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1. CILE BAKALARSKE PRACE

Hlavni cile této bakalarské prace jsou:

1.

2.

Seznameni se s metodikou méteni ethylenu.

Samostatné pracovat s plynovym chromatografem Agilent Technologies
6890 N Network GC SYSTEM

Vypracovat z dostupnych zdroju literarni resersi zadaného tématu.

Shrnout experimentalné ziskané vysledky do bakalaiské prace.



2. UVOD

Bavlna patii mezi nejvyznamng;jsi textilni vladkna na svété a nékteré zdroje uvadeji, ze méla
své uplatnéni jiz ve starém Egypté pfed vice nez dvanacti tisici lety. V Evropé byla nezndma az do
pozdniho stiedovéku. Velky pievrat v textilnim prumyslu nastal koncem 19. stoleti, kdy bavina

Cinila asi Ctyfi pétiny objemu vSech textilnich materialt. 1]

Péstovani bavlny je pro cely svét nezbytné. Zejména rozvojové zemé zapadni Afriky jsou na
jeji produkei zavislé. Jak pro pieziti zdejSich venkovanu, tak i pro makroekonomickou stabilitu

jsou piijmy z obchodu s bavinou dileZitym aspektem. [2]

V celosvétové produkci baviny dominuje zejména Cina, Indie a USA. B! Vynos svétové
produkce baviny pro rok 2012/13 odhaduje ERS na 745 kg/ha na celkové plose 33.3 miliont
hektart, tedy podobné jak tomu bylo v letech 2011/12. [4]

Ve vétSin€ zemi Se praktikuje sklizen mechanickd, jiz vyrazn€ usnadniuje defoliace, neboli
opad listi. Pro tento ucel byla v minulych letech vynaloZzena snaha najit latky, na néz rostlina

reaguje opadem listd. Bylo zjisténo, Ze pravé defoliace je spojena se zvySenou produkci ethylenu.

Ve své bakalarské praci se zaméfuji na produkci ethylenu ter¢iky listd baviniku (Gossypium
herbaceum L.) vybranych ristovych regulatorti a jejich kombinaci. Jednotlivé latky byly vybrany
z ,.cytokininové knihovny* Laboratofe rlstovych regulatort PfF Univerzity Palackého. Mym
ukolem bylo pak jejich méfeni, vzajemné porovnani vysledkli mezi sebou a rovnéz porovnani
s vysledky zjisténymi v jinych pracich. Pokud by se podafilo najit latku, popt. kombinace latek,
u nichz by se prokazala indukce ethylenu v listech baviniku srovnatelna s bézné v praxi pouzivanou

latkou TDZ (thidiazuron), mohla by Se tato latka v budoucnu zadit pouzivat v praxi.
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3. ROSTLINNE HORMONY

3.1. Funkce a struktura

Ptedpoklady o pfitomnosti rostlinnych hormonil vznikaly jiz na konci 19. stoleti, avSak
fyziologicky prokazany byly ve 20. letech minulého stoleti. Fytohormony ptedstavuji specificky
systém signalnich latek zastupujicich vyznamné funkce v rostlindich. PredevS§im maji

nezastupitelnou tlohu v koordinaci vyvoje rostlin.

Patfi mezi organické nizkomolekularni latky plnici funkci endogennich signalnich latek,
a to ve velmi nizkych koncentracich 10° az 10 M. Pfenaseji informace mezi rostlinnymi pletivy

a organy. Chemicka struktura v zdsad¢ urcuje charakter pfenasené informace.

Signaly produkované fytohormony jsou v bunkach zachycovany pomoci specifickych
receptort. Zalezi vSak i na schopnosti dané bunky signal rozeznat a posléze na né&j zareagovat. To
je dano i tim, vjakém stavu se buiika nachazi. Roli pifi rozeznavani signali hraje mnozstvi
specifickych receptorti, coz urcuje citlivost bunky k signalu nebo napt. stupenn diferenciace
trofickych pomért buriky. Obecné lze tedy konstatovat, ze vysledné efekty fytohormoni jsou
navzijem odlisSné. Za ucinek projevu urcitého signalu fytohormonu odpovida také jeho
koncentrace. Neznamena vsSak, Ze se pokazdé pfimo umeérné se stoupajici koncentraci zveda i mira
u¢inku projevu. Pii vysSich koncentracich totiz mohou pisobit nékteré latky inhibiéné. Hladina
uréitého fytohormonu je ¥izena hlavné intenzitou jeho syntézy a rozkladu v misté vzniku. Ridicim
faktorem vSak mize byt i rychlost transportu do mista odpovédi, intenzita jeho odbouravani nebo

reverzibilni inaktivace v misté ptisobeni.

Faktem je, Ze vzajemné pusobeni fytohormont Cini riistové a vyvojové procesy v rostling
velmi komplexnimi. Spolu s dal§imi znalostmi o vztazich rostlin s fytohormony je toto téma

dlouhodobym aktualnim problémem ve fyziologii rostlin. [5]

3.1.1. Druhy ristovych regulatori

Mezi nejzékladnéjsi fytohormony patii auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova
a ethylen. Dalsi signalni latky tohoto charakteru pak reprezentuje — kyselina jasmonova, kyselina

salicylova, brassinosteroidy popt. polypeptidy a oligopeptidy.

Vedle ptirozenych metabolitli je zndmo mnoho dalsich synteticky ptipravenych latek, jez se
strukturou fytohormontim podobaji. V rostlinach se vazi na receptory fytohormont a jejich signaly

simuluji. Takové latky se spolu s fytohormony oznacuji jako ristové regulatory. 5]
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V této praci uvadim vysledky ucinkd jak piirodnich fytohormont, tak i téch syntetickych,

tedy rstovych regulatort.

Nadchézejici cast je veénovdna souhrnu vSech vySe zminénych latek, zékladnich

reprezentantti fytohormonti a jejich hlavnim t€¢inktim a funkcim.

3.2. AUXINY

Existence auxinti byla prokazana ve 20. letech minulého stoleti. Staly se tak vibec prvni
objevenou skupinou rostlinnych hormont, a to diky objevu elongace bunék, kterou vykazuji napt.
segmenty koleoptile trav nebo hypokotyly klicicich rostlin. ] ptirozené auxiny reprezentuje mala
skupina strukturné¢ podobnych latek: kyselina indolyl-3-octova — IAA (z angl. indole-3-acetic
acid), kyselina indolyl-3-maselna — IBA, kyselina 4-chlorindolyl-3-octova — 4-CI-1AA a kyselina

fenyloctovd — PAA, a dalsi pfitomnost celé fady strukturnich analogg. 5] Nejznaméjsi jsou napft.

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kyselina a-naftyloctova (NAA). !

o 0
OH
OH
A\
N
H

Obrazek ¢.1 Kyselina ind0|y|—3—octové(IAA)[26] Obrazek €. 2 Kyselina a—naftyloctové(NAA)[27]

IAA — kyselina indolyl-3-octova

IAA je slaba kyselina, syntetizovana ve vrcholu koleoptile. U jednodé&loznych rostlin se od
vrcholu k bazi hladina 1AA snizuje. Podobné je tomu i u dvoudéloznych rostlin, s tim rozdilem, ze
nejvyssi hladina je v nejrychleji rostouci subapikélni zoné. Zdrojem IAA jsou na jafe pupeny,
protoZze praveé Vtomto obdobi dosahuje svého maxima riist bunék kambia, a tedy i obsah [AA

v kambiu.
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BIOSYNTEZA

Tvorba auxinti probihd ptedevsim v lodyznim vrcholu a v nejmladsich listech. Déle pak

vV kambiu, kde podporuji déleni a tvorbu dfeva a lyka. V neposledni fad€ je najdeme také

Vv oplozeném vajicku, kde se za jejich podpory pieménuje semenik v plod. [6]

TRANSPORT

Na kratké vzdalenosti (mezi buiikami)

Mezibunéény transport se vyznacuje tim, ze je polarni a membranovy. Auxin je jedinym polarné
transportovanym fytohormonem. Ve stonku putuje bazipetalné, tedy od vrcholu k bazi, v koteni

akropetaln¢. Ve stonku a listech je auxin takto transportovan parenchymem vodivych pletiv.

Na dlouhé vzdalenosti

Za téchto okolnosti probiha pfenos nepolarné, a to floémem.

Neékteré dalsi funkce auxinu

Jak jsem jiz zminila, auxin zpisobuje prodluzovani bungk. Uginné koncentrace pro buiiky
stonkovych internodii jsou 10° az 10°M. Co je ale zajimavé, prodluzovani bun&k kofene ma v této
koncentraci inhibi¢ni u€inky. Elongace v kofenech vlivem auxinu je v koncentracich o nékolik fadt
nizgich (10 az 10"°M). Dillezita je jeho role pti smérovanych reakcich, tzv. tropismech. Mezi ty
nejznaméjsi patii fototropizmus, reakce na svétlo, gravitropizmus na zemskou tizi nebo podrazdéni
pevnym predmétem thigmotropizmus. Tyto reakce zplisobuje pravé nerovnomérny lateralni

transport auxinu v pletivu. 5]

Apikdlni dominance. Vztah mezi pupenem apikalnim a axilarnimi pupeny, kdy dochazi
K inhibici vyvoje axilarnich meristémd. Odstranéni apikalniho pupenu pak vede k aktivaci raseni
postrannich pupent. Aplikuje- li se v8ak na odfiznuty vrchol hlavniho stonku auxin (napf. IAA),

zustanou postranni pupeny nadale inhibovany. 7]

Stimulace tvorby laterdlnich i adventivnich koi‘enii. Indukci déleni bunék v pericyklu se
vytvofi zaklady postranniho kofene. Stimulace bunétného déleni v kambiu se v praxi bézné

uplatiuje v zahradnictvi k zakofenovani fizkl pfi vegetativnim mnoZeni rostlin.

Odddleni abscise listii. Auxin se hojné tvori v ¢epeli mladych listt. S jejich starnutim vSak
jeho produkce klesa, az zcela ustane (senescence). Oddélovani listd se d&e v abscisni zoné
situované v abscisni vrstvé. Postupné dojde k enzymatickému naruseni vrstev a stény bunék se

oddeli.
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Ovlivnéni ristu plodii. V Casnych vyvojovych stadiich se auxin tvofi v embryich, kde je
nezbytny pro jejich polarizaci. Zastupuje velmi komplexni tlohu pii ristu plodii. Podili se na
stimulaci déleni bunék vznikajiciho oplodi a na jejich prodluzovani. Zaroven se uplatiiuje i pii

diferenciaci vodivych pletiv transportujicich asimilaty. g

3.3. CYTOKININY

Cytokininy byly objeveny o tfi desetileti pozd&ji nez auxiny, tedy v 50. letech minulého
stoleti. Siln€ podnécuji cytokinezi, ¢ili déleni bun€k, z ¢ehoz pochézi i samotny nézev.! Vétsina
cytokininl jsou derivaty adeninu substituovaného na aminoskupiné v poloze 6. Tato konfigurace
také podminuje biologickou aktivitu dané latky. Struktura postranniho fetézce navazaného na
aminoskupiné odpovida aktivité cytokininti. Mezi latky snejvyssi aktivitou patii ty, se

substituentem, které maji jako substituent v poloze N-6 izoprenoidni fetézec s dvojnou vazbou. (8]

V soucasnosti je znamo vice nez 200 pfirozenych a synteticky pfipravenych latek
s cytokininovou aktivitou.”! Jako prvni znich byl objeven zeatin, dihydrozeatin (DZ),
isopentenylaminopurin ~ (IPA). Nejpouzivanéj§im syntetickym cytokininem je Kkinetin

(6-furfurylaminopurin) a BAP (6-benzylaminopurin). [6]

\O
HN

HN
i N = N
WY Y
\N N \N N
H H
Obrazek ¢. 3 Kinetin (6-furfurylaminopurin) 1 Obrazek ¢. 4 6- benzylaminopurin (BAP) 7]

Kinetin, chemicky furfuryladenin, ma v péticlenném kruhu zabudovany atom kysliku.
Zeatin, chemicky 6- benzylaminopurin ma jak cis-, tak i trans- formu, pfi¢emz se ob¢ vyskytuji

Vv ptirod¢ a daji se enzymaticky konvertovatelné. Fyziologicky efektivnéjsi je forma trans- . g
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Obriazek ¢&. 5 Zeatin [

BIOSYNTEZA A TRANSPORT

K tvorbé cytokininl dochézi v kofenech, embryich, mladych listech a plodech. Zkratka vSude
tam, kde se bunky déli. Poté dochazi kjejich transportu z mista jejich tvorby - kofenového

apikalniho meristému. Transport se uskuteciiuje bazipetalné, xylémem do prytu. (6]

Neékteré dalsi funkce cytokininu

Fyziologické efekty jsou velmi rdzné. Cytokininy maji, jak uz jsem zduraznila, zasadni
vyznam pro déleni bunék a ovliviiuji celkovy habitus rostliny. Stimuluji vyvoj axildrnich pupent
a vyrazné snizuji apikalni dominanci. Stimulaci objemového rastu zvétSuji plochu listu a inhibuji
prodluzovani bun€k internodii a kofenti. Rovnéz vyznamné ovliviiuji transport v rostling.
Ptikladem je napf. jev zvany mobilizace zivin. Oddaluji senescenci listu, zpomaluji odbouravani
chlorofylu, inhibuji tvorbu superoxidu a hydroxylovych radikald. Tim omezuji oxidaci
membranovych lipidt a stabilizuji thylakoidy. Podileji se na diferenciaci vodivych pletiv kotenu,
predev§im floému a urychluji diferenciaci chloroplastl pti deetiolaci. Dale stimuluji syntézu

fotosyntetickych pigmentt a proteinti fotosystému Il 1 .

Dokonce nékteré patogenni bakterie, hmyz nebo nematoda v rostlinach silné aktivuji syntézu

cytokinind, indukuji déleni bungk, a tedy i vznik charakteristickych struktur, napt. tumort. 5

3.4. GIBERELINY

Gibereliny byly objeveny v Japonsku jako produkt houby Gibberella fujikuroi, jenz je znam
jako choroba bakanae. Houba napadala ryzi, zptsobovala jeji abnormalni prodluzovani, snizovala
produkci semen a vynos. Hlavnim a nejhojnéji se vyskytujicim zastupcem je kyselina giberelova,

znacena jako giberelin A; — GAs a giberelin GA;. [5]

15



Gibereliny patii mezi cyklické diterpeny. Zakladni struktura tvofena ¢tyfmi kruhy se Casto

oznacuje jako gibanovy skelet.

Obrazek ¢. 6 Kyseliny giberelova (GA3) - prvni identifikovany giberelin y

Vétsina giberelinil je tvofena dvaceti atomy uhliku, nékteré maji jen devatenact. U jednotlivych
druhti rostlin se vyskytuji jen uréité typy giberelind. Casto tvoii konjugéty se sacharidy, nejéastéji
s glukozou, které jsou vSak biologicky neaktivni. V soucasnosti je znamo vice nez 125 pfirozenych
a uméle pripravenych latek s rtiznou fytohormonalni aktivitou (vSechny se zna¢i GA s Ciselnym

indexem). g

BIOSYNTEZA A TRANSPORT

Urcité mnozstvi giberelinti se tvofi v kofenech, ale hlavni misto syntézy je v mladych
semenech, vyvijejicich se plodech, ale i v aktivné rostoucich mladych listech, pupenech
a internodiich. Jejich biosyntéza a degradace je reverzibilné ovlivilovana teplotou, svételnymi

podminkami, samotnou hladinou giberelini, ale také auxinem.

Floémem putuji gibereliny tvofené v nadzemni c¢asti rostliny, xylém je naopak transportuje

Z korfent do nadzemni ¢asti.

FUNKCE GIBERELINU

Fyziologické efekty jsou Casto druhové specifické a podobné jako u cytokinint se velmi
riuzni. Mezi zakladni projevy je zahrnovano prodluzovani rustu stonku, kdy dochazi k aktivaci
meristematickych bunék a jejich zvétSovani. Bunky se prodluzuji postupnym rozvoliiovanim
jednotlivych slozek bunééné stény. Na rozdil od auxint, snizujicich pH v BS, maji gibereliny jiny

rozvoliovaci mechanizmus.
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U trav gibereliny aktivuji ¢innost interkaldrnich meristémiu v internodiich, u jinych druhd

rostlin, stimuluji déleni a prodluzovani bunék v oblasti subapikalni.

Oboji, auxiny i gibereliny jsou co se tyce prodluZovaci funkce synergisté. Na dlouzeni
kofenti maji gibereliny mensi vliv nez na buniky stonku. Co se tyce vzniku zakrslych rostlin, ten je

diisledkem deficience giberelinu.

Dalsi vyznamna role giberelini se uplatituje pifi kliceni semen a piekondvani dormance
u semen i pupent. V embryich (napf. obilek je¢menu) se béhem kliceni syntetizuji gibereliny,

odtud difunduji do aleuronovych bun¢k, kde podnécuji syntézu a-amylaz. 6]

Ovliviiovani Ukonceni juvenilni fize a prechod do fdaze generativni. Tento efekt muze
pusobit jak ve smyslu pozitivnim, tak i negativnim. U dlouhodennich rostlin rozetového typu je
pozitivni ptisobeni obzvlast’ vyznamné, jelikoz dochazi ke stimulaci rstu stonku. Jiné typy rostliny
jako napf. u bie¢tanu se po aplikaci giberelinu juvenilni obdobi prodlouzi. U jehli¢nant lze zkratit

juvenilni obdobi dokonce o fadu let a uspisit tak kveteni.

Druhové specificky vliv na pohlavi kvétii. Pti jejich aplikaci zvySuji bud’ produkei samcich
nebo samicich kvéti napt. kukufice, jez ma jednopohlavné kvéty, a kde jsou oba typy na jedné
rostliné. V tomto piipad¢ funkce giberelinli ziejmé spociva v negativnim vlivu na vyvoj ty¢inek,
a proto dochazi ke vzniku samicich kvétt v sam¢im kvétenstvi. K opacnému efektu dochazi napt.

‘o . wLox o 1 [8
u $penatu, okurky nebo konopi, kde se tvoti kvéty sam¢i na tkor samicich. (€]

3.5. KYSELINA ABSCISOVA (ABA)

Patfi mezi seskviterpeny, je to slaba kyselina a zaroven ji fadime k vSudypiitomnym
fytohormontim. Podili se na fizeni stresovych reakci a dlouhodobych vyvojovych a rtastovych
procest. Obecné lze konstatovat, Ze ji miZzeme najit u vSech bunék rostlinnych pletiv. Na rozdil od
vSech tfi vySe uvedenych skupin fytohormont, je ABA piedstavitelem ristového inhibitoru, je tedy
jejich antagonistou. Byla identifikovana pfi studiu opadu plodi baviniku v 60. letech, v nichz jeji

mnozstvi rapidné stoupalo. [5]

Obrazek €. 7 Kyselina abscisova (ABA) [
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BIOSYNTEZA, TRANSPORT a FUNKCE

Syntéza pravdépodobné probiha pievazné v listech (je spojena s plastidy). K transportu opét

o . , Y o A r g Co . o [5
slouzi jak floém, smérem do kotent i do apikdlni ¢asti stonku, tak i xylém vychazejici z kotent. g

Jeji funkce maji hlavni opodstatnéni pti regulaci ndstupu a trvani dormance semen
a pupent. Stimuluje opad listt i plodd, inhibuje kliceni atd. 8] Béhem zrani embrya vyznamnou
mérou ovlivituje slozeni a ukladani zasobnich proteind v embryu. Po jeho vyvinuti brani dal$imu
vyvoji, a tedy navozuje stav dormance. To je faze, kdy je hladina aktivnich auxinti a giberelind

snizena a ABA je pfitomna obvykle ve zvySeném mnozstvi v délohach.

Neopomenutelna je rovnéz jeji role pii stresovych reakcich, zejména pii stresu z nedostatku
vody. Muze byt zplsoben suchem, mrazem nebo vysokou koncentraci soli v pidnim roztoku.

Za téchto podminek muze v jedné hodiné ABA stoupnout az 50x. [5]

U nékterych druhd rostlin ABA podporuje senescenci a abscisi listit popt. kvétt a ploda.
Stejné tak urychluje starnuti pletiv, zpisobuje uzavirani priduchd pii deficienci vody a zvysuje

propustnost kotfend pro vodu. (€]

3.6. ETHYLEN

Ethylen je plyn hydrofobni povahy, jenz byl uznan za rostlinny hormon podstatné pozdé&ji.
V porovnani s ostatnimi rostlinnymi hormony ptisobil vzhledem ke své jednoduché struktuie

(CoHy) ,,podezicle”, i ptesto, ze jiz ve 30. letech bylo znamo, ze ma zna¢ny vliv na rust rostlin.

Zjistilo se napiiklad, Ze se uvoliuje ve zrajicich plodech, ¢imz cely proces urychluje. [6]

Obrazek ¢. 8 Etylen (eten) 7]

BIOSYNTEZA a FUNKCE

Nejvyssi produkce byla zaznamenana v meristematickych ¢astech rostliny. Jeho hladina se
zvySuje béhem senescence, opadu listd, zrani plodu, pfi stresu a po poranéni. Mize se ale také

vytvaret v podstaté ve vSech Castech rostliny.

Mezi funkce patii urychlovani dozravani duZnatych plodii, coz je rovnéz spojeno se

zvySenou respiraci tzv. klimakterickym dychanim (napf. u banand, jablek, hrusek, rajcat, fikd,

18



manga, broskvi a avokada). U vybranych druhi rostlin zkracuje dormanci semen (napi.
U podzemnice olejné) nebo pupent (napf. u hliz bramboru). Co se tyka ristu, pusobi pfi
zakfivovani stonkové Casti pod apikalnim pupenem u etiolovanych dvoudé€loznych rostlin, popft.

prodluzovani stonki u vodnich rostlin, napt. pryskyiniku (Ranunculus sceleratus).

Produkce ethylenu je v nékterych fyziologickych procesech ovliviiovana auxinem,

cytokininem nebo kyselinou abscisovou. g

3.7. DALSI LATKY FYTOHORMONALNI POVAHY

3.7.1. BRASSINOSTEROIDY

Tato skupina v soucasnosti zahrnuje na tficitku latek, pfevazné se vyskytujicich v nadzemni
¢asti rostliny. 5] Stejné jako predeslé fytohormony vykonaji v rostling Siroké spektrum funkei.
Mezi ty nejvyznamnéjsi patii ovliviiovani rustu a diferenciace organt, ovliviiuji tvorbu biomasy,
reguluji pocet a velikost semen i plodl a rovnéz oddaluji starnuti rostliny. Své opodstatnéni maji
také v pfizplsobivosti rostliny na nepfiznivé zivotni podminky, a to zejména pii nedostatku vody,
zivin, pritomnosti herbicidt, chladu, nadbytku soli, chlad, popt. napadeni. Nékteré studie dokonce
ukazaly, Ze tyto latky ptisobi obdobné jako peptidové hormony u zivocichi. Pfenos signalu se tedy
uskutecniuje prostfednictvim receptoru lokalizovaného na bunécné membrang.”) Mezi dali
vyznamné funkce patii jesté zvySovani odolnosti rostliny k nizkym teplotam ¢i suchu a vliv na

dlouzivy rast. ©!

Obrizek &. 9 Brassinolid ']
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3.7.2. JASMONATY

Biosyntéza kyseliny jasmonové (JA) a jejiho methylesteru vychazi z kyseliny linolenové.
Izolovany byly tyto latky z jasminového a rozmarynového oleje, obsahuji je vSak i jiné organy
mnoha druhu rostlin. Jejich hladina stoupa predevsim pfi stresovych reakcich, napt. po poranéni
nebo napadeni patogenem. Kromé ,,varovnych® reakci ped Gitokem patogenu stimuluje JA expresi

genu kédujicich inhibitory proteaz. 1!

AN
HO™ g

Obrazek 10 Kyselina jasmonova (JA) 7

3.7.3. POLYAMINY

Maji ve své struktufe zabudovano, jak jiZz nazev napovida né€kolik aminoskupin, a patii
k jednoduchym organickym latkam. Mezi nejhojnéji se vyskytujici v rostlindch patfi napf.
putrescin, spermin ¢i spermidin. Z hlediska funkci spoji za zminku napf. stimulace rstového déleni
(zejména v in vitro podminkach, kde probiha velmi intenzivni bunécné déleni), rovnéz stabilizuji

bunécné pH, zvysuji vnitrobunécnou osmolaritu a ptisobi jako obrana pfi stresovych faktorech. g

3.7.4. OLIGOSACHARIDY

Z chemického hlediska dlouhé fetézce cukrti, vzniklé rozkladem bunééné stény rostliny pfi

napadeni patogenem. Mezi hlavni funkce patii inhibice dlouzivého riistu a obranné reakce. [7]
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3.7.5. FENOLICKE LATKY

Zahrnuji velice pestrou skalu sekundarnich metabolitd, kam patfi napt. flavonoidy,

vvvvvv

jak tadime napft. tfisloviny. Schopnosti nékterych derivati kyseliny skoficové, benzoové nebo
flavonoidil je inhibice pfirozeného dlouzivého rtstu i toho indukovaného, zptisobeného [AA.

Ucastni se také infekce rostlin bakterii Agrobacterium tumefaciens, jez napada pouze poranéné

dvoudélozné rostlin. 7]

A

N
o O]

Obrazek & 11 Kumarin [
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4. BAVLNIK

4.1. HISTORIE

Bavinéné latky se tkaly uz 500let pf. n. . ve Vychodni Indii a odtud se tato tradice rozsitila
do Ciny Arabie, dale do Egypta a jihoevropskych zemi.
V Evropé se podle zdroju s touto tkaninou zacalo pracovat
koncem 17. stoleti pravdépodobné v Nizozemi a posléze
v Anglii. Zajimavosti je, ze v Jizni Americe a v Mexiku se
bavlnarstvi vénovali jesté pied jejim objevenim KryStofem
Kolumbem. Z toho Ize usoudit, Ze se bavlnaisky pramysl
vyvijel bud’ nezavisle na asijském nebo byl do Ameriky

. 11
zavle¢en Cinany. [L1]

Obrazek €. 12 Rucni sbér baviny na jihu USA na pocatku 20. stoleti [22]

4.2. ZARAZENI

Bavlnik patii mezi jedno aZ viceleté kete z ¢eledi Malvaceae (slézovité). Dosahuje vysky 0,7
az 2 m v zavislosti na podminkach péstovani a na odridé. V riznych literarnich zdrojich jsou
uvedeny také rizné pocty druhd tohoto rodu, av§ak v souvislosti s péstovanim v praxi jsou uvadény
zpravidla druhy c¢tyfi, a to bavinik srstnaty (Gossypium hirsutum), egyptsky (Gossypium
barbadense L.), bylinny (Gossypium herbaceum L.a Gossypium arboreum L.), péstovany v Asii

a Africe.
Tabulka & 1 Taxonomické zatazeni baviniku %
Taxonomické zarazeni

RiSe (Regnum): rostliny (Plantae)
PodfiSe (Subregnum): | cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni (Divisio): krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida (Classis): vyssi dvoudélozné (Rosopsida)
Rad (Ordo): slézotvaré (Malvales)
Celed (Familia): slézovité (Malvaceae)

Rod (Genus): bavlnik (Gossypium)
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Mnou pouzivana rostlina, tedy Gossypium herbaceum L. se pé&stuje pievazné v Cing, Indii, na
Stfednim vychodé a ¢astecné i v jizni Evropé. Je to mensi rostlina s dlouze fapikatymi, dlanité 3-5

klannymi. Na kvétech se objevuje skvrna podobné¢ jako u baviniku egyptského.

Plodem je malé nepukava tobolka o hmotnosti 1-10g. Uvnitf je
3-5 piehradek s 15-35 semeny ovalného tvaru. Pokryva je
semenné vlakno, bavlna. Semeno muize byt holé nebo ma na
povrchu jemnou plst a vazi vétsSinou 100-150g. Dozrava

pomérné dlouhou dobu, asi 2 mésice.

Bohaté¢ vétveny stonek nese vegetativni i plodonosné vétvicky.
Dalsim znakem monopodialnich vegetativnich vétvicek, jez se
tvoii v dolni ¢asti kotene, je fakt, ze sviraji s hlavni osou ostry
tthel. Stafi rostliny 1ze odhadnout podle jejich poétu. Cim je
jich méng, tim je rostlina mladsi. Postaveni listl na lodyze je

spiralovité a dle barvy, tvaru, velikosti a ochlupeni se lze tidit

pii ur¢ovani jednotlivych odrud.

Obrazek & 13 Bavlnik bylinny (Gossypium herbaceum L. ), F — fez kvétem, f semeno s vinou !

Kvéty se netvori pfimo na koncovych vrcholech, nybrz az na
vétvickach vyristajicich z Gzlabi jejich listi. Jsou v poctu 1-5
na koncich plodonosnych vétvicek a tvofi se na kratké stopce.

Korunni platky na bazi srustaji a stejné tak i ty¢inky. [10]

Obrizek & 14 Kvét Gossypium herbaceum L. 24

Na svété se bavlna péstuje celkem asi v osmdesati zemich svéta a z toho dvé tretiny produkce
obstarava USA, Cina a Indie. USA figuruje na tfetim misté ve svétové produkci je vsak hlavnim
exportérem surové baviny a celkové obstarava vice nez tfetinu svétového obchodu se surovou
bavinou. 171

Svétova produkce baviny pro rok 2012/13 se odhaduje na 113,8 miliond zokd, coz ¢ini asi
sedmi procentni propad oproti pfedchozimu roku. V celosvétovém métitku za rok 2012/13 se
plocha sklizné odhaduje na 33,3 miliont hektarii a vynos na 745 kg/ha, podobné jak to mu bylo
v letech 2011/12.
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5. PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je analyticka separacni metoda a umoziuje tedy kvalitativni i kvantitativni
analyzu smési. Slouzi zejména k rozdéleni slozitych smési latek s podobnymi chemickymi

a fyzikalnimi vlastnostmi. Uplatnéni ma velmi Siroké ve vSech védeckych odvétvich. [12]

Vyuziva rozdéleni koncentrace analytu mezi stacionarni a mobilni fazi na zaklad¢é adsorpce

Xt i y s (v . [13
a rozpousténi, pricemz se predpokladd, Ze toto rozdéleni je rovnovazné. [

Separace se
uskuteciiuje V kapilarni nebo napliiové kolon€. V ni je piitomna stacionarni (nepohybliva) faze
neboli (sorbent) a mobilni (pohybliva) faze (nosny plyn ¢i eluent). Nejcastéji pouzivanymi nosnymi
plyny jsou vodik, dusik, helium, argon. Pfi jejich volbé hraje roli nékolik faktord, a to viskozita,
reaktivita, ucinnost, Cistota, typ pouzivaného detektoru a cena plynu. [14]

Mobilni fazi predstavuje kapalina, u kapalinové chromatografie nebo v mém piipadé plyn
(plynova chromatografie = GC). Faze stacionarni mize byt bud’ pevna latka nebo film kapaliny
na pevné latce zakotveny. [12]

Plynovy chromatograf je pfipojen ke zdroji nosného plynu (tlakova lahev) a k zatizeni, které
je schopné zpracovat signal z detektoru (dnes PC s tiskarnou). Vysledny vyti§tény zaznam

chromatografické analyzy se nazyva chromatogram. [12]

5.1. ZAKLADNI CASTI PLYNOVEHO CHROMATOGRAFU

Hlavni ¢asti plynového chromatografu tvoii tyto komponenty:
1. Regulator priitoku nosného plynu

2. Nastiikovy port

3. Separacni kolona

4. Termostat

5. Detektor

1. Nosny plyn a regulator priitoku. Slouzi k udrzeni konstantni pritokové rychlosti (nebo

konstantniho tlaku) nosného plynu v separacni kolon¢ béhem analyzy. [12] Zdrojem nosného plynu
jsou, jak jsem jiz zminila tlakové lahve stémito plyny. V mém ptipadé tlakova lahev s heliem,

vodikem, dusikem a vzduchem. Plyn nemé piimy vliv na separaci a slouzi tedy k unaseni vzorku
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kolonou. O ptedpokladech, jenz musi plyny spliiovat jsem se jiz vySe zminila. Dutlezitym

predpokladem je také inertni chovani vici slozkam vzorku.

Cistici za¥izeni — spliiuje funkci zachycovaée vlhkosti a necistot v nosném plynu. Dale odstraiiuje
[15]

stopy kysliku, jenz nenavratné poskozuje stacionarni fazi v koloné¢.

2. Nastrikovy port. Je mistem pro vpraveni vzorku do separa¢ni kolony, a tim do plynového

chromatografu. VSe se provadi ru¢né nebo piipadné specidlni automatickou injekéni sttikackou.
Nasttikovany vzorek je plyn, v ptipadé kapalnych vzorkd musi byt teplota injektoru nastavena tak,
aby doslo k okamzitému pfevedeni vzorku do plynného skupenstvi. (2] \/nitini cast injektoru byva
zpravidla kiemenna. Musi vytvorit inaktivni prostiedi pro zplynény vzorek a druhou funkci je jeho
homogenizace a uprava profilu proudéni.

Samotny nastfik musi byt proveden co nejrychleji a nejpiesnéji. V proudu nosného plynu pak

vzorek putuje pies kolonu. [13]

3. Kolona. Na koloné dochazi k vlastni separaci. V plynové chromatografii se pouzivaji
zpravidla ndpliiové nebo kapilarni kolony.

Napliiové kolony jsou trubice zhotovené z oceli nebo skla. Uvniti je bud’ sorbent (silikagel,
oxid hlinity, apod.) nebo nosi¢ na bazi kifemeliny pokryty kapalnou fazi. Délka napliovych kolon
se pohybuje od desitek centimetri do nékolika metrii a vnitini pramér 2-3 mm.

Kapilarni kolony se vyrabéji z kiemenného skla a kvili pevnosti jsou potazeny filmem
polyimidu. Pramér kolony se pohybuje v intervalu 0,1-0,6 mm a pro vétSinu aplikaci postacuje
délka kapilary 30m. Cim mensi je primér kolony, tim vy3$i G¢innosti, aviak niz$i kapacity lze
dosahnout. Délka se maze pohybovat od desitek do stovek metri. RozliSujeme tii typy kapilarnich
kolon podle uloZeni mobilni faze. Jsou to kolony WCOT, SCOT a PLOT. [15]

4. Termostat. Udrzuje konstantni teplotu separacni kolony nebo plynulé zmény teploty

b&hem analyzy. [2]

5. Detektor. Je nedilnou konstrukéni soucasti méficiho zatizeni. Prevadi fyzikalné-
chemickou vlastnost analytu na méfitelny, zpravidla elektricky signél.[13] V plynové chromatografii
se pouziva vice rlznych typl detektor. Jednotlivé typy detektord se 1iSi nejen konstrukei,
ale i principem funkce, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linedrnim dynamickym rozsahem.
Selektivitou detektoru se rozumi jeho schopnost reagovat jen na latky urcitého typu. Mez detekce

predstavuje nejmensi mozné mnozstvi latky, které je na pozadi Sumu detektoru mozné detekovat.
[12]

Detektory pouZzivané v plynové chromatografii jsou napft. tepelné vodivostni detektor (TCD),

plamenové fotometricky detektor (FPD) a nejvétsi skupinu detektorti tvofi detektory ionizaéni.

25



Do této skupiny patfi i detektor mnou pouzivaného chromatografu, plamenové ioniza¢ni
detektor - FID. Jde 0 univerzalni detektor s dobrou citlivosti a mezi detekce, jenz od roku 1958,
kdy byl zaveden, patii k nejrozsifenéjsim detektorim v plynové chromatografii. Podstatou je
méfeni zmény ionizacniho proudu vodikovo-vzduchového plamene zplsobené piitomnosti
eluovaného analytu.[ls] Jeho prednosti je vysoka citlivost detekce a limity detekce jsou
v pikogramech analytu. Je schopen detekovat Sirokou $kalu latek s vyjimkou anorganickych par
a plyni. [15]

Za zminku stoji napft. jest¢ hmotnostni spektrometr (MS) jehoz citlivost je az 1000krat mensi nez

pro FID. Pro zajiSténi citlivych a selektivnich méteni se tedy velmi Casto pouzivad spojeni obou

detektorti, FID-MS, (¥

Injektor vzorku
Regulator pratoku J/\‘
\ Zapisovat (pogitac)
<]

||
N\

Detektor

MNosny plyn Termastaty pro kolonu,
injektor a detektor

Obrazek 15 Zjednodu$ené schéma plynového chromatografu [25]

5.2. UPLATNENI PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

Obecné lze Fici, Ze se této metody pouziva k separaci plynt, vétSiny nedisociovanych kapalin
a pevnych organickych molekul. Naopak nelze pouzit pro separaci makromolekul, organickych
a anorganickych soli. (151 74 zminku tedy stoji napft. jeji uplatnéni Vv pramyslu organickych syntéz,
standardné se pouziva k monitorovani kvality ovzdu$i, nebo ke zjisténi stopovych mnozstvi
pesticidli ve vodach, ptdach & v potravinach. Castym postupem je také prevod analyti
S nevyhovujicimi vlastnostmi na derivaty k analyze pouzitelné. Toho se vyuzivd zejména
v Iékatskych, biologickych a biochemickych oborech k analyzam lipidd, steroidi ¢i aminokyselin

V télnich tekutinach. [17]
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1. POMUCKY A CHEMIKALIE

POMUCKY

Kédinka (500ml), sklenéna ty€inka, Petriho misky, filtrani papir, korkovrt (pramér 10mm),
pinzeta, nuzky, eppendorfky, sklenéné vialky (60ml), septa, tii velka plata od vajec, pipety, nasadce
na pipety, injekéni stiikacky (2,5ml), injekéni jehly (0,4 x 20mm), plastové zkumavky (12ml),

stojan na zkumavky.

PRISTROJE A ZARIZENI

Kvétinace, zahradnicky substrat od firmy Agro, semena Gossypium herbaceum L., fytotron,
plynovy chromatograf Agilent Technologies 6890 N Network GC SYSTEM, kolona do GC
(HP-ALIS; délka 50m; pramér 0,530mm; film 15um; rozsah teplot -60-200°C), termostat
(Biological Thermostat BT 120), teplomér, modré a zluté lepici pasky proti Skidctum.

CHEMIKALIE

Pracovala jsem s témito chemikaliemi:

e DMSO (dimethylsulfoxid; 100% a 0,1%; Sigma),

e TDZ (thidiazuron, pevna latka; M,=220,50; Olchemim s. r. 0.),

e LGR 951 (2CI-6(3MeOBA)(K.C.-6); pevna latka; M,=289,68; vyrobeno LRR
v Olomouci),

o 24-EP (epibrassinolid, pevna latka; M,=480,69; Olchemims. r. 0 .),

e |AA (kyselina indolyl -3-octova, pevna latka; M,=179,19; Sigma-Aldrich)

e NAA (kyselina a-naftyloctova, pevna latka, M,=186,21; Sigma-Aldrich)

o ethylen (smés dusiku s ethylenem (99 ppbvol.) v plynové bombé¢; pro tvorbu kalibra¢ni
kiivky), ethanol (70%; pro oplachovani nastroji), destilovana voda (na promyvani

tercikd, pro oplachovani pomtcek, ...)
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6.2. ROSTLINNY MATERIAL

6.2.1. PODMINKY PRO RUST A PESTOVANI ROSTLINNEHO MATERIALU

Pro tento experiment byl vybran druh bavlniku, jenz se v jizni Evropé péstuje nejcastéji, tedy
bavlnik bylinny (Gossypium herbaceum L.). Snahou bylo zajistit prostfedi a podminky pro jeho
rust idealni, a co nejblizsi tém, na ktery je tato rostlina zvykla. Pro sadbu jsem pouzila jak semena,
tak zahradnicky substrat, které jsou bézn¢ k dostani v obchodé. Semena jsem sazela do plastového
kvétinace po dvou az tfech semenech. Rostlina se zalévala pravidelné vodou a Vv pribé¢hu rastu
nebyla ni¢im hnojena. Pro odbér vzorku byla pfipravena, jakmile méla pét pravych lista.

Bavlnik vyrtstal ve fytotronu, tedy v klimatické komote pfi teplote 25°C. Vlhkost ovzdusi
se zde pohybovala kolem 80%, svételna perioda (svétlo/tma) 16hod/8hod (zafivka Osram, Fluora
18W) a teplote 25°C.

Pro ochranu proti napadeni $kiidci byly ve fytotronu vyvéseny zluté lepové pasy. Z divodu

snizeni stresu rostlin jsem bavinik neoSetfovala zadnymi insekticidy.

6.3._ POSTUP PRI EXPERIMENTU

6.3.1. PRIPRAVA RUSTOVYCH REGULATORU

Prvni den. Z vybrané rostliny jsem pomoci korkovrtu o priméru 10mm vysekala ter¢iky
z pravych listd a vSechny je dikladné promyla v kadinkach s destilovanou vodou (cca 500ml) po
dobu jedné az dvou hodin (viz foto 5 — 10).
Nasledovala piiprava jednotlivych zasobnich roztokd. Jednotlivé latky jsem nejdfive navazila na
analytickych vahach a rozpustila ve 100% DMSO (dimethylsulfoxid) popt. ethanolu v ptipadé 24-
EP, NAA a IAA. Zasobni roztoky latek jsem ptipravila v koncentraci 50mM NAA, 10mM TDZ,
LGR 951 a IAA, a 5mM epibrassinolid.

Potfebné mnozstvi DMSO jsem vypocitala podle vzorce:

m (rust.regulator
V(DMSO0) = ( g )

c(roztoku) .M (rist.regulator)
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Pro nazornost uvadim konkrétni ptiklad vypoctu pro latku LGR 951.

napf. Navazila jsem 2,3mg latky LGR 951, jez ma molarni hmotnost M = 289,68
mg . mmol™. Cilem bylo p¥ipravit 10mM roztok.
Vypocet pro tuto koncentraci je nasledujici:

2,3 mg

mmol 409 g4
ml mmol

v(DMS0) = = 0,794 ml =794 ul

0.01

Pro ptipravu 10mM roztoku LGR 951 bylo tieba k navazenému mnozstvi

2,3mg této latky pridat 0,794 ml= 794 ul 100% DMSO.

Kazdy zasobni roztok piislusné latky jsem diikladné nechala rozpustit a protfepat na vortexu
(viz foto 7). Nasledovalo fedéni kazdého zasobniho roztoku na pozadovanou koncentraci. Vypocet
k ziskani 100uM roztoku LGR 951 z ptivodniho 10mM zasobniho roztoku o objemu 4 ml je

uveden nize. Zasobni roztok jsem fedila pufrem MeS o pH 6,1 (viz foto 8).

Vzorec pro Fedéni:

C:.Vi=0¢,.V, ; kde c; — koncentrace zasobniho roztoku,
V- objem ze zasobniho roztoku pouzity na ptipravu 100uM roztoku
C, — koncentrace pozadovaného roztoku,

V,— celkovy objem roztoku

c.Vi=¢. V,
10mM . V1 =100uM . 4000ul
10000uM . V1 =400 000
V1=40ul

Na ptipravu 100puM roztoku LGR 951 z 10mM zasobniho roztoku jsem pouzila 40ul 10mM
zasobniho roztoku a zbyvajici ¢ast do 4ml, tedy 3,960ml jsem doplnila pufrem MeS. (viz foto 8).

Podle stejného schématu jsem pripravila vSechny zvolené koncentrace u ostatnich latek. Pak
jsem oznacila Petriho misky, kde byly pro kazdou méfenou latku v dané koncentraci vymezeny tfi
jamky, tedy tfi opakovéani. Do misky byl vloZen filtracni papir a teprve na n¢j se aplikoval

pfipraveny a promichany roztok piislusné koncentrace o objemu 1 ml (viz foto 9).
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6.3.2. PRIPRAVA VZORKU

Do oznacenych Petriho misek s 1ml rlistového regulatoru o dané koncentraci jsem postupné
vlozila osm osusenych ter¢ikti baviniku o priméru 10mm. Po naskladani vSech ter¢iku tak, aby se
vzajemné nepiekryvaly jsem Petriho misky uzaviela viky s popiskem a vSe jsem umistila do

termostatu (tma; 24,8 °C) na 16 hodin. (viz foto 10-13)

Druhy den. Po 16 hodinach jsem terc¢iky z misek premistila do nachystanych vialek (60ml).
Vsech osm terciki z jedné jamky tak bylo naskladano na prouzek filtracniho papiru na umelé
hmot€, pro vétsi stabilitu. Kazda vialka se poté pomoci septa a vicka fadné utésnila a oznacila. Jako
pomtcka pro dobrou manipulaci mi poslouzila plata od vajec, kam jsem vSechny vialky naskladala

a po dobu 24 hodin nechala inkubovat v termostatu. (viz foto 14-16)

Tieti den. Mg¢ieni jsem provadéla po 24 hodinach inkubace, kdy byly vialky pfipraveny

k méfeni ethylenu.

6.3.3. MERENI
Pted spusténim samotného pfistroje je nejdiive zapotiebi pustit nosné plyny, tedy helium,
dusik, vodik a vzduch. Poté se zapne pfistroj a k nému ptipojeny pocita¢ s programem, pomoci

néhoz jsem mnozstvi ethylenu vyhodnocovala (viz foto 17-19).

Na PC jsem v pfislusném programu nastavila metodu pro méfeni ethylenu a po vyhtati
kolony byl plynovy chromatograf ponechan cca 10min pro vytemperovani a ustaleni teploty

a tlaku.

Vzorky ethylenu jsem odebirala z injekénich stiikacek o objemu 2,5 ml (velikost jehly
0,4 x 20mm). Pti odbéru vzorku jsem postupovala nasledovné. Nejprve jsem stiikackou 2x pomalu
nabrala plyn a vratila jej zpét do vialky. Napotieti jsem odebrala objem 1,5 ml. Tento objem jsem
bezprostiedné pied samotnym méfenim snizila na 1ml, a poté aplikovala. Po aplikaci jsem rychle

na pristroji zmackla tlacitko start a po 2,5 minutach byl vysledek zaznamenan a ulozen (viz foto

20-24).

V8echny zaznamenané hodnoty jsem sepsala do tabulky a nasledné pievedla v programu
Microsoft Office Excel do grafu. Pro kazdy z ristovych regulatori v dané koncentraci jsem tedy
naméfila tii hodnoty ze tii opakovani, znichz se vypocetl aritmeticky primér a smérodatna

odchylka. Celé méteni se pro kontrolu znovu opakovalo v témze tydnu.
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6.4. VYHODNOCENI VYSLEDKU

6.4.1. KALIBRACNI KRIVKA
Nameétené hodnoty (plochy piku) ethylenu bylo nasledné potieba piepocist. K tomu vSemu
poslouzilo sestrojeni kalibra¢ni kiivky opé&t v programu Microsoft Office Excel. Kalibra¢ni kiivka

byla sestrojena dle naméfenych hodnot Cistého ethylenu odebraného z plynové bomby.

Nejprve se Cisty ethylen nastiikl do fedicich vakd Tedlard (dusik) a poté se znamé
koncentrace ethylenu aplikovaly k méfeni do GC. Ztéchto hodnot byla sestavena tabulka

a nasledné¢ i graf s kalibra¢ni kiivkou (viz graf 1).

Mnozstvi ethylenu v nlEt/ | vzduchu bylo stanoveno piepoc¢tem plochy z kalibraéni kiivky.

Nastfik  Plocha
(nl) piku
50 0,357469
100 0,766248

200 1,5542
250 2,08888
500 4,19782

1000 8,48532
2000 17,1935

Tabulka 2 Nastiiky riznych koncentraci ethylenu

KALIBRACE ETHYLENU (50-2000nl)

N
o

y =0,0086x - 0,112 /<

R :/

[EEN
ol
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=<
=

="

<

= 10
(P}

=
e

(="

1000 1500 2000

objem ethylenu v nl

Graf 1 Kalibra¢ni kiivka ethylenu
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6.5. VYSLEDKY

Celkem jsem meéfila 5 latek v riznych koncentracich a vzajemnych kombinacich. Tyto latky
jsou sepsany v nize uvedené tabulce.

RI"JSTQVY M,
REGULATOR
TDZ 220,25
LGR-951 289,68
IAA 179,19
NAA 186,21
24-EP 480,69

Tabulka 3 Ptehled métenych ristovych regulatort

Nasleduje souhrn vSech métenych latek a jejich kombinaci, ptehledné vyobrazenych do grafi.

TDZ v koncentracich 50, 100,150, 200uM

3000
3 2500
S 2000 @ TDZ 50uM
E 1500 B TDZ 100pM
= B TDZ 150uM
] 1000 ® TDZ 200uM
S 500 I B DMSO

0
ristovy regulator

Graf 2 Latka TDZ v koncentracich 50, 100, 150 a 200uM

V grafu ¢. 2 jsou vzestupné sefazeny vSechny méfené koncentrace latky TDZ vcetné
kontrolniho méfeni s rozpoustédlem DMSO. Latka thidiazuron (TDZ) se béZné pouziva v praxi
jako defoliant a z grafu je patrno, Zze ve vysSich koncentracich (100, 150, 200uM) zpusobuje
zvySenou tvorbu ethylenu a stou spojeny opad listd. Z grafu je patrné, Ze nejvyssi hodnota
ethylenu byla dosazena u koncentrace TDZ 200uM. Vyznamné se vsak lisi pouze od koncentrace

50uM, srovnatelné s namétenou hodnotou rozpoustédla.
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LGR 951 v koncentracich 50,100,150, 200uM

3000

2500

2000
1500
1000

500 =

nlEt /| vzduchu

ristovy regulator

O LGR 951 50uM
H LGR 951 100pM
OLGR 951 150pM
H LGR 951 200pM
E DMSO

Graf 3 Latka LGR 951 v koncentracich 50, 100, 150 a 200uM

V grafu ¢. 3 jsou vzestupné sefazeny vSechny méfené koncentrace latky LGR 951 véetné

kontrolniho méfeni s rozpoustédlem DMSO. Latka LGR 951 produkovala obdobné vysoké

hodnoty, srovnatelné s hodnotami latky TDZ ve vSech Ctyfech méfenych koncentracich. Opét je

patrna zvySena produkce ethylenu pii vysSich koncentracich LGR 951 (100, 150, 200uM).

Mnozstvi naméfeného ethylenu u 200uM koncentrace je vyznamné zvySené oproti

50uM

koncentraci (az 4x). Rozdil mezi zbylymi dvémi hodnotami vSak také neni zanedbatelny. LGR 951

v koncentracich 100 a 150uM vyprodukovalo o necelych 22% ethylenu mén¢é nez LGR 951

200uM.
Srovnani vysledkt latek TDZ a LGR 951
v koncentracich 50, 100,150, 200puM B LGR 951 50pM
23000 @ TDZ 50uM

2 2500 B LGR 951 100uM
S B TDZ 100uM
2 2000
N 1500 0O LGR 951 150uM
Z 1000 B TDZ 150uM
% 500 B LGR 951 200uM

0 B TDZ 200uM

ristové regulatory ®E DMSO

Graf 4 Srovnani vysledki latek LGR 951 a TDZ v koncentracich 50, 100, 150 a 200uM

V grafu ¢. 4 jsou prehledné vyobrazeny vSechny vysledky latek LGR 951 a TDZ tazené dle

rostouci koncentrace vcetné kontrolniho méteni. Z grafu je patrno, ze latka LGR 951 v koncentraci

200uM ma vyssi vliv na produkei ethylenu terCiky baviniku, nez latka TDZ ve stejné koncentraci,

ktera se pouziva k defoliaci v praxi.
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Kombinace latek LGR 951 a TDZ v koncentraich 50 a 100pM
3000 B LGR 951 50uM
@ TDZ 50uM
2500
2 - @ TDZ 50uM + LGR 951 50uM
(8]
3 2000 B LGR 951 100uM
N
> 1500 L B TDZ 100uM
E 1000 B TDZ 100pM + LGR 951 100uM
= T @ TDZ 100pM + LGR 951 50uM
500 £
1 B TDZ 50uM + LGR 951 100uM
0 ] . ] B DMSO
rustové regulatory

Graf 5 Kombinace latek LGR 951 a TDZ v koncentracich 50 a 100uM

V grafu ¢. 5 je uveden piehled vzajemnych kombinaci latek LGR 951 a TDZ v koncentracich
50 a 100pM. Stru¢nym shrnutim mohu konstatovat, ze vSechny Ctyfi mozné kombinace téchto
dvou latek predCily svymi hodnotami hodnoty latek samostatnych. Za zminku urcité stoji
kombinace 50uM TDZ a 50uM LGR, ktera se takika ztrojnasobila oproti produkci ethylenu
samostatnymi latkami v tychz koncentracich. Pfi porovnani dvojkombinaci 100pM TDZ a 50uM
LGR 951 a naopak, je z grafu patrno, ze je hodnota produkce ethylenu vzdy vyssi nez, hodnota
TDZ nebo LGR 951 v koncentraci 100uM.

Brassinosteroidy

2000
m 24-EP 2uM
£ 1500
3 B 24-EP 0,5uM
£ 1000
> m 24-EP 4uM
LL
W 500
c
= ;,—I—l O Ethanol
O .

24-epibrasinolid v koncentracich 0,5, 2 a 4uM

Graf 6 Brassinosteroidy

V Grafu ¢. 6, znazornujicim 3 méfené koncentrace epibrassinolidu (24-EP) jsou hodnoty
0 poznani niz8i nez v grafech predeslych. Da se fici, Ze jsou doslova srovnatelné s hodnotami
rozpoustédla, jimz je vtomto pifipadé¢ ethanol. Dle studie, kde se testovalo mnoZzstvi

vyprodukovaného ethylenu na listech Arabidopsis thaliana vlivem samostatného 24-EP byly
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hodnoty zanedbatelné, coz se shoduje i s mym méfenim na tercicich listt bavlniku (Gossypium

herbaceum L.). (%!

Kombinace 24-EP v koncentracich 0,5, 2 a 4uM W 24-EP 0,5uM
s latkami TDZ a LGR 50 a 100puM @ 24-EP 2uM
1800 m 24-EP 4uM

@ 24-EP 0,5uM + 50uM TDZ
m 24-EP 0,5uM + 100uM TDZ
1400 m 24-EP 0,5uM + 50uM LGR
m 24-EP 0,5uM + 100uM LGR

1600

31200

© ® 24-EP 2uM + 50uM TDZ

=}

S 1000 B 24-EP 2uM+ 100uM TDZ

z 800 @ 24-EP 2uM + 50uM LGR

m @ 24-EP 2uM+ 100uM LGR

€ 600 @ 24-EP 4uM + 50uM TDZ
400 - W 24-EP 4puM + 100pM TDZ

W 24-EP 4uM + 50uM LGR
200 A W 24-EP 4uM + 100puM LGR
0 mDMSO

0O Ethanol

rastové regulatory

Graf 7 Kombinace 24-EP v koncentracich 0,5, 2 a 4uM s latkami TDZ a LGR 951 50 a 100uM.

Graf ¢. 7 ptehledné zobrazuje vSechny naméfené kombinace 24-EP v koncentraci 0,5uM,
2uM a 4puM s latkami TDZ a LGR 951 v koncentracich 50 a 100uM. Z grafu je patrno, ze latka
24-EP obecné produkuje ethylen v minimalnich mnozstvich. Hodnota 0,5uM je ze tii koncentraci
samotného 24-EP nejvyssi. Co se tyce hodnot jeji kombinace s TDZ a LGR 951, naprosto prevySuji
vSechny ostatni hodnoty. Rozdil hodnot kombinovaného 2 a 4uM 24-EP s TDZ a LGR 951 je

markantni.
Auxiny
B NAA 10uM

1500
g B NAA 100pM
3 1000
N
Z T IAA 10uM
— 500
w
: S e

0 O Ethanol
ristové regulatory

Graf 8 Auxiny
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Graf ¢. 8 zahrnuje vysledky méfeni latek patiicich do skupiny auxini, NAA a IAA.
Rozpoustédlem je ethanol. Dle studie na listech Arabidopsis thaliana latka NAA 10uM a 100uM
vykazovala vyrazné vyssi hodnoty vyprodukovaného ethylenu nez IAA ve stejnych koncentracich.

Mnou provedené méFeni na Gossypium herbaceum L. viak tento fakt nepotvrzuje. *%

Kombinace IAA 10uM s 24-EP 2uM @ 24.EP 2N
1500 —
5 @ IAA 10pM
e
S 1000
S OIAA 10uM +
> 24-EP 2uM
— 500
- B O Ethanol
= é_l_?_b—_
0 ® DMSO
rtstové regulatory

Graf 9 Kombinace IAA 10uM s 24-EP

Vysledky grafu €. 9, kde se kombinuje latka IAA s 24-EP nejsou vzhledem k vysledkim
ptredeslého grafu az tak piekvapivé. Z grafu vyplyva, ze IAA v koncentraci 10uM pievysuje jak
24-EP, tak i vzdjemnou kombinaci téchto latek, a to cca o 30%. Tento idaj se neshoduje s vysledky
testovanymi na rostliné Arabidopsis thaliana, kde se testovala produkce ethylenu na rtznych
astech rostliny, tedy i na listech.”? V piipadé této studie kombinace IAA s 24-EP (v téZe
koncentraci) vykazovala velky vzestup produkce ethylenu oproti obéma latkdm samostatné. To se

v§ak u baviniku nepotvrdilo.

B NAA 10uM
Latky NAA 10uM a NAA 100uM v kombinacich
s TDZ 100uM a 24-EP 2uM ® TDZ 100uM
2000
B 24-EP 2uM
1800
1600 O NAA 10uM+ TDZ 100pM
2 1400 + 24-EP 2uM
o = NAA 10uM + TDZ 100uM
S 1200
N
>
~ 1000 ® NAA 10uM + 24-EP 2uM
5 800
= 600 4 B NAA 100uM
400 + @ NAA 100uM + 24-EP
200 - 2uM
0 4 0O Ethanol
ristové regulatory B DMSO

Graf 10 Kombinace NAA 10uM a 100uM s TDZ 100uM a 24-EP 2uM
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V grafu ¢.10 dominuji hodnoty ethylenu vlivem latky TDZ 100uM, ktera se bézn¢ pouziva

Vv praxi. VSechny kombinace s touto latkou pak dosahuji pomérné vysokych hodnot. Polovicni uz

jsou ale hodnoty, kde TDZ nefiguruje. Naptiklad naméfena hodnota kombinace NAA 100uM s 24-

EP 2uM je naprosto srovnatelna s hodnotami rozpoustédel.

nlEt /1 vzduchu

Graf nejvyssich naméfenych hodnot ze vSech grafa
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EP 2uM
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0O Ethanol

Graf 11 Graf nejvysSich naméfenych hodnot ze vSech grafi

Tento graf prehledné uvadi souhrn téch nejvyssich hodnot ze vSech grafi.. Nejvyssi hodnoty

patii latkam LGR 951 200uM, kombinace 50uM TDZ a 100uM LGR 951 a TDZ 200 uM.

Vsechny ostatni latky v produkci ethylenu vyrazné zaostavaji. Naméfena hodnota kombinace

0,5uM 24-EP se 100uM TDZ patii jest€ mezi ty vysSsi, a nabizi se zde otazka, pro€ je tato hodnota

oproti hodnoté samotného TDZ tak sniZena.
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7. DISKUSE

Hlavni tikol a zaroveil pfinos moji prace spocivd v méfeni vlivu rastovych regulatorti na
produkci ethylenu riznymi latkami a jejich kombinacemi, ktery zpusobuje defoliaci. Pouzila jsem
stejnou metodu, kterou jiz pfede mnou aplikovala studentka Renata Pafenicova na testovani
cytokininii metodou ter¢ikovych segmentl listl baviniku. ™! Jejich nasledna produkce ethylenu
byla méfena na plynovém chromatografu. Metodika je podrobné uvedena v tomto ¢lanku, z néhoz

. i . o i1o o [21
jsem rovnez vychazela, co se tyce ptipravy materialti a vzorkd. [21]

Tabulka €. 2 (viz str. 32) ptehledné shrnuje vSechny méfené latky. Co se tyce méfeni latek
TDZ a LGR 951, da se obecné shrnout, Ze ob¢ dve latky maji ve vyssSich koncentracich naprosto
nejvyssi schopnost produkce ethylenu. Pro latku TDZ je vsak hodnota této koncentrace v podstate
srovnatelna s hodnotami 100uM roztoku. Souhrnné vysledky méfeni téchto dvou latek je mozné

vycist z grafu ¢. 4.

Hodnota LGR 951 200uM vsechny ostatni hodnoty pievySuje (viz. graf ¢. 4) a od ostatnich
hodnot se 1isi 0 20%—30%, v piipad¢ S50uM koncentraci skoro o 80%.

Kombinace TDZ s LGR 951 dosahuji rovnéz vysokych hodnot ethylenu (viz graf ¢. 5). Na
prvni je patrné, Ze vSechna tato kombinovana méfeni dosahuji vyssich hodnot nez hodnoty latek
samostatnych. Zejména pak kombinace S0uM TDZ a 50uM LGR, ktera se takika ztrojnasobila
oproti produkci ethylenu samostatnymi latkami. Z toho se d usoudit, ze se v tomto piipadé muze
jednat o vzajemné spolu ptisobeni téchto dvou hormonti, kterd ma za nasledek tak vysokou odezvu.
I presto, Ze ostatni dvojkombinace vzdy pievySuji samostatné latky, vzhledem k vysokym
smérodatnym odchylkam mutizu spiSe konstatovat, ze jsou hodnoty kombinaci srovnatelné nebo se

lisi jen nepatrné od samostatnych latek.

Samotny graf brassinosteroidd, konkrétné latky 24-EP méfené ve tfech kombinacich, je
z hlediska vyprodukovaného ethylenu opakem piedeslych grafi. Odezvy jsou v podstaté
srovnatelné s odezvami rozpoustédla, 96% ethanolu. Tyto nizké hodnoty se vSak shoduji
s mé&fenimi na listech huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) podle studie z roku 2008 (Arteca
and Arteca, 2008). [20]

Kombinace 24-EP ve vsech tfech koncentracich, tedy 0,5; 2 a 4uM s latkami cytokininové
povahy (TDZ a LGR 951) v koncentracich 50 a 100uM se vyrazné zvysily oproti hodnotam
samotného 24-EP. Otazkou vSak je, zda by 24-EP samotny nebo kombinovany napt. s TDZ
vzhledem k cené¢ TDZ, byl vhodny pro defoliaci v praxi, tak jako je tomu v pfipadé samotného

TDZ. Graf hodnot, kde by figuroval TDZ zéaroveil s kombinovanym TDZ s 24-EP neni k porovnani
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k dispozici. Stale se tedy nabizi otazka, zda latka 24-EP v kombinaci s TDZ dokaze ve srovnani

s hodnotami samotného TDZ bilanci ethylenu vylepsit, nebo ji inhibuje.

Auxiny rovnéz pasobi mj. jako defolianty, avSak hodnoty vyprodukovaného ethylenu teréiky
baviniku v ptipadé NAA a [AA, zastupujicich tuto skupinu, nebyly pfili§ vysoké. Ve srovnani se
studii na listech Arabidopsis thaliana 201 14tka NAA 10uM a 100uM produkovala vyrazné vyssi
hodnoty ethylenu nez IAA ve stejnych koncentracich. Mnou provedené méfeni na Gossypium

herbaceum L. v8ak tento fakt nepotvrzuje.

Co se ty¢e kombinace latky IAA 10pM a 24-EP 2uM, dle vyse zminéného &lanku 2%,
produkce ethylenu po aplikaci na listy rostliny Arabidopsis thaliana vyrazné stoupla oproti
produkcei, kterou vykazuji tyto latky samostatné. U baviniku tak velka odezva nenastala, jak je
z grafu ¢. 9 patrné. Da se tedy uvazovat, Ze kazdy druh rostlin mize mit svoji specifickou odpovéd’

na rtuzné druhy ristovych regulatort.

Latka NAA v kombinaci s TDZ doséhla pomérné vysokych hodnot ethylenu oproti méfeni
latky samostatné. To se vSak neda fici o kombinaci NAA a 24-EP. Tyto hodnoty uz byly v podstaté
polovi¢ni nebo srovnatelné s rozpoustédlem. Kdyz pomérn¢ vysokou hodnotu TDZ 100uM
porovnam s jeji kombinaci s NAA 100uM ¢i trojkombianci s 2pM 24-EP. Jsou vSechny hodnoty
stale niz8i nez samotné méteni TDZ 100uM. Zde se opét podobné jako v predeslém piipadé
(kombinace 0,5uM s 24-EP s TDZ 100uM; viz graf ¢. 7) da uvazovat o inhibi¢nim ucinku 24-EP
na vysokou produktivitu ethylenu latky TDZ.

V poslednim grafu ¢. 11 je souhrn nejvyssich namétenych hodnot z veskerych uvedenych
grafii. Nejvyssimi producenty ethylenu jsou tedy latky LGR 951 200uM, kombinace 50uM TDZ
a 100uM LGR 951 a TDZ 200 uM. Dale nasleduje kombinace 0,5uM 24-EP a 100uM TDZ, poté
jedind meétena trojkombinace kde kromé predeslych dvou latek figuruje jeste 10uM NAA
a nakonec 100uM NAA, 10uM IAA, kombinace 10uM IAA s 24-EP a 0,5uM 24-EP (viz graf
¢.11).
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8. ZAVER

Moje bakalaiska prace se zaméfuje na testovani produkce ethylenu u vybranych latek
a jejich kombinaci. K testovani baviniku (Gossypium herbaceum L.) byly pouzity rostliny s péti
pravymi listy. VSechny naméfené hodnoty latek samostatnych i kombinovanych jsem porovnavala
s vysledky méfeni, které bylo popsano Vv ¢lanku Arteca RN, Arteca JM.: Effects of brassinosteroid,
auxin and cytokinin on ethylene production in Arabidopsis thaliana plants. Journal of
Experimental Botany 11, 2008. na rostlin¢ Arabidopsis thaliana. Produkce ethylenu byla stanovena
na plynovém chromatografu Agilent Technologies 6890 N Network GC SYSTEM.

Meéfila jsem zastupce rastovych regulatori ze skupin auxini, cytokinind, brassinosteroidii
a jejich kombinace. Z namétenych vysledkid lze konstatovat, Ze nejvysSich vysledkti dosahovaly
latky cytokininové povahy, tedy latky TDZ a LGR 951 v koncentracich 100 a 200 uM. Produkce
ethylenu u auxintl a brassinosteroidi nedosahovaly zdaleka tak vysokych hodnot jako TDZ a LGR
951. Vysledny zvyseny efekt produkce ethylenu, kterym pulsobily latky NAA 10uM a 100uM na
rostlinu Arabidopsis thaliana se v§ak na mnou testovaném baviniku nepotvrdil. Stejné tak se na
rostlince baviniku nepotvrdily ani vysoké hodnoty ethylenu produkované kombinaci latek [AA
10uM a 24-EP 2uM jako u Arabidopsis thaliana. Samostatné pusobici 24-EP se vSak u obou
rostlin choval podobné, tedy produkce ethylenu byla nizka a srovnatelna s hodnotami ethylenu

vyprodukovaného rozpoustédlem.
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9. PRILOHA
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Foto 7 Promichavani zasobniho roztoku Foto 8 Pufr MeS s pH 6,1; 96% ethanol, DMSO
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Foto 9 Ptiprava jamek se zdsobnim roztokem I ~ Foto 10 Pfiprava jamek se zdsobnim roztokem II
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Foto 13 Termostat — inkubace terc¢ikll v roztocich Foto 14 Nachystané vialky pro teréiky
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10. SEZNAM ZKRATEK

951
ABA
BAP
DMSO
24-EP
ERS
GA2
GA3
GC
IAA
IBA
IPA
JA
KIN
LRR

MeS
NAA
PAA
PLOT

SCOT

TDZ
WCOT

2-Cl-6(3MeOBA)(K.C.-6)
kyselina abscisova,
6-benzylaminopurin
dimethylsulfoxid

epibrassinolid

Economic Research Service
giberelin A2

kyselina giberelova, giberelin A3
plynova chromatografie, plynovy chromatograf
kyselina indol-3-octova (auxin)
kyselina indol-3-maselna
N°-(B?-isopentenylamino)-purin
kyselina jasmonova

kinetin, 6-furfurylaminopurin
laboratof rastovych reguldtorti

methylsulfoxid

kyselina a-naftyloctova

kyselina fenyloctova

(Porous Layer Open Tubular) — typ kapilarnich kolon s tenkou vrstvou porovitého
materialu na vnitini sténé.

(Support Coated Open Tubular) — typ kapilarnich kolon , u nichZ je nanesena na
vnitini sténé vrstva nosice se zakotvenou kapalinou

thidiazuron

(Wall Coated Open Tubular) — typ kapilarnich kolon, kde je na vnitini strané
kapilary zakotvena stacionarni kapalna faze
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