako zdroj energie ATP, transport pomocí 

ABCB se proto uplatňuje hlavně tehdy, když je třeba transportovat auxin proti gradientu. 

Přenašeče ABCB jsou tvořeny dvěma skupinami transmembránových domén, každá z nich je 

následována doménou, která váže ATP. Tyto přenašeče nejsou lokalizovány 

v cytoplazmatické membráně buňky polárně.  

Přestože všechny tři skupiny transportují auxin nezávisle na sobě, proteiny PIN 

a ABCB mohou vytvářet komplexy, které stabilizují proteiny PIN v membráně (Blakeslee 

et al., 2007; Titapiwatanakun et al., 2009). 

Účinek auxinů na rostliny je často zkoumán pomocí syntetických auxinů. 

Ty vyvolávají stejné odpovědi jako IAA, ale na rozdíl od ní jsou chemicky stabilní, nejsou 

degradovány světlem a jejich metabolismus v rostlině je pomalejší (Yamakawa et al., 1979; 

Jackson et al., 2001). Molekula NAA je lipofilní, díky tomu snadno vstupuje do buňky difuzí. 

Z buňky je aktivně transportována proteinovými přenašeči. S proteiny transportujícími auxin 

do buňky není NAA kompatibilní, proto je používána k výzkumu vlastností proteinů, které 

transportují auxin z buňky. Naopak molekula 2,4-D není lipofilní a její vstup do buňky 

zajišťují proteinové transportéry. K proteinům transportujícím auxin z buňky se ale neváže, 

proto slouží jako nástroj k výzkumu proteinů zajišťujících vstup auxinu do buňky (Delbarre 

et al., 1996; Simon et al., 2013).  

Obr. 7: Schéma transportu auxinů do buňky a z buňky (podle Morris, 2000) 

3.3.1.3 Auxinová signalizace 

Přítomnost auxinu v buňce aktivuje signální dráhy, které vedou ke změnám na úrovni 

transkripce a specifickým odpovědím buňky. Byly charakterizovány tři systémy receptorů 

auxinu s různým rozsahem působení v buňce. Jsou jimi SKP1–Cullin–F-box TRANSPORT 

INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN Auxin/INDOLE-3-

ACETIC ACID (TIR1/AFB-Aux/IAA), S-PHASE-KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2a 

(SKP2a) a AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1). 
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Nejlépe prozkoumaným systémem je TIR1/AFB-Aux/IAA, který reguluje transkripci 

auxinem podmíněných genů v jádře.  Komponenty této signální dráhy patří do tří rodin 

proteinů: koreceptory auxinu F-box proteiny TIR1/AFB, transkripční represory Aux/IAA 

a transkripční faktory AUXIN RESPONSE FACTORS (ARF). TIR1/AFB je podjednotkou 

komplexu ubikvitin ligázy typu SKP1–CUL1–F-box (SCF) pojmenované jako SCFTIR1/AFB. 

Pokud je hladina auxinu v buňce nízká, Aux/IAA inhibuje transkripci genů pomocí vazby 

na transkripční faktor ARF (Wang et Estelle, 2014; Salehin et al., 2015).  Auxin funguje jako 

„molekulární lepidlo“ a pomáhá vytvořit komplex mezi TIR1/AFB a Aux/IAA, což vede 

k ubikvitinaci Aux/IAA a jeho degradaci v proteazomu. Zvýšení hladiny auxinu v buňce tedy 

vede k odblokování transkripčního faktoru ARF a expresi auxinem indukovaných genů 

(Tan et al., 2007; Calderón Villalobos et al., 2012; Ma et al., 2018). 

Dalším proteinem, který slouží jako receptor pro auxin je SKP2a, který se také váže 

na auxin a zajišťuje degradaci transkripčních faktorů, které potlačují dělení buňky (Calderón 

Villalobos et al., 2012). 

ABP1 reguluje expresi auxinem indukovaných genů, předpokládá se ale, že se podílí 

na zprostředkování odpovědí na auxin, které nezahrnují změny v transkripci. ATB1 aktivuje 

Rho OF PLANTS-GTPase (ROP-GTPase), jejíž signální dráha vede k reorganizaci 

cytoskeletu, formaci tvaru buňky a je zapojena v klatrinové exocytóze ovlivňující rozmístění 

PINů v cytoplazmatické membráně (Tao et al., 2002; Shi et Yang, 2011; Chen et al., 2012). 

V posledních letech však byla úloha proteinu ABP1, jako nezbytného auxinového receptoru, 

zpochyběna (Dai et al., 2015; Gao et al., 2015; Michalko et al., 2015; Enders et al., 2015; 

Paponov et al., 2019 ).  

3.3.2 Kyselina abscisová 

Kyselina abscisová je signální molekula, která byla objevena několika výzkumnými 

skupinami v 60. letech minulého století a pojmenována podle efektů, které u rostlin 

vyvolávala, jako abscisin II a dormin (Cutler et al., 2010). Chemické analýzy následně 

odhalily, že se jedná o stejnou sloučeninu, která byla označena jako kyselina abscisová 

(ABA). V rostlinách je ABA klíčovým regulátorem mnoha procesů, mezi které patří 

například dormance, vývoj semen, klíčení a odolnost vůči abiotickým stresům 

(Vishwakarma et al., 2017). 

ABA je patnáctiuhlíkatá seskviterpenoidní molekula, která se skládá ze tří 

isoprenoidních jednotek. Rostliny syntetizují ABA tzv. nepřímou cestou z karotenoidů, jako 

prekurzor slouží β-karoten (Nambara et Marion-Poll, 2005; Arc et al., 2013). 

V chloroplastech a dalších plastidech je β-karoten oxidován na zeaxanthin a violaxanthin, 

v cytosolu pak dochází k syntéze xanthotinu z violaxantinu. Finálním krokem syntézy ABA je 

pak otevření epoxidového kruhu a oxidací abscisového aldehydu na ABA (Eisenreich et al., 

2000; Finkelstein, 2013). Inaktivace ABA probíhá její vazbou na další látky nebo degradací 

na kyselinu fazeovou (Kushiro et al., 2004). 

ABA se v rostlinách nachází jak v protonované formě (ABAH), která může volně 

difundovat skrz plazmatickou membránu, tak ve formě aniontu (ABA-), který musí být 

transportován aktivně. K aktivním transportérům ABA patří ATP-BINDING CASSETTE 

SUBFAMILY G (ABCG) a rodina proteinů NITRATE TRANSPORTER 1/PEPTIDE 
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TRANSPORTER (NPF), které  transportují ABA do buňky, a exportní protein 

DETOXIFICATION 50 (DTX50) (Hauser  et al., 2017). 

V buňce se ABA váže na proteiny z velké skupiny receptorů PYRABACTIN 

RESISTANCE 1/PYR1-LIKE/REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS 

(PYR1/PYL/RCAR) (Ma Y et al., 2009; Park et al., 2009. Vazba ABA na tyto receptory 

způsobuje jejich interakci s PP2C protein fosfatázami, které jsou v důsledku této interakce 

inhibovány. Inhibicí PP2C dochází k aktivaci protein kinázy SERINE/THREONINE-

PROTEIN KINASE SRK2E/OPEN STOMATA 1 (SnRK2E/OST1), která fosforyluje 

a aktivuje cílové proteiny – iontové kanály, které způsobují uzavření průduchů, a transkripční 

faktory, které spouští expresi genů zajišťujících odolnost vůči abiotickým stresům. Mezi další 

cílové proteiny defosforylované PP2C patří také iontové kanály a transkripční faktory 

(Hauser  et al., 2017). 

ABA hraje v rostlinách důležitou roli při regulaci mnoha fyziologických procesů, mezi 

které patří odpovědi na stres nebo přítomnost patogenů, regulace vývoje a klíčení semen, opad 

listů a oddalování zrání plodů, je ale zásadní i pro regulaci růstu hypokotylu (Cutler et al., 

2010; Vishwakarma et al., 2017). Přestože je ABA často povážována za hlavní inhibitor růstu 

stonku, neustále přibývá studií, které naznačují, že ABA růst stonku naopak stimuluje 

(Hansen et Grossmann, 2000; Barrero et al., 2005; Rai et al., 2011). Efekt ABA na růst 

nadzemních částí rostliny je důležitý zvlášť při reakcích rostlin na světlo. Bylo dokázáno, 

že ABA v průběhu skotomorfogeneze podporuje růst mladých rostlin, u kterých je její hladina 

mnohem vyšší, než u rostlin rostoucích na světle. Je možné, že ABA stimuluje expresi 

inhibitorů cyklin dependentních kináz, které ovlivňují dělení buněk. K ovlivňování růstu 

stonku dochází i interakcí ABA s ostatními fytohormony – ethylenem a cytokininy (Humplík 

et al., 2015; Humplík et al., 2017). 

Obr. 8: Struktura kyseliny abscisové (podle Cutler et al., 2010) 

3.4 Interakce signálních drah auxinu a světla 

Světlo poskytuje rostlinám spolehlivé informace o vnějším prostředí i o čase, je tedy jedním 

z nejvýznamnějších faktorů ovlivňujících růst a vývoj rostlin. Důležitou růstovou reakcí, 

kterou světlo u rostlin vyvolává, je inhibice prodlužování hypokotylu během 

fotomorfogeneze. Přestože všechny mechanismy světlem indukované růstové inhibice dosud 

nejsou zcela objasněny, již nyní víme, že zahrnují mnoho různých procesů, včetně světlem 

indukované regulace hormonálních drah. Světelné a hormonální dráhy interagují na mnoha 

úrovních. Světlo ovlivňuje biosyntézu hormonů, jejich hladinu v rostlinných pletivech, jejich 

distribuci a citlivost pletiv na hormony. Tyto procesy poté vedou ke změně exprese různých 

genů. Světlo a hormony mohou také sdílet společné signální prvky, například regulátory 

transkripce (Nemhauser, 2008; Kurepin et Pharis, 2014; de Wit et al., 2016). Pro zajištění 

odpovědí rostlin na světelné signály je obzvlášť významný rostlinný hormon auxin. 



25 

3.4.1 Světlo ovlivňuje hladinu auxinu 

Hladina auxinu v pletivech rostlin úzce souvisí se změnami růstu a vývoje, které jsou 

způsobeny světlem. To dokazují pokusy provedené s rostlinami neschopnými auxin 

syntetizovat, například s mutanty sav3/taa, kteří mají oproti nemutovaným rostlinám kratší 

hypokotyly a zvětšené dělohy (Tao et al., 2008). Tento fenotyp je často pozorován také 

u mutantů ve světelné signalizaci se zesílenou fotomorfogenezí (Castillon et al., 2007). 

Naopak nadbytek auxinu v mutantech yucca či red1 vede k prodlužování hypokotylu 

a redukci růstu děloh, což je fenotyp charakteristický i pro mutanty s deficitem fotoreceptorů 

(Hoecker et al., 2004; Kim et al., 2007). Světlo má tedy na hladinu auxinu zásadní vliv. 

Fytochromy dokážou ovlivňovat hladinu auxinu regulací jeho biosyntézy. 

SUPERROOT 2 (SUR2) je cytochrom P450 monooxygenáza CYP83B1, která katalyzuje 

jeden z kroků syntézy glukosinolátů z indol-3-acetaldoximu (IAOx). Tento protein je však 

důležitý i při regulaci auxinové homeostázy, IAOx je totiž také jedním z prekurzorů syntézy 

IAA, proto zablokování SUR2 vede ke zvýšení produkce auxinu (Hoecker et al., 2004). PhyB 

v aktivní formě Pfr se naopak podílí na aktivaci SUR2, což přispívá ke snížení hladiny auxinů 

v buňkách (Halliday et al., 2009). Dalšími proteiny zapojenými v biosyntéze auxinu jsou Trp 

aminotransferáza TAA1 nebo skupina flavin monooxygenáz YUCCA. Aktivované 

fytochromy přispívají ke snížení exprese některých genů kódujících tyto proteiny 

pravděpodobně degradací transkripčních faktorů PIF, mezi jejichž cílové geny TAA1 i některé 

YUCCA patří (Hornitschek et al., 2012; Li et al., 2012).  

Hladina IAA ale není kontrolována výhradně prostřednictvím biosyntetických drah. 

Enzymy kódované rodinou genů GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) katalyzují vazbu IAA 

na aminokyseliny, což vede buď k uložení, nebo k degradaci molekul IAA (Staswick et al., 

2005). Tento mechanismus používají k regulaci hladiny aktivního auxinu hlavně PhyA 

a PhyB, které jsou schopné ovlivňovat transkripci několika genů GH3 (Devlin et al., 2003). 

Regulace genů GH3 tedy může umožňovat doladění hladiny auxinu v rostlině podle 

světelných signálů z vnějšího prostředí (Halliday et al., 2009). 

3.4.2 Světlo ovlivňuje polární transport auxinu 

Již na začátku 90. let minulého století se objevily předpoklady, že světlo může inhibovat 

prodlužování buněk skrze regulaci polárního transportu auxinu, později byl vztah mezi 

polárním transportem auxinu a růstovými reakcemi indukovanými světlem prokázán mnoha 

dalšími studiemi (Jones et al., 1991; Behringer et Davies, 1992; Tian et Reed, 2001; 

Fuchs et al., 2003). 

Polární transport auxinu může být inhibován kyselinou naftylftalamovou (NPA). 

U Arabidopsis bylo prokázáno, že tento inhibitor redukuje prodlužování hypokotylu u rostlin 

pěstovaných na světle, u rostlin pěstovaných ve tmě nikoliv. To znamená, že ve tmě není růst 

dost citlivý na změny v koncentracích auxinu způsobené ovlivněním transportu auxinu, 

zatímco na světle se polární transport auxinu stává pro kontrolu růstu zásadním. Účinek NPA 

byl silně snížen také u mutantů phyA, phyB nebo cry1 rostoucích na světle. Inhibice 

prodlužování hypokotylu řízená fytochromy je tedy alespoň částečně způsobena regulací 

distribuce auxinu (Jensen et al., 1998). 
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Světlo může ovlivňovat distribuci auxinu kontrolou množství přenašečů auxinu PIN 

a ABCB. ABCB1, ABCB19 a PIN3 se podílí na asymetrickém transportu auxinu, 

což způsobuje rozdílný růst buněk v určitých částech pletiva při fototropismu 

či gravitropismu. Tyto přenašeče nejsou důležité pouze při zprostředkování tropických 

odpovědí. To naznačuje fakt, že mutantní rostliny s poruchami v těchto genech mají i ve tmě 

krátký hypokotyl, což je fenotyp typicky způsobený světlem (Sidler et al., 1998; Friml et al., 

2002; Lin et Wang, 2005). Protože auxin způsobuje prodlužování buněk, změna v symetrické 

radiální distribuci auxinu způsobená ztrátou funkce ABCB1, ABCB19 a PIN3 by mohla vést 

k fenotypu s krátkým hypokotylem.  

Bylo prokázáno, že PhyB snižuje množství transkriptů genu PIN3 a že PhyA, PhyB, 

Cry1, a Cry2 ovlivňují množství proteinu ABCB19 (Nagashima et al., 2008). Výsledky 

dalších studií naznačují, že světlo hraje klíčovou roli při regulaci přenašečů PIN1, PIN2 

a PIN7, konkrétně ovlivňováním jejich rozmístění uvnitř buňky. Tento děj je pravděpodobně 

zprostředkován receptory modrého světla skrze signální dráhu, která aktivuje transkripční 

faktor HY5 (Friml et al., 2002; Laxmi et al., 2008). 

Příkladem děje, který je v rostlinách zprostředkován právě změnami v transportu 

auxinu, je fototropismus. Pozitivní fototropismus neboli růst rostlin směrem ke zdroji světla je 

indukován především skrze fototropiny, menší mírou se na něm podílí i kryptochromy, PhyA, 

a UVR8. Ozáření rostliny z určitého směru vede ke zvýšení hladiny auxinu na zastíněné 

straně stonku, což vede ke zrychlení růstu a zakřivení stonku (Went, 1926; Christie 

et Murphy, 2013). K ustanovení auxinového gradientu pravděpodobně vede několik procesů. 

Je známo, že aktivita a lokalizace proteinů PIN v buňce závisí na jejich fosforylaci. Přestože 

studie dokázaly, že dochází ke změně umístění PIN3 směrem od ozářené strany v buňkách 

endodermis, jejich přímá fosforylace fototropiny zatím prokázána nebyla (Ding et al., 2011; 

Barbosa et al., 2014). Bylo ale zjištěno, že ozáření modrým světlem vede k fosforylaci 

protonové pumpy H+-ATPázy vlivem fototropinů (Hohm et al., 2014). Fosforylace H+-

ATPázy vede k její aktivaci, pH apoplastu klesá a zvyšuje se množství IAAH, která může 

prostupovat do buňky přes cytoplazmatickou membránu a podporovat její prodlužování 

a dělení. Další možností, jak mohou fototropiny indukovat ustanovení auxinového gradientu, 

je přímá fosforylace effluxového přenašeče ABCB19 aktivovaným Phot1, která vede 

ke snížení jeho aktivity. Redukce transportu auxinu ven z buňky směrem od její apikální části 

může zvyšovat hladinu auxinu v místě zakřivování (Christie et al., 2011). 

3.4.3 Světlo a auxin sdílí cílové geny 

Světlo má vliv na hladinu auxinů i jejich transport, jeho účinek se však neomezuje pouze 

na tyto procesy. Kontrolou odpovědí buňky na přítomnost auxinu může světlo vliv auxinu 

tlumit či zvyšovat. Regulace signálních drah auxinu umožňuje světlu indukovat odpovědi 

v konkrétních částech rostliny (Halliday et al., 2009). 

Na molekulární úrovni auxin aktivuje transkripci genů Aux/IAA, SMALL AUXIN UP-

REGULATED (SAUR), a GH3. Proteiny Aux/IAA jsou transkripčními represory zapojené 

v signálních drahách auxinu, které inhibují transkripční faktor ARF. Zvýšení hladiny auxinu 

v buňce vede k jejich odbourávání a expresi genů indukovaných ARF, mezi které patří 

i Aux/IAA. Tato negativní zpětná vazba pomáhá regulovat odpovědi buňky v závislosti 
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na hladině auxinu. (Kepinski et Leyser, 2004; Dharmasiri et al., 2005; Kepinski 

et Leyser, 2005).  

Geny SAUR kódují malé proteiny, jejichž funkce byla dlouho neznámá. Nedávno bylo 

objeveno, že tyto proteiny inhibují funkci skupiny fosfatáz PROTEIN PHOSPHATASE 2C 

(PP2C). To vede ke snížení defosforylace proteinové pumpy H+-ATPázy, tím její aktivita 

vzroste a dochází k okyselení apoplastu. Následné prodlužování buněk je způsobeno 

zvýšením aktivity enzymů citlivých na pH, které rozvolňují buněčnou stěnu, stejně jako 

zvýšením osmotického vtoku vody do buňky (Hager, 2003; Spartz et al., 2017; Stortenbeker 

et Bemer, 2019).  

Geny GH3 kódují skupinu enzymů, které jsou zodpovědné za adenylaci IAA 

a vazbu molekul IAA na aminokyseliny, čímž snižují množství aktivního auxinu a slouží jako 

citlivý zpětnovazebný mechanismus (Staswick et al., 2005; Halliday et al., 2009). 

Mnoho proteinů patřících do těchto skupin je regulováno i světlem, zvláště 

prostřednictvím fytochromů v průběhu deetiolace i reakcí k zastínění. Rostliny vnímají 

zastínění jako snížení poměru dopadajícího červeného světla k dlouhovlnnému červenému 

světlu. Tento poměr je detekován skrze fytochromy díky jejich fotoreverzibilitě. V největší 

míře indukuje tyto odpovědi PhyB, PhyC – E hrají spíše doplňkovou roli. PhyB se 

ve fyziologicky aktivní formě Pfr přesouvá do jádra, kde interaguje s transkripčními faktory 

PIF, hlavně tedy s PIF4, PIF5 a PIF7 (Li et al., 2012; Leivar et Monte, 2014). Tato interakce 

vede k fosforylaci PIF a jeho následné inaktivaci nebo degradaci. Inaktivace PhyB způsobená 

snížením poměru dopadajícího červeného světla k dlouhovlnnému červenému světlu vede 

k redukci inhibice PIF, která způsobí velké změny v transkripce. Mezi cílové geny PIF patří 

například geny SAUR nebo geny INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 19 (IAA19) 

a INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 29 (IAA29) patřící do skupiny Aux/IAA 

(Hornitschek et al., 2012). 

3.4.4 Integrace signálních drah auxinu a světla 

Jedno z nejsilnějších propojení signálních drah auxinu a světla bylo pozorováno při deetiolaci 

a reakcích rostlin k zastínění. Mezi geny s klíčovou rolí při propojení signálních drah auxinu 

a světla patří PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED (PAR). Některé z těchto genů, 

například HFR1, PIF3‐LIKE 1 (PIL1), PIF3‐LIKE 2 (PIL2), PAR1 nebo PAR2, patří 

do skupiny transkripčních faktorů typu basic helix–loop–helix (bHLH)  (Sessa et al., 2005; 

Roig‐Villanova et al., 2007). Mezi PAR geny patří i několik členů skupiny transkripčních 

faktorů homeodomain‐leucine zipper (HD‐ZIP), konkrétně ARABIDOPSIS THALIANA 

HOMEOBOX 2 (ATHB2), ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 4 (ATHB4), HAT1, 

HAT2 a HAT3 (Steindler et al., 1999; Sorin et al., 2009). Mechanismy působení těchto 

proteinů jsou různé. HFR1 nefunguje jako klasický transkripční faktor, jeho funkce spočívá 

ve vazbě na PIF4 a PIF5, čímž inhibují jejich schopnost vytvářet dimery a vázat se 

na promotory cílových genů (Hornitschek et al., 2009). PAR1 a PAR2 fungují podobně jako 

HFR1, inhibují PIF4 tvorbou heterodimerů, tím zabraňují jeho vazbě na DNA a následné 

expresi genů (Hao et al., 2012). Bylo také prokázáno, že tyto proteiny přímo potlačují expresi 

auxinem indukovaných genů SAUR18 a SAUR65, přestože se sami na DNA nevážou. 

Pravděpodobně tedy fungují jako transkripční kofaktory interagující s klasickými 
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transkripčními faktory (Roig-Villanova et al., 2007). Světlo ovlivňuje aktivitu proteinů PAR1, 

PAR2 a HFR1 pomocí fotoreceptory zprostředkované inhibice COP1, ubikvitin ligázy, která 

tyto proteiny označuje pro degradaci (Zhou et al., 2013).  

Mezi geny s důležitou rolí v auxinové signalizaci patří také HY5 a HY5 HOMOLOG 

(HYH) kódující transkripční faktory, jejichž úlohou je stimulaci fotomorfogeneze. Tyto 

proteiny jsou také aktivovány světlem prostřednictvím interakce s COP1 (Sibout et al., 2006). 

Cílovými geny HY5 je spousta genů zapojených v signálních dráhách světla, například HFR1, 

COP1, HYH i HY5 samotný (Lee et al., 2007; Huang et al., 2012; Ciolfi et al., 2013; Abbas 

et al., 2014), ale také geny, které jsou součástí auxinové signalizace, konkrétně SOLITARY 

ROOT/INDOLE ACETIC ACID 14 (SLR/IAA14) a AUXIN RESISTANT 2/INDOLE ACETIC 

ACID 7 (AXR2/IAA7) patřící do skupiny genů Aux/IAA (Cluis et al., 2004). Je tedy zřejmé, 

že prostřednictvím těchto transkripčních faktorů světlo reguluje jak signální dráhy světla, 

tak i odpovědi buňky na hormon auxin (Halliday et al., 2009; Gangappa et Botto, 2016). 

Kromě množství transkripčních faktorů, které se na integraci signálních drah světla 

a auxinu podílí, je možné, že i samotné fytochromy dokážou přímo ovlivňovat auxinovou 

signalizaci. Například bylo dokázáno, že PhyA může in vitro fosforylovat proteiny 

SHY2/IAA3, AXR3/IAA17, IAA1 a IAA9 a ovlivňovat tak jejich funkci (Colon-Carmona 

et al., 2000). PhyB také dokáže interagovat s SHY2/IAA3 a AXR3/IAA17 (Tian et al., 2003). 

Tyto interakce nejsou závislé na tom, zda se fytochrom nachází ve formě Pr nebo Pfr, 

takže jejich význam v signalizaci zatím není jasný. V buňce, kde se proteiny Aux/IAA 

nacházejí převážně v jádře, by mohl světlem aktivovaný přesun fytochromů do jádra 

a následná fosforylace Aux/IAA představovat důležitý mechanismus, skrze který by světlo 

přímo ovlivňovalo signální dráhy auxinu (Reed, 2001; Tian et al., 2003; Halliday 

et al., 2009). 

Součástí společných signálních drah auxinu a světla je také transkripční faktor 

REVEILLE 1 (RVE1). Tento protein je homologický k proteinům CIRCADIAN CLOCK 

ASSOCIATED 1 (CCA1) a LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), které se podílí 

na regulaci denního rytmu. Na rozdíl od nich však inaktivace RVE1 neovlivní denní 

rytmicitu, ale odrazí se změnami růstu. RVE1 během dne stimuluje expresi genu YUCCA8, 

což vede k vyšší produkci auxinů a stimulaci růstu hypokotylu (Rawat et al., 2009). 
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4 PŘEDCHOZÍ VÝSLEDKY A CÍLE PRÁCE 

V minulé práci SOČ bylo studováno, jaký vliv má světlo na hladinu endogenních auxinů 

a jejich transport a zda je tento vliv zprostředkován skrze fotoreceptory červeného světla 

fytochromy, konkrétně fytochrom B1. Byl použit tzv. genetický přístup, který spočívá 

v analýze rostlin s mutacemi v konkrétních genech. Srovnáním reakcí těchto mutantů 

s kontrolními nemutovanými rostlinami (označovanými též jako wild type – WT) lze zjistit, 

zda je daný gen zapojený ve zkoumaných dráhách. Experimenty byly prováděny na čtyřech 

genotypech experimentální rostliny rajčete jedlého – cv. GT, od něj odvozeném mutantu tri1 

s mutací ve PhyB1, cv. Kokomo a od něj odvozeném mutantu yg-2 postrádajícím chromofor 

fytochromů (viz kapitola 5.1 Rostlinný materiál). 

Rostliny byly pěstovány v různých světelných podmínkách (ve tmě, na modrém 

a na červeném světle) na médiu s různými koncentracemi exogenních auxinů NAA a 2,4-D. 

Po týdnu růstu byla u každé rostliny změřena délka hypokotylu a kořene. Z výsledků těchto 

experimentů byly na základě znalostí o transportu syntetických auxinů vyvozeny následující 

hypotézy. 

Modré a červené světlo snižuje inhibici růstu hypokotylu způsobenou exogenním 

auxinem NAA u cv. GT, u mutanta tri1 je tento jev také pozorovatelný, ale v mnohem menší 

míře. Vysvětlením by mohla být modrým a červeným světlem způsobená stimulace exprese 

effluxových přenašečů SlPIN. V těchto signálních dráhách je pravděpodobně zapojený 

i PhyB1. Naopak inhibiční účinek auxinu 2,4-D je u cv. GT modrým a červeným světlem 

zvyšován, u mutanta tri1 se zvýšení inhibice projeví až při vyšších koncentracích 2,4-D. 

Tento jev by mohl být vysvětlen stimulací exprese influxových přenašečů SlLAX způsobenou 

modrým a červeným světlem prostřednictvím PhyB1. 

Obr. 9: Schéma hypotetického modelu (podle Morris, 2000) vlivu modrého a červeného světla na hladinu NAA 

v buňce hypokotylu 

Obr. 10: Schéma hypotetického modelu (podle Morris, 2000) vlivu modrého a červeného světla na hladinu 2,4-

D v buňce hypokotylu 
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U kontrolního genotypu cv. Kokomo i u mutanta yg-2 dochází působením modrého 

a červeného světla ke zvýšení citlivosti hypokotylu k exogenním auxinům NAA i 2,4-D. 

Tento jev by mohl být objasněn stimulací exprese přenašečů SlLAX a inhibicí exprese 

přenašečů SlPIN působením modrého a červeného světla. Hodnota inhibice růstu hypokotylu 

yg-2 je však při těchto nízkých koncentracích exogenních auxinů výrazně nižší, než je tomu 

u cv. Kokomo, a to nezávisle na použitých experimentálních světelných podmínkách. 

Při vyšších koncentracích se rozdíl v inhibici růstu hypokotylu mezi těmito genotypy stírá. 

Tento jev by mohl být objasněn hypotézou, která říká, že mutant yg-2 má přirozeně nižší 

hladinu endogenních auxinů než kontrolní genotyp.  

Obr. 11: Schéma hypotetického modelu (podle Morris, 2000) vlivu modrého a červeného světla na hladinu 

NAA v buňce hypokotylu 

Obr. 12: Schéma hypotetického modelu (podle Morris, 2000) vlivu modrého a červeného světla na hladinu 2,4-

D v buňce hypokotylu 

 

Cílem této práce bylo ověřit, zda modré a červené světlo skutečně ovlivňuje polární 

transport auxinu zvyšováním či snižováním exprese genů pro přenašeče auxinu SlLAX 

a SlPIN, a zjistit, jak se mění hladina endogenních auxinů v závislosti na experimentálních 

světelných podmínkách a jestli se hladina přirozených auxinů u jednotlivých genotypů liší.  
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5 MATERIÁL A METODIKA 

Vliv modrého a červeného světla na expresi genů pro přenašeče auxinu AUX/LAX a PIN byl 

zkoumán pomocí kvantitativní polymerázové řetězové reakce na základě porovnávání 

množství transkriptů mRNA daných genů v hypokotylech čtyř genotypů rostlin rostoucích 

v různých světelných podmínkách – ve tmě, na modrém a na červeném světle. Hladina auxinů 

v rostlinách byla měřena pomocí hmotnostní spektrometrie spojené s vysoce účinnou 

kapalinovou chromatografí. 

5.1 Rostlinný materiál 

K experimentům byla použita semena čtyř genotypů rajčete jedlého 

(Solanum lycopersicum L.) – kultivarů GT (cv. GT) a Kokomo (cv. Kokomo) a od nich 

odvozených mutantů temporarily red light-insensitive 1 (tri1) a yellow-green-2 (yg-2) 

s poruchou fotomorfogeneze. 

Recesivní mutant tri1, odvozený od cv. GT, je deficientní ve PhyB1. To způsobuje 

necitlivost rostlin k červenému světlu asi dva dny po transferu ze tmy na červené světlo 

(van Tuinen et al., 1995). Mutantní rostliny jsou světlejší a mají delší hypokotyl než cv. GT. 

Mutant yg-2, odvozený od cv. Kokomo, vykazuje poruchu enzymu hemoxygenázy, 

který syntetizuje biliverdin IXα z hemu, což vede ke ztrátě chromoforu fytochromů – 

fytochromobilinu (Terry et Kendrick, 1996). Rostliny s touto mutací mají prodloužený 

hypokotyl a nízkou hladinu chlorofylu i antocyaninu, což se projevuje světle zeleným 

až žlutým zbarvením, podle něhož byl tento mutant pojmenován. 

5.2 Příprava kultivačního média Murashige and Skoog 

Pro kultivaci rostlin bylo použito médium Murashige-Skoog (MS) (Murashige et Skoog, 

1962). Jeho příprava probíhá za stálého míchání pomocí magnetické míchačky. Do 1 l 

destilované vody se přidá 8,66 g lyofilizovaného MS média (kat. č. M5524, Caisson, USA), 

20 g sacharózy a 390,4 mg pufru MES (2-(N-morfolino)ethansulfonová kyselina). Vzniklý 

roztok se doplní destilovanou vodou na celkový objem 2 l a hodnota pH je s použitím pH 

metru upravena na 6,1 pomocí 1M roztoku KOH. Do pěti 500ml varných lahví se naváží agar 

a následně se do nich rozlije připravené médium – do každé lahve 2,8 g agaru a 400 ml média. 

Poté se lahve uzavřou a uzávěr se obalí alobalem, na který se nalepí autoklávovací páska, jejíž 

proužky po správném autoklávování zčernají. Médium je sterilizováno v horkovzdušném 

autoklávu horkou párou za vysokého tlaku (110 °C, 120 kPa). 

5.3 Pěstování rostlin, sklizeň a drcení vzorků 

Pro každý pokus je třeba nejprve vypěstován rostlinný materiál. Samotná práce s médiem 

a semeny kvůli zajištění sterility probíhá v laminárním flowboxu. 

Od každého genotypu je napočítáno 250 semen, která se umístí do 50ml plastové 

centrifugační zkumavky. V ní jsou semena povrchově vydesinfikována působením 40 ml 

vodného roztoku NaClO, který obsahuje 3% aktivního chloru. Po uplynutí 30 minut se roztok 

ze zkumavky odstraní a pomocí 10ml automatické pipety se semínka pětkrát propláchnou 



32 

sterilní destilovanou vodou. V mikrovlnné troubě se rozehřeje kultivační médium a do každé 

sterilní plastové kulaté Petriho misky o průměru 90 mm se nalije 20 ml média. Semena se 

vysejí pomocí sterilní pinzety na připravené Petriho misky tak, aby na každé misce bylo 

cca 50 semínek. Každá miska se zalepí dvakrát dokola po obvodu páskou z netkané textilie 

(Urgopore nebo Softpore), zabalí do alobalu a uloží ve vertikální poloze do kultivační komory 

(Microclima MC1000E, Snijders, Tilburg, Holandsko). Tam jsou semínka inkubována 

po dobu tří dní při teplotě 23 °C bez přístupu světla. 

Obr. 13: Semena rajčete (Solanum lycopersicum L.) vysetá na kultivační médium v Petriho miskách (Anna 

Hýsková 2018) 

 

Po třech dnech jsou vyklíčená semena transferována na nové kultivační MS médium 

do jedné řady doprostřed Petriho misky. Podle počtu vyklíčených semen je na každou misku 

přeneseno 5 až 10 semenáčků. Misky zalepené dvakrát dokola páskou z netkané textilie jsou 

uloženy ve vertikální poloze do kultivačních komor s kontinuálním modrým nebo červeným 

světlem. Misky s rostlinami kultivovanými ve tmě jsou zabaleny do alobalu a umístěny 

do stejné kultivační komory. Rostliny jsou uloženy v kultivačních komorách po dobu 7 dní 

při teplotě 23 °C. Zdrojem modrého světla je trubice Philips TLD-36W/18-Blue (Philips, 

USA) s maximální ozářeností 10 μmol/m2s při 440 nm. Zdrojem červeného světla jsou trubice 

Philips TLD-36 W/15-Red (Philips, USA) s maximální ozářeností 10 μmol/m2s při 660 nm. 

Po sedmidenní kultivaci jsou hypokotyly sklizeny, u každého semenáčku je odstřižen 

kořen s bází a vrchol s děložními lístky. Každý vzorek (všechny hypokotyly určitého 

genotypu rostoucího v konkrétních světelných podmínkách) je zvážen, zabalen do alobalu 

a zmražen v tekutém dusíku. Vzorky jsou uchovávány v mrazáku při teplotě - 80 °C. 

Následně jsou vzorky nadrceny. Do předem vychlazené sterilní třecí misky se nalije 

tekutý dusík, do něj se nasype 250 – 260 mg vzorku a ten se pomocí tloučku rozdrtí na jemný 

prášek, který se pak pomocí špachtle přenese do 2ml sterilní mikrozkumavky. Takto 

připravené vzorky jsou opět uloženy do mrazáku a lze je použít na kvantitativní analýzu 

auxinů nebo zjišťování exprese genů. 

5.4 Kvantitativní analýza auxinů a kyseliny abscisové v hypokotylech rostlin 

Množství rostlinných hormonů auxinů a kyseliny abscisové v hypokotylech rostlin rostoucích 

na různých světelných podmínkách bylo zjišťováno metodou tandemové hmotnostní 

spektrometrie spojené s vysoce účinnou kapalinovou chromatografií (LC/MS-MS).  
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5.4.1 Extrakce auxinu a kyseliny abscisové 

Do mikrozkumavky s 10 mg nadrceného vzorku se přidá 1 ml 50mM fosfátového pufru 

obsahujícího 0,1 % sodné soli diethyldithiokarbamové kyseliny, která slouží jako antioxidant. 

Fosfátový pufr se připraví zředěním 0,5M zásobního roztoku, který je získán smícháním 

57,7 ml 0,5M Na2HPO4 × 12 H2O a 42,3 ml 0,5M NaH2PO4 × 2 H2O. Do každé 

mikrozkumavky se přidá interní standard [ C6
13 ]IAA a [ H1

2 ]ABA, což jsou molekuly IAA 

a ABA označené pomocí izotopu uhlíku C6
13 , respektive těžkého vodíku H1

2 . Vzorky jsou 

1 minutu homogenizovány pomocí oscilačního mlýnu (MixerMill MM 301 bead mill; Retsch 

GmbH, Haan, Germany), 10 minut inkubovány v lednici a neustále protřepávány, při čemž 

dochází k extrakci, a následně centrifugovány 15 minut při 20 000 otáčkách za minutu 

(revolutions per minute (rpm)). 

Poté jsou vzorky přečišťovány metodou exktrakce na pevné fázi pomocí kolon 

připravených vložením tří vrstev každého ze sorbentů C18 a SDB-XC (Empore™; 3M™, Saint 

Paul, USA) do sterilní plastové pipetovací špičky. Kolony jsou kondiciovány postupným 

promytím 50 µl acetonu, 50 µl methanolu a 50 µl H2O. 

Před nanesením na kolonu je 200 µl extraktu smícháno se 100 µl 0,1M HCl. pH 

vzorku sníží na 2,7 a deprotonizovaná polární forma IAA přijme vodíkový ion, díky čemuž se 

stane méně rozpustnou a zachytí se v nepolárním sorbentu. 300 µl extraktu naneseného 

v koloně se vloží na 30 min do cetrifugy na 4 200 rpm na 4 °C. Poté jsou kolony promyty 

50 µl 0,1M kyseliny octové a vloženy do centrifugy na 20 minut při 3 200 rpm, tím dojde 

k vymytí iontů a solí. K eluci dojde přidáním 50 µl 80% methanolu a stočením v centrifuze 

20 minut při 3 000 rpm. Eluáty jsou přeneseny do skleněných vialek s inzertem a odpařeny 

(Pěnčík et al., 2018). 

5.4.2 Kvantifikace auxinu a kyseliny abscisové 

Odpařené vzorky jsou před LC/MS-MS rozpuštěny ve 40 µl 5% vodného roztoku methanolu, 

který slouží jako mobilní fáze. Analýza se provádí pomocí 1290 Infinity LC system 

a 6490 Triple Quadrupole LC/MS system (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). 20 µl 

každého vzorku je vstříknuto do kolony s reverzní fází (Kinetex C18 100A; Phenomenex, 

Torrance, USA), tedy se sorbentem, který má větší polaritu než mobilní fáze. Kolona je 

promývána stálým průtokem mobilní fáze. Analyty jsou eluovány pomocí tzv. gradientové 

eluce, při které dochází k pozvolné změně poměru methanolu a vody v roztoku mobilní fáze 

z počátečního poměru 5:95 na 50:50. Následně je poměr zvýšen až na 99:1 methanolu 

ku H2O, tím dojde k úplnému promytí kolony, a opětovně snížen na 5:95, tím je kolona 

kondiciována a připravena na nanesení dalšího vzorku.  

Eluát protéká z kolony do hmotnostního spektrometru. Dojde k ionizaci molekul 

ve vzorku, které poté prochází kvadrupólem. Ten se skládá z elektrického pole vytvořeného 

ze čtyř paralelních tyčí – elektrod. Při průchodu iontů elektrickým polem dojde k dalšímu 

přečištění, na detektor náboje tedy dopadají pouze zvolené molekuly. Pro větší specifitu 

měření je použit systém tří po sobě jdoucích kvadrupólů. První kvadrupól se chová jako 

hmotnostní filtr, druhý působí jako kolizní cela, kde jsou vybrané ionty rozděleny 

do fragmentů. Výsledné fragmenty jsou analyzovány třetím kvadrupólem (Yost 

et Enke, 1979). 
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Hladina hormonů ve vzorcích je kvantifikována metodou izotopového zřeďování 

(Rittenberg et Foster, 1940). 

5.5 Relativní kvantifikace transkripce genů kódujících přenašeče auxinu 

Exprese genů pro proteinové přenašeče byla zjišťována kvantitativní polymerázovou 

řetězovou reakcí (qPCR, Real-time PCR). Při klasické polymerázové řetězové reakci (PCR) 

dochází k amplifikaci konkrétního úseku DNA pomocí enzymu DNA polymerázy. Reakce 

probíhá v několika krocích. Při teplotě 94 °C dojde k oddělení řetězců DNA, na které se 

v další fázi vážou primery, oligonukleotidy se specifickou sekvencí, která je komplementární 

k počáteční (forward primer) a koncové (reverse primer) sekvenci úseku, který chceme 

amplifikovat. Vazba primerů se označuje jako hybridizace a probíhá při teplotách v rozmezí 

55 – 60 °C. Na úseky s navázanými primery se váže DNA polymeráza, která syntetizuje nový 

komplementární řetězec DNA. Tyto tři fáze se při reakci neustále opakují, díky tomu dojde 

k syntéze obrovského množství konkrétního úseku DNA (Waters et Shapter, 2013). 

Real-time PCR je téměř shodný proces jako klasická PCR, rozdíl je v použití 

flouroscenčního barviva, které se váže na dvouřetězcovou DNA a umožňuje nám sledovat 

nárůst konkrétního produktu v čase. 

Real-time PCR slouží pro kvantifikaci DNA. Při zjišťování změn exprese konkrétních 

genů jsou sledovány změny v množství messenger RNA (mRNA), je tedy nutné mRNA 

z hypokotylů izolovat a použít jako templát pro syntézu komplementární DNA (cDNA). 

Jako cílové geny, jejichž exprese byla sledována, byl zvolen gen pro effluxový 

přenašeč auxinu SlPIN1 a influxový přenašeč SlLAX4. 

5.5.1 Extrakce a izolace RNA s použitím Isolate II RNA Plant Kit (Bioline) 

Exprese určitého genu se hodnotí na základě množství transkriptů mRNA, proto je třeba 

nejprve provést izolaci celkové RNA ze vzorků. RNA je velice náchylná na působení 

ribonukleáz (RNáz), je tedy nutné při práci dodržovat čistotu, používat inhibitory RNáz 

a vodu, která RNázy neobsahuje.  

Práce se vzorky probíhá v digestoři. Do každé z mikrozkumavek s nadrcenými vzorky 

se přidá 350 µl Lysis Buffer RLY (30% - 60% roztok guanidin thiokyanátu; Bioline, London, 

UK) a 3,5 µl β-merkaptoethanolu. Mikrozkumavky jsou následně prudce vortexovány, 

aby došlo k homogenizaci vzorků a lýzi buněk. Lyzát je přepipetován do kolony s fitrem 

(ISOLATE II Filter; Bioline, London, UK), která se vloží do centrifugy na 2 minuty 

na 13 000 rpm při 24 °C. Supernatant se přepipetuje do 1,5ml sterilní mikrozkumavky, 

do které je následně přidáno 350 µl 70% ethanolu. Roztok je důkladně vortexován 

a přepipetován do izolační kolony (ISOLATE RNA II Plant Column; Bioline, London, UK). 

Kolony se vloží do centrifugy na 30 sekund, tím dojde k přefiltrování roztoku a navázání 

RNA na kolonu, přefiltrovaný roztok se vylije. Do kolony se přidá 350 µl Membrane 

Desalting Buffer MEM (1% - 10% roztok guanidin hydrochloridu; Bioline, London, UK), 

kolony se vloží do centrifugy na 1 minutu a přefiltrovaný roztok se vylije. Kontaminující 

DNA je odstraněna nanesením 10 µl RNase-free DNase I (enzym deoxyribonukleáza; Bioline, 

London, UK) na střed membrány v koloně společně s 90 µl Reaction Buffer for DNase I 

RDN. Reakce probíhá 15 minut při pokojové teplotě, poté je deoxyribonukleáza deaktivována 
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200 µl Wash Buffer RWE1 (24% - 36% roztok guanidin hydrochloridu v ethanolu; Bioline, 

London, UK) a kolona se dvakrát vymyje Wash Buffer RW2 (Bioline, London, UK), poprvé 

600 µl, podruhé 250 µl. Kolony se vloží do centrifugy na 2 minuty a přefiltrovaný roztok se 

vylije. Kolony se přenesou na 1,5ml sterilní mikrozkumavky. Na membránu v koloně se 

nanese 40 µl RNase-free water (voda bez RNázové aktivity; Bioline, London, UK), která se 

nechá 5 minut působit při pokojové teplotě, a poté se kolony vloží do centrifugy na 1 minutu 

na 13 000 rpm při 24 °C, čímž dojde k eluci RNA. Ihned po izolaci je nutné vzorky přečistit. 

5.5.2 Přečištění izolované RNA 

Pro odstranění případné kontaminace genomovou DNA je třeba roztok celkové RNA ošetřit 

DNázou, enzymem, který degraduje DNA. 

Do každého vzorku izolované RNA se přidá 4 µl 10x DNase I Buffer (Takara Bio, 

Kusacu, Japonsko), 4 µl Recombinant DNase I (RNase-free) (enzym deoxyribonukleáza; 

Takara Bio, Kusacu, Japonsko), 0,5 µl Recombinant RNase Inhibitor (inhibitor ribonukleáz; 

Takara, Kusacu, Japonsko) a 1,5 µl H2O nuclease free. Mikrozkumavky se vzorky se vloží 

do heateru předehřátého na 37 °C na 1 hodinu. Po uplynutí stanovené doby se 

mikrozkumavky přenesou na led, do každého vzorku se přidají 2 µl 0,5M 

ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA), která deaktivuje DNázu, mikrozkumavky se 

vzorky se vloží do heateru předehřátého na 80 °C na 2 minuty a poté zpět na led. Do každého 

vzorku se přidá 48 µl H2O, 10 µl 3M octanu sodného, 250 µl vychlazeného 96% ethanolu 

a 2 µl glykogenu (Glycogen RNA Grade 20 mg/ml). Vzorky se promíchají a uloží do mrazáku 

do - 80 °C přes noc. 
Následující den se mikrozkumavky nechají pomalu rozmrznout na ledu, vloží se 

do centrifugy vychlazené na 4 °C na 30 minut při 13 000 rpm a poté se veškerý supernatant 

vylije. Do každého vzorku se přidá 500 µl vychlazeného 70 % ethanolu a poté 500 µl 

vychlazeného 96% ethanolu, po každém kroku se mikrozkumavky vloží na 5 minut 

do centrifugy a supernatant se vylije. Mikrozkumavky se vloží na 2 minuty zpět do centrifugy 

na 13 000 rpm při 4 °C, vzniklý supernatant se poté odpipetuje a mikrozkumavky se nechají 

5 minut schnout otevřené a položené dnem vzhůru na ubrousku. Pellet je rozpuštěn v 15 µl 

RNase-free water (Bioline, London, UK).  
Změří se koncentrace a čistota celkové RNA ve vzorcích a mikrozkumavky se vzorky 

jsou uloženy do mrazáku do - 80 °C. 

5.5.3 Měření koncentrace RNA 

Koncentrace celkové RNA se měří spektrofotometrem (NanoDrop™ One/One c, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, USA). Absorbance roztoku RNA je měřena pro vlnové délky 

260 nm a 280 nm. Koncentrace nukleové kyseliny je spočítána s použitím Lambertova-

Beerova zákona, který předpokládá lineární změnu absorbance v závislosti na koncentraci. 

Absorbance vlnové délky 260 nm (A260) rovna 1 odpovídá přibližně 40 µg/ml 

jednořetězcové RNA. Podíl A260/A280 se používá k posouzení čistoty RNA – hodnota 

podílu A260/A280 v rozmezí 1,8 – 2,1 indikuje neznečištěnou RNA.  
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5.5.4 Kontrola čistoty RNA pomocí PCR 

Před syntézou cDNA je nutné zkontrolovat, zda není vzorek znečištěn obsahem DNA. 

K tomu se používá PCR, při které se amplifikuje úsek genu kódujícího glyceraldehyd-3-fosfát 

dehydrogenázu (GAPDH), enzym, který katalyzuje jeden z kroků glykolýzy, fosforylaci 

glyceraldehyd-3-fosfátu na 1,3-bisfosfoglycerát. 

Reakční směs je připravena v 0,2ml mikrozkumavkách z 2 µl vzorku izolované 

a přečištěné RNA, 13 µl nuclease-free H2O, 4 µl MyTaq Buffer (Takara Bio, Kusacu, 

Japonsko), 0,5 µl 10µM reverse primer GAPDH, 0,5 µl 10µM forward primer GAPDH  

(Tab. 1) a 0,1 µl MyTaq Polymerase (DNA-dependentní DNA polymeráza; Takara Bio, 

Kusacu, Japonsko). Mikrozkumavky jsou vloženy do cycleru (C1000 Thermal Cycler, Bio-

Rad Laboratories, Hercules, USA). Po proběhnutí PCR podle stanoveného programu (Tab. 2) 

je výsledek PCR zobrazen pomocí gelové agarózové elektroforézy. Pokud je vzorek RNA bez 

znečištění, neměla by být na gelu u jednotlivých vzorků viditelná žádná výrazná skupina 

molekul DNA, tzv. band (Obr. 14). 

 

 Tab. 1: Sekvence primerů pro gen GAPDH 

sekvence primeru GAPDH (forward) 5‘-ATC CAT TTA TTT CCA CTG ATT ACA A-3‘ 

sekvence primeru GAPDH (reverse) 5‘-CAT GGG AGC ATC TTT GCT A-3‘ 
 

Tab. 2: Program PCR pro gen GAPDH 

teplota  čas 

   
  45 cyklů 

94 °C 3 minuty 

94 °C 30 sekund 

55 °C 30 sekund 

72 °C 1 minuta 

72 °C 5 minut 

4 °C … 

 

Obr. 14: Výsledek elektroforézy po PCR pro kontrolu izolované RNA (zleva GeneRuler DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 12 vzorků, pozitivní kontrola, negativní kontrola a GeneRuler 

DNA Ladder) 

5.5.5 Gelová agarózová elektroforéza 

Gelová agarózová elektroforéza je separační metoda používaná pro analýzu nukleových 

kyselin založená na pohybu záporně nabitých částic nukleových kyselin v elektrickém poli 

směrem ke kladnému pólu, tedy k anodě. Dělení probíhá v agarózovém gelu tvořeném sítí 

polymerních molekul za přítomnosti elektrického proudu. Rychlost pohybu molekul 

nukleových kyselin v gelu je nepřímo úměrná jejich velikosti, menší molekuly se gelem 

pohybují rychleji. 
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Gel se připraví smícháním 1,2 g agarózy a 80 ml 0,5x TBE pufru (tris/borate/EDTA 

roztok; Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) a rozpouštěním při teplotě zvýšené na bod 

varu, dokud není roztok čirý. Roztok se obarví 5 µl GelRed (Biotium, Hayward, California, 

USA), nalije do formy a nechá alespoň 30 minut tuhnout. Při tuhnutí je do gelu vložen 

hřebínek, tím se vytvoří jamky pro nanášení vzorků. 

Vzorky se obarví 1 µl DNA Gel Loading Dye (6x, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA) a nanesou do jamek v gelu. Elektroforéza probíhá horizontálně v roztoku 0,5x TBE 

pufru při napětí 80 V přibližně 30 minut, poté jsou vzorky v gelu zviditelněny 

pomocí UV záření a fotografie gelu je zpracována pomocí počítačového programu GeneSys.  

5.5.6 Syntéza cDNA s použitím SensiFASTTM cDNA Syntheis Kit (Bioline) 

Real-time PCR slouží pro kvantifikaci DNA, je tedy nutné izolovanou mRNA, která je 

součástí celkové RNA, přepsat do komplementární DNA (cDNA). Tuto reakci katalyzuje 

enzym reverzní transkriptáza, což je RNA-dependentní DNA polymeráza, která začíná 

syntézu v místě, kde je na mRNA navázaný primer. Při post-transkripční modifikaci je 

na 3‘ konec mRNA přidán poly-A konec, úsek tvořený za sebou uspořádanými adenosin-

monofosfáty. Jako primery jsou proto používány oligonukleotidy tvořené thymidin-

monofosfáty.  

Syntéza cDNA se provádí z 1 µg izolované celkové RNA, je tedy třeba spočítat objem 

roztoku RNA, který použijeme pro reakci, z koncentrace naměřené spektrofotometrem. 

Do 0,2ml mikrozkumavky se napipetuje spočítaný objem RNA a H2O tak, aby celkový objem 

roztoku byl 8 µl. Poté se do mikrozkumavky přidá 1 µl 10mM dNTP (deoxyribonukleosid 

trifosfáty; Bioline, London, UK) a 1 µl 50µM Oligo dT primer (Bioline, London, UK). 

Mikrozkumavky se vloží na 5 minut do cycleru předehřátého na teplotu 65 °C (Tab. 3). 

Při této teplotě dochází k denaturaci RNA, tedy odstranění sekundárních struktur, které 

mohou být na molekule formovány, a vazbě primerů. Poté se do každé mikrozkumavky přidá 

4,5 µl RNase/DNase free-water (Bioline, London, UK), 4 µl 5x Prime Script Buffer (Bioline, 

London, UK), 0,5 µl RNase Inhibitor (enzym inhibitor RNáz; Bioline, London, UK) a 1 µl 

Prime Script Reverse Transcriptase (enzym reverzní transkriptáza; Bioline, London, UK). 

Mikrozkumavky se vloží do cycleru, kde 60 minut probíhá syntéza cDNA při 42 °C, reakce je 

následně ukončena zvýšením teploty na 70 °C po dobu 15 minut. Poté se do každé 

mikrozkumavky přidá 0,5 µl RNase H (enzym endoribonukleáza; Bioline, London, UK) 

a mikrozkumavky se vloží na 15 minut zpět do cycleru na 37 °C, aby došlo k odstranění 

RNA. Po skončení programu se mikrozkumavky se vzorky cDNA uloží do mrazáku 

do teploty - 20 °C. 

 

Tab. 3: Průběh syntézy cDNA 

teplota čas 

65 °C 5 minut 

42 °C 60 minut 

70 °C 15 minut 

37 °C 15 minut 

4 °C … 
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5.5.7 Kontrola nasyntetizované cDNA 

Před provedením kvantitativní real-time PCR je nutné zkontrolovat, zda opravdu došlo 

k syntéze dostatečného množství cDNA. K tomu se používá PCR, při které se amplifikuje 

úsek genu kódujícího SERINE/THREONINE PROTEIN PHOSPHATASE 2A (PP2Acs), 

enzym se serin/threonin fosfatázovou aktivitou, který je exprimován ve všech buňkách. 

Do 0,2ml mikrozkumavky se napipetuje 2 µl roztoku cDNA naředěného na ½ (1 µl 

cDNA : 1 µl  H2O), 13 µl nuclease-free H2O, 4 µl MyTaq Buffer (Takara Bio, Kusacu, 

Japonsko), 0,5 µl 10µM reverse primer PP2Acs, 0,5 µl 10µM forward primer PP2Acs 

(Tab. 4) a 0,1 µl MyTaq Polymerase (Takara Bio, Kusacu, Japonsko). Mikrozkumavky se 

vloží do cycleru a nechá se proběhnout PCR podle zvoleného programu (Tab. 5). Výsledek 

PCR je poté zobrazen na gelové agarózové elektroforéze. Pokud syntéza cDNA proběhla 

ve všech vzorcích v pořádku, je na gelu u každého vzorku viditelný band srovnatelný 

s pozitivní kontrolou (Obr. 15). 

 

Tab. 4: Sekvence primerů pro gen PP2Acs 

sekvence primeru PP2Acs (forward) 5‘-CGA TGT GTG ATC TCC TAT GGT C-3‘ 

sekvence primeru PP2Acs (reverse) 5‘-AAG CTG ATG GGC TCT AGA AAT C-3‘ 

 

Tab. 5: Průběh PCR pro gen PP2Acs 

teplota čas  

  

 

  30 cyklů 

94 °C 3 minuty 

94 °C 30 sekund 

60 °C 30 sekund 

72 °C 45 sekund 

72 °C 5 minut 

4 °C … 

Obr. 15: Výsledek elektroforézy po PCR pro kontrolu nasyntetizované cDNA (zleva GeneRuler DNA Ladder, 

14 vzorků, pozitivní kontrola, negativní kontrola a GeneRuler DNA Ladder) 

5.5.8 Kvantitativní Real-time PCR 

Metoda Real-time PCR je založena na klasické PCR, tedy postupné amplifikaci konkrétního 

úseku DNA. PCR probíhá ve speciálním cycleru (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 

System, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA), který v průběhu každého cyklu 

zaznamenává množství DNA. Detekce DNA je umožněna použitím fluorescenčního substrátu, 

který se váže na přítomnou DNA, fluorescenční záření je vyzařováno až po navázání substrátu 

na DNA. Hladina fluorescence substrátu navázaného na DNA je detekována detektorem 

a odráží množství přítomné DNA. Jako fluorescenční substrát byl použit SYBR Green (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA), zelené fluorescenční barvivo, které 
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v navázaném stavu absorbuje vlnové délky okolo 497 nm a emituje fluorescenci vlnové délky 

okolo 520 nm (Wilhelm et Pingoud, 2003). 

Průběh PCR reakce lze rozdělit do čtyř částí (Obr. 16). V první fázi lze očekávat 

exponenciální nárůst množství DNA. V této fázi je však množství DNA nízké a fluorescence 

není detekovatelná. V druhé fázi pokračuje exponenciální průběh reakce, množství DNA už je 

dostatečné, aby fluorescence přesáhla úroveň pozadí a byla zachycena detektorem. V ideálním 

případě lze nárůst množství DNA vyjádřit jako 2n, kde n je pořadí cyklu. Intenzita 

fluorescence a množství DNA věrně odráží množství templátové DNA původně dodané 

do reakce, proto se kvantifikace templátové DNA provádí na základě fluorescence detekované 

právě v této fázi. Třetí fáze je lineární fází, množství DNA lze vyjádřit jako 2n+1, kde n je 

pořadí cyklu. V této fázi dochází ke strmému nárůstu fluorescence. Ve čtvrté fázi, která je 

nazývána také jako „plateau“ fáze, dochází k vyčerpání některých komponent reakce 

a kinetika reakce se výrazně zpomaluje (Vu et al., 2000). 

 

Obr. 16: Kinetika PCR reakce 

 

Real-time PCR je založena na konceptu Ct hodnot (cycle of treshold). Ct hodnota 

udává cyklus, ve kterém došlo k nárustu fluorescence nad práh pozadí a došlo k jejímu 

zachycení detektorem. Čím je Ct hodnota nižší, tím více bylo do reakce dodáno 

templátové DNA.  

Kvantifikace je prováděna buď jako relativní, kdy se hladina fluorescence testovaného 

vzorku srovnává s hladinou fluorescence jiného vzorku, nebo jako absolutní, kdy množství 

DNA odečítáme z kalibrační křivky, kterou nám poskytne vzorek DNA o dané koncentraci. 

Pro tento experiment byla použita relativní kvantifikace.  

U testovaných vzorků je třeba ověřit, zda bylo do reakce vloženo srovnatelné množství 

DNA. Proto se při real-time PCR vyhodnocují i tzv. referenční geny. Koncentrace DNA 

referenčního genu by měla být v testované DNA přibližně stejná jako koncentrace templátu. 

Jako referenční geny se používají tzv. housekeeping geny, tedy geny nutné pro udržení 

základních funkcí buňky, které jsou exprimovány stále při normálních i patofyziologických 

podmínkách. Pro tento experiment byly vybrány dva housekeeping geny – GAPDH, který 

kóduje enzym katalyzující jeden z kroků glykolýzy, a PP2Acs, jehož produktem je enzym 

se serin/threonin fosfatázovou aktivitou důležitý při přenosu informace v buňce (Joseph et al., 

2018). Kalkulace s použitím housekeeping genů jako kontroly pak tedy je 2ΔCt1 – ΔCt2, 

kde ΔCt1 = Ct (cíl 1) – Ct (ref 1), ΔCt2 = Ct (cíl2) – Ct (ref 2), kde cíl 1 je cílový gen u vzorku 1, 

cíl 2 cílový gen u vzorku 2, ref 1 referenční gen u vzorku 1 a ref 2 referenční gen u vzorku 2. 
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Pro přesnější kvantifikaci při real-time PCR je nutné zohlednit i účinnost vlastní 

reakce. Pokud by efektivita reakce byla 100 %, platilo by, že v každém cyklu reakce dojde 

ke zdvojnásobení počtu molekul a množství molekul lze vyjádřit jako 2n, kde n je počet 

proběhlých cyklů. Pokud je efektivita reakce snížena, reakce běží dle eff n, kde eff je efektivita 

a n je počet proběhlých cyklů. Účinnost reakce lze spočítat ze sklonu standardní křivky, která 

je vyjádřením vztahu Ct hodnoty vzhledem k množství templátové DNA vložené do reakce. 

Standardní křivka je získána přípravou ředící řady templátové DNA, pro tento experiment 

byla zvolena dvojková ředící řada. S jednotlivými vzorky je provedena real-time PCR 

a ze získaných Ct hodnot je sestrojena standardní křivka (Obr. 17). Účinnost reakce je 

spočítána pomocí hodnoty sklonu standardní křivky dle eff = (10(-1/sklon) – 1) ∙ 100, kde eff je 

účinnost reakce a sklon je lineární koeficient standardní křivky. Efektivita reakce by se měla 

blížit 100 %. Pokud je účinnost reakce výrazně nižší, snižuje se přesnost kvantifikace, příliš 

vysoká hodnota účinnosti naopak indikuje nízkou kvalitu vzorku. 

Získaná hodnota efektivity real-time PCR se zahrne při kvantifikaci srovnávaných 

vzorků. Pro výpočet se využívá vzorec R = eff(ref)
Ct(ref)/eff(cíl)

Ct(cíl), kde Ct(ref) je Ct hodnota 

získaná pro referenční gen, Ct(cíl) je Ct hodnota získaná pro gen zájmu, eff(ref) je efektivita 

reakce k referenčnímu genu a eff(cíl) je efektivita reakce k cílovému genu. Získaná hodnota R 

pak slouží ke srovnávání exprese daných genů u jednotlivých vzorků (Wilhelm et Pingoud, 

2003). 

Obr. 17: Příklad sestrojení standardní křivky pro desítkovou ředící řadu templátové DNA 

 

Při použití SYBR Green jako fluorescenčního substrátu je třeba zkontrolovat, 

zda při PCR nevznikají nespecifické produkty či dimery primerů. K tomu se využívá křivka 

tání, která ukazuje změny intenzity fluorescence při různých teplotách (Obr. 18). Pokud má 

křivka pouze jeden vrchol, reakce je specifická, pokud má křivka vrcholů více, znamená to, že 

kromě specifických produktů vznikají při reakci i produkty nespecifické (Ririe et al., 1996). 

Obr. 18: Křivka tání pro PCR, při které vzniká specifický i nespecifický produkt (vlevo vrchol indikující vznik 

nespecifického produktu, vpravo vrchol indikující vznik specifického produktu) 
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Real-time PCR se obvykle provádí v 96ti jamkových destičkách (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA), fluorescence je cyclerem zaznamenávána v každé 

jamce zvlášť. Nejdříve je třeba provést optimalizaci primerů pro zjištění efektivity primerů, 

specifity primerů a zvolení ředění cDNA, které bude při real-time PCR dále používáno. 

Pro optimalizaci byla zvolena dvojková ředící řada, vzorek nasyntetizované cDNA byl tedy 

naředěn na ½, ¼, ⅛ a ⅟16. Do jamek na destičce se nanesou 4 µl vzorku naředěné cDNA, 

každý vzorek se pipetuje na desku v triplikátu pro zamezení chybovosti. Do každé jamky se 

přidá 10 µl SYBR Green, 0,8 µl forward primeru a 0,8 µl reverse primeru pro zvolený gen 

a 4,4 µl nuclease-free H2O dle schématu (Obr. 19). Na destičku se napipetují také negativní 

kontroly, které místo vzorku naředěné cDNA obsahují 4 µl nuclease-free H2O. Destička 

s připravenými vzorky se vloží do cycleru a spustí se příslušný program (Tab. 7). Pomocí 

CFX Maestro™ Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA) se poté 

vyhodnotí výsledky, spočítá se účinnost primerů a na základě Ct hodnot, které by měly být 

v rozmezí od 18 – 30, se zvolí nejvhodnější ředění cDNA pro následující pokusy. 

Obr. 19: Schéma nanesení vzorků a primerů pro zvolené geny na destičku při optimalizaci primerů 

 

Pro samotné zjišťování exprese jsou vzorky naředěny dle zvoleného ředění, pro tento 

experiment bylo zvoleno ředění na ¼. Do každé jamky na destičce se napipetuje 10 µl SYBR 

Green, 4,4 µl nuclease-free H2O, 0,8 µl forward primeru a 0,8 µl reverse primeru pro dva 

housekeeping geny GAPDH a PP2Acs (Tab. 1 a Tab. 4) a pro dva geny zájmu SlPIN1 

a SlLAX4 (Tab. 6) tak, aby primery pro GAPDH byly napipetovány do prvních tří jamek 

každého řádku, primery pro PP2Acs do dalších tří jamek každého řádku, primery pro SlPIN1 

do následujících tří jamek každého řádku a primery pro SlLAX4 do posledních tří jamek 

každého řádku. Do každé jamky jsou poté přidány naředěné cDNA tak, aby daný vzorek 

cDNA byl ve všech dvanácti jamkách jednoho řádku (Obr. 20). Připravená deska se poté vloží 

do cycleru a spustí se připravený program (Tab. 7). Výsledky real-time PCR se zpracují 

pomocí CFX Maestro™ Software a vyhodnotí v programu Microsoft Office Excel. 
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Tab. 6: Sekvence primerů pro geny SlPIN1 a SlLAX4 (podle Pattison et Catalá, 2012) 

sekvence primeru SlPIN1 (forward) 5‘-GCT GCA GGC TGG TCT AGA TT-3‘ 

sekvence primeru SlPIN1 (reverse) 5‘-AAC AAT GGC AAC AAA GCA CA-3‘ 

sekvence primeru SlLAX4 (forward) 5‘-GAT CCC AGT CGG TGT TCC TA-3‘ 

sekvence primeru SlLAX4 (reverse) 5‘-GAT GGG CCA GTA TGA GCA AT-3‘ 

 

Tab. 7: Průběh Real-time PCR 

teplota čas    

 

  40 cyklů 

95 °C 2 minuty 

95 °C 5 sekund 

58 °C 20 sekund 

75 °C 10 sekund 

postupné zvyšování 

teploty až na 95 °C 
… 

 

Obr. 20: Schéma nanesení vzorků a primerů pro zvolené geny na destičku pro real-time PCR 

 

5.5.9 Analýza dat 

Se všemi genotypy pěstovanými za všech vybraných světelných podmínek byly provedeny 

celkem čtyři nezávislé experimenty. Výsledky jednotlivých pokusů byly zprůměrovány a byla 

pro ně vypočítána standardní chyba (SE). Pro stanovení signifikance změn v relativní expresi 

genů byl použit randomizační test provedený programem REST 2009 (Quiagen, Hilden, 

Německo).  
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6 VÝSLEDKY 

6.1 Relativní kvantifikace exprese genů pro transportéry auxinu 

V experimentech se pracovalo celkem se čtyřmi genotypy rajčete jedlého - kontrolními 

nemutovanými genotypy cv. GT a cv. Kokomo a od nich odvozenými mutanty tri1 a yg-2. 

U těchto genotypů byla zjišťována relativní změna exprese genů pro přenašeče auxinu PIN 

a LAX v závislosti na různých světelných podmínkách. Rostliny byly týden kultivovány 

in vitro ve tmě a na kontinuálním modrém a červeném světle. Hypokotyly těchto rostlin byly 

poté sklizeny a pomocí RT-PCR byly zjišťovány relativní změny v transkripci genů 

kódujících transportéry auxinu. Na základě znalosti o tkáňové specifitě exprese jednotlivých 

proteinů patřících mezi přenašeče auxinu PIN a LAX byly jako geny zájmu zvoleny SlPIN1, 

gen pro effluxový transportér auxinu, a SlLAX4, gen pro influxový přenašeč, jejichž exprese 

je v hypokotylu nejvyšší (Pattison et Catalá, 2012). Celkem byly provedeny čtyři nezávislé 

experimenty. 

6.1.1 Exprese genu SlPIN1 v hypokotylech cv. GT a mutanta tri1 

Ze získaných dat vyplývá, že exprese genu SlPIN1 u cv. GT je působením modrého 

a červeného světla signifikantně snížena (Obr. 21). Oproti rostlinám rostoucím ve tmě, vůči 

kterým expresi genu zájmu srovnáváme a je tedy rovna 1,00, je na modrém světle je exprese 

SlPIN1 rovna 0,46 a na červeném světle 0,25. U mutanta tri1 je relativní exprese SlPIN1 

ve tmě rovna 1,20, je tedy podobná jako u nemutované rostliny. Modré světlo stejně jako 

u cv. GT signifikantně snižuje expresi SlPIN1, na červeném světle ale k signifikantnímu 

snížení exprese nedochází. Exprese SlPIN1 u mutantních rostlin tri1 rostoucích na modrém 

světle je rovna 0,33, na červeném světle 0,81 (Obr. 21). 

Obr. 21: Závislost relativní exprese genu SlPIN1 v hypokotylech standardního genotypu cv. GT a mutanta tri1 

na různých světelných podmínkách. Data zahrnují průměrné hodnoty relativní exprese vypočítané na základě Ct 

hodnot ± SE získané ze čtyř nezávislých experimentů. Jako housekeeping geny byly použity PP2Acs a GAPDH. 

Relativní kvantifikace byla provedena vůči expresi SlPIN1 v hypokotylech rostlin cv. GT kultivovaných ve tmě. 

Hvězdička označuje statisticky signifikantní odlišnost dané hodnoty relativní exprese od hodnoty relativní 

exprese v hypokotylech daného genotypu kultivovaného ve tmě (⁎ p < 0,05). 
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6.1.2 Exprese genu SlPIN1 v hypokotylech cv. Kokomo a mutanta yg-2 

U kontrolního genotypu cv. Kokomo dochází působením modrého a červeného světla 

k signifikantnímu snížení exprese genu SlPIN1 – na modrém světle je exprese rovna 0,33, 

na červeném světle 0,49 (Obr. 22). U mutantních rostlin yg-2 rostoucích ve tmě je hodnota 

relativní exprese rovna 1,46, je tedy vyšší než u kontrolního genotypu, tento rozdíl však není 

statisticky významný. Na modrém a na červeném světle je u mutanta yg-2 exprese genu 

SlPIN1 signifikantně snížena, podobně jako bylo pozorováno u cv. Kokomo. Modré světlo 

snižuje relativní expresi tohoto genu na hodnotu 0,40, červené světlo na hodnotu 0,64 

(Obr. 22). 

Obr. 22: Závislost relativní exprese genu SlPIN1 v hypokotylech standardního genotypu cv. Kokomo 

a mutanta yg-2 na různých světelných podmínkách. Data zahrnují průměrné hodnoty relativní exprese 

vypočítané na základě Ct hodnot ± SE získané ze čtyř nezávislých experimentů. Jako housekeeping geny byly 

použity PP2Acs a GAPDH. Relativní kvantifikace byla provedena vůči expresi SlPIN1 v hypokotylech rostlin 

cv. Kokomo kultivovaných ve tmě. Hvězdička označuje statisticky signifikantní odlišnost dané hodnoty relativní 
exprese od hodnoty relativní exprese v hypokotylech daného genotypu kultivovaného ve tmě (⁎ p < 0,05). 

6.1.3 Exprese genu SlLAX4 v hypokotylech cv. GT a mutanta tri1 

Jak můžeme vidět na Obr. 24, modré světlo signifikantně snižuje intenzitu exprese genu 

SlLAX4 jak u kontrolního genotypu cv. GT, tak u mutanta tri1. U rostlin cv. GT 

kultivovaných na modrém světle je hodnota relativní exprese SlLAX4 rovna 0,41, 

u mutantních rostlin 0,43. Červené světlo mírně snižuje relativní expresi SlLAX4 

u kontrolního genotypu na hodnotu 0,71, toto snížení ale není statisticky významné. 

U mutanta tri1 nemá červené světlo na expresi genu SlLAX4 téměř žádný výrazný vliv, 

hodnota relativní exprese je 1,07. Mezi kontrolním genotypem cv. GT a mutantem tri1 

rostoucími ve tmě se intenzita exprese genu SlLAX4 prakticky neliší (Obr. 23). 
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Obr. 23: Závislost relativní exprese genu SlLAX4 v hypokotylech standardního genotypu cv. GT a mutanta tri1 

na odlišných světelných podmínkách. Data zahrnují průměrné hodnoty relativní exprese vypočítané na základě 

Ct hodnot ± SE získané ze čtyř nezávislých experimentů. Jako housekeeping geny byly použity PP2Acs 

a GAPDH. Relativní kvantifikace byla provedena vůči expresi SlLAX4 v hypokotylech rostlin cv. GT 

kultivovaných ve tmě. Hvězdička označuje statisticky signifikantní odlišnost dané hodnoty relativní exprese 
od hodnoty relativní exprese v hypokotylech daného genotypu kultivovaného ve tmě (⁎ p < 0,05; ⁎⁎ p < 0,01). 

6.1.4 Exprese genu SlLAX4 v hypokotylech cv. Kokomo a mutanta yg-2 

U rostlin kontrolního genotypu cv. Kokomo dochází vlivem modrého světla ke snížení 

exprese genu SlLAX4 na hodnotu 0,49, u mutanta yg-2 modré světlo snižuje hodnotu relativní 

exprese na 0,53. Ani u jednoho genotypu však není snížení exprese statisticky významné. 

Při kultivaci rostlin cv. Kokomo na červeném světle se exprese genu SlLAX4 téměř nemění, 

její hodnota je rovna 0,96. Podobně u mutanta yg-2 je hodnota relativní exprese SlLAX4 rovna 

1,00. Intenzita exprese genu SlLAX4 v hypokotylech rostlin rostoucích ve tmě je u mutanta 

yg-2 nižší než u cv. Kokomo – dosahuje hodnoty 0,59, toto snížení se však také neukázalo 

signifikantní (Obr. 24). 

Obr. 24: Závislost relativní exprese genu SlLAX4 v hypokotylech standardního genotypu cv. Kokomo 

a mutanta yg-2 na různých světelných podmínkách. Data zahrnují průměrné hodnoty relativní exprese 

vypočítané na základě Ct hodnot ± SE získané ze čtyř nezávislých experimentů. Jako housekeeping geny byly 

použity PP2Acs a GAPDH. Relativní kvantifikace byla provedena vůči expresi SlLAX4 v hypokotylech rostlin 

cv. Kokomo kultivovaných ve tmě. Hvězdička označuje statisticky signifikantní odlišnost dané hodnoty relativní 

exprese od hodnoty relativní exprese v hypokotylech daného genotypu kultivovaného ve tmě (⁎ p < 0,05). 
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6.2 Kvantitativní analýza auxinů a kyseliny abscisové v hypokotylech rostlin 

Hladina endogenních fytohormonů IAA a ABA byla analyzována v hypokotylech čtyř 

genotypů rajčete jedlého – kontrolních genotypů cv. GT a cv. Kokomo a od nich odvozených 

mutantů tri1, respektive yg-2. Rostliny byly kultivovány sedm dní in vitro na různých 

světelných podmínkách – ve tmě, na modrém a na červeném světle, poté byly jejich 

hypokotyly sklizeny a dále zpracovány. Množství hormonů bylo měřeno metodou tandemové 

hmotnostní spektrometrie spojené s vysoce účinnou kapalinovou chromatografií. Celkem byly 

provedeny dva nezávislé experimenty. 

6.2.1 Množství IAA v hypokotylech rostlin 

Z výsledků měření vyplývá, že hladina endogenního auxinu IAA se působením světla výrazně 

nemění (Obr. 25 a Obr. 26). U rostlin všech genotypů rostoucích ve tmě se množství IAA 

pohybuje mezi 15 a 18 pmol/g fresh weight (FW). U rostlin rostoucích na modrém nebo 

červeném světle je hladina IAA mírně nižší, pohybuje se v rozmezí 10 – 15 pmol/g FW. 

Obr. 25: Závislost hladiny endogenního fytohormonu IAA v hypokotylech standardního genotypu cv. GT 

a mutanta tri1 na odlišných světelných podmínkách. Data zahrnují průměrné množství IAA v pmol/g FW ± SE 

získané ze dvou nezávislých experimentů. 

Obr. 26: Závislost hladiny endogenního fytohormonu IAA v hypokotylech standardního genotypu cv. Kokomo 

a mutanta yg-2 na odlišných světelných podmínkách. Data zahrnují průměrné množství IAA v pmol/g FW ± SE 

získané ze dvou nezávislých experimentů. 
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6.2.2 Množství ABA v hypokotylech rostlin 

Analýza množství ABA v hypokotylech rostlin ukázala, že u rostlin rostoucích na světle je její 

hladina obecně vyšší než u rostlin rostoucích ve tmě (Obr. 27 a Obr. 28). V hypokotylech 

všech genotypů kultivovaných ve tmě se množství ABA pohybuje mezi 5 a 10 pmol/g FW. 

U cv. GT modré světlo zvýšuje množství ABA na 27,89 pmol/g FW, červené světlo 

na 13,65 pmol/g FW. V hypokotylech mutanta tri1 dojde působením modrého světla 

ke zvýšení hladiny ABA na 19,18 pmol/g FW, působením červeného světla pouze 

na 9,05 pmol/g FW. U cv. Kokomo je množství ABA z 9,25 pmol/g FW ve tmě zvýšeno 

modrým světlem na 17,29 pmol/g FW a červeným světlem na 15,86 pmol/g FW. U mutanta 

yg-2 se vliv světla projevuje ještě výrazněji – v hypokotylech rostlin kultivovaných ve tmě je 

hladina ABA 5,41 pmol/g FW, na modrém světle 35,56 pmol/g FW a na červeném světle 

11,09 pmol/g FW. 

Obr. 27: Závislost hladiny endogenního fytohormonu ABA v hypokotylech standardního genotypu cv. GT 

a mutanta tri1 na odlišných světelných podmínkách. Data zahrnují průměrné množství ABA v pmol/g FW ± SE 

získané ze dvou nezávislých experimentů. 

Obr. 28: Závislost hladiny endogenního fytohormonu ABA v hypokotylech standardního genotypu cv. Kokomo 

a mutanta yg-2 na odlišných světelných podmínkách. Data zahrnují průměrné množství ABA v pmol/g FW ± SE 

získané ze dvou nezávislých experimentů. 
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7 DISKUZE 

V rámci minulé práce SOČ byla provedena série experimentů se čtyřmi genotypy rajčete 

jedlého – cv. GT, od něj odvozený mutant tri1 s mutací ve PhyB1, cv. Kokomo a od něj 

odvozený mutant yg-2 postrádající chromofor fytochromů, které byly pěstovány ve tmě, 

na modrém a na červeném světle na médiu s různými koncentracemi exogenních auxinů NAA 

a 2,4-D. Na základě výsledků těchto experimentů pak byly navrženy hypotézy popisující vliv 

světla na růst rostlin, mimo jiné skrze fotoreceptor PhyB1. Dle těchto hypotéz by světlo 

mohlo ovlivňovat polární transport fytohormonu auxinu skrze regulaci exprese přenašečů 

auxinu, popřípadě regulovat hladinu endogenních fytohormonů v rostlinách. 

Letošní práce navazuje na předchozí výsledky a jejím cílem bylo zjistit, zda světlo 

může ovlivňovat expresi přenašečů auxinu na úrovni genové exprese, jakým způsobem jsou 

v těchto dějích zapojeny fotoreceptory červeného světla fytochromy a zda dochází působením 

světla nebo vlivem mutací ve fotoreceptorech ke změnám hladiny auxinu a kyseliny abscisové 

v hypokotylech rostlin.  

7.1 Vliv světla na expresi genu SlPIN1 

Vliv světla na expresi genů effluxových přenašečů byl zjišťován na jednom z genů patřících 

do skupiny PIN, SlPIN1. V rajčeti jedlém se nachází celkem deset genů patřících do této 

skupiny (SlPIN1 až SlPIN10), jejichž exprese se v různých rostlinných pletivech liší. SlPIN1 

byl vybrán na základě vysoké exprese v hypokotylu (Pattison et Catalá, 2011).  

Z výsledků analýzy exprese genu SlPIN1 vyplývá, že modré i červené světlo obecně 

výrazně snižuje expresi genu SlPIN1. Vzhledem k tomu, že snížení exprese SlPIN1 modrým 

světlem je u kontrolních genotypů cv. GT a cv. Kokomo i mutantů tri1 a yg-2 stejné, musí být 

toto snížení zprostředkováno jinými fotoreceptory než fytochromy. U mutanta tri1 působením 

červeného světla ke snížení exprese SlPIN1 nedochází, je tedy pravděpodobné, že se 

na snížení exprese SlPIN1 červeným světlem podílí fotoreceptor PhyB1. Toto zjištění souhlasí 

i s dalšími studiemi, které uvádí například snížení transkriptu PIN3 prostřednictvím PhyB 

u Arabidopsis, vliv PhyB1 na regulaci polárního transportu auxinu byl prokázán i v rajčeti 

jedlém (Nagashima et al., 2008; Liu et al., 2011). 

Hypotéza navržená na základě předchozích fyziologických experimetů pro cv. GT 

a mutanta tri1 však tvrdí, že by červené a modré světlo mělo expresi přenašečů PIN 

stimulovat. Je možné, že každý z genů pro přenašeče PIN je světlem regulován jinak, 

a ačkoliv je exprese SlPIN1 světlem inhibována, expresi jiných proteinů PIN může světlo 

naopak zvyšovat. Dalším možným vysvětlením je fakt, že analýza exprese těchto přenašečů 

byla provedena zjišťováním množství mRNA. Nedávné studie ale prokázaly, že světlo může 

regulovat expresi genů v buňkách rostlin i na dalších úrovních, například ovlivňováním 

stability mRNA a proteinů, stimulací translace nebo různými zpětnovazebnými interakcemi. 

Je tedy možné, že i přes malé množství mRNA genu SlPIN1 v rostlinách rostoucích na světle 

je u nich výsledné množství proteinu vyšší než u etiolizovaných rostlin, ve kterých je 

množství SlPIN1 mRNA vysoké (Shikata et al., 2014; Liu et al., 2016; Jang et al., 2019). 

Výsledky experimentů naopak podporují hypotézu navrženou pro cv. Kokomo a yg-2, 

podle které modré a červené světlo expresi přenašečů PIN inhibuje. U mutanta dochází 
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ke snížení exprese SlPIN1 ve stejné míře, jako u kontrolního genotypu. Je možné, že na rozdíl 

od cv. GT se fytochromy na zprostředkování tohoto děje vůbec nepodílí  a mezi těmito 

kultivary se vyskytují rozdíly v regulaci fotomorfogeneze. Významná rozdílnost různých 

kultivarů daného druhu není výjimkou jak u rajčete, tak např. u různých ekotypů Arabidopsis 

thaliana (Giuffrè et Capocasale, 2015; Stewart et al., 2015). Jiným vysvětlením by mohlo být 

částečné zachování funkce mutovaného enzymu hemoxygenázy u yg-2 nebo přítomnost 

jiných genů, jejichž produkty funkci hemoxygenázy nahrazují, a tím pádem také přítomnost 

funkčních fytochromů i v mutantním genotypu. Toto vysvětlení by mohlo být podpořeno 

pozorováním normálních odpovědí na dlouhovlnné červené světlo u vyvinutějších mutantních 

rostlin (Terry et Kendrick, 1996).  

7.2 Vliv světla na expresi genu SlLAX4 

Je známo, že influxové přenašeče hrají důležitou roli v mnoha vývojových procesech 

zprostředkovaných auxinem, např. při gravitropismu, vývoji postranních kořenů a kořenového 

vlášení nebo formování apikálního háčku. Role těchto přenašečů při procesech 

fotomorfogeneze však zatím příliš studována nebyla (Swarup et al., 2008; Péret et al., 2012). 

Ze skupiny genů pro influxové přenašeče auxinu AUX1/LAX, kterých je v rajčeti 

identifikováno celkem pět (SlLAX1 až SlLAX5), byl na základě vysoké exprese v hypokotylu 

pro zkoumání exprese vybrán gen SlLAX4 (Pattison et Catalá, 2011). 

Analýza exprese ukázala, že u cv. GT i u mutanta tri1 dochází působením modrého 

světla k signifikantnímu snížení exprese genu SlLAX4, zatímco červené světlo na expresi 

SlLAX4 výrazný vliv nemá. Podobný trend je patrný i u cv. Kokomo a mutanta yg-2, zde však 

výsledky nejsou statisticky významné. Inhibice exprese SlLAX4 je tedy zprostředkována 

jinými fotoreceptory, než fytochromy, pravděpodobně receptory modrého světla. 

Tento výsledek však odporuje hypotézám navrženým na základě vysledků 

předchozích experimentů, které předpokládají světlem indukovanou stimulaci exprese 

přenašečů SlLAX. Vysvětlením by mohla být odlišná regulace exprese dalších genů 

pro přenašeče SlLAX, stejně jako odlišná regulace na úrovni genové a proteinové exprese 

podobně jako v případě genů SlPIN.  

7.3 Vliv světla na hladinu IAA v hypokotylech rostlin 

Z výsledků analýzy hladiny endogenních fytohormonů v hypokotylech rostlin vyplývá, 

že světlo nemá na hladinu IAA výrazný vliv. Rozdílnou citlivost genotypů cv. Kokomo 

a mutanta yg-2 k exogenním auxinům NAA a 2,4-D zjištěnou v předchozích experimentech 

tedy nelze jednoduše vysvětlit přirozeným rozdílem v hladině endogenní IAA mezi těmito 

genotypy. Při analýze exprese proteinových přenašečů se však projevil mírný rozdíl – 

intenzita exprese SlPIN1 je u yg-2 mírně vyšší než u cv. Kokomo, intenzita exprese SlLAX4 je 

u yg-2 naopak mírně nižší než u cv. Kokomo. Tyto rozdíly by sice mohly odlišnou citlivost 

těchto genotypů k exogenním auxinům vyvětlovat, nejsou však statisticky signifikantní. 
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7.4 Vliv světla na hladinu ABA v hypokotylech rostlin 

Ačkoliv je ABA obecně považována za inhibitor růstu rostlin a mnoho studií uvádí její 

inhibiční efekt při regulaci růstu (Lorrai et al., 2018), v poslední době je prosazován fakt, 

že efekt ABA může být stimulační či inhibiční v závislosti na jejím množství a citlivosti 

daného pletiva. Výsledky některých studií naznačují její stimulační efekt zvláště 

v etiolizovaných rostlinách (Humplík et al., 2015; Humplík et al., 2017). 

Výsledky analýzy ABA v hypokotylech zkoumaných genotypů ukazuje zvyšení 

množství ABA působením modrého a červeného světla. Je tedy možné, že vyšší hladina ABA 

se u rostlin rostoucích na světle podílí na inhibici růstu a zprostředkování fotomorfogeneze. 

K největšímu zvýšení hladiny ABA dochází u všech genotypů působením modrého světla. 

V tomto procesu tedy budou pravděpodobně zapojeny fotoreceptory modrého světla. 

U mutantních rostlin tri1 kultivovaných na modrém a červeném světle je množství ABA 

mírně nižší než u kontrolního genotypu cv. GT, jistý vliv PhyB1 na hladinu ABA tedy nelze 

vyloučit. Zvýšení biosyntézy ABA zprostředkované PhyB bylo potvrzeno například 

v Arabidopsis (Gil et al., 2018). Rozdíl v množství ABA mezi cv. Kokomo a mutantem yg-2 

se projevuje zvláště při kultivaci na modrém světle, menší mírou také ve tmě, mutace 

v hemoxygenáze tedy může mít na hladinu ABA vliv.  

Výzkum interakcí mezi auxiny a ABA při regulaci růstu hypokotylu je teprve 

v začátcích. Je známo, že v mnoha procesech jsou auxiny podřízeny regulaci ABA, například 

bylo zjištěno, že exogenní ABA snižuje expresi genů YUCCA důležitých pro biosyntézu 

auxinů, čímž může hladinu auxinů přímo ovlivňovat (Lorrai et al., 2018). K lepšímu 

pochopení vzájemných interakcí ABA a auxinů je však třeba dalšího výzkumu (Emenecker 

et Strader, 2020). 

7.5 Další možnosti výzkumu 

Výsledky tohoto výzkumu přináší úplně nové informace a otevírá další otázky týkající se 

komplexních a poměrně málo probádaných mechanismů, prostřednictvím kterých světlo 

ovlivňuje růst rostlin interakcemi s rostlinnými hormony. Předmětem dalšího výzkumu by 

mohlo být zkoumání vlivu světla na expresi ostatních genů ze skupin SlLAX a SlPIN a to jak 

na úrovni mRNA, tak na úrovni proteinů. Zajímavou možností by mohlo být také podrobnější 

studium metabolismu exogenního auxinu NAA v buňkách a jeho hladiny v hypokotylech, 

které by mohlo objasnit skutečný mechanismus vlivu NAA na růst rostlin. Dále je možné 

studovat přímo polární transport auxinů v hypokotylech experimentálních rostlin a jeho 

ovlivnění světlem. Transport auxinů se dá studovat u celé řady rostlin pomocí radioaktivně 

značených auxinů (Fellner 1997; Fellner et al. 2000).  Chybí také podrobnější informace 

o vzájemných interakcích rostlinných hormonů auxinů a kyseliny abscisové. 
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8 ZÁVĚR 

Cílem experimentů bylo na základě hypotéz navržených v rámci loňské práce SOČ zjistit 

další podrobnosti o vlivu světla, a zvláště fotoreceptorů fytochromů, na polární transport 

auxinů a hladinu endogenních fytohormonů auxinů a kyseliny abscisové v hypokotylech 

rostlin rajčete jedlého. Experimenty byly provedeny na kontrolních genotypech  cv. GT 

a cv. Kokomo a od nich odvozených mutantech tri1 a yg-2 s poruchou ve fytochromech. 

Rostliny byly kultivovány in vitro ve tmě, na modrém a na červeném světle. Pomocí 

kvantitativní real-time PCR byl zkoumán vliv světla na expresi dvou vybraných genů 

kódujících přenašeče auxinu zapojené v polárním transportu – SlPIN1 a SlLAX4. Hladina 

endogenních auxinů v hypokotylech a její závislost na světle byla analyzována metodou 

tandemové hmotnostní spektrometrie spojené s vysoce účinnou kapalinovou chromatografií. 

Z výsledků analýzy exprese genu SlPIN1 vyplývá, že modré i červené světlo obecně 

výrazně snižuje expresi genu SlPIN1, na tomto ději se pravděpodobně podílí jak PhyB1, tak 

i další fotoreceptory (Obr. 29). Toto zjištění odporuje hypotéze navržené pro cv. GT 

a mutanta tri1 v předchozích experimentech. Je možné, že každý ze skupiny proteinů PIN je 

světlem ovlivňován jinak, případně že regulace exprese genů na úrovni mRNA se liší 

od regulace na úrovni proteinů. Hypotéza navržená pro cv. Kokomo a mutanta yg-2 byla 

naopak výsledky experimentů podpořena.  

Obr. 29: Schéma vlivu červeného a modrého světla na regulaci exprese genů pro přenašeče auxinu SlPIN. Zatím 

neobjasněné interakce jsou znázorněny přerušovanými čarami. 

 

Experimenty dále ukázaly, že modré světlo významně snižuje expresi genu SlLAX4, 

zatímco červené světlo na expresi tohoto genu výraznější vliv nemá. Inhibice exprese SlLAX4 

je tedy zprostředkována jinými fotoreceptory než fytochromy, pravděpodobně receptory 

modrého světla. Nesoulad s hypotézami navrženými na základě předchozích experimentů je 

opět možné vysvětlit rozdíly v regulaci exprese genů na úrovni mRNA a proteinů, nebo 

rozdílnou regulací různých přenašečů skupiny LAX (Obr. 30).  
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Obr. 30: Schéma vlivu červeného a modrého světla na regulaci exprese genů pro přenašeče auxinu SlLAX. 

Zatím neobjasněné interakce jsou znázorněny přerušovanými čarami. 

 

Analýza fytohormonů nepotvrdila významné rozdíly v hladině endogenního auxinu 

IAA ani mezi jednotlivými genotypy, ani mezi rostlinami kultivovanými v odlišných 

světelných podmínkách. Množství ABA v hypokotylech rostlin je naopak zvyšováno 

působením světla, zvláště modrého. Tento děj je tedy pravděpodobně zprostředkován 

fotoreceptory modrého světla, nelze však vyloučit ani zapojení fytochromů v těchto dějích.  

Tento výzkum přináší nové informace o vlivu světla na regulaci růstu rostlin 

prostřednictvím rostlinného hormonu auxinu a otevírá další otázky související s těmito 

mechanismy. Možnostmi dalšího výzkumu jsou studium exprese genů dalších přenašečů 

auxinu ze skupin SlLAX a SlPIN na úrovni mRNA a proteinů, metabolismu exogenního 

auxinu NAA nebo studium zatím málo objasněných vzájemných interakcí auxinů a kyseliny 

abscisové. 
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