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Teoreticky uvod

Vyvoj rostlin je pod kontrolou mnoha vnéjsich a vnitfnich faktord. Rostlinné hormony (fytohormony)
jsou vétSinou nizkomolekularni latky, které jsou wvyuzivany rostlinami pfi regulaci vSech fazi
ontogenetického vyvoje rostliny (pro prehled Santner et al., 2009). Fytohormonti je vice skupin (auxiny,
cytokininy, gibereliny, kyselina abscisovd, etylén, brassinosteroidy, strigolaktony, jasmonaty,
polyaminy, peptidové hormony), vtomto bloku se vSak budeme predevsim zabyvat auxiny a cytokininy.
Auxiny a cytokininy spolupracuji Uzce pfi regulaci bunécného déleni a elongace v pribéhu
embryogeneze a téz v jednotlivych fazich vegetativniho a generativniho vyvoje rostliny. Pfedstavuji
hlavni dvé skupiny fytohormond, které urcuji povahu organogeneze.

Valoze 1 a 2 si budeme dokumentovat duleZitost smérovaného toku auxinu v kofenové Spicce
semendckl Arabidopsis thaliana. Auxin je transportovan do Spicky kofene v jeho vnitini ¢asti a
v burikdch kotenové Cepicky se tento tok otdci smérem vzh(ru. Pro zajisténi tohoto toku jsou v
plazmatickych membranach bunék pritomny prenaSece auxinu. V uloze 1 budeme sledovat jak
gravitropicky stimul ovlivni lokalizaci auxinu v kofenové S$picce semendck( Arabidopsis thaliana.
V tloze 2 pak budeme specifikovat mista, kde je auxin prednostné koncentrovan a lokalizaci jeho
prenasec(.
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Obr. 1: Fytohormony ovliviiuji veskeré procesy rlstu a vyvoje rostlin. Pfevzato ze Santner et. al. (2009).

Abscisic acid

Rostlinné hormony jsou schopné ve svém ucinku regulovat téz transkripci celé fady genu. V uloze 3 si
ukazeme, jak specifické muaze byt plsobeni hormonu na pfikladu spusténi transkripce syntetického
genového konstruktu nesouciho ¢ast promotoru z gen( citlivych na auxin a cytokinin.

Role auxinu v gravitropickém ohybu korene rostlin

Gravitropismus kofenové $picky naleii mezi vitalni ohybové pohyby rostlin. Radi se mezi pohyby
paratonické povahy, tj. je vyvolan vnéjSim podrazdénim. Tak jako dalsi tropismy (napf. fototropismus
¢i thigmotropismus) je i gravitropismu orientovan vuci stimulu, v tomto pripadé vici zemské tizi.
Pozitivni gravitropismus korene zprostfedkovany ohybem kofenové Spicky ve sméru gravitacniho
vektoru byl pozorovdn jiz v experimentech Charlese Darwina a jeho syna Francise (1881). Tato
schopnost je u rostlin dalezitd pro jejich ukotveni v pidé, primarné souvisi se zprostfedkovanim
dostupnosti Zivin, které koreny pfijimaji z pady. V celém procesu ohybu korfenové $picky hraji dlilezitou
roli statocyty, buriky nachazejici se v centralni ¢asti korenové Cepicky. Tyto buniky obsahuji statolity
v podobé plastidli ¢asto obsahujicich presypavy skrob (Obr. 2). Jednim z objevitell tohoto presypavého



Skrobu byl na konci 19. stoleti Prof. Bohumil Némec, zakladatel Ustavu, na némz pravé probihaji tato
praktika.

Obr. 2: Tfidenni semenacek Arabidopsis thaliana rostouci ve tmé umistény na 24 h horizontdlné ohyba
koFenovou Spicku smérem doli (a). ZvétSena Cast korfenové Spicky (b, c) s kofenovou cepickou. Fialové jsou
Lugolovym roztokem (trijodid draselny) oznaceny bunky obsahujici plastidy (amyloplasty) obsahujici pfesypavy
Skrob, tyv. statocyty. Schematické zobrazeni statocytu (d) s bunécnym jadrem (N), vakuolou (V), statolitovym
amyloplastem (A) a endoplazmatickym retikulem (ER). Pfevzato z Morita (2010).

Mechanismus, kterym dochazi k pfedani informace od plastidi se Skrobem (amyloplasti)
presouvajicich se v kofenové sSpi¢ce ve sméru gravitacniho vektoru, stdle neni presné poznan. Zapojeny
jsou v ném slozky aktinového cytoskeletu a ndslednad signalni kaskada vyvoldvajici pfesun auxinového
prenasece PIN3 v burikach kolumely kofenové cepicky z plvodné spodni plazmatické membrany na
pavodné lateralni plazmatickou membranu. Tento presun zplsobi, Ze auxin je dopraven do
povrchovych pletiv na spodni strané kofene a tato strana se pak prodluzuje méné nez horni strana.
Nasledkem je ohyb kofene smérem dolt (Obr. 3). DlleZitou roli pfi zajisténi gravitropické odpovédi
kofene hraje i aktivni transport auxinu do a z korenové Spicky prostfednictvim prenasece auxinu do
bunék, proteinu AUX1. V ptipadé jeho absence (napf. v mutantu aux1-7) jsou rostliny agravitropni tj.
nemaji schopnost spravné odpovidat na gravitacni stimul ohybem smérem dola.

Role auxinu v organogenezi korene rostlin

Molekuly auxinu (inldolyl-3-octova kyselina, IAA) jsou v rostlinném téle dopravovany jak ve floému
spolu s dalSimi latkami, tak jsou aktivné prendseny pres plazmatickou membranu bunék nékterych
pletiv prostrednictvim specifickych prenasect (pro prehled Petrasek and Friml, 2009). Morfogenni
povaha auxinu tj. jeho schopnost udavat ve specifické koncentraci zcela specifickou informaci o
bunééném osudu je dualezitd pro formovani hlavniho korene i postrannich koren(. V rostliné jsou
auxinova maxima udrZzovéna pomoci neustalého toku auxinu smérem k vzrostnému vrcholu nadzemni
Cast a zpétnym tokem smérem k bazi stonku (Obr. 4A). Zatimco ve stonku je auxin transportovan
smérem k jeho Spicce v povrchovych vrstvach a zpét v centrdlni ¢asti stonku, u kofent je tomu naopak
(Obr. 4A). Pfresmérovani toku v korenové Spicce ma pod kontrolou fada auxinovych prenasecu (Obr.
4B). Sipky oznaduji tok auxinu zprostfedkovany vyznaéenym prenasdefem, preruované &arkovani
vyznacuje lokalizaci prenasece v konkrétnich bunkach bez zjevné apiko-bazalni polarizace. Aby bylo
mozné vytvorit takovouto predstavu o zapojeni pfenasecovych molekul, bylo zapotfebi vytvofit celou
fadu rostlin nesoucich tyto molekuly pod pfirozenymi promotory v translacnich fazich s fluorescenénimi
proteiny (Obr. 5).
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Obr. 3: Pfesun auxinu béhem gravistimulace kofenové spicky semenacku Arabidopsis thaliana. Auxinovy
prenasec PIN3 plvodné transportuje auxin (zelena barva) prichazejici do korfenové Spicky seshora rovhomérné
do obou laterdlnich smérd. Amyloplasty se Skrobem jsou téZ orientovany na spodni strané statocytl. Po polozeni
kofene horizontalné se pfesunou jak amyloplasty, tak PIN3 na spodni stranu a auxin (zelena barva) je pumpovan
smérem doll (A). Po Case se kofen ohyba smérem doll. Koncentrace auxinu lze nepfimo sledovat pomoci
zeleného fluorescencéniho proteinu (GFP) pfipojeného za promotorem, ktery je citlivy na auxin (DR5::GFP).
Fluorescence GFP se po gravistimulaci jasné presouva na spodni stranu kofene, coZ naznacuje presun auxinu (B).
Pfevzato z Michniewicz a kol. (2007). Exprese DR5::GUS pred (C) a po 6 hodinach gravistimulace (D, E) u
tydenniho semenéacku Arabidopsis thaliana. Sipka udava smér gravitaéniho vektoru, modré zabarveni je patrné
na spodni strané kontrolniho kofene (D), ale k tomuto nedochazi u rostlin péstovanych na 1 uM NPA (E). Tento
inhibitor znemozni transport auxinu z bunék. Pfevzato z Rashotte a kol (2007).
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Obr. 4: Sméry transportu auxinu s vyznacenim jednotlivych pfenasecd v hlavnim koreni (B), lateralnim kofeni
(C)a vzrostném vrcholu (D). Prevzato z Petrasek and Friml, 2009.
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Obr. 5: Distribuce PIN1, PIN2, PIN3, PIN4, PIN7 a AUX1 v kofeni semenackd Arabidopsis thaliana. Veskeré
lokalizace prezentované na tomto obrazku jsou in vivo. Pfevzato z Feraru et al, 2008 (schema) a RiZicka et al,
2007 a 2009 (ostatni).



Mechanismus ovlivnéni genové exprese prostrednictvim fytohormoni na pfikladu
auxinti a cytokininti

Auxin stimuluje specifickou degradaci transkripénich represorti Aux/IAA blokujicich transkripci pres
proteiny ARF (auxin response factors). ARFs jsou v interakci s Useky DNA, tzv. AuxRE (auxin responsive
elements). Jsou to praveé tyto sekvence, jejichz pritomnost rozhoduje o citlivosti buriky na auxin a jejich
Casti jsou zakladem syntetickych genovych konstruktl jako je DR5::GUS ¢i DR5-n3-GFP/DR5v2-
ntdTomato (Liao a kol., 2015) (obr. 6A-B). Degradace Aux/IAA je fizena ubiquitinaci prostfednictvim
komplexu ubiquitin ligazy E3 obsahujici receptor pro auxin, protein TIR1, a smérovana do proteasomu.
Pti nizkych hladinach auxinu (Obr. 7 vlevo, a) jsou geny odpovidajici na auxin reprimovany pomoci
Aux/IAA represory, auxin spusti degradaci Aux/IAA a expresi auxinem-indukovanych gen( (Obr. 7 vlevo,
b). Tuto specifickou degradaci Ize vizualizovat pomoci genového konstruktu obsahujiciho fluorescenéné
oznacenou ¢ast degradacniho boxu Aux/IAA represoru, tzv. DII-VENUS (Obr. 6C-D).
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Obr. 6: Porovnani mechanismu fungovani elementu DR5 (A, B) a DIl (C, D ,E). DR5 je pfirozenou soucasti
promotorl genll odpovidajicich na auxin. V pfipadé, Ze je timto synteticky promotorem ftizena exprese
fluorescencnich proteinl, je tato detekovatelna vsude, kde je dostatek auxinu. Vlastni reakce na zménu
v koncentraci hormonu neni tak pohotova (je potifeba aby probéhla transkripce, translace i post-tranlaséni
Upravy). Existuji rGzné citlivé verze DR5 element(, jak patrno z jaderné lokalizovaného DR5-n3-GFP/DR5v2-
ntdTomato (B). Rychlejsi zobrazeni transkripcni odezvy na auxin predstavuje DIl (C), ktery je ¢asti sekvence
degradaéniho boxu Aux/IAA represoru (Brunoud a kol.,, 2012). (D) Exprese DII-VENUS zobrazujici rychlou
degradaci Aux/IAA represorld na spodni strané kofene po 30 minutach gravistimulace. (E) Rostlina nesouci
element DII-VENUS (zelena fluorescence) a jeho na auxin necitlivou verzi mDII-VENUS (Cervena fluorescence).
Takova kombinace umozniuje kvantifikovat prispévek auxinu k fizeni exprese v kazdé jednotlivé bunce. Pfevzato
z Liao a kol. (2015) (B, E) a Brunoud a kol. (2012) (A, C, D).

Zcela jiny je mechanismus plsobeni cytokinin(i (Obr. 7 vpravo). Po vazbé cytokininu na receptor
v podobé dvouslozkové histidinové kinazy lokalizované v plazmatické membrané (CRE1, AHK2. AHK3)
je spustén sled fosforylacnich reakci pres proteiny AHP (Arabidopsis histidin phosphotransfer protein).
Vysledkem je aktivace transkripcnich faktor( (ARR typu A a B; Arabidopsis response regulators). ARR
typu A jsou negativnimi regulatory odpovédi na cytokininy, ARR typu B jsou pozitivnimi stimulatory
genové exprese. Pravé elementy z promotort ARR typu B jsou podkladem syntetického konstruktu TCS-
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GFP ¢i TCS-GUS (Muller and Sheen, 2008). V soutasné dobé je predmétem intenzivniho vyzkumu
mechanismus kooperace mezi jednotlivymi fytohormony, zejména mezi auxiny a cytokininy. Zda se, Ze
vedle regulaci post-transkripéni povahy je spoluprace mezi auxinem a cytokininem fizena na urovni
kontroly exprese pozitivnich (ARR-B) a negativnich regulatori (ARR-A) odezvy na cytokininy. Tento
mechanismus je provdzan s kontrolou exprese jednotlivych ARFs cytokininy (Obr. 8).
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Obr. 7: Schematické zobrazeni mechanismu Ucinku auxinu (vlevo) a cytokininu (vpravo). Prevzato ze Santner et
al., 2009.
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Obr. 8: Schematické zobrazeni mechanismu spoluprace auxinu a cytokininu spocivajici ve vzajemném ovlivnéni
transkrip¢nich regulatord. Prevzato z Moubayidin et al., 2009.



Ulohy

1. Role mezibunécného transportu auxinu pri pozitivni gravitropické
odpovédi korene semenacku Arabidopsis thaliana

Cil dlohy:

Prokazte, Ze se béhem reakce kofenti semenackl Arabidopsis thaliana na gravitropni stimul pfesouva rostlinny
hormon auxin na spodni stranu kofene. Podle narusené reakce na gravitaci identifikujte rostliny s mutaci
postihujici transport auxinu do bunék.

Princip ulohy:

Otocenim rostlin kolmo na plvodni smér ristu dosdhneme stimulace mechanismd, které rostlindam umoznu;ji
udrzovat rlst orientovany vici gravitaénimu poli zemé ¢i obnovit plvodni smér rlstu napf. po setkani s
prekazkou branici rostliné v rlstu. V Uloze budeme sledovat genovou expresi fizenou auxinem v burikdch
kofenové Spicky mladych rostlin Arabidopsis thaliana pred gravistimulaci a po ni. VyuZivat budeme rostliny
transformované fuznimi genovymi konstrukty, tzv. markerové linie.

Prvni markerové linie obsahuji synteticky promotor (tzv. DR5), ktery je citlivy na auxin (Ulmasov a kol., 1997).
Tento promotor fidi expresi genu kédujiciho enzym B-glukuronidazu (GUS) (Obr. 3C-E). Pouze tam, kde je
dostatek auxinu, se tak spusti exprese enzymu GUS. Aktivitu GUS lze pozorovat jako modré zabarveni, které
vznika pokud se ptida k rostlinam chromogenni substrat X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glucuronide).
V rostlindch se normalné fluorescencni proteiny ¢i GUS nevyskytuji a proto se Uspésné vyuzivaji pro sledovani
lokalizaci aktivit promotor( ¢i pfimo lokalizaci protein(.

Druhym systémem, ktery zde vyuZijeme jsou markerové linie nesouci element DIl (Obr. 6C-D), ktery je Casti
sekvence degradacniho boxu Aux/IAA represoru (Brunoud et al., 2012). DII-VENUS zobrazuje degradaci Aux/IAA
represord negativné. Cim vétsi je vyhasinani fluorescence proteinu VENUS (Obr. 6C-D), tim vice dané buriky
obsahuji auxinu a odpovidaji na néj. Jde tedy o auxinem stimulovanou degradaci markerového fluorescencniho
proteinu. Fluorescenéni proteiny VENUS se daji pozorovat pfimo fluorescenénim mikroskopem.

Zadani:

Porovnanim distribuce GUS urcete, ktera ze tfi variant 1-3 je kontrolni (DR5::GUS), ktera je rostlina s mutaci
v genu kddujicim auxinovy prenase¢ AUX1 (aux1/DR5::GUS) a ktera je netransformovana kontrola (bez GUS).
Pfesun auxinu na spodni stranu po gravistimulaci kofene také dokumentujte pomoci vyhasinani signalu DII-
VENUS ¢i zesileni cervené fluorescence ratiometrické verze DIl (R2D2) na spodni strané kofene, staci Uspéch
v jednom z téchto dvou zpisobdi.

Material a postup:
Rostlinny material, chemikalie a potifebné vybaveni:
1) Semenacky Arabidopsis thaliana pét dnl po vykliCeni, péstované in vitro na pevném médiu. SloZeni
kultivaéniho média: 1% sachardza, 1% agar, 2,15g/1 MS salts Sigma M5524, pH 5.7.
Na misce jsou tyto varianty:
1-3. gux1/DR5::GUS, DR5::GUS a wild type (divoky typ). Pofadi neznate, budete ho uréovat.
4. DII-VENUS - sviti vSude, kde je méné auxinu, tj. po gravistimulaci by méla zhasnout na spodni strané.
5. mDII-VENUS - kontrolni verze, nereaguje na auxin, sviti stale stejné.



6. R2D2 - DIl a mDIl v jedné rostling, tzv. Ratiometric version of 2 Dlls, ¢im vice ¢ervené, tim vice auxinu.
V nasem pfipadé na spodni strané korene po gravistimulaci.
2) 1 M Fosfatovy pufr, pH=7.2
3) 0,1 M HexakyanozZelezitan draselny (Cervena krevni sul) Ks3[Fe(CN)¢] a 0,1 M HexakyanoZeleznatan draselny
(Zlutd krevni stl) Ks[Fe(CN)g].
4) 0,2 M zasobni roztok 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glucuronide (X-Gluc).
5) 10% Triton X-100.
6) 70% etanol.
7) Redestilovana ¢i deionizovana voda.
8) Plastové zkumavky, plastova kapatka, parafilm, stojdnek na falkonky, plastova inkubacni desticka, jemna
pinzeta, pipety, Spicky, fixy, fluorescencni mikroskop s dokumentacnim zatizenim, invertovany mikroskop a lupa
pro pribéznou kontrolu barveni GUS, tfepacka, vyhfivany inkubator.

Postup:

1) Pfipravte 7 ml barviciho roztoku obsahujiciho 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 8-D-glucuronide (X-Gluc) pro barveni
GUS.

Slozeni na 7 ml (michejte v uvedeném poradi do 15 ml falkonky):

700 pl 1 M fosfatového pufru (vysledna koncentrace 0,1 M)

140 pl 0,1 M HexakyanoZelezitanu draselného (¢ervena krevni sul) Ks[Fe(CN)g] (vysledna koncentrace 2 mM)
140 pl 0,1 M HexakyanoZeleznatanu draselného (Zluta krevni s(l) Ks[Fe(CN)e] (vysledna koncentrace 2 mM),

70 pl 10% Tritonu X-100 (vyslednda koncentrace 0,1%)

70 pl zésobniho roztoku 0,2 M X-Gluc

Doplnit do 7 ml deionizovanou vodou.

2) Do tfi jamek plastové desticky pridejte po 1 ml barviciho roztoku X-Gluc. Potom pinzetou odeberte 5-10
semenackl od variant 1-3 (polovinu vSech semenack(i co mate od dané varianty k dispozici) a preneste je do
barviciho roztoku v jamkach. Oznacte fixem jednotlivé varianty pfimo na vicko desticky. Toto jsou kontrolni
rostliny pro stav pred gravistimulaci. Pfeneste celou desticku alespof na 30 minut do 37°C (inkubacni picka).
Co nejrychleji téZz preneste kontrolni rostliny variant 4-6 (DII-VENUS, mDIl VENUS a R2D2) do kapky vody na
mikroskopické sklicko, nebo do jamky s vodou v plastové desticce. Pokracujte ihned bodem 3.

3) Misku s rostlinami uzaviete, pretahnéte parafilmem, peclivé uzaviete alobalem a oznacte na ném puavodni
gravitacni vektor. Misky udrZzované béhem predchozi kultivace ve vertikdlni poloze otocte o 90° k udéleni
gravistimulaéniho impulsu a ponechte 2-2,5 h.

Pomoci fluorescenéniho mikroskopu a ptipojené kamery nasnimejte fluorescenci v kofenové Spic¢ce pred
gravistimulaci pro varianty 4-6 (rostlinky ¢ekajici v kapce na mikroskopickém skle Ci v desticce). UloZte si obrazky
pro ucely protokolu.

4) Po 30 minutach barveni rostlin variant 1-3 zkontrolujte pfitomnost modrého zabarveni na binokularni lupé a
v pfipadé, Ze je jiz dostatecné vidét, odsajte barvici roztok pomoci plastového kapatka a zachovejte ho ve
falkonce, budete ho jesté potiebovat. Pfidejte k rostlindm 70% etanol. Nasnimejte modré zabarveni na
mikroskopu s pfipojenou kamerou. Modré barveni je stabilni, pokud jsou vzorky v 70% etanolu, proto neni nutné
pospichat se snimanim. Lze tak dat na mikroskopech prostor kolegtim, ktefi mikroskopuji Zivé semenacky
s GFP.



5) Po 2-2,5 hodinach gravistimulace preneste rostliny ze vzork( 1-3 do barviciho roztoku v plastové desticce.
Opakujte postup barveni a snimani jako pro kontrolni rostliny. Fluorescenci DII-VENUS, mDII-VENUS a R2D2
snimejte podobné jako pred gravistimulaci pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

6) Podle zabarveni GUS urcete, kterd ze tfi variant 1-3 je kontrolni (DR5::GUS), kterd je rostlina s mutaci v genu
kodujicim auxinovy prenase¢ AUX1 (aux1/DR5::GUS) a kterd je netransformovana kontrola. Dale popiste, zda-li
se Vam podafilo Uspésné prokazat presun auxinu na spodni stranu kofene po gravistimulaci pomoci DII-VENUS
¢i R2D2. Popiste experiment svymi slovy, dopliite obrazovou dokumentaci. Kdo bude zvladat, miiZze doplnit
kvantifikaci pfesunu signdlu pomoci analyzy obrazu Imagel.
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2. Auxinové prenasece pri vyvoji hlavniho a vedlejSiho korene Arabidopsis
thaliana

Cil dlohy:
Urcete povahu distribuce a identitu pfedloZzenych fluorescencné oznacenych prenasecti auxinu v hlavnim a
postrannim korenu tyden starych transgennich semenacki Arabidopsis thaliana.

Princip ulohy:

Rostliny transformované genovymi konstrukty nesoucimi geny pro jednotlivé auxinové prenaSece pod jejich
pfirozenymi promotory predstavuji idedlni nastroj pro sledovani distribuce téchto prenaseci v rostliné. Na obr.
4 a 5 jsou schematicky a mikroskopicky zobrazeny distribuce vSech prenasec(l auxinu, které se Ucastni pfi
morforegulaéni distribuci auxinu v kofeni. V této uloze jde o mikroskopické sledovani lokalizace proteini PIN1-
GFP, PIN2-GFP, PIN3-GFP, a AUX1-YFP v burikach hlavniho a postranniho kofene u tydennich rostlin Arabidopsis
thaliana.

Rostliny jsou pro ucely tohoto pozorovnani transformovany fuznimi genovymi konstrukty obsahujicimi kédujici
sekvence pro jednotlivé auxinové prenasece spojené translacné s fluorescencnim proteinem, které jsou pod
kontrolu svych vlastnich pfirozenych promotord. Lokalizace GFP se dd pozorovat pfimo fluorescenénim
mikroskopem. V rostlindch se normalné proteiny GFP a YFP nevyskytuji a proto se UspéSné vyuZivaji pro
sledovani lokalizaci aktivit promotor( ¢i pfimo lokalizaci proteint s nimi spojenych.

Zadani:

Porovnanim distribuce GFP pfifadte ke vzorkim 1-4 spravny nazev. Voditkem pfi analyze kromé
mikroskopického obrazu jsou i obr. 4 a 5. Pokuste se urcit, ktery z predlozenych pfenasect se ucastni zakladani
a vyvoje postranniho kofene. Popiste svymi slovy lokalizaci.

Material a postup:

Rostlinny material, chemikalie a potfebné vybaveni:
1) Semenacky Arabidopsis thaliana sedm dnl po vykliceni, péstované in vitro na pevném médiu. Slozeni
kultivaéniho média: 1% sachardza, 1% agar, 2,15g/1 MS salts Sigma M5524, pH 5.7.
Na misce jsou tyto varianty:

1-4. PIN1::PIN1:GFP, PIN2::PIN2:GFP, PIN3::PIN3:GFP, AUX1::AUX1:YFP. Potadi neznate, cilem je ho urcit.
2) Redestilovana ¢i deionizovand voda.
3) Plastové zkumavky, plastova kapdtka, parafilm, stojanek na falkonky, plastova inkubaéni desti¢ka, jemna
pinzeta, pipety, Spicky, fixy, fluorescencni mikroskop s dokumentacnim zatizenim.

Postup:

1) Preneste rostliny variant 1-4 na mikroskopické sklicko a pomoci fluorescencniho mikroskopu a pfipojené
kamery nasnimejte fluorescenci v kofenové $picce, v primordiich lateralnich kofenl a ve Spickach lateralnich
kofen(l. UloZte si obrazky pro ucely protokolu. BEéhem snimani si peclivé zaznamenejte charakter distribuce
jednotlivych proteind. Nemusite pfipravovat vSechny varianty najednou, je I1épe rostliny ponechat na misce Ci
v kapce vody v jamce plastové desticky. Vyvarujte se hlavné toho, aby kofen byl na suchu.
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3) Porovnanim distribuce GFP pfifadte ke vzorkim 1-4 spravny ndzev. Urcete, které z predloZenych prenasecu
se Ucastni zakladani a vyvoje postranniho kofene. Popiste experiment svymi slovy, dopliite obrazovou
dokumentaci.
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3. Hormonalni regulace transkripce v semenaccich Arabidopsis thaliana

Cil dlohy:

Urcete povahu predloZené latky (bud’ auxin ¢i cytokinin) podle jeji schopnosti iniciovat genovou expresi u
transgennich semenackl Arabidopsis thaliana.

Princip ulohy:

Principem je sledovani zesileni exprese syntetickych genovych konstruktl v rostlindch Arabidopsis thaliana
nesoucich markerové proteiny pod promotory citlivymi na auxin, DR5::GFP a DR5::GUS (Obr. 3, Ulmasov et al.,
1997) a cytokinin, TCS::GFP a TCS::GUS (Muller a Sheen, 2008). Zesileni musi byt dobie patrné po celé délce
kofene, pfipadné ve stonku a listech.

Zadani:
Podle intenzity zabarveni GUS i intenzity fluorescence GFP se pokuste urcit, zda predloZzena latka je auxinem
Ci cytokininem. Znaceni by mélo byt patrné nejen v obvyklych mistech, ale podél celého kofene.

Material a postup:

Rostlinny materidl, chemikdlie a potfebné vybaveni:
1) Semenacky Arabidopsis thaliana sedm dnl po vykliCeni, péstované in vitro na pevném médiu. SloZeni
kultivaéniho média: 1% sachardza, 1% agar, 2,15g/I MS salts Sigma M5524, pH 5.7.
Pracovat budete s témito variantami:
5. DR5::GFP
6. DR5::GUS
7. TCS::GFP
8. TCS::GUS
2) GUS barvici roztok pfipraveny v prvni Uloze.
3) 70% ethanol.
4) Redestilovana ¢i deionizovana voda.
5) Plastové zkumavky, plastova kapatka, parafilm, stojanek na falkonky, plastova inkubacni desticka, jemna
pinzeta, pipety, Spicky, fixy, fluorescenéni mikroskop s dokumentaénim zafizenim, invertovany mikroskop a lupa
pro pribéznou kontrolu barveni GUS, tfepacka, vyhfivany inkubator.

Postup:

1) Pinzetou odeberte vidy 2x 4-5 semenackl od variant 5-8 (DR5::GFP, DR5::GUS, TCS::GFP a TCS::GUS) a
preneste je do 1 ml destilované vody v plastové desticce. Oznacte fixem jednotlivé varianty pfimo na vicko
desticky. Ke ¢tyfem variantam dostanete pridanu testovanou latku (bude Vam poskytnuta) v koncentraci 10 uM
(1 ul/1 mlvody). Druhd ¢tvetice bude kontrolni, zde nepfidavate Zadnou latku. Inkubujte alespon 2,5h hodiny na
tfepacce v pokojové teploté.

2) Po uplynuti 2,5h hodin pozorujte fluorescencni varianty DR5::GFP a TCS::GFP (vz. 5 a 7) pfimo na
fluorescenénim mikroskopu. U DR5-GUS a TCS-GUS (vz. 6 a 8) provedte barveni alespon 30 minut pfi 37°C a

vv v

prubéiné kontrolujte modré zabarveni na invertovaném mikroskopu &i lupach, stejné jako v tloze 1. V ptipadé,
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Ze je barveni jiz dobte patrné, odsajte barvici roztok pomoci plastového kapatka. Zachovejte pouzity barvici
roztok ve falkonce. Pridejte k rostlindm 70% etanol. Nasnimejte modré zabarveni na mikroskopu s pfipojenou
kamerou. V pfipadé nedostatku ¢asu staci pouze slovni hodnoceni a rozhodnuti jaky fytohormon byl predlozen.
Popiste experiment svymi slovy, dopliite obrazovou dokumentaci.
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