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Brasinosteroidy (BRs) tvofi skupinu steroidnich rostlinnych hormont, ktera
zahrnuje kolem 70 ptibuznych endogennich latek a vyskytuji se U nizsich i vyssich
rostlin. BRs byly nalezeny a vyizolovany ze semen, plodu, listi, kvéti a pylu. Mezi
hlavni fyziologické u¢inky BRs na rostliny patfi vliv na rist a déleni bunky a vliv
na prabéh stresové reakce. ldentifikace BRs vyZzaduje vysoce citlivy biotest, protoze
BRs se pfirozené vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich.

Ethylen je jednoduchy, plynny rostlinny hormon. Ackoliv jeho struktura je
velmi jednoducha, ethylen se podili na regulaci fady vyvojovych procest u rostlin.
Ethylen ovliviiuje kliceni rostlin, senescenci rostlin a abscisi listt.

Cilem diplomové prace byl vyvoj a optimalizace biotestu, ktery sleduje
inhibici etiolovaného ristu pelusky a ktery je zalozen na pfedpokladu, ze BRs ve
vys$i koncentraci inhibuji etiolovany rast. Tato inhibice je pravdépodobné
zpusobena zvySenou produkci ethylenu, ktera je zprostfedkovana skrze BRS.
V tomto biotestu byla sledovana aktivita pfirozenych BRs (BL, 24-epiBL) a dalsich
fytohormont (cytokinini, auxind a giberelinti). Vyvinuty biotest se ukazal pro BRS
jako velmi citlivy a Ize v ném detekovat aktivitu BRs i ve fmol mnozstvich. Rovnéz
jsme vyvinuli a optimalizovali vhodnou metodu pro méfeni produkce ethylenu u
etiolovanych rostlin pelusky a otestovali jsme vliv BRs a dalSich rustovych
regulatort na produkci ethylenu.
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Brassinosteroids (BRs) represent a large group of plant steroids which include more
than 70 congeners distributed from lower to higher plants. Physiological functions
proposed for BRs include cell elongation, cell division and modulation of stress
responses. Because BRs are present in plants in extremely low concentrations
and have potent biological activity, their identification requires highly sensitive
bioassays. Ethylene is the simplest, gaseous plant hormone. Even though
the structure is very simple it participates in the regulation of a variety
of developmental processes in plants.

The aim of this thesis was to develop and optimize a new pea inhibition biotest
based inhibition of the growth of etiolated seedlings at high BR concentration; this
inhibition is probably caused by ethylene production which is mediated by BRs.
Activities of several natural BRs were studied in this test and then were compared
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inhibition bioassay is very sensitive, because as little as 10 fmol of brassinolide may
be detected. Finally we evaluated the optimal conditions for the induction of
ethylene by different plant hormones, and the interactions between BRs and other
plant hormones on the induction of ethylene in etiolated pea seedlings.



Prohlasuji, Ze jsem piedloZzenou bakalafskou praci vypracovala samostatné za

pouziti citované literatury.

V Olomouci dne



Réda bych pod¢kovala Ing. Jaromirovi Mikulikovi, PhD. za vedeni diplomové
prace, Mgr. Jané OkleStkové, PhD. za cenné rady a vénovany ¢as a Ev€ Hirnerové
za pomoc béhem prace v laboratofi.



Obsah

1. SEZNAM ZKRATEK ... 8
2. UVOD e 10
2.1, BraSiNOSEIOIAY.......ccveiueeieiieiieciecee sttt ste et ra e e e ee e nnes 11
2.1.1. Chemicka struktura a vyskyt BRS ......ccccccviiiiiiiiiii s 11
2.1.2. Biosyntéza a metabolismus brasinosteroidil ............cccevvvveiiiriiiiiniiinnns 13
2.1.3. Vliv brasinosteroidti na rist a Vyvoj rostlin ..........ccoccevvveveiieiieennsinnnnn, 15
2.1.4. Biotesty brasinoSteroidll........c.ucovveeiiiiriiiieiiiee s 20
2.1.3. Signélni drahy a transport brasinosteroidil..........ccoevvererriersieeiiee e 22

2.2. Dalsi testované regulatory TlSTU .......ecviiiiieiieie e 24
2.2.1. Kyselina indol-3y1-0ctova (TAA) ....c.ccoiiiiiiieieee e 24
2.2.2. Kyselina giberelova (GA3) ......cooiveiiiiiiieiiiee e 24
2.2.3. Trans-zeatin ribosid (IZR).......cccceriiiiiiiiirie e 25
2.2.4. ThIdiaZUuron (TDZ) ......cociiieiiieeiese st 25

2.3 ETNYIEN oo e 26
2.3.1 HISTOMIE ..t 26
2.3.2. Struktura a biosyntéza ethylenu ............cccoeviiiiiiiiiii 27
2.3.3. Vliv ethylenu na riist a vyvo] 10Stln .......ccccvviiiiiiiiiiicce 28

2.4. Plynova chromatografie ..........ccovveiiiiiiiiiiiiic e 31
3. EXPERIMENTALNI CAST ...t 33
3. 1. Materidl @ PriStIOJe . ..cecviriiiieiiiiie e 33
3.1.1. Biologicky Materil..........c.ccoiriiiieiiiiieiieiceesee e 33
3.1.2. ChemiKALIE ....oooiiiiiiiie e 33
3.1.3. Pracovni pOMUCKY .......cooiiiiiiiiieriieee e 33
3.1.4. PHIStroje @ ZafiZeni........cccviieiiic e 33

3.2  MIBLOY ... 34
3.2.1. Test inhibice etiolovaného ristu pelusky .......ccccovviiriniiiniiniiiccen, 34



3.2.2. Méteni produkce ethylenu...........ccocviiiiiiiiiiiici 37

3.3, VYSIEAKY .t 39
3.3.1. Brasinolid (BL) ....ccevueiieiieiiiie et 39
3.3.2. 24-epibrasinolid (24-piBL).......c.cooiiiiiiiiieeeee e 41
3.3.3. Trans-zeatin ribosid (tZR) .......ccooveiiiieiieie e 43
3.3.4. Kyselina indol-3yl-0ctova (IAA) ...cccoveiveieeieceere e 45
3.3.5. Kyselina giberelova (GA3) ...coovviiiiiiiiieriie i 47
3.3.6. ThIdiaZUroN (TDZ) .....ccoveiieieceeseece e 49

3.3.7. Vliv testovanych latek na délku epikotylu etiolovanych rostlin pelusky51

3.3.8. Vliv testovanych latek na produkci ethylenu u etiolovanych rostlin

3.3.9. Produkce ethylenu etiolovanymi rostlinami pelusky po aplikaci 24-

epiBL v ¢asovém rozmezi 6-96 NOAIN............cooiviiiiiiiiiiie 53
3.3.10 Optimalizace syceni Erlenmayerovy baiiky ethylenem ........................ 55
4. DISKUSE ...ttt 56
5. ZAVER ..ot 60
6. OBRAZOVA PRILOHA ....oovviiritiiieriees s 62
7. POUZITA LITERATURA ..ottt 64



1. SEZNAM ZKRATEK
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ACC
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FID
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RT

kyselina abscisova
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BRI1-associated receptor kinase
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BRI1-kinase inhibitor 1
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brasinosteroidy
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circadian clock associated 1
kastasteron
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giberelin 1,2

kyselina giberelova

kyselina indol-3yl-octova
leucine-rich repeat

kyselina naftyloctova
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TCD termalné konduktivni detektor
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TOC1 timing of CAB expression 1
tZR trans-zeatin ribosid
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2. UVOD

Brasinosteroidy (BRS) tvoii skupinu steroidnich rostlinnych hormoni,
ktera zahrnuje kolem 70 ptibuznych latek a jsou rozsifené v celé rostlinné tisi. BRS
byly nalezeny a izolovany ze semen, plodd, listi, kvéti a pylu. Mezi hlavni
fyziologické ucinky BRs na rostliny patii vliv na rst a déleni buiky a vliv
na prabeh stresové reakce.

Ethylen je jediny plynny hormon. Ackoliv jeho struktura je velmi
jednoducha, ethylen se podili na regulaci fady vyvojovych procesu v rostlinach.
Ovliviuje kliceni rostlin, senescenci rostlin a abscisi listd. V literatufe mizeme najit
zpravy o stimulaci produkce ethylenu vlivem brasinosteroidi (Arteca et al. 1983;
1987).

V Laboratofi rustovych regulatort byl sestaven a optimalizovan novy biotest
inhibice etiolovaného rustu pelusky, ktery je zalozen na skutecnosti, ze BRs ve
vyS$i koncentraci inhibuji rist etiolovanych kli¢icich rostlin — tato inhibice je
pravdépodobné zpusobena produkci ethylenu, ktera je vyvolana vlivem BRs. V
tomto testu byla pouzita semena pelusky (Pisum arvense L. sort Arvika). Jako
testované latky byly pouzity ptirodni brasinosteroidy (BL, 24-epiBL), jejichz
ucinky byly srovnavany s jinymi fytohormony (tZR, IAA, GA3, TDZ). Tento
biotest se ukazal jako velmi citlivy, protoze diky nému bylo mozné detekovat i
velmi nizkd mnozstvi (10 fmol brasinolidu). Na zavér byla také sestavena a
optimalizovana vhodna metoda na detekci produkovaného ethylenu a nésledné byl
otestovan vliv riznych fytohormont na produkci ethylenu v etiolovanych rostlinach

pelusky.
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2.1. Brasinosteroidy

2.1.1. Chemicka struktura a vyskyt BRS

Brasinosteroidy patii mezi pomérné mladou skupinu rostlinnych hormoni.
Byly objeveny vroce 1970, kdyz Mitchell a jeho spolupracovnici zjistily,
ze extrakty z pylu fepky (Brassica napus) maji podptrny vliv na rdst stonku
a déleni bunék rostlin (Mitchell et al., 1970) V roce 1979 pak byla izolovana prvni
biologicky aktivni latka, odpovédna za zminéné biologické ucinky fepkového pylu
a byla nazvana brasinolid (Grove at al., 1979). V nasledujicich dvou letech
se podafilo brasinolid (BL) a jeho stereoizomer 24-epibrasinolid (24-epiBL)
chemicky syntetizovat, coz nahradilo vysoce nakladny postup izolace téchto latek
z rostlin. S dostatkem nasyntetizované latky se vyzkum mohl zamé&fit na urceni
fyziologického vlivu brasinosteroidi (Cutler, 1991). Brasinolid je z chemického
hlediska polyhydroxyderivat Sa-cholestanu. Rostlinné brasinosteroidy jsou tedy
latky strukturné podobné cholesterolu, ze kterého jsou odvozeny steroidni hormony
u zivoCichl - napfiklad androgeny, estrogeny, kortikoidy (u obratlovcl) a
ekdysteroidy (u korys$i a hmyzu) (Fujioka, 1999). Kromé BL tfadime do skupiny
brasinosteroidu dalSich asi 68 endogennich BRs. Podle struktury B kruhu mizeme
BRs rozdélit do 2 velkych skupin na 6-keto BRs a brasinosteroidy s laktonovou

strukturou.

OH

A
(@)

Obr ¢&. 1: Chemicka struktura kastasteronu (A) a brasinolidu (B) jako dvou nejrozsifengjsich
zastupci brasinosteroidu.
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Brasinosteroidy se v rostlinach vyskytuji i ve form¢ konjugatu s mastnymi
kyselinami nebo cukry (Bajguz, 2011) nebo jako biosyntetické prekurzory
a metabolické produkty brasinolidu (Mandava, 1988).

Vyskyt brasinosteroida byl potvrzen v celé fadé vyssich i nizsich rostlin (53
krytosemennych rostlin, z toho 41 dvoudéloznych a 12 jednodéloznych, 6 rostlin
gymnospermnich, 3 fasy, 1 mech a 1 pterophytu) (Bajguz, 2011). Endogenni
hladina brasinosteroidt se 1isi v zavislosti na druhu rostliny a rostlinném organu.
Nejvyssi obsah brasinosteroidi je v semenech, pylu akvétnich ¢astech. Mladé,
rostouci vyhonky maji vyssi hladinu BRS nez dospéla pletiva a kofeny (Bajguz,
2011).
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2.1.2. Biosyntéza a metabolismus brasinosteroidu
BRs jsou skupina modifikovanych steroll, proto mizeme jejich biosyntézu

rozdélit na dvé hlavni ¢asti:

1.) biosyntetickou drahu, jednotnou pro steroly (skvalen -> kampesterol)

2.) biosyntetickou drahu, specifickou po brasinosteroidy, ktera je nutna pro

vznik bioaktivnich BRs ze steroli. (kampesterol->brasinolid)

Biosyntetické drahy brasinolidu byly poprvé objasnény pii pouziti kultury
nediferenciovanych bunék barvinku rizového (Catharanthus roseus L.). Rozsahlé
metabolické studie navrhly dvé paralelni biosyntetické drahy pro BL. Jedna
se 0 ranou a pozdni C-6 oxida¢ni drahu (Sakurai a Fujioka, 1997; Sakurai, 1999).
Dnesni studie ptedpokladaji, ze rand a pozdni C-6 oxidacni drdha nejsou zcela
autonomni, ale Ze jsou ob¢ tyto biosyntetické drahy propojené (Hong et al., 2002;
Noguchi et al., 2000). Na obrazku (Obr ¢.2) lze vidét, ze kampesterol je nejdiive
pfeménén na kampestanol, ktery je pak dale pfeménén na kastasteron a to bud’
Casnou nebo pozdni C-6 oxidaci. Posledni krok je preména kastasteronu
na brasinolid. V rostliné rajéete nebo tabaku se ukazalo, ze pozdni C-6 oxidacni
draha je dominantni, protoze endogenni brasinosteroidy v téchto druzich zahrnuji
pouze latky pozdni C-6 oxida¢ni drahy (Koka et al., 2000).

Detailni analyza metabolismu brasinosteroidti na molekularni a biochemické
urovni je nezbytna k pochopeni regulatniho mechanismu bioaktivnich
brasinosteroidi. Metabolické cesty zjisténé pomoci experimentii zaloZenych na
aplikaci exogennich brasinosteroidd nemuseji vzdy odpovidat metabolismu
endogennich BRs, ale dokazuji schopnost rostlin metabolizovat BRs (Fujioka a
Yokota, 2003). Zakladni deaktivacni krok je v metabolismu brasinosteroida
B-epimerizace 2a-OH a 3a-OH (YYokota a Mori, 1992), tyto epimerizace mohou byt
pozorovany v metabolismu CS, BL a jejich 24-epimeri skrze odpovidajici ketony
(Hai et al., 1996). Pii metabolismu 24-epimerd probiha u houby Cunninghamella
echinulata hydroxylace na C12, u vyssich rostlin je hydroxylovan C20, C25 a C26.

Hydroxylace na C20 je doprovazena §tépenim vedlejSiho fetézce mezi C20 a C22.

Pro kontrolu hladiny brasinosteroida jsou také dilezité konjugacni procesy.
Byl izolovan gen odpovédny za sulfonaci 24-epimerickych brasinosteroida. U lilie

je konjugovana 3B-hydroxylova skupina teasteronu s mastnou kyselinou nebo

13



glukézou. V rajceti je3p-hydroxylova skupina 24-epiteasteronu modifikovana
glukézou nebo disacharidovymi konjugaty. Obecné byva teasteron udrzovan
Vv rostlinach na nizké hladin€, zfejmé protoze byva rychle konjugovan. Naproti tomu

typhasterol konjugovan nebyva (Fujioka a Yokota, 2003).
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Obr ¢&. 2: Biosyntetickd draha brassinosteroidi. Pfevzato a upraveno z Fujioka a Yokota
(2003).
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2.1.3. Vliv brasinosteroidu na rist a vyvoj rostlin

2.1.3.1. Vliv BRs na rust rostlin

Nejlépe znamy a nejvice prozkoumany biologicky vliv brasinosteroidi
je jejich schopnost stimulovat riist rostlin. Stimulaéni vliv BRs na rlst semenackt
byl sledovan v fadé biotestti, ve kterych bylo napiiklad pozorovano prodluzovani
epikotylt hrachu, fazole nebo hypokotyli okurky, slune¢nice (Katsumi, 1991).
Obecné maji brasinosteroidy vliv na rist rostlin na svétle, tento vliv naopak neni
pozorovan ve tmé (Mandava, 1988).

Inhibi¢ni vliv BRs na rtist adventivnich koteni byl pozorovan na hypokotylu
fazole mungo (Yopp, 1981). Dalsi studie vSak ukazuji, Ze tato inhibice mozna neni
zpusobena primarné vlivem BRs, ale je dana rozdilem v optimalni koncentraci
brasinosteroidic pro vyvoj adventivnich kofeni a pro rist nadzemni Ccasti
(Roddick, 1995). Dalsi testovani prokazalo, ze BRs v nizké koncentraci mohou
vyvolavat formovani postrannich kofent, za téchto podminek funguji synergicky
s auxiny (Bao et al., 2004).

Fenotypy BR-deficientnich mutantii maji zfetelné¢ redukovany koten,
coz naznacuje, z¢ BRs jsou nutné pro spravny rist kofene. V zavislosti
na koncentraci mohou mit exogenné aplikované BRs pozitivni 1 negativni vliv
na rast kotene. V nizké koncentraci brasinosteroidy podporuji rist kofene a naopak
pii  vysoké koncentraci aplikovanych BRs je rlst kofene inhibovan.
Prah koncentrace pro inhibici rdstu kofene je rlizny v zavislosti na aktivité

pouzitého BR-analogu (Mussing, 2005).
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3.1.3.2. Vliv BRs na prodluZovani bunék

Zakrsly vzrust BR-deficientnich mutantl, ktery mizi po exogennim piidani
brasinosteroidic je pfimy dukaz, ze brasinosteroidy jsou nepostradatelné
pro normalni rast rostlin. Zkoumanim bunék normalnich Arabidopsis a cbb, dwf4,
cpd a dim mutantnich rostlin svételnym a elektronovym mikroskopem bylo
dokazano, Ze u mutantnich rostlin je redukovan dlouzivy rust bunék (Takahashi et.
al., 1995; Kauschmannet et. at., 1996; Szekeres et al., 1996; Azpiroz et al., 1998).

ZvétSovani bunék nutné pro rist a diferenciaci vSech rostlinnych organii
je fizeno koordinovanymi zmeénami mechanickych vlastnosti bunééné stény,
bunééné hydrauliky, biochemickymi procesy a genovou expresi (Cosgrove, 1997).
Jasnymi cilovymi misty pro hormony, které maji vliv na rust bunék, jsou proto
mista regulace syntézy nebo aktivity enzymu, které maji vliv na modifikaci bunééné
stény (napiiklad XTHs, glukanazy, celulozasyntazy) (Clouse, 2011). Ve prospéch
tohoto tvrzeni byla v soji, rajceti a Arabidopsis potvrzena regulace gend kodujicich
XTHs a expanziny pravé vlivem brasinosteroida (Clouse, 1997).

Biofyzikalni méfeni potvrdily vyznam brasinosteroidi pii rozvoliovani
bunééné stény v epikotylu soji (Glycine max) (Zurek et al., 1994) a v hypokotylech
¢inského zeli (Brassica chinensis) a tykve (Cucurbita maxima) (Wang et al., 1993;
Tominaga et al., 1994). Vyvolani bunééného rastu skrze BR-regulovanou expresi
genil zapojenych do modifikace bunécné stény, biosyntézy celuldzy, transportu
vody a iontli bylo demonstrovano v nékolika genetickych studiich (Vert et al., 2005;
Kim a Wang, 2010).

Je znamo, Ze pro urCeni orientace rustu bunck je dulezité uspofadani
kortikalnich mikrotubuld. Ukézalo se, ze brasinosteroidy ovliviiuji rekonfiguraci
mikrotubulii na transverzalni orientaci a tak je umozZnén longitudinalni rast
(Mayumi and Shibaoka, 1995).

U mutanta dim je redukovana exprese specifického tubulinového genu,
ktery je pravdépodobné zahrnut v procesu riistu buniky (Takahashi et al., 1995).
Pomoci imunofluorescence alfa-tubulinu v BR-deficientnich mutantech Arabidopsis
se ukazalo, Ze brasinosteroidy mohou vyvolavat reorganizaci mikrotubuld

a bunécny ruast bez narastu tubulinové genové exprese (Catterau et al, 2001).

16



Kromé zmén vlastnosti bunééné stény mohou brasinosteroidy vyvolavat také
zménu transportu vody prfes aquaporiny a zménu aktivity H'-ATP4zy. Tyto dvé
zmény jsou také spojeny srustem bunky (Schumacher et al., 1999;
Morillon et al., 2001).

Dnesni studie, které kombinuji fluorescencni spektroskopii, konfokalni
mikroskopii a elektrofyziologii pifedpokladaji, Zze brasinosteroidy vyvolavaji
membranovou hyperpolarizaci a rychlé prodluzovani buniky skrze BR-modulovanou

interakci BRI1 a ATPazy v plazmatické membrané (Caesar et al., 2011).

2.1.3.3. Vliv BRs na bunécné déleni

Prvotni testy brasinosteroidii na druhém internodiu fazole odhalily vliv BRs
na déleni bun¢k (Steffens, 1991). V kultufe parenchymatickych bun¢k sluneénice
topinambur (Helianthus tuberosus L.) (Clouse a Zurek, 1991) a v protoplastu
¢inského zeli (Brassica chinensis) a petunie (Petunia hybrida) (Nakajima et al.,
1996; Oh and Clouse, 1998) bylo prokazano, Ze brasinosteroidy v ptitomnosti
auxinli acytokininli stimuluji bunéfné déleni. Dalsi pokusy potvrdily,
ze brasinosteroidy zvySuji mitoticky index v bunkach kofenové Spicky cibule
(Allium cepa) (Howell et al., 2007)

2.1.3.4. Vliv BRs na diferenciaci buiky

Bylo dokazano, ze krom¢ auxinti a cytokinind maji i brasinosteroidy vliv
na proces diferenciace cévnich svazkid. Napfiklad jiz nanomolarni hladina
brasinolidu stimuluje tvorbu tracheid ve dvou zakladnich modelovych sytémech pro
studium xylogeneze: v explantatech sluneénice topinambur (Helianthus tuberosus
L.) a v izolovanych mezofylnich bunkach ostalky sliéné (Zinnia elegans) (Clouse a
Zurek, 1991; Iwasaki a Shibaoka, 1991). V systému Zinnia elegans brasinosteroidy
také reguluji expresi nékolika genl zapojenych do formovéani xylému (Fukuda,

1997).

Dalsi prace na Arabidopsis ukazuji, ze brasinosteroidy ovliviiuji pocet
cévnich svazkll v nadzemni ¢4sti rostliny (Ibanes, 2009). V nékolika pokusech bylo
také prokazano, ze brasinosteroidy reguluji diferenciaci prekambidlnich bunck
Vv xylému caste¢né skrze regulaci transkripce genti, ptipadné¢ HD-ZIP transkripcnich
faktort, které jsou nutné pro tento proces (Ohashi-Ito a Fukuda, 2003; Fukuda,
2004; Ohashi-Ito et al., 2005; Ohashi-Ito a Fukuda, 2010). Pro tento proces je
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nezbytnd BRII receptorovad kindza a jeji blizce pfibuzné BRL1 a BRL2 kinazy
(Cano-Delgado et al., 2004; Fukuda, 2004).

2.1.3.5. Vliv BRs reprodukci a senescenci

Pro  vétSinu  BR-deficientnich  a BR-insenzitivnich ~ mutantii
je charakteristickd niz8i plodnost nebo samci sterilita. Pyl je bohaty zdroj
endogennich brasinosteroidt a in vitro pokusy na tiesni (Prunus avium) ukazuji,
ze rust pylové lacky je Castecné zavisly na hladiné brasinosteroidt (Hewitt et al.,
1985). Dnes$ni studie ukazuji, Ze transkripéni faktor BES1 se vaze piimo
na promotory nékterych genti, které reguluji vyvoj prasniku a pylu. U BR-mutanta
maji tyto geny pozmeénénou expresi, ktera vede k viditelnym defektim
na prasnicich nebo k defektim pylové morfologie (Ye et al., 2010).

U mutanta cpd je sam¢i sterilita zptsobena neschopnosti pylu tvofit pylovou
lacku (Szekeres et al., 1996). U mutanta dwf4 je pyl na rozdil od mutanta cpd
zivotaschopny a sterilita je vV tomto pifipadé zplsobena zkracenou délkou tycinek
(Choe et al., 1998). Jediny fertilni BR-mutant Arabidopsis je dwf5-1, ktery ma jako
jediny ty¢inky del$i nez pestik (Choe et al., 2000). Piestoze je mutant dwf5-1
fertilni, tvoii semena, kterd se nevyvijeji normalng, a pro spravné kliceni je nutné
exogenn¢ dodat brasinosteroidy. Na zakladé tohoto zjisténi se usuzuje, ze
brasinosteroidy maji vliv na kliceni semen, pfestoze zadny jiny BR-mutant
nevyzaduje pro kliceni BRs v médiu (Choe et al., 2000).

Béhem vyvoje semen hraji kyselina abscisova (ABA) a gibereliny (GA)
antagonistickou roli pii spousténi ¢iukonceni dormance. Bylo zjisténo, ze
brasinosteroidy rusi vady kliceni, které jsou zptisobeny nedostatkem giberelind u
GA-deficitnich nebo GA-insenzitivnich mutantti. Dale bylo zji§téno, ze BR-mutanti
det2 a bril jsou vice citlivi na inhibici klieni zptsobenou ABA neZz normalni
Arabidopsis. Z téchto poznatkd vyplyva, ze pfenos BR signalu je nutny k naruseni
dormance indukované ABA a ke stimulaci kliceni (Steber and McCourt, 2001).
Genetické studie naznacuji, ze specificky protein v signadlni draze ABA by zaroven
mohl byt cilovym mistem vazby brasinosteroidt pfti regulace kli¢eni (Xi and Yu.,
2010).

Kromé snizené plodnosti charakterizuje vétsSinu BR-mutanti také delsi
zivotnost a opozdéna senescence. Primérné Arabidopsis piechazi do senescence

ptiblizné¢ po 60 dnech, BR-mutanti dokdZou ziistat zeleni a iniciovat nové kvéty
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i po 100 dnech. Oddaleni senescence koreluje se snizenou fertilitou - zcela sterilni
mutanti (naptiklad bril) maji nejdelsi vyvoj. Pfedpoklada se tedy, ze neschopnost
vytvaiet a prendset signal pro nastup senescence vede u sterilniho mutanta
k prodlouZzeni zivotnosti (Choe et al., 1999). Naopak fertilni mutant dwf5-1

nevykazuje oddalenou senescenci (Choe et al., 2000).

2.1.3.6. Zapojeni BRs pf¥i stresovych reakcich

Vliv brasinosteroidic na zvySovani rezistence rostlin viaci vné&jSim
abiotickym strestim byl zkouman a hodnocen pfedevsim s myslenkou na uplatnéni
a aplikaci BRs v zemé&d¢lstvi. Nejvice byl zkouman teplotni stres, protoze teplotni
zmény se zdaji byt nejrychlejsi. Semenacky kukufice jsou béhem kliceni a béhem
Casnych obdobi ristu velmi citlivé na chladovy stres. Po aplikaci brasinosteroida
semendcky obnovovaly rist 1 za nizké teploty. BRs navic vyvolavaly znovuzelenani
etiolovanych listd na svétle (He et al., 1991).

Pii stresu vysokymi teplotami brasinosteroidy vyvolavaly V listech pSenice
syntézu proteinti. Syntéza proteini po aplikace BRs byla zachovéna 1 pii 43°C
na urovni syntézy pii 23 °C, zatimco bez aplikace BRs byla hladina proteinti pfi
43 °C 2,5 krat niz$i (Kulaeva et al., 1991).

Byla také studovana schopnost brasinosteroidt zvysit rezistenci rostlin vici
infekci houbovymi patogeny. Rostliny brambor po aplikaci BRs ve formé spreje
vykazovaly mensi vyskyt infekce Phytophtora infestans (Khripach et al., 1999).
Né&které koncentrace BRs, pfipadné aplikace BRs v urcitych vyvojovych stadiich
muzou byt spojeny s podporou rustu houbového patogena a rozvoji choroby.
Z toho vyplyva, Ze koncentrace BRs, spravné nacasovani a zpisob aplikace jsou

dilezita hlediska pro pouZziti BRs jako fungicida (Krishna, 2003).
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2.1.4. Biotesty brasinosteroidi
Biotesty jsou obecné velmi dulezité pro studium latek, které podporuji rast

rostlin. BRs se v rostlinach vyskytuji v extrémné nizkych koncentracich a vykazuji
vyznamnou biologickou aktivitu, proto jejich identifikace vyzaduje citlivé a
specifické biotesty, které jsou schopné odliSit BRs od ostatnich endogennich
fytohormonti. Pro testovani BRs byly pouzity testy sestavené pro jiné rostlinné
hormony, zaroven vsak byly vyvinuty i nové specifické biotesty pro BRs (Khripach
etal., 1999).

2.1.4.1. Biotest na druhém internodu fazole

Tento biotest byl poprvé pouzit pii monitorovani biologické aktivity
,,brasinového komplexu“ (Mitchell et al., 1970, 1971; Mandava a Mitchell, 1971).
Pozdgji byl také pouzit pro izolaci ¢istého brasinolidu z pylu fepky olejky (Grove et
al., 1979).

Béhem tohoto testu jsou rostliny fazole (Phaseolus vulgaris) péstovany 6 dni
pii teploté 25-27 °C. Testovana latka rozpusténa v lanolinu se aplikuje na misto
odstranéného listenu na bazi druhého internodia semenacku, pficemz pro dosazeni
optimalniho efektu nesmi byt délka internodia vétsi nez 2 mm. Na kontrolni rostliny
je aplikovéan cisty lanolin. Po 4 dnech od aplikace se provadi hodnoceni, které
spociva v porovnavani délek druhého internodia testovanych rostlin oproti druhému
internodiu kontrolni rostliny. Tento biotest je pouZitelny i pro gibereliny, které ale
zpusobuji pouze prodlouzeni internodia, kdezto BRs =zarovenn vyvolavaji i
zakfivovani, §tépeni a zdufeni internodii. Tato reakce byva nazyvana ,brasinova
aktivita“ a je pozorovatelna pouze po aplikaci BRs. Zduieni a zakfiveni je viditelné
jiz pti aplikaci 0,01 pg BL na rostlinu. Citlivost biotestu lze zvysit vynechanim

nitratu a pfidanim Ca?* a Mn?* do Zivného roztoku (Kohout et al., 1991).
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2.1.4.2. RyZovy ohybovy biotest

Tento biotest je jeden z nejvice popularnich a nejvice pouzivanych testl
pro hodnoceni BR-aktivity. Puvodné byl vyvinut Maedou (1965) pro gibereliny
a lAA. Pro brasinosteroidy byl pouzit ve dvou ruznych tpravach a to budto
s pouzitim intaktnich rostlin (Takeno and Pharis, 1982) nebo s odfiznutymi
segmenty (Wada et al., 1981). Biotest sestaveny Wadou (1981) vypada takto:
semena zakrslé ryze (Oryza sativa L., cv. Kinmaze) jsou 2 dny inkubovana ve vodé.
Kli¢ici semena jsou poté pfenesena na 1% agar a péstovana pii teploté 30 °C pfi
fotoperiodé 8 hodin svétlo/16 hodin tmy dalsi 4 dny. Poté jsou ze semenacku
vyfiznuty segmenty obsahujici jazycek (1 cm dlouhy), kolénko a pochvu.
Tyto segmenty jsou maceny 24 hodin v destilované vod¢, poté jsou inkubovany
48 hodin ve tmé pfi teploté 30 °C v 1 ml 2,5 nM draselno-malatového roztoku
a zndmym mnozstvim testované latky. Pfi hodnoceni se méii thel vznikly
mezi jazyckem a pochvou. U kontrolnich segmentd je tento uhel asi 90°, kdezto
Vv ptitomnosti 0,0005 pg/ml BL se thel zvétsi na 140°.

IAA zpusobuje pouze slaby vliv na odchylku jazycku v koncentraci
50 pg/ml (Wada et al., 1981). Také gibereliny maji slaby vliv na odchylku jazycku
Vv koncentraci 100 pg/ml. Citlivost tohoto testu se méni s pouzitim rizného
kultivaru ryze. Z 60 kultivari byly vyhodnoceny jako nejvice spolehlivé kultivary
Arborio J-1 a Nihinbare (Wada et al., 1984).
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2.1.3. Signalni drahy a transport brasinosteroidi
Diky genetickym analyzdm BR-odpovédi byl identifikovan nejen

receptorovy protein lokalizovany na plazmatické membrang, ale i n¢kolik dalSich
soucasti BR-signalni drahy. Diky tomu dnes mnohem lépe rozumime aktivité
brasinosteroidii na molekulérni bazi.

K identifikaci slozek signalni drahy brasinosteroidd u Arabidopsis byly
genetické analyzy zpocatku zaméfeny na izolaci mutantt, ktefi se vyznacovali
normalnim prodluzovanim kofene i pii vysoké koncentraci BL. Tak byl
identifikovan jednoduchy bril mutant (brasinosteroid insenzitive 1) (Clouse et al.,
1996). Dalsi analyzy ukazaly, ze vSechny BR-insenzitivni mutanti maji mutantni
alelu BRI1 (Li and Chory, 1997), coz prokazuje, ze BRIl je esencialni slozka
signalni drahy BRs.  Z navazujicich studii vyplyva, ze BL se s vysokou specifitou
vaze ptfimo na BRII, coz znamena, Zze BRIl je receptor pro brasinosteroidy
(Kinoshita et al., 2005). BRI1 je receptorova kinaza bohata na leucin nachazejici
se na plazmatické membrané. Receptorové kinazy bohaté na leucin zastupuji
u Arabidopsis nejvétsi  tiidu receptord. Tyto kindzy maji charakteristickou
doménovou strukturu, kterd se skladd z N-koncové extracelularni domény
S vicendsobnym tandemem LRR motivl, jednoduché transmembrianové domény
a z cytoplazmatické kinazové domény se specifitou K tyrosinovym, serinovym
a threoninovym zbytkim. V BRIl je 25 LRR, BRIl také obsahuje usek
aminokyselin nazyvany ,island domain®, ktery se nachazi mezi 21 a 22 LRR.
Tato doména spolu se sousedni LRR 22 vytvaii specifické vazebné misto pro BRs
(Kinoshita et al., 2005). Rozsahl¢ analyzy BR-mutantnich alel dokazuji,
Ze pro ptfenos BR-signalu z cytoplazmatické membrany do zbytku bunky je nutna
jak extracelularni receptorova, tak i vnitini kinazova doména (Friedrichsen et al.,
2000; Vert et al., 2005).

Brasinolid se tedy vaze na BRII skrze steroidni vazebnou doménu velkou
piiblizn¢ 100 aminokyselin. Tato doména zahrnuje ,island domain*
a LRR sekvenci, ktera sni sousedi. Vazba BL na tuto doménu aktivuje
BRI1 receptor, aktivovany BRIl receptor se vyznacuje vysSi autofosforylaéni
aktivitou a zaroven se spojuje sdalsi LRR receptor kindzou - BAK
(BRI1-associated receptor kinase 1). V pfitomnosti brasinolidu na BRI1

jsou fosforylovany in vivo intracelularni domény.
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Tato fosforyla¢ni mista hraji dilezitou roli pfi regulaci receptorové aktivity
a pti kontrole disociace inhibitoru BKI1 (BRI1-kinase inhibitor 1) z plazmatické
membrany (Wang et al., 2005a,b; Wang a Chory, 2006; Tang et al., 2008).

BRI1 BRI BRI1

1

Neaktivni BIN2 Kinase Aktivni

d = (3

fosfo-BES1 fosfataza  ppgy

BR-regulovana genova exprese

Obr ¢&. 3: Signalni draha brasinosteroidii. Pfevzato a upraveno z Clouse (2008).
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2.2. DalSi testované regulatory ristu

2.2.1. Kyselina indol-3yl-octova (IAA)

Indol-3yl-octova kyselina (IAA) je hlavnim pfirodnim auxinem. Ve vysSich
rostlindch byly objeveny i1 dal§i auxiny, ale TAA je z fyziologického hlediska
IAA je relativné jednoducha, ftada laboratofi zacCala rychle syntetizovat
mnoho molekul s auxinovou aktivitou. N¢&které ztéchto latek jsou dnes
hojné vyuzivané v zemédélstvi jako herbicidy. Auxiny ovliviiuji piedevsim
bunécnou elongaci v koleoptile a stonku, schopnost tvofit adventivni koteny
na oddélenych stoncich nebo listech a podporuji bunééné déleni v kalusu

za ptitomnosti cytokinind (Taiz a Zeiger, 2010).

2.2.2. Kyselina giberelova (GA3)
V 50. letech 20. stoleti objasnily dvé skupiny védct (jedna z Velké Britanie

a jedna z USA) chemickou strukturu latky, kterou obé vyizolovali z kultury houby
Gibberella a tuto latku pak pojmenovaly kyselina giberelova (Taiz a Zeiger, 2010).

Ptiblizné ve stejnou dobu japonsti védei vyizolovali a charakterizovali tfi
dalsi gibereliny, pojmenovali je giberelin A; (GA;), giberelin A, (GA,)
a giberelin A3 (GA3). Pozdéji se ukazalo, ze GA3z odpovida kyseliné giberelové,
kterou izolovali britsti a americti védci, takZe se pro GAs pouZiva oznaceni kyselina
giberelova.  GAgs je jednim z giberelind, ktery je zastoupen Vv rostlinach. Kyselina
giberelova ma vyrazny vliv na prodluzovani stonkl a to i u trpasli¢ich rostlin, dale
GA; jako i ostatni gibereliny podnécuji kliceni semen, stimuluji riist kofenti a

podporuji vyvoj pylu a rist pylové lacky (Taiz a Zeiger, 2010).
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2.2.3. Trans-zeatin ribosid (tZR)
Trans-zeatin ribosid je (vedle cis-zeatin ribosidu) jednou ze dvou moznych

konfiguraci zeatinu. Ve vyssich rostlindch se nachdzeji obé konfigurace a ptechod
mezi cis- a trans-konfiguraci je zprostfedkovavan enzymem, ktery se nazyva
zeatin-izomeraza. Trans forma zeatinu se v biotestech projevuje jako vice aktivni.
Fyziologicky vliv zeatinu a ostatnich cytokinini spo¢iva v inhibici rustu kofene,
vV oddaleni senescence listh a ve snizovani apikdlni dominance. Podstatny
je také vliv cytokininll na transportni procesy v rostlinach a dale hraji cytokininy
dalezitou roli pii tvorbé hlizek a pii symbidze s bakteriemi, které vazi vzduSny

dusik (Taiz a Zeiger, 2010).

2.2.4. Thidiazuron (TDZ)
Thidiazuron je synteticky pftipravena latka vyvolavajici cytokininovou

aktivitu. Komeréné se thidiazuron pouziva jako defoliant a herbicid (Taiz a Zeiger,
2010).
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2.3. Ethylen

2.3.1. Historie
V roce 1901 si Dimitry N¢ljubov (student v St. Petérburgu) v8iml, ze ethylen

uvoliiovany z laboratornich lamp spalujicich svitiplyn, zptsobuje odlisSny rist
etiolovanych rostlin hrachu. Zaroven si vSiml, Ze stromy, které na ulici rostou
Vv blizkosti lamp spalujicich svitiplyn, shazuji listy pifedcasné. Proto povazujeme
Néljubova za prvniho, kdo poukazal na vliv ethylenu na rist a vyvoj rostlin
(Hodson a Bryant, 2012).

V roce 1910 byl H. H. Cousinsem popsan vliv ethylenu (jakozto ptirozeného
plynného produktu) na dozravani banant. Pii del$i piepravé ovoce v uzavienych
lodnich prostorech doporucil skladovat pomerance a bandny zvlast, protoze pfi
spole¢ném skladovani banany pred¢asn¢ dozravaji. Ethylen se dodnes pouziva
V bé&Zné praxi pro dozravani banana (Pavlova a Fischer, 2011).  V roce 1934 byl
R. Ganem ethylen identifikovan jako pfirozeny plynny metabolit fytohormonalni
povahy. R. Gane tehdy analyzoval tékavé latky, které produkovala zrajici jablka
(Pavlova and Fischer, 2011).

Rozvoj studia ethylenu jako plynného fytohormonu ovSem nastal az
s vyvojem metod plynové chromatografie v 50. letech 20. stoleti a teprve v 80.

letech byla popsana jeho biosynteticka draha (Hodson a Bryant, 2012).

H H

\ /
C=C
/ \

H H

Obr &. 4: Struktura ethylenu.
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2.3.2. Struktura a biosyntéza ethylenu
Ethylen je z chemického hlediska nejjednodussi alken, jehoz molarni

hmotnost je 28. Ve fyziologickych podminkdch je leh¢i nez vzduch a lehce
se oxiduje. Témet vSechny Casti vyssich rostlin mohou produkovat ethylen, ackoliv
mnozstvi produkovaného ethylenu je zavislé na typu pletiva a fazi vyvoje.
Produkce ethylenu roste béhem opadu listi, dozravani plodi a starnuti rostliny.
Biosyntéza ethylenu mize byt také vyvolana jakymkoliv typem poranéni rostliny,
vlivem fyziologického stresu, pfipadné vlivem infekce zplisobené rozmanitymi
patogeny. Prekurzorem ethylenu je aminokyselina methionin a meziproduktem
pfemény methioninu na ethylen je 1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
(ACC). Po exogenni aplikaci ACC na rostlinné pletivo zna¢né stoupa produkce
ethylenu v rostliné. Enzym ACC syntasa (ACS) katalyzuje pfeménu AdoMet
(S-adenosyl-methioninu) na ACC. Hladina ACS je ovliviiovana vnéj§im prostiedim
(poranénim, suchem) i vnitinimi faktory (hladinou auxint). Enzym ACC oxidasa
(ACO) katalyzuje posledni krok v biosyntéze ethylenu, tzn. pfeménu
ACC naethylen (Taiz a Zeiger, 2010). Na biosyntézu ethylenu ma vliv mnoho

vnitinich a vné&jSich faktort:

e Stresem indukovand produkce ethylenu

Biosyntéza ethylenu narusta ve stresovych podminkach, jako
je napiiklad sucho nebo naopak zaplaveni, chlad, vystaveni o0zonu
a mechanické poranéni. V téchto piipadech vznika ethylen skrze obvyklou
biosyntetickou drahu. Tento ,,stresovy ethylen® je soucasti pocatecni faze
stresové reakce (Taiz a Zeiger, 2010).

e Periodicka regulace produkce ethylenu

U mnoha rostlinnych druhtt fidi biosyntézu ethylenu takzvané
cirkadialni hodiny. Obecné je nejvyssi produkce ethylenu pozorovéana
noci. Tyto vykyvy jsou pravdépodobné zplsobeny transkripéni kontrolou
nékolika ACS gent, ktera je zprostfedkovana u Arabidopsis
skrze TOC1/CCAL hodiny (Thain et al., 2004).
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e Auxiny indukovan produkce ethylenu

V nékterych piipadech vyvolavaji u rostlin auxiny a ethylen
podobnou odpovéd. Tyto odpovédi jsou pravdépodobné zplsobeny
schopnosti auxinll vyvolavat syntézu ethylenu a to prostfednictvim zvySeni
aktivity enzymu ACS. Tento fakt by znamenal, Zze nékteré¢ reakce rostlin
pfisuzované auxinim by ve skuteCnosti byly zpisobeny ethylenem,
ktery vznikl jako odpovéd’ na auxin (Yang a Hoffman, 1984). Po aplikaci
IAA na oddélené subapikalni ¢asti stonkd hrachu, byl skute¢né€ pozorovan

narust v produkci ethylenu (Jones a Kende, 1979).

2.3.3. Vliv ethylenu na riist a vyvoj rostlin
e Dozravani plodi

Po vystaveni plodu ethylenu dochazi u vétSiny rostlin ke zrychleni
procesti spjatych s jejich dozravanim. Tato skutecnost ddvd mozZnost
ovlivitovat zrani plodd béhem skladovani. Jako jeden z diikazd nutnosti
ethylenu pti dozravani plodi Ize uvést mutantni rostlinu rajéete, ktera byva
oznacovana jako ,,nezrajici“. Jak nazev vypovida, tato mutace zcela brani
dozravani plodi rajéete. Molekularni analyzy odhalily, Ze nedozravani plodi
tohoto mutanta je zpisobeno mutaci ethylenového receptoru, ktery
je pozménény a neni schopny vazat ethylen (Lanahan et al., 1994).

e Epinastie listh

Ethylen a vysoké koncentrace auxini zpusobuji epinastii listd.
Bylo zjisténo, Ze auxiny zpUsobuji epinastii nepfimo a to svym vlivem
na zvyseni produkce ethylenu (Taiz a Zeiger, 2010).

U rajcete a dalSich dvoudé€loZnych rostlin zplisobuje zaplaveni
kofenll zvySeni syntézy ethylenu v prytu, ktera vede k epinastické odpovédi.
ProtoZe tento environmentalni stres je zaznamenavan kofeny, ale odpoveéd’
na néj je pozorovana v nadzemni ¢asti rostliny, musi existovat signal, ktery
je transportovan zkotene do prytu. Tento signdl je ve skutecnosti
ACC - ptimy Dbiosynteticky prekurzor ethylenu, coz bylo prokazano
v experimentu, ve kterém byla zaznamenana vyrazné vyssi hladina ACC

VvV xylému rostlin rajcat, kterd byla vystavena zaplaveni (Bradford a Yang,
1980).
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Lateralni rast bunék

Jiz pti nizké koncentraci ethylen méni u semenackd rostlin rustovy
vzorec tak, ze se u téchto semenackt zastavuje elongaéni rist a naopak
je podporovan rast lateralni, coz vede k tloustnuti hypokotylu ¢i epikotylu.
Tyto jevy jsou soucasti takzvané trojné odezvy na ethylen. Smér rustu bunky
je vymezen orientaci mikrofibril v bunéné sténé. Behem trojné odezvy
na ethylen se mikrofibrily v bunéénych sténach oto¢i o 90°. Toto nové
usporadani bunécéné stény zvyhodiuje lateralni rast nad prodluZzovanim
(Taiz a Zeiger, 2010).

Zaktiveni vrcholu u rostlin rostoucich ve tmé

Apikalni klicka vznika asymetrickym ristem vlivem ethylenu stejné
jako epinastie. Toto zakfiveni usnadiiuje pronikani kli¢ici rostliny
skrze pudu (Taiz a Zeiger, 2010).

Ukonéeni dormance semen a pupent

Ethylen ma u nékterych semen schopnost prerusit dormanci a zahajit
kliceni. Zéaroven ethylen mlze porusit i dormanci pupend, proto byva
pouzivan  k vyvolani  raSeni  pupenii  napifiklad u  brambor
(Taiz a Zeiger, 2010).

Vznik kofenu a koienovvych vlaski

Ethylen je schopny vyvolat vznik adventivnich kofenti na listech,
stoncich nebo jinych kotenech. Odfiznuté vegetativni stonky rajcete
nebo petunie vytvareji jako odpovéd’ na aplikaci auxini mnoho adventivnich
kofentl, ale u mutantd insensitivnich k ethylenu tento podpurny jev auxinii
nebyl pozorovan nebo se vyskytoval v omezené mife, coz naznacuje,
ze podplrny vliv auxinli na vznik adventivnich kofenl je zprostfedkovan
skrze ethylen (Clark et al., 1999). Bylo prokazano, ze ethylen také funguje
jako pozitivni regulator vzniku kotenovych vlaskl u nékterych druhti rostlin.
Tato regulace je nejlépe prozkoumana u Arabidopsis (Taiz a Zeiger, 2010).

Regulace kveteni a determinace pohlavi

Piestoze u vétSiny rostlin ethylen brzdi kveteni, tak u ananasu
ethylen kveteni naopak iniciuje (Trusov a Botella, 2006), ¢ehoz se komercné

vyuziva k synchronizaci tvorby plodi.
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U rostlin, které maji oddélené samci a samici kvéty, muze ethylen
u vyvijejicich se kvétli ménit pohlavi (Taiz a Zeiger, 2010).
Defoliace listil

Ukazalo se, ze ethylen je jednim ze zékladnich pozitivnich regulatori

abscise listu (Taiz a Zeiger, 2010).
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2.4. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je béznd detekéni technika pouzivana
v mnoha laboratofich pro odd¢leni a analyzu t€kavych latek (James a Martin, 1952).
Plynovd chromatografie muze diky pouziti specifick¢é kolony odd¢lit slozky
komplexni smési, poté tyto slozky analyzovat a individualn¢ kvantifikovat
(Schomburg, 1990).

Vzorek plynu je nosnym plynem (nazyvanym téz mobilni faze) prendsen
pies kolonu (staciondrni faze). Jako nosny plyn byva pouzivan inertni, nereaktivni
plyn jako je naptiklad helium, argon nebo dusik. Stacionarni faze je mikroskopicka
vrstva kapaliny nebo polymeru na inertnim pevném nosi¢i, kterd interaguje
se slozkami vzorku a nachazi se uvnitf kolony. Rychlost, kterou molekuly
prostupuji  kolonou je ddna silou absorpce na povrch stacionarni faze.
Molekuly dané slozky mohou byt siln¢ zachyceny stacionarni fazi, a proto
jim prichod kolonou trva del$i dobu, znamena to, Ze maji delsi reten¢ni ¢as (RT)
(Phillips, 1994).

Detektor, ktery je umistény na konci kolony méfi konecny signal,
ktery tvofi vysledny chromatogram. Kazdd jednotlivdA slozka mulze byt
identifikovana na zaklad¢ Casu dopadu na detektor (tzn. na zaklad¢ retencniho
Casu). Navic oblast pod vyslednym pikem predstavuje kvantitativni miru
koncentrace dané latky (Cristescu et al., 2012).

Separace jednotlivych sloZek a retencni Cas se odviji od nékolika faktori
jako je naptiklad polarita staciondrni faze, teplota nebo délka kolony.
Polarita stacionarni faze urcuje reten¢ni Cas - polarni latky maji delsi RT diky jejich
silné adsorpci na stacionarni fazi. Rychlost prichodu vzorku kolonou je déna
teplotou kolony a proudem nosného plynu (Bernhard, 1960; Blumberg a Klee,
2000). ZvySovani teploty nebo proudu nosného plynu zptsobuje rychlejsi prichod
vzorku skrze kolonu a zaroven méné interakci mezi vzorkem a stacionarni fazi,
to vede k tomu, ze se zkracuje retencni Cas, ale zaroven se odd€li méné slozek
ze smési. Proto je teplota kolony volena jako kompromis mezi délkou analyzy
a vysledkem separace. Dal§i dulezity faktor je délka kolony. Cim delii kolona je,
tim probiha lepsi separace, ale zaroven to vede k delSimu retenénimu €asu (Gupta,
1969). V roce 1959 byla poprvé pouzita plynova chromatografie k méteni ethylenu
Vv jablkach (Huelin a Kennett, 1959).

31



Hlavni nevyhodou plynové chromatografie byl tehdy nedostate¢ny detekéni limit
i.e. 10-100 ml/l, ktery byl omezen dostupnym detekénim systémem - termalné
konduktivnim detektorem (TCD) (Lawson and Miller, 1966). Zasadni prilom
pro plynovou chromatografii nastal v 60. letech 20. stoleti, kdy se objevily nové
technologie detekce (Lovelock, 1960; McWilliam, 1983).
Vyvoj plamenoioniza¢niho detektoru (FID) a fotoioniza¢niho detektoru (PID)

vyrazné snizil detekéni limit pro ethylen o desitky nl/l (Bassi and Spencer, 1989).

h 4

Pocitaé

/ Vzorek
Chromatograf

<

» Odpad

Kolona \

Detektor

Nosny plyn

Obr ¢&. 5: Schema plynového chromatografu. Pfevzato a upraveno z http://imgbuddy.com/gas-
chromatography-diagram.asp (2015).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material a pristroje

3.1.1. Biologicky material

Semena hrachu polniho (Pisum arvense L.) tzv. pelusky, odrida Arvika.

3.1.2. Chemikalie

testované latky - BL, 24-epiBL, IAA, GA3, tZR, TDZ

chemikalie na pfipravu Hoaglandova roztoku - H3BOs; MnSO,4.H0,
CuS0O4.5H,0, ZnS04.7H,0,  (NH4)6M07024.4H,0,  Ca(NO3),.4H,0,
MgS0,4.7H,0, KNO3, NH4H,PO4, H,SO4

chemikalie na ptipravu zivného roztoku - FEEDTA, CaCl,.H,0

chemikalie k rozpousténi testovanych latek - isopropanol x methylenchlorid

(v/v, 1:1), lanolin

3.1.3. Pracovni pomiicky

buni¢itd vata, nlizky, pinzeta, kddinka (2000 ml), fotograficky tac, odmérny
valec (50 ml), odmérna banka (100 ml, 500 ml), automaticka pipeta
(10-100 pl, 100-1000 ul), spicky k pipetam, skalpel, sklenéné Iékovky
s vicky, méfitko z milimetrového papiru, Erlenmayerovy banky (500 ml),
laboratorni rukavice, parafilm, injek¢ni stiikacky s jehlou (2,5 ml), gumové

Spunty

3.1.4. Pristroje a zarizeni

magnetickd michacka (Lavat a.s. Chotutice, Ceska republika)
pH metr (Hanna Instruments, USA)

topny blok na zkumavky (Grant, United Kingdom)

vortex (Heidolph, Germany)

analytické vahy (Kern, Germany)

vzduchovaci motorek (Maxima, Germany)

fytokomora (Conviron, Canada)

plynovy chromatograf (Agilent Technologies, USA)

sklenény exikator

lampa se zelenym svétlem
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3.2. Metody

3.2.1. Test inhibice etiolovaného ristu pelusky
V Laboratofi ristovych regulatort UP & UEB AV CR byl sestaven novy

biotest na testovani biologické aktivity brasinosteroida, ktery byl v letech
2012-2013 optimalizovan (Kofinkova, 2013). Biotest se sklada z péti zakladnich
krokli a cely trvd 9 dni. Pro provedeni experimentu je nejdiive nutné pfipravit

Hoaglandav roztok a roztedit testované latky v lanolinu.

Piiprava Hoaglandova roztoku

Hoaglandav roztok je roztok anorganickych soli, ktery je koncipovan tak,
Smichanim Hoaglandova roztoku, Zeleza (FeEDTA) a CaCly.H,O vznikl Zivny
roztok, kterym byl v biotestu zalévan perlit, do kterého se ptesadily nakli¢ené
rostliny pelusky. Pti ptipravé Hoaglandova se nejdiive rozpustilo 280 mg H3BOs,
340 mg MnSO4.H,O, 10 mg CuSO45H;0, 22 mgZnS0O,.7H,O a 10 mg
(NH4)sM070,4.4H,0 ve 100 ml H,0O. Téchto 100 ml roztoku bylo rozdéleno na 10
ml aliquoty, ty se uchovavali zamrazené.

Vysledny Hoaglandiv roztok o objemu 1 1 byl pfipraven smichanim
a rozpusténim jednoho 10 ml alikvotu, 1 ml fedéné H,SO,4, 9,49 Ca(NO3),.4H,0,
5,2 g MgS0,4.7H,0, 6,6 g KNOs, 1,2 g NHsH,PO,4 v destilované vodé. Latky
Ca(NOs3),.4H,0, MgS0,4.7H,0, KNO3; a NH4H,PO,4 bylo nutné pied smichanim
rozpouStét zvlast v malém mnozZstvi destilované vody. Hoaglandiv roztok

se uchovava v lednici po dobu maximaln¢ jednoho mésice.

Pfiprava testovanych latek o rizném latkovém mnozstvi

Testované latky byly rozpustény ve 100 ul smesi
isopropanolu x methylenchloridu (1:1, v/v) a dale byly nafedény Vv lanolinu,
ktery zajistoval zafixovani testované latky na misté aplikace. Konecné rozmezi
latkového mnozstvi testovanych latek v lanolinu bylo pro tento pokus aplikovano

mnoZstvi v rozmezi 107-10"* mol v 5 pl.
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Postup experimentu

Vysledny postup experimentu po optimalizaci vypadd nasledovné
(Kofinkova, 2013, obrazova piiloha str. 60-61):
1. DEN - bobtnani semen

Semena pelusky byla zalita dostatecnym mnozstvim vody a ve tmé bobtnala
minimalné 12 hodin.
2. DEN - vlozeni nabobtnanych semen do exsikatoru

Spodni ¢ast exsikatoru byla naplnéna vodou. Na jednotliva prodéravéla patra
exsikatoru se vyskladala kola z bunicité vaty, bunicina byla nasledné zalita vodou
a prodéravéna pinzetou tak, Ze otvory v kotoucich exsikatoru odpovidaly otvorim
V bunicité vaté. Nabobtnand semena pelusky byla vyskladdna na takto pfipravena
patra tzv. pupkem (po6lem) dold. Nakonec byl k exsikatoru pfipojen vzduchovaci
motorek a cely exsikator presunut do tmy do kultivacni skiin€.
4. DEN - vysazeni klicenct do perlitu

Klicenci byli vysdzeni na fotograficky tdc do perlitu. K zajisténi spravné
vyzivy byl perlit zalit zivnym roztokem, jehoz 1 1 byl ptipraven smichanim 10 ml
Hoaglandova roztoku, 3 ml 10°M CaCl, a 1 ml Fe EDTA a 986 ml destilované
vody. Hodnota pH Zzivného roztoku byla nasledné¢ upravena na 5,8. Na jeden
fotograficky tac bylo vyseto 10 fad po osmi sloupcich klicencl, celkem tedy
80 kli¢encu. Rostliny vyseté v prvnim a poslednim sloupci slouzily jako kontroly,
rozmisténi kontrol na okraj tacu meélo vyloucit pozi¢ni efekt na rostliny.
Téc s vysazenymi kli¢enci byl umistén do tmy to kultivaéni komory.
5. DEN - aplikace testovanych latek na semenacky

Na kazdou rostlinku bylo aplikovano automatickou pipetou 5 pl lanolinu
s rozpusténou latkou dané koncentrace. Rozpusténé testované latky byly aplikovany
na misto extirpovaného prvniho listku, ktery byl pifed samotnou aplikaci odstranén
skalpelem. Tac s oznacenymi semenacky byl opét premistén do tmy do kultivacni
komory.
9. DEN - hodnoceni délky epikotylu

Délka epikotylu jednotlivych rostlin byla méfena pomoci méfitka
zhotoveného z milimetrového papiru. Hodnoty byly pieneseny do MS Excel, kde

byly vypoditany primérné hodnoty pomoci funkce (PRUMER) a smérodatné
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odchylky pomoci funkce (SMODCH), ztéchto dat byl nasledné vytvoien graf
S chybovymi tiseckami.
Vsechny kroky biotestu byly provadény v temné mistnosti za zeleného

osvétleni, aby nedoslo k naruseni procesu etiolizace.

36



3.2.2. Méreni produkce ethylenu

V ramci této diplomové prace byla sestavena a optimalizovana metoda
meéteni produkce ethylenu. Metoda spociva ve vzduchotésném uzavieni rostlin,
odbéru vzduchu obsahujiciho vyprodukovany ethylen a nasledném vyhodnoceni
produkce ethylenu  plynovym  chromatografem. Vramci  optimalizace
byla stanovena nejlépe vyhovujici velikost nadoby a jeji utésnéni, dale byla
stanovena optimalni délka uzavieni testovanych rostlin v nddob€ a vhodna metoda
odbéru vzduchu z nadoby.

Vysledny postup méfeni produkce ethylenu po optimalizaci vypada
nasledovné: po méfeni délky epikotylu testovanych rostlin byly v§echny rostlinky
jedné koncentrace (8 ks) pieneseny do Erlenamyerovy banky (500 ml),
kvili zajisténi vlhkosti bylo do Erlenmayerovy banky pfidano malé mnozstvi
destilované¢ vody, pifes bailku byla nasledné pretazena laboratorni rukavice,
ktera byla parafilmem neprody$né piipevnéna k hrdlu banky. Po 24 hodinach,
kdy rostliny byly uzavieny ve tmé v bance, se odebiral vzorek vzduchu z barky.
Vzorek byl odebran jehlou skrze natazenou blanu rukavice (v jejim nejméné
napnutém mist¢) do injekéni stiikacky. Hladina ethylenu ve vzorku byla stanovena
plynovym chromatografem. Plynovym chromatografem byl analyzovan vzdy
1 ml vzorku odebraného vzduchu. Vysledny chromatogram udaval produkci
ethylenu ve velikosti ploch pikd odpovidajicich reten¢nimu ¢asu stanovenému
pro ethylen. Hodnoty velikosti ploch piki byly nasledné piepocitany pomoci
kalibra¢ni kiivky na objem ethylenu v nl/ml. Béhem kalibrace bylo 25 pl ¢istého
ethylenu vstiiknuto do vzduchotésné nadoby o objemu 590 ml, odtud byl nasledné
provadén nastiik v objemech 10-1500 ul do vialky o objemu 40 ml, kde doslo
k promichani a nasledné analyze 1 ml vzduchu (odebraného z vialky)
pomoci plynového chromatografu. Poté byla pfifazena hodnota koncentrace
ethylenu ve vialce k odpovidajici plose piku A na chromatogramu a sestavena

kalibra¢ni kiivka.
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Logarithmic transformation - Linear axes
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Obr &. 6: Kalibraéni kiivka ethyelnu po logaritmické transformaci.

Hodnoty byly pteneseny do MS Excel, kde byly vypocitany primeérné
hodnoty pomoci funkce (PRUMER) a smérodatné odchylky pomoci funkce
(SMODCH), z téchto dat byl nasledné vytvoren graf s chybovymi tiseckami.
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3.3. Vysledky

V nasledujici kapitole jsou zobrazeny a okomentovany grafy, které zobrazuji
vlivy testovanych latek (BL, 24-epiBL, tZR, IAA, GA3, TDZ) na etiolovany rist
pelusky a na produkci ethylenu v téchto testovanych rostlinach. K testovani byl
pouzit vySe popsany biotest inhibice etiolovaného rastu pelusky. Vysledky jsou

zpracované z jednoho opakovani biotestu.

3.3.1. Brasinolid (BL)

Vliv BL na etiolovany rust pelusky odrida
Arvika
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Graf & 1 Vliv brasinolidu na dlouzivy riast epikotylu u etiolovanych rostlin pelusky odrada
Arvika. BL byl testovan v rozmezi 107 az 10™* mol.

Po aplikaci BL ve vys§im latkovém mnozstvi (107,10° a 10° mol)
vykazovaly epikotyly testovanych rostlin vyrazné nizsi vzrist (Graf ¢. 1). Zaroven
tyto epikotyly byly vyrazné ztloustlé a pokroucené. VSechny tyto znaky odpovidaji
tzv. trojné odezve, ktera vznikd vlivem ethylenu. Se snizujici se koncentraci
BL rostla vySka testovanych rostlin a zaroven vymizelo pokrouceni a ztloustnuti
epikotyld. Po aplikaci BL v latkovém mnozstvi 10™ mol a nizsf se epikotyly

testovanych rostlin nelisily od epikotyli kontrolnich rostlin (Graf ¢. 1).
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Produkce ethylenu po aplikaci BL
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Graf &. 2 Vliv brasinolidu na produkci ethylenu v etiolovanych rostlinach pelusky odriida Arvika.
BL byl testovan v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 107 mol.

Po aplikaci BL ve vy$sim latkovém mnozstvi (107,10%,10° mol) byla
u testovanych rostlin namétena vyssi produkce ethylenu nez u kontrolnich rostlin.
Se snizujici se koncentraci aplikovaného BL klesala i hladina produkovaného
ethylenu. Vyssi hladina ethylenu byla naméfena i po aplikaci BL v latkovém
mnozstvi 10*? a 10" mol. Po aplikaci BL 10™** mol produkovaly testované rostliny
stejné mnozstvi ethylenu jako kontrolni rostliny (Graf ¢. 2). Korelace obou graft
(Graf ¢. 1 a 2) naznacuje, ze ztloustlé, pokroucené, a nizsi epikotyly testovanych
rostlin jsou zpusobené vlivem ethylenu, jehoz produkce je indukovana aplikaci

BL ve vyssim latkovém mnozstvi (107,210,210 mol).
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3.3.2. 24-epibrasinolid (24-epiBL)

Vliv 24-epiBL na etiolovany rust pelusky
odrtida Arvika
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Graf ¢. 3 VIiv 24-epibrasinolidu na dlouzivy rast epikotylu u etiolovanych rostlin pelusky odrida Arvika. 24-
epiBL byl testovan v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 10 mol.

Podobné jako v ptipad¢ BL, tak i po aplikaci 24-epiBL ve vyssim latkovém
mnozstvi (107, 10, 10° mol) vykazovaly epikotyly testovanych rostlin vyrazng
niz8i vzrist nez epikotyly kontrolnich rostlin (Graf ¢. 3). Zaroven tyto epikotyly
byly vyrazné ztloustlé a pokroucené. Se snizujicim se latkovym mnozstvim 24-
epiBL rostla vy3ka testovanych rostlin. Po aplikaci 24-epiBL 107" mol a nizsi se
epikotyly testovanych rostlin neliSily od epikotylti kontrolnich rostlin (Graf ¢. 3).
Mezi rostlinami, na které byl aplikovan 24-epiBL v latkovém mnozstvi 10 a10™
mol, byl vyrazny skokovy rozdil ve vzhledu epikotyla. Epikotyly rostlin po aplikaci
24-epiBL v 10™"° mol, byly nizsiho vzristu a vyrazn& pokroucené, zatimco
epikotyly rostlin po aplikaci 24-epiBL v 10 mol se svym vzhledem ani vy3ikou

zasadné neliSily od epikotyld kontrolnich rostlin.
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Produkce ethylenu po aplikaci 24-epiBL
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Graf ¢. 4 Vliv 24-epibrasinolidu na produkci ethylenu v etiolovanych rostlinach pelusky odruda
Arvika. 24-epiBL byl testovan v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 107 mol.

Po aplikaci 24-epiBL ve vyssim latkovém mnozstvi (107,10°%,10° M) byla u
testovanych rostlin naméfena vyssi produkce ethylenu nez v kontrolnich rostlinach.
Se snizujicim se latkovym mnozstvim aplikovaného 24-epiBL klesala i hladina
produkovaného ethylenu. Po aplikaci 24-epiBL 10™ mol a nizsi produkovaly
testované rostliny srovnatelné mnozstvi ethylenu jako rostliny kontrolni (Graf ¢. 4).
Podobné jako v pfipadé BL i u 24-epiBL mliZeme pozorovat korelaci grafi €. 3 a 4.,
ktera uvadi do souvislosti hladinu produkovaného ethylenu a vysledny vzhled

epikotyla rostlin.
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3.3.3. Trans-zeatin ribosid (tZR)

Vliv tZR na etiolovany ruist pelusky
odrtida Arvika
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Graf & 5 Vliv tZR na dlouzivy rist epikotylu u etiolovanych rostlin pelusky odrida Arvika. tZR byl testovan v
rozmezi litkového mnozstvi 107 az 10 mol.

Po aplikaci tZR v latkovém mnozstvi 107 mol vykazovaly epikotyly
testovanych rostlin mirn¢ niz$i vzrust (graf ¢. 5). Na téchto rostlinach nebylo patrné
ztloustnuti epikotyli a v =zakfiveni apikalni casti se tyto epikotyly nelisily
od epikotyli kontrolnich rostlin. Po aplikaci tZR v latkovém mnozstvi 10® mol
se epikotyly testovanych rostlin ligily od epikotylt testovanych rostlin pouze
nepatrné. Po aplikaci tZR v 10 mol a niz§i odpovidal vzhled testovanych rostlin

vzhledu kontrolnich rostlin.
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Produkce ethylenu po aplikaci tZR
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Graf ¢&. 6 Vliv tZR na produkci ethylenu v etiolovanych rostlinach pelusky odrida Arvika. tZR byl
testovan v rozmezi latkového mnozstvi 10-7 az 10-14 mol.

Mensi nartst produkce ethylenu u testovanych rostlin je patrny pouze
po aplikaci tZR ve vysokém latkovém mnozstvi 107 a 10® mol a i v t&chto
pfipadech jsou tyto vykyvy zanedbatelné ve srovnani s produkci ethylenu po

aplikaci BRs.
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3.3.4. Kyselina indol-3yl-octova (IAA)

Vliv IAA na etiolovany rust pelusky odrida
Arvika
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Graf €. 7 Vliv IAA na dlouzivy rust epikotylu u etiolovanych rostlin pelusky odrada Arvika. IAA byla
testovana v rozmezi litkového mnozstvi 107 az 10 mol.

Po aplikaci TAA ve vys§im latkovém mnozstvi (107,10%,10° mol)
vykazovaly epikotyly testovanych rostlin vyrazné niz§i vzrist piredevSim
v latkovém mnozstvi 107a 10® mol (graf ¢. 7). V tomto rozsahu koncentraci byla
prokédzana témeft linedrni zavislost mezi délkou epikotylll a koncentraci aplikované
IAA. Zaroven tyto epikotyly byly vyrazné pokroucené. Se snizujicim se latkovym
mnozstvim TAA rostla vyska testovanych rostlin, po aplikaci IAA 10™° mol a nizsi
zcela vymizelo pokrouceni epikotyll ajejich délka byla srovnatelna s délkou

epikotyl kontrolnich rostlin (graf ¢. 7).
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Produkce ethylenu po aplikaci IAA
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Graf ¢&. 8 VIiv IAA na produkci ethylenu v etiolovanych rostlinach pelusky odrida Arvika. I1AA
byla testovana v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 10™** mol.

Po aplikaci IAA ve vysokém latkovém mnozstvi 107 mol byla u testovanych
rostlin naméfena nejvyssi produkce ethylenu. Vyssi produkce ethylenu byla také na
méfena po aplikaci TAA Vv latkovém mnozstvi 10 mol. Mimé& zvy3ena produkce
byla nam&fena u rostlin po aplikaci IAA v latkovém mnozstvi 10 mol. Po aplikaci
IAA v latkovém mnozstvi 107° mol a nizsi produkovaly testované rostliny stejné
mnozstvi ethylenu jako kontrolni rostliny (graf ¢. 8).

Korelace grafii (graf ¢. 7 a 8) naznacuje, ze pokroucené a nizsi epikotyly

testovanych rostlin jsou zptisobené vlivem endogenné produkovaného ethylenu po

aplikaci IAA.
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3.3.5. Kyselina giberelova (GA3)

Vliv GA3 na etiolovany rust pelusky
odruda Arvika
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Graf & 9 Vliv GA3 na dlouzivy rist epikotylu u etiolovanych rostlin pelusky odrida Arvika. GA3 byla
testovéna v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 10** mol.

Po aplikaci GA3 v latkovém mnozstvi 107 a 10® mol byl zaznamenén narist
délky epikotylu oproti kontrole. Po aplikaci GA3 v 10° mol délka epikotyli
testovanych rostlin opét mirn¢ klesla a se snizujici se koncentraci GA3 uz se déle
neménila (graf €. 9). Rostliny, na které byla aplikovana GA3 v latkovém mnoZstvi
10™mol vykazovaly nerovnomémy rist. N&které epikotyly téchto rostlin
byly vyrazné niz$i a zakroucené. K tomuto jevu pravdépodobné doslo diky produkci

ethylenu vlivem blize neuréeného stresu.
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Produkce ethylenu po aplikaci GA3
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Graf & 10 Vliv GA3 na produkci ethylenu v etiolovanych rostlinach pelusky odriida Arvika. GA3
byla testovana v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 107 mol.

Zvysena produkce ethylenu byla naméfena u rostlin, na které byla
aplikovana GA3 v latkovém mnozstvi 107 a 10® mol. Mimny nartst produkce
ethylenu byl zaznamenan je§té po aplikaci GA3 v latkovém mnozstvi 10™° mol.
Po aplikaci GA3 v latkovém mnozstvi 10° mol, 10™ mol a niz§i se mira produkce

ethylenu nelisila od kontrol (graf ¢. 10).
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3.3.6. Thidiazuron (TDZ)

Vliv Thidiazuronu na etiolovany rust
pelusky odriuda Arvika
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Graf & 11 Vliv TDZ na dlouzivy rist epikotylu u etiolovanych rostlin pelusky odrtida Arvika. TDZ byl testovan
v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 10”4 mol.

Po aplikaci TDZ ve vysim latkovém mnozstvi (107,10%,10° mol)
vykazovaly epikotyly testovanych rostlin niz§i vzrust (graf ¢. 11). Se snizujici
se koncentraci TDZ rostla vyska testovanych rostlin. Po aplikaci TDZ v latkovém
mnozstvi 10" mol a nizsi se epikotyly a ani svym vzhledem nelisily od epikotyl

kontrolnich rostlin (Graf €. 11).
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Produkce ethylenu po aplikaci TDZ
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Graf &. 12 Vliv TDZ na produkci ethylenu v etiolovanych rostlinach pelusky odriida Arvika. TDZ
byl testovan v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 10™* mol.

Po aplikaci TDZ ve vysokém latkovém mnozstvi 107 mol byla
u testovanych rostlin naméfena nejvyssi produkce ethylenu. Vyssi produkce
ethylenu byla také naméfena po aplikaci TDZ v latkovém mnozstvi 10° mol.
Po aplikaci TDZ v latkovém mnozstvi 10° mol a niz§i produkovaly testované

rostliny stejné mnozstvi ethylenu jako kontrolni rostliny (graf ¢. 12).
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3.3.7. Vliv testovanych latek na délku epikotylu etiolovanych rostlin
pelusky

Vliv testovanych latek na délku epikotylu
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Graf ¢. 13 Souhrnny graf znazoriujici vliv vSech testovanych latek (BL, 24epiBL, tZR, IAA, GA3, TDZ) na
délku epikotylu etiolovanych rostlin pelusky. Latky byly testovany v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 10"
mol.

Z grafu (graf ¢. 13) je patrné, ze nejvétsi inhibi¢ni efekt na dlouzivy rist
epikotylu etiolovanych rostlin pelusky mély IAA, BL a 24-epi BL v latkovém
mnozstvi 107 mol. V pripadé brasinosteroidi byl tento inhibi¢ni Gi¢inek pozorovan i
po aplikaci latky v latkovém mnozstvi 10® a 10° mol a tento efekt byl doprovazen
vyraznym ztloustnutim a zkroucenim epikotylu. V ptipad¢ IAA tento Gc¢inek prudce
klesal se sniZujicim se latkovym mmnoZstvim. Inhibi¢ni U¢inek na etiolovany rast
zcela vymizel v pripadé TAA latkovém mnozstvi 107° mol, v piipadé 24-epiBL
v latkovém mnozstvi 10™ mol a v piipadé BL v latkovém mnozstvi 10 mol.
Mirnéjsi inhibi¢ni Gc€inek na etiolovany riist byl pozorovan po aplikaci TDZ a tZR
v latkovém mnozstvi 107 az 10° mol. Naopak po aplikaci GA3 v latkovém

mnoZstvi 107 az 10™° mol byl zaznamenan narist epikotylu.
y pikoty
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3.3.8. Vliv testovanych latek na produkci ethylenu u etiolovanych
rostlin pelusky

Vliv testovanych latek na produkci ethylenu
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Graf ¢. 14 Souhmny graf znazoriujici vliv v8ech testovanych latek (BL, 24epiBL, tZR, IAA, GA3, TDZ) na
produkci ethylenu u etiolovanych rostlin pelusky. Latky byly testovany v rozmezi latkového mnozstvi 107 aZ
10 mol.

Z grafu (graf ¢. 14) je patrné, Ze nejvice ethylenu (0,25 upl/ml) sice
produkovaly rostliny peluSky po aplikaci IAA v latkovém mnoZstvi 107 mol. Ten
byl ale provazen prudkym poklesem produkce téméf na urovenn kontroly. Urcity
nartst produkce ethylenu ve srovnani s kontrolou byl zaznamenan ve vsech
piipadech po aplikaci testovanych latek v mnozstvi 107 mol. V ptipadé BL byl
zaznamenan vyrazny narust v produkci ethylenu u rostlin pelusky po aplikaci latek
v §irokém latkovém rozmeni 107 az 10 mol, v piipadé 24-epiBL v latkovém
mnozstvi 107 az 10°mol. U obou latek v rozmezi téchto latkovych mnozstvi
platilo, Ze se snizujicim se latkovym mnozstvim Klesala i hladina vyprodukovaného
ethylenu. Rovnéz aplikace TDZ vedla k vyraznému nartstu produkce ethylenu
oproti kontrole u rostlin po aplikaci 107 mol a mirn&jsi narist po aplikaci latky
v latkovém mnozstvi 10® mol. V piipadé tZR a GA3 byl nepatrny nériist produkce
ethylenu zaznamenan pouze u rostlin, na které¢ byly testované latky aplikovany

v latkovém mnozstvi 107 a 10 mol.
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3.3.9. Produkce ethylenu etiolovanymi rostlinami pelusky po
aplikaci 24-epiBL v ¢asovém rozmezi 6-96 hodin

Produkce ethylenu po aplikaci 24-epiBL v
rozmezi 6-96 hodin
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Graf & 15 Graf znazoriyjici vliv 24-epiBL na produkci ethylenu u etiolovanych rostlin pelusky v Case.
Rostliny byly vzduchotésné uzavirany do Erlenmayerovych banék 6, 12, 24, 48, 72 a 96 hodin po aplikaci 24-
epiBL v rozmezi latkového mnozstvi 107 az 10 mol. K1 piedstavuje kontrolu — na rostliny byl aplikovéan
pouze lanolin bez testované latky. Produkce ethylenu byla méfena vzdy 24 hodin po uzavfeni rostlin do
Erlenmayerovych ban¢k.

K analyze produkce ethylenu v zavislosti na dobé mezi aplikaci testované
latky a uzavienim rostlin do Erlenmayerovy banky byl jako testovand latka pouzit
24-epiBL. Vyhodou 24-epiBL je nizsi cena a lepsi dostupnost nez u BL, pfi¢emz je
aktivita BL a 24-epiBL téméf srovnatelnd. Z grafu ¢. 15 je ziejmé, Ze nejvyssi
produkce ethylenu v etiolovanych rostlinach pelusky je 24 hodin po aplikaci 24-
epiBL. Nartst produkce ethylenu v testovanych rostlinach byl zaznamenan jiz 6
hodin po aplikaci 24-epiBL. Naopak pokles v produkci ethylenu oproti maximalni
produkci byl zaznamenan 48, 72 a 96 hodin po aplikaci 24-epiBL. V piipadé, kdy
byly rostliny uzavirany do Erlenmayerovych ban¢k az po 96 hodinach po aplikaci
24-epiBL, byla pozorovana vyssi hladina produkce ethylenu ve srovnani s hladinou
ethylenu, ktera byla naméfena u rostlin, uzaviranych do Erlenamyerovych ban¢k 72

hodin po aplikaci 24-epiBL.
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Tento jev je pravdépodobné zplisoben tim, ze u rostlin, které byly uzavirany
do Erlenmayerovych ban€k az po 96 hodinach od aplikace 24epiBL, byl ethylen
produkovan nejen vlivem BRs ale i vlivem stresu, kterému byly vystaveny
delsi dobu nez ostatni testované rostliny. Ve vSech Casech je patrny pokles produkce
ethylenu s klesajicim aplikovanym mnozstvim 24-epiBL. Graf ¢. 15 naznacuje, Ze
meéteni produkce ethylenu by bylo nejvhodnéjsi provadét 24 hodin od aplikace
testované latky, v navaznosti na predchozi biotest je optimalni méfit produkci
ethylenu 96 hodin po aplikaci, kdy mizeme pozorovat a zaznamenavat i zmény na
vzhledu epikotylu testovanych rostlin, které jsou pravdépodobné zplisobené prave

produkeci ethylenu.

54



3.3.10 Optimalizace syceni Erlenmayerovy banky ethylenem
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Graf & 16 Graf znazoriujici syceni Erlenmayerovy batiky ethylenem. Rostliny pelusky byly vzduchotésné
uzavirany do Erlenmayerovych bangk 24 hodin po aplikaci 24-epiBL latkového mnozstvi 107 az 10 mol. K1
predstavuje kontrolu — na rostliny byl aplikovan pouze lanolin bez testované latky. Produkce ethylenu byla
méfena 6, 12 a 24 hodin po uzavieni rostlin do Erlenmayerovych ban¢k.

Z grafu ¢. 16 je zfejmé, ze hladina ethylenu vyprodukovaného rostlinami

stoupa a je nejvyssi 24 hodin po uzavieni rostlin do Erlenmayerovy barky.

S prodluzujicim se ¢asem mezi uzavienim rostlin do banky a méfenim hladiny

ethylenu se zvysuje koncentrace ethylenu v bankach - banky se syti ethylenem.

M¢teni hladiny ethylenu po vice nez 24 hodinach od wuzavieni rostlin

do Erlenmayerovych ban€k nebylo provadéno, protoze po delsi dobé byly rostliny

V uzaviené bance vyrazng stresovany.
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4. DISKUSE

V této diplomové praci byl testovan vliv brasinosteroida (BL, 24epiBL) a
dalSich vybranych ristovych regulatori (IAA, tZR, TDZ, GA3) na rast klicnich
etiolovanych rostlin pelusky (Pisum arvense L.). K tomuto Gc¢elu byl vyuzit biotest,
ktery byl optimalizovan v ramci bakalarské prace (Kotinkova, 2013). Po aplikaci
BRs naetiolované kli¢ni rostliny pelusky ve vyS§im latkovém mnozstvi
(107-10" mol) byla pozorovéana vyrazna inhibice dlouZivého ristu (graf & 1 a 3),
coz odpovida piedeslym vysledkiim (Kotfinkova, 2013).

U téchto rostlin bylo také pozorovatelné¢ ztloustnuti a zakiiveni
apikalni ¢asti epikotyli. VSechny tyto jevy odpovidaji tzv. trojné odezvé
etiolovanych rostlin na ethylen (Guzman and Ecker, 1990). Proto se domnivame, zZe
inhibice dlouzivého rustu, ztloustnuti a zakfiveni epikotylt u téchto rostlin je
zpusobeno vlivem ethylenu, ktery je produkovan po aplikaci BRs ve vyssich

vvvvvv

(Arteca et al. 1983, 1987).

BRs a ethylen jsou hormony, které jsou nezbytné pro vyvoj kli¢icich rostlin
ve tme. Pfedpoklada se, ze maji prekryvajici se vliv na rist hypokotylu a zaktiveni
apikalni ¢asti kli¢ici rostlin (De Grauwe et al., 2005). Tento jev je dulezity
u kli¢icich rostlin ve tmé& pro lepsi proraZeni apikalnich Casti rostlinek skrze padu.
Po prorazeni rostlin skrz pldu jiZ neni ztloustnuti ani zakiiveni hypokotyli
nezbytné a mizi. Inhibice produkce ethylenu vlivem svétla byla popsana v
pracich Arteky a Bachmana (1987).

Navazujici analyzy V této diplomové praci se tedy zamétily
na produkci ethylenu po aplikaci BRs. Pro méfeni ethylenu byla sestavena a
optimalizovdna vhodnd metoda méfeni pomoci plynové chromatografie, kterd
navazuje na biotest inhibice etiolovaného ristu pelusky. V ramci optimalizace byla
testovana produkce ethylenu v rostlinach v zavislosti na dob¢ od aplikace 24-epiBL.
Bylo zjisténo, Ze nejvyssi produkce ethylenu nastava 24 hodin od aplikace 24epiBL,
Vv tuto dobu se vSak zvySena hladina ethylenu neprojevi na vzhledu rostlin. Vyrazné
pozménény vzhled rostlin (ztloustnuti epikotylu, zakfiveni apikalni ¢asti a vyrazné

kratsi délka epikotylu) mizeme pozorovat 4. den (96 hodin) po aplikaci 24-epiBL.
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Vzhled rostlin 4. den po aplikaci 24-epiBL je tedy odezvou na nejvyssi
produkci ethylenu 1. den po aplikaci.

Dale bylo optimalizovano syceni Erlenmayerovy banky ethylenem. Bylo
potvrzeno, ze banka se v prubéhu 6-24 hodin syti etylenem, ktery produkuji
testované rostliny. Méfeni hladiny ethylenu po vice nez 24 hodindch od uzavieni
rostlin do Erlenmayerovych ban¢k nebylo provadéno, protoze byly rostliny po delsi
dob¢ v uzaviené bance vyrazn¢ stresovany.

Po optimalizaci metody se ustalilo méfeni produkce etylenu nasledovné:
testované rostliny byly 4. den po aplikaci testovanych latek uzavieny na 24 hodin
do Erlenamyerovych banék. Po aplikaci BRs byl zaznamenan nardst hladiny
ethylenu u rostlin, na které byly osetfeny BRS Vv rozmezi latkového mnozstvi (107 -
10™ mol). Se snizujici se koncentraci testovaného BRs klesala také hladina
produkovaného ethylenu. Graf ¢. 1 resp. 3 koreluje s grafem ¢ 2. resp. 4 - nejveétsi
inhibice rastu epikotylu odpovida nejvyssi produkci ethylenu v testovanych
rostlinach.  V rdmci této fyziologické odpovédi zfejmé existuje limitni mnozstvi
produkovaného ethylenu nezbytné pro maximalni inhibici rdstu (napt. u BL a 24-
epiBL se nachazi v rozmezi 107 - 10”° mol aplikovaného mnozstvi). Kompletni
inhibice ristu je pozorovatelna je§té pii aplikaci 10° mol, coz odpovida produkei
ethylenu vrozmezi 0,1-0,15 pl/ml. Vé&tSina ostatnich rtastovych regulatort
navazovala pfi tomto aplikovaném mnoZstvi vyrazné snizenou produkci ethylenu a
tim 1 minimalni inhibici v porovnani s €¢inky BRs.

V této diplomové praci byly Vv zdmu zjisténi specifity testu pro BRs
analyzovany i G¢inky dalsich vybranych rastovych regulatort. Po aplikaci téchto
latek byla také méfena produkce ethylenu testovanymi rostlinami. Jako zastupce
cytokinini byl vybran tZR. Obecné cytokininy maji pozitivni vliv na produkci
ethylenu v rostlinach, zejména v kombinaci s IAA (Imaseki et al., 1975). Imaseki
zaznamenal vyrazny narust produkce ethylenu jiz 2 hodiny po aplikaci
benzyladeninu. Béhem testovani cytokinind (tZR) byla mirn¢ vyssi hladina ethylenu
pozorovana U rostlin, na které byl aplikovan tZR v nejvys$Sim latkovém mnoZstvi
107 mol. Vliv tZR na morfologii epikotylu testovanych rostlin byl pozorovéan
v men§i mife jen po aplikaci 107 mol. Imaseki (1975) ve svém pokusu pouzivé
benzyladenin (BA) v koncentraci 5x10° M a produkci ethylenu sledoval v fadech
hodin. V této diplomové praci byl pouzit tZR v latkovém mnozstvi 107 - 10 mol a

produkce ethylenu byla méfena po 4 dnech od aplikace.
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Jako dalSi rlstovy regulator byla testovana IAA (zéstupce auxini).
Po aplikaci IAA v latkovém mnozstvi 107 mol rostliny produkovaly nejvice
ethylenu ze vSech testovanych rostlin (0,25 ul/ml), vyssi produkce ethylenu
(oproti kontrolam) byla zaznamenana jesté po aplikaci IAA v latkovém mnozstvi
10® a 10° mol. Délka a vzhled epikotylu odpovidala produkci ethylenu
u testovanych rostlin (graf ¢. 7 a 8).

Vliv auxind, konkrétné IAA a NAA (kyselina naftyloctova), na produkci
ethylenu byl jiz popsan (Arteca a Arteca, 2008). V této praci byl testovan vliv IAA
aNAA vkoncentraci 10° az 10° M na produkci ethylenu v oddé&lenych
kvétenstvich Arabidopsis, pii¢emz nejvétsi produkce ethylenu byla naméfena po
aplikaci auxint v koncentraci 5x10* M; se snizujici koncentraci aplikovanych
auxind klesala i hladina vyprodukovaného ethylenu. Nizsi produkce ethylenu byla

zaznamenana i po aplikaci auxini v koncentraci 10° M (Arteca and Arteca, 2008).

Jako dalsi testovany regulator ristu byla pouzita kyselina giberelova (GA3).
Fuchs a Lieberman (1968) ve své praci uvadi, Ze gibereliny nemaji Zadny
prokazatelny vliv na produkci ethylenu v rostlinach hrachu. V jejich testu byla GA3
pouzita v koncentraci 10* M. V této diplomové praci byla zaznamenana mirng
zvysena produkce ethylenu v rostlinach po aplikaci GA3 v latkovém mnozstvi 107
a 10® mol. Vyssi produkce ethylenu vsak nekorelovala s nizsi délkou epikotyli
téchto rostlin, naopak rostliny, na které byla aplikovana GA3 v latkovém mnozstvi
107 a 10® mol vykazovaly vyssi vzrist oproti ostatnim rostlinam. To mizZe byt
pravdépodobné zpisobeno pozitivnim vlivem giberelinii na dlouzivy rust (Taiz a
Zeiger, 2010).

Jako posledni ristovy regulator byl v této diplomové praci testovan TDZ.
TDZ ve vyssich koncentracich vyvolava produkci ethylenu, coz bylo prokazano
jiz v n¢kolika pracich (Yip and Yang, 1986; Suttle, 1985). Velké praktické
uplatnéni nasla aplikace TDZ vedouci k opadu listi u bavlniku, ktery je indukovan
zvysenou produkci ethylenu v listech téchto rostlin. V této diplomové praci byla
potvrzena zvysena produkce ethylenu oproti kontrolam v etiolovanych rostlinach
pelusky, na které byl aplikovan TDZ v latkovém mnoZstvi 107 mol a vysSi
produkce ethylenu ve srovnani s kontrolami u rostlin po aplikaci 10 mol, coz jsou

ale mnohem niz§i uc¢inné koncentrace nez je tomu u BRs. MnoZstvi produkovaného
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ethylenu po aplikaci TDZ odpovidalo pozménénému vzhledu rostlin po aplikaci 10°
"a10® mol (graf&.11 a 12).
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo otestovat vliv BRs a dalSich ristovych
regulatoru na kli¢ici rostliny pelusky (Pisum arvense L, cv. Arvika) a stanovit jejich
vliv na produkci ethylenu. Brasinosteroidy (BL, 24epiBL) a ostatni rtstové
regulatory (tZR, IAA, GA3, TDZ) byly testovany v latkovém mnozstvi 107 az 10
mol. Ke stanoveni vlivu testovanych latek na délku a vzhled epikotylt rostlin byl
pouzit test inhibice etiolovaného ristu pelusky.

Po aplikaci BRs ve vy§§im latkovém mnozstvi (107-10° mol) byla
pozorovana vyrazna inhibice dlouzivého rustu rostlin. Epikotyly téchto rostlin byly
také vyrazné ztloustlé a zakroucené v apikalni ¢asti, coz odpovida projevim trojné
odezvy u etiolovanych rostlin hrachu, které jsou pozorovatelné po aplikaci ethylenu.
Vyrazna inhibice dlouzivého ristu byla pozorovdna také po aplikaci IAA
v latkovém mnozstvi 107 mol. Postupné snizovani inhibi¢niho u&inku rdstu
etiolovanych rostlin byl pozorovan rovnéz po aplikaci TDZ a tZR v latkovém
mnozstvi 107 az 10”° mol. Naopak po aplikaci GA3 v latkovém mnozstvi 107 az
10™ mol bylo zaznamenéano prodlouzeni epikotylu. Obecné lze shrnout, Ze se
snizujicim se latkovym mnozstvi aplikovanych rastovych regulatori se délka
epikotylu prodluzovala az na troven kontroly. U oSetfenych rostlin byla
pozorovatelnd charakteristickd zavislost mezi aplikovanou davkou a fyziologickou
(rGstovou) odpovédi, kterou bude mozné pouzit nejen ke srovnani ucinnosti latek,
ale pravdépodobné i k vypoctu IC50 (ED50). U testovanych rostlin
byla také méfena produkce ethylenu etiolovanymi rostlinami pelusky po aplikaci
testovanych latek. Nejvétsi mnozstvi ethylenu (0,25 pl/ml) produkovaly rostliny
pelusky po aplikaci 107 mol IAA. V piipadé BL byl zaznamenan vyrazny nartist
v produkci ethylenu u rostlin pelusky po aplikaci latek v §irokém rozmezi 107 az
10™ mol, v pripadé 24epiBL v 107 az 10™ mol. V ptipadé TDZ byl vyrazny
narust produkce ethylenu oproti kontrole pozorovan u rostlin po aplikaci latky 10”7
mol a mirn&jsi narist po aplikaci 10® mol. V ptipadé tZR a GA3 byl mirny narst
produkce ethylenu zaznamenan u rostlin, nakteré byly tyto latky aplikovany
v latkovém mnozstvi 107 a 10® mol. Obecng plati, Ze se sniZujicim se latkovym
mnozstvim aplikované latky klesala i produkce ethylenu v testované rostling.

V ptipad¢ TDZ byl vyrazny narist produkce ethylenu oproti kontrole

pozorovan u rostlin po aplikaci latky v latkovém mnozstvi 107 mol a mirnéjsi
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nartist po aplikaci latky v 10 mol. V ptipadé tZR a GA3 byl mirny nartst produkce
ethylenu zaznamenan u rostlin, na které byly tyto latky aplikovany v latkovém
mnozstvi 107 a 10® mol.

V piipadé BRs, IAA a TDZ koreluje hladina ethylenu s pozménénym
vzhledem rostlin, takze 1ze ptredpokladat, Ze tyto latky maji zdsadni vliv na produkci
ethylenu v etiolovanych rostlinach.

Vysledky této diplomové prace byly prezentovany na dvou mezinarodnich
konferencich ,,Trends in Natural Products Research (2014)“ a ,,Future Trends in
Phytochemistry in the Global Era of Agri-Food and Health (2015)*. V soucasné
dob& se tento biotest vyuziva v Laboratofi rustovych regulatori k rutinnimu

testovani biologické aktivity syntetickych analog brasinosteroidu.
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6. OBRAZOVA PRILOHA

Obr & 6: Biotest 2. den: vlozeni nabobtnanych semen do exsikéatoru.

e WP Nl s - BB ek L
Obr &. 8: Biotest 5.den: aplikace testovanych latek na semenacky (pfed a po aplikaci)
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Obr ¢. 9: Biotest 9. den: testované rostliny pfed hodnocenim délky epikotylu

Obr €. 11: Odebrané vzorky vzduchu z

Obr &. 10: Neprodysné uzavieni Erlenmayerovy baiiky v injekénich
testovanych rostlin do Erlenmayerovy stiika&kach
banky.

\
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Obr ¢. 12: Délka epikotylu a celkovy vzhled rostlin pelusky 4. den po aplikaci 24-epiBL. (autor fotografie
Mgr. Ota Blahousek)
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