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1. Seznam zkratek

1-MCP
ACC
ACCD
ACCO
AVG
IAA
MTA
PGPR
SAM

1-methylcyklopropen
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
1-aminocyklopropan-1-karboxylat deaminaza
1-aminocyklopropan-1-karboxylat oxidaza
L-aminoethoxyvinylglycin

indolyl-3-octova kyselina

methylthioadenosin

Plant Growth PromotingRhizobacteria

S-adenosylmetionin



2. Uvod

Rostliny gstujeme jiz dlouhd staleti, nejen jako potravu,tale pro jejich esteticky
vzhled. Uzivanitezanych kgtin k dekoraci je spojeno s vadnutim BEaménym mnoha
vngjSimi faktory, jako jsou nevhodna teplota okolnipmstedi, nedostatek Zivin a mala
zasoba vody. Velk#ada vrjSich vlivi podporuje nebo naopak snizuje produkci rostlinnych
hormorui podilejicich se na zti&kvality fezanych ketin.

Mezi fytohormony pai také etylén, ktery hrajettezitou roli v zengdélstvi ténet od
antiky. Dle Abeles et. al (1992) pochazeji jednyepstarSich zminek o etyléenu z Bible, coz
swedéi o staro¥kych zahradnickych metodach. Etylén byl vSak ohjea diky praci ruského
védce Dimitrije Neljubova na konci 19. stoleti (Abelet al., 1992). Wil vyznam etylénu
jako fytohormonu a pomohl nam ho vnimat také jaitku se Sirokou Skalouipobeni hlavéa
v oblasti stresu u rostlin.

Etylén je  produkovan ipdevSim  negativh ovlivnénymi  rostlinami
(Abeles et al., 1992) a zpréstlkovava jejich reakce v mnoha ohledeébtu a vyvoje.
Rostlinna tk& reaguje na por&ni nebo natzné jiné stresy produkci etylénu, ktery inhibuje
rast, ovliviiuje starnuti, opadavani listplodi a pupei a vadnuti (Glick and Bashan, 1997).
Starnuti a opadavani jsou n&ibgjSi priciny ztraty kvalityiezanych ketin. Tyto procesy se
dgji hlavre pri dopraw rostlin, @i které jsou stresovany .

Studie etylénovych receptor zantiené na ovliveini vnimavosti k tomuto
fytohormonu u Arabidopsis thaliana nazn&uji negativni regulaci etylénovou odpol
(Stepanova and Ecker, 2000). Ztrata jejich funkegaai tak vytvéi rostlinu s konstitutivni
etylénovou odposdi (Knoester et al., 1998). Mutace v domérézajici etylén tak e
vytvorit rostlinu k imu necitlivou (Stearns and Glick, 2003). Moznaoaki faké zabranit jeho
negativnim dinkam je ovlivréni jeho biosyntetické drahy.

Etylén je produkovan z L-metioninuigs meziprodukty: S-adenosyl-L-metionin
(SAM) a klicovy meziprodukt jeho biosyntetické drahy 1-amindopkopan-1-karboxylovou
kyselinu (ACC) (Penrose and Glick, 2001).

ACC mize slouzit jako zdroj N, C a energie pro skupinun¥azijicich pidnich
rhizobii (PGPR, plant growth promoting rhizobaagri Tyto bakterie jsou vybaveny
enzymem ACC deamindzou (Penrose and Glick, 199d. d enzym schopny &it



cyklopropanovy kruh (Ose et al., 2003) a umozrikt wguziti ACC jako zdroj energie pro
bakterie, které tim sniZuji hladinu etylénu u stkesych rostlin.



. Cile prace

Zavedeni a optimalizace metody préieni produkce etylénuigzanych kta.
e Stanoveni optimalnich podminek préieni produkce etylénu u kih chryzantém.

e Stanoveni pibéhu vadnutifezanych kgta v zavislosti na koncentraci indolyl-3-
octové kyseliny (IAA).

* Porovnani nagiené produkce etyléniezanych keta v zavislosti na koncentraci
IAA.

e Owefeni moznosti snizeni hladiny stresového etylénuhtyzantém pomocPlant

Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR).

* Stanoveni rychlosti translokace Zpaé bakterialni kulturyEnterobacter cloaceaea Cal2

stonkem chryzantémy.



4. Literarni prehled

4.1 Charakteristika chryzantémy Oendrathema grandiflorum)

Chryzantéma,Dendrathema grandiflorum — Kitam. je ¢len celedi Asteraceae.
Pojmenovani pochazi Restiny (krus anthemon — zlaty k). Zname ji také pod nazvem
Chrysanthemum morifilium — Ramat nebénthemis grandiflorum.

Jedna se o okrasnoudinu pavodem zCiny a z Japonska, kde bylaes 2000 let
péstovana. Japonska ddia byla vysleckina z C. indicum var. procumbens x Chrysan-
Chrysanthemum zawadskii var.latilobum (Fukai et al., 1991; Teixeira da Silva, 2003).Ve
druhé polovig 17. stoleti seC.coronarium a C. segetum z&aly Skit do Asie, Stedomdi a
zapadni Afriky (Trehane, 1995).

C. coronarium var. coronatum je okrasna rostlina, zatimc@. coronarium var.
spatiosum je pouzivana ¥inské kuchyni jako zelenina. Konzumovany jsou tstikdky a listy
C. segetum. Sekundarni metabolity nachazi vyuziti v medicré&itelstvi. Jedna se n#glad
0 esencialni oleje (Schwinn et al., 1994; Akihisale 2005). V sotasné dob je znamo vice
nez 7000 kultival, které se vyuzivaji kezu jako hrnkoveé, zahrad&iisklenikoveé kétiny.

Chryzantéma je aneuploidni hexaploid stpon chromozorh 2n = 54 £+ 7 az 9
(Roxas et al., 1995; Boase et al., 1998)étia ma viaknity kéenovy systém, ktery tie za
vhodnych podminek pronikat az do hloubkyiiceti centimeti. Lodyha je velmi pevna
s charakteristickym aroma. Listy jsodidave, rozdlené na jeden terminalniayii az Sest
lateralnich lalok. VétSina chryzantém ma velké pestr&tgwsSiroké Skaly barev. Dle ptu a
umiseéni kwéta na lodyze mZeme chryzantémy rozlit do dvou kategorii: 1) standardni
typ — pouze jeden k¥ na lodyze a 2) typ pompon — vice nez jededt ka lodyze.

Spolu s#zi (Rosa) a karafiatem Dianthus) je tato kratkodenni trvalka nejvice
ekonomicky vyznamnoiezanou rostlinou na && a jednou z nejvyznandjgich okrasnych
rostlin (Robinson and Firoozabady, 1993) V Japonskteré je nej¥tSim ranim
producentem k&ta chryzantém (Boase et al., 1997),#v85 % celkové produkcgezanych
kvétin. Nasleduje Nizozemsko, Kolumbie, Italie a USA.

Celoswtova oblibenost vede k Usili Slechtitebrodukovat nové barevné éstové

modifikace této rostliny. Cilem Slechtitelstvi ngeh zneéna barvyéi tvaru kwtu, ale i



zvySeni odolnosti proti Skodlivému hmyzu, plisnim vaneposlednitadé prodlouzeni

trvanlivostirezanych ktu.

4.2 Etylén

Etylén je nejednodussi chemicka latka s biologick&tivitou. Dle Chae and Kieber
(2005) zname jeho funkci jako regulatoru rostlinméistu iblizn¢ 100 let. Uznani etylénu
jako fytohormonu fSlo az s vyvojem analytickych metod a s poznanémojbiosyntézy
(Taiz and Zeiger, 1991). Tento plynny fytohormondjdezity pro normalni vyvoj rostliny,
hraje roli @i kliceni semen, i vyvoji kvéta, pii zrani plodi a také p rastu kdeni
(Stearns and Glick, 2003). Ale vysoka hladina etylgrodukovana rychle rostoucimirkoy
vede obvykle k inhibici elongace teni. Etylén je také zodp@dny za modifikaci lisi,
zrychlenou respiraci a je to také hormon produkgvaako odpo¥d na stres
(Penrose and Glick, 1997). Produkci etylénu awdjy faktory jako teplota, vyZiva, stlo a
dalSi rostlinné hormony auxiny, kyselina abscisavé&ytokininy (Glick, 2005). MnoZstvi
etyléenu také podléha zavislosti na cirkadialnidimech (Chae and Kieber, 2005).

K tvorbé etylénu dochazi ve vSech tkanich rostliny, alengelivé tkaré produkuji
rizna mnozstvi tohoto fytohormonu. U vySSich rostién syntetizovdn z L-metioninu,
premenéného na S-adenosylmetionin pomoci enzymu SAM sgnt8AM je ACC syntazou
konvertovan na 1-aminocyklopropanki+boxylovou kyselinu (ACC) a
5"-methylthioadenosin (MTA). MTA jde do Yangova tyk kde je recyklovan na
L-metionin. Poslednim krokem je reakce, které s@agtini ACC oxidazaiemenujici ACC na
etylén, kyanid a oxid uRlity (viz. Obrazek 1). ~
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Obrazeké.1: Yandiv cyklus (gevzato ze Stearns and Glick, 2003)

Stresova syntéza etylénu probih& u rostlin jakcoeé) na mnoho negativnich viiv
Prikladem je sucho indukujici senescenci starSidit kigstliny tim, Ze dojde ke zvySené
syntéze ACC a tudiz konverzi ACC na etylén (Youngale, 2004). Mezi dalSi stresové
faktory pati také teplotni extrémy, vodni stres, mechanick8kppeni a napadeniiznymi
patogeny. Produkce etylénutiie vyvolat odpo¥d” spojenou s usychanim listvadnutim a
odumirani bugk v mist infekce. V gipac napadeni rostliny infekci je z&r@acast Skody na
rostline zpisobena spiSe zvySenou hladinou etylénu, nez patogersamotnym
(Stearns and Glick, 2003).

Pii péstovani rostlinnych tkani in vitro se etyléncaétni fistu a diferenciace. U
nékterych druli rostlin podporuje organogenezi, mapyvoj cloznich listki borovice
papr<€ité Pinus radiata (Kumar et al., 1987) a somatickou embryogenezavoknikuCoffea
canephora (Hatanaka et al., 1995Ale u wtSiny prozkoumanych drdhrostlin etylén #st a
diferenciaci inhibuje, nap rast zarodeéné kultury smrku biléhdicea glauca je inhibovan
akumulaci etylenu a GQKumar et al., 1989). Inhibice etylénu pomoci AgNadporuje

regeneraci u pSenice obecrgiticum aestivum a tabaku Nicotiana plumbaginifolia
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(Purnhauser et. al., 1987), u kiice Zea mays (Songstad et. al., 1988), tkbterych genotyf
hoi¢ice Brassica (Chi et. al., 1990), u mrkve obecBéucus carota (Roustan et. al., 1990) a
slune&nice ra&ni Helianthus annus (Chraibi et. al., 1991).

Existuje rekolik zpisohi, jak snizit hladinu stresového etylénu v rostinzmirnit tak
Skody. Jedna se Buo aplikaci syntetickych inhibitdr etylénu nebo o vyuziti bakterii
podporujicich st rostliny. DalSim zgsobem je vneseniékterého z gein inhibujicich
syntézu etylénu ffmo do rostliny. VySe zmimé zpisoby se daji vyuZzit pro studiubady

fyziologickych proces, které jsou etylénem ovli¢ny.

4.2.1 Syntetické inhibitory tvorby etylénu

Jednou z moznosti snizeni hladiny endogenniho netyjé aplikace syntetickych
inhibitora tvorby etylénu. Mezi antagonisty tvorby etylénutipazejména ionty s$tbra,
aplikované ve forra AgNQOs;, jez podporuje regeneraci rfapu Daucus carota
(Roustan et al., 1990) aHelianthus anuus (Chraibi et al., 1991), nebo ve fo¥nhg,S;0:s.
Inhibice pomoci dughanuci thiosiranu gibrného znemozni vazbu etylénu na vazebné misto,
ale je velmi specificka a nerhe byt indukovana jinymi kovovymi kationty
(Taiz and Zeiger, 1991).

Také oxid uhlkity ve vysokych koncentracich (5-10%) inhibuje maaliinka etylénu
nagiklad indukci zrani ploél Jako dalSi syntetické inhibitory se pouzivaji &tdvé ionty,
které inhibuji ACC syntazu (Chraibi et al., 1998)ezi inhibitory biosyntézy etylénu také
pati a-aminoméselna kyselina a nikelnaté ionty (Zhang\afug 2003). K latkam inhibujicim
ACC syntdzu pdt i aminoethoxyvinylglycin (AVG) (Nara and Takeuch2002;
Pua et al., 1996). Tato latka snizuje hladinu etylém, Ze inhibuje aktivitu ACC syntazy.
Obecrt inhibuje enzymy, které pouzivaji jako kofaktor igpixalfosfat a mezi &ipraw ACC
syntdza pdat (Capitani et al.,, 2002). Déle semibeme z#adit nag. aminooxyoctovou
kyselinu (AOA) (Taiz and Zeiger, 1991), L-vinylgiyc(Satoh and Young, 1989), polyaminy
(nap. putrescin, spermidin a spermin), kyselinu satiegi (Li et al, 1991). DalSimi
inhibitory tvorby etylénu jsou derivaty cyklopropenjako napiklad 1-methylcyklopropen,
blokujici receptory etylénu a naslédeho aktivitu (Saleh-Lakha et al., 2005). OvSerkdyZz
je 1-MCP mén nebezpény, nez nap AVG, piesto bylo zji&no, Ze jeho derivaty jsou také
toxické (Ma et al., 2003) a mé&stabilni g UV pod 366 nm (Maier et al., 2000), coz limituje

jejich pouziti pouze pro skleniky.
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4.3 Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)

Pro pidni bakterie a bakterie kolonizujici rhizosféru ¢esto pouzivd néazeRlant
Growth Promoting Rhizobacteria (Kloepper et al., 1989). Jedna seupisly bakterii, které
jsou réjakym zpisobem prosggné rostlinam # rastu. NejvyznaméSimi rody fadicimi se
mezi tyto bakterie jsouAzotobacter, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas a Rhizobium
(Glick and Penrose, 1998). Podporujstr rostlin déma fiznymi mechanismy a to Hu
piimym nebo neffmym zpisobem (Penrose and Glick, 2001).

Pfi pfimé podpee zasobuji bakterie rostlinu skmninami, které syntetizuji nebo
usnadiuji jejich pijem z prostedi. Mohou fixovat atmosféricky dusik a poskytovad
rostline v organické formy, syntetizovat siderofory schopné rozpétstnak nerozpustné
trojmocné Zelezo viulé a tim ho zpistupuji rostliné anebo syntetizuji rostlinné hormony
veetrg auxini (IAA) (Steven et al., 1998).

Pfi nepgimé podpée syntetizuji antibiotika, nebo jinak zabugi patogeim inhibovat
rast rostliny (Nie et al., 2002). Jiné druhy baktegtetizuji enzymy s lytickymdinkem na
bungéné stny hub patogennich pro rostlinu. Jedna seikkga o chitindzup-1,3-glukanazu,
proteazi lipazu (Chernin et al., 1995).

Nekteré bakterie jsou schopny produkovat enzym 1-anyklopropan-1-karboxylat
deaminazu (ACCD) a diky jeji pomoci sniZuji hladietylénu gimo v rostlirg.(Glick, 2005)
Tyto bakterie také poméhaji rostlindm rostoucim stanych @dach pekonavat stres
(Mayak et al., 2004).

4.3.1 1-aminocyklopropan-1-karboxylat deaminaza (ACD)

Enzym 1-aminocyklopropan-1-karboxylat deamindza B¢ sniZuje hladinu
ethylenu &tpenim ACC, prekurzoru syntézy etylénu, na amoniaka-Betobutyrat
(Hall et al., 1996). PGPR bakterie produkujici ACE®vazi na buiné stny semena nebo
korene rostliny. Na mista jsou bakterie lakany cheraganty (latky pitahujici pidni
bakterie) produkovanymi rostlinou. Jako atraktgmigobi hlavé aminokyselina tryptofan a
jiné malé molekuly (Gtk et al., 1998). Rsedlé PGPR bakterie produkuji a wWydji
indolyl-3-octovou kyselinu (IAA) (Patten and Glick996), ktera vstupuje do rostliny a
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stejre jako endogenni IAA stimuluje nejeist a proliferaci rostlinnych bék, ale i aktivitu
ACC syntazy. To vede ke zvySené stimulaci biosyckét drahy etylénu. Kéovy
meziprodukt této drahy, vyprodukovana ACC, je odabt rostliny a bakterie jej hydrolyzuje
pomoci ACC deaminazy na amoniakogketobutyrat (viz. Obrazek 2). Bakterie sniZuje
koncentraci ACC v okoli rostliny, ktera je tim naeev zajmu zachovani rovnovahy mezi
vnitini a vrEjSi hladinou ACC vyldovat vice ACC. Odebirani endogenni ACC ma za
nasledek sniZzeni produkce vlastniho etylénu a udi¥ tneinhibuje st rostliny a kéen
(Glick et al., 1998).

Amino Acids

xudation

Cell Elongation
And Proliferation

[AA ~a—1

SAM

l&cc Synthase }:

ACC

i\CC Oxidase

Ethylene

|

Root Elongation

stobutyrate

Plant
Growth-Promoting
Bacterium

Plant Seed
or Root

Obrazeké.2: Schopnost PGPR sniZzovat hladinu rostlinnéhtéety (gevzato z Penrose and
Glick, 2001)

Deaminaza 1-aminocyklopropan-1-karboxylové kysel(®&WCCD) je enzym poprvé
objeveny v bakteriiPseudomonas sp. ACP a kvasincédansenula saturnus v roce 1978
Honmou a Shimomurou (Honma and Shimomura, 1978&led& byl tento enzym nalezen u
fady bakterii (rodyPseudomonas, Enterobacter), hub @enicillium citrinum) a kvasinek
(Fujino et al., 2004). ACC deaminaza se nachéai&dy kmeii pidnich bakterii a jakékoli
bakterie s ACCD aktivitou by &a byt nazyvana PGPR (Glick et al., 1998). Tentoyemje
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schopen snizovat hladinu ACC vikoech rostliny sdruzenych s PGPR a tim tedy sniZzova
hladinu etylénu. Rkladem je mikroorganismusPseudomonas putida UW4 schopny
podporovat st rostlin i riznych stresechéetné zaplav, sucha a zvySeného obsatziyich
kovu v padé (Hontzeas et al., 2004).

ACC deaminaza ma ale k ACC mnohem mensi afinitd, A€C oxidaza, ktera jej
pieménuje na etylén. ACC deaminazaibe sowtZit o substrat s ACC oxidazou pouze tehdy,
je-li ji 100-1000 krat vice. Tato skuéteost je velmi pravébodobna, protoze ACC oxidaza je
enzym indukovany iitomnosti ACC a ve zdraveé, nesenescentni rostlikaéi se tudiz
vyskytuje jen ve velmi nizkych koncentracich (GJi@005), takze tisicinasobek koncentrace
ACCD muze bakterie snadno doséhnout.

Geny kodujici ACC deaminazu byly izolovany z vel&éhpaitu padnich
mikroorganisni. Nasleds byly nekteré z¥chto gemm exprimovany v bakteriich
(Holguin and Glick, 2001), mezi které patnagiklad Enterobacter cloaceae Cal2,

E. cloaceae UW4 (Shah et al, 1998). Expresehto geri byla vyzkouSena také v rostlinach
(Klee et al., 1991). Gen pro ACC deaminazu b@ngesen Pseudomonas sp. SG5 do rostlin
rajcete, a tak byly ziskany plody s oddalenym zraninedket al., 1991). Transgenni rostliny
rajcat exprimovaly ACC deaminazu a tim byly chfiay proti stresu vyvolanémuzkymi
kovy (Grichko et al., 2000) nebo zaplavenim vod@tidhko and Glick, 2001).
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5. Material, média a metody

5.1 Material

5.1.1 Rostlinny materidl

Pro pokusy s genim produkce etylénu a pro pokusy s vadnutim pglyzityiezané
kvéty Dendrathema grandiflorum var. Sunny euro. Jednd se o standardni typ pttékv
chryzantémy s jednim terminalnim dtem Zluté barvy. Rostliny byly transportovany a

nasledg uchovavany v chladicim boxuid2°C.

5.1.2 Bakterialni kultury

Pro pokusy s vadnutim a pro pokusy &enim produkce etylénu byl pouzit kmen
Enterobacter cloaceae Cal 2, ktery byl ziskan od Prof. Glicka, B.R., \aisity of Waterloo,
Canada (Nie et al., 2002).

5.2 Média

5.2.1 Riprava médii a agarovych md

Jednotlivé slozky média byly navadZzeny na analytitkyahach Kern 770 &ipraveno
médium. Nasledn bylo upraveno pH a fglan agar. Médium s upravenym pH bylo
sterilizovano v autoklavu Astell (program Liquid dd). Sterilizované médium bylo
ponechano vychladnout na 70°C a nasteuinéno do zkumavek po 7 ml a Petriho misek po
20 ml. Zkumavky s médiem byly uzgny kovovymi uza¥ry a ogtovré klavovany stejnym
zpasobem. Po klavovani byly zkumavky ponechany ztuhraikmé poloze. Petriho misky
byly po naliti média uzaeny a ponechanyiplaboratorni teplat vyschnout po dobu 48
hodin. Na komplexni médium bylykkovany bakterialni kultury ze zasobnich konzererét

byly nasleds pireatkovavany na TY médium.

16



5.2.2 Médium pro bakterialni kultury

Komplexni médium

Masovy extrakt (DUCHEFA) 10 g/l

Pepton (Oxoid) 109/l

NacCl 59/l

pH 7,0

Agar (fa Kulich HK) 15 g/l (do tekutého média seitddoval)

TY médium — universalni médium pro kultivaci rhizokeakt

Trypton (DUCHEFA) 59/l

Kvasinkovy extrakt (SERVA) 39/l

CaCbh * 2 H,O 0,1 g/l

pH 7,2

Agar (fa Kulich HK) 15 g/l (do tekutého média seitdgoval)
5.3 Metody

5.3.1 Fiprava bakterii

5.3.1.1 Kultivace

Kultura Enterobacter cloaceae Cal2 byla skladovana v chladoe @i 7°C. Kultura
byla nagkovana na pevné TY médium, kde byla kultivovanéabaratorni teploty. Kultivace
probihala po dobu 72 hodin. Néslédnyla kultura asepticky ipatkovana na tekuté TY
médium a ponechana 72-96 hodin rep&ce GFL 1083. Bakterialni linie byla udrZzovana

preatkovavanim na Petriho miskach s komplexnim médiem.
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5.3.1.2 Riprava kultury

Bakterialni kultureE. cloaceae Cal2 byla gstovana 72 hodin na tekutém TY médiu na
tiepace @i teplog 24°C. Nasled&ibyla zneérena spektrometrem SPEKOL 11 absorbarice p
vinové délce 600 nm. Naftenacisla byla pouzita pro vyget koncentrace bakterii ze vztahu
n=A*24*10, kden je patet bakterii na 1 ml bakterialni suspenzeé\ ge rozdil
absorbance vzorku a blankti p = 600 nm.

Pro vyloweni vlivu média na vadnuti ko byly bakterialni kultury po zggeni
centrifugovany Sigma 3K30 (19998 RCF; 6°C; 10 minuesuspendovany ve sterilni
destilované vo&la znovu centrifugovany a resuspendovany ve stefdstilované vodl a tak
zbaveny zbytik média. Do kazdé barky bylo pridano takové mnoZzZstvi bakteridlni suspenze,
aby vysledna koncentrace byla’bakterii na ml roztoku.

5.3.3 Fiprava rostlin

Jednotlivé rostlinky byly po zakoupeni undfsf do chladiciho boxu SANYO a
uchovavany \erstvém stavu. #d pokusem byly jednotlivé Kty umistény do
Erlenmeyerovy higky s chladnou vodou a ponechany 1-2 hodiny tem@rpv laboratorni
teplog.

Pro pokus byly vybrany Kty stejné velikosti. Két byl Sikmo wiznut Ziletkou 6 cm
pod kwtnim lizkem, byly odstraimy listy z lodyhy, oplachnuty destilovanou vodowtd®
byly kvéty zvazeny na analytickych vahach a nakodmedtleny do gipravenych bariek
s @islusnymi roztoky. Lodyhy k&ti umistnych do bariek o objemu 4,5 ml bylyiekryty
parafiimem, aby nedochazelo k otéipaani roztok, které byly dopiovany dle paeby ze

zasobnich roztak

5.3.4 Méieni produkce etylénu rostlin biomasou chryzantém

5.3.4.1 Riprava zasobniho roztoku indolyl-3-octové kyselinylAA)
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Nejprve byl gipraven zasobni roztok rozpasim gisluSného mnozstvi kyseliny
indolyl-3-octové (IAA) DUCHEFA v 1M NaOH o vyslednéoncentraci 400Qug/ml, ktery
byl nasleds rozpipetovan dle tabulky. 1. MnoZstvi IAA bylo navdZeno na analytickych
vahach a pipravenarada zkumavek o koncentracich 1AA (4000 mg/l; 30a@1m.500 mg/l;
300 mg/l a 60 mg/l) a jako negativni kontrola sibubanicky s destilovanou vodou. DalSi
sada bariek obsahovala stejnou koncentraci I1AA, ovSem tendtok bakterialni kulturou
Enterobacter cloaceae Cal2 v koncentraci Pakterii/ml roztoku.

Kvéty byly umisény do nadob dle nasledujiciho schématu:

Cislo | Patet bankek | Vysledna koncentrace Pfitomno*st Popis
sady v sad IAA (ug/ml) bakterii
1 3 4000 -
2 3 4000 +
3 3 3000 -
4 3 3000 +
5 3 1500 -
6 3 1500 +
7 3 300 -
8 3 300 +
9 3 60 -
10 3 60 +
1 3 0 ] Negativni kontola
(destilovana voda)
12 3 0 +

Tabulka¢. 1 — Schéma uspédani pokusuye vysledné koncentraci 1Bakterii/ml

Jednotlivé kéty byly umistny do gislusnych sklenic dale nazyvanych ,etylénky*
(viz Obrézeke. 3) o objemu 270 ml. Vzorky byly ponechany d¢ené (viz Obrazek. 4).
Pred nefenim produkce etylénu byly zaviraniepré na 60 minut (viz Obrazek 5). Mezi
uzawenim jednotlivych vzork byl interval 130 vt&n, coZz je doba odpovidajici zieni

vzorku plynovym chromatografem.
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Obrazeks. 3: Jednotlivé dily ,etylénky*

Obrazek:. 4: Otevena ,etylénka“
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Obrazeke. 5: Uzavena ,etylénka“

5.3.4.2 Riprava a méireni vzorki

Z uzavenych ,etylének” byl po 60 minutach odebran vzopgknu 200pul, ktery byl
vpichnut do inletu plynového chromatografu Agil&d890 s FID detektorem. Naitienée
hodnoty v ppm bylyadre opsany a dale statisticky zpracovany. Plynovy wtatmgraf byl
kalibrovan na vzduSny methan, ktery neni schopranikood etylénu odiit a kalibrainim

plynem 10 ppm etylénu v syntetickém vzduchu.

5.3.5 M&feni rychlosti pribéhu vadnuti Fezanych kwtia chryzantém

Jednotlivé kety byly méreny a fotografovany v gadi podle tabulkg. 1. Fotografie
byly porizovany po 12ti hodinach fotoaparatem &na Olympus E-500. Rostliny byly
uchovavany v kultivénim boxu pi teplog 23°C a fotoperiodou 16 hodin&la/ 8 hodin tma.
Jednotlivé exempté byly od sebe odteny, aby se vzajengnneovliviiovaly produkci
etylénu.

Ze ziskanych fotografii byl 2n¢ zjiSten stav k¥ta po ukitych ¢asovych intervalech

a vyhodnocen podle sestavené stupnice vadnuti.
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Stupei ¢. 1 —cerstvy kvt (viz Obrazelk.6)
Stupei ¢. 2 — ndznak sklopeni spodnich &taich platki (viz Obrazeke.7)

Stupéi ¢. 3 — sklopeni spodnich oetwich platki, naznak ohybani stonku
(viz Obrazek:.8)

Stupéi ¢. 4 — ohnuti stonku (viz Obrazelo)

Stupe ¢. 5 — ohnuti vSech oktnich listky, zatatek hrdnuti stonku (viz Obrazek
¢.10)

Stupéi ¢. 6 — zlomeni stonku, jeho &nuti stonku a hfdnuti stedovécasti kwtu
(viz Obrazeks.11)

Obrazeke. 6: 1. stup# vadnuti Obrazekr: 2. stupg vadnuti
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Obrazelke. 8: 3. stup# vadnuti ObrazelQ: 4. stupg vadnuti

Obrazelke. 10: 5. stupe vadnuti Obrazekl1: 6. stupe vadnuti
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5.4 Méreni rychlosti translokace zng&ené kultury bakterii Enterobacter cloaceae Cal2

5.4.1 Riprava znaené kultury bakterii Enterobacter cloaceae Cal2

Z narostlé kulturyEnterobacter cloaceae Cal2 bylo odebrano 0,5 ml inokula a
preatkovano na tekuté TY médium, které bylo ponechartiviavat pres noc. Naslednbylo
pfidano 50 ul L-[4,5-*H] Leucinu Amersham zianého tritiem a ponechandes noc
kultivovat na tepace. Nasled& byla kultura zcentrifugovana, resuspendovana eeilrsi
destilované vo&la znovu centrifugovana a resuspendovana ve stdabtilované vog a tak
zbaveny zbytk média. Do baky se znaenou kulturou bakterii byly umisty rezané kuty

chryzantém.

5.4.2 Riprava vzorka pro méreni rychlosti translokace

Rezané kwty chryzantémy byly oSkny zn&enou kulturouEnterobacter cloaceae
Cal2. Dle casového schématu byly odebirany a stonek (6 cm)rdmfezan po 0,5 cm.

Jednotlivé vzorky byly vioZeny do eppendorfky aitgabcintilasnim roztokem Ecolunié
ICN. Znaieni bylo znéteno na pistroji Packard Counter (Tri-carb 2900 TR).
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6.Vysledky
6.1 Pnibéh vadnuti Fezanych kwtia chryzantémy

Ze ziskanych gmmérnych hodnot vynesenych do gradislo 1 vypliva, Ze kity
umisgné v roztocich ouznych koncentracich 1AA (c= 60, 300, 1500, 3000080ug/ml)
vadly rychleji nez negativni kontrola (&y umistné v destilované va&l a to ve vSech
piipadech¢imz byl potvrzen fedpoklad zavislosti miry senescence na koncenp@agzité
IAA.

U vS8ech koncentraci IAA se rozdily v rychlosti vatnmenily v zavislosti natase. Na
zatatku pokusu byly rozdily mezi jednotlivymi skupinemepatrné nebo Zzadné, ale
v zavislosti na koncentraci IAA Zaly byt po rkolika ¢asovych Usecich patrné rozdily, které
se postupemiasu jest zveétSovaly.

Z grafu ¢islo 2 je Zejmeé, Ze v roztocich IAA s bakterialnim kmend&mterobacter
cloaceae Cal2 byl také udrzovan trend rychlosti vadnuti @dpajici koncentraci I1AA, ale
piidand bakterialni kultura zpomalovala vadnuti vechs koncentracich. Nejvice je tento
rozdil patrny u koncentraci IAA 60, 300 a 15a9ml.

Kvéty stimulované k vadnuti roztoky IAA o koncentrdci®000 a 300Q.g/ml dosahly
koneného stadia vadnuti dasech 78 a 83 hodin od g@dku oSeteni. KWt oSeteny 1AA
v koncentraci 150Qg/ml vadl véase 108 hodin a kv oSeteny koncentraci IAA 30@g/ml
dosahl 6 stuphvadnuti také ¥ase 114 hodin. U koncentraci IAA 60 au@/ml nebylo
v danémc¢asovém intervalu dosazeno kéného stupé vadnuti, ale po 120 hodinach bylo
dosazeno patého a druhého stupadnuti (viz. grat. 1).

Za pritomnosti bakteriiEnterobacter cloaceae Cal2 v odpovidajicich koncentracich
IAA byl konetny stupé& vadnuti dosazen u koncentraci 4000, 3000 a 1s0®l v ¢asech:
76, 108 a 116 hodin. U koncentraci IAA 300, 60 agdml nebylo dosazeno kofreeho
stupré vadnuti v danémiasovém intervalu (viz. graf 2), ale bylo dosazeno patého sttpn

koncentraci IAA 300 a 6Qg/ml a druhého stugnvadnuti u koncentrace IAA @g/ml.
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Stypeit vadnutl

Graf ¢. 1 : Prabéh vadnuti k¢t Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroipoSeteni

vodou a IAA (c = 0, 60, 300, 1500, 3000, 4Q@gml).

Stypeit vadnutl

Graf ¢. 2 : Prabéh vadnuti k¢t Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroipoSeteni
bakterialnim kmener&nterobacter cloaceae Cal2 a IAA (c = 0, 60, 300, 1500,3000, 4000
ug/ml).
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6.2 Méieni produkce etylénu uirezanych kwta chryzantémy

V grafechcislo 3 a 4 jsou prezentovany z§isé pamérné hodnoty produkce etylénu
(viz také grafy 4-10, kde jednotlivé body znamgi primérné hodnoty (zeit meéteni)

s vynesenymi s#rodatnymi odchylkami.), z kterych jefggmy nafist produkce etylénu u
jednotlivych sad se stoupajici koncentraci IAA (c68, 300, 1500, 3000, 4000g/ml)

Vv porovnani s negativni kontrolou Ky v destilované vog). Tento trend je patrny i za
pritomnosti bakteriiEnterobacter cloaceae Cal2 u stejnych koncentraci IAA, ale dosazené
hodnoty produkce etylénu jsotilgizné polovicni.

U koncentrace IAA 400Qg/ml bylo maximum produkce zaznamenano ve 22. odin
od paatku oSaieni. U téZze koncentrace zétpmnosti bakterialniho kmene byl zggtstejny
¢as maxima produkce. (viz graf5). U koncentrace IAA 300Qug/ml bylo maximum
produkce zaznamenano ve 18. hedid téZe koncentrace zéifpmnosti bakterialniho kmene
byl zjistén stejnycas maxima produkce(viz gr&f6). U koncentrace IAA 150Qg/ml bylo
maximum produkce zaznamenano v 18. hadity téze koncentrace zafif@mnosti
bakterialniho kmene byl zji& ¢as maxima ve 24. hodin(viz graf¢.7). U koncentrace 1AA
300 ug/ml bylo maximum produkce zaznamenano ve 38. kodihtéZe koncentrace za
piitomnosti bakterialniho kmene byl zjigt stejny¢as maxima produkce (viz gréf 8). U
koncentrace IAA 6Qug/ml bylo maximum zaznamenano v 50. h@did téZe koncentrace za
piitomnosti bakterialniho kmene byl zfigtstejnyéas maxima produkce (viz grai).

Ucinnost redukce hladiny etylénu je nejmarkajihpri porovnani vzork bez 1AA,
kdy u kwtin ve vod bylo maximum zji&no ve 38. hodi&ia za pitomnosti bakterii ve vad
(bez 1AA), kde nebyla hladina etylénubec ngfitelna (viz grafc.10).

Z nantfenych dat Ize obe¢ntici, Ze produkce etylénu vykazuje u vysokych
koncentraci I1AA (c = 4000, 3000 a 15@@/ml) paiateiny strmy nahst bthem 18. — 24,
hodiny od pdatku oSateni. U koncentraci IAA (c = 300 a G@®/ml) a u kontrolnich sad
s pidanym bakterialnim kmenem dochazi k posunuti makim produkce etylénu ke

vzdalergjSim casim.

27



w
(]

)

2,5

2,0

1,57

1,0

Produkce etylenu [ulfgihod

0,51

Graf ¢. 3: Pribéh produkce etylénu Ky Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroip

oSeteni vodou (negativni kontrola ) a IAA (c = 0, 60031500, 3000, 4000y/ml).
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Graf €. 4 : Pribéh produkce etylénu K¢y Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroip
oSeteni bakterialnim kmenelnterobacter cloaceae Cal2 a IAA (c = 0, 60, 300, 1500, 3000,
4000ug/ml).
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Graf ¢. 5: Prib¢h produkce etylénu Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroipoSeteni

voda + IAA erna),E. Cloaceae Cal2 + IAA (Cervend) a negativni kontroly (modrd).
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Graf €. 6: Pribéh produkce etylénu Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroipoSeteni

voda + IAA (ernd),E. Cloaceae Cal2 + IAA (ervend) a negativni kontroly (modrd).
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Graf ¢&. 7: Prabéh produkce etylénu Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroipoSeteni
voda + IAA erna),E. Cloaceae Cal2 + IAA (Cervend) a negativni kontroly (modrd).
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Graf ¢. 8: Pribéh produkce etylénu Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroipoSeteni

voda + IAA Cernd)E. Cloaceae Cal2 + IAA (Cervena) a negativni kontroly (modra).
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Graf ¢. 9: Pribéh produkce etylénu Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroipoSeteni

voda + IAA erna)E. Cloaceae Cal2 + IAA (ervend) a negativni kontroly (modra).
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Graf ¢. 10: Prab¢h produkce etylénu Dendrathema grandiflorum var. Sunny euroip

oSeteni negativni kontrola (modrala Cloaceae Cal2 ¢ervena).
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6.3 Méieni rychlosti translokace zn&ené kultury bakterii Enterobacter cloaceae Cal2

Do grafu ¢islo 11 byly vyneseny natfené hodnoty (body ipdstavuji jednotliva
meteni) translokace zdané bakterialni kulturgnterobacter cloaceae Cal2. Z nanmtenych
hodnot je patrny viistajici pget zn&enych bakterii ve vzdalggich ¢astech stonku (blize

kvétu) scasem.

1000
Bakteriemi urazena vzdalenost stonkem

800 - Q. ——— ‘1,5 h
Y (Retereerevats (sHO0O00 « 3h

L & v 12h

600 - O v 18 h

CPM

400 -

200 -

-200 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 8 7

Vzdalenost [cm]
Graf ¢. 11:Translokace zrigenych bakteriEnterobacter cloaceae Cal2 stonkem chryzantémy

Dendrathema grandiflorum var. Sunny euro.
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7. Diskuze

7.1 Priabéh vadnuti Fezanych kwtia chryzantémy

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo¢eni piibéhu vadnutitezanych kgta
chryzantémy Dendrathema grandiflorum var. Sunny euro o&enych roztoky o tzné
koncentraci kyseliny indolyl-3-octové (IAA) a zjiti, zda bakteridenterobacter cloaceae
Cal2 mize svym fisobenim sniZzovat hladinu stresového etylénéchitd fezanych kutech.
Domnivame se, Ze aplikace roztokichto bakterii Mize uftezanych rostlin oddalit dobu
vadnuti.

Vyhodnocenim fotografii kitin oSetenych vodou a IAA dle @dené stupnice vadnuti
byl potvrzen pedpoklad zavislosti rychlosti senescence na poukiécentraci IAA
(Malloch and Osborne, 1976). Tento &akoresponduje s vysledky uvedené Novakovou
(2003), ktera ve své praci pouzila kultivar Delistallow. Oba kultivary vSak vykazufadu
odlisnosti.

Varieta Sunny euro ma rychlejSi apth vadnuti a také morfologické projevy
senescence se liSi. Dle Novakové (2003) dochaziltivikru Delistar Yellow k postupnému
sklapeni okwtnich platki. Podobny trend Ize pozorovat i u variety Sunnyoeltera v3ak
brzy reaguje i ohybanim stonkuii Bsrovnani obou kultivdir je patrny rozdilny posr
velikosti kwta a ptiméru stonku. Nicmé# i Novakova ve své praci pozorovala stgjjako
v této praci rozdil mezi chryzantémami stimulovankmadnuti iznymi koncentracemi I1AA
a sadami stejnych koncentraci IAA zZ@pmnosti bakterii.

Vadnuti chryzantém o&enhych indolyl-3-octovou kyselinou (IAA) a baktendén
kmenemE. cloaceae Cal2 vykazovalo stejné morfologické projevy senaseejako i
oSeteni vodou a IAA, avSakifgané bakterie vadnuti oddalovaly. Trend je parejnéna v
nizSich koncentracich IAA. 1-aminocyklopopan-1-ladova kyselina je kéiovym
meziproduktem biosyntetické drahy etylénu, kteratjmulovana IAA, a proto existuje vztah
mezi koncentraci endogenni IAA a naslednou prodekgiénu. Pokud je ovSem v roztoku
piitomna i bakterie schopn&pit ACC, sniZuje se hladina vyvijeného etylénu drusi se

oddaluje. B velmi vysokych koncentracich IAA jiz ale bakterieejsou schopny ACC

33



odebirat a kdty vadnou uply, vSak s wtitym casovym zpozéhim. Uvedené z&vy jsou

v souladu i s praci Jatleové (2004) na kultivaru Benny Jolink.

7.2 Méreni produkce etylénu urezanych kwtia chryzantémy

U vSech dosud zkoumanych diutostlin je nafist produkce etylénu prvni znamkou
biochemickych pochad spojenych se starnutim nebo se stresem rostlinmébanismu
(Woodson and Jones, 2003), a proto byla dagi prace zasiiena na detekci produkovaného
etyléenu a jeho nasledné mozné sniZzeni pomoci ni@aoesmuEnterobacter cloaceae Cal2,
ktery nese gen pro ACC deaminazu a je schopen tvterninocyklopropan-1-karboxylovou
kyselinu jako zdroj energie a tim snizovat hladiolioto plynného fytohormonu.

Hladina nefeného etylénu vykazovala plynuly 6ar v zavislosti na pouzité
koncentraci I1AA u jednotlivych sad, coz potvrzujéegpoklad, ze IAA stimuluje ACC
syntdzu ke zvySené tvarlACC (Glick et al., 1998). Dle cekavani byly nejvyssi hodnoty
produkce etylénu zji8hy pfi nejwetSich koncentracich IAA v porovnani s negativnitkolou
(kvéty v destilované vog), coz je ve shagds metenim produkce etylénu karafialianthus
sp. Také byl prokazan rozdil mezi karafiatem uénign v destilované vada karafiatem
stimulovanym IAA (Serano and Romojaro, 1991). OvSemaximum produkce etylénu u
chryzantémy bylo ve 2. dnu, kdeZto u karafiatu bgkximalni produkce posunuta do 5. dne.

Kinetika produkce etylénu vykazovala gaecny strmy naiist, shodny u vysSich
koncentraci 1AA, ktery byl nasledovan poklesem pitazk. Tento trend je patrny u vSech
koncentraci, avSak jeho strmost a dosazené maxirhaliinoty produkce jsou zavislé na
pouzité koncentraci IAA. Maximum produkce¢faného etylénu koresponduje s dosazenim
koneného stupé vadnuti. Ve vysokych koncentracich IAA bylo detefoo jest |
sekundarni maximum, které je patrrpisobeno zrnami pigmentového sloZzeni a &nami
na buréné Urovni diky psobeni stresu (Fukai et al, 2007). Tento jev nastékarafiatu p
zvySené hladid etylénu kthem 3. az 4. dne po utrzeni a m4 za nasledekstvriskozity
lipidovych membran (John et al, 1982) a uwoln karotenoid, obsazenych v K¢nich
platcich, které jsou nasletlioxidovany a vznik&ada &kavych slozek skreslujicich samotné
meieni hladiny etylénu, protoZze maji stejny reét@itas jako etylén.

Pri aplikaci bakteridlniho kmen&nterobacter cloaceae Cal2 se pod#lo prokazat
acinnost jeho ACC deamindzy u vSech koncentraci,ma dhiZzeni hladiny etylénu, coz
znamenalo sniZeni stresu a oddaleni senescencesé& godidlo prokazat jeho translokaci od
baze (tedyezu) stonkem ke Ksu.
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Pt porovnani k¢tu umistného jen ve vog (negativni kontroly) a kstu umistného
ve vodt s bakterialni kulturou nebyla u sady s mikroorgameém narétena produkce etylénu,
coz s¥d¢i o mimadadné dinnosti ACC deaminazyifitomné bakterie. Na&iené hodnoty
koreluji se stanovenymi stupni vadnulti.

Snizeni hladiny etylénu pomoci ACCD u chryzantémijezité nejenom z hlediska
fyziologického, ale pedevsim z hlediska jejiho globé&ekonomického vyznamu na trhu
s okrasnymi ketinami. Domnivame se, Ze PGPR by mohly nahradivamii toxickych
inhibitord vadnuti.
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8. Zawvér

* Byla zavedena a optimalizovana metoda pr&remi produkce etylénu éezanych
kvéta.

* Byly stanoveny optimalni podminky prodieni produkce etylénu u kti chryzantém.

* Byl stanoven pibéh vadnutifezanych kuta v zavislosti na koncentraci indoly-3-
octove kyseliny (IAA).

* Byly porovnhany nam&ené produkce etylénuezanych kwta v zavislosti na
koncentraci IAA.

* Byla owiena moznost sniZeni hladiny stresového etylénuyzahtém pomocPlant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR).

* Byla stanovena rychlost translokace &@r& bakterialni kulturfnterobacter cloaceaea Cal2

stonkem chryzantémy.
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