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1 Seznam pouzitych zkratek
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2 Cile prace
Za hlavni cile diplomové prace bylo stanoveno:
1. Shromazdit dostupné zdroje a vypracovat literaSersi na dané téma.

2. Otestovat vybrandéstové regulatory a jejich kombinace na defoliacilbiu.
3. Shrnout ziskané vysledky do diplomové prace.
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3 Uvod

Hlavnim Ukolem této diplomové prace je zpracouéerarni reSerSe na dané téma,
testovani latekn vivo a stanoveni jejichdinku na defoliaci baviniku. Diplomova prace je
rozcklena na d¥ hlavnicasti.

Teoretickacast zahrnuje podrobné zpracovaileditych fytohormofi. Ma prace je
zan®iena na auxiny, cytokininy a brassinosteroidy, f@tiksou testovany. Dale je v této
casti rozpracovan ethylen. Je to nejjednodussi,ddlasamy fytohormon. &koliv je jeho
struktura velice jednoduchagastni se u rostlintznych vyvojovych procés & uz jde
o starnuti nebo o opad iis Produkci ethylenu mohou stimulovat ptdauxiny,
cytokininy, brassinosteroidy aj. Ve skat®sti bylo zjiS¢éno, Ze celd&ada reakci, které
byly kdysi gifazovany pra¥ auxinim, nastala diky ethylenu. Z&vtéto casti se ¥nuje
samotnému bavlniku a latkam vyuzivanydh jpho defoliaci. Bavinik p&t mezi jednu
z nejstarsich, ale nejvyznagjgich rostlin. Je hoghvyuZivan nejen pro tvorbuirgdnych
vlaken, kterd se vyuZivaji v textilnimtpnyslu, ale i pro jeho semena, kterd obsahuji olej
vyuZiva stale réni sklizei. Ve WtSiné zemi se ovSem vyuziva sklizenechanicka, kde je
nutné nejiive odstranit listy, které &tuji ¢iSténi baviny. RBi defoliaci baviniku
se vyuziva celd#ada latek, které mohou byizrné kombinovany. Mezi zname defolianty
pati nag. Harvade 57, Folex Finish aj. S@sti €chto latek je dimethipin, tribufos,
ethephon, thidiazuron afadi se mezi cytokininy.

V praktické ¢asti jsou podrobh zpracovany vysledky vSech latek aplikovanych
na bavinik za &lem jeho defoliace. VSe je zaznamenano do ugraf tabulek
a dokumentovano fotkami. Byly aplikovany auxiny,taigniny, brassinosteroidy, ale
i jejich kombinace. Ukolem této diplomové prace tggly testovani latekn vivo a

stanoveni jejich &inku na defoliaci baviniku.
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4 Teoretickacdast

4.1 Fytohormony

Fytohormony, nebo-li rostlinné hormony, fiamezi organické nizkomolekularni
sloweniny. Mnohdy byvaji nazyvanyastovymi latkami nebo-li irstovymi regulatory.
Jejich misobeni se netyka jen reguladstu a vyvoje, ale i jinych procés

Fytohormony jsou ifrodni latky, které fisobi v mist svého vzniku nebo i v jinych
¢astech rostliny, do kterych jsou transportovanyangport je uskutemén 2-ma cestami
a to bul’ vodivymi drahami na dlouhé vzdalenosti nebodtagm transportem na kratke
vzdalenosti.

Rostlinné hormony maji funkci regdlsich signal. Nejprve se vazou na receptor
umisgény na membrah a signél je dale ipnaSen do hiky systémem druhych pdsl
(second messengemebo dochazi kipmému pronikani do hiky, kde se vazi
na rozpustny receptor v cytoplaznbochazi tedy ke vzniku komplexu, ktery dale pkani
do burgéného jadra a zde vyvola 2mu v expresi e&kterych gef nebo zngnu
transmembranového transportu. ZjednodaSesteno misobi jako penaSée signalu
z vrejSiho prostedi do rostliny.

Zname pt zakladnich typ fytohormori, které jsou v rostlinachifgomny ve velmi
nizkych koncentracich (10- 10° M i niz&i) a pi kterych také psobi. Patf mezi r&
auxiny, gibereliny, cytokininy, kyselina abscisoa&thylen. V poslednich letech byly do
skupiny fytohormon zaazeny i dalSi latky sustow regul@&nim pisobenim, ale jsou
mérg znamé a ménprozkoumanéRadime sem brassinosteroidy, kyselinu jasmonovou,

polyaminy, oligosacharidy a fenolitické latkytéstna, 2010).
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4.1.1 Auxiny
4.1.1.1 Objev auxir

Néazev auxin pochaziieckého slova auxeirf, coZ znamenaust. Auxiny pati mezi
nejdéle znamé rostlinné hormony. Poprvé byly objgvea konci 19.stoleti Charlesem
Darvinem pi studiu fototropizmu a gravitropizmu. Studoval keiakoleoptile na s&tlo
(Nov&ek, 1986). Vroce 1926 se holandskému fyziologowVR&Ventovi podélo
vyswtlit hlavni podstatu fototropizmu. Prokazal, Ze ¢kgi koleoptili ovsa produkuji
latku, ktera stimuluje prodluzovachst. Struktura této latky byla zji&ta ve 30.letech
19.stoleti v lidské m® a byla nazvana heteroauxinem a identifikovanab jgselina
indolyl-3-octova (IAA) (Pastyrik, 1979 ; Kincl et.a2000).

4.1.1.2 Chemicka struktura auxini

Mezi nejznanyjSi piirozere se vyskytujici auxiny pé#t kyselina indolyl-3-octova
(IAA) (obr.¢.1). V posledni dob byly v rostlinach objeveny dalSifipzere vyskytujici
se auxiny, mezi které gatkyselina indolyl-3-méselna (IBA), kyselina 4-chtaolyl-3-
octova (4-Cl-1AA) a kyselina fenyloctova (PAA).

Podminkou biologické aktivity auxin je pritomnost aromatického kruhového
systému, v jehoZ postrannif@izci je umistna karboxylova skupina nebo skupina, ktera
se velice snadnopvadi na karboxylovou skupinu.

Byla nalezena cel&da synteticky fipravenych derivdit auxini. Jsou to slabé
organické kyseliny. Podminkou syntetickych auxife vyskyt alespd jednoho
uhlikového nebo kyslikového atomu mezi aromatickyaohem a karboxylovou skupinou.
Strukturnich analagje celérada, ale mezi nejznai8i pati nag. kyselinaa-naftyloctova
(NAA) (Pavlova, 2005).

H
i: :N
/

COOH

IAA
Obrazek 1 Kyselina indolyl-3-octova (I1AA) (pevzato: http://en.wikipedia.org)
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4.1.1.3 Vyskyt a transport auxini

IAA je syntetizovana ve vrcholu koleoptile a ¢eggji je transportovana od apexu
k bazi, tedy bazipeta#n Tvoii se také v mladych listech, vyvijejicich seétiech
i plodech, v semenech, v apikalnim meristému stpnkembryich a v meristémech
kotene. IAA je nejvice obsazena v mladychiadevsim intenzivhrostoucich organech.
Cim je rostlina a jeji organy starsi, tim mnozstlvyrazré klesa. Obsah IAA je také
ovliviiovan vrgjSim prostedim, gedevsSim z&nim.

Transport auxifi je specificky aktivni proces, ktery vyZaduje erietde uskutéinovan
2-ma zfisoby. Jednim z nich je transport na kratké vzd&igmotim druhym je transport
na dlouhé vzdalenosti. K transportu na dlouhé \ert#ti dochazi floémem pasiévapolu
s asimilaty. Auxiny jsou dale transportovany z wydh pletiv az do v§Sich vrstev kry
a epidermis. Zvlastni vyznam ma polarni aktivnhsg@ort parenchymem. Auxiny jsou
jediné hormony, které jsou transportovany mezikiami polarg, ve stonku bazipet&in
a v kaeni akropetalé. Rychlost polarniho transportu je asi 100x ponsalapz pasivni
transport.

Polarni transport auxin vyswtluje nejlépe chemiosmoticky model. Zavisi
na fyzikalre-chemickych vlastnostech auxina na komponentech tky, predevsim
na polarni struktte, kterou je auxin transportovan. V ané séné je kyselé prosedi
a nachazi se zde nedisociovany auxin (IAAH). V féta velice snadno prochazi lipidni
cytoplazmatickou membranou do cytoplazmy. Jeliloz\toplazma alkaltéjSi, dochazi
zde k disociaci slabé kyselina na IAA H'. lonty IAA™ jsou hydrofilni, a tak nemohou
lipidni membranou prochazet ven ziky. Auxin, ktery se pohybuje apoplastem ve:am
koncentréniho spadu by se hromadil vilme, ale nachazi se zde veliddediti prenaséi,
ktefi vytlacuji ionty IAA™ pres mambranu v bgtné séné. PrenaSeéi pafti mezi latky
bilkovinné povahy (obg.2) (Kov&:, 1991 ; Prochazka et al., 1998).
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Obrazek 2 Schéma polarniho transportu auxiprevzato: http://kfr.prf.jcu.cz)

4.1.1.4 Metabolizmus a biosyntéza IAA

Biosyntéza IAA probiha &kolika cestami, které vychazeji z aminokyseliny
L-tryptofanu. Syntéza tryptofanu existuje u rostli@ tech verzich a u bakterii v jedné
verzi. U rostlin se néastji setkavame s indolylpyruvatovou drahou (IPA), edal
s tryptaminouvou drahou (TAM) a indolylacetaldoxwvoa drahou (IAN).

U patogennich bakterii byla nalezena bakteriabstac Pib¢h cesty zahrnuje dva
indol-3-

acetamidhydrolasa. Vyskytuje se Agrobacterium tumefacien® u Pseudomonas

enzymy. Jednim znich je tryptofanmonoixygenasa auhyin je
savastanai

TAM draha zdina dekarboxylaci tryptofanu na tryptamin. Tryptane @isluSnou
aminooxidazou feveden na indolylacetaldehyd, ktery je oxidovanA¥a Tryptaminova
dradha se néastji vyskytuje ucelediPoaceae

IPA draha se nachazi u rostlin, které postradaTdrahu. Vyjimkou jeSolanum
Zde funguji ok cesty zarowe Tryptofan je transaminovan na indolylpyrohroznavo
kyselinu,ktera je poté dekarboxylovana na indolgtaltlehyd, ktery je oxidovan na IAA.

IAN draha (glukobrassicinovd) je znama deledi Brassicaceage Tovariaceae
ktery jeép&n
na indolylacetaldoxim, dalef@chazi na indolylacetonitril, ktery je oxidovanlaa. IAN

a Resedaceae U tchto celedi se vyskytuje glukobrassicin,
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drdha byla nalezena i Babaceae Cucurbitaceaea Rosaceag coZz naznéuje mozny
vyskyt i u dalSickteledi (Normanly, 1995 ; Prochazé&aal., 1998).

4.1.1.5 Hlavni fyziologické dinky auxinu

Prodluzovaci fist

Stimulace dlouzivéhoustu pati mezi nejlépe prostudovanéiiky auxini. Auxiny
indukuji dlouZivy fist v nadzemniclsastech (stonek) v rozmezi koncentraci’1@0°
mol I, kdeZto u keeni je to o 1-2rady niz$i. Koncentrace, které stimulujést stonku,
naopak inhibuje dlouzivytst kaem, jelikoZz dochazi ke zvySeni tvorby ethylenu.
S nistovou stimulaci také souvisi Uloha auxim regulaci tropizmi (gravitropizmus,
fototropizmus). Tropizmy, nebo-li ohyby rostlin, wglava nerovnorrna distribuce
auxim, ktera je zpsobena Spatnou gravitaci nebo jednostrannynstiesvim (Prochazka
et al, 1998).

Apikélni dominance

Polarni transport auxinje velice dilezity pro regulaci apikalni dominance. Apikalni
dominanci rozumime potlani fistu UZlabnich pupé&nrostoucim vrcholovym pupenem.
Z vrcholovécasti hlavniho stonku vystupujicilky inhibujici vyvoj postrannich pupén
a z nich rostoucich &wi. Pri odstragni vrcholu dochazi kistu postrannich pupén
Pokud naneseme n@&znou plochu &ktery z auxiri, postranni pupenytstanou dale
inhibovany. Podle poslednich vyzkiimmaji auxiny jen negpmy inek. Redpoklada se,
Ze auxiny indukuji tvorbu ethylenu v postrannichpguech a ethylen se tak stava

skute&nym inhibitorem dstu.

Buné¢éné déleni v kambiu

Auxiny pati mezi latky, které stimuluji aktivitu kambia. Tenikinek je velice
dulezity v jarnim obdobi u opadavych strdmDochazi ke vzniku deuteroxylému
a deuterofloému. Latky, které podporujélehi kambia vetrg auxini, jsou vedeny
k raSicim pupeim, do \tvi, kmene a na konec doileme (Novéek, 1990).
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Buné¢éné déleni a tvorba kéeni
Auxiny stimuluji tvorbu adventivnich a postrannikbieni vychazejici z ufitych
»center® bui¢ného dleni, které jsou umishy v pericyklu. Auxiny se tedy pouzivaji

k zakdenovanitizka.

Opad listz a plodi

Auxiny inhibuji proces opadu lista plodi, ktery nastavd na konci vegé&tého
obdobi. Butky vyskytujici se v opadavé zéjsou zZivé do té doby, dokud probiha aktivni
transport auxift. Pokud dojde k jehoipruSeni, nastava proces rozkladu a displod
opadava. V praxi se ufle vytvarené auxiny vyuZivaji kizenému opaduipbyte&nych
plodi a k defoliaci lish.

Partenokarpie
Partenokarpie znamené vyvoj pioblez oplozeni. Pr&auxiny tento proces podporuji
a nefastji se tohoto jevu vyuZziva u kat, jablek a okurek (Hesg al, 1983).

4.1.1.6 Vyuziti auxin

Jelikoz je 1AA pro praktické &ely velice nestala, pouzivaji séedevsim syntetické
auxiny. Zahradkd a zengdélci vyuZzivaji auxiny jiz pes 50 let. V zahradnictvi
se uplatuji pii zakaenovani tizkia, mnoZzeni rostlin, Ize je také pouZit jako prevenci
a indukci opadu list, plodi i partenokarpnich pldd Spol€né s cytokininy jsou zakladni
slozkou médii pro tkéove kultury.

Syntetické auxiny se pouZzivaji jako herbicidy. Béazi k naruSeni fytohormonalni
hladiny v disledku aplikace tstovych herbicid. Tyto &inné latky indukuji syntézu
1-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny (ACC), Zcoyvold hromadhni kyseliny
abscisové a tvorbu velkého mnozstvi ethylenu. Rgstha vzniklou situaci reaguji
uzawenim piaduchi, ¢imz dojde k sniZzeni transpirace @jmpu CG,. Rastoveé herbicidy
jsou velice rychle fijimany listy a dale jsou rozvédy floémem do pletiv s vysokou
rastovou aktivitou. Vliv herbici na rostlinu se projevujeistovymi a reprodudnimi
anomaliemi (krouceni ligt a lodyh, deformace ligt prodluZzovani list a jejich
abnormalni #st, zakiovani fistu kaene aj.). Nakonec se objevuji chlorézy vegeiao
vrcholu, vadnuti aizné nekrézy. U strolmmuzZe dojit k praskanitky. Mezi nefastji
pouzivané latky auxinoidni povahy Ha¥iICPA (2-methyl-4-chlorfenoxyoctova kyselina
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MCPP (2-(2-methyl-4-chlorfenoxy)propionova kyse)ina,4.D (2,4-dichlorfenoxyoctovéa
kyselina), dicamba, fluroxypyr, aminopyralid a cyoglid (tab.1) (Jursik, 2011).

Tabulka 1: Cleréni rastovych herbicifl do chemickych skupin {pvzato: (Jursik, 2011)).

Chemicka skupina U¢inna latka Obchodni nazev ripravku
24D Dicopur D, Mustang
MCPA Agritox, Aminex, Bofix
Fenoxykyseliny MCPB Butoxone, Tropotox
MCPP-P Duplosan KV, Optica
2 4-D-P Duplosan DP
Benzoové kyseliny Dicamba Banvel, Cambio, Arrat
Picloram Galera
clopyralid Lontrel, Galera, Cliophar
Pyridin-karboxylove , . Huricane, Galera Podzim
. aminopyralid
kyseliny
Starane, Tomigan
fluroxypyr
. Garlon
triclopyr
Chinolin-karboxylové _ ) _
) quinmerac Flirt, Butisan Star
kyseliny
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4.1.2 Cytokininy

4.1.2.1 Objev cytokinini
Prvni cytokininy byly objeveny v 50.letech 19.stoléiky jejich schopnosti vyvolavat

bungéné dtleni.

Vroce 1941 bylo zji#nho, Ze tekuty endosperm z kokosovéhechu je schopen
vyvolat burgéné dcleni v embryich gstovanych na ugych padach. Tento jev objeuvil
Johanes van Overbeek. Pokusy s kokosovym mlékamos nuciferpprovadl i Steward
a jeho spolupracovnici. Zjistili, Ze kokosové mlékmodporuje bu&né dleni
i vtkédnovych kulturdch. Ve &sSin¢ piipadi bylo nutné kombinovat mléko s jinou
ristovou latkou, jako je n&plAA nebo 2,4-D($astna, 2010).

Skut&ny pokrok v objevu cytokiniih vzeSel z explantacetrehd stonki tabaku
(Nicotina tabacum Skook a jeho spolupracovnici testovali nantk& kultue z tabaku
staré nebo autoklavovanim naruSené vzorky DNA zikek a sperma sl&. Na zéklad
téchto pokuf bylo stanoveno, Ze autoklavovand DNA sgleal kvasinek maji vliv
na burcéné ctleni. Byl tedy identifikovan prvni cytokinin, jehazhemicka struktura byla
6-furfurylaminopurin a v roce 1955 byl navrhnutviéini nazev kinetin (Amasino, R.,
2005).

Prvni girozeny cytokinin byl izolovan z nezralych obilekkutice (Zea mayys odtud
tedy nazev zeatin. Byl objeven v roce 1964 D.Shaetem a o 9 let pozjil byl izolovan
také z kokosového mléka. P&pd byly objeveny dalSi firozené cytokininy,

nag. dihydrozeatin a isopentenyladenosirig&na, 2010).

4.1.2.2 Struktura cytokinini

V sowasné dob je znamo vice jak 30fpozere vyskytujicich se cytokiniin Podle
chemické struktury je fizeme rozdliit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou derivaty
adeninu a tou druhou jsou derivaty ¢neiny a thiom@oviny. Firozené cytokininy
vychazi z adeninu substituovaného na aminoskupipoloze N-6, tato konfigurace
je podminkou biologické aktivity. Do této skupiigdime 2 z&kladni podskupiny, které
jsou podle charakteru postrannitetiézce ozn&ovany jako isoprenoidni a aromatické.
Uvnitt téchto podskupin rizeme najititzné derivaty volnych bazi, ribosich nukleotid,
az po N-glukosidy, padfpac O-glukosidy a konjugaty s aminoskupinami. Struktur
rozdilnost ma za nasledek jejichznou biologickou aktivitu. Latky, které maji jako

substituent v poloze N-6 isoprenoidiétzec s dvojnou vazbou, vykazuji nejvySSi
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biologickou aktivitu. P&t mezi & nag. zeatin, dihydrozeatin aj. SniZzeni aktivity nagtav
navazanim ribdzy v poloze N-9, tyto latky nazyvambesidy. Pokud navaZzeme kyselinu
fosfore&nou v poloze 5 na ribézu, vzniknou nam ribotidy &oxer dojde k dalSimu
snizeni aktivity. Modifikace adeninového skeletubmezmeéna pd@tu atomi uhliku
Vv postranimietézci zpisobi velké sniZzeni az ztratu biologické aktivityelide nizka
aktivita se vyskytuje také u latek, které maji Voze N-6 aromatické jadro
(benzyladenin) nebo maji v poloze ori® meta navazané hydroxylové skupiny
(Tarkowski et al., 2004 ; Prochazka et al., 1998).

Mezi nefastji experimentdld vyuzivané cytokininy pét 6-furfurylaminopurin
(kinetin) (obr¢.3) a 6-benzylaminopurin (BAP) (Pavlov4, 2005).

o?
HN
N/ N\
:I )
NT N

kinetin

Obrazek 3: Kinetin (prevzato: http://www.mbio.au.dkv)

4.1.2.3 Vyskyt a transport cytokinini

NejvysSi hladiny cytokinith se nachazi v intenzigmrostoucich a dicich se pletivech
(koreny, embrya, mladé listy a plody).

Hlavnim mistem biosyntézy cytokirinjsou vzrostlé vrcholy ki@ni, odtud jsou
transportovany xylémem do nadzemnighsti rostliny, pedevSim do list V listech
cytokininy prechazeji do floému a odtud mohou byt transportovdmyjinych orgad.
Transport cytokinia v xylému a floému je za ¢asti fytochromu fotoperiodicky
regulovan. Nkteré ¢asti rostliny se mohou stat autonomni a cytokingsgu schopny
produkovat samy. Koncentrace cytokiije ovliviiovana i dalSimi hormony, jelikoz vySsi
hladiny auxim a ethylenu potlauji hroma@ni cytokinini. Jsou sotasti rekterych
molekul tRNA (Sastna, 2010).
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4.1.2.4 Metabolismus a biosyntéza cytokinin

Cytokininy se v rostlinach nevyskytuji pouze jakaingé slogeniny, ale jsou sasti i
nékterych tRNA molekul, a to vzdy vedle 3-konce &atlonu. Tyto tRNA vznikaji
prenesenim isopentenylovéheigzce a naslednou hydroxylaci za vzniis-zeatinu (cZ)
a to vSe na urovni polynukleotidu. Pro tutoénm se tRNA nepokladaji za vyznamny
zdroj aktivnich cytokinia. Nesmime vSak biosyntézu tRNA cytokifiiropomenout,
jelikoz kukuice a ryZze obsahuje zfr@@ mnozstvi cZ (Sakakibaed al, 2006 ; Prochazka
et al, 1998).

Biosyntézy volnych cytokiniin se &astni IPT geny. Prvni charakteristika IPT gen
byla provedena vimni bakterii Agrobacterium tumefaciensrato bakterie ma 2 IPT
geny- Tmr a Tzs. IPT geny byly pagdidentifikovany také u vysSich rostlin, nap
u huseniku rolniho @rabidopsis thaliang petunie a chmelu. V genomArabidopsis
thaliana bylo objeveno 9 genkddujicich IPT, které jsou velice podobné IPT igan
Agrobacterium tumefacienZna&ime je AtIPtl az AtIPt9. Z fyziologického hlediska
je klime na d¥ zakladni skupiny. Do prvni skupirfpgdime AtIPt2 a AtIPt9 a do druhé
skupiny pati AtIPtl a AtIPt3 aZz AtlIPt8 (Sakakibaet al, 2004). V poslednich letech
bylo identifikovana 7 IPT geénvryzi a 9 IPT geh v kukuici seté Zea mayp
(Zalabéaket al, 2011).

Biosyntéza volnych cytokinin u mikroorganism (Agrobacterium tumefacieps
vychazi z adeninmonofosfatu (AMP) a u vySSich nostt adenindifosfatu (ADP)
nebo adenintrifosfatu (ATP). Jako katalyzator \shitéze volnych cytokinin pasobi
isopentenyltransferaza (IPT). Prvnim krokem biodywt cytokinniri je N-prenylace
adenosin-5"-fosfatu (AMP, ADP, ATP) na N6 konciimethyldifosfatem (DMAPP)
nebo s hydroxymethylbutenyl-difosfatem (HMBDP). dyteakce jsou katalyzovany
enzymem IPT za vzniku iP nukleolidiPRMT, iPRDP, iPRTP), které lzetqvést
na odpovidajictranszeatin (tZ) nukleotidy pomoci enzymu CYP735A. Raose IPT
geny preferuji i biosyntéze spiSe ADP a ATP, jakoZtéjgmce prenylové skupiny,
kterou poskytuje preferéné vyuzivana molekula DMAPP (olird) (Sakakibaraet al.,
2006 ; Werner et al., 2009).

Metabolizmus cytokinih je zaloZzen na vzajemnéigmené cytokinini. Probih&
ve ctyfech zakladnich typech reakci. Ramnezi &€ vratna peména bazi na ribozidy

a ribotidy, vratna O-glykosylace nebo acetylace tpaosiho fetézce, N-glykosylace
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purinu a konjugace alaninem v poloze N9 a nakomatn& redukce postrannilietézce
(Stastna, 2010).

~ ATP —» iPRTP —» (ZRTP DMAPP
_|_
tRNA
DMAPP + < ADP —— iPRDP — (RRDP
tRNA IPT
~ AMP —» iPRMP —» (ZRMP <ZRMP

u> u>m !
/o
@ 2

Obrazek 4 Biosyntéza cytokinifi (prevzato: (Werner, 2009).

4.1.2.5 Renos signalu cytokinin

Prenos signalu cytokininje zajis€n vazebnymi misty, kterymi jsou receptory. Jednim
prokdzanym receptorem je CRE1 protein. Ma funkciudozkové histidinové kindzy a je
i integralnim proteinem plazmatické membranga@na, 2010).

Prenos signalu je Zysoben dvoukomponentni signalni drahou. Sign@davaji
receptorové kinazy na fosfotransferové proteiny )(HReré dale fosforyluji kori@é
regulatory (RR), které nasleglovliviuji expresi pislusnych gein. Jednim z népsgjSich
modelovych pikladi je Arabidopsis thalianakterda maif HK (histidinové kinazy), pt
HP a 23 RR (Higuchetal., 2004).

4.1.2.6 Hlavni fyziologické funkce cytokiniri
Cytokininy se vyznéuji Sirokym spektrem dinka. Mezi hlavni funkce péit stimulace
buré¢cného dleni, regenerace org&n zpomalovani starnuti list dormance semen,

apikalni dominance a aktivace enzyaj. (astna, 2010).
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Bunécéné dleni

cytokinina. Odtud ziskaly také pojmenovani (Kirelkol, 2000). NejvySsi koncentrace
cytokinini nachazime v intenzi¥n clicich se pletivech. \Véthto mistech nastava
urychleni tvorby DNA (8astné, 2010).

Regenerace orgain

Interakce cytokinii s auxiny je zakladem regené&né&ch proces in vitro
a samogejme i in vivo pii poraréni rostlin. Pomdr auxini a cytokinini je velice dilezity,
jelikoz rozhoduje o pitbéhu regenerace. Pokud je p&mvyrovnany, tvéi se kalus.
Prevazuji-li cytokininy, tvéi se kalus a regeneruje se pryt. Nadbytek auxiade
ke vzniku kalusu a zarosedochazi k regeneraci f@ni. Spravnymi zminami media

mazeme docilit regenerace celé rostlingg&na, 2010).

Habituace burgk vizéi cytokininiam

VétSina rostlinnych pletiv po explantaci pebbuje k dalSimudeni a fistu gitomnost
cytokinina v médiu. Existuji vSak vyjimky. Bkteré typy kultur jsou schopny dakest bez
pfidanych cytokinifi. Tomuto jevu tfikAme habituace. Podstatou habituace
autoindukivni fisobeni cytokinif, které je zpsobeno gitomnosti cytokinid v médiu.

Habituace nejspis probiha i v intaktnich rostliné&tastna, 2010).

Apikalni dominance

V tomto pipact cytokininy pisobi jako antagonisté auxina potl&uji apikalni
dominanci. Vlivem cytokinifi dochazi ke stimulaciétveni stonku aisledkem je zruSeni
apikalni dominance.

Cytokininy nestimuluji jenirst, ale také zakladani pugemag. u okrajovych pupean
na listech Bryophyllum daigremontianumu segmerit hypokotyli Inu (Linum

usitatissimurjinebo u mech&unaria hygrometricgStastna, 2010).

Dormance semen
Cytokininy mohou naruSovat dormanci, nebo-li ofipek semen. Klieni semen
lociky salatové l(actuca sativa neprobiha ve t& jelikoz je stimulovano zénim

cerveného sitla. Tento swtelny &inek mize byt nahrazen tggobenim cytokinif
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a kliceni semen saldtu probiha i veétnii kombinaci ¢erveného sitla s cytokininy
dochazi k synergickému zvyserinku (Sastna, 2010).

Zpomaleni starnuti

Cytokininy zpomaluji starnuti list(senescenti Listy vyskytujici se na stle velmi
rychle ztraceji chlorofyl, Zloutnou a dochazi k f@ski obsahu DNA, RNA a bilkovin.
Aplikaci cytokinini mizZe byt proces starnuti vyrazmpomalen.

Byla provadna celarada pokus, na kterych byl tento jev pozorovaniikhuty list
tabaku WNicotina tabacumbyl umistn ve vihké komée. Dochazi k pomalému Zloutnuti
lista, které Ize zpomalit aplikaci cytokirtin Naneseme-li ng&ést listu kinetin, zjistime,
Ze neoSeéena cast zezZloutne rychleji. Aplikujeme-li zaravena jinou cast listu
radioaktivie znaenou aminokyselinu, dochazi k pohybu aminokyselkgy kinetinu.
Timto pozorovanim bylo dokazéno, Ze vlivem cytokinijsou v zelenécasti listu

syntetizovany bilkoviny (&stné, 2010).

Aktivace enzyni

Bylo zjiS€no, Ze cytokininy zvysSuji aktivitu gkterych enzym. Nag. u koukolu
(Agrostemma githagonelze prokazat nitratreduktasu v klidovych sencen®3satime-li
ho nitratem, dojde k syntéze p&tohoto enzymu. Syntézu nitratreduktasy prokazateln
aktivuji i cytokininy. Za reprodukci nitratovéhontu na amonny je zodpéany praw

enzym nitratreduktasa (8stna, 2010).

4.1.2.7 Vyuziti cytokinini

V praxi se cytokininy népsgji vyuzivaji ke stimulaciistu v kultiva&gnich médiich a
pii morfogenezi tkAovych kultur. Spoléné s auxiny se pouzivaji v kulturadgh vitro
k regeneranim procedm. Fidavanim tizného mnozstvi auxina cytokinimi do médii
muzeme regenerovat celou rostlinu.

V zahradkéstvi a zemdélstvi se exogenth aplikované cytokininy vyuZivaji
k stimulaci tveni okrasnych rostlin a v rannych fazictistu obilovin lze zvysit
odnoZovani a pmt zrn v klasech. V kombinaci s gibereliny je kagzit k tvarovani
plodi n¢kterych druli jabloni. Cytokininy maji také sy vyznam v kétindistvi (i
skladovaniezanych kutin, jelikoZz zpomaluji starnuti pletiv {&stna, 2010).
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4.1.3 Ethylen
4.1.3.1 Objev ethylenu

Ethylen byl vzhledem ke své jednoduché chemickéksife z&gazen mezi rostlinné
hormony jako jeden z poslednich. Jiz n&giku 19.stoleti bylo znamo, Ze svitiplyn méa
vliv na nékteré procesy rostlin,ipdevsim na opad listD.N. Neljubov v roce 1961 zjistil,
Ze aktivni slozkou svitiplynu je ethylen. Samotrikalz tvorby ethylenu rostlinami byl
prokazan az ve 30.letech 19.stoleti. Nejvyzngsim rokem ve studiu ethylenu byl rok

1959, kdy byla poprvé pouzita plynova chromatografieho detekci (&stna, 2010).

4.1.3.2 Struktura ethylenu

Ethylen je za normélnich podminek bezbarvy plgnhglavy a lelEi nez vzduch
(obrg.5). Diky své chemické strukel pati mezi nejjednodusSiustové regulatory.
Nositelem chemické aktivity je nepolarni, dvojn&ba. Velice snadno podléha oxidaci.
Ethylen byva oxidovan na ethylenoxid, ktery ize byt dale hydrolyzovan
na ethylenglykol. Ve &s3in¢ rostlinnych pletiv ethylen zcela oxiduje na £@brg.6).
Ucinnost ethylenu riize byt zisobena pravoxidem uhlgitym. Ethylen mé v cytoplazén
urcitd specifickd vazebna mista a dochazi zde k jedmpuséni. Ag' ionty pisobi
na ethylen antagonisticky. Ethylen ma vliv na egpgeni, brzdi proteosyntézu a tvorbu
mRNA, ale naopak indukuje tvorbikierych mRNA a bilkovin (&astna, 2010 ; Tainet
al., 2006).

ethylen
Obrézek 5. Ethylen (fevzato: Tainzt al, 2006).

H\ /H [O] H H 02

C=C — XA —» —» HOOC-COOH —= CO,
H H HOH

ethylen ethylen oxid kyselina ethandiova

Obrazek 6 Kompletni oxidace ethylenuig@vzato:Tainz et al, 2006).
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4.1.3.3 Vyskyt a transport ethylenu

Ethylen produkuji bakterie, houby a vSechny ros#limrgany vyssich rostlin. Rychlost
tvorby zavisi na typu tk&a na stadiu vyvoje rostliny. Je tem fotochemicky nebo
enzymaticky pomoci rostlin a mikroorganignmNejvyssi mnozstvi ethylenu je v obdobi
zrani ovoce, starnuti ktin nebo i abscisi listi (Tainzet al, 2006).

Jelikoz je ethylen plyn, neide se vyskytovat v konjugované fafyrale nachazi se
zde jako konjugat prekurzoru. Konjugat ivokyselina 1-aminocyklopropan-1-
karboxylova s kyselinou malonovou. Konjugatem tgdyN-malonyl-ACC (MACC),
ktery se vyskytuje v rostlinnych pletivech. Konaaie ethylenu v hice je velmi nizka,
zavisi na rozpustnosti v cytoplagm Velké mnozstvi ethylenu difunduje
do mezibug¢nych prostoii a dale pes pfiduchy do atmosféry. Uvodny ethylen
ovliviiuje i rostliny ve svém okoli (&stna, 2010).

4.1.3.4 Biosyntéza a metabolismus ethylenu

Predchidcem ethylenu je aminokyselina methioninu. Rychlpgmeny je ukena
zmeénou prvniho meziproduktu S-adenozylmethioninu (Adbvha 1-aminocyklopropan-
1-karboxylovou kyselinu (ACC). Tato reakce je kutalvana ACC-syntazou a dale je
ACC katalyzovdno ACC-oxidazou zafifpmnosti kysliku na ethylen. fiP premené
AdoMet na ACC vznikd zérovie metylthioadenozin, ktery ma G skupinu.
CHs-S skupina methylthioadenozinu je zapojena do Ywaagocyklu. Zde
se methylthioadenozin ¢kolika kroky premeni zpét na aminokyselinu methioninu.
Zapojeni methyltioadenozinu do Yangova cyklu jeiceeldilezité, jelikoz je pdeba
dostaténé mnozstvi aminokyseliny methioniny na syntézyletiu (obr¢.7).

Enzym ACC-syntdza Kkatalyzuje iggrénu  Adomet na ACC. Vyskytuje se
ve vSech rostlinnych tkanich, ale Znau nevyhodou je jeho nestalost. ACC-syntaza je
ovlivnéna fadou vejSich a vnitnich faktofi. Pati mezi & zrani ovoce, opad list
poraréni, stres, sucho, IAA aj. Naopak Ize tento enzyrhibiavat aminooxyoctovou
kyselinou (AOA) nebo aminoetoxyvinylglycinem (AVGYSechna ACC se négvadi
na ethylen. Jak uz jsme se zminili, maést ACC Ize pevést na konjugovanou formu
N-malonyl ACC, ktery se hromadi ve tkanich. Existijgst jedna konjugovana forma
ACC, jednd se o 1-(L-glutamylamino)cyklopropan-daxylovou kyselinu (GACC)
vyskytujici se v mnohem menSim mnozstvi. et bylo nalezeno 9 gérpro ACC-

syntazu a WArabidopsis8 geri.
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ACC-oxidaza je posledni krok biosyntézy ethylerKatalyzuje pemeénu ACC
na ethylen. Tato reakce probih& u dozravajicih@evblezi hlavni inhibitory této reakce
patf ionty Cd*, anaerobni pro&di a teplota niz&i ne? 35 °C. Za anaerobnich poekni
tedy nedojde kigmené ACC na ethylen, nybrz dochazi k hromiad ACC v tkanich.
Podminkou ACC-oxidazy jefftomnost kysliku. Mezi dalSi inhibitory syntézy gmu
pati ionty Ag’, které fisobi na expresi gén brzdi proteosyntézu i tvorbu mRNA
a naopak indukuji tvorbuekterych mRNA a bilkovin (Taingt al,, 2006).

Biosyntéza ethylenu je ovli¢na Sirokou Skalou ekologickych podminek, suchem,
ozénem, chemickymi a fyzikalnimu parametry a ta&étlimnymi hormony. MnozZstvi
ethylenu se rni v pribéhu dne. V noci se snizi na minimum. Maximalrindost
biosyntézy nastavaipeplot v rozmezi 25-35 °C (FiSerow al., 2008).

Ethylen napodobuje vysoké mnozstvi auxia signalizuje stres rostliny. Studie
dokazaly, Ze ethylen je primarnim efektorem epiragtuxiny pisobi nepimo, zmsobu;ji
pouze vyrazneé zvySeni tvorby ethylenu (Taehal, 2006).

H,
© C\COO'
H,C NH,*
H2C><COO‘
C,C:;)O N-Malonyl ACC
TH3N” CH,
H,C
2 \,S+CH3 ‘\Malonyl-CoA
H.C_ o .
Hy . ) ACC syntaza H.C. NH.*
_s.__C-H.coo- AdoMetsyntaza Adenin 7T 70 20 NHs™
HsC™ G C HO H,C™ ~COO0
Ha Nyt o OH .
3 ATP  PPi+Pi o 1-aminocyklopropan
methionin S-Adenosylmethionin karboxylova kyselina
K ‘YANGUV CYKLUS ’ 1/2 O,

v ACC oxidéza
\ CO, + HCN + H,0
\ HiCog H,C=CH,
/

H,C

(0] ethylen
p—Adenin
HO

OH

5°-methylthioadenosin

Obrézek 7. Biosyntéza ethylenu {pvzato:Tainz et al, 2006).
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4.1.3.5 Renos signalu

Vlivem nizké rozpustnosti ethylenu v cytoplazmochazi ke ztizeni vazby ethylenu
na specifické bilkoviny. | i@s tyto potize byly nalezeny vazebné bilkovinyyétedZou
ethylen velice pewh Vazebné bilkoviny se vyskytuji v endoplazmatickéatikulu
a v membranach proteinovychilisek. Vazby ethylenu na specifickou bilkovinu
se nejastji Ucastni iont Cl. Receptorem ethylenu je integralni protein memjpran
endoplazmatického retikula, ktery je Zea ETR1 éthylene resistapt K navazani
ethylenu je pdeba specificky kofaktor a iont CuPokud nedojde k navazani ethylenu
na receptor, dochazi k aktivaci cesty, ktera blekoflpo¢d’ na ethylen. Pokud dojde
k navazani ethylenu, dochazi k ods#r@rblokady ($astna, 2010).

4.1.3.6 Hlavni fyziologické funkce ethylenu

Mezi hlavni fyziologické funkce ethylenu piatirychleni zrani ploil obranné reakce
proti pisobeni stresér inhibice prodluzovaciho tstu, stimulace radialnihoustu
a porucha gravitropické reakce.

Urychleni zrani pload

Jednim z nejvyznandjBich &inkt ethylenu je stimulace zrani plndPsi dozravani
plodi dochéazi k mnohonasobnému zvySeni tvorby ethylétthylen urychluje nejen
zrani, ale také stimuluje starnuti, opadualidgtvéta a plodi. Ethylen zde stimuluje tvorbu
enzymi, které zpisobi S¢peni bugcnych sén. Ethylen uvaiuji predevsim dozravajici
plody (Sastna, 2010).

Obranné reakce

Ethylen signalizuje fyziologicky stres a zaraveyvolava obranné reakce proti
stresoim. Pokud se rostlina vyskytne v iigmivych podminkach (nadbytek vody,
vykyvy teploty, nedostatek kysliku, zasoleni, p@érdn napadeni patogeny, infekce),
dojde k rychlému ndistu mnoZstvi ethylenu {8stna, 2010).

Trojna odezva
Typickou vlastnosti ethylenu je tzv. trojna odezfidple responsg fadime sem
inhibici prodluzovacihotrstu, stimulaci radialnihoistu a poruchu gravitropické reakce.

Ethylen inhibuje dlouZivytrst a zarove stimuluje st radialni. Dochazi ke zimé¢ smeéru
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rastu ze srru podélného do sénu pricného, coz ma za néasledek &m uspdadani
mikrotubuli a mikrofibril celul6zy. U vodnich rostlin ethylestimuluje dlouzivy #ést pod
vodou, jelikoz ethylen je hydrofobni a hromadi sestliné. Prodluzovacitst stonku je
ukonten az kdyz stonek vynese listy nad vodu a ethydénntize pronikat do ovzdusi
(Stastna, 2010).

4.1.3.7 Vyuziti ethylenu

Uginky ethylenu se neéfsgji vyuzivaji v potravinstvi @i zrani skladovanych
banari, jablek, hrusek, raat, fiki, manga, broskvi a avokada. Naopak pokud chceme
zpomalit zrani plod, musime odstranit ethylen z ovzduSi pomoci roztmlinganistanu
draselného. Neéastji se tohoto jevu vyuzivaipskladu jablek. Vlivem ethylenotvorné
latky Ize na j&e oddalit kveteni o té#h 14 dni a lze tak snizit Skodyigmbené jarnimi
mraziky. Negasgji pouzivanou ethylenotvornou latkou je kyselinaterethylfosfonovéa
(CEPA). V obilndstvi se vyuziva syntetickyfipravena ethylenotvorna latka etrel.
Vyuziva se jako retardant, brzdi tedystr stébel. Etrel se ngsgji kombinoval s CCC
(chlorcholin chlorid), dnes uz tomu tak nenfgStna, 2010¢izkova, 2008).

4.1.4 DALSI LATKY FYTOHORMONALNI POVAHY

Rostliny obsahuji dalSi skupiny latekistow regula&nim pisobenim. Tyto latky jsou
mért znamé a ménprozkoumanéRadime sem brassinosteroidy, kyselinu jasmonovou,
polyaminy, oligosacharidy aéhkteré typy fenolitickych latek (Kinckt al, 2000). Bive
byly povaZzovany pouze zaistové regulatory. Diky objeveni brassinosteroiddvyc
mutanfi husentku (Arabidopsis thalianp a hrachu Risum sativum byly v roce 1998

zarazeny mezi fytohormony (Yokota, 1999).

4.1.4.1 Brassinosteroidy
Do nedavné doby byly steroidni hormony znamy pouzeavd@, hmyzu, korya
a vodnich plisni. Prvni zminky o rostlinnych stdemh s regukmimi (&inky jsou
ze 70.let 19.stoleti. (Khripach, ¥t al, 2000). Samotnému objevitepichazelo zjigni,
Ze pylové extrakty stimulujitist rostlin. Prvni rostlinny steroid byl izolovarrace 1979
z pylu fepky @Brassica napus Z latinského jazyka byl odvozen nazev této latky

brassinolid. O i roky pozdji byl vyizolovan dalSi brassinosteroid z kaStariun
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(Castanea crena)a- odtud tedy nazev castasteron (Yokota, 1999).r&dam 2005 bylo
objeveno vice jak 50fpozenych brassinosterdida dnes jich uz zname vice jak 70
(Asami, T.et al, 2005, Havel, J.,2006).

Vyskyt brassinosteroiil
Brassinosteroidy se vyskytuji ve vySSich i nizSrdstlinAch v extrémh nizkych

koncentracich. Jejichifpomnost byla zji&na ve vSech rostlinnych organechietns

koreni. Zde byl jejich vyskyt potvrzen teprve nedavno. ddstvi brassinosteraid
v rostlinach zavisi na typu organu,istikdre a na druhu rostliny. Bylo zji&o, Ze mladé
tkarg, tedy pyl a semena jsou nejbohatSimi zdroji, rmalitcod listi a vyhonki. NejvysSi
koncentrace brassinosterdidyla zaznamenana v pylu d¢ige Cupressus arizoniga
(Bajguz a Trety, 2003).

Struktura, aktivita a syntéza brassinosterdgid

Brassinosteroidy maji strukturu podobnoékterym hmyzim hormoim (obr¢.8).
OvsSem neni znamo, zda se vyskytu;ji i v Zigoérisi.

Podminkou pro biologicky aktivni brassinosterojeyitomnost 7-oxolaktonovehi
6-ketonového kruhu a sousedni hydroxylové skupaly pa kruhu, tak v postrannim
fetzci (Prochazkat al, 1998).

Aktivita predevSim zavisi na typu a orientaci fanich skupin na postrannifetzci
a kruhu A a B. NejvysSi biologickou aktivitu vykaeubrassinolid. Na C-6/C-7 ma
laktonovou funkni skupinu, na C-2 a C-3 cis hydroxyly, na C-22&R-konfiguraci
hydroxyli a na C-24 methyl jako substituent (Clouse, 2008B).postrannim uhlikatém
retézci, presrji na C-23, C-24 a C-25 se mohou vyskytovazne substituenty.
NejaktivrejSi  brassinosteroidy jsou se substituenty methykbon ethylu na C-24
a methylu na C-25 (Bajguz a Tretyn, 2003).

Syntéza brassinosterdidbyla poprvé objasma u bugk barvinku fizového
(Catharanthus rosels Biosyntetickou drahu fizeme rozdlit na syntézu zakladnich
sterohi (nag. campesterol) a na specifickou drahu biologickyivakho campesterolu,
ktery dale pechazi na teasteron, typhasteron, castasterorssiiwhd (Prochazkat al,
1998).
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brassinolid

Obrazek 8 Brassinolid (pevzato: http://chemicke-listy.cz)

Vliv brassinosteroid na rostliny

Brassinosteroidy ovliwiji rastové i reguléni procesy, stimuluji dlouzivyist i dleni
burgk, rast mladych vegetaich pletiv, indukuji kveteni, zrani plodkliceni semen,
tvorbu a fist kaeni, rast pylovych l&ek, oddaluji opad liét a plodi, podporuji
diferenciaci xylémovych elementa zvySuji odolnost rostlin Kiznym abiotickym
a biotickym stresdmm (sucho, nizka teplota, vysok& teplota, zasoléduiy ppisobeni
herbicidh a patogef) (Prochazkeet al, 1998). JelikoZ podporuji Kéni semen, sobi
tak proti kyselig abscisové (Seidlova, 2008).

Vyuziti brassinosteroid

Brassinosteroidy se vyuZivaji v zémilstvi. V nekterych zemich jako je napRusko,
Bélorusko, Japonska(ina aj. byly brassinosteroidy schvéaleny k polninaw#ti. Jsou
schopny zvysSit vynos, ale také kvalitu plodin. &dejEji se pouziva 28-homobrassinolid
a 24-epibrassinolid. Tyto dva brassinosteroidypsezivaji jako iistové regulatory
pro tabak, cukrovouitinu, ¢ajovnik, brambory, r&pta, okurky aj. (Khripach, ¥t al,
2000)

Jednou z neptSich gekazek pouzivani brassinostefoid zenedélstvi je jejich
vysoka cena, jelikoz jejich izolace sigrava je velice pracna a nakladna (KhripachaV.
kol., 2000). Proto se snaZiédci vymyslet, jak ziskat stejnucinné, ale zaroue
dostuprjsi sloweniny. VSechny brassinosteroidy nejsou biologickgivai, a proto
se nefastji pouziva jiz zmigny 24-epibrassinolid a 28-homobrassinolid. 24-
epibrassinolid se fjpravuje z ergosterolu a jehodidnost je totozna sifFodnim
brassinolidem, ktery je ovSem velice drahy (5 mgjistice nez 9 US dolaj a to
znemo#uje jeho praktické vyuziti (Havel, J., 2006).
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4.2 Vliv brassinosteroidi, auxini a cytokinini na produkci

ethylenu

Ethylen pati mezi nejjednodussi, dodnes zndmé rostlinné hoymagkoliv je jeho
struktura velmi jednoduchagastni serznych vyvojovych proceésv rostlin. MnoZstvi
ethylenu se odviji od genetické struktury rostlimyyoje a starnuti rostliny, typu organu,
teploty, os¥tleni, kysliku, oxidu uhtitého, vyZivy, gravitaci aj. Stimulace ethylenu je
ovlivnéna cytokininy, auxiny, brassinosteroidy, cukry, éysou jasmonovou, gibereliny,
kyselinou abscisovou a #8imi a vnitnimu stresovymi podminkami. Nejvy3Si produkci
ethylenu vykazuji mladé&asti rostliny, zejména listy (Stepancaad Alonso, 2005).

U rostlin Arabidopsis thalianaa Vigna radiatal. bylo zjiS€no, Ze brassinosteroidy,
auxiny a cytokininy maji vliv na produkci ethylerda rostlinuArabidopsis thaliandyly
aplikovany ti typy auxim (IAA, NAA, 2,4-D). 2,4-D a NAA vyvolaly v rostli ve vSech
testovanych koncentracicheétgi produkci ethylenu, nez IAA. Os$enhé listy a stonky
vykazaly dramaticky nast produkce ethylenu hned 2 hodiny po aplikaciSbaéfist byl
zaznamenén 4 hodiny po aplikaci, ovSem po 6. Rodabyl zpozorovan nast Zadny.
Naopak mezi 6. az 24. hodinou doSlo k vyraznémugsok (Artecaand Arteca, 2008).
Na rostlinu byly aplikovany i samotné brassinosthroa BAP, ale zadny efekt na
produkci ethylenu nebyl zaznamenan. Nic#ékdyz byly brassinosteroidy pouzity
v kombinaci s IAA, nastal dramaticky &t produkce ethylenu. Tento @at byl
dokonce vySSi, nez vyvolala samotnd IAA (Arteca Arteca, 2001 ; Yet al, 1999).

Ono et al. vroce 2000 publikovali, Ze brassinmstly jsou zavislé na mnoZzZstvi
auximi a cytokinimi v rostlinnych tkanich. Pokud jsou na rostlinu lapliany
brassinosteroidy, dochazi k naslednému zvySennawuxizarove ke snizeni koncentrace
cytokinini (Onoet al, 2000),

Je znamo, Ze brassinosteroidy interaguji s augirgytokininy. Pokud jsou auxiny
aplikovany jako prvni, fsobi synergicky ke stimulaci dlouzivéhdstu a produkci

ethylenu. Je-li tomu naopakijgobi spiSe inhibn¢ (Prochazkaet al, 1998).
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4.3 Bavlnik (Gossypium)

4.3.1 Zarazeni do systému

Bavinik je rod zahrnujiciifblizné 40 druti (speciey Pati doftiSe rostliny Plantag,
podiiSe cévnaté rostliny T¢acheobiont® odcleni krytosemenné rostliny
(Magnaliophytd, trida vy3Si dvougloZzné rostliny Rosopsidg fad slézotvaréMalves,
celed’ slézovité(Malvaceag a rod bavinik Gossypium Pro ziskani baviny se¢gtuji
piedevsim 3 zakladni druhy. Famezi r¢ bavinik barbadosky@.barbadensg bavinik
bylinny (G.herbaceuma bavinik chlupaty@.hirsutun) (Stastna, 2010 ; Novéakt al,
2007).

4.3.2 Historie

Bavinik pati mezi jednu z nejvyznangjBich textilnich rostlin. Je velice stara.
Ve stedni Americe jiz byla znama uz 5 80Drpl. a vCing a Indii pred 3 000 lety pn.l.
Do Evropy se bavkné vyrobky dostaly az po roce 800 n.l. a teprvevazl4.stoleti

se bavina z#&ala zpracovavat v jih@gmeckém regionu (http://www.bavina.info).

4.3.3 Popis rostliny

Bavlnik pochazi z aridnich oblasti ttopfriky, Ameriky, Australie a vzaahi z Asie.
V souwasné dob se @stuji @iblizné v 50-ti zemich a mezi nejzn&fi producenty pait
Cina, USA a Indie (Vatiek et al, 1989).

Bavinik je rostlina, ktera pigbuje hodd slun&niho svitu a fiblizné 200 dni bez
mrazu az do uzrani pl@dKvuli dobrému fistu je dilezité dostatné mnozstvi srazek
(500 mm/rok). P&t mezi jednoleté i viceleté rostliny. Viceleté dyulse pstuji
v tropickych oblastech, kdezto v chl&ich oblastech se jedna o rostliny jednoletée.
Kli¢eni semen nastava teprve kolem 14°g.t€to teplo¥ dochazi k uko¥eni vegetace.
klesnout pod bod mrazu (Kuhn, 1957¢keeré druhyadime k polok&m, jiné ke kéim.
Jejich velikost je tedy velice rozmanitd (1,5-3,5n)odyha je roz¥tvend s 3-7
lalocnatymi listy s velkymi Uzlabnimi 5-t€etnymi kwty. Kvét ma Zlutou, bilou nebo
fialovou barvu,pipominajici k¥t ibiSku Hibisum) ¢i slézu Malva). Plodem je tobolka,
kterda ma 5-10 semen. K uveéhi semen dochazi penim 3-5-ti chlop#mi. Semena jsou

negastji ¢erna a hustporostla bilymi, hddymi nebo Zlutymi chlupy (Jirasek, 1955).
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4.3.4 Rstovani baviny a jeji zpracovani

Baviniku se nejlépe diav humoznich, hlubokych, gigohlinitych a hlinitych mdach.
Pady nesmi byt fliS kyselé ani zamdkné. Je velice nakpa na dostat®é mnozstvi
Zivin, které jdou dodavany v poddlorganickych a mineralnich hnojiv (Naw slovnik
zenedelsky).

Semena se zasévaji diddy pomoci secich stninj Pred zasetim je veliceitezita orba
a dikladné odpleveleni tgly. Fi dostaténém zavlaZzovani seminka vyklia prorazi
vrstvu zeminy, pes kterou se dostanou na dennétlsv Po obdobi kveteni jsou jiz
rozeznatelné tobolky, kteréiplizné¢ po 8-mi tydnech prasknou a uvolni bily chael&
V této dol& je nutné z&it sklizet. Obrovské mnozstvi baviny se sklizi pom@sacich
stroju. Pred skirem je nutné proveést pést podporujici opad list Sklizena bavina se
pomoci ligi zpracuje do obrovského baliku a poté se¢bdmhvinena viakna od zbytku
tobolek. RPeCisténa bavina se a@p zpracuje do baliku a jergvezena do pradelny, kde se
cisteni rekolikrat opakuje. V pradetnse jednotliva vldkna rovnaji a shrnuji do swazk
Ve spradacim stroji se z bawnych vldken souka nit. Nit se poté obarvi a nactkegkém
stroji se zpracovava do hotovych latek .
vihkosti, odolnost, mi&avost, pijemnost na dotek a hla¥rdobry pondr mezi cenou

a kvalitou (http://www.bavlna.info).

4.3.5 Skidci

Bavinik je jednou z chemicky nejoEmtargjSich rostlin. V boji proti Skdcim
se pouzivaji pesticidy, které vSak Skodi Zivotniprostedi. Ri péstovani baviny se
pouzije 10-20 % z celostové spateby pesticid. Fitom bavinikové plantaze zabiraji
»jen“ necelé 4 % stového mdniho fondu vyuzivaného v z€dglstvi. Mezi nejhorsi
Skidce paiti makadlovka bavinikova. Jeji housenky se zavria@@plodu baviniku a i
jeho nitro. Skoda se projevuje v obdobi @i tobolek. Makadlovka bavinikova Grodu
spolehliv znici (http://www.rozhlas.cz). Proto byly vySleéhy dva druhy genay
modifikovaného baviniku. Bavinik Bt, ktery je odglrvici housenkam makadlovky
bavinikové a druhym je bavinik odolnyadr herbicidim. Réstovani geneticky
modifikovanych bavinik se v roce 2003 zvysilofiplizné o Sest procent. Evropska unie
zakazuje dovozéthto geneticky modifikovanych bavlrikavSak dovoz této baviny je
povolen (http://oko.yin.cz).
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4.3.6 Vyuziti

Vyuziti baviniku je tak rozsahlé, Zze maloktera linat se mu vyrovna. Bawima
vlakna se zpracovéavaji ndig, tkaninu a lana. Tkanina je velice lehka igmna na
dotyk. Proto se vyuziva k vyrébnejiizrejSich latek, spodniho pradla, lozniho pradia,
ubrugi, obleeni pro kojence, koSili atd. Bavina je velice odplnyrakkji se z ni také
plachty. Ve zdravotnictvi slouzi k vyrébsterilnich materidl (nit¢, obvazy, tampony).
Dale se pouziva kvyreb papiru, celulézy, linolea, celofanu, @kho hedvabi,
fotografickych filmi, laki na nehty a také se upiaje v kosmetice a jako zahie¥aci
latka v potravingstvi. Pati mezi medonosnou adi@ou rostlinu (http://www.baabio.cz).

Semena baviniku obsahujitidizné 15-18% oleje. Po Uprav byl pouzivan
ke kuchyiskym &elim a vyroké tvrdych mydel. Po odstrani zbude obrovsky odpad,
ktery obsahuje velké mnozstvi bilkovin ( az 22%pla se pemyslelo, jak ho efektivn
vyuzit. Bavinikové plantdZze by mohly pokryt produlsemen spaebu bilkovin u gl
miliardy lidi. BohuZel, semena tragich odfid baviniku nejsou jedla, jelikoZz obsahuji
toxicky terpenoid gossypol. Je to Zlutd toxickakdat vyskytujici se v celé rostin
Po poZiti dochazi u savke snizeni koncentrace draslikovych tontkrvi, coZ vyvolava
slabost az ochrnuti. Gossypol je pro rostlinu eelidilezity, jelikoZz slouzi jako ochranny
faktor proti Skidcim. Provadla se celarada vyzkuni, jak snizit obsah gossypolu
ze semen, ale zaraveloSlo ke snizeni latky v celé ros#jrktera pak ztratila obrannou
funkci proti SKidcim. Naopak semena geneticky modifikovaného bavliieu pouzit
k piimé konzumaci nebo ziskat rozemletim mouku, ktergxislava do jinych potravin

jako zdroj bilkovin. Daji se uplatnit i jako vyZiyao zviata (http://www.osel.cz).
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4.3.7Zivotni cyklus (obr.9,10,11,12,13,14,15,16,17)

Obrazek 1Q Prvni kvitky. Uzralé bilé kity se zabarvji doizova. Nekteré druhy baviniku vSak
zastavaji bilégi prechézeji do sitle Zluté.

P

Obrazek 11 Bavinikovy kwt (pln¢ rozvinut).
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Obrazek 14 Béhem zrani tobolka #mi barvu pes hi#dou az daerné
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Obrazek 15 Jakmile tobolka dozraje, pukne, aby se mohla ridzaevodhalit, co dosud chrénila.

Obrazek 16 PIr¢ rozewtena tobolka. Bavinikové chowiéy jsou gipravené ke shu, jakmile
zmizi i posledni tvrdSi mista mezi vidkny

y

Obrazek 17 Dozraly, nekky a n&echrany bavinikovy chomiék (http://www.amwa.cz).
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4.4 Latky pouzivaneé ¥i defoliaci baviniku

Defoliace baviniku pé&t mezi velice citlivé procesy. Pro tmou sklizé je dilezité
diikladné odlistni. Spaté pouzité defolianty mohou #pobit snizeni kvality viaken.
Je dilezité i spravn&asové naplanovani péigti. Pokud jsou defolianty pouzityiijis
pozck, mize dojit k hnilols, a tak k posSkozeni chuchvalbaviny.

Defolianty dlime na dva z&kladni typy: defolianty s herbicidkfivitou a defolianty
s hormonalni aktivitou. Mezi defolianty s herbicidaktivitou pati nag. Def 6 nebo
Folex. Mezi defolianty s hormonalni aktivitou fiathidiazuron (Dropp) nebo Ethephon.
Oba druhy defoliarit stimuluji dalSi produkci ethylenu v rosiin ZvySené mnoZzstvi
ethylenu zpsobuje opad list (abscis). Latky mohou byt aplikovany vaznych
kombinacich. Vede to k zvySeni jejicitinnosti, kter4 zavisi i na pasi, koncentraci
a rostlinnych podminkach. Pokud je aplikovanili® velké mnozstvi, riive dojit
k seschnuti list a tak k opadu nedojde (Burmester, 2009).

Cotton Quik. Fxi vhodnych podminkach dochazi k defoliaci do @.dfa nevhodnych
podminek to trvd aZz 14 dni. Po chemickém i@$étje omezena kontrola &pvného
rastu.

Def 6 a Folex Jsou to nejdéle pouzivané latky. &&jtji se pouzivaji za vhodnych
teplotnich a rostlinnych podminek. Pokud nastanaémé@odna situace, musi se pouzit
vySSi koncentrace. Tyto #vlatky se nejastji kombinuji s latkami Dropp 50 WP
a ethephonem. Ratmezi latky fosfatového typu a také jsou Spatnyimiibitory
opétovného fstu.

Finish. Tato latka slouzi jako defoliant a zaravigako otvir& tobolek. Za vhodnych
podminek se uZivaji koncentrace uvedené na lahvidkud je rostlina napadena
hmyzem, musi se pouzit v kombinaci s jinymi latkarminish obsahuje ethephon a
cyklanilid.

Harvade 5F. Tato latka je bez zapachu gegchazi vysychani. Jeji nejvys€innost
nastava p nizsi teplok, nez je 21,1 °C.i#Pjejim pouZziti musi byt fitomen obilny olej.

Dropp 50 WP. Za vhodnych teplotnich podminek je latkanaa i @i velice nizkych
koncentracich. V chladjgsim obdobi musi dojit ke zvySeni aktivity pomoci
methylparathioninu, fosfatovych defolianhebo pomoci obilného oleje. Koncentrace
nesmi byt piliS vysokd, nebt miZze nastat vyschnuti list Latka vyrazs opodl'uje
opétovny nist, ktery zavisi na @asi, koncentraci a rostlinnych podminkéach.
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Ginstar. Tato latka pd&t mezi slabé defolianty. Rostlina reaguje na tditxud az po
nékolika dnech a v chladném ¢easi trva reakce velice dlouho. Po defoliaci zabj@a
opétovnému fstu.

Ethephon. Tato latka se n&gstji pouziva v kombinaci s Def, Folex, Dropp a Arvade
Aktivni sowsasti je Prep/Super Boll. Nesmi se michat s chl@masodnym.

Dropp Ultra. Tato latka ot pati mezi latky s nizsi &innosti. K defoliaci dochazi az
po rekolika dnech. Za nevhodnych podminek se musi pooadhem vysSi koncentrace,
ale defoliace je i tak del3i.dhnost latky se snizujefpteplotach nizsich jak 15,6 °C (Tab
2) (Sastna, 2010).

Tabulka 2: Prehled rkterych pouzivanych defoliain(http://www.pubs.ext.vt.edu,
http://msucares.com/pubs).

Operace
Obchodni nazev o Zabranéni
. Chemikalie Otevirani
latky Defoliace opétovného
tobolek Fistu
Harvade 5 F dimethipin Ano
Folex/Def 6 EC tribufos Ano
Finish 6 Pro Cyclanilide+ethephon Ano Ano
Cotton Quick AMADS+ethephon Ano Ano
Dropp 4 SC thidiazuron Ano Ano
Free Fall 50 WP thidiazuron Ano Ano
Leafless 4 F Thidiazuron+dimethipin Ano Ano
Ginstar 1.5 EC Thidiazuron+diuron Ano Ano
Aim 2 EC carfentrazone Ano
ET 0.208 EC pyraflufen Ano
Prep6 L ethephon Ano
Super Boll 6 L ethephon Ano
Ethephon 6 L ethephon Ano
Bolld 6 L ethephon Ano
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5 Experimentalni ¢ast
5.1 Pomicky a chemikalie
5.1.1 Ponsicky

Pii péstovani rostlinného materialuiipraw a aplikaci roztok byly pouzity tyto
pomicky:

* Eppendorfky (objem 1,5 ml a 2 ml)

* Falkony (objem 15 ml a 50 ml)

» Sada automatickych pipet (objem 1-1000 pl)

«  Spitky

» Kadinky

* Rozprasovée

» Spachtle

* Elektromagneticka mickika, michadélko

* Analytické vahy

* Fytotron

* Kvétin&e

e Zahradnicky substrat

» Bavlnikova semena

* Teploner

e Modré a Zluté pasky proti 8dcaim

e Nuzky

» Lepici pasky na oziani

5.1.2 Chemikalie
Z chemikalii byly pouzity tyto latky:
» Silwet 806 (detergent ; ziskdn z Chemtury)
» DMSO (dimethylsulfoxid ; ziskan ze Sigmy)
» Cytokininy
» TDZ (thidiazuron ; M= 220,25 g/mol ; ziskan z Olchemim s.r.0)
» BAP (6-benzylaminopury ; M 225,30 g/mol ; ziskan ze Sigmy)
» LGR-909 (M= 237,00 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
» LGR-912 (M= 417,00 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
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LGR-915 (M,= 237,15 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-916 (M= 253,30 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-950 (M= 277,65 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-951 (M= 289,68 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-994 (M= 261,71 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-996 (M= 227,27 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-998 (M= 261,71 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-999 (M= 227,27 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-1000 (M= 261,71 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-1002 (M= 271,33 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-1042 (M= 260,40 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-2210 (M= 421,81 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-2212 (M,= 357,00 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-2213 (M= 341,00 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-2541 (M= 289,73 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)
LGR-2634 (M,= 317,80 g/mol ; vyrobeno LRR v Olomouci)

YV V.V VYV V V V V V V V V V V V V

HN
NN
)l\/ 7

Ri” N7 N

R2

Obrazek 18 Obecny vzorec modifikovanych benzylaminopuryn

Tabulka 3:Prehled modifikovanych benzylaminopuiytestovanych v bakaigké praci.

Cytokininy M ; (g/mol) Ri R> R3
BAP 225,25 -H -H -H
LGR-950 277,65 -Cl -H -F
LGR-951 289,68 -Cl -H -OCH
LGR-1042 260,40 -Cl -H -H
LGR-2210 421,81 -Cl -ribosyl -OCHl
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e Auxiny
o NAA (kyselinaa-naftyloctova ; M= 186,20 g/mol ; ziskana z Olchemim s.r.0)

» Brassinosteroidy

0 24-Epibrassinolid (M= 480,69 g/mol ; ziskan z ziskan z Olchemim s.r.o)
+ Etanol

0 70% etanol (na oplachovani laboratorniho skla a promiyx@zprasSovée)

0 96% etanol (pouzit jako rozpoustio)

» Destilovana voda (na oplachovani laboratorniho aldeomyvani rozpraSove)

5.2 Rostlinny material

Jako rostlinny material byl pouzit bavinik bylini§ossypium herbaceymBavinik
byl vypéstovan ze semen zakoupenych v obéh@empra. K pstovani byl pouzit
zahradnicky substrat a plastickééiimace o paiméru 10 cm a 20 cm (2 rostliny na 1
kvétin&). Pro Kist baviniku je dlezité zajistit vhodné podminky prdist. Bavinik byl
péstovan ve fytotronu. Fytotron je i#zeni pro biologické experimenty. V jeho
kultivacnim prostoru Ize regulovat, udrZzovat a programow&jSi podminky, zejména
teplotu (25°), sttelny rezim 16 hod. s¥lo / 8 hod. tma (Zdévka Osram, Fluora 16 W)
a vihkost ovzdusi (80%). Rostliny byly pravidélpalévany destilovanou vodou a nebyly
nicim piihnojovany. RestoZe byva bavinik napadariznymi Skidci (mandlovka
bavinikova, molice sklenikova, mSice bavinikovausky, tasrénky), nebyly pouzity
zadné pesticidy zidbodu snizeni stresu rostliny. Bavinik byl ve fytotu napaden
sviluskami, a proto jsme proti nim §sili lepici pasky Zluté (viz.foto 6) a modré barvy,
které svou barvou lakaji hmyz. &lci jsme se v3ak Updnnezbavili a napadali bavinik.

Jakmile rostliny dosahovaly dostaté velikosti, byly pouZzity k experimentu.

5.3 Metodika

5.3.1 Riprava kontroly

e 6 ul Silwet 806 + 150 pl 100% DMSO + destilovanédao

* Do 29 ml destilované vody bylo postupa za stalého michanfigano 150 pl 100 %
DMSO a poté 6 ul Silwetu 806. Na zawyl pripraveny roztok dopkn destilovanou

vodou na objem 30 ml.
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5.3.2 Riprava roztoki testovanych latek na podik baviniku

« Na 1 kwtin& (2 rostliny) bylo pipraveno 15 ml &zn¢ koncentrovaného roztoku,
ktery obsahuje navic 0,5% DMSO a 0,02% Silwetu 806ptipact NAA
a 24-epibrassinolidu byl misto 100% DMSO pou#bjaozpoustdlo 96% ethanol.

* Byly testovany samotné auxiny, cytokininy, brassiteooidy, ale také jejich

kombinace.

» Napft. Piiprava 250 uM roztoku TDZ (pro 2 k¥tin&e, tzn. celkem 30 ml roztoku) :

1. Priprava 50 mM roztoku ve 100% DMSO (minim&ths0 pl 100% DMSO):
» NejmenSi navazené mnozstvi TDZ na 150 pl 100% DNSD65 mg
m=M - ¥
m= 220,26,05 - 0,15
m= 1,65 MDZ
» Bylo navdzeno 1,70 mg TDZ
» Prepcet:
V (DMSO) = m (cytokinin) c (roztok) - M (cytokinin)
V (DMSO) = 1,70 md 0,05 mmol/ml - 220,25 mg/mmol

V (DMSO) = 0,155 ml = 155 pl

» Pro gipravu 50 mM roztoku TDZ bylor¢éba na rozpu&hi 1,70 mg
TDZ 155 pul 100% DMSO.

2. Priprava 30 ml 250 uM roztoku latky:

» 150 pl 50 mM roztoku TDZ (ve 100% DMSO) bylo postem za

stalého michani a z&éikani gidano do 29 ml destilované vody.

» Na z&e¢r bylo pidano 6 pl Silwetu 806.
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» Pripravené roztoky byly ielity do falkony (objem 50 ml) a doginy

destilovanou vodou na objem 30 ml.

5.3.3 Aplikace latek
Pripravené roztoky byly z falkon (objem 50 mijefity do 2 menSich falkonek (objem

15 ml) (viz.foto 1,2). Aplikace latek byla uskatgna pomoci rozprasSovea (viz.foto 3,4).
Na 1 kwtin& byla pouzita 1 mala falkona (na jednu rostlinipada giblizné 7,5 ml
latky). Latky byly aplikovany rovnoginé na kazdy list. Bavinik byl ihned po oschnuti
vracen do fytotronu (viz.foto 5). Bylo nutno db& dostaténou vzdalenost bavinik
postikanych odliSnymi latkami. Baviniky se nesignvzajemré dotykat a byly od sebe
v uréitém rozmezi. Jedno &reni probihalo 10 dni. Kontrola byla pro¢ad kazdy druhy
den. VSechny vysledky byly pévé zaznamenany do tabulek, z kterych byly sestaveny
grafy.

Postup diplomové prace vychazi zellanka ,,Induction of Leaf Abscission in Cotton
is a Common Effect of Urea-and Adenin-Type CytokifGrossmann, 1990) Effect of
brassinosteroid, auxin, and cytokinin on ethylemedpction in Arabidopsis thaliana
plants(Artecaand Arteca, 2008) a zarouienavazuje na mou bakaskou praci.

5.3.4 Optimalizace rozpustnosti latky LGR-951

Pri pripraw roztoki se vyskytl problém s rozpustnosti 1 latkiippavené v LRR
v Olomouci. Jedna se o LGR-951. Tato chemikalialpduZzita i v mé bakaiské praci.
Zde se zadny problém s rozpustnosti nevyskytl. Rana latka byla jiz sptgbovana
a @i pripraw roztoku v diplomové praci byla pouzita romavdaena chemikalie. Latka
byla velice doke rozpustna ve 100% DMSO, problém nastal iapifdavani rozpushé
latky ve 100% DMSO do destilované vody. Doslo keika srazeniny.

Pokusila jsem se optimalizovat metodu rozpustnddtiprvé jsem k zasobnimu
roztoku nepidala Silwet 806, podruhé jsem vyzkousSela mistawedu 806 Tween nebo
jar. Poslednim pokusem, kteryémvést k optimalizaci rozpustnosti, bylo snizZeni
koncentrace zasobniho roztoku. Bylo tedy pouZzitSsivmnozstvi 100% DMSO. G@p

doslo ke vzniku srazeniny. Zadn&ehto metod nevedla ke 100% rozpustnosti této latky.
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Napr. 250 uM roztok LGR-951

1. 2 pl 50 mM roztoku / 400 pl H20
2 ul 100% DMSO / 400 ul H20
2 1 50 mM roztoku / 400 pl H20 + Silw@&ween, jar)
2 ul 50 mM roztoku / 400 pl H20+ Silw@&iveen, jar)

2. 4 ul 50 mM roztoku / 400 pl H20
4 ul 100% DMSO / 400 pl H20

4 ul 50 mM roztoku / 400 pl H20 + Silw@&ween, jar)
4 ul 50 mM roztoku / 400 pl H20+ Silw@iveen, jar)

3. 10 pl 50 mM roztoku / 400 pl H20
10 pl 100% DMSO /400 pl H20

10 pul 50 mM roztoku / 400 pl H20 + S¥wWTween, jar)
10 pul 50 mM roztoku / 400 pl H20+ Sitw@&ween, jar)

P¥i métfeni rozpustnosti byl pouzit spektrofotometr. Spafiiometr UV-1601, UV
VISIBLE, SPECTROPHOTOMETER, SHAMADZU.
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5.4 Vysledky

5.4.1 Pouzité latky cytokininové povahy

Tabulka 4: Prehled testovanych latek cytokininové povahy.

V této tabulce je zaznamenano 12 testovanych

koncentracich (300 puM a 500 uM).fiPtéchto koncentracich byla nejangjsi

latgtokininové povahy ve dvouch

latka

LGR-2541(obr.19, 20 ; grafl). Zbytek latek zaznamenanych v tabulce nijalazgi nezpisobil

defoliaci listh u baviniku. Jako kontrola byla pouZzita destilovamo@éla obsahujici 0,5% DMSO

a 0,02% Silwetu 806.

Cytokininy (300 uM ; 500 pM)
LGR-909 LGR-999
LGR-912 LGR-1000
LGR-915 LGR-1002
LGR-916 LGR-2212
LGR-994 LGR-2213
LGR-996 LGR-2541
LGR-998 LGR-2634

Tabulka 5: Paiet listi baviniku ged aplikaci latek

V této tabulce je zaznamenantptini patet listi baviniku ged aplikaci latky LGR-2541.

Kvétinaé ¢islo 1

Kv étinaé ¢islo 2

Latk
Y (pocet listi na zatatku méfeni) | (pocet listi na zatatku méieni)
LGR-2541(300 pM) 10 6 19 15
LGR-2541(500 pM) 3 16 16 4

Tabulka 6: Pribé¢h opadavani listv zavislosti n&ase u LGR-2541 v 300 uM koncentraci

Dny Kvétina¢ ¢islo 1 (opadané listy) K¥tina¢ ¢islo 2 (opadané listy)
0 0 0 0 0
2 1 2 1 1
4 2 2 2 1
6 3 3 5 2
8 5 3 7 2
10 5 3 8 3
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Tabulka 7: Prib&¢h opadavani listv zavislosti n&ase u LGR-2541 v 500 uM koncentraci

Dny Kvétina¢ ¢islo 1 (opadané listy) K¥tina¢ ¢islo 2 (opadané listy)
0 0 0 0 0
2 0 3 2 0
4 1 6 7 1
6 1 8 8 2
8 1 11 10 3
10 1 13 11 3

Zavislost opadu list @ na ¢ase

100 ~

—e— LGR-2541 (300)
—= LGR-2541 (500)

abscise (%)

Graf 1: Zavislost opadu listnadase

V tomto grafu je zaznamenanupih defoliace lisi baviniku vlivem aplikace latky LGR-2541
ve dvou fiznych koncentracich. Latka LGR-2541ugpbila gi 300 uM koncentraci defoliaci
40,5% (obr.19) a i 500 UM koncentraci 64,6% (obrl9). Kiivka kontroly neni zaznamenana,

jelikoZ by se shodovala s osou x.
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Obréazek 19 Aplikace LGR-2541 (300 pM)

Obréazek 20 Aplikace LGR-2541 (500 pM)
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5.4.2 Samostatré aplikované rastové regulatory
TDZ (50uM, 100uM, 125 uM, 250 pM)

Porovnanir Gznych koncentraci u TDZ

100 -

< i 1 107 (50)

Py T IJ: —=— TDZ (100)

g TDZ (125)

© TDZ (250)
0 2 4 6 8 10

dny

Graf 2: Zavislost opadu listnacase po aplikaci latky TDZ w&yiech fiznych koncentracich

V tomto grafu je zaznamenén apeh defoliace lisi baviniku vlivem aplikace latky TDZ
ve ¢tyiech iznych koncentracich. TDZ épobil i 50 uM koncentraci defoliaci 80% (ob21),

pii 100 uM koncentraci 55 % (obr22), @i 125 uM koncentraci 53,4% (obr23) a i 250 uM
koncentraci 76,1 % (oki.24). Jak mizeme vidt, pribéh abscise list pii 50 UM koncentraci je
plynuly a listy nesesychaji.iiP100 uM a 125 uM koncentraci jeteh abscise list podobny.
Jedinym rozdilem je sesychaniistavani lisk na rostlig po Sestém dnu. Velice rychld abscise
listi nastala u 250 uM koncentrace, ovSem seschléZistyavaly na rostli& jiz po étvrtém dnu.

Kiivka kontroly neni zaznamenana, jelikoz by se shaldos osou x.

Obrazek 21 Aplikace TDZ (50 pM)
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Obrazek 22 Aplikace TDZ (100 puM)

Obrazek 23 Aplikace TDZ (125 uM)
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Obrazek 24 Aplikace TDZ (250 pM)

Latky LGR-950, LGR-951, LGR-2210 a BAP v 500 phté&ntraci

Zavislost opadu list G na éase

100 -
90
80 |
= 70 —e— LGR-950 (500)
S 60 |
 co —=— LGR-951 (500)
@ ]
3 - T LGR-2210 (500)
3 30 l Jr Jr BAP (500)
20 + 1 T
107 | S I
0+ " L .
8

0 2 4 6 10
dny

Graf 3: Zavislost opadu listnacase

V tomto grafu je zaznamenanapeh defoliace lisi baviniku vlivem 500 puM roztakLGR-950,
LGR-951, LGR-2210 a BAP. Latka LGR-950i®wbila defoliaci 61,8 % (oli25), latka LGR-
951 5,4 % (obi.26), latka LGR-2210 38,7 % (obr27) a BAP 22,2 % (oht.28). Tyto 4 latky
byly testovany na zaklgdpredchoziho ré¥eni v mé bakatdké praci, kde vyvolaly nejvyssi
Ucinek na defoliaci bavinikuLatka LGR-951 zfisobila abscisi 89, 2%, latka LGR-950 85,4
% , latka BAP 84% , latka LGR-2210 79,7% a latkaR-B042 66,3% . Zéthto vysledk
muzemefici, ze v 500 uM koncentraci byla v mé bakak& praci nejéinngjSi latka
LGR-951, LGR-950 a BAPZde tomu tak neni, defoliace byla mnohonasabensi.
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Obréazek 25 Aplikace LGR-950 (500 pM)

Obréazek 26 Aplikace LGR-951 (500 pM)
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Obrazek 27 Aplikace LGR-2210 (500 uM)

Obrazek 28 Aplikace BAP (500 puM)
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Latky LGR-951 a LGR-1042 v 250 uM koncentraci

Zavislost opadu list G na éase u LGR-951 (250) a LGR-1042 (250)

—e—LGR-951 (250)
—=— LGR-1042 (250)

abscise (%)
(92
o

20
10
0® A4 ¥ -+ 1

0 2 4 6 8 10
dny

Graf 4: Zavislost opadu listnacase

V tomto grafu je zaznamenanupih defoliace lisi baviniku vliivem 250 uM roztak LGR-951

a LGR-1042. Latka LGR-951 #pobila defoliaci 12,7 % (ok#29) a latka LGR-1042 41,2 %
(obrg.30). Tyto 2 latky byly pouzity i v mé bak#tké praci a ve vySSich koncentracich
se za&adily mezi nejdinngjSi na defoliaci baviniku. LGR-951 #&gobila i 300 uM koncentraci
defoliaci 23,7 % a LGR-1042 8,2%, tyto vysledkyogst neshoduji s novymi.

Obrazek 29 Aplikace LGR-951 (250 pM)

55



Obrazek 30 Aplikace LGR-1042 (250 uM)

NAA v 10 uM koncentraci

Zavislost opadu list @ na éase

100 +
90 -

70 +
60 -
40 +
30
20 4
10 4

abscise (%)

dny

Graf 5: Zavislost opadu listnacase

V tomto grafu je zaznamenanipeh defoliace lisi baviniku vliivem 10 uM roztakNAA. Latka
NAA nezpisobila Zzadnou defoliaci (obr.31).
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Obrazek 31 Aplikace NAA (10 uM)

24-Epibrassinolid v 2 uM koncentraci

Zavislost opadu list G na €éase

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 —e—24-Epibrassinolid (2)|
40 -
30 -
20 -
10 -

Oe6——o—o—¢—o—

abscise (%)

Graf 6: Zavislost opadu listnacase

Vtomto grafu je zaznamenan upgh defoliace lisi baviniku viivem 2 pM roztak
24-Epibrassinolidu. Samotny 24-Epibrassinolid risppil Zadnou defoliaci (obr.32).
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Obrazek 32 Aplikace 24-Epibrassinolidu (2 pM)

5.4.3 Kombinace 2 nistovych regulatoni
Kombinace latky LGR-951 v 250 uM koncentraci s TRXA nebo 24-Epibrassinolidem

Zavislost opadu list 0 na éase u latky LGR-951 (250) v
kombinace s tGznymir Gstovymi regulatory
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o]
o
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LGR-951 (250) + NAA (10)
LGR-951 (250) + 24-EP (2)
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o

N
o

abscise (%)

o
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——
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—
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Graf 7: Zavislost opadu listnadase

V tomto grafu je zaznamenanupih defoliace lisi baviniku vlivem 250 uM roztoku LGR-951
v kombinaci s TDZ, NAA nebo 24-EP. Jakabeme vidt, neji&inn&Si kombinaci je latka
LGR-951 s TDZ. BohuZel zde nastal problém se Spatoapustnosti latky LGR-951, a proto
mohou byt vysledky zkresleny. Defoliaci mohligpbit samostathTDZ. Latka LGR-951 s TDZ
v 50 uM koncentraci #sobila defoliaci 72,8 % (obr.33). Listy nebyly deléca opadavaly
plynule (obr.35). LGR-951 s TDZ v 100 uM koncentrapusobila defoliaci 76,7 % (obr.34).
Listy na rostlig zataly sesychat az na konci¢teni (obr.36). OvSem s NAA a 24-EP nedoslo
k Zadné defoliaci (obr.37, 38). Prapbdobré nelinnost latky LGR-951 zjsobila jeji Spatna

rozpustnost.

58



Obrazek 33 Aplikace LGR-951 (250 uM) + TDZ (50 uM)

Obrazek 34 Aplikace LGR-951 (250 uM) + TDZ (100 uM)
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Obrazek 35 Detail listu po aplikace LGR-951 (250 uM) + TDZ (g®)

Obrazek 36 Detall listu po aplikace LGR-951 (250 uM) + TDZ @QM)
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Obrazek 37 Aplikace LGR-951 (250 uM) + NAA(10 uM)

Obréazek 38 Aplikace LGR-951 (250 uM) + 24-EP (2 puM)
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Kombinace latky LGR-951 v 500 uM koncentraci s TR¥XA nebo 24-Epibrassinolidem

90 ~
80 ~
70 -
60 -
50 ~
40 +
30 +
20 +
10 +

abscise (%)

Zavislost opadu list G na éase u latky LGR-951 (500) v
kombinaci s r Gznymir Gstovymi regulatory

—e—LGR-951 (500) + TDZ (50)
—=— LGR-951 (500) + TDZ
(100)
LGR-951 (500) + NAA (10)

¢ LGR-951 (500) + 24-EP

dny

@

Graf 8: Zavislost opadu listnacase

V tomto grafu je zaznamenanupih defoliace lisi baviniku vliivem 500 uM roztoku LGR-951

v kombinaci s TDZ, NAA nebo 24-EP. Vyvoj je velipedobny pedchézejicimu steni, kde byla

s

pouZzita niz8i koncentrace LGR-951. JakZeme vidt, nej&inngjSi kombinaci je latka LGR-951
s TDZ. Defoliace vystoupala u LGR-951 s TDZ v 50 jkbdhcentraci k 66,7 % (obr.39) a u LGR-
951 s TDZ v 100 uM koncentraci 62,8 % (obr.40). @5 v kombinaci s NAA dosahla

defoliaci 39,3 %. (Obr.41), coz je rozdilné aggchazejiciho #teni. | festoze jsme se snazili

optimalizovat metodu rozpustnosti, nedoslo ke 10#pustnosti latky.

Obrazek 39 Aplikace LGR-951 (500 uM) + TDZ (50 uM)
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Obréazek 40 Aplikace LGR-951 (500 uM) + TDZ (100 pM)

Obrazek 41 Aplikace LGR-951 (500 pM) + NAA (10 pM)
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Obrazek 42 Aplikace LGR-951 (500 uM) + 24-EP (2 uM)

Kombinace latek TDZ (100 uM), NAA (10 uM) a 24-Egsbinolide (2uM)
Jelikoz byl v pedchazejicim gteni problém s rozpustnosti latky LGR-951, na misto

této latky byl pouzit komeén¢ vyuzivany defoliant. Jedna se o TDZ. Byl kombinova
s NAA a 24-Epibrassinolidem. V tomtoébeni byla navic vyzkouSena kombinace NAA

s 24-Epibrassinolidem.

Zavislost opadu list 1 na €ase

—e—NAA (10) + TDZ (100)
—= 24-EP (2) + TDZ (100)
NAA (10) + 24-EP (2)

abscise (%)

dny

Graf 9: Zavislost opadu listnadase

V tomto grafu je zaznamenanupih defoliace lisi baviniku vlivem kombinaci TDZ, NAA
a 24-EP. Jak je vid, nejwtSi abscisi zfisobila kombinace TDZ s 24-EP (Obr.44). Byla
zaznamenana az 81,8 % defoliace.8@ommensi defoliaci Zisobilo TDZ a NAA, bylo to 67,7 %
(Obr.43). Kombinace latek NAA s 24-EP négpbila Zadnou defoliaci (Obr.45).
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Obrazek 43 Aplikace NAA (10 uM) + TDZ (100 pM)

Obréazek 44 Aplikace 24-EP (2 uM) + TDZ (100 uM)
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Obrazek 45 Aplikace NAA(10 uM) + 24-EP(2 puM)

Kombinace latky LGR-1042 v 250 uM koncentraci s TR¥XA nebo 24-Epibrassinolidem
Jak uz jsem se zminila , byl problém s rozpustiatdty LGR-951, namisto této latky

jsem pouzila TDZ, kde byla zaznamenana defoliacetoPbyla vyzkouSena dalsi latka
cytokininové povahy LGR-1042. Byla kombinovana sANAa 24-Epibrassinolidem
aTDZ.

Zavislost opadu list 0 na éase u latky LGR-1042 (250) v
kombinace s r Gznymir astovymiregulatory

100
gg —o— LGR-1042 (250) + NAA
70 (10)
g © —= LGR-1042 (250) + 24-EP
& 40 @
3 30 LGR-1042 (250) + TDZ
S 20 (50)
1 .. LGR-1042 (250) + TDZ
(100)

dny

Graf 10: Zavislost opadu listnacase

V tomto grafu je zaznamenanupih defoliace lisi baviniku vlivem kombinaci latek LGR-1042
v 250 uM koncentraci s TDZ, NAA a 24-EP. Jak jegvidhejwtSi abscisi zfisobila kombinace
LGR-1042 s NAA (Obr.46). Byla zaznamenana az 77, féfoliace. LGR-1042 v kombinaci
s TDZ zpmsobila malou defoliaci. Listy seschly aistaly viset na rostlinh (Obr.48, 49).
V kombinaci s 24-EP nedoSlo téhk zadné zréng, defoliace byla pouhych 7,2 % (Obr.47).
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Obrazek 46 Aplikace LGR-1042 (250 uM) + NAA(10 pM

Obréazek 47. Aplikace LGR-1042 (250 uM) + 24-EP (2 puM)
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Obrazek 49 Aplikace LGR-1042 (250 uM) + TDZ (100 pM)
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5.4.4 Kombinace 3 nistovych regulatoni (cytokininy, auxiny,

brassinosteroidy)

P¥i testovani dginnosti latek na defoliaci baviniku byly vyzkouSenkombinace i
rastovych regulatar. Kombinovala jsem cytokininy s auxiny a brasinosidy. Z auxim
jsem pouzila NAA, z brassinosteréid24-EP a z cytokiniin TDZ, LGR-1041 nebo
LGR.951. Vysledky jsou zaznamenany v grafu 11.

Zavislost opadu list @ na ¢ase

100 ~

—e—TDZ (100) + NAA (10) +
24-EP (2)

—= LGR-951 (250) + NAA
(10) + 24-EP (2)
LGR-951 (500) + NAA
(10) + 24-EP (2)

LGR-1042 (250) + NAA
(10) + 24-EP (2)

abscise (%)

dny

Graf 11: Zavislost opadu ligtnacase

V tomto grafu je zaznamenanupeh defoliace lisi baviniku vlivem kombinaci cytokinin
auxinmi a brasinosteroid Jak je vidt, nejwtsi abscisi zfisobila kombinace TDZ s NAA a 24-EP
(Obr.50). Byla zaznamenana 68,8 % defoliace a hedogadnému seschnuti listLGR-1042

v kombinaci s NAA a 24-EP #gobila defoliaci 42,4% (Obr.53). LGR-951 a NAA a-ER
zpisobila jen nepatrnou defoliaci (Obr.51, 52¥i¢clou mize byt Spatnd rozpustnost latky
LGR-951.
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Obrazek 51 Aplikace LGR-951 (250 uM) + NAA (10 uM) + 24-EP @)
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Obréazek 52 Aplikace LGR-951 (500 uM) + NAA (10 puM) + 24-EP (@)

Obrazek 53 Aplikace LGR-1041 (250 pM) + NAA (10 uM) + 24-EP (M)
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5.5 Diskuse

Hlavnim cilem této diplomové prace byloétiv a optimalizovat metodu testovani
latek na defoliaci bavinikuQossipium herbaceumByly testovany 3 druhy fytohormén
Latky cytokininové povahy, auxiny, brassinosteroidyjejich kombinace. Tyto latky
mohou mit vliv na defoliaci baviniku, ktera je nEfe zfisobena produkci ethylenu.
Souwasti chemickych ifjpravki na defoliaci baviniku je n&stji komerné vyuzivany
thidiazuron. Jedné se o latku cytokininové povabiyolem prace bylo nalézt latky, které
maji podobnyi vétsi (Einek na defoliaci baviniku.

Tato diplomova prace navazuje na mou bak&l@u praci. Byly vybrany dalSi latky
cytokininové povahy, které byly testovany. Apliktegsem celkem 14 novych latek
cytokininové povahy, ale neégobily téngét Zadnou defoliaci. Nreni bylo u kazdé latky
opakovano dvakrat ve dvouznych koncentracich ( 3Q0M a 500uM). Za zminku stoji
pouze latka LGR-2541, ktera imobila i 300 uM koncentraci defoliaci 40,5 % & 00 uM
koncentraci dokonce 64,6 %.

V predchozi préci byly za nejiinngjsi povazovany vo00 uM koncentraci tyto latky
v nasledujicim pi@adi. LGR-951 > LGR-950 > BAP > LGR-2210 > TDZ > RA042. Jejich
aktivita je ovlivrena gitomnosti iznych substitueitv poloze R, R, a R. Bylo prokazano,
Ze gitomnost halogehv poloze R ma dobry vliv na aktivitu cytokiniih Pokud se v poloze,R
vyskytuje ribozil, dochazi ke zvySendigku cytokinini a zarové zlep3uje jeho rozpustnost. Tyto
latky byly testovany i v mé diplomové praci, alg¢igle U¢innost se bohuZel nepotvrdila. Latka
LGR-951 byla velice Spagnrozpustna, coZz mohlo mit vliv na vysledky. Bohuidgl nam
nepodailo optimalizovat metodu rozpustnosti. Latka LGRI9¥ drive zpmsobila defoliaci 85,4
%, nyni 61,8 %. LGR-2210 #pobila defoliaci 79,7 %, ale nyni pouze 38,7 %. BiPdiive
zpasobil defoliaci 84 %, a nyni pouhych 22 %. N@jisttné hodnoty neodpovidaly vysleik,

a proto o¥reni &innosti gchto latek budeiednEtem dalSich studii.

Dalsim ukolem bylo zjistit, ktera koncentrace TOide nejvhodjSi pro aplikaci
rastovych regulatdr v riznych kombinacich. Jiz v bak#&é praci se ukazalo, ze pousf@OuM
roztoku TDZ by nejspiS nefio vyznam na mechanickou sklize jelikoZz listy Zistavaly
na rostlit seschlé a samotnd rostlina uhynula. Vzhledem kifafa bavinik je rostlina, ktera
se vyuziva i v druhém roce, jieba nalézt vhodisi koncentraci. TDZ bylo testovano ¥g/iech
raznych koncentracich, 80 puM, 100 uM, 1251M a 250 uM. Ukazalo se, Ze nejvhodgi
koncentraci pro defoliaci baviniku by mohla A uM a 100 uM koncentrace. Listy opadavaly
béhem deseti din postupg a nesesychaly. Zatimct25 uM a 250uM koncentrace Zisobila
rychly nastup defoliace, ale viiehu meteni ( giblizné 6.den) doSlo k sesychéni fisa jejich

zistavani na rostlih Rostlina po aplikacithto dvou koncentracigtava ziva.
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Na defoliaci baviniku nebyly testovany pouze cytoky, ale také samostatné auxiny
a brassinosteroidy. Z auxinjsme aplikovali v10 pM koncentraci IAA a z brassinosteroid
v 2 uM koncentraci 24-Epibrassinolid. Samoskadiplikované latky neZsobily Zzadnou defoliaci
lista baviniku. Proto byly dale zkouSenyizné kombinace éthto iistovych regulatar.
Pri zpracovani vysledkjsem nebrala az tak velkyetel na vysledky s latkou LGR-951, jelikoz
latka byla velice Spatnrozpustnd, coZz mohlo mit vliv na i dosazené vysledky. Kombinace
s touto latkou byly &inné pouze s TDZ.

JelikoZ byla latka LGR-951 velice Spatrozpustna, pouzili jsme misto ni jiné cytokininy,
¢ili TDZ a LGR-1042. Tyto cytokininy byly kombinowy s IAA a 24-EP. NejvysSicinnost
na defoliaci baviniku byla projevena kombinaci TB24-EP. Bylo dosazeno 81,8 % defoliace.
Pri aplikaci TDZ s NAA doslo k defoliaci 67,7 %. BylkyzkouSena také kombinace NAA a
24-EP, ovSem Zadny efekt na defoliaci nenastalalioh ngreni byla misto TDZ vyzkouSena
latka z LRREili LGR-1042. NejvySSi tinek nastal kombinaci LGR-1042 a NAA. Doslo k 7%7
defoliaci. DalSi kombinace této latky na vliv déémle byly zanedbatelné. Aplikacéchto
kombinaci vychazela danku Effect of brassinosteroid, auxin, and cytokinin ethylene
production in Arabidopsis thaliana plant@rteca and Arteca, 2008). Mé naéhené
hodnoty se neshoduji s vysledky tohatéanku na produkci ethylenu. &anku byla
nejvyssi produkce ethylenu prokdzana aplikaci augid-D, NAA a IAA. Pokud byla
rostlina oSdaena samostatnym brasinnolidem, g&nvadny efekt na produkci ethylenu.
Nicmére kdyz byl brassinolid pouzit v kombinace s IAA, tesdramaticky natst
v produkci ethylenu nad produkci, kterou vyvolaEmestatd aplikovana latka IAA.
Nemizeme tedy 100 % tvrdit, Ze defoliace dige prokazatel& zpisobena produkci
ethylenu. Nicmé#&owereni &Einnosti gchto latek budeigdmstem dalSich studii.

Na za¥r byly vyzkouSeny i trojkombinacedhto latek. Kombinace TDZ s NAA a 24-EP
zpasobila defoliaci 68,8 % a kombinace LGR-1042 s N&A24-EP pouhych 42,4%.
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6 Zawr

Prace nila za ukol shromazdit dostupné zdroje a vypracbietrni reSersi na dané
téma. Dale mla za uUkol otestovat vybranédistové regulatory a jejich kombinace
na defoliaci baviniku. Aplikacithto latek jsme chli nalézt latky, které maiji stejny nebo
vySSi &inek, nez kome&mn¢ vyuzivany thidiazuron. VSechny vysledky jsou zpramy

v experimentalnéasti a shrnuty v diskusi.
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