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ABSTRAKT 

 

Studium rostlinných bun�� ných materiál�  je bohatým zdrojem informací jak na teoretické, 

tak praktické úrovni. Bun�� né suspenze tabákové linie BY-2 jsou unikátním studijním 

modelem vyu�ívaným pro exaktní studium vlivu r� stových regulátor�  a fytohormon�  na 

rostlinné bu� ky, p�i studiu stres� , bun�� ného d� lení, apoptózy, proces�  sekundárního 

metabolizmu, indukci enzym�  a projev�  genové exprese. Jejich výhodou a dob�e známou 

vlastností je rychlý r� st a vysoká �ivotaschopnost. 2,4-D je syntetická látka, která se ve 

vyšších koncentracích vyu�ívá jako herbicid, který radikáln�  m� ní obsah nativních 

r� stových regulátor�  a pronikav�  zasahuje do metabolizmu rostliny. Fyziologické ú� inky 

ni�ších koncentrací 2,4-D jsou vyu�ívány v indukci dediferenciace in vitro. Výsledkem 

dediferencia� ních proces�  je tvorba bun�� ných suspenzí. Etylén je známá signální 

molekula zprost�edkující reakci rostliny na stresové podmínky. Byl zjišt� n synergický 

ú� inek auxin�  na tvorbu etylénu. Auxiny stimulují v pletivech produkci etylénu a ten ve 

zvýšené koncentraci inhibuje jejich další tvorbu. Proto bývá etylén b� �n �  chápán jako 

antagonisticky p� sobící látka na všechny typy fytohormon� . Tabáková BY-2 suspenze 

byla vyu�ita práv�  pro sledování vzájemných vztah�  mezi 2,4-D, ACC a etylénem. 

 

Klí � ová slova: BY-2 bun�� ná suspenze, 2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina, 2,4-D,                  

1-aminocyklopropan-1-karboxylová kyselina, ACC,  etylén, viabilita, programovaná 

bun�� ná smrt, PCD,  apoptóza 
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2 CÍLE BAKALÁ � SKÉ PRÁCE 

 

Cílem bakalá�ské práce bylo studovat hormonální a trofickou regulaci r� stu bun�� né 

suspenze, popsat experimentální zásahy vedoucí k ur� ení významu jednotlivých vybraných 

skupin r� stových regulátor�  a fytohormon�  (2,4-D a etylén) a shromá�dit aktuální v� decké 

poznatky daného tématu formou literární rešerše. 

K realizaci experimentu byla vybrána BY-2 tabáková bun�� ná suspenze, která byla 

odvozena z mezofylu list�  tabáku odr� dy „Bright Yellow“. Bun�� nou suspenzi tvo�í 

�etízky bun� k s genera� ní dobou 7-9 dn�  podle kultiva� ních podmínek a nezbytnou 

podmínkou její existence je p�ítomnost syntetického auxinu, 2,4-dichlorfenoxyoctové 

kyseliny (2,4-D) v médiu, bez ní� není schopna „r� stu“. Závislost BY-2 suspenze na 2,4-D 

v kultiva� ním médiu doposud nebyla vysv� tlena. 

Úkolem pokusu bylo pravideln�  provád� t subkultivace BY-2 suspenze, zalo�it 

kultivaci na � ty�ech koncentracích 2,4-D v tekutém kultiva� ním médiu a zaznamenat 

hodnocení jejího p� sobení na bun�� nou suspenzi z  hlediska: 

 

a) r� stu suspenze 

b) viability bun� k 

c) morfologických zm� n a znak�  apoptózy 

d) indukce tvorby etylénu a prekurzoru etylénu (kyseliny 1-aminocyklopropan-

karboxylové) pro posouzení vzájemných interakcí 

e) stanovení obsahu 2,4-D v bu� kách a médiu v pr� b� hu kultivace 

 

Zjišt� né výsledky r� stu suspenze, obsahu 2,4-D a produkce etylénu by m� ly p�isp� t 

k objasn� ní interakce mezi studovanými fytohormony a r� stem na bun�� né úrovni. 
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3 LITERÁRNÍ P � EHLED 

        3.1 BY-2 tabáková bun�� ná suspenze - modelový systém 

3.1.1 Základní charakteristika BY-2 suspenze 

 

BY-2 tabáková bun�� ná suspenze byla odvozena z kalusu tabáku Nicotiana tabacum 

L. cv. „Bright Yellow-2“ [BY-2] v roce 1972 (KATO et al. 1972). Profesor T. Nagata 

v roce 1992 tuto suspenzi p�edstavil jako unikátní model, který disponuje výjime� nými 

vlastnostmi pro budoucí výzkum v oblasti bun�� né a molekulární biologie rostlin, 

p�edevším pro vizualizaci bun�� ných proces�  v kombinaci se synchroniza� ními 

a transforma� ními technikami. Tato bun�� ná linie zachovává vysokou homogennost a pro 

svou vysokou r� stovou rychlost a �ivotaschopnost je v sou� asné dob�  pou�ívaná pro 

studium programované bun�� né smrti a reakcí na um� le vyvolávané stresové podmínky, 

studium biosyntetických drah bun�� ných látek a produkce sekundárních metabolit� , 

signalizace v rostlinných bu� kách a regulace bun�� ného cyklu, funkce cytoskeletárních 

struktur, intracelulárních transportních systém�  a projev�  genové exprese. D� le�itou 

výhodou bun� k BY-2 suspenze je schopnost rychle p�ijmout specifické inhibitory a 

radioaktivn�  zna� ené prekurzory. Podmínkou existence a r� stu BY-2 suspenze je 

p�ítomnost syntetické látky s auxinovým charakterem 2,4-D (kyselina 2,4-

dichlorfenoxyoctová) a tuto r� stovou látku nelze nahradit nativním, nebo jiným 

syntetickým auxinem p�i dlouhodobé kultivaci. 2,4-D zajiš	 uje nesoudr�nost bun� k 

a nep�ítomnost fyziologické polarity v bun�� né suspenzi. Po� áte� ní inokulum BY-2 

suspenze obsahuje 80 – 100 tisíc bun� k a po� et bun� k se b� hem týdenní kultivace 

na modifikovaném Linsmayer a Skoog médiu (mLS) (1964) dopln� ném o 1 
 M 2,4-D 

a sacharózu znásobuje 80 a� 100 - krát za vy� erpání veškeré 2,4-D z média. K prvnímu 

d� lení bun� k m� �e docházet u� po 12 h kultivace (NAGATA et al. 1992). Obecn�  r� st 

bun�� ných suspenzí rostlin odpovídá sigmoidní r� stové k�ivce podobn�  jako je tomu 

u suspenzních kultur kvasinek a jiných mikroorganism� . V uzav�eném systému, ve kterém 

se m� ní podmínky kultivace (slo�ení média, hustota bun� k, atd.) probíhá pomalý r� st 

suspenze BY-2 v po� áte� ní lag fázi (1.-2. den), následovaný velmi intenzivním nár� stem 

v exponenciální (r� stové) fázi (3.-4. den) a poklesem a� úplným zastavením r� stu ve 

stacionární fázi po vy� erpání �ivin (5.-6.den) (Obrázek 1). Pasá�ování do � erstvého média 

se provádí na konci exponenciální fáze v dob�  aktivního d� lení. V pr� b� hu týdenních 

subkultivací však m� �e snadno dojít ke ztrátám bun�� ných kultur v d� sledku povrchové 
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kontaminace bun� k, somaklonální variability, nebo technických chyb (úhyn bun� k 

prudkou zm� nou kultiva� ních podmínek – nap�. teploty, osmotického tlaku, apod.). 

 

  
Obrázek 1 R� stová k� ivka bun�� né kultury 

 

 

3.1.2 Podmínky r� stu a d� lení bun� k BY-2, regulace bun�� ného 

cyklu 

 

Kultiva� ní podmínky BY-2 suspenze zahrnují stálý pohyb �ivného média, který je 

dosa�en nep�erušovaným mechanickým t�epáním p�i otá� kách 30-150 za minutu 

a optimální, stabilní teplotu v rozmezí 24 – 26 °C. P�ítomnost sv� tla není nezbytnou 

podmínkou kultivace. Exogenní aplikace vyvá�eného mno�ství fytohormon�  cytokinin�  a 

auxin�  udr�uje stálý r� st in vitro nediferencovaných rostlinných materiál�  tím, �e stimulují 

regula� ní mechanismy bun�� ného cyklu. Bun�� ná suspenze BY-2 je snadno 

synchronizovatelná kombinací inhibi� ních látek aphidicolinu a propyzamidu (NAGATA et 

al., 1992) a je schopna zachovat ur� itý synchroniza� ní stupe�  více ne� jeden celý bun�� ný 

cyklus. Aphidicolin inhibuje � innost enzymu DNA-polymerázy (podjednotek �  a � ). 

A� koliv aphidicolin inhibuje mitotickou fázi, tak ne zcela inhibuje replika� ní procesy, co� 

nazna� uje, �e bu� ky pot�ebují pro replikaci DNA i 
  podjednotku DNA-polymerázy, její� 

exponenciální fáze 

lag fáze 

stacionární fáze 
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aktivitu inhibuje ddTTP a celkov�  je tedy replikace DNA potla� ena p�ítomností obou látek 

(QUÉLO et al., 2002). Bun�� ný cyklus BY-2 je zastaven v G1-fázi b� hem 24 h a po 

d� kladném vymytí vysoké procento bun� k (a� 70 %) synchronn�  vstupuje do S-fáze. Na 

rozdíl od standardních tabákových bun�� ných kultur, bu� ky BY-2 suspenze rostou bez 

p�ídavku cytokinin� , proto�e syntetizují vlastní fytohormony v pr� b� hu G2/M-fáze 

(NAGATA et al., 1992). Biosyntetická dráha cytokinin�  a akumulace zeatinu v G2/M-fázi 

je potla� ena známým inhibitorem bun�� ného d� lení lovastatinem, co� dokazuje d� le�itost 

p�ítomnosti cytokinin�  pro pr� chod bu� ky M-fází bun�� ného cyklu (CROWELL a 

SALAZ, 1992). Auto�i uvádí, �e bu� ky BY-2 v p�ítomnosti 1 
 M lovastatinu po p�idání 

8 
 M zeatinu do média jsou schopné dalšího r� stu. Inhibi� ní ú� inky vyšších koncentrací 

lovastatinu (více ne� 20 
 M) ji� ale cytokininy nepotla� ují. Oproti tomu dodání 6 mM 

kyseliny mevalonové (MVA) obnovilo r� st bun� k p�i všech testovaných koncentracích 

lovastatinu. Výsledky nazna� ují, �e 1 
 M lovastatinu inhibuje biosyntézu endogenních 

cytokinin� , vyšší koncentrace u� ale inhibují syntézu i jiných základních isoprenoid� . 

Kontrolní body bun�� ného cyklu G1/S a G2/M-fází jsou regulovány prost�ednictvím 

fosforyla� ního programu, který �ídí enzymy cyklin-dependentní kinázy (CDK) a jejich 

hlavní cykliny (JOUBÉZ et al., 2000). Cytokininy regulují proces fosforylace a aktivitu 

CDK (KAKIMOTO, 1996). Akumulace zeatinu v BY-2 bu� kách v G1/S a G2/M-fázi 

m� �e být spoušt�� em exprese cyklin�  (PINES, 1999). Hladina 16 typ�  endogenních 

cytokinin� , kyseliny indolyl-3-octové kyseliny (IAA) a kyseliny abscisové (ABA) byla 

sledována v pr� b� hu bun�� ného cyklu bun� k BY-2. Na konci S-fáze a v M-fázi byla 

zvýšená hladina zeatinu a dihydrozeatinu, koncentrace ostatních cytokinin�  a také IAA 

a ABA z� stala nízká (REDIG et al., 1996). Je ale také zaznamenán inhibi� ní vliv 

cytokinin�  na bun�� né d� lení u bun�� né suspenze BY-2 odvozené z ko�en�  rostlin tabáku, 

kdy dochází k nadprodukci cytokinin�  (HARTIG a BECK, 2005a). P�ítomnost 1 mg/l 2,4-

D, 1 mg/l kyseliny 1-naftyloctové (NAA) a 1 mg/l N6-benzyladeninu (BA) v médiu 

zastavilo tvorbu charakteristických �etízk�  u bun� k suspenze odvozené z rostliny tabáku 

(Nicotiana tabacum L., cv. Samsun). D� lení bun� k bylo chaotické, tvo�ily se vícebun�� né 

shluky a p�íle�itostn�  také dubletové �etízky. Další zvýšení koncentrace cytokininu na 5 

a 10 mg/l u� ale d� lení bun� k zcela inhibovalo (SUCHOMELOVÁ-MAŠKOVÁ et al., 

2008). Stejné dubletové �etízky byly pozorovány u BY-2 bun� k transformovaných 

kvasinkovým genem Spcdc25 pro Cdc25 fosfatázu, enzymem d� le�itým pro proces 

defosforylace a regulaci mitózy. Nejv� tší frekvence dublet�  (a� 34 %) byla zjišt� na � tvrtý 
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den kultivace ve srovnání s kontrolní variantou, která vytvá�í pouze singlety (jedno�adové 

�etízky). Studie prokazuje, �e gen Spcdc25 indukuje redukci délky bun� k a sou� asn�  d� lení 

bun� k bu�  p�í� ným, nebo podélným sm� rem (ORCHARD et al., 2005). 

P�ítomnost auxinu 2,4-D je nezbytná pro pr� chod bun� k mitotickou fází, ale není 

nutná v replika� ní S-fázi (QUÉLO et al., 2002). P�i absenci auxinu v �ivném médiu se 

d� lení bun� k obecn�  zastavuje a nastává diferenciace, která je doprovázena cytologickými 

zm� nami diktyozom� , dochází k akumulaci škrobu a prodlou�ení a zv� tšení velikost bun� k 

(WINICUR, et al., 1998). Pom� r intracelulární a extracelulární koncentrace auxinu je 

d� le�itý pro regulaci bun�� ného cyklu (PETRÁŠEK et al., 2002). Aplikace nízké 

koncentrace stimulují prodlu�ování bun� k, zatímco vysoké koncentrace sni�ují pr� m� rnou 

délku bun� k indukcí bun�� ného d� lení. SHIMIZU et al. (2006) uvádí, �e p�i absenci 

auxinu v médiu se bu� ky p�estávají d� lit po � ty�ech dnech a d� lení „hladov� jících“ bun� k 

je zastaveno v G1-fázi bun�� ného cyklu. Bun�� ná suspenze 2B-13, která byla odvozena 

z tabákové bun�� né BY-2 linie má schopnost aktivního r� stu bez p�ítomnosti auxinu. Z 

filtrátu kultury 2B-13 p�idaného k hladov� jícím bu� kám BY-2 byl identifikován a izolován 

30-kDa glykoprotein, který je schopen nahradit auxin (2,4-D) v médiu a indukovat 

semisynchronní bun�� né d� lení. CAMPANONI a NICK (2005) konstatují, �e 10 
 M NAA 

indukuje prodlou�ení bun� k tabákové suspenze VBI-0 o 30 % ve srovnání s kontrolou. 

Nejefektivn� ji podporuje d� lení bun� k koncentrace 10 
 M 2,4-D a tato koncentrace 

naopak inhibuje prodlu�ovací r� st bun� k suspenze. 10 nebo 50 
 M IAA ovliv � uje chování 

bun� k tabákové suspenze VBI-0 podobným zp� sobem jako 10 
 M NAA. Optimální 

koncentrace NAA pro stimulaci d� lení bun� k je 10-krát vyšší (100 
 M). 2,4-D oproti tomu 

nestimuluje prodlu�ování bun� k ani p�i vysokých koncentracích. Odlišný ú� inek 2,4-D se 

vysv� tluje teorií mnohem rychlejší akumulace 2,4-D v bu� kách. Nedávno bylo zjišt� no, �e 

pro d� lení bun� k je nutná aktivita G-protein� , zatímco prodlou�ení bun� k nevy�aduje 

aktivní G-proteiny. Receptorový protein ABP1 p�ednostn�  vá�e NAA, co� vede 

k prodlu�ování bun� k a doposud neznámý receptor Rx s nízkou afinitou k NAA 

preferen� n�  vá�e 2,4-D a indukuje bun�� né d� lení p�es signál zprost�edkovávaný G-

proteiny (Obrázek 2). 
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Obrázek 2 Model auxin�  zprost� edkovávajících bun�� né d� lení nebo prodlu�ování               

v tabákových bu� kách (CAMPANONI a NICK, 2005) 

 

Tetrafluorid hlinitý (AlF4
-
) známý aktivátor G-protein�  m� �e indukovat bun�� né 

d� lení v p�ítomnosti nízké koncentrace NAA podobn�  jako aplikovaná 2,4-D, anebo 

dokonce i v nep�ítomnosti exogenních auxin� . V p�ítomnosti obou látek NAA a 2,4-D však 

výrazn�  stimuluje bun�� né d� lení a redukuje délku bun� k. Je z�ejmé, �e existuje ješt�  další 

neznámý receptor, který indukuje bun�� né d� lení v nep�ítomnosti 2,4-D. Petrussis toxin 

(PTX) inhibuje aktivitu G-protein�  a ú� inek 2,4-D (Obrázek 2). 

NAGATA a KUMAGAI (1999) zaznamenali zastavení d� lení bun� k BY-2 p�i 

vy� erpání 2,4-D z média. Absence 2,4-D a p�idání BA zvýšilo tvorbu škrobu a velikost 

bun� k. Po aplikaci 2,4-D se bun�� né d� lení obnovilo. Také sacharidy jsou 

nepostradatelnou organickou látkou pro bun�� né d� lení a d� le�itou slo�kou v kultiva� ních 

médiích. Bu� ky, které akumulovaly dostate� né mno�ství sacharid� , mohou vstoupit 

do bun�� ného cyklu bez aplikace exogenních sacharid�  (HARTIG, 2005). Bu� ky 

meristematických pletiv p�ednostn�  p�ijímají hexózy, diferencované bu� ky zase sacharózu 
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(SHERSON et al. 2003). V �ivných médiích je nej� ast� ji pou�ívaným sacharidem 

sacharóza. P�epasá�ované tabákové bu� ky BY-2 do média obsahujícího sacharózu 

hydrolyzují sacharózu extracelulárn�  a absorbují glukózu a následn�  fruktózu. Aktivní 

bun�� né d� lení bun� k BY-2 koreluje s endogenní hladinou obou monosacharid� , ale ne 

s rychlostí absorbce hexóz z média (HARTIG a BECK, 2006). Vysoká r� stová rychlost 

suspenze je závislá také na obsahu fosfát� . Stanoveno bylo optimální mno�ství 510 mg/1 

v LS médiu, co� je t� ikrát více, ne� obsahuje MS médium. Dalšími nemén�  významnými 

r� stovými slo�kami média jsou minerální látky (mikro- a makroprvky) a vitamíny – 

kyselina nikotinová, pyridoxin a thiamin. 

Aplikace exogenních okurkových � -expansin�  zvýšila rychlost r� stu suspenze BY-2 

t� ikrát (o 337 %). Rychlost r� st byla srovnávána 8 h p�ed a 8 h po aplikaci expansin� . 

Bu� ky BY-2 produkují vlastní endogenní bílkoviny � -expansiny, které jsou vázané 

v bun�� né st� n� . V p�edchozí studii stejné laborato�e bylo zjišt� no, �e � -expansiny mají 

svou úlohu p�i r� stu bun�� ných kultur a dalším úkolem bude popsat mechanismus jejich 

p� sobení (LINK a COSGROVE, 1998). 

Aktivita cyklin-dependentních kináz (CDK-A, CDK-B a CDK-D) je nutná pro d� lení 

bun� k v rostlinách. Aktivita CDK-A byla studována u bun� k BY-2 a bylo prokázáno, �e 

hladina CDK-A byla významn�  zvýšena parareln�  s aktivací p13suc1-kinázy po subkultivaci 

bun� k do média obsahujícího 2,4-D a sacharózu 1. – 4. den kultivace a následn�  

ve stacionární fázi prudce sní�ena. Po subkultivaci bun� k do média bez sacharózy byla její 

koncentrace mírn�  zvýšena a p�i absenci auxinu v médiu z� stala její hladina nízká. 

Výsledky studie potvrzují významnou úlohu auxinu pro aktivitu CDK-A b� hem bun�� ného 

cyklu. Po� et bun� k v médiu obsahujícím 2,4-D a sacharózu se po jednom dnu zdvojnásobil 

a jen mírn�  se zvýšil p�i absenci obou slo�ek. � erstvá hmotnost se ale v nep�ítomnosti 2,4-

D zvýšila dvakrát. Délka bun� k kontrolní varianty a délka bun� k v médiu bez sacharózy se 

b� hem 7-denní kultivace pohybovala mezi 40 – 70 
 m, pr� m� rná délka bun� k p�i absenci 

2,4-D v médiu se zvyšovala postupn�  a dosahovala a� 320 
 m. Bu� ky v nep�ítomnosti 

auxinu zv� tšují velikost a významn�  zvyšují � erstvou hmotnost a v nep�ítomnosti 

sacharózy zastavují r� st. Tyto výsledky potvrzují p�edchozí data a nutnost p�ítomnosti 

obou slo�ek v médiu pro d� lení bun� k a r� st BY-2 suspenze (HARASHIMA et al., 2007). 

Aktivní d� lení bun� k tabáku BY-2 suspenze vy�aduje aplikaci exogenního auxinu o 

koncentraci, která udr�uje hladinu endogenního auxinu na konstantní úrovni v pr� b� hu 

bun�� ného cyklu. Aplikace 2,4-D indukuje expresi gen�  D-cyklin�  a umo�� uje tak vstup 
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bun� k do cyklu (HARTIG, 2005). Endogenní auxiny podporují aktivitu bun�� ného cyklu 

tím, �e stimulují degradaci inhibi� ních protein�  a indukují expresi gen�  v kontrolních 

bodech G1/S a G2/M-fází (BLILOU et. al, 2002). Stres vyvolaný vysokou teplotou 30 °C 

zpomaluje expresi B a D-cyklin�  a výrazn�  zpomaluje expresi A-cyklin�  (JANG et al., 

2005). 

SWIATEK et al. (2003) zjistil, �e kyselina abscisová a jasmonová (JA) ú� inn�  

inhibují replikaci DNA v synchronizované bun�� né suspenzi. Pokud jsou aplikovány p�ed 

S-fází, tak se bun�� ný cyklus zastavuje v G1-fázi. Jestli�e byly aplikovány v pozd� jších 

fázích, tak ABA neovlivnila chod bun�� ného cyklu, JA ale inhibovala vstup bun� k do 

mitózy, pokud byla aplikovaná b� hem replikace DNA. Jiné látky – brasinolidy podporují 

d� lení bun� k jen na po� átku kultivace a nemohou nahradit funkci 2,4-D v tekutém médiu 

v procesu d� lení bun� k (MIYAZAWA et al, 2003). Pro chod bun�� ného cyklu je nezbytná 

také kyselina mevalonová. Aplikace 5 
 M mevinolinu, známého inhibitoru 3-hydroxy-3-

metylglutaryl-CoA reduktázy ú� inn�  blokovala bun�� ný cyklus bun� k BY-2 a následné 

p�idání MVA obnovilo chod bun�� ného cyklu (HEMMERLIN a BACH, 1998). Mevilonin 

také ú� inn�  inhibuje biosyntézu ubichinonu, klí� ového komponentu bun�� né respirace 

lokalizovaného v mitochondriích a výsledná mitochondriální dysfunkce a deficit ATP 

m� �e vést k indukci bun�� né smrti (HEMMERLIN et al., 2004). Etylén indukuje bun�� nou 

smrt v G2/M-fázi (HERBERT, et al., 2001). 

TUMURA et al. (1999) m�� ili aktivitu telomerázy ve všech fázích bun�� ného cyklu 

synchronizované BY-2 suspenze. Aktivita byla nízká a� nedetekovatelná ve v� tšin�  fází 

bun�� ného cyklu, výrazný nár� st aktivity telomerázy byl zaznamenán v rané S-fázi a v této 

fázi nebyla indukce její aktivity p�erušena známými inhibitory aphidicolinem, který 

inhibuje DNA-polymerázu a hydroxymo� ovinou, která inhibuje RNA-reduktázu, ale byla 

inhibována olomoucinem, co� je známý inhibitor CdC2/Cdk2-kináz p�i p�echodu z G1 do 

S-fáze bun�� ného cyklu. Výsledky studie nazna� ují, �e aktivita telomerázy není p�ímo 

spojená s replika� ní DNA-polymerázou, ale je spíše spoušt�� em vstupu bun� k do S-fáze. 

R� zné typy auxin�  (IAA, NAA a 2,4-D) o koncentraci 1 
 M zesilují aktivitu telomerázy 

na za� átku S-fáze 2-3-krát, u r� stov�  neaktivní kyseliny 2,3-dichlorfenoxyoctové (2,3-D) 

nebyl tento efekt zaznamenán. Potenciál IAA indukovat aktivitu telomerázy je závislý na 

výši její koncentrace. Koncentrace 1 a 10 
 M stimulovaly její aktivitu, koncentrace 0,01; 

0,1 a 100 
 M nezaznamenaly �ádnou aktivitu. Tato pozorování jsou v souladu 

s p�edchozími pokusy a poukazují na to, �e IAA je biologicky aktivní p� i koncentracích 



 - 48 -

v rozmezí 1 – 10 
 M. Tudí� je velmi pravd� podobné, �e v p�irozeném prost�edí probíhá 

indukce aktivity telomerázy v rané S-fázi s biologickým ú� inkem endogenního auxinu. 

Celkov�  lze shrnout, �e aktivita telomerázy je specificky indukovaná auxiny v konkrétní 

fázi bun�� ného cyklu. Následující studie ukázala, �e aplikace ABA ú� inn�  inhibovala 

auxinem vyvolanou aktivitu telomerázy. Výsledky nové studie nazna� ují, �e existuje 

hormonální vztah mezi auxinem a ABA pro regulaci aktivity telomerázy v pr� b� hu 

bun�� ného cyklu tabákových bun� k. Aplikace kyseliny okadaové, nebo cantharidinu 

(potenciální inhibitory enzymu protein2Afosfatázy) zp� sobila vysokou úrove�  aktivity 

telomerázy, která se udr�ela ješt�  dalších 14 hodin po M-fázi. Aplikace exogenní 

protein2Afosfatázy rychle sní�ila aktivitu telomerázy a následné p�idání kyseliny okadaové 

a cantharidinu ji op� tovn�  ú� inn�  zvýšily. Výsledky studie prokazují, �e antagonistické 

vztahy auxinu a ABA a procesy fosforylace a defosforylace komplexu telomerázy jsou 

zapojeny v regulaci aktivity telomerázy v pr� b� hu bun�� ného cyklu (YANG et al., 2002). 

SANO et al. (2009) studovali p� sobení draselných iont�  (K+) b� hem d� lení bun� k 

tabáku BY-2. Obecn�  je známo, �e jednou z d� le�itých funkcí draslíku v bu� ce je 

osmotická regulace. Fyziologické analýzy prokázaly nutnost p�ítomnosti K+ pro d� lení 

bun� k a jejich prodlu�ování. Sní�ení koncentrace K+ a sou� asné sní�ení osmotického tlaku 

v d� lících se bu� kách prokázalo, �e zvýšený osmotický tlak zp� sobený zvýšenou 

koncentrací K+ není nezbytn�  nutný pro normální bun�� né d� lení. Nedostatek K+ ale 

sni�uje aktivitu d� lení bun� k a pH cytoplazmy. Výsledky analýz prokazují, �e tabákové 

bu� ky pou�ívají draselné ionty k regulaci cytoplazmatického pH v pr� b� hu bun�� ného 

d� lení spíše ne� k regulaci osmotického tlaku a aktivita efluxového p�enaše� e ur� uje, zda 

bu� ky projdou bun�� ným d� lením, nebo se spíše prodlou�í. Pro srovnání vlivu K+ na 

prodlou�ení a d� lení bun� k byla pou�ita kultura protoplast�  tabákových bun� k. 

Koncentrace 21 mM KNO3 (donor K+), 5,4 x 10-7 M auxinu (NAA) a 4,4 x 10-6 M 

cytokininu (BA) v médiu indukovala prodlou�ení bun� k a 10-krát vyšší koncentrace 5,4 x 

10-6 NAA indukovala bun�� né d� lení. V médiu s nízkou koncentrací 1 mM KNO3 se 

za� aly protoplasty prodlu�ovat, ale jejich délka po 3 a 5-ti dnech dosáhla pouze 60-70 % 

délky bun� k ve standardním médiu. Bylo zjišt� no, �e úbytek NH4NO3, další d� le�ité slo�ky 

MS média, nem� l vliv na prodlou�ení bun� k, co� nasv� d� uje tomu, �e redukce prodlou�ení 

bun� k v médiu s nízkou koncentrací KNO3 byla p�í� inou nedostatku K+ pravd� podobn� ji, 

ne� vy� erpáním NO3
- v médiu. Aplikace inhibitoru aktivity influxového p�enaše� e CsCl 

(5 mM) potla� ila p�íjem K+ do bun� k a sou� asn�  jejich prodlou�ení. V médiu s vyšší 
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koncentrací NAA, která podporuje d� lení bun� k sní�ení koncentrace K+ a nebo p�idání 

CsCl zase vedlo ke sní�ení d� lení bun� k. Pro stanovení akumulace K+ v bu� kách byla 

pou�ita metoda atomové adsorp� ní spektrofotometrie. Bu� ky první den kultivace 

akumulovaly stejné mno�ství K+ v médiu podporující prodlou�ení i v médiu podporující 

bun�� né d� lení. Následn�  se ale mno�ství K+ v bu� kách zvýšilo v médiu podporujícím 

prodlou�ení bun� k a sní�ilo v médiu podporujícím d� lení bun� k. Tyto výsledky nazna� ují, 

�e akumulace K+ v bu� ce zvyšuje osmotický tlak a podporuje bun�� né prodlu�ování. 

V pr� b� hu bun�� ného d� lení se uvol� uje K+ do média aktivitou efluxového p�enaše� e 

a sni�uje se osmotický tlak. Aplikace alkalického � inidla do média s nízkou koncentrací K+ 

zvýšila aktivitu d� lení bun� k, která byla p�edtím sní�ena vlivem nízké koncentrace K+. 

Bylo také zjišt� no, �e úbytek K+ sni�uje pH a okyseluje cytoplazmu. Alkalická � inidla 

nahrazují funkci K+ zvýšením cytoplazmatického pH, které indukuje bun�� né d� lení. 

Výsledky analýz dokazují, �e vysoký osmotický tlak zp� sobený p�ítomností K+ není 

nezbytn�  nutný pro normální pr� b� h bun�� ného d� lení. Tato studie také prokázala, �e 

regulace aktivity efluxového p�enaše� e m� �e být jedním z cíl�  p�enosu signálu auxinu, 

který umo�� uje regulaci „p�epínání“ d� lení nebo prodlu�ování tabákových bun� k BY-2. 

 

 

3.1.3 Morfologie a cytologie bun� k BY-2 

 

Suspenze bun� k tabáku ozna� ená autory NAGATA et al. (1992) jako BY-2 je 

typickým p�edstavitelem rostlinné bu� ky obsahujícím tém��  všechny typy organel 

nalezených v jiných typech bun� k v� etn�  zna� ného po� tu mitochondrií. Suspenze BY-2 je 

tvo�ena charakteristickými vícebun�� nými jedno�adovými �etízky (singlety), které 

spontánn�  nedisociují na jednotlivé bu� ky. Bu� ky bez p�ítomnosti 2,4-D �etízky nevytvá�í. 

Za standardních podmínek je suspenze fenotypov�  stabilní a neadheruje k podklad� m. Se 

zvyšováním po� tu bun� k na po� átku kultivace se zmenšuje jejich objem, pozd� ji se 

nepatrn�  zv� tšuje (KOENS et al., 1995). 

Bu� ky BY-2 neobsahují chloroplasty, suspenze tedy není schopna procesu 

fotosyntézy a je závislá na exogenní vý�iv� . Z tohoto d� vodu jsou bu� ky p�izp� sobeny 

absorbovat všechny druhy látek z média, v� etn�  t� ch, které nejsou pot�ebné pro r� st. Velmi 

snadno, rychle a efektivn�  pronikají membránami bun� k inhibi� ní látky, nebo prekurzory 

isoprenoidních biosyntetických drah (HEMMERLIN et al., 2004). Bu� ky ale v�dy 
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obsahují proplastidy, nebo leukoplasty (NAGATA et al., 1992), které se mohou za 

specifických podmínek p�etvá�et na amyloplasty (MIYAZAWA et al., 2002). Ty jsou � asto 

rovnom� rn�  rozlo�ené v cytosolu, nebo se také n� kdy seskupují okolo jádra, co� je jev, 

který nikdy nebyl pozorován u jiných tabákových linií, nebo linií Arabidopsis 

(HEMMERLIN et al., 2004). Bylo potvrzeno, �e amyloplasty se nikdy netvo�í 

v p�ítomnosti auxin� , aplikace cytokinin�  naopak urychluje jejich vývoj i akumulaci 

škrobu. V p�ítomnosti BA jsou proplastidy konvertovány na amyloplasty b� hem 48 h. Tyto 

dva regulátory rozdíln�  regulují expresi gen�  pro biosyntézu škrobu (MIYAZAWA et al., 

1999). Jádra mají za normálních okolností kulovitý tvar a jsou � asto umíst� ná na jedné 

stran�  bu� ky, tém��  se dotýkající cytoplazmatické membrány. Pozice jader se m� ní 

v procesu p�ípravy na mitózu, ve kterém jádra migrují do centrální oblasti bu� ky. 

Extrémn�  prodlou�ená jádra bun� k BY-2 byla zjišt� na po prvním dnu kultivace p�i 

expozici 0,05 mM Cd2+ (KUTHANOVÁ et al., 2004). Tato koncentrace také ukázala 

granulovou strukturu chromatinu u všech bun� k a fragmentaci cca 30 % interfázových 

jader na n� kolik mikrojader. U 70-80 % bun� k se vyskytly � etné malé vezikuly, nebo 

vakuoly v perinukleárním prostoru cytoplazmy. Bu� ky BY-2 suspenze dále obsahují 600 

a� 1200 diktyozom�  (NEBENFÜHR et al., 2000). Kontrolní varianta (0,2 mg/l 2,4-D) 

ukázala rovnom� rné rozmíst� ní jednotlivých cisteren, nebo malé skupinky cisteren 

diktyozom�  v cytoplazm� , zatímco p�i absenci auxin�  byly cisterny seskupeny v okolí 

jádra a ji� po 1,5 dni se za� aly akumulovat dvojnásobn�  velké vezikuly v okolí cisteren. 

Seskupování v okolí jádra je z�ejm�  d� sledkem zastavení proud� ní cytoplazmy. Velikost 

bun� k kontroly se pohybuje mezi 40 – 60 
 M b� hem šestidenní kultivace, bez dodání 

auxinu obsahují zv� tšené vakuoly, mají oválný a� kulovitý tvar a jejich velikost se 

pohybuje v rozmezí 54 – 110 
 M (WINICUR et al., 1998). Drsné endoplazmatické 

retikulum (ER) je za standardních podmínek lokalizováno v okolí jader. Bu� ky ošet�ené 

�asovým toxinem microcystinem-RR o koncentraci 60 
 g . mL-1 m� ly ER „ovinuté“ okolo 

jiných organel v� etn�  mitochondrií. V exponovaných bu� kách vzniká také velké mno�ství 

lysosom�  a vakuol a mechanismus adaptivního procesu autofagie – ukládání toxin�  do 

vakuol vede k udr�ování minimálního mno�ství toxinu v jádru a cytoplazm�  a hraje 

d� le�itou úlohu v následném procesu detoxikace (HUANG et al., 2009). 

SIEBERER et al. (2009) studovali cytologické zm� ny v tabákové bun�� né suspenzi 

BY-2 b� hem 8-denního experimentu na mezinárodní vesmírné stanici ISS (v b�eznu-dubnu 

2006). Uvád� jí, �e celé rostliny normáln�  rostou ve vesmíru a proto by m� ly mít 
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neporušené funk� ní mikrotubuly cytoskeletu. Bu� ky tabáku byly vybrány pro svou 

vysokou odolnost, �ivotaschopnost a dostate� nou velikost pro analýzu kortikálních 

mikrotubul� . Experiment ve vesmírné laborato�i v podmínkách stavu beztí�e prokázal, �e 

hustotu, organizaci a orientaci kortikálních mikrotubul�  v izolovaných st� nách rostlinných 

bun� k, orientaci mikrovláken celulózy, bun�� nou proliferaci a tvar bun� k stav beztí�e nijak 

neovlivnil. Bylo zjišt� no, �e integrita na úrovni pletiv rostlin není nezbytn�  nutná pro 

normální r� st a d� lení izolovaných bun� k a správnou funkci jejich bun�� ných struktur ve 

vesmíru. Ke studiu byly pou�ity bu� ky z 9 dn�  staré, ned� lící se kultury, které byly 

p�epasá�ované do MS média s absencí vitamín�  a obsahem 0,2 mg/l 2,4-D a p�ed startem 

uchované ve tm�  p�i teplot�  4 °C. Po� áte� ní inokulum obsahovalo 0,7x10-6 bun� k/ml. 

Mitotický index inokula m� l 36 h p�ed startem nulovou hodnotu. 12 hodin po startu, p�i 

teplot�  21 °C se rychle zvýšil a dosáhl svého maxima 1,2 % a nadále ji� jenom klesal, po 8 

dnech dosáhl hodnoty 0,3 %. Pr� m� rná velikost bun� k, délka cca 53 µm, ší�ka 32 µm 

a tvar se nelišil od kontrolní varianty na Zemi. Také po� et bun� k byl na konci kultivace 

srovnatelný s kontrolou na Zemi. Tyto pozitivní výsledky pokusu jsou d� le�itým zjišt� ním 

pro mo�nosti vyp� stování rostlin ze zásob bun�� ných kultur, ošet�ených kryoprezervací 

b� hem dlouhých kosmických let� . 

 

3.1.4 Programovaná bun�� ná smrt (PCD) v bun�� ných kulturách 

 

Programovaná bun�� ná smrt (PCD) je základní sou� ástí geneticky regulovaného, 

vývojového programu a obranných mechanism�  �ivo � ich�  a rostlin. Jako p�íklad typické 

fyziologické a vývojové PCD v rostlinách m� �eme uvést proces vzniku v� jí�ovitých list�  

palem, ve kterých bu� ky mezi jednotlivými budoucími lístky � epele realizují PCD. PCD 

byla definována jako sekvence potenciáln�  p�erušitelných událostí, které vedou k 

regulovanému a organizovanému rozkladu bun� k (LOCKSHIN a ZAKERI, 2004). Je to 

proces nezbytný pro selektivní likvidaci ur� itých bun� k, které mohou ohrozit integritu 

multicelulárního organismu. U �ivo� ich�  byly popsány 3 základní formy PCD: apoptóza, 

autofagie („self-eating“) a nekróza, u rostlin apoptotický typ PCD/„apoptotic-like“ PCD, 

nekróza/„non-lysosomal“ PCD, autofagie a autolýza. Rozdíly mezi jednotlivými typy PCD 

ur� ují odlišné morfologické projevy. Forma apoptóza byla p� vodn�  popsána u �ivo� ich�  

velmi specifickými morfologickými termíny jako je smrš	 ování (zmenšování) obsahu 

bun� k (protoplastu), blebbing plazmatické membrány (degradace kortikálního cytoskeletu 
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a vznik vá� kovitých výr� stk�  z membrány), kondenzace chromatinu, št� pení DNA na 

oligonukleozomální jednotky („ladder“/�eb�í� ek) aktivovanými endonukleázami a 

fragmentace (rozpad) jader a� rozpad celé bu� ky na apoptotická t� líska („apo-bodies“) 

(Obrázek 3C) s následnou fagocytózou (pohlcení a rozklad t� lísek lysozomy okolních 

bun� k). U rostlin fagocytóza neprobíhá, zakon� ení degrada� ní dráhy m� �e zahrnovat 

proces autolýzy. � asto se uvádí, �e silné bun�� né st� ny rostlin zabra� ují procesu 

fagocytózy (van DOORN a WOLTERING, 2005). Apoptotická t� líska nejsou b� �ným 

znakem PCD u rostlin, co� je zásadní rozdíl a proto byl u rostlin navr�en termín 

„apoptotic-like“ PCD (AL-PCD), namísto termínu apoptóza, která byla p� vodn�  

definována v roce 1972 u �ivo� ich�  (KERR et al., 1972). V �ivo� išných bu� kách jsou 

mitochondrie klí� ovými organelami pro spoušt� ní PCD a jimi uvoln� ný cytochrom c 

sou� asn�  s dalšími apoptogenními proteiny vytvá�í velký komplex zvaný apoptozom, který 

je schopen konvertovat prokaspázu 9 na kaspázu 3 a aktivovat skupinu cysteinových 

proteáz (kaspáz). Mitochondrie hrají zásadní úlohu p�i PCD a program apoptóza nastává 

po poškození v� tšího mno�ství mitochondrií. P�i poškození všech mitochondrií a p�i 

vy� erpání molekul ATP nastává neorganizovaná nekrotická bun�� ná smrt (REAPE et al., 

2008). 

Studium mechanismu PCD v celistvých rostlinách je obtí�né, proto�e � asto probíhá 

v zano�ené malé skupin�  bun� k obklopené skupinou zdravých bun� k. Existuje celá �ada 

d� vod�  pro�  pou�ívat in vitro bun�� né systémy pro studium mechanismu PCD. Jako 

p�íklady lze uvést uniformitu kultury, která se vyzna� uje rychle se d� lící homogenní 

kolekcí bun� k. Dále je to snadná synchronizace a jednotná aktivace bun�� né smrti v celé 

populaci bun� k a pomocí mikroskopu a marker�  mo�nost sledování pr� b� hu bun�� né smrti 

v reálném � ase. Bu� ky in vitro kultur jsou nediferencované a mohou být snadno rozd� lené 

na jednotlivé bu� ky, nebo protoplasty, co� sni�uje slo�itost bun�� ného prost�edí. Nicmén�  

bun�� né kultury nejsou v�dy nediferencované a v t� chto p�ípadech je mo�né je pou�ít ke 

studiu regulované vývojové PCD (embryogeneze, xylogeneze, nebo senescence) 

(McCABE a LEAVER, 2000). AL-PCD studovaná u bun� k rostlinných bun�� ných kultur 

je nej� ast� jší a je to pom� rn�  rychlý proces se z�etelnou zm� nou morfologie uhynulých 

bun� k, která je viditelná u� 4 – 6 h po narušení a zvýšené propustnosti mitochondriální 

membrány a uvoln� ní cytochromu c a jiných apoptogenních protein�  z mitochondrií a 

aktivaci specifických enzym�  v cytoplazm� . Rostliny stejn�  jako �ivo� ichové uvol� ují z 

mitochondrií cytochrom c a další proteiny, ale u rostlin Arabidopsis bylo zjišt� no, �e v 
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genomu nejsou p�ítomny geny pro klasické kaspázy. Jsou p�ítomny pouze n� které typy 

proteáz (DEVDázy) s aktivitou kaspáz (REAPE et al., 2008). Nejviditeln� jší 

morfologickou zm� nou v pr� b� hu AL-PCD je odd� lení cytoplazmatické membrány od 

bun�� né st� ny a kondenzace protoplast�  (Obrázek 3A). Fragmentace DNA na 

oligonukleozomální jednotky (� asto na 180 bp) aktivovaná endonukleázami a fragmentace 

jader jsou dalšími charakteristickými ukazately AL-PCD. Obsah chlorofylu nebyl 

detekován v bu� kách s fragmentovanými jádry. 

 

 
Obrázek 3 Zjednodušené schéma morfologických zm� n u jednotlivých forem PCD (A) AL-PCD (B) 

autofagie (C) apoptóza  (van DOORN a WOLTERING, 2005) 

 

V rostlinách byla fragmentace DNA pozorována p�i degradaci aleuronové vrstvy 

a endospermu, stárnutí okv� tních lístk�  a pestík� , nebo b� hem vývoje prašník� . 

Fragmentace DNA se vyskytuje v pozdní fázi procesu bun�� né smrti, krátce p�ed 

autolýzou. Nové morfologické analýzy p�edpokládají, �e oligonukleozomální fragmentace 

je spojena se ztrátou integrity vakuol (JONES, 2001). Všechna dosavadní zjišt� ní zatím 

vedou k záv� ru, �e b� hem vývojové PCD v rostlinách ve v� tšin�  p�ípad�  je podstatou a 

spole� ným mechanismem PCD programovaný kolaps vakuol, které uvolní hydrolázy a 

tento proces iniciuje moment bun�� né smrti (KUTHANOVÁ et al., 2008). Rostlinné bu� ky 

se zdají být p�edur� eny pro rychlou autolýzu. Enzymatický aparát je p�ipraven 
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zprost�edkovat rychlé št� pení DNA, který vyvolává náhodný, nebo naprogramovaný 

vakuolární kolaps (KUTHANOVÁ et al., 2008). 

Termín autofagie popisuje proces degradace nadbyte� ných, nebo nepot�ebných 

cytoplazmatických látek a produkt�  metabolismu lysozomální � inností a bývá také 

spojován s reakcí bun� k na nedostatek �ivin (nap�. uhlíku) v médiu (ROSE et al., 2006). 

Autofagie (mikro- a makro-autofagie) je charakteristická masivní vakuolizací cytoplazmy, 

bu� ky ale nemusí v�dy procházet bun�� nou smrtí a v t� chto p�ípadech je funkcí autofagie 

ochrana bun� k p�ed smrtí. Pokud však bu� ky projdou fatální destrukcí (tvorba velkých 

vakuol ®  prasknutí jejich tonoplast�  ®  uvoln� ní hydrolytických enzym�  ®  rozklad 

bun�� ného obsahu ®   destrukce a zánik bun�� né st� ny), tedy procesem po kterém 

následuje smrt, je d� le�ité ozna� it tento proces jako autofagie typu II (také mega-

autofagie) (Obrázek 3B). Autofagie je výrazn� ji pomalejší proces ve srovnání s AL-PCD 

(REAPE et al., 2008) a b� hem kondenzace cytoplazmy p�i AL-PCD vakuoly naopak svou 

velikost zmenšují. 

Detekce fragment�  DNA odlišuje AL-PCD od nekrózy (DANON et al., 2000). 

Abiotický stres m� �e vyvolat AL-PCD, nebo nekrotickou bun�� nou smrt. R� zné kultury 

bun� k jsou ale odlišn�  citlivé na ur� itou hladinu stresu, který zp� sobuje AL-PCD v jedné 

kultu�e, zatímco v jiné je p�í� inou u� rozsáhlých nekróz. Kondenzovaná morfologie je 

pozorována u bun� k vystavených r� zným stresor� m (H2O2, extrémní teploty-teplo i chlad, 

UV zá�ení, nebo p�i hypersenzitivní reakci na elicitory a r� zné chemické látky). Tabákové 

bu� ky vystavené chladu 5 – 6 °C vykázaly kondenzaci protoplastu a chromatinu a 

fragmentaci DNA (KOUKALOVÁ et al., 1997). 

AL-PCD byla indukována v bun�� né suspenzi BY-2 kadmiem (CdSO4) 

o koncentraci 0,05 mM (KUTHANOVÁ et al., 2004). Po 24 h byla pozorována extrémn�  

protáhlá jádra, bun�� né d� lení bylo p�erušeno a po 3 dnech se projevilo prodlou�ení bun� k. 

�ivotnost bun� k se sní�ila o 60 % po 24 h. � etné malé vakuoly byly detekovány v 

cytoplazm�  po 3 dnech kultivace. Fragmentace DNA dosáhla po 24 h 10 %, po 7 dnech 45 

%. Bu� ky BY-2 ošet�ené 1 mM kadmia uhynuly b� hem 6 hodin, tedy p�íliš rychle, aby 

mohly projít celým procesem AL-PCD. Abnormální vláknitá struktura jader byla 

pozorována u� po 1 h. 

VÍTE� EK et al. (2007) studovali programovanou bun�� nou smrt indukovanou 

kyanidem uvoln� ným z nitroprusidu sodného, nitroprusidem sodným (SNP; donor NO) a 

peroxidem vodíku v tabákové BY-2 bun�� né suspenzi. Bylo zjišt� no, �e bun�� ná smrt byla 
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vyvolaná pouze kombinací 0,5 mM SNP a 0,5 mM glukózy s 0,5 U/ml glukózooxidázou 

(GGO; donor H2O2), kyanid nebyl zapojen do indukce bun�� né smrti. Bun�� ná smrt 

zp� sobená SNP a GGO nastala b� hem 12 hodin, p� sobení SNP potvrdilo toxický ú� inek z 

d� vodu poklesu aktivity intracelulárních esteráz a oxidoreduktáz. Po� et intaktních jader 

BY-2 bun� k se postupem � asu sni�oval a po 12 hodinách dosáhl cca 20 %. Nízký po� et 

mitotických jader (cca 4 %) se b� hem kultivace významn�  nem� nil, ale po 6 hodinách ji� 

mitóza tém��  neprobíhala. První projevy kondenzace jaderné hmoty byly zaznamenány po 

2 hodinách a po 8 hodinách m� la v� tšina jader kondenzovaný chromatin. U více ne� 70 % 

mrtvých bun� k byla také pozorována kondenzovaná cytoplazma. Další typický projev PCD 

- oligonukleozomální fragmentace DNA nebyl zaznamenán. 

YIN et al. (2006) uvád� jí, �e mikrocystin-RR je nebezpe� ný toxin produkovaný 

�asami a sinicemi indukující oxidativní poškození v rostlinných a �ivo� išných bu� kách. 

Dosud ale nebylo zjišt� no, jestli mikrocystin-RR m� �e indukovat apoptózu v rostlinných 

bu� kách. Po 6 dnech expozice vysokou koncentrací mikrocystinu 50 mg/l (asi 50 mM) 

byly pozorovány morfologické zm� ny a znaky apoptózy bun� k tabáku BY-2, které se 

vyzna� ovaly intenzivní kondenzací jaderného chromatinu a jádry lokalizovanými p�i okraji 

bun� k. Úmrtnost bun� k po 8 dnech dosáhla 17 %. Nízká koncentrace 0,1 mg/l neprokázala 

�ádné zm� ny ve srovnání s kontrolní kulturou. 

SAITO et al. (2005) zkoumali molekulární mechanismy rezistence tabákové 

suspenze BY-2. Pravidelnou subkultivací bun� k BY-2, která byla provád� na ka�dý týden 

po dobu 12 m� síc�  do média obsahujícího 700 µM NiCl2 byla odvozena nová bun�� ná 

linie NIT, která prokázala odolnost nejen v�� i niklu, ale také v�� i m� di (CuSO4; pH 4,0) a 

hliníku (AlCl3; pH 4,0), ale nevykázala odolnost v�� i jiným abiotickým stres� m; 

salinitnímu (NaCl), osmotickému (mannitol), teplotnímu (sní�ení teploty na 4°C) a toxicit�  

kadmia (CdCl2), manganu (MnSO4; pH 4,5), �eleza (Fe-EDTA; pH 4,5) a zinku (ZnSO4, 

pH 4,5). NIT bu� ky a standardní tabákové bu� ky BY-2 byly kultivované p�i r� zných 

koncentracích NiCl2. R� st standardních BY-2 bun� k byl omezen a jejich � erstvá hmotnost 

redukována p�i koncentracích vyšších ne� 300 µM NiCl2 a r� st byl zcela inhibován p�i 

koncentraci 700 µM NiCl2. Tato koncentrace byla letální pro 99 % bun� k. Bu� ky NIT 

dob�e rostly p�i koncentraci 700 µM a neztratily schopnost r� stu ani po p�epasá�ování a 

následné 6-m� sí� ní subkultivaci do médií bez NiCl2. Ve srovnání s BY-2 bu� kami také 

kultivovanými bez NiCl2 však byla � erstvá hmotnost v exponenciální fázi 3.-5. den sní�ena 

a ve stacionární fázi 7. den redukována a� o cca 20-30 %. P�i absenci niklu v médiu byly 7. 
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den pozorovány shluky malých bun� k BY-2, p� i nízké koncentraci 200 µM NiCl2 byly 

bu� ky mírn�  zv� tšené a p�i vysoké koncentraci 700 µM se u bun� k objevil typický znak 

PCD – kondenzace cytoplazmy. Bu� ky m� ly také � asto hn� dou cytoplazmu. Bu� ky NIT 

byly prodlou�ené, byly vakualizované a tvo�ily dlouhé �etízky ve velkých shlucích. Po 7 

dnech expozice 700 µM NiCl2 byly bu� ky prodlou�ené a� p� tinásobn� . Koncentrace 

10 µM m� di významn�  redukovala a koncentrace 20 µM Cu úpln�  inhibovala r� st bun� k 

BY-2. Koncentrace 30 µM Cu neovlivnila r� st NIT bun� k. Koncentrace hliníku 600 µM 

byla pro bu� ky BY-2 letální, zatímco u NIT bun� k redukovala r� st bun� k pouze o 25 %. U 

bun� k NIT byl také zjišt� n vyšší obsah prvk�  K, Ca, a Mg, ve srovnání s BY-2 bu� kami. 

NIT bu� ky vystavené r� zným stres� m také konstitutivn�  vylu� ovaly 2 specifické proteiny 

SP1 a SP6 
 -D-xylosidázy, BY-2 bu� ky vylu� ovaly jen nízké mno�ství t� chto protein�  a 

to pouze p�i expozici niklem. NIT bu� ky postupnou subkultivací akumulovaly a 

zakonzervovaly p�ibli�n �  2 mM niklu z média obsahujícího 700 µM NiCl2, tedy t� ikrát 

více, ne� je extracelulární koncentrace Ni. Dále byl zaznamenán t� ikrát vyšší obsah 

histidinu, 5-krát vyšší obsah argininu a 2-3-krát vyšší obsah oxalátu, citrátu, 2-oxoglutarátu 

a glutamátu ve srovnání se standardními bu� kami kultivovanými p�i vysoké koncentraci 

niklu 700 µM NiCl2. Obsah kyseliny citronové v bu� kách NIT dosáhl 4 mM, co� je 

dostate� né mno�ství pro hypotetické vytvo�ení chelátového komplexu se 2 mM niklu. Nikl 

byl pomocí specifických fluorescen� ních barviv lokalizován p�evá�n�  ve vakuolách bun� k 

u obou suspenzí. U NIT bun� k byl nikl detekován také v blízkosti jádra, v bun�� né 

p�ehrádce a cytoplazm� . Transport komplexu Ni-organická kyselina nebo komplexu Ni-

histidin do vakuol a kompartmentace t� �kých kov�  ve vakuolách m� �e být d� le�itým 

objasn� ním mechanismu p�ispívajícího k detoxikaci, vysoké odolnosti a hyperakumulaci 

niklu tabákovými bu� kami NIT. 

U nádorových bun� k �ivo � ich�  bylo prokázáno, �e p�i nízké úrovni vyvolaného 

stresu byly bu� ky schopné opravit poškození, zatímco vysoká hladina stresu vedla 

k organizované apoptóze (LENNON et al., 1991). Nízké dávky ultrafialového zá�ení UV-B 

indukovalo apoptózu u bun� k keratinocyt� , vysoké dávky vedly následn�  a� k nekrózám 

(MAMMONE et al., 2000). Na p�echodu z apoptózy do nekrózy tedy z�ejm�  existuje 

ur� itý kritický stupe� , kterým kultura prochází v pr� b� hu vyvolávaného stresu. 

Termín apoptóza (u rostlin AL-PCD) je tedy pou�ívaný pro programovaný a dob�e 

organizovaný zp� sob bun�� né smrti, jeho� výsledkem je série charakteristických 

morfologických zm� n a degradace DNA, zatímco termín nekróza je pou�ívaný pro 
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chaotický a neregulovaný zp� sob bun�� né smrti s vysokým stupn� m poškození. 

Nekrotická smrt m� �e být definována jako nekontrolovaný sled reakcí následovaný po 

nevratném poškození bun�� ných membrán vyvolaný velmi vysokými dávkami stresových 

faktor�  (McCABE a LEAVER, 2000). B� hem nekrózy bu� ka ztrácí schopnost 

osmoregula� ní funkce, co� vede k destabilizaci membrány a k pr� niku vody a iont�  dovnit�  

bu� ky a dochází a� k jejímu prasknutí. V pr� b� hu AL-PCD plazmatická membrána 

zachovává svou integritu. Degradace DNA aktivitou endonukleáz v pr� b� hu nekrózy 

nebyla zjišt� na (DANON et al., 2000). P�i p� sobení velmi vysokých teplot je degradace 

DNA zp� sobena spíše extrémním teplem ne� aktivitou nukleáz (McCABE et al., 1997). 

Kondenzovaná morfologie nebyla pozorována u bun� k, které prošly nekrotickou smrtí a 

nekrotizované bu� ky je bez barvící techniky obtí�né rozpoznat od �ivých bun� k (McCABE 

a LEAVER, 2000). 

 

3.2   Rostlinné r� stové regulátory – auxiny 

3.2.1 Nativní a syntetické auxiny 

 

Nejdéle známou skupinou rostlinných hormon�  jsou auxiny. Jejich existence byla 

zjišt� na ji� ve 20. letech minulého století. Název auxin pochází z �eckého slova „auxein“- 

zv� tšení, a byl zaveden WENTEM (1928) na základ�  jeho pokus�  s koleoptily ovsa, p�i 

nich� prokázal, �e jejich špi� ky produkují látku, která difunduje do agaru a stimuluje r� st. 

Nejznámn� jším zástupcem p�irozených auxin� , který je v rostlin�  z�eteln�  nejvíce 

zastoupen je po chemické stránce kyselina indolyl-3-octová (IAA), která byla nejd�íve 

identifikována p�i ovesném koleoptilovém testu z lidské mo� i (KÖGL et al., 1933), dále v 

kvasinkách, v houb�  Rhizopus suinus a v roce 1946 poprvé ve vyšší rostlin�  – v nezralých 

obilkách kuku�ice. Následn�  byl její výskyt potvrzen u dalších druh�  vyšších rostlin, 

bakterií, hub a �as (THIMANN, 1977). Díky novým citlivým metodám byly v rostlinách 

nalezeny další p�irozené auxiny: 4-chlor-indolyl-3-octová kyselina (4-Cl-IAA), indolyl-3-

máselná kyselina (IBA) a fenyloctová kyselina (PAA) (Obrázek 4). PAA je pom� rn�  stálá 

látka. Byla zjišt� na v plodech ovocných strom� , její koncentrace je vyšší ne� IAA, její 

ú� innost je ale naopak výrazn�  ni�ší. IAA a PAA se �adí ke slabým organickým kyselinám. 

Jsou to krystalické látky lipofilního charakteru, špatn�  rozpustné ve vod�  a kyselých, nebo 

neutrálních vodných roztocích. Naopak dob�e rozpustné jsou v organických rozpoušt� dlech 

a v zásaditých vodných roztocích. 
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Výchozí látkou biosyntézy IAA je aminokyselina L-tryptofan a její syntéza m� �e 

probíhat n� kolika drahami: indolylpyruvátovou, tryptoaminovou, nebo indolyacetalovou. 

Bakterie Agrobacterium tumefaciens transformuje rostlinné bu� ky p�es unikátní 

biosyntetickou dráhu IAA. Tryptofan je p�eveden na IAA dv� ma kroky. První enzym 

tryptofan monooxygenáza (IaaM) m� ní tryptofan na indol-3-acetamid (IAM) a ten se 

konvertuje aktivitou enzymu indol-3-acetamid hydrolázou (IaaH) na IAA (PATTEN a 

GLICK, 1996). Geny kódující tyto enzymy byly pou�ity pro zm� nu hladiny IAA v 

transgenních rostlinách (KLEE a ROMANO, 1994). 

IAA je nestabilní látka, která je snadno degradována dekarboxylací za pomoci 

peroxidáz (NORMANLY et al., 1995), oxidací na kyselinu oxindol-3-octovou, nebo m� �e 

nejd�íve vytvo�it konjugát s aspartátem a dále být také oxidována (BANDURSKI, et al., 

1992). 

Velká � ást auxinu vzniká v primárních meristémech, hlavn�  tedy ve vzrostném 

vrcholu stonku a je transportována do ostatních � ástí bazipetáln�  (od vrcholu rostliny 

k bázi) (LOMAX et al., 1995). B� hem transportu sou� asn�  inhibuje v� tvení (THIMANN a 

SKOOG, 1934). Jakmile auxin dosáhne ko�en� , je ihned degradován enzymem IAA 

oxidázou, ale i p�esto se ur� ité mno�ství m� �e místn�  akumulovat a podporovat bun�� né 

d� lení. REED et al. (1998) p�edlo�il d� kazy spojující transport auxinu ze stonku do ko�en�  

s regulací zalo�ení a vývoje postranních ko�en�  u rostlin Arabidopsis. P�i odstran� ní 

r� stového vrcholu vystoupí ú�labní pupeny z inhibice a ty následn�  dor� stají. Bazipetální 

transport má význam pro udr�ení apikální dominance, polarity bun� k i celé rostliny. 

Distribuce auxinu reguluje také opad list�  a plod� . V opadové zón�  jsou bu� ky aktivní, 

dokud p�es ni prochází IAA. Zastavením distribuce auxinu se aktivují lytické procesy a 

opad list� , nebo plod� . Auxin dále vzniká také v sekundárních meristémech, p�edevším v 

kambiu; v orgánech rostlin se tvo�í ve zrajících plodech, kv� tních orgánech, semenech a 

mladých listech rostlin. V souvislosti s radiálním r� stem m� �e p�echodn�  docházet k 

akumulaci auxinu v bazálních � ástech rostlin. Nejvíce auxinu je p�ítomno v mladých 

orgánech, se stárnutím rostlin jeho obsah klesá a je ovliv� ován zejména sv� tlem (VINCE-

PRUE, 1985). 
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Vedle p�irozených auxin�  byla nalezena �ada syntetických auxin�  – derivát�  IAA, 

které mají charakter organických kyselin, od 40. let 20. století se p�ipravují um� le a mají 

podobné fyzikáln� -chemické a chemické vlastnosti i r� stové ú� inky jako IAA. IAA je však 

pro praktické pou�ití p�íliš nestálá. Syntetické auxiny jsou látky vysoce stabilní, jejich 

spole� ným základem je aromatické jádro a karboxylová skupina a mezi t� mito dv� ma 

skupinami musí být alespo�  jeden uhlíkový, nebo kyslíkový atom. V praxi se tyto látky 

pou�ívají v lihovém, nebo vodném roztoku, v pudru nebo past� . K nejvýznamn� jším a 

nejú� inn� jším zástupc� m s vysokou biologickou aktivitou v komer� ní sfé�e pat�í kyselina 

1-naftyloctová (NAA), která se p�idává do prost�edk�  pro stimulaci r� stu a zako�e� ování 

rostlin, a kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctová (2,4-D), 2,4,5-trichlorfenoxyoctová (2,4,5-T) a 

2-metyl-4-chlorfenoxyoctová (MCPA) (Obrázek 5). Jejich soli a estery se v zem� d� lské 

praxi vyu�ívají pro herbicidní ú� ely (ZBIROVSKÝ et al, 1960). 
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Obrázek 5 Chemická struktura syntetických auxin�  

 

Stimulace dlou�ivého r� stu je nejlépe prostudovaným ú� inkem auxin� . S r� stovou 

stimulací souvisí také úloha v regulaci fototropismu a gravitropismu (WENT 

a THIMANN, 1937). Obecn�  je potvrzeno, �e koncentrace exogenních auxin�  10-7 a� 10-5 

mol.l-1 r� st stimulují, vyšší koncentrace naopak r� st rostlin inhibují v souvislosti se 

zvýšenou tvorbou etylénu (BURG a BURG, 1968). 

Auxiny stimulují d� lení bun� k (HAGEN a GUILFOYLE, 2002) a intususcepci 

(dlou�ivý r � st bun�� ných st� n) (Obrázek 6); p�emíst� ním iont�  vodíku H+ se bun�� ná st� na 

acidifikuje (RAYLE a CLELAND, 1992) a vytvá�í se tak vhodné prost�edí pro aktivaci a 

� innost hydrolytických enzym�  (nap�. celuláz), které št� pí polysacharidy, jejich� 

p�irozenou funkcí je zachovávat pevnou strukturu. Stimulace d� lení bun� k byla potvrzena 

v mnoha systémech in vitro. Auxin také ovliv� uje polaritu bun� k, a tudí� hraje d� le�itou 

úlohu také p�i diferenciaci bun� k (HAGEN a GUILFOYLE, 2002). U explantátových 

kultur auxin podn� cuje tvorbu adventivních ko�en� . Auxiny v kombinaci s cytokininy tvo�í 

základní slo�ku �ivných médií pro explantátové kultury. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6 Model intususcepce (dlou�ivý r� st bun�� ných st� n) 

 

 + auxin 
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R� zné orgány rostlin jsou specificky citlivé v�� i exogenní aplikaci auxin�  

a zvýšením jejich koncentrace m� �e ú� inek stimula� ní p�echázet v ú� inek inhibi� ní. 

Syntetické auxiny napodobují ú� inky vysokých koncentrací nativních auxin�  (IAA), 

v� tšina rostlin je ale neumí odbourávat a musí na n�  reagovat (epinastické ohyby 

nadzemních � ástí, tvorba adventivních ko�en� , tvorba tumor� , zastavení r� stu) (ASHTON 

a CRAFTS, 1973). 

 

3.2.2 Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová (2,4-D), její soli a estery 

 

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová (2,4-D) je krystalická, bílá látka, tém��  bez 

zápachu. Je to chlorem substituovaná aromatická slou� enina, její� benzenové jádro je 

spojeno éterickou vazbou s kyselinou octovou. 2,4-D je látka dob�e rozpustná 

v organických rozpoušt� dlech, špatn�  se rozpouští ve vod�  a minerálních olejích. Její bod 

tání je 138-141 °C a bod varu 160 °C. Pro herbicidní ú� ely je 2,4-D pou�ívaná ji� od roku 

1946 a na rostliny je aplikovaná jako herbicid ve form�  solí nebo ester�  (Obrázek 7) 

(ZBIROVSKÝ et al, 1960). Soli a estery jsou látky dob�e rozpustné ve vod�  i v 

organických rozpoušt� dlech. Nej� ast� ji pou�ívaná je s� l sodná, ale lze p�ipravit i soli 

draselné a amonné a dob�e a rychle pronikají do list�  i soli amoniové a alkamoniové. 

Z ester�  2,4-D jsou pro aplikaci na kulturní plodiny nejvhodn� jší ni�ší estery net� kavé, 

odvozené od alkoxyalkohol� , glykol� , nebo polyethylenglykol�  a jejich ester� . Výhodou 

pou�ití ni�ších jednodušších ester�  2,4-D (metylester-2,4-D) je jejich vysoká toxicita a 

rychlejší ú� inek - tedy menší spot�eba herbicidu, odolnost v�� i splavení dešt� m a mo�nost 

aplikace v olejových post�icích. Vyšší estery 2,4-D jsou pro rostliny mén�  toxické a� 

netoxické. 
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Obrázek 7 Chemická struktura 2,4-D a solí a ester�  2,4-D   
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3.2.2.1  Metabolismus a podstata herbicidního ú� inku 2,4-D a jiných  

syntetických látek na bázi auxin�   

 

Herbicidy na bázi auxin�  se úsp� šn�  pou�ívají ji� 60 let s minimálním vývojem 

rezistence plevel�  v�� i herbicidu (KELLEY a RIECHERS, 2007). Jen n� kolik v� deckých 

inovací zvýšilo produkci potravin na celém sv� t� . V roce 2004 organizace Henryho Forda 

v Dearbornu ozna� ila 2,4-D jako jednu ze 75 nejd� le�it � jších inovací minulých 75 let. 

Fyziologická herbicidní aktivita a toxicita syntetické látky 2,4-D je dána substitucí 

chlorem v polohách C2 a C4 aromatického jádra. Deriváty 2,4-D se pro sv� j retarda� ní 

ú� inek pou�ívají k hubení dvoud� lo�ných plevelných druh�  p�edevším v porostech 

obilovin a trav. Jednod� lo�né druhy 2,4-D rychle metabolizují, a proto jsou a� na výjimky 

tyto herbicidy v�� i nim neú� inné. Aplikace probíhá post�ikem na list na ja�e, v dob�  

nejaktivn� jší fáze r� stu a zvýšené citlivosti dvoud� lo�ných druh�  plevel� . P�i optimální 

teplot�  20 – 24 °C a za slune� ného po� así je patologický ú� inek pozorovatelný ji� po 24 h. 

A� koliv je 2,4-D po chemické stránce slabá kyselina, tak její nejv� tší fyziologická ú� innost 

byla zaznamenána p�i neutrálních hodnotách pH (MOYEN et al., 2007). Nízké koncentrace 

< 0,1 mg.l-1 2,4-D bývají pou�ívány pro stimulaci bun�� ného d� lení, vyšší koncentrace > 

0,1 mg.l-1 2,4-D u� mohou mít projevy abnormálního r� stu. V porostech obilovin jsou soli, 

nebo estery 2,4-D aplikovány v rozmezí 0,2–2,0 kg/ha-1. 2,4-D se pou�ívá také ve vodních 

nádr�ích pro regulaci r� stu �as a m� �e být toxická pro n� kolik trofických úrovní. Uvádí se, 

�e koncentrace 0,02 – 2,0 mg.l-1 nejsou pro �asy toxické, omezení r� stu �as probíhá p�i 

koncentracích vyšších ne� 200 mg.l-1 (CHINALIA et al., 2007). 

 GROSSMANN (2010) uvádí, �e herbicidní ú� inek auxinových syntetických látek 

spo� ívá v „p�edávkování“ auxiny, co� vede k narušení rovnováhy endogenních auxin�  

a interakci s ostatními fytohormony. Pr� b� h deregulace r� stu rostlin m� �e být rozd� len do 

3 fází. První fáze je stimula� ní a nastává b� hem prvních hodin po aplikaci. V této fázi je 

b� hem n� kolika minut stimulována aktivita membránových p�enaše��  a enzymu H+-

ATPázy, který se podílí na prodlu�ování bun� k. Stimula� ní fáze zahrnuje aktivaci 

metabolických proces�  jako je stimulace syntézy kyseliny 1-aminocyklopropan-1-

karboxylové (ACC) a etylénu p�es indukci tvorby enzymu ACC syntázy v pletivech stonk�  

(1-2 h), následovaná p�íznaky abnormálního r� stu (3-4 h), který je doprovázen epinastií 

list� , vzniku tumor�  a iniciací kroucení stonk� . Po dalších 5-8 h probíhá akumulace 

kyseliny abscisové v ko�enech a ve stoncích rostlin. Druhá fáze je inhibi� ní, následuje po 
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24 h a zahrnuje inhibici r� stu ko�en�  a stonk�  a zintenziv� uje zelenou pigmentaci list� . 

Sou� asn�  dochází k uzav�ení pr� duch�  a parareln�  ke sní�ení transpirace, fotosyntézy - 

adsorbce uhlíku, tvorby škrobu a celkov�  zp� sobuje zakrslý r� st. Uzav�ením pr� duch�  

dochází sou� asn�  k akumulaci ABA v pletivech a k nadprodukci volných kyslíkových 

radikál�  (ROS) a H2O2, který poškozuje pletiva peroxidací membránových lipid� . Ve t�etí 

fázi, která je ozna� ována jako letální, po 72 h probíhá zrychlená listová senescence, 

dochází k poškození chloroplast� , � ervenému zbarvení a chloróze a k destrukci systému 

cévních svazk� , co� v dalších dnech vede k vadnutí, nekrózám a k úhynu rostlin. 

Nejd� le�it � jší a kritickou fází p� sobení herbicid�  na bázi auxin�  je po� áte� ní rychlá 

aktivace membránových p�enaše�� , stimulace aktivity H+-ATPázy a  prodlou�ení a 

zv� tšení bun� k. Je známo, �e abnormality v r� stu rostlin a tvorbu nádorových útvar�  m� �e 

vyvolávat bakterie Agrobacterium tumefaciens, nebo 2,4-D. Rostliny ale nemají ob� hový 

systém jako �ivo� ichové, co� je významný rozdíl, proto se tumorové zdu�eniny vyvíjí jen 

lokáln� , nerozši�ují se do ostatních � ástí a nejsou tedy definovány jako nádory �ivo� ich� . 

Tyto nádorové útvary zp� sobují lokální problémy, nebývají ale p�ímou p�í� inou smrti 

rostlin. Fytotoxické ú� inky fenoxyherbicid�  zahrnují masivní produkci a akumulaci 

etylénu, kyanovodíku (HCN), ABA a H2O2 (GROSSMANN, 2005), viz. dále také kap. 

2.3.6. Kyanovodík je toxická látka, v p�írod�  všudyp�ítomná, která m� �e být vytvá�ena z 

více prekurzor�  (GROSSMANN, 2010). Po� átkem 80. let minulého století byl kyanovodík 

objeven také jako vedlejší produkt syntézy etylénu. Doposud bylo identifikováno více ne� 

2500 kyanogenních druh�  rostlin tj. rostlin se schopností produkovat kyanovodík. 

Kyanogeneze je b� �ná ve dvoud� lo�ných druzích a travách (rý�e, kuku�ice, pšenice, 

je� men). Ve v� tšin�  t� chto druh�  spo� ívá mechanismus tvorby HCN v degradaci 

kyanogenního glykosidu. Více ne� 60 druh�  kyanogenních glykosid� , jejich ho�ká chu	  a 

uvol� ování toxického HCN hraje d� le�itou roli p�i obran�  rostlin proti býlo�ravc� m. Na 

r� zných druzích trav bylo p�ezkoumáno a z více studií bylo potvrzeno, �e fytotoxické 

ú� inky auxinového herbicidu quincloracu spo� ívají hlavn�  v akumulaci kyanovodíku 

odvozeného ze stimulované syntézy ACC p�ednostn�  v pletivech lodyh. Aplikovaný 

quinclorac indukoval aktivitu ACC syntázy v ko�enech plevelné trávy Echinochloa crus-

galli L. Beauv., co� zvýšilo koncentraci ACC po 1 h po ošet�ení a p�ebyte� ná koncentrace 

ACC byla translokována do lodyh, kde byla konvertována ACC oxidázou na vysokou 

hladinu etylénu a kyanovodíku (GROSSMANN, K. 2003). ACC oxidáza je výhradn�  

cytosolový enzym a jeho reak� ní produkty etylén i kyanovodík jsou iniciovány v 
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cytoplazm�  bun� k. GROSSMANN et al. (1996) poprvé potvrzuje spole� ný ú� inek 

n� kolika herbicid�  na bázi auxin�  (dicamba, MCPA, picloram, quinclorac a quinmerac) a 

vysokých koncentrací IAA a NAA, který vyvolává indukci tvorby a akumulaci ABA v 

pletivech u r� zných dvoud� lo�ných druh� , zástupc�  � eledi Rubiaceae, Solanaceae, 

Umbelliferae, Fabaceae, Scrophulariaceae a Convolvulaceae a inhibici jejich r� stu. 

Koncentrace etylénu a ABA se primárn�  zvyšuje v pletivech lodyh, odtud je ABA 

translokována do ko�en�  rostlin (GROSSMANN, 2003). Koncentrace 10 
 M quinmeracu 

stimulovala syntézu etylénu, prekurzoru ABA xantoxalu a ABA ve stoncích svízele 

(Galium aparine L.). Akumulace ABA zp� sobila uzav�ení pr� duch�  a nadprodukci H2O2. 

Hladina H2O2 se zvýšila t� ikrát ve srovnání s kontrolou (GROSSMANN et al., 2001). V 

jiné studii n� které plodiny s p�irozenou tolerancí v�� i herbicidu quinmeracu (�epka olejná, 

�epa cukrová, nebo pšenice) nevykázaly stimulaci aktivity ACC syntázy, ani akumulaci 

ABA (GROSSMANN a SCHELTRUP, 1998). 

SHADDAD et al. (1990) v podmínkách in vitro studovali vliv 2,4-D a 2,4,5-T na 

klí� ení a r� st klí� ních rostlin Zea Mays, Helianthus annuus a Vicia faba. Vysoké 

koncentrace 10-4 a 10-3 M m� ly významný inhibi� ní vliv na klí� ení semen, nízká 

koncentrace 10-7 M klí� ení semen neovlivnila a naopak významn�  stimulovala a podpo�ila 

r� st ko�en�  a vzrostného vrcholu klí� ních rostlin. 2,4-D aplikovaná do porost�  

zem� d� lských plodin za ú� elem hubení plevel�  sice p�ímo plodiny a úrodu neovliv� uje, 

zp� sobuje ale ur� itá genetická poškození. Tato genetická poškození byla potvrzena p�i 

skleníkových a polních pokusech s je� menem, rý�í, pšenicí a cibulí. Osivo rý�e bylo 

ošet�eno 2,4-D a vyseto v polních podmínkách. Následn�  byla zjišt� na mutace pylových 

zrn a zvýšená sterilita (KUMARI a VAIDYANATH, 1989). Mladé rostliny pšenice a 

je� mene ošet�ené estery 2,4-D následn�  ve stádiu zralosti vykázaly zvýšený výskyt 

abnormalit na chromozomech pylových zrn (UNRAU a LARTER, 1951). Také ošet�ené 

osivo je� mene a následné vysetí v polních podmínkách dále vykázalo zvýšenou sterilitu 

podobn�  jako rý�e (KHALATAR a BHARGAVA, 1982). Abnormality na chromozomech 

vykázala také cibule p� stovaná v p� d�  ošet�ené 2,4-D (GROVER et al., 1990). 

Bu� ky pod vlivem herbicid�  na bázi r� stových regulátor�  m� ní sm� r svého 

prodlu�ování a výsledkem je � astá tvorba kalusu. LEE (1972) sledoval vliv 2,4-D 

na syntézu isoenzym�  IAA oxidázy a sou� asn�  vliv IAA oxidázy na r� st kalusové kultury 

tabáku (Nicotiana tabacum, cv. White Gold) v podmínkách in vitro. Uvádí, �e IAA 

oxidáza je slo�ena z nejmén�  dvou skupin isoenzym�  (rychle a pomalu migrující p�i 



 - 65 -

elektroforéze), které r� zn�  reagují s jinými r� stovými regulátory. Na jejich syntéze, 

ovlivn� né p� sobením � ty� r� zných koncentrací 2,4-D závisí stimulace, nebo inhibice r� stu 

kultury. Nízké koncentrace 0,1 a 1 µm 2,4-D podpo�ily syntézu rychle migrujícího 

isoenzymu A5 a sou� asn�  také stimulovaly r� st pletiv nádorového typu. Je známo, �e 

homeostáze auxin�  a cytokinin�  je d� le�itá pro normální rostlinný r� st a �e cytokininy 

hrají významnou roli p�i regulaci vývoje rychle migrujících IAA oxidáz. Je tedy z�ejmé, �e 

p�ítomnost 2,4-D narušuje tuto rovnováhu a je odpov� dná za abnormální r� st pletiv. 

� erstvá hmotnost se b� hem 25 dn�  zvýšila p�i koncentraci 0,1 µm 10-krát a p�i 1 µm 7-

krát. Koncentrace 10 a 100 µm inhibovaly syntézu rychle migrujících isoenzym�  a r� st 

kalusu. U tabákových pletiv kultivovaných s p�ítomností 0,2 µm kinetinu a absencí auxinu 

byly detekovány � ty�i r� zné isoenzymy IAA oxidázy a nebyla zaznamenána skoro �ádná 

aktivita rychle migrujícího isoenzymu A5. P�idání koncentrace 1 µm 2,4-D do tohoto 

média významn�  zvýšilo obsah A5 a dále také indukovala tvorbu isoenzym�  A1 a A3. Bylo 

prokázáno, �e optimální podmínky pro tvorbu rychle migrujících isoenzym�  IAA oxidáz 

jsou p�ítomnost 10 µm IAA, 0,2 µm kinetinu a 2 µm giberelinu (GA) v �ivném médiu. 

Aplikace vysoké koncentrace 100 µm 2,4-D do tohoto média zcela inhibovala syntézu A5, 

A6 a A7, ale zárove�  stimulovala tvorbu pomalu migrujících isoenzym�  A1, A3, A4 a 

aktivita A3 byla 4x vyšší ve srovnání s kontrolou prostou 2,4-D. IAA byla efektivn� jší p�i 

tvorb�  rychle migrujících isoenzym� , oproti tomu ale nem� la tak významný vliv na tvorbu 

pomalu migrujících isoenzym�  jako vysoké koncentrace 2,4-D. Také bylo zjišt� no, �e ani 

jedna koncentrace 2,4-D neindukovala syntézu isoenzymu A6, který je b� �n �  produkován 

za p�ítomnosti 10 µm IAA a 0,2 µm kinetinu. Z výsledk�  studie vyplývá, �e cizorodá, 

syntetická látka 2,4-D m� ní obsah endogenních auxin�  p� sobením na systém isoenzym�  

IAA oxidáz, p�i� em� narušuje rovnováhu mezi rostlinnými hormony. 

 

3.2.2.2 Toxické p� sobení 2,4-D na jiné organismy 

 

2,4-D je b� �ný herbicid, který se pou�ívá v okolí dom� , v zahradách, na golfových 

a fotbalových h�ištích, parcích, v zem� d� lství a lesnictví. Rezidua herbicid�  v� etn�  2,4-D 

jsou p�ítomny ve vzduchu, p� d� , vod�  a v potravinách. Znepokojivá data p�ináší výzkum 

agentury U.S. Geological survey (USGS), která zjistila, �e 19 z 20 odebraných vzork�  z 

povodí �ek po celých Spojených státech je kontaminovaných 2,4-D (U.S. Geological 

survey, 1998). 2,4-D je toxická látka nejen pro rostliny, ale také pro �ivo� ichy. V 
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kombinaci s 2,4,5-T byla pou�ívána jako bojová chemická látka pod názvem Agent Orange 

ve válce ve Vietnamu. Pro v� tšinu druh�  �ivo � ich�  je ur� ena st�ední letální dávka v 

rozmezí 300-1000 mg.kg-1, pro psy je ni�ší, okolo 100 mg.kg -1 (ROWE a HYMAS, 1954). 

2,4-D byla nalezena v �aludku, krvi, mozku a ledvinách u 4-denních krys krmených 

mlékem matek exponovaných 2,4-D (BUKOWSKA, 2006). Byla zjišt� na i mo�ná otrava 

skotu p�es schopnost 2,4-D zvyšovat obsah dusi� nan�  v n� kterých ošet�ených rostlinách 

(STAHLER a WHITEHEAD, 1950).  

N� které mikroorganismy vyu�ívají 2,4-D jako zdroj energie a uhlíku. Mezi tyto 

organismy pat�í bakterie (Pseudomonas, Chromobacter, Flavobacterium), houby 

(Aspergillus, Fusarium, Penicillum) a aktinomycety (Streptomyces). Nicmén�  ve vysokých 

koncentracích mohou být p�ípravky na bázi 2,4-D toxické i pro tyto organismy. Bylo 

prokázáno, �e 2,4-D inhibovala r� st bun� k a syntézu DNA a protein�  u bakterie 

Azospirillum brasilense. B� hem inkubace poklesla aktivita enzymu dekarboxylázy a� o 

54 %. Také u in vitro kultury bun� k savce k�e� ka � ínského 2,4-D prokazateln�  inhibovala 

r� st bun� k, syntézu DNA a protein�  a d� lení bun� k zastavila v G1/S-fázi bun�� ného cyklu 

(BUKOWSKA, 2006). V jiných studiích dimethylaminová s� l 2,4-D v nízké koncentraci 

100 ppm redukovala produkci potomstva v� el o 98 % (PALMERS-JONES, 1964) a 

vzdušná aplikace sodné soli 2,4-D zp� sobila úmrtnost 22 % populace v� el (HASSAN et 

al., 1991). 
 2,4-D se snadno adsorbuje do lidského organismu z trávicího traktu a k� �e a z t� la je 

vylu� ována mo� í v tém��  nezm� n� né form� . Z � ásti byly nalezeny konjugáty 2,4-D 

s aminokyselinami a proteiny, nebo 2,4-dichlorofenol. Degradace 2,4-D vede k vytvo�ení 

mnoha látek v� etn�  chlorfenol�  a dioxin� , které vykazují silnou toxicitu. V období 1962 – 

1999 bylo zaznamenáno 66 p�ípad�  otravy 2,4-D a z toho 22 p�ípad�  skon� ilo pacientovou 

smrtí (BUKOWSKA, 2006). Ú� inek 2,4-D je ozna� en za kancerogenní a smrtelná dávka 

kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové pro � lov� ka se pohybuje okolo 15 g (ASSOULY, 1951), 

ale u� vysoké dávky mezi 1 – 600 mg/kg mají nep�íznivé ú� inky na lidské zdraví. A� koliv 

ji� d �íve bylo potvrzeno, �e 2,4-D p� sobí toxicky na �ivé organismy, tak doposud bylo 

zjišt� no jen málo informací o mechanismu toxického p� sobení na �ivo� išné bu� ky. 

TUSCHL a SCHWAB (2003) posuzovali cytotoxické ú� inky herbicidu 2,4-D na lidské 

hepatomové bu� ky (HepG2 - linie nádorových bun� k). Tato bun�� ná linie je vhodným 

modelem pro in vitro studie toxicity chemických látek. HepG2 bu� ky byly vystavené 

p� sobení r� zných koncentrací 2,4-D a byl hodnocen pr� b� h bun�� ného cyklu, znaky 
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programované bun�� né smrti (PCD) a �ivotaschopnost bun� k. Aplikace 2,4-D ovliv� uje 

chod bun�� ného cyklu v závislosti na koncentraci. Bu� ky byly vystavené koncentracím 4, 

8 a 16 mM 2,4-D na 24 a 48 hodin. Nízká koncentrace (4 mM) podstatn�  prodlou�ila G0/1-

fázi a bylo zjišt� no jen velmi nízké mno�ství bun� k v S-fázi v obou inkuba� ních dobách 

24 h a 48 h ve srovnání s kontrolou. P�i vyšších koncentracích (8 a 16 mM) po� et bun� k v 

G1-fázi výrazn�  poklesl pod hodnoty kontrolní kultury, následn�  se ale v S a G2-fázi op� t 

zvýšil. Po 48 h však nejvyšší koncentrace 2,4-D (16 mM) významn�  sní�ila po� et bun� k. 

Typický znak PCD fragmentace DNA byla pozorována ve všech fázích bun�� ného cyklu, 

p�eva�ujíce ale v G1 a S-fázi, v p�ítomnosti 4 mM byla zjišt� na u 50 % bun� k, a v 

p�ítomnosti 8 mM u 70 % bun� k po 24 h inkubace. Pomocí kationtové lipofilní 

fluorescen� ní sondy JC-1 bylo potvrzeno, �e indukce PCD p� sobením 2,4-D v HepG2 

bu� kách je doprovázena destrukcí mitochondriálních biomembrán. KAIOUMOWA et al. 

(2001) testovali vliv soli 2,4-D (DMA-2,4-D; s� l dimetylamoniová) na lidské bu� ky 

lymfocyty. Byl zjišt� n významný po� et apoptotických bun� k p�i koncentracích od 2 – 

4 mM. DMA-2,4-D m� la p�ímý vliv na mitochondrie. Interakcí s mitochondriální 

membránou, jejím narušením a aktivací kaspáz došlo k celkovému poškození a dysfunkci 

mitochondrií a toto se zdají být dosta� ující procesy pro spušt� ní všech následných událostí 

vedoucích k PCD. Uvoln� ný cytochrom c indukuje tvorbu komplexu Apaf1 a kaspáza 3, 

který aktivuje kaspázu 9. Kaspáza 9 aktivuje enzym nukleázu DEF40/ICAD, který iniciuje 

fragmentaci DNA (Obrázek 8). 2,4-D podporuje tvorbu ROS, procesy peroxidace lipid� , 

sni�uje koncentrace ATP a NADPH v mitochondriích - má potenciál inhibovat proces 

oxida� ní fosforylace, tedy tvorbu a zachování energie v organismu a reguluje aktivitu 

antioxida� ního systému. 
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Obrázek 8 Schéma interakce 2,4-D s lidskými bu� kami lymfocyty (KAIOUMOWA et al., 

2001) 

 

V lidských bu� kách erytrocytech 2,4-D zvyšuje aktivitu glutathion peroxidázy 

a sni�uje obsah glutathionu (GSH), jeho� p�irozenou funkcí je dlouhodobá ochrana bun� k 

proti kyslíkových radikál� m. U lidských bun� k také dochází k � etným mutagenním 

zm� nám v DNA; vým� na sesterských chromatid a zvýšená frekvence zlom�  DNA. 2,4-D 

má �adu ne�ádoucích ú� ink�  na nervový systém; p�erušuje � innost nervového systému, 

zp� sobuje zm� ny v chování a dále má negativní vliv na reprodukci. V� dci také nevylu� ují 

mo�nou souvislost mezi expozicí 2,4-D a zvýšeným rizikem pro vznik Non-Hodgkinkova 

lymfomu. Na jedné stran�  tedy máme velký profit z pou�ívání herbicid� , na druhé stran�  

ale máme velké problémy spojené s jejich akumulací v t� le � lov� ka a �ivo� ich�  a 

zdravotním rizikem (BUKOWSKA, 2006). 

 

3.2.2.3 Biodegradace 2,4-D 

 

Z ekologického hlediska je d� le�itý rozklad a odstran� ní 2,4-D z kontaminovaných 

p� d a anaerobních podmínek podzemích vod, které podporují p�etrvávání a kumulaci 

fenoxyherbicid� . Biodegradace organických chlorovaných látek je však dosti obtí�ná. 2,4-
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D je st�edn�  perzistentní chemikálie s rozlo�itelností 10 – 200 dn�  v p� dách a mén�  ne� 10 

dn�  ve vodách. V �ivotním prost�edí se 2,4-D rozkládá vlivem velmi nízkého pH (6,5-7), 

nebo p� sobením ultrafialového zá�ení; tento zp� sob rozkladu ale m� �e probíhat pouze na 

povrchu p� d. P�i hodnot�  pH cca 7 je 2,4-D rychle p�evedena na záporn�  nabité anionty, 

které lépe podléhají fotodegradaci, jsou snáze metabolizovány mikroorganismy a jsou 

mén�  adsorbovány p� dními � ásticemi. P�i pH menším ne� 4 je � innost mikroorganism�  

inhibována a 2,4-D déle z� stává ve své molekulární form�  (JOHNSON et al., 1995A). 

JOHNSON et al. (1995B) také konstatuje, �e mno�ství 2,4-D v p� dách z� stává konstantní 

s p� sobením slune� ního sv� tla i s jeho absencí a ozna� uje proces fotodegradace 2,4-D v 

p�irozených podmínkách za bezvýznamný. V laboratorních podmínkách jsou estery 2,4-D 

fotodegradovány b� hem 5-ti min. (CROSBY a TUTASS, 1966). V p� dách je 2,4-D 

primárn�  degradována aktivitou n� kterých p� dních mikroorganism� , které vyu�ívají 

fenoxyherbicidy a jejich deriváty jako zdroj uhlíku a energie. V �ivotním prost�edí mohou 

p� dní bakterie 2,4-D rozkládat a mineralizovat b� hem n� kolika týdn�  a� m� síc� . D� vodem 

velkého rozdílu v � asovém m�� ítku jsou konkrétní p�ípady s r� znou hustotou 

mikroorganism� , jejich enzymatickou výbavou a biodegrada� ní aktivitou. Dalším 

d� le�itým faktorem je také míra sorpce solí a ester�  2,4-D do organických a anorganických 

látek. Soli jsou dob�e rozpustné ve vod�  a mén�  se vá�ou s p� dními � ásticemi. 

Adsorbované herbicidy tedy nemusí být v�dy dostupné pro mikroorganismy, tak�e nemusí 

být ve všech p�ípadech metabolizovány. Vysoká hustota dekompozitor�  tedy nemusí 

znamenat vyšší biodegradaci fenoxyherbicid� . Na základ�  biochemických experiment�  

bylo potvrzeno, �e mikroorganismy pou�ívají minimáln�  dva odlišné zp� soby odbourávání 

2,4-D; dráhu � -ketoglutarátovou, která je nej� ast� jší, nebo dráhu dehalogenázovou 

(CHINALIA et al., 2007). Toto jsou také z�ejm�  enzymatické systémy ú� inné p�i 

biodegradaci p�irozen�  se vyskytujících aromatických slou� enin. P� dní bakterie 

Alcaligenes eutrophus rozkládá 2,4-D enzymem 2,4-� -ketoglutarátdioxygenázou na 2,4-

dichlorfenol za odšt� pení kyseliny octové (Obrázek 9) (FUKUMORI a HAUSINGER, 

1993). Tento enzym a� koliv katalyzuje hydroxyla� ní reakci, tak se ne�adí mezi 

monooxygenázy, ale mezi dioxygenázy (HAUSINGER a FUKUMORI, 1995). 
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Obrázek 9 Schéma biodegradace 2,4-D v p� dní bakterii Alcaligenes eutrophus: 2,4-

dichlorfenol (DCP), 3,5-dichlorkatechol (DCC), 2,4-dichlor-cis-cis-mukonát  

(DCMA), cis-2-chlordienlakton (CDL), 2-chlormaleylaktát (CMA) (FUKUMORI 

a HAUSINGER, 1993) 

 

Druhým zp� sobem biodegradace 2,4-D je dehalogenace za vzniku kyseliny p-

chlorfenoxyoctové, která následn�  podléhá detoxikaci (BALAJEE a MAHADEVAN, 

1993). Tito auto�i zjistili, �e bakterie Azotobacter chroococcum št� pí 2,4-D na 4-

chlorkatechol místo na 3,5-chlorkatechol (BALAJEE a MAHADEVAN, 1990). 

� asto je uvád� na rychlá mineralizace � ásti obsahu 2,4-D v prvních dnech 

kontaminace. V laboratorních podmínkách 10-krát vyšší koncentrace 2,4-D ne� je b� �n �  

aplikovaná dávka na polích neovlivnila mikrobiální biomasu, mineralizaci uhlíku 

a nitrifikaci a byla potvrzena vysoká po� áte� ní rychlost biodegradace (CHINALIA et al., 

2007). Naopak dlouhodobý experiment po 4 letech nep�etr�ité kontaminace p� dy 2,4-D 

prokázal sní�ení bakteriální diverzity o 46 %. 15-letý experiment zase prokázal významný 

vliv na bakteriální hustotu, biomasu a proces denitrifikace. Fyziologická profilování 

posti�eného mikrobiálního spole� enstva byla navr�ena jako integra� ní strategie pro 

vy� íslení zm� n a ekologických odchylek zp� sobených kontaminací fenoxyherbicid�  

(CHINALIA et al., 2007). 
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3.2.2.4     Adaptace bun� k a organism�  na 2,4-D 

 

Podstata zvýšené rezistence n� kterých dvoud� lo�ných rostlin je detoxikace 

a inaktivace 2,4-D. Inaktivace v rostlinách probíhá cestou degradace 2,4-D 
 -oxidací na 

2,4-dichlorfenol a metabolicky tvorbou polárních konjugát�  (Obrázek 10). V rostlinách 

m� �e být aplikovaná kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová vázána s glukózou, nebo 

s aminokyselinami, p�edevším s kyselinou asparagovou a glutamovou, alaninem, 

isoleucinem, fenylalaninem a tryptofanem (BUKOWSKA, 2006). Akumulované 

konjugované formy 2,4-D byly zjišt� ny ve vakuolách kalusu sóji (Glycine max) 

(DAVIDONIS et al., 1982). U rostlin a �ivo� ich�  2,4-D vazbou s proteiny vytvá�í 

komplexy a tyto metabolity potom rychleji procházejí biotransformací (BUKOWSKA, 

2006). Pro širší vyu�ívání auxinových regulátor�  s herbicidním ú� inkem a zvýšení 

detoxikace a odolnosti kulturních plodin jsou zavád� ny transgenní rostliny nesoucí 

bakteriální gen tdfA produkující enzym 2,4-� -ketoglutarátdioxygenázu katalyzující první 

rozkladnou reakci degradace 2,4-D. 
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Obrázek 10 Metabolické dráhy inaktivace kyseliny 2,4-dichlorofenoxyoctové  (1) p� esmyk, 

(2) hydroxylace, (3) glukosylace, (4) degradace, (5) konjugace (6 ) hydroxylace 

a dechlorinace 
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2,4-D je cytochromem P450 3A4, hlavní formou enzymu monooxygenázy v lidských 

játrech metabolizována na 2,4-dichlorfenol (DCP). Hlavní úlohou enzymu je vazba 2,4-D 

na glutathion (GSH). Aktivita enzymu glutathion S-transferázy (GST) má zásadní funkci 

p�i ochran�  p�ed hepatotoxicitou (BUKOWSKA, 2006). 

ATPáza je jedním z nejd� le�it � jších enzym�  nacházejících se v membránách. Zm� ny 

v její aktivit�  ovliv� uje pom� r r� zných látek transportovaných p�es membránu. U lidských 

bun� k erytrocyt�  byla zvýšená aktivita Na+, K+ a ATPázy p�i aplikaci koncentrace 1 mM 

2,4-D, ale p� sobení vyšších koncentrací 2 – 4 mM vedlo k poklesu aktivity tohoto enzymu. 

Bylo tak potvrzeno, �e reakcí na toxickou koncentraci 2,4-D je pokles aktivity ATPázy a 

p�erušení transportu iont�  na obou stranách membrány. Pokles aktivity tohoto enzymu byl 

pozorován také u lidských bun� k fibroblast� . 

Bu� ky a organismy se adaptují na p� sobení 2,4-D rozvíjením � etných obranných 

mechanism� . Mezi tyto mechanismy souhrnn�  pat�í: detoxikace monooxygenázami, 

vytvá�ení konjugát�  s aminokyselinami, bílkovinami, glukózou, nebo kyselinou 

glukuronovou a zm� na aktivity membránového enzymu ATPázy (BUKOWSKA, 2006). 

 

3.2.2.4  2,4-D jako r� stový regulátor v explantátových kulturách 

 

R� st a vývoj rostlin je d� sledkem dvou fyziologických proces� : bun�� ného d� lení 

a prodlu�ování bun� k. 2,4-D je b� �nou slo�kou kultiva� ních médií a p� sobí jako r� stový 

regulátor. 2,4-D v nízkých koncentracích indukuje bun�� né d� lení a reguluje produkci 

sekundárních metabolit�  (OUELHAZI et al., 1993). V biotechnologiích se nízká 

koncentrace 2,4-D vyu�ívá jako stimulátor tvorby somatických embryí, pro indukci tvorby 

a dlouhodobou kultivaci bun�� ných suspenzí a kalusového pletiva a stále � ast� ji se vyu�ívá 

k indukci morfogeneze (zako�e� ování �ízk� ) a organogeneze. Auxiny se do �ivných médií 

p�idávají v kombinaci s cytokininy a tato kombinace podporuje jak proces dediferenciace, 

tak op� tnou diferenciaci ko�en� . 2,4-D vyvolává tvorbu kalusu i u druh�  rostlin, u kterých 

jsou jiné r� stové regulátory neú� inné (MINOCHA, 1987). Podmínkou existence 

bun�� ných suspenzí je nesoudr�nost bun� k a nep�ítomnost fyziologické polarity. Uvoln� ní 

bun� k do média je dosa�eno stálým pohybem média – mechanickým t�epáním a 

podmínkou d� lení bun� k suspenze je p�ítomnost 2,4-D v médiu. Obvyklé mno�ství auxinu 

v médiu se pohybuje v rozmezí 0,1 – 20 mg.l-1. Najdou se ale i výjimky, p�íkladem je 
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kultura Rosa sp., která pro sv� j r� st nevy�aduje p�ítomnost syntetického auxinu (LARUE a 

GAMBORG, 1971). Vysoké dávky 2,4-D nebo NAA o koncentraci 5 – 10 mmol/l se 

pou�ívají pro zabrán� ní vzniku agregát�  v bun�� né suspenzi. 

Morfologie bun� k a zp� sob bun�� ného d� lení závisí na koncentraci 2,4-D v médiu. 

P�i koncentraci 1000 mg.l-1 d� lící se bu� ky suspenze mrkve m� ly kulovitý tvar a tvo�ily 

seskupení; po subkultivaci bun� k do média s nízkou, nebo nulovou koncentrací 2,4-D byly 

bu� ky výrazn�  prodlou�ené a d� lení bun� k bylo potla� ené (LLOYD et al., 1980). Bun�� ná 

kultura hybridní máty je v optimálních podmínkách tvo�ena �etízky bun� k. Prodlou�ené 

bu� ky nebyly pozorovány p�i koncentraci 1 – 200 mg .l-1 2,4-D a jejich pr� m� rná délka 

byla jen 34 – 40 mm (YANG et al., 1999). Významné prodlou�ení bun� k s pr� m� rnou 

délkou bun� k 95 – 130 mm bylo pozorováno p�i koncentraci 500 – 2000 mg .l-1 2,4-D v 

médiu. Byla zjišt� na úzká korelace mezi kultiva� ním médiem a obsahem vody v bu� kách; 

je z�ejmé, �e 2,4-D podporuje absorpci vody bu� kami a sou� asn�  jejich prodlou�ení. 

Zvýšené mno�ství fenolových kyselin bylo detekováno u neprodlou�ených bun� k a je 

pravd� podobné, �e mají svou funkci p�i potla� ení prodlu�ování bun� k v p�ítomnosti 

nízkých koncentracích 2,4-D. 

Jiná studie prokázala, �e 2,4-D zv� tšuje póry v bun�� ných st� nách suspenze S-2 

odvozené z ko�en�  kalusu N. tabacum L. cv. Havana SR-1 (HENSEL et al., 2002). Bu� ky 

kultivované bez p�ítomnosti 2,4-D m� ly 4. den velikost pór�  maximální – 3,2 nm a 10. den 

2,7 nm, s p�ítomností 2,4-D m� ly bu� ky póry 6. den zv� tšené v rozmezí od 3,5 – 3,7 nm, 

pozd� ji (10. den) se zmenšily na 3,3 – 3,5 nm. Studie dále p�edpokládá, �e se zm� nou 

velikostí pór�  a p�ítomností 2,4-D souvisí uvoln� ní a akumulace patogenního proteinu 

CBP20 a chitináz t�ídy I v médiu. Tyto slo�ky nebyly zjišt� ny v detekovatelném mno�ství 

v médiu bez p�ítomnosti 2,4-D. Ob�  slo�ky jsou také akumulovány v bun�� ných st� nách u 

obou variant. I menší póry by m� ly být dosta� ující pro uvoln� ní ur� itého mno�ství 

studovaných protein� , je tedy z�ejmé, �e p�ítomností 2,4-D je upravena permeabilita a 

p�edevším vazebná kapacita bun�� ných st� n pro dif� zi proteinu CBP20 a chitináz. 

Hodnota pH média na za� átku kultivace byla 5,3, v následujících dnech rapidn�  poklesla 

na 4,7 - 4,8 u obou variant a dále potom v médiu bez 2,4-D se zvýšila 4. den na 5,0 a 10. 

den na 5,5 a v p�ítomnosti 2,4-D se zvyšovala pomaleji na hodnoty 4,7 – 5,0. V souvislosti 

s mo�nými jinými zm� nami v bun�� ných st� nách byl stanoven obsah polysacharid�  a 

protein� . Bun�� ná st� na je dynamická struktura a nejsiln� jší komponent v bu� ce. Její 

slo�ky celulóza, hemicelulóza a pektiny tvo�í trojrozm� rnou propustnou sí	 , která dává 
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bu� ce tvar a odolnost v�� i vysokému turgorovému tlaku. Bun�� ná st� na umo�� uje 

prodlu�ování bun� k, dif� zi protein� , polysacharid�  a dalších slo�ek a podílí se tak na 

reakcích bun� k reagujících na exogenní podn� ty. Obsah glukózy v bun�� ných st� nách 4. 

den významn�  poklesl u obou variant a dále se jen mírn�  zvyšoval a� do 10. dne kultivace. 

S p�ítomností 2,4-D obsahovaly bun�� né st� ny mezi 4. a 9. dnem kultivace o 30 – 40 % 

glukózy mén� , 10. den bylo její mno�ství zvýšené a srovnatelné s druhou variantou. Obsah 

kyseliny galakturonové dosáhl svého maxima 2. den kultivace, s p�ítomností 2,4-D byl o 

50 % vyšší ne� u 2. varianty. 4. den rapidn�  poklesl a dále ji� do 10. dne kultivace klesal a 

byl srovnatelný s 2. variantou. Obsah celulózy byl maximální na po� átku kultivace (1. a 2. 

den) u obou variant (s 2,4-D byl také o 50 % vyšší). 4. den rapidn�  poklesl u obou variant. 

Jiná studia potvrdila zvýšenou rychlost syntézy polysacharid�  ne-celulózového charakteru 

v bun�� né st� n� . Sou� asn�  se ale zvyšuje také koncentrace degrada� ních enzym�  v 

bun�� né st� n�  (
 -1,4-endoglukanáza, 
 -galaktosidáza) a � ást amorfní hmoty bun�� né st� ny 

je degradována. 2,4-D také zvyšuje aktivitu 
 -1,4-endoglukanázy (HAYASHI a 

MacLACHLAN, 1984). Zvýšená aktivita degrada� ních enzym�  m� �e zvyšovat 

permeabilitu bun�� ných st� n. Auxin podporuje prodlou�ení bun�� né st� ny a m� �e 

docházet k autolýze (HOSON, 1993). B� hem stimulace bun�� ného r� stu je hydrolyzován 

xyloglukan, v� tšina polymer�  je ale relativn�  stabilní v procesu prodlu�ování bun�� ných 

st� n. Auxin a nízké pH média redukuje molekulární hmotnost xyloglukan�  a zvyšuje jejich 

rozpustnost (NISHITANI a MASUDA, 1981). Xyloglukany jsou d� le�ité polymerové 

„mosty“ mezi pektiny a celulózou a po� et t� chto most�  m� �e být zna� n�  redukován práv�  

auxinem (JARVIS, 1984). Bylo zjišt� no, �e pH média je ni�ší v p�ítomnosti 2,4-D a vyšší 

p�i absenci 2,4-D b� hem kultivace (HENSEL et al., 2002). pH m� �e být sní�eno vlivem 

enzymu pektin metylesterázy (PME), který uvol� uje proton, kdy� je metoxylová skupina 

pektinu konvertována na karboxylovou skupinu (GOLDBERG et al., 1992). Tato zm� na 

tedy potom aktivuje � innost jiných degrada� ních enzym� , které usnadní expanzi bun� k 

(NARI et al., 1986) a/nebo separaci bun� k (KOUTOJANSKÝ, 1987). Aplikace volného 

vápníku m� �e modifikovat a zvýšit pH média pohybem proton�  (CLELAND et al., 1990) a 

inhibovat aktivitu acidofilních enzym�  (ROY et al., 1994). M� nící se hladiny endogenních 

auxin�  mohou ovliv� ovat akumulaci bílkovin (patogenních bílkovin CBP20 a chitináz) v 

bun�� ných st� nách a mezibun�� ných prostorech a toto by mohlo být mechanismem, který 

je zapojen do odpov� di na útok patogena a spojen s r� znou úrovní rezistence rostlin 

(HENSEL et al., 2002). 
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GAWER et el. (1999) uvádí, �e bu� ky tabákové bun�� né linie BY-2 se bez 

p�ítomnosti 2,4-D po 2 - 3 dnech p�estaly d� lit a obsah lipid�  se sní�il. Výsledky studie ale 

nazna� ují, �e p�ítomnost 2,4-D v médiu sní�ila biosyntézu lipid� ; je ale velmi 

pravd� podobné, �e 2,4-D indukovala konverzi lipid�  na polyfosfoinositidy. 

Studie (UCHIMIYA a MURASHIGE, 1976) popisuje, �e cca 50 % protoplast�  

odvozených z kalusu tabáku (Nicotiana tabacum L. „Bright Yellow“) p�echází v aktivn�  se 

d� lící bu� ky p�i koncentraci 0,6 mg/l NAA, 1 mg/l kinetinu a 3 % sacharózy v �ivném 

médiu Murashige a Skoog (MS) a dosahuje 88 % regenerace bun�� né st� ny. P�i 

koncentraci 0,6 mg/l 2,4-D v médiu v d� lící se bu� ky p�echází pouze 15 % a v p�ítomnosti 

IAA pouze 1 % protoplast� . Benzyladenin byl mén�  efektivní ne� kinetin a koncentrace 

nad 1 mg/l kinetinu bun�� né d� lení zcela inhibovaly. V nep�ítomnosti cytokinin�  bylo 

p�evedeno v d� lící se bu� ky s NAA 35,5 % a s 2,4-D 15,6 % protoplast� . Po�adavky na 

sacharidy jsou v kulturách protoplast�  podstatn�  ni�ší ne� v bun�� ných kulturách. 

Optimální mno�ství sacharózy bylo stanoveno na 1,5 % (oproti b� �ným 3 %). Je z�ejmé, �e 

protoplasty izolované z mezofylu list�  tabáku obsahují funk� ní chloroplasty a jsou schopny 

se „vy�ivovat“ � áste� n�  fotosyntézou v in vitro podmínkách. P�i testování r� zných 

sacharid�  na regeneraci bun�� né st� ny protoplast�  a obnovení bun�� ného d� lení bylo 

zjišt� no, �e aplikovaná galaktóza (1,5 %), která je zapojena do syntézy pektin�  m� la jako 

jediná pouze negativní efekt. V kontrastu oligomer cellobióza a monomer 
 -D-glukóza 

m� ly stejný ú� inek jako sacharóza. � -D-glukóza m� la také p�íznivý vliv (o n� co menší ne� 

sacharóza). P�i 0,6 mg/l NAA, 1,5 % sacharózy a 0,1 mg/l kinetinu v médiu dosáhlo 80 % 

protoplast�  regenerace bun�� né st� ny a p�ešlo do fáze d� lení 35 % protoplast�  po 5 – 6 

dnech kultivace. 

 

2.2.2.5 Mechanismus distribuce 2,4-D a jiných auxinových regulátor�  

na bun�� né úrovni 

 

Polární transport auxinových látek kontroluje r� zné fyziologické projevy rostlin. 

Princip polárního transportu je dán vyvá�eností distribu� ního systému kombinujícího 

pasivní dif� zi a aktivní � innost influxových a efluxových membránových p�enaše��  

(LA� KOVÁ et al., 2010). V kulturách in vitro ale nemusí být transport auxinových 

r� stových regulátor�  v�dy polární. Systémy bun�� ných kultur se ukázaly být vhodnými 

modely pro precizní analýzy a zkoumání toku auxin�  z cytologického a biochemického 
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hlediska. 2,4-D je rostlinnými bu� kami p�ijímána usnadn� nou dif� zí v nedisociované 

form�  a je akumulována v protoplastech. Samotný p�íjem ovliv� uje také hodnota pH 

(MINOCHA a NISSEN, 1985). Auto�i zjistili nejvyšší p�íjem 2,4-D a IAA pletivy hlíz 

Helianthus tuberosus p�i pH 3,5, nejni�ší p�i hodnot�  pH 6,5. 2,4-D je bu� kami 

metabolizována a její výdej (translokace) z bu� ky probíhající pasivní dif� zí je jen nepatrný 

(ZA�ÍMALOVÁ a PETRÁŠEK, 2000). Tok auxin�  je regulován p�enosem signálu a 

aktivací membránového enzymu H+-ATPázy. 

Vzájemnou interakci p�íjmu a výdeje r� zných auxinových látek s plazmatickou 

membránou lze vyjád�it následujícím schématem: 
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Obrázek 11 Komponenty a mechanismus membránové distribuce auxinoidních látek p�es 

plazmatickou membránu (upraveno podle: DELBARRE et al., 1996, 

ZA�ÍMALOVÁ et al., 2003) 

 

Auxiny jsou p�es plazmatickou membránu difundovány podle jejich relativní 

lipofility v po�adí: NAA > IAA > 2,4-D. Zatímco akumulace NAA v bu� ce je regulována 

aktivitou efluxového p�enaše� e, akumulace 2,4-D je ur� ena � inností influxového systému. 

Akumulaci p�irozeného auxinu IAA regulují oba systémy a tato lipofilní forma auxinu 

snadno prochází cytoplazmatickou membránou také pasivní difúzí (DELBARRE et al., 

1996). Regulace efluxového p�enaše� e je slo�it� jší a pro jeho aktivaci je nutná fosforylace 

protein�  (DELBARRE et al., 1998). RUBERY (1990) konstatuje, �e efluxový p�enaše�  

m� �e být inaktivován pomocí fytotropin�  (kyselina 1-naftylftalamová; NPA, kyselina 

2,3,5-trijodbenzoová; TIBA). V blízkosti efluxového p�enaše� e se nachází vazebné místo 

pro NPA. Aplikace inhibitoru aktivity efluxového p�enaše� e NPA je p�í� inou zvýšené 

akumulace všech t�í typ�  auxin�  v bu� kách (PETRÁŠEK, et al., 2005). Zvýšená 

koncentrace IAA dále indukuje expresi genu ACS4 pro ACC syntázu a zvyšuje hladinu 

etylénu (ABEL et al., 1995) (Obrázek 12). NPA nemá pozorovatelný vliv na uspo�ádání 

mikrotubul� , aktinových mikrovláken nebo endoplazmatického retikula a jeho inhibi� ní 

ú� inek na translokaci auxin�  tedy není zprost�edkován zm� nami v cytoskeletárním 

systému a endoplazmatickém retikulum (PETRÁŠEK et al., 2003). 
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Obrázek 12 Vliv NPA na translokaci auxinu a biosyntézu etylénu (SWARUP et al., (1) 

exprese genu HOOKLESS1 (HLS1) kódujícího N-acetyltransferázu a regulace 

hladiny auxinu (LEHMAN et al., 1996) (2) regulace transportu auxinu (KIEBER, 

1997) (3) vliv navýšené koncentrace auxinu na biosyntézu etylénu (ABEL et al., 

1995) 

 

PETRÁŠEK et al. (2002) sledoval vliv 10-krát vyšší koncentrace (oproti b� �ným 

koncentracím - 5,4 
 M NAA a 4,5 
 M 2,4-D) 54 
 M NAA a 45 
 M 2,4-D a 50 
 M NPA 

na d� lení bun� k tabáku VBI-0 suspenze. Aplikace NPA do� asn�  inhibovala d� lení bun� k 

prvních 6 dn�  kultivace a stimulovala prodlu�ování bun� k. 6. den byly pozorovány také 

axiáln�  (podéln� ), nebo šikmo d� lené bu� ky. Následné obnovení bun�� ného d� lení m� lo 

za následek ztrátu polarity, zm� nu orientace d� lení a vytvá�ení mnohobun�� ných 

nepolarizovaných shluk� . �ivotnost bun� k nebyla ovlivn� na. Kontrola vykázala 79 - 89% 

�ivotnost, ošet�ení NPA 81 - 93 %. Výskyt abnormálního podélného a šikmého d� lení 

bun� k bylo sledováno p� i koncentracích 1 – 100 
 M NPA; sni�ovalo se p�i koncentracích 

pod 10 
 M a vyskytovalo se zvyšující se koncentrací. Vyšší výskyt netypického d� lení byl 

pozorován také p�i ni�ších hustotách inokula 1x104 – 2x104 bun� k / 1 ml-1. Fenotyp bun� k 

nebyl ovlivn� n pokud NPA byla aplikována na konci exponenciální fáze. V této fázi NPA 
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neovlivnila ani prodlu�ování ani polaritu bun� k. Dále byly tyto koncentrace NPA 

testovány na ovlivn� ní aktivity efluxového p�enaše� e. Bylo zjišt� no, �e koncentrace 50 
 M 

NPA m� la maximální vliv na akumulaci NAA 2. – 5. den kultivace bez viditelných 

známek poškození bun� k, proto byla vybrána jako standardní koncentrace pro experiment. 

P�ítomnost vysokých koncentrací NAA a 2,4-D v jednom �ivném médiu také zpozdila 

nástup bun�� ného d� lení o 6 – 9 dn� , následovalo p�í� né d� lení bun� k, které vedlo 

k normálnímu fenotypu bun� k. �ivotnost bun� k také nebyla ovlivn� na. 

NPA je známým inhibitorem polárního transportu auxinu a synchronizace bun�� ného 

d� lení. Bylo zjišt� no, �e bun�� né d� lení m� �e být obnoveno aplikací exogenního auxinu 

IAA, nebo p�ítomností bílého sv� tla. Kombinace IAA a bílého sv� tla zcela potla� ila ú� inek 

NPA v bu� kách tabákové suspenze VBI-3, která je schopna r� stu i p�i absenci exogenních 

auxin�  a obnovila d� lení bun� k (QIAO et al., 2010). 

LA� KOVÁ et al. (2010) v nedávné studii testovala také další inhibitory 

p�enaše� ových systém�  kyselinu 1-naftooxyoctovou (1-NOA), kyselinu 2-

naftooxyoctovou (2-NOA) a kyselinu 3-chlor-4-hydroxyfenyloctovou (CHPAA) 

v bu� kách tabáku BY-2. Nejú� inn� jší inhibitor 1-NOA (10 
 M) blokoval aktivitu obou 

p�enaše� ových systém� . 2-NOA a CHPAA o stejné koncentraci p�ednostn�  inhibovaly 

aktivitu influxu. 1-NOA byla ale mén�  efektivní v inhibici influxu ne� 2-NOA a CHPAA. 

Bu� ky v p�ítomnosti 1-NOA byly prodlou�ené, mén�  se d� lily a obsahovaly amyloplasty 

se škrobem ve srovnání s kontrolou. 2-NOA a CHPAA naopak mírn�  stimulovaly d� lení a 

fenotyp bun� k byl odlišný. Všechny t� i typy inhibitor�  sní�ily akumulaci radioaktivn�  

zna� ené [3H]2,4-D, která je p�ijímána influxem ve 2-denních bu� kách, p�i� em� 1-NOA 

byla nejmén�  efektivní. Mno�ství [3H]2,4-D, které se v bu� kách po 20 min. akumulovalo 

se po aplikaci CHPAA sní�ilo 3,5-krát, 2-NOA 2,5-krát a 1-NOA 1,4-krát. P�ekvapiv�  

aplikace 1-NOA výrazn�  zvýšila akumulaci [3H]NAA, CHPAA a 2-NOA jen mírn� . NAA 

je bu� kou p�ijímána pouze volnou dif� zí a vydávána efluxovým p�enaše� em, proto je 

z�ejmé, �e 1-NOA významn�  inhibuje aktivitu efluxu. P�ítomnost 10 
 M 1-NOA a p�idání 

10 
 M NPA po 10 min. neovlivnila akumulaci [3H]NAA, co� nazna� uje, �e aktivita efluxu 

byla inhibována u� 1-NOA. P�ítomnost 10 
 M 2-NOA a 10 
 M NPA p�idaného také po 10 

min. zvýšily akumulaci [3H]NAA v bu� kách, co� poukazuje na to, �e efluxový p�enaše�  

byl aktivní p�ed p�idáním NPA. 
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2.2.2.6  2,4-D - regulátor exprese gen�  pro biosyntézu etylénu 

 

Syntetické, nebo p�irozené auxiny podporují tvorbu etylénu aktivací syntézy ACC 

syntázy. RAGHAVAN et al. (2006) zjistili, �e aplikace nízké koncentrace 0,001 mM 2,4-D 

ke ko�en� m Arabidopsis thaliana vykázala zvýšenou transkripci genu kódujícího ACC 

oxidázu At5g63600. Nicmén�  z jiné analýzy vyplynulo, �e gen At5g63600 je zapojen 

do aktivity enzymu ferredoxin hydrogenázy a jako takový nemusí indikovat zm� ny p�ímo 

v syntéze etylénu. Aplikace 0,01 mM 2,4-D vedla k významnému poklesu p�episu genu 

pro SAM syntetázu, ale sou� asn�  ke zvýšené hladin�  transkriptu genu AtACS6, pouze 

jednoho � lena z rodiny gen�  pro ACC syntázu. Multigenní rodina ACC syntázy je 

charakteristická rozdílnou expresí b� hem vývoje rostlin a reakcí na podn� ty prost�edí. 

Zvýšená transkripce genu AtACS6 je z�ejm�  odpov� dí na stres zp� sobený aplikací 2,4-D. 

RAGHAVAN et al. (2005) zaznamenali u rostlin Arabidopsis vystavených 1 mM 2,4-D po 

1 h významn�  zvýšenou transkripci 185 gen�  r� zných signálních molekul metabolismu a 

sou� asn�  sní�enou transkripci 85 jiných gen�  bun�� ného metabolismu. Poprvé tak 

potvrdili, �e 2,4-D neovliv� uje pouze expresi gen�  a biosyntetickou dráhu auxinu, etylénu 

a ABA, ale reguluje také celou �adu dalších bun�� ných funkcí. 

 

3.3  Rostlinný hormon etylén 

          3.3.1 Fyzikální a chemické vlastnosti etylénu 

 

Etylén (eten), je nejjednodušším zástupcem uhlovodík�  s dvojnou vazbou ze skupiny 

alken�  (Obr. 12). Tato vazba je nepolární a je nositelem chemické reaktivity. Etylén 

snadno oxiduje za vzniku etylenoxidu, etylenglykolu a� formaldehydu. Také reaguje s CO2 

a � asto vytvá�í komplexy s n� kterými t� �kými kovy. N� které kovy p�edevším ionty Ag+ 

jeho p� sobení ú� inn�  blokují. Je to velmi stálý, bezbarvý a ho�lavý plyn nasládlé v� n�  s 

teplotou tání -169 °C. Rozpustnost ve vodných roztocích solí je ni�ší ne� ve vod� . Se 

vzduchem tvo�í výbušnou sm� s. Bývá obsa�en v zemním a koksárenském plynu a v 

p�írod�  se p�irozen�  vyskytuje jako produkt metabolismu rostlin a mikroorganism� . Pat�í 

mezi základní suroviny v chemickém pr� myslu, pou�ívá se k výrob�  etylenoxidu, 

polyetylenu, styrenu, aj. Odšt� pením jednoho atomu vodíku vzniká funk� ní skupina etenyl 

(triviálním názvem vinyl), která se m� �e dále vázat na jiné slou� eniny. Praktické vyu�ití 
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má syntetický regulátor kyselina                            2-chloretylfosforitá (ethephon), který 

uvol� uje etylén (Obrázek 13). 
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Obrázek 13 Chemická struktura etylénu a ethephonu 

 

3.3.2 Etylén – plynná signální molekula v rostlinách 

 

V p�írod�  se etylén p�irozen�  vyskytuje jako produkt metabolismu rostlin mající 

charakter fytohormonu. Po chemické stránce je nejjednodušším r� stovým regulátorem 

v rostlin�  a je dosud jediným známým plynným hormonem. Jeho hladina v bu� ce je velmi 

nízká a je daná nízkou rozpustností v cytoplazm� . V� tšina etylénu prostupuje 

mezibun�� nými prostory a pr� duchy do atmosféry, kde m� �e ovliv � ovat rostliny ve svém 

nejbli�ším okolí. Receptory pro etylén se nachází na membránách endoplazmatického 

retikula a v membránách proteinových t� lísek. P�edpokládá se, �e jeho biologický ú� inek 

je zprost�edkován vazbou na tyto specifické vazebné bílkoviny, které mají kinázovou 

aktivitu a ukazuje se také, �e proces fosforylace hraje d� le�itou roli p�i p�enosu signálu 

(BLEECKER a SCHALLER, 1996). Pro vznik vazby je nutná p�ítomnost m� di a vazbu 

naopak mohou inhibovat ionty Ag+, n� které cykloalkeny, nebo strukturní analoga etylénu. 

Jestli�e etylén není p�ítomen, receptory vytvo�í dimery, transautofosforylují se na 

aminokyselin�  histidinu, z histidinu se fosfát p�enáší na aspartát, a následn�  odchází na 

kinázu CTR1. Kináza je tímto procesem aktivována a blokuje regula� ní protein EIN2. V 

p�ítomnosti etylénu receptorový dimer neaktivuje CTR1, proto�e ztrácí kinázovou aktivitu 

a proto neblokuje EIN2. Nyní EIN2 m� �e aktivovat transkrip� ní faktor EIN3, který vytvo�í 

dimer s transkrip� ním faktorem ERF1. Vzniklý dimer následn�  reguluje geny �ízené 

etylénem. 
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3.3.3  Biosyntéza a regulace biosyntézy etylénu, Yang� v cyklus 

 

Etylén reguluje �adu aspekt�  v �ivotním cyklu rostlin; klí� ení semen, iniciaci r� stu 

ko�en� , vývoj kv� tních orgán� , zrání plod� , stárnutí rostlin a reakce na biotické a abiotické 

stresy. Hraje tudí� d� le�itou roli p�i reakcích mezi rostlinami a �ivotním prost�edím a má 

p�ímý vliv na jejich zdraví p�i adaptaci na zm� nu podmínek a na jejich reprodukci. V 

posledních letech došlo k významným pokrok� m ve výzkumu molekulárních mechanism�  

biosyntézy a p� sobení etylénu, která probíhá ve vyšších i ni�ších rostlinách tém��  stejným 

zp� sobem. Obecn�  je známo, �e etylén je produkován všemi bu� kami b� hem vývoje 

rostlin rozdílnou rychlostí, p�i� em� nejvyšší rychlost jeho vývoje probíhá v 

meristematických pletivech. Biochemie biosyntézy etylénu byla p�edm� tem intenzivního 

studia ve fyziologii rostlinných hormon�  ve druhé polovin�  20. století. Vzhledem k 

jednoduché struktu�e etylénu bylo d�íve více slou� enin v� etn�  kyseliny linolenové, 

propanalu, 
 -alaninu a methioninu navrhováno jako jeho prekurzor. Pozd� ji bylo 

prokázáno, �e etylén je odvozen z atom�  C-3 a C-4 aminokyseliny L-methioninu. Jako 

další prekurzory etylénu v rostlinách byly ur� eny S-adenosyl methionin (SAM) a kyselina 

1-aminocyklopropan-1-karboxylová (ACC). SAM blokuje syntézu protein�  a je hlavním 

zdrojem metylu v rostlinách. � asto je vyu�íván jako substrát pro �adu biochemických 

reakcí v� etn�  biosyntézy polyamin�  a etylénu. Je také zapojen v reakcích metylace 

modifikujících lipidy, proteiny a nukleové kyseliny (WANG et al., 2002). Methionin je 

vytvá�en z organických kyselin produkovaných mitochondriemi (BURG, 1973). Nedávné 

studie prokázaly, �e metabolismus methioninu je u r� zných rostlinných druh�  regulován 

rozdíln� . Methionin je bu� kou metabolizován na protein, jeho derivát S-methylmethionin 

(SSM), nebo SAM. SSM je pou�íván n� kterými rostlinami jako hlavní transportní 

molekula pro redukci síry. SAM je primárním zdrojem metylové skupiny a prekurzorem 

metabolit� : etylénu, polyamin� , vitamínu B1, 3-dimethylsulphoniopropionátu a zdrojem 

atmosférické síry - dimethylsulfidu. Methionin je aminokyselina obsahující sirnou skupinu 

v postranním �et� zci a lysin, threonin a isoleucin tvo�í aspartát. Meziproduktem threoninu a 

methioninu je O-fosfohomoserin (OPH). OPH m� �e být p�ímo konvertován na threonin, 

nebo m� �e být sou� asn�  s cysteinem kondenzován na cystathionin, který je v další reakci 

konvertován na homocystein, který je dále potom v posledním kroku p�eveden enzymem 

methionin syntázou na SAM, který je de facto kone� ným produktem biosyntetické dráhy 
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methioninu (Obrázek 14). Cca 20 % methioninu je bu� kou konvertováno na protein a 80 % 

na SAM (HESSE et al., 2004). 
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Obrázek 14 Schéma biosyntetické dráhy methioninu (HESSE et. al., 2004) 

 

Methionin se p�evádí na etylén p�es t� i klí � ové enzymatické reakce; p�em� na 

methioninu na SAM je katalyzována enzymem S-AdoMet syntetázou, následn�  ACC 

syntáza (ACS) konvertuje SAM na ACC a ACC oxidáza (ACO) v další reakci p�evádí 

ACC na etylén, CO2 a kyanid, co� je podmín� no p�ítomností kyslíku. ACC je p�em� n� na 

na etylén modifikací uhlík�  C2 a C3, uhlík C1 je konvertován na kyanid a karboxylová 

skupina je p�evedena na CO2 (ARGUESO et al., 2007). V anaerobních podmínkách je 

syntéza etylénu úpln�  potla� ena. Tato reakce také vy�aduje p�ítomnost kofaktor�  CO2, Fe2+ 

a askorbátu. Enzym ACC syntáza je lokalizován v cytoplazm� , v rostlinách se vyskytuje ve 

velmi nízkém mno�ství a pro své p� sobení vy�aduje kofaktor pyridoxalfosfát. Jeho syntéza 

je indukována p� sobením mnoha vn� jších faktor�  a také auxinem (YANG a HOFFMAN, 

1984). V n� kterých vodních kapradinách, nebo n� kterých vodních krytosemenných 

rostlinách není p�ítomen prekurzor etylénu ACC a v t� chto p�ípadech volné kyslíkové 

radikály reagují s mastnými kyselinami, nebo methioninem za vzniku etylénu (MATTOO a 

WHITE, 1991). ACS a ACO mohou být aktivovány postupem vývoje rostlin, nebo 

p� sobením r� zných stresových faktor� . � áste� n�  také ACC syntáza ze SAM vytvá�í 

vedlejší produkt ACC 5’-metylthioadenosin (MTA), který m� �e být vyu�it zp� tn�  pro 
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syntézu methioninu p�i jeho nedostatku v bu� ce. Recyklace MTA na methionin udr�uje 

konstantní koncentraci methioninu v bu� kách. Tuto � ást cyklu prokázal pan Yang 

u zrajících plod�  a tato recyklující dráha je proto uvád� na jako Yang� v cyklus (Obrázek 

15) (BRADFORD, 2008). 

 
Obrázek 15 Schéma biosyntetické dráhy etylénu, Yang� v cyklus (LIN et al., 2009) 

 

V zaplavených rostlinách je hypoxií urychlena aktivace gen�  pro ACC syntázu 

a syntéza ACC, která je lokalizována v ko�enech. V záplavových podmínkách však 

mno�ství ATP produkované ko�eny rostlin omezuje produkci ACC (GRICHKO a GLICK, 

2001). P�ímý prekurzor etylénu ACC m� �e být ze zaplavených ko�en�  translokován 

xylémem do nadzemních � ástí rostlin a p�eveden na etylén anebo m� �e být metabolizován 

na konjugát - fyziologicky inaktivní kyselinu malonovou (N-malonyl-ACC), co� ovšem 
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sni�uje výslednou produkci etylénu. Obsah kyseliny malonové výrazn�  stoupá 

v podmínkách, ve kterých vzr� stá tvorba ACC, zejména p�i p� sobení stresor�  a také p�i 

zrání ovocných plod� . 

Toxický plyn kyanovodík se vytvá�í rozkladem ACC a je metabolizován 
 -

cyanoalanin syntázou za vzniku netoxické látky 
 -cyanoalaninu a dále 
 -cyanoalanin 

hydrolázou na asparagin v následující reakci: 
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Obrázek 16 Metabolická dráha inaktivace kyanovodíku 

 

Aktivita enzymu 
 -cyanoalanin syntázy m� �e být inhibována pomocí kyseliny 2-

aminooxyoctové (AOA), nebo kyseliny 3-aminoxypropionové (YIP a YANG, 1998). Bylo 

zjišt� no, �e u Malus sylvestris koncentrace 0,1 mM AOA a také vysoká koncentrace 

10 mM ACC inhibovala aktivitu tohoto enzymu z cca 50 % (YIP a YANG, 1988). 

Kyanidy jsou vedlejším produktem biosyntézy etylénu. Jsou to škodlivé ionty, nebezpe� né 

pro zdraví lidí a zví�at, které vytvá�í velmi stabilní komplexy s kovy (nap�. Fe a Mn) v 

enzymech a inhibují d� le�ité procesy v bu� kách, jako jsou: respirace, fixace uhlíku a 

redukce dusi� nan�  (YIP a YANG, 1998). Aplikace kyanidu ke 3-týdenním rostlinám 

Arabidopsis thaliana velmi rychle b� hem 10 min. aktivovala transkripci genu ACS6 pro 

ACC syntázu a syntézu etylénu, zatímco další � ty� i identifikované geny pro ACS z� staly 

neovlivn� né. Tato odpov��  pouze genu ACS6 na aplikaci kyanidu m� �e objasnit zp� sob 

autokatalytické biosyntézy etylénu, která se objevuje in vivo v n� kterých rostlinných 

pletivech (SMITH a ARTECA, 2000). 

CAMPBELL a LABAVITH (1991) zjistili, �e aplikace pektinových oligomer�  

indukovala rychlé a p�echodné zvýšení syntézy etylénu u zrajících pletiv perikarp�  

získaných ze zelených plod�  raj� at (Lycopersicon esculentum Mill.). Biosyntéza etylénu 

prudce vzrostla b� hem 1 h po aplikaci oligomer� , po 4 h dosáhla svého maxima a následn�  

klesala na úrove�  kontroly. Zvýšená syntéza etylénu byla dosa�ena p�i dávkách od 1-100 

mg, koncentrace 100 mg však syntézu etylénu zvýšila a� o 100-300 % ve srovnání s 

hodnotami p�ed aplikací. Také aplikace ACC na povrch perikarp�  m� la za následek 
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rychlou a p�edvídatelnou konverzi ACC na etylén, která dosahovala maxima obvykle 

b� hem 2 h. Ošet�ení pouze vodou zvýšilo syntézu etylénu v�dy jen o mén�  ne� 25 % ve 

srovnání s aplikací 100 mg oligomer� . Pektinové oligomery i ACC indukovaly barevné 

zm� ny, � ervenání endokarp�  i exokarp� , exokarpy prokázaly v� tší citlivost k aplikaci 

ACC. Oligomery také prokázaly další barevné zm� ny, tmavnutí endokarp�  zelených 

perikarp�  zpravidla v�dy b� hem prvního dne po ošet�ení. Aplikace ACC, nebo kyseliny 

galakturonové tmavnutí pletiv neprokázala. Poran� ní perikarp�  pletiv raj� at m� lo za 

následek rychlou a zvýšenou tvorbu etylénu ve všech barevných stádiích zrání. Pektinové 

oligomery vyvolávají mnoho reakcí na poran� ní, jako je syntéza lignin� , fytoalexin�  a 

hydroprolin� . Rychlá a zvýšená produkce etylénu p�i aplikaci pektinových oligomer�  

nazna� uje, �e mohou p� sobit také jako signály pro syntézu etylénu p�i poran� ní v pletivech 

perikarp� . 

Etylén je dostupný také ze vzduchu a je p�ítomný v p� d� , kde jeho mno�ství závisí 

na aktivit�  mikroorganism� . Bakterie nesyntetizují etylén z ACC, ale z 2-ketoglutarátu 

nebo 2-keto-4-metylthiobutyrátu. Pro tento typ syntézy etylénu je také vy�adována 

p�ítomnost kyslíku a etylén produkovaný bakteriemi se za normálních podmínek v p� dách 

neakumuluje. V zaplavených p� dách má etylén v� tšinou abiotický p� vod (GRICHKO a 

GLICK, 2001). 

Indukce a regulace syntézy etylénu je ovlivn� na celou �adou faktor� ; p�ítomností 

kyslíku a CO2, sv� tlem, teplotou, p� sobení r� zných stresor� , atd. Optimální teplota tvorby 

etylénu se pohybuje mezi 25 – 35 °C (YANG a HOFFMAN, 1984). ACC oxidáza je 

pom� rn�  nestabilní a p�i více ne� 40 °C rychle ztrácí svou aktivitu (GRICHKO a GLICK, 

2001). Tento enzym je degradován p�i b� �ných postupech extrakce, z�ejm�  proto�e je 

vázaný s membránou a proto�e jeho aktivita vy�aduje membránovou integritu. Zatím není 

známo, jestli se ACC konvertuje na etylén pouze ve vakuolách, nebo i jiných 

membránových strukturách, ale jejich integrita je p�erušena p�i homogenizaci pletiv, nebo 

pokud jsou protoplasty lyzovány (KENDE, 1989). P�ítomnost sv� tla a sní�ená koncentrace 

CO2 ve v� tšin�  p�ípad�  inhibuje produkci etylénu v zelených � ástech rostlin (YANG a 

HOFFMAN, 1984, RIKIN et al., 1984). Inhibice ú� ink�  etylénu byla popsána také u 

zvýšených koncentrací CO2, který sout� �í s etylénem o jeho vlastní receptor (de WILD et 

al., 2003). Mechanismus tohoto vlivu ale není znám, CO2 je v n� kterých p�ípadech schopen 

p� sobit jako analogon etylénu. Jsou také známy opa� né ú� inky etylénu a CO2, zatímco 

etylén zp� sobuje blednutí kv� t� , CO2, tento ú� inek ruší, etylén urychluje abscisi nebo zrání 
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plod� , CO2 tyto procesy zpo�� ují a etylénem indukovaná epinastie se neprojevila p�i 

vysokých koncentracích CO2 (BURG a BURG, 1967). Byly identifikovány dva p�írodní 

faktory regulující rychlost biosyntézy etylénu, auxin a � ervené sv� tlo. Vysoká lokální 

hladina auxinu vede k lokální biosyntéze etylénu. V etiolizovaných klí� ních rostlinách byl 

etylén produkovaný primárn�  v apexu, tedy v míst�  tvorby auxinu a pletivech nejbohatších 

na obsah auxinu. Po expozici rostlin � erveným sv� tlem produkce etylénu postupn�  klesala, 

proto�e schopnost auxinu stimulovat tvorbu etylénu byla potla� ena (BURG, 1973). JIAO 

et al. (1987) zase zjistili, �e syntéza etylénu v listech pšenice v podmínkách tmy byla 

sní�ena po expozici bílým sv� tlem. U Arabidopsis byl p�íjem CO2 na sv� tle zvýšen a 

syntéza etylénu takté� sní�ena (VANDENBUSSCHE et al., 2003). 

Mezi stimulátory syntézy etylénu pat�í také cytokininy a brassinosteroidy, jejich� 

stimula� ní vliv je umocn� n p�ítomností iont�  Ca2+ (YANG a HOFFMAN, 1984). Etylén 

a polyaminy vzájemn�  svoji syntézu inhibují (BIDDINGTON, 1992). 

 

3.3.4 Biodegradace etylénu  

 

Etylén je ho�lavý a snadno oxidovatelný plyn. Je degradován abioticky i bioticky. 

Biotická oxidace etylénu je katalyzována monooxygenázou s kofaktorem Cu+ za vzniku 

etylenoxidu a CO2. Z etylenoxidu m� �e vznikat etylenglykol a jeho glukosid (Obrázek 17) 

(BEYER, 1985) a� formaldehyd. Etylén je díky své dvojité vazb�  pom� rn�  reaktivní 

a potenciální oxida� ní � inidla (nap�. roztok KMnO4, apod.) ho mohou v p�ípad�  pot�eby 

eliminovat z ovzduší skladovacích prostor ovoce. Také m� �e být adsorbován nap�. 

aktivním uhlím. Tato fakta je d� le�ité brát v úvahu v prostorách skladování ovoce a jeho 

udr�ování od p�ed� asného dozrávání. 
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Obrázek 17 Schéma biodegrada� ní dráhy etylénu  
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3.3.5 Biologický vliv etylénu na rostliny 

3.3.5.1 Fyziologie p� sobení etylénu 

 

Inhibi� ní ú� inek etylénu na r� st ko�en�  byl potvrzen u� v roce 1901 (NELJUBOV, 

1901). Analýzou plyn�  uvol� ovaných zrajícími jablky byl poskytnut chemický d� kaz toho, 

�e rostliny produkují etylén (GANE, 1934). Další pozorování v polovin�  19. století vedla 

k ur� ení etylénu jako modifikátoru vývoje a r� stu rostlin. Etylén má ve své fyziologické 

koncentraci tak nejednozna� né ú� inky, �e jej nelze pokládat ani za inhibitor, ani za 

stimulátor (ŠEBÁNEK a kol., 1983), ale spíše za r� stový modulátor. Etylén m� �e 

stimulovat i inhibovat r� st ko�en�  a stonk� , indukovat tvorbu ko�enového vlášení, kv� t� , 

nebo zrání plod�  a stejn�  tak m� �e podporovat senescenci a abscisi okv� tních lístk� , nebo 

list�  rostlin. Prokazateln�  také neexistuje jednozna� ná predikce, jak budou pletiva rostlin 

reagovat na exogenní aplikaci etylénu (DUGARDEYN a van der STRAETEN, 2008). 

Reakce ko�en� , ale i jiných � ástí rostlin se liší podle druhu. Rostliny rostoucí v dob�e 

provzdušn� ných p� dách (Sinapis alba L.) vykázaly vysokou produkci etylénu a 

významnou inhibici r� stu ko�en�  po aplikaci exogenního etylénu. Oproti tomu mok�adní 

druhy (Oriza sativa L.) vykázaly ni�ší míru syntézy etylénu a vyšší odolnost v�� i aplikaci 

etylénu. Existují 3 strategie, které omezují inhibi� ní ú� inek aplikovaného etylénu v 

mok�adních rostlinách. Tyto druhy tvo�í aerenchymatická pletiva, která usnad� ují dif� zi 

etylénu a odvádí jej od ko�enového apexu, dále tyto druhy produkují v ko�enovém apexu 

menší mno�ství etylénu ve srovnání se suchozemskými rostlinami a jsou také p�irozeným 

zp� sobem mén�  náchylné k ú� ink� m etylénu a inhibici r� stu ko�en� . 
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Obrázek 18 Inhibi� ní ú� inky etylénu na r� st ko�en�  (DUGARDEYN a van der STRAETEN, 

2008) 

 

Exogenní aplikace etylénu ke ko�en� m Arabidopsis stimuluje expresi gen�  WEI2 a 

WEI7, co� vede ke zvýšené syntéze a� nadprodukci auxinu. Auxin je následn�  influxovým 

p�enaše� em AUX1 p�eveden do tranzitní zóny. V tranzitní zón�  v závislosti na zvýšené 

koncentraci auxinu probíhá zm� na longitudinální expanze bun� k na radiální. Auxin dalším 

transportem do prodlu�ovací zóny reguluje a zvyšuje citlivost bun� k na etylén a výsledkem 

je represe r� stu. Inhibi� ní vliv exogenn�  aplikovaných cytokinin�  spo� ívá ve zvýšení 

syntézy etylénu. Také DELLA proteiny se podílí na inhibici prodlu�ování bun� k. Jejich 

funkce je indukována etylénem a potla� ena gibereliny (Obrázek 18) (DUGARDEYN a van 

der STRAETEN, 2008). 

Bylo zjišt� no, �e v etiolizovaných klí� ních rostlinách hrachu (Pisum sativum L.) 

etylén vyvolává tzv. trojnou odezvu: inhibuje dlou�ivý r� st - rostliny jsou kratší, je 

stimulován radiální r� st - rostliny jsou siln� jší a rostliny mají také narušenou orientaci 

v prostoru. Radiální r� st je spojen se zm� nou orientace tvorby bun�� né p�ehrádky b� hem 

d� lení bu� ky a reorganizací mikrotubul�  a celulózových mikrofibril. Tento jev je 

pozorován nej� ast� ji u dvoud� lo�ných rostlin. Ve stoncích n� kterých vodních rostlin zase 

naopak etylén stimuluje dlou�ivý r� st a rozta�nost bun�� né st� ny. N� které semiakvatické 

rostliny si vyvinuly zajímavou adaptaci na etylén. S p�íchodem vody se etylén v jejich 
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stoncích akumuluje ze dvou d� vod� . Syntéza endogenního etylénu je podpo�ena nízkou 

hladinou kyslíku v pono�ených pletivech a etylén tam z� stane tzv. v pasti, proto�e jeho 

difúze vodou je 10 000-krát pomalejší, ne� je jeho ší�ení vzduchem. Etylén následn�  

stimuluje rychlé prodlou�ení pono�ených rostlin a umo�ní tak dostat se � ásti jejich list�  

nad hladinu vody (KENDE et al., 1998). R� st bun� k je regulován orientací kortikálních 

mikrotubul�  v kombinaci s rozpínavostí bun�� né st� ny a turgorového tlaku uvnit� bun� k. 

Tyto procesy jsou regulovány fytohormony a sv� tlem. Etylén m� �e stimulovat i inhibovat 

r� st bun� k v závislosti na rostlinném druhu a typu bun� k. U rostlin Arabidopsis byla 

zjišt� na inhibice expanze bun� k. Etylén aplikovaný v podmínkách tmy inhibuje 

prodlu�ování hypokotyl�  v etiolizovaných klí� ních rostlinách Arabidopsis (GUZMAN a 

ECKER, 1990). Pokud však byly rostliny p� stované v p�ítomnosti sv� tla, nebo nízké 

koncentraci �ivin, etylén, nebo jeho prekurzor ACC zna� n�  podpo�ily prodlu�ování 

hypokotyl�  (SMALLE et al., 1997). Toto bylo výsledkem zvyšování expanze bun� k spíše 

ne� jejich d� lením, co� je v rozporu s dob�e charakterizovanou inhibicí longitudinální 

expanze bun� k v podmínkách tmy. P� sobení etylénu nebo ACC bylo inhibováno 

st�íbrnými ionty. Prodlou�ení hypokotyl�  nebylo pozorováno u etylén-insenzitivních 

mutant�  (etr1-3,ein2-1, ein3-1, ein4, ain1-10, ein7). Exogenní auxiny také indukovaly 

prodlou�ení hypokotyl�  u rostlin p� stovaných na sv� tle. Výsledky pokus�  prokázaly, �e v 

závislosti na sv� telných podmínkách m� �e etylén indukovat opa� né ú� inky na expanzi 

bun� k v hypokotylech. 

Molekula etylénu má hydrofóbní charakter, vá�e se na membrány a zvyšuje jejich 

permeabilitu pro pr� chod n� kterých látek. Etylén se podílí na zvýšené produkci n� kterých 

enzym� , nap�. � -amyláz v obilkách je� mene, celuláz v opadové zón� , nebo peroxidáz p�i 

stárnutí d� loh, aj. Etylén stimulací tvorby enzym�  št� pících bun�� né st� ny reguluje 

a urychluje senescenci a blednutí kv� t� , zrání plod� , opadávání plod� , kv� t� , list�  a je 

rovn� � regulátorem epi- a hyponastie. V n� kterých kv� tech také opylení indukuje syntézu 

etylénu v blizn�  a � n� lce a etylén po oplodn� ní spouští stárnutí okv� tí, blednutí a opad 

kv� t�  (O’NEILL, 1997). Pyl je bohatý zdroj auxinu a uvol� uje tento hormon pro stimulaci 

syntézy etylénu v blizn� . Obsahuje také vysoký obsah ACC, p�ímého prekurzoru etylénu 

(WHITEHEAD et al., 1983), který je z blizny distribuován do jiných � ástí kv� t�  (REID et 

al., 1984). P� vodní interpretace teorie, �e etylén je vedlejším produktem procesu zrání 

(HANSEN, 1943) byla vyvrácena d� kazy, �e u� aplikace nízké koncentrace 0,1 ppm 

exogenního etylénu m� �e stimulovat procesy zrání (BIALE, et al. 1954). Je známo, �e 
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etylén je fyziologicky aktivní od 0,001 ppm a maximálních ú� ink�  dosahuje v rozsahu 1 – 

10 ppm. ABELES et al. (1992) také prokázal, �e etylén p� sobil na klí� ní rostliny ji� po 10 

min., tedy ve velmi krátké dob�  po aplikaci. 

Zvýšená respirace a tvorba etylénu p�i zrání byla zjišt� na u n� kterých plod� : raj� ata, 

avokádo, jablka, nebo banány a toto ovoce bylo ozna� ené jako klimakterické. U jiných 

plod� , jahod, hrozn� , nebo citrus�  nebyla zjišt� na zvýšená respirace a produkce etylénu 

b� hem zrání a toto ovoce bylo ozna� ené jako neklimakterické (LIN et al., 2009). 

Mnohonásobn�  zvýšená tvorba etylénu p�i dozrávání n� kterých plod�  zvyšuje aktivitu 

enzym�  hydrolyzujících polysacharidy - pektiny, škrob a celulózu. P� sobení etylénu vede 

ke zvýšení obsahu rozpustných pektin�  a ke zm� knutí plod� . Etylén uvol� ovaný do 

prost�edí rovn� � m� �e ovlivnit rostliny ve svém okolí. Nap�. ve skládce � ervivé, p�ed� asn�  

dozrávající jablko uvol� uje zvýšené mno�ství etylénu a proto jablka v jeho okolí rychleji 

dozrávají, uvol� ují také zvýšené mno�ství etylénu, který zp� tn�  urychluje dozrávání nejen 

� ervivého jablka, ale i ostatních plod� . Jedná se o tzv. regulaci zp� tnovazebnou. Aplikace 

exogenních dávek etylénu na široký výb� r druh�  rostlin významn�  stimuluje abscisi. 

ABELES (1973) však zaznamenal, �e aplikovaný etylén u n� kterých rostlin neindukoval 

abscisi list�  a proto je p�edpokládáno, �e hormonální zm� ny, které jsou po�adované pro 

citlivost bun� k v opadové zón�  nebyly v n� kterých p�ípadech indukovány etylénem v 

experimentálních podmínkách. Bylo také prokázáno, �e avokádo, klasické klimakterické 

ovoce nebylo ovlivn� no vysokými koncentracemi etylénu dokonce ani na stromech. 

St�íbrné ionty, známé inhibitory p� sobení etylénu, inhibovaly nejen abscisi stimulovanou 

etylénem, ale také abscisi vyvolanou jinými stresy. Tyté� ú� inky vykázal také 2,5-

norbornadien, další známý inhibitor etylénu. 

APELBAUM a BURG (1972) posuzovali vliv etylénu produkovaného primárn�  

ve vzrostném vrcholu a meristematických pletivech bohatých na auxin a 2,4-D na regulaci 

r� stu a bun�� ného d� lení. Zjistili, �e etylén a 2,4-D inhibují r� st apikálních � ástí 

etiolizovaných klí� ních rostlin hrachu (Pisum sativum cv. Alaska) zastavením bun�� ného 

d� lení zabrán� ním vstoupení do profáze. Tyto r� stové regulátory také zpomalují bun�� né 

d� lení v intaktních ko�enových špi� kách a zastavují mitózu v laterálních pupenech a v této 

� ásti m� �e být inhibice � áste� n�  zvrácena benzyladeninem. V ko�enových špi� kách 

a ve vzrostném vrcholu stonku etylén inhibuje syntézu DNA sní�ením aktivity DNA 

polymerázy. Míra této inhibice koreluje se stupn� m potla� ení bun�� ného d� lení 

v meristematických pletivech bohatých na auxin, a toto nazna� uje, �e inhibice bun�� ného 
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d� lení je výsledkem nedostate� né syntézy DNA. U intaktních rostlin probíhalo normální 

prodlu�ování a zvyšování � erstvé hmotnosti, zatímco 50 
 l/l etylénu a 0,1, nebo 1 mM 2,4-

D, anebo kombinace obou fytohormon�  inhibovala r� st vzrostného vrcholu o 94 % a zdá 

se, �e 2,4-D inhibuje r� st apexu primárn�  indukcí produkce etylénu. Inhibice r� stu 

probíhala více ne� 10 dn� , nicmén�  kdy� byly rostliny po ošet�ení etylénem p�emíst� ny po 

1-2 dnech do v� traných prostor, tak b� hem 8 – 10 h byl obnoven jejich normální r� st. U 

stejných koncentrací r� stových regulátor�  bylo bun�� né d� lení sní�eno o 95 - 98 %. 50 
 l/l 

etylénu po 2 h sní�ilo bun�� né d� lení o 27 %, po 6 h o 50 % a po 10 h zcela inhibovalo 

bun�� né d� lení. Aplikace etylénu sní�ila bun�� né d� lení v apexu ko�en�  po 24 h nebo po 

48 h o 60 %. Je známo, �e auxiny (2,4-D, nebo IAA) inhibují bun�� né d� lení v ko�enech, 

prýtech a laterálních pupenech - v aktivn�  se d� lících primárních meristémech, ale také 

stimulují mitotické d� lení v dosp� lých, ned� lících se bu� kách ko�en�  a prýt� . Auxiny také 

stimulují kambiální aktivitu ve stoncích. Vysoká koncentrace 100 
 M 2,4-D úpln�  

zastavila bun�� né d� lení v apexu ko�en� , oproti tomu výrazn�  stimulovala bun�� né d� lení 

v horní � ásti, prodlu�ující se zóny ko�ene, co� vedlo k iniciaci r� stu postranních ko�en� . 

Jiná studie prokázala, �e etylén, nebo 0,1 mM IAA, anebo jejich kombinace inhibovala 

prodlou�ení ko�en�  o 60 % b� hem 8 – 24 h. DAN et al. (2003) studovali vliv etylénu na 

epidermis hypokotyl�  okurek (Cucumis sativus). Etylén je známý inhibitor bun�� ného 

d� lení. V této studii bylo prokázáno, �e etylén stimuloval syntézu DNA, ale potla� il proces 

cytokineze. Hypokotyly jsou orgány, které po vyklí� ení vy�adují striktn�  omezené bun�� né 

d� lení. B� hem p� sobení etylénu byla syntéza DNA doprovázena inkorporací homologu 

thyminu 5-brom-2-deoxyuridinu a byla zjišt� na u 20 % bun� k epidermis, zatímco syntéza 

DNA na normálním vzduchu byla tém��  nedetekovatelná. Cytofluorometrická analýza 

jader v posti�ených bu� kách vykázala a� osminásobné zvýšení obsahu DNA. B� hem této 

doby však nebyla pozorována tvorba bun�� né p�ehrádky, nicmén�  krátce po odstran� ní 

etylénu formace nové bun�� né p�ehrádky významn�  vzrostla. Výsledky ukazují, �e etylén 

podporuje syntézu DNA a její replikaci, ale inhibuje proces cytokineze, p�i� em� udr�uje 

n� které bu� ky v G2-fázi. 

 

3.3.5.2 Tvorba etylénu ve stresových podmínkách  

 

Jednou z prvních reakcí rostlin na vyvolaný stres je zvýšená tvorba etylénu. Etylén je 

nazýván stresovým hormonem a je to nejznám� jší signální molekula ú� astnící se obranné 
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reakce rostlin. Její fyziologický význam ve stresových podmínkách ale není zcela 

vysv� tlen a nelze vylou� it mo�nost, �e je jen pr� vodním jevem odpov� di rostlin na 

p� sobení stresor� . Tvorba etylénu se zvyšuje p�i napadení patogeny, mechanickém 

poran� ní, p� sobení toxických látek, nebo p�i odpov� di na enviromentální stres jako jsou: 

extrémní teploty, ozón, UV zá�ení, zasolení p� d a nadbytek, nebo nedostatek vláhy. 

Koncentrace etylénu se zvyšuje � asto ji� po 20 – 60 minutách od za� átku navození stresové 

situace a p�etrvává a� 20 hodin, p�i� em� stresory stimulují tvorbu prekurzoru ACC, který 

se akumuluje a m� ní na etylén a rychlost této p�em� ny se zvyšuje v� tšinou a� v pozd� jší 

fázi stresové reakce. P�i napadení rostlin patogeny byly zjišt� ny p�ípady, kdy p�i pokro� ení 

a zhoršení onemocn� ní etylén pomáhá omezit ší�ení nemoci opadem list� . P�i obranné 

reakci na mechanická poran� ní se vytvá�í ACC, ve vod�  rozpustná a transportní forma 

etylénu. Jen n� která pletiva rostlin, vodivá a d� livá, mají schopnost vytvá�et ACC z 

aminokyseliny methioninu p� sobením specifického enzymu a rostlina pro svou pot�ebu 

vytvá�í etylén, který proniká mezibun�� nými prostory z hlubších pletiv ko�ene k 

rhizodermis, a který nakonec ur� uje bu� ku rhizodermis, která vyroste v nový ko�enový 

vlásek. 

Listy pšenice (Triticum aestivum L.cv.Anza) produkují velmi nízké mno�ství 

etylénu. Vodní deficit zp� sobil ztrátu ve výši 9 % po� áte� ní �ivé hmotnosti a produkci 

etylénu zvýšil více ne� 30-krát do 4 h a poté rychle klesal (APELBAUM a YANG, 1981). 

MORGAN a DREW (1997) v review uvádí, �e pokusy s rostlinami sóji p� stovanými v 

nádobách prokázaly, �e pomalý p�echod do podmínek sucha nem� l vliv na produkci 

etylénu a ACC, oproti tomu rychlý p�echod podpo�il oba parametry. Deficit vody u 

d�eviny mandarinky zvýšil v ko�enech obsah ABA, která stimulovala syntézu ACC a 

následnou konverzi ACC na etylén v listech, který zp� sobil jejich opad po op� tovném 

zavla�ení. Souvislosti mezi experimentálními podmínkami a p�írodními suchy jsou ale 

diskutabilní. Sucha jsou � asto doprovázena vysokými teplotami, které podporují tvorbu 

etylénu, co� je ale limitováno teplotou do 35 °C, vyšší teploty ji� produkci etylénu inhibují. 

Zamá� ení p� d (záplavy) je stresor spojený s anaerobními podmínkami. V podmínkách 

nedostatku kyslíku je etylén spoušt�� em mno�ství odpov� dí, které pomáhají rostlinám 

vyhnout se stresu. Mezi tyto reakce pat�í rychlé prodlou�ení pono�ených stonk�  a �apík� , 

podpora náhodné tvorby adventivních ko�en�  na stoncích pod nebo nad vodní hladinou, 

epinastie list�  a hypertrofie lenticel na stoncích a d�evnatých ko�enech. Úlohou etylénu p�i 

prodlu�ování stonk�  je akcelerace prodlu�ování bun� k. V podmínkách hypoxie má etylén 
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d� le�itou funkci p�i signalizaci bun�� né smrti a tvorb�  aerenchymu v ko�enech kuku�ice 

(Zea mays) (MORGAN a DREW, 1997). Tvorba etylénu a ethanu byla hodnocena v 

hypokotylech fazole mungo b� hem kontaktu se � ty�mi druhy solí, které jsou b� �né v 

p�irozeném prost�edí. Se zvyšující se koncentrací aplikované NaCl a KCl byla tvorba 

etylénu sní�ena a tvorba ethanu zvýšena, p�i aplikaci CaCl2 byla produkce etylénu vyšší a 

p�i MgCl2 byla produkce etylénu vysoká, následn�  klesla. P�i p� sobení CaCl2 byla 

produkce ethanu nejni�ší ve srovnání s ostatními a p�i p� sobení MgCl2 byla produkce 

ethanu takté� sní�ena (CHROMINSKY et al., 1986). MALERBA et al. (2010) studovali 

stresovou situaci vyvolanou fusicoccinem v bun�� né suspenzi Acer pseudoplatanus L. 

Fusicoccin (FC) je známý fytotoxin, který vyvolává více stresových reakcí - bun�� nou 

smrt vykazující charakteristické apoptotické projevy: fragmentaci DNA a cytochrom c 

uvoln� ný z mitochondrií, dále stimuluje alternativní respiraci, produkci peroxidu vodíku, 

NO, aj. FC indukuje tvorbu etylénu v bu� kách klenu p�es aktivaci enzymu ACO. Aplikace 

inhibitoru syntézy etylénu Co2+ inhibovala akumulaci mrtvých bun� k v kultu�e a tvorbu 

NO. Tato studie prokázala, �e etylén je zapojen do vzniku bun�� né smrti indukované FC, 

která ale nevykázala výše uvedené znaky AL-PCD a z�ejm�  také zapojuje NO jako 

signální molekulu. 

Rostliny kontinuáln�  produkují etylén a ve v� tšin�  �ízených prost�edí komer� ních 

za�ízení (skleník� , apod.) jsou nestresované i stresované rostliny hlavním zdrojem etylénu. 

Tém��  ve všech p�ípadech je to zm� na rychlosti syntézy etylénu, je� upozor� uje na zm� nu 

podmínek a navození stresové situace. 

 

 

3.3.5.3 Tvorba etylénu v kulturách in vitro 

 

Zdrojem etylénu v podmínkách in vitro m� �e být slo�ení �ivného média, pry�ové 

uzáv� ry kultiva� ních nádob a také samotné explantáty, které produkují etylén (LaRUE 

a GAMBORG, 1971), který se ší�í do atmosféry uzav�ených nádob a který potom následn�  

zp� tn�  ovliv� uje pr� b� h kultivace. Produkce endogenního etylénu v kulturách in vitro 

m� �e být stimulována jinými fytohormony, p�edevším auxinem, nebo m� �e být jeho 

produkce sní�ena, anebo i zcela potla� ena inhibitory, které p�eruší jeho biosyntézu v ur� ité 

fázi bun�� ného cyklu. Také m� �e být regulován jeho ú� inek látkami, které svým vlivem 
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eliminují jeho p� sobení. Ke známým inhibitor� m etylénu pat�í AVG, polyaminy, kyselina 

salicylová, ionty kobaltu (Co2+), niklu (Ni2+) st�íbra (Ag+) a 2,5-norbornadien. 

YU a YANG (1979) uvádí, �e rostlinný hormon auxin indukuje konverzi methioninu 

na etylén v rostlinných pletivech a AVG, nebo Co2+ proces biosyntetické dráhy etylénu 

ú� inn�  blokují. Aplikace IAA, nebo kombinace IAA a AVG na hypokotyly fazole mungo 

(Vigna radiata L. Wilczek) neovlivnila konverzi methioninu na SAM, ale p�em� na 

methioninu na ACC a etylén byla katalyzována pouze s p�ítomností samotné IAA. 

Aplikace IAA indukovala tvorbu etylénu 500-krát více ve srovnání s kontrolou. Nyní také 

bylo mo�né ur� it, ve které fázi sekvence syntézy etylénu auxin uplat� uje sv� j hormonální 

vliv. Studie potvrdila, �e reakce konverze ACC na etylén není závislá na p�ítomnosti IAA. 

IAA však indukuje syntézu enzymu ACC syntázy katalyzujícího p�em� nu SAM na ACC a 

je odpov� dná za akumulaci ACC v rostlinných pletivech. Aplikace samotného AVG o 

koncentraci 10 µm inhibovala ob�  reakce p�em� ny na etylén. P� sobení AVG zcela 

potla� ilo aktivitu ACC syntázy a konverzi SAM na ACC, tedy krok, ve kterém auxin 

uplat� uje sv� j induk� ní efekt. P� sobení kobaltnatých iont�  inhibovalo konverzi ACC na 

etylén. P�i aplikaci 20 µm Co2+ byla zjišt� na 50 % inhibice produkce etylénu a koncentrace 

1 mM zcela potla� ila produkci etylénu. Je známo, �e Co2+ vytvá�í stabilní komplexy se 

sulfhydrylovými slou� eninami. Je tedy pravd� podobné, �e Co2+ inhibuje produkci etylénu 

interakcí se sulfhydrylovou skupinou enzymu ACC oxidázy, zodpov� dného za oxidaci 

ACC na etylén. Tato studie prokázala, �e AVG inhibuje produkci etylénu p�erušením 

reakce p�em� ny SAM na ACC a kobaltnaté ionty blokují poslední fázi syntézy etylénu, 

reakci p�em� ny ACC na etylén. 

LESLIE a ROMANI (1988) studovali inhibici konverze ACC na etylén kyselinou 

salicylovou (SA) u bun�� né suspenzní kultury hrušn�  (Pyrus communis). Inhibice syntézy 

etylénu p� sobením SA byla srovnávána s dalšími 22 fenolickými slou� eninami, z nich� 

pouze kyselina acetylsalicylová (ASA) prokázala podobné ú� inky. P� sobení kyselin p-

aminosalicylové, 3,5-dinitrosalicylové a kyseliny benzoové bylo podstatn�  mén�  efektivní. 

Bu� ky kultury hrušn�  se kultivují v médiu s pH 3,8. P�i kultivaci s hodnotami pH v 

rozsahu od 3,5 do 6,5 schopnost SA inhibovat syntézu etylénu klesala se zvyšujícím se pH. 

Podobná závislost biologické aktivity SA na pH se prokázala i u jiných biologických 

systém� . SA m� �e také tvo�it cheláty s ionty kov� . Aplikace EDTA, nebo EGTA 

neprokázaly schopnost inhibice syntézy etylénu. Kobaltnaté ionty vysoce inhibují ACC 

oxidázu, pravd� podobn�  vytvá�ením komplex�  se sulfhydrylovou skupinou. Pro srovnání 
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inhibice kyselinou salicylovou a Co2+ byla rozhodující doba expozice. P�i krátké expozici 

byla SA efektivn� jším inhibitorem, p�i delší expozici byly shledány kobalnaté ionty 

lepšími inhibitory. Tato zjišt� ní potvrdila rozdílné mechanismy blokování funkce 

terminálního enzymu syntézy etylénu ACC oxidázy. Inhibice etylénu p� sobením volného 

radikálu n-propylgalátu byla doprovázena ztmavnutím bun�� ných kultur a normální barva 

kultury byla obnovena po inhibici funkce volného radikálu. Podobný efekt nebyl 

zaznamenán p�i p� sobení nejvyšší koncentrace 2,5 mM SA. Tato pozorování barevných 

zm� n nazna� ují, �e SA p� sobí odlišným zp� sobem a v bu� kách probíhá pravd� podobn�  

mnohem intenzivn� jší detoxikace kyseliny salicylové. Otázka, jestli endogenní kyselina 

salicylová hraje svou roli v regulaci syntézy etylénu v rostlinách, z� stává p�edm� tem 

zkoumání. 

YU et al. (1980) studovali inhibici biosyntézy etylénu 2,4-dinitrofenolem (DNP) 

a vysokou teplotou. Je známo, �e teplota od 35 – 40 °C p� sobí inhibi� n�  na syntézu 

etylénu v r� zných pletivech rostlin. Tato studie zkoumala, na kterou fázi biosyntézy 

etylénu p� sobí tyto dva faktory inhibi� ním zp� sobem u hypokotyl�  fazole mungo (Vigna 

radiata L. Wilczek). DNP v nízkých koncentracích (mén�  ne� 50 
 M) uplatnila sv� j 

inhibi� ní vliv primárn�  p�i konverzi ACC na etylén, m� la menší vliv na obsah SAM a 

zap�i� inila významné zvýšení obsahu ACC, který ji� p� sobil inhibi� n�  na tvorbu etylénu. 

Vysoká koncentrace DNP (nad 100 
 M) inhibovala konverzi methioninu na ACC a na 

etylén a tento ú� inek mohl být zp� soben inhibicí syntézy SAM. Optimální teplota pro 

maximální produkci etylénu v jablcích a hypokotylech fazole mungo je 30 °C. Zvýšení 

teploty na 35 °C zp� sobilo akumulaci endogenní ACC a produkce etylénu byla výrazn�  

sní�ena, tak�e výsledky této studie nazna� ují, �e fáze konverze ACC na etylén je na vysoké 

teploty velmi citlivá. 

LARUE a GAMBORG (1971) sledovali produkci etylénu u r� zných bun�� ných 

kultur (Rosa sp., Glycine max L., Triticum monococcum L., Melilotus alba Desc., 

Haplopappus gracilis Nutt. a Ruta graveolens). Všechny bun�� né suspenze vyjma Rosa sp. 

vy�adují pro sv� j r� st p�ítomnost syntetických auxin� , proto byla do �ivného média 

p�idána koncentrace 1 mg/l 2,4-D, nebo NAA. Produkce etylénu u kultury Rosa sp. 

a Haplopappus ve stacionární fázi tj. 4. den kultivace prudce stoupla a ihned poté rapidn�  

poklesla. Obsah etylénu v bu� kách r� �e byl v p�ítomnosti NAA o více ne� 50 % vyšší ne� 

v p�ítomnosti 2,4-D. Bu� ky Triticum produkovaly velmi nízké mno�ství etylénu v pr� b� hu 

celého bun�� ného cyklu. P�idání hydrolyzátu kaseinu do bun�� né kultury Rosa, Ruta a 
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Melilotus nem� lo negativní vliv na tvorbu etylénu, oproti tomu dodání methioninu 

(prekurzoru etylénu) k bu� kám Melilotus produkci etylénu zcela inhibovalo. Absence 

sv� tla neovlivnila r� st bun�� ných kultur, ale u bun� k Rosa sp. byla zaznamenána ni�ší 

produkce etylénu. Aplikace exogenního etylénu k bun�� né suspenzi sóji a komonice bez 

p�ítomnosti r� stových regulátor�  v �ivném médiu neovlivnila d� lení bun� k a bylo tak 

potvrzeno, �e etylén nem� �e v �ivném médiu nahradit auxin (2,4-D nebo NAA). Dodání 

nízké koncentrace 4 mM etylénu k Ruta, Rosa sp. a Triticum také nem� lo výrazný 

negativní vliv na d� lení bun� k, vyšší koncentrace 20 mM ale ji� redukovala po� et bun� k o 

20 – 30 %. Výsledky pokus�  také prokázaly, �e exogenní auxiny stimulují produkci 

etylénu bez ovlivn� ní procesu respirace. 

 

 

3.3.5.4  Funkce etylénu p� i PCD 

 

Jestli�e uva�ujeme, �e stárnutí a opad list� , kv� t�  a plod�  je v podstat�  forma 

programované bun�� né smrti, potom je z�ejmé, �e etylén v PCD má svoji úlohu. U mnoha 

druh�  rostlin je etylén jedním z endogenních signál�  zprost�edkující p� irozené stárnutí 

rostlin. Ukázalo se, �e etylén má d� le�itou funkci b� hem patogeneze. Bun�� ná smrt 

indukovaná rostlinnými patogeny vykazuje n� kolik charakteristických znak�  AL-PCD a 

nedávno byla úloha etylénu hodnocena u etylén-insenzitivních mutant� , NR-raj� at. 

Infikování t� chto mutant�  patogenem zna� n�  redukovalo symptomy nemoci indikující 

zapojení etylénu do bun�� né smrti (LUND et al., 1998). P�edpokládá se, �e enzymy 

proteázy stejn�  jako u �ivo� ich�  regulují proces PCD. ANDERSON et al. (1982) prokázal, 

�e hydrolytický enzym houbového patogena cellulysin indukuje syntézu etylénu v listech 

tabáku. Z výsledk�  pokus�  vyplývá, �e proces PCD vy�aduje nízkou koncentraci etylénu, 

který se ale neobjeví, dokud není aktivován enzym proteáza. 

Bylo zjišt� no, �e proces bun�� né smrti b� hem tvorby aerenchymu v kortexu 

adventivních ko�en�  kuku�ice (Zea mays) v podmínkách hypoxie, vykazující znaky AL-

PCD, je závislý na p�ítomnosti etylénu. Výsledky této studie prokázaly, �e signální 

transdukce etylénu vedoucí ke zvýšení intracelulárního obsahu Ca2+ je nezbytná pro proces 

PCD a vývoj aerenchymu v ko�enech kuku�ice v podmínkách hypoxie (HE et al., 1996). 

Bun�� ná smrt b� hem vývoje endospermu kuku�ice je takté� doprovázena zvýšenou 

produkcí etylénu a PCD m� �e být vyvolána také aplikací etylénu, nebo m� �e být naopak 
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blokována inhibitory etylénu (YOUNG et al., 1997). Stárnutí okv� tních lístk�  a semeníku 

hrachu je doprovázeno degradací DNA a zde také inhibitory etylénu mohou tyto procesy 

potla� it. Oproti tomu, ale aplikace exogenního etylénu stimuluje stárnutí, degradaci DNA a 

sni�uje regulaci exprese genu dad-1 v okv� tních lístcích, který m� �e být také blokován 

inhibitory etylénu (ORZÁES a GRANELL, 1997). 

Campthothecin, inhibitor topoizomerázy I a známý induktor PCD u �ivo� ich�  

stimuloval PCD také u bun�� né suspenze raj� at podobným zp� sobem. V bu� kách byla 

zjišt� na kondenzace chromatinu a fragmentace DNA a jader. 2 h po aplikaci se zvýšila 

koncentrace H2O2. Bylo zjišt� no, �e etylén má d� le�itou funkci v PCD indukované 

campthothecinem. Inhibice syntézy etylénu p� sobením AVG zablokovala produkci H2O2 a 

PCD indukovanou campthothecinem. I kdy� sám o sob�  endogenní etylén není spoušt�� em 

tvorby H2O2 a PCD, tak aplikace exogenního etylénu i ACC významn�  stimulovala tvorbu 

H2O2 a PCD a výsledky poukazují na to, �e etylén umoc� uje oxidativní poškození 

indukované campthothecinem a následnou PCD v bu� kách raj� at (de JONG et al., 2002). 

KOEHL et al. (2007) sledovali vliv etylénu na oxidativní poškození 

a programovanou bun�� nou smrt u tabákových bun� k (Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3) 

ošet�ených proteinem quercininem, elicitorem, který byl izolován z p� dního patogenního 

mikroorganismu Phytophthora quercina. Oxidativní poškození a následná smrt bun� k byla 

indukována ji� nízkými koncentracemi 0,05 a� 0,5 nM, p�i nich� byly pozorovány 

charakteristické znaky AL-PCD, poškození bun�� ných membrán a fragmentace DNA. 

Nejni�ší koncentrace 0,05 nM sní�ila produkci etylénu po 20 h o 67 %. Koncentrace 

0,5 nM prokázala výrazné oxidativní poškození b� hem 30 minut, zp� sobila maximální 

produkci H2O2 0.3 µmol/g � erstvé váhy bun� k a úmrtnost 25 % bun� k po 6 hodinách. Tato 

koncentrace po 3 a 6 h také významn�  (a� o ½) sní�ila obsah ACC ve srovnání s kontrolou. 

Vyšší koncentrace 2 nM sní�ila produkci etylénu po 20 h o 86 %, inhibovala produkci 

H2O2 a m� la významný vliv na úmrtnost bun� k, která po 6 h dosáhla 50 % a po 24 h 95 % 

ve srovnání s kontrolou. Nízké koncentrace etylénu jsou nezbytné pro tvorbu H2O2 v 

bu� kách ošet�ených quercininem. Bylo prokázáno, �e aplikace inhibitor�  syntézy etylénu 

AOA a CoCl2 o koncentraci 100 µm bez p�ítomnosti quercininu významn�  sní�ila produkci 

etylénu. Inhibi� ní vliv AOA byl mnohem vyšší ne� CoCl2, u� po 3 h sní�ila produkci 

etylénu o cca 77 %. Kombinace inhibitor�  etylénu a quercininu podstatn�  sní�ila obsah 

H2O2 a inhibovala vznik oxidativního poškození bun� k. Tato zjišt� ní potvrzují, �e pro 
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stimulaci oxidativního poškození bun�� ných membrán, které je indukováno quercininem je 

také nezbytná p�ítomnost etylénu. 

HERBERT et al. (2001) sledovali vliv etylénu na indukci programované bun�� né 

smrti v r� zných fázích bun�� ného cyklu u tabákových bun� k TBY-2. Po p�edchozí 

synchronizaci d� lení bun� k pou�itím aphidicolinu bylo do kultiva� ních ban� k (300 ml) 

obsahujících bun�� nou suspenzi v 95 ml média aplikováno 5 cm3 etylénu (SIB Analytical, 

Sandwich, Kent, UK) ve dvou � asových intervalech 0 h a 3,5 h. Suspenze byly ošet�eny 

etylénem a/nebo kombinací etylénu a inhibitoru etylénu (dusi� nan st�íbrný; AgNO3) o 

koncentraci 1,2 µm, která není toxická tabákovým bu� kám. Bylo prokázáno, �e ob�  

aplikace ovliv� ují délku jednotlivých fází cyklu, ale nemají vliv na celkovou délku 

bun�� ného cyklu. U � asového intervalu 0 h trvala G2-fáze 5 h, S-fáze 3,5 h a M-fáze 2 h. 

Celý bun�� ný cyklus trval 14 h a tyto nam�� ené � asové hodnoty se shodovaly s kontrolní 

suspenzí. Aplikace etylénu po 3,5 h prodlou�ila G2-fázi a opozdila vstup bun� k do mitózy 

o 1,5 h, nem� la ale vliv na celkovou délku 14 h bun�� ného cyklu ve srovnání s kontrolou. 

P�idání dusi� nanu st�íbrného p�edvídateln�  blokovalo ú� inek etylénu a také nezm� nilo 

délku bun�� ného cyklu, pouze prodlou�ilo M-fázi o 1 h. Toxický ú� inek st�íbrných iont�  

byl testován koncentrací 1,2 µm AgNO3 bez p�ítomnosti etylénu a bylo zjišt� no, �e také 

významn�  neovli� uje pr� b� h a délku bun�� ného cyklu. Hodnota indexu úmrtnosti p�i 

aplikaci etylénu v � ase 0 h se po 2 h nelišila od kontroly, ale 2-krát se zvýšila po 4 h 

kultivace a dále znovu rostla po 8 a po 10 h dosáhla 17 %. Vyšší úmrtnost byla 

zaznamenána ve G2/M-fázi bun�� ného cyklu a v M-fázi se ješt�  více zvýšila. Index 

úmrtnosti p�i aplikaci etylénu k synchronizovaným bu� kám po 3,5 h (po dokon� ení S-fáze) 

m� l hodnotu po 4 h 8 %, 2x vyšší ve srovnání s kontrolou a po 10 h dosáhl max. hodnoty 

30 %, následn�  se sní�il a znovu rostl po 14 h a 16 h. Úmrtnost bun� k byla opakovan�  

zvýšena ve G2/M-fázi a také v pozdní G1/S-fázi. Výsledky pokus�  prokázaly specifické 

reakce a citlivost bun� k na p� sobení etylénu v závislosti na tom, ve které � ásti bun�� ného 

cyklu se nacházejí. Hodnota indexu úmrtnosti u kombinace etylénu a AgNO3 byla p�i 

ka�dém odb� ru vzorku ni�ší ve srovnání s úmrtností bun� k p�i aplikaci samotného etylénu 

a dokonce úpln�  potla� ena v G2/M-fázi, v prodlou�ené M-fázi se však op� t zvýšila. 

Úmrtnost bun� k v p�ítomnosti AgNO3 byla nejvyšší po 6 h v G2-fázi a dále potom po 10 h 

v M-fázi. V souvislosti s úmrtností byla hodnocena také morfologie bun� k v pr� b� hu 

bun�� ného cyklu. U � asového intervalu 3,5 h byl u mrtvých bun� k pozorován 

charakteristicky znak PCD – kondenzace chromatinu zejména v G2/M-fázi. U kontroly byl 
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tento znak zaznamenán v malé mí�e a pouze v S-fázi. Další typický znak PCD fragmentace 

DNA byla detekována u obou kultur; u kontroly dosáhla 1-2 % u všech vzork�  

odebíraných ve dvouhodinových intervalech a u etylénu se postupn�  zvyšovala a po 10 h 

dosáhla 14 %. Tato studie potvrdila hypotézu, �e aplikace a p� sobení etylénu zvyšuje 

úmrtnost v pr� b� hu bun�� ného cyklu TBY-2 bun�� né linie, zejména krátce p�ed mitózou, 

oproti tomu nemá vliv na celkovou dobu trvání cyklu. 

Hybridní rostliny Nicotiana suaveolens Lehm. x N. tabacum L. cv. Hicks-2 vykázaly 

letalitu ve vztahu k vysokým teplotám (YAMADA a MARUBASHI, 2003). Tato letalita 

byla indukovaná PCD, která byla doprovázena charakteristickými apoptotickými znaky 

v hybridních sazenicích p�i teplot�  28 °C, ale ne u hybridních rostlin vyklí� ených p�i 28 °C 

a ihned p�enesených do podmínek vysoké teploty 36 °C. Tyto rostliny vyvinuly pravé listy 

p�i teplot�  36 °C a rostly a� do stádia dosp� losti. Kdy� byly hybridní rostliny kultivované 

p�i 36 °C vystavené p� sobení teploty 28 °C, tak nevyvinuly pravé listy a vykázaly letální 

symptomy jako: epinastie list� , chloróza v d� lohách, nebo hn� dnutí hypokotyl� . P�i 28 °C 

fragmentace DNA za� ala v d� lohách a jaderná fragmentace se následn�  rozší�ila na celé 

sazenice, hypokotyly rostlin zhn� dly a následn�  v� tšina uhynula. Byla u nich také 

detekována vysoká produkce etylénu ve srovnání s rodi� ovskými rostlinami. U hybridních 

rostlin rostoucích p�i teplot�  36 °C byla zaznamenána stejná koncentrace etylénu jako 

u rodi� ovských rostlin. Aplikace inhibitor�  syntézy etylénu kyseliny 2-aminooxyoctové 

a aminoethoxyvinylglycinu potla� ila apoptotické zm� ny a také prodlou�ila dobu p�e�ití 

nep�íznivých podmínek hybridních rostlin. Tudí� zvýšená produkce etylénu koreluje 

s letálními p�íznaky a apoptotickými zm� nami v hybridních rostlinách. Studie prokázala, 

�e nadprodukce etylénu p� sobí jako zásadní faktor zprost�edkovávající PCD a dále tato 

studie poskytla první d� kaz, �e se etylén podílí na hybridní letalit� . 

 

3.3.6  Metabolické interakce etylénu s jinými r� stovými regulátory    

          a fytohormony 

 

V procesech vývoje rostlin hrají fytohormony a jejich interakce významnou roli. 

R� stové procesy nejsou regulovány pouze jedním fytohormonem a na druhé stran�  jediný 

fytohormon neovliv� uje jeden r� stový proces. Výsledný ú� inek fytohormon�  lze 

pova�ovat za interakci dvou nebo t�í slo�ek. Etylén je fytohormon plynného charakteru, a 

proto je velmi rychlým signálem. Výsledek jeho p� sobení je ovlivn� n interakcemi 
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s dalšími fytohormony. U rostlin byl zjišt� n synergický ú� inek p�edevším auxin�  na tvorbu 

etylénu. Bylo potvrzeno, �e endogenní auxiny i aplikace exogenních auxin�  indukují v 

pletivech syntézu ACC syntázy a tvorbu etylénu, ten ale ve vyšší koncentraci jejich tvorbu 

zp� tn�  inhibuje a p�i nadprodukci etylénu musí rostliny detoxikovat uvoln� ný kyanovodík. 

Po aplikaci etylénu byla v �ad�  p�ípad�  potvrzena sní�ená hladina IAA v rostlinách 

(MACHÁ� KOVÁ a ULLMAN, 1987). Proto také bývá etylén � asto chápán jako 

antagonisticky p� sobící látka na všechny typy fytohormon� . Naopak aplikace IAA na 

r� zné � ásti rostlin Arabidopsis zase prokázala zvýšenou produkci etylénu, nejvíce pak ve 

stopkách kv� t�  a ko�enových špi� kách. Zkušební koncentrace IAA, 2,4-D, nebo NAA v 

rozsahu 1 – 100 
 M ve stopkách kv� t�  zvyšovaly produkci etylénu, p�i 500 
 M nastala 

stagnace a p�i 1000 
 M výrazný pokles, p�i� em� 2,4-D a IAA vyvolaly v� tší odpov��  ne� 

IAA. Sv� tlo a vysoká teplota byly p�í� inou sní�ení koncentrace etylénu, který p�edtím 

indukovala IAA. Aplikace samotných brassinosteroid�  na kv� tenství neovlivnila produkci 

etylénu, v kombinaci s IAA ale významn�  zvýšila tvorbu etylénu a koncentrace etylénu v 

této kombinaci byla dokonce ješt�  vyšší, ne� p�i aplikaci samotné IAA. Bylo také 

prokázáno, �e stá�í list�  má vliv na produkci etylénu, nejmladší listy vykazují nejvyšší 

stimulaci syntézy etylénu (ARTECA a ARTECA, 2008). YAKIMOVA a WOLTERING 

(1997) studovali vliv etylénu, IAA, NAA a 2,4-D na tvorbu etylénu r� zných � ástí kv� t�  

odd� lených u 160 �ezaných karafiát�  (Dianthus caryophyllus L.). Zkoumané � ásti kv� t� ; 

okv� tní lístky, vají� ka, � n� lky a listy �ezaných rostlin byly inkubovány v roztocích 

r� stových regulátor� . Reakce � ástí kv� t�  se lišily v závislosti na pou�itém regulátoru. � ez 

a následné vadnutí rostlin stimulovalo tvorbu etylénu nejvíce ve vají� kách a � n� lkách. 

Aplikace etylénu o koncentraci 10 
 l/l m� la za následek výrazn�  zvýšenou emisi etylénu 

pouze v okv� tních lístcích po 10 h, ostatní � ásti nereagovaly. Oproti tomu auxiny vyvolaly 

pozoruhodné mno�ství etylénu, který byl uvol� ován listy �ezaných rostlin. Listy byly také 

jediné izolované � ásti v nich� aplikace auxin�  vyústila ve zvýšenou produkci etylénu 

v pr� b� hu 46 h. P�i aplikaci 5.10-4 M, 5.10-5 M a 5.10-6 M IAA prob� hla indukce tvorby 

etylénu po 4 h, po 22 h bylo zaznamenáno 2,5 a� 4-krát menší mno�ství etylénu a výrazný 

pokles nastal po 45 h. Podobnou dynamiku vývoje m� la také koncentrace 5.10-4 M 2,4-D, 

oproti tomu 5.10-4 M NAA stimulovala produkci etylénu také po 4 h, stejnou hladinu si ale 

udr�ela i po 22 h, pokles nastal podobn�  jako u ostatních regulátor�  po 46 h. V p�edchozím 

experimentu ale nastala indukce tvorby etylénu po 6 h p�i aplikaci IAA, po 7 h v 

p�ítomnosti 2,4-D a z� stala vysoká do 12 h a NAA indukovala tvorbu etylénu po 13 h. 
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Okv� tní lístky nereagovaly na koncentraci 5.10-4 M IAA, 2,4-D, nebo NAA, ale 

koncentrace 5.10-5 M a 5.10-6 M IAA zvýšily mno�ství etylénu po 46 h. 

Známy jsou také p�ípady ú� ink�  aplikace syntetických auxinových herbicid� , nebo 

vysokých koncentrací nativního auxinu IAA na zvýšení obsahu a akumulaci ABA v 

rostlinách Galium aparine L. v souvislosti se zvýšenou tvorbou etylénu. Z posledních 

pokus�  vyplynulo, �e auxin je primárním spoušt�� em exprese genu pro enzym 9-cis-

epoxykarotenoid dioxygenázu (NCED), který konvertuje xantofyly na xantoxal a etylén 

sou� asn�  zvyšuje biosyntézu ABA, pravd� podobn�  post-transkrip� ní regulací aktivity 

NCED. Po aplikaci 0,5 mM IAA ke ko�en� m G. aparine se b� hem 24 h projevily epinastie 

stonk�  a inhibice r� stu ko�en�  a stonk� . Po 24 h se hladina xantoxalu a ABA zvýšila 2- a 

24-krát. Aplikace inhibitor�  etylénu (AVG, Co2+) sní�ila obsah ABA v rostlinách o cca 

70 % (KRAFT et al., 2007, HANSEN a GROSSMANN, 2000). AVG inhibuje produkci 

ACC i etylénu, zatímco Co2+ sice sni�uje produkci etylénu, ale sou� asn�  akumuluje 

endogenní ACC. Toto nazna� uje, �e spoušt�� em akumulace ABA a inhibitorem r� stu není 

ACC, ale etylén (HANSEN a GROSSMANN, 2000). 

Otázkou z� stává, jestli je etylén spoušt�� em tvorby ABA jen v reakci na vysokou 

koncentraci IAA, nebo auxinových herbicid� , nebo jestli to m� �e být princip také v 

normální regulaci r� stu rostlin. Nicmén�  nadprodukce ABA a následné zvýšení 

koncentrace peroxidu vodíku vede k inhibici r� stu, senescenci a rozkladu pletiv (Obrázek 

19) (GROSSMAN, 2003). 
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Obrázek 19 Model interakce auxinoidního herbicidu, etylénu a abscisové kyseliny 

(GROSSMAN, 2003) 

 

Jiný r� stový regulátor auxinoidní povahy - herbicid quinclorac svoje ú� inky 

uplat� uje indukcí aktivity ACC syntázy a zvýšením mno�ství ACC a podporuje akumulaci 

vedlejšího produktu syntézy etylénu, toxického kyanovodíku v pletivech rostlin. Podobn�  

jako vysoké koncentrace auxin� , tak i vysoké koncentrace cytokinin�  inhibují r� st výhon�  

a ko�en�  a zvyšují tvorbu etylénu (ABELES et al., 1992). Aplikace kinetinu o koncentraci 

10-8 - 10-4 M stimuluje tvorbu etylénu u 3 a� 4-denních etiolizovaných klí� ních rostlin 

hrachu (Pisum sativum L. var. Alaska). Koncentrace 10-3 M a pH 2,5 nestimulovala 

produkci etylénu a koncentrace 10-4 M produkovala maximální mno�ství etylénu. 

Kombinace 10-4 M kinetinu a 10-3 M methioninu zvýšila produkci etylénu ve 2-denních 

rostlinách o 250 % ve srovnání s kontrolou. Samotný methionin produkci neovlivnil. Je 

tedy velmi pravd� podobné, �e konverzi methioninu na etylén indukuje kinetin. Odpov��  

na kinetin a IAA závisí na stá�í rostlin. B� hem prvních dvou dn�  byl vliv r� stových 

regulátor�  nepatrný, 3. a� 5. den produkce etylénu stoupla, p�i� em� nejv� tší vliv m� l 

kinetin, následn�  ale produkce etylénu prudce poklesla. Samotný kinetin neovlivnil syntézu 

etylénu u 6-denních odd� lených a inkubovaných � ástí stonk� , ale v kombinaci s IAA 
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zna� n�  zvýšil produkci etylénu. Giberelin sám nebo v kombinaci s IAA, anebo s kinetinem 

u 1 a� 6-denních rostlin významn�  neovlivnil syntézu etylénu (FUCHS a LIEBERMAN, 

1968).  

Cytokininy inhibují prodlou�ení hypokotyl�  v temných podmínkách a nemají vliv 

na prodlu�ování hypokotyl�  na sv� tle. Cytokininy také mohou stimulovat syntézu etylénu. 

Etylén a auxin na sv� tle naopak indukují prodlou�ení hypokotyl� . Jedna z posledních 

studií zjiš	 uje, �e aplikace cytokinin�  podporuje prodlou�ení hypokotyl�  na sv� tle, kdy� je 

p� sobení etylénu, nebo transport auxin�  blokováno. Toto prodlou�ení se vyzna� uje 

prodlou�ením bun� k v bázi a ve st�ední � ásti hypokotyl�  a m� �e být výsledkem zvýšené 

citlivosti k cytokinin� m. Byl pozorován 50% nár� st hypokotyl�  u Arabidopsis thaliana p�i 

odpov� di na aplikaci BA v p�ítomnosti inhibitoru syntézy etylénu Ag+. Data této studie 

podporují hypotézu, �e cytokininy v interakci s etylénem na sv� tle za normálních 

podmínek nemají vliv na prodlu�ování hypokotyl�  (SMETS et al., 2005). 

V podmínkách nadm� rného sucha akumulace kyseliny abscisové v ko�enech 

kuku�ice zabránila produkci etylénu, který by za normálních podmínek byl p�ítomen 

a inhiboval r� st ko�en� . Vysoká koncentrace etylénu v Rumex palustris nebo v rý�i 

ve vodním prost�edí vede k prudkému r� stu a prodlou�ení rostlin, co� m� �e být funk� n�  

spojeno s rapidním sní�ením koncentrace endogenní ABA. Oproti tomu Rumex acetosa, 

který je druhem rostoucím ve vzácn�  zaplavovaných lokalitách p�i vysoké koncentraci 

etylénu nevykazuje sní�ení endogenní ABA, ani prodlou�ení �apík� . Pokles koncentrace 

ABA ovlivn� nou zvýšenou koncentrací etylénu v pono�ených rostlinách R. palustris a rý�e 

zvyšuje hladinu bioaktivní kyseliny giberelové (GA) a z tohoto zase vyplývá, �e zvýšené 

mno�ství GA podporuje etylénem indukované prodlou�ení výhon�  a tudí� etylén v tomto 

p�ípad�  uplat� uje sv� j r� stov�  stimula� ní ú� inek. CALVO et al. (2004) uvádí, �e etylén a 

GA regulují p�erušení dormance a p�echod do fáze klí� ení u semen buku lesního (Fagus 

sylvatica L.). A� koliv mohou etylén a GA synergicky vyvolat uvoln� ní semen nebo 

pupen�  z dormance, v n� kterých p�ípadech mají opa� né ú� inky. Zatímco etylén stimuluje 

zrání plod� , gibereliny mají v tomto procesu opa� né znaménko (SCOTT a LEOPOLD, 

1967). Další studie zase prokázala, �e hypokotyly Arabidopsis se na sv� tle a p� sobením 

etylénu prodlu�ují, p�i� em� ú� inek etylénu zvyšuje modré sv� tlo. Bylo také zjišt� no, �e 

vliv etylénu v tomto p�ípad�  není zprost�edkován gibereliny (VANDENBUSSCHE, et al., 

2007). 
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Také utvá�ení vzrostného vrcholu u etiolizovaných klí� ních rostlin Arabidopsis 

vykazuje p�ítomnost etylénu, auxinu, GA a DELLA protein� . Etylén a auxin mohou 

interaktivn�  stimulovat prodlou�ení hypokotyl�  na sv� tle, prodlou�ení �apík�  

v záplavových podmínkách u R. palustris, nebo ovliv� ovat fototropismus hypokotyl� . 

Také bylo zjišt� no, �e etylén zvyšuje hladinu auxinu v apikální � ásti rostlin inhibicí jeho 

bazipetálního transportu (MACHÁ� KOVÁ a ULLMAN, 1987). Jedna z posledních studií 

také uvádí, �e etylén m� �e ovliv � ovat biosyntézu auxinu v ko�enech rostlin (viz. kap. 

2.3.5.1 - Obr. 16) (PIERIK et al., 2006, DUGARDEYN a van der STRAETEN, 2008). 

BURG a BURG (1966) popsali interakce auxinu a etylénu ve stonkových 

segmentech klí� ních rostlin hrachu (Pisum sativum var. Alaska). Zjistili, �e stonek hrachu 

se nejvíce prodlou�il a sou� asn�  se � erstvá hmotnost a� 10-krát zvýšila p�i aplikaci 

nativního auxinu IAA o koncentraci 10-6
 M. 10-6

 M je nejvyšší koncentrací, která 

neindukuje syntézu etylénu v pletivech. Aplikovaná kombinace této koncentrace IAA a 

10 ppm etylénu prokázala výraznou 50 % inhibici prodlou�ení stonku. Koncentrace 10-5; 

10-4 a 10-3 M IAA ji� stimulovaly produkci etylénu, ale zárove�  také nep�ímo vedly k 

inhibici elongace stonku. TISSERAT a MURASHIGE (1977) studovali vliv ethefonu, 

etylénu a 2,4-D na proces embryogeneze u kalusu mrkve Daucus carota L. odr� dy „Queen 

Ane's Lace“. Uvád� jí, �e pr� b� h embryogeneze je inhibován p� sobením etylénu, který je 

uvoln� n ze syntetického regulátoru ethefonu p�idaného do �ivného média. Nejni�ší 

koncentrace ethefonu 3 mg/l rapidn�  sní�ila po� et embryí, nejvyšší koncentrace 30 mg/l 

úpln�  potla� ila proces embryogeneze a významn�  zvýšila produkci etylénu. Autoklávování 

ethefonu však m� lo zna� ný vliv na sní�ení obsahu etylénu. Aplikace a p� sobení 

koncentrace 0,1 mg/l 2,4-D bez p�ítomnosti ethefonu také zcela zastavily proces 

embryogeneze a po 4 týdnech byla zaznamenána jen velmi nízká a bezvýznamná produkce 

etylénu, co� bylo vyhodnoceno tak, �e p�ítomnost 2,4-D v tak nízké koncentraci v médiu 

prakticky nemá vliv na jeho vývoj v bu� kách kalusu mrkve. 

 

3.3.7 Vyu�ití etylénu v rostlinné výrob�  a biotechnologiích 

 

Regulace po� átku a rychlosti zrání plod�  a regulace kvetení rostlin pat�í mezi hlavní 

cíle v oblasti biotechnologií rostlin a zem� d� lských plodin. Schopnost manipulovat s 

� asem zrání ovoce by vedlo k omezení velkých zem� d� lských ztrát a schopnost zpo�d� ní 

stárnutí kv� t�  by prodlou�ilo �ivotnost �ezaných kv� tin ve vázách. Dv�  strategie 
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genetického in�enýrství byly zavedeny k dosa�ení t� chto cíl� ; inhibice syntézy etylénu a 

sní�ení citlivosti rostlin na etylén. HAMILTON et al. (1990) byl první, kdo sní�il produkci 

etylénu v raj� atech expresí antisense konstruktu cDNA kódující ACC oxidázu. Zrání plod�  

bylo opo�d� né a jejich trvanlivost byla prodlou�ena. Podobným zp� sobem OELLER et al. 

(1991) transformoval rostliny raj� at pomocí antisense konstruktu cDNA pro ACC syntázu. 

Produkce etylénu byla inhibována z 99,5 % a zrání plod�  bylo zpo�d� no. Následná 

aplikace etylénu obnovila zrání plod� . Syntéza etylénu m� �e být inhibována také 

odstran� ním jeho prekurzoru ACC. Toho bylo dosa�eno v raj� atech expresí bakteriálního 

genu pro ACC deaminázu, který p� dní bakterie podporující r� st rostlin pou�ívají pro 

rozklad ACC a inhibici tvorby etylénu (KLEE et al., 1991, MAYAK et al., 2004). Mutace 

genu etr1 v rostlinách Arabidopsis zp� sobuje necitlivost rostlin na etylén. Exprese toho 

genu etr1 v raj� atech a petuniích výrazn�  zpo�� uje proces zrání, blednutí a opad kv� t�  

(WILKINSON et al., 1997). V sou� asné dob�  jsou také provád� ny studie regulace enzym�  

lipoxygenáz, které jsou zapojeny do tvorby etylénu b� hem proces�  zrání. 

Mezi syntetické etylenotvorné látky pat�í kyselina 2-chloretylfosforitá, která je 

známá pod názvy CEPA, Flordimex, Camposan, nebo Ethrel (ethephon), a která dovede 

uvol� ovat etylén do pletiv, brzdí vegetativní r� st, transport auxin�  a stimuluje tvorbu kv� t�  

a plod� . V pletivech rostlin je degradována na chloridy, fosfore� nany a etylén. Aplikací 

vhodné koncentrace na ur� ené rostliny na podzim lze oddálit kvetení na ja�e a sní�it škody 

zp� sobené jarními mrazíky. � asto se také vyu�ívá pro zem� d� lské ú� ely, v obilná�ství ke 

sterilit�  sam� ích kv� t�  u pšenice a jako retardant, a dále k synchronizaci zrání raj� at, nebo 

k synchronizaci kvetení na ananasových plantá�ích. U okurek (Cucumis sativus) se 

exogenní aplikace etylénu vyu�ívá pro regulaci pohlaví rostlin a produkci pouze sami� ích 

kv� t�  (LIN et al., 2009). Metylcyklopropan (MCP) pat�í do skupiny inhibitor�  syntézy 

etylénu a je široce vyu�íván v procesech inhibice zrání u mnoha druh�  ovoce. 

V oblasti zem� d� lství se také v nízkých koncentracích vyu�ívají chemické látky 

(nap�. cykloheximid), které narušují pletiva plodin (bavlna, aj.), zp� sobují poran� ní 

a v d� sledku toho stimulují produkci etylénu a opad list�  (YANG a PRATT, 1978). 

Existuje úzký vztah mezi základním a aplikovaným výzkumem etylénu. Pokra� ování 

výzkumu mechanismu ú� inku etylénu na bun�� né úrovni a jeho interakce s ostatními 

rostlinnými hormony m� �e poskytnout nové pohledy na molekulární podstatu vývoje 

rostlin. Vliv ú� ink�  fytohormon�  na základní fyziologické a biochemické aspekty v 
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bu� kách, jako je homeostáze iont�  a kov� , regulace metabolických proces�  a diferenciace 

organel by m� lo být p�edm� tem výzkum�  v budoucnu.  
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4   MATERIÁL A METODIKA ZPRACOVÁNÍ 

             4.1   Rostlinný materiál  a  experimentální  varianty 

 

         K  realizaci experiment�   byla  pou�ita  bun�� ná  suspenzní  kultura tabáku 

(Nicotiana tabacum L.)  linie  BY-2.   

        Pro udr�ení �ivotaschopnosti suspenze je nezbytné pravidelné pasá�ování do 

� erstvého �ivného média. Subkultivace (v  pom� ru 1 : 9 = suspenze : nové tekuté médium) 

byla  provád� na  v�dy  po  7 dnech  do 100 ml  Erlenmeyerových  ban� k  a  tekutého, 

modifikovaného LS média (LINSMAYER a SKOOG 1964)  obohaceného  o  30 g/l    

sacharózy  a  1 mM   2,4-D,  pH 5,7. Kultivace probíhala  za  neustálého  promíchávání     

na t�epa� ce  INFORS AG CH-4103  p�i  96 rpm,  rozptýleném  sv� tle  a  laboratorní  

teplot� . Pro  vlastní experimenty  byla  pou�ita  7 dn�   stará  kultura bun� k BY-2. 

Zakládání  pokus�    (i subkultivace)  probíhalo  ve  sterilních podmínkách flowboxu            

a  byly pou�ívány  standardní, jednorázové  serologické  pipety. Pro  udr�ení sterility byla  

hrdla  Erlenmeyerových  ban� k  opalována  v  plameni  plynového kahanu  a  ihned 

uzavírána  sterilním  alobalem  a   ten  byl zapáskován  potravinovou  fólií  (obr. 20). 

 

                                        

        Obr. � . 20   Erlenmeyerovy  ba� ky  s  kulturou tabáku  na  t� epa� ce 

 

 Pro  sledování vlivu 2,4-D na r� st suspenze BY-2  a  dynamiku  obsahu  2,4-D, 

ACC  a  etylénu  v  pr� b� hu  kultivace  v  tekutém médiu  bylo pracováno se � ty�mi 

experimentálními variantami : 

varianta – médium    0,1mM 2,4-D 

varianta – médium     1mM 2,4-D (kontrola - b� �ný typ kultivace) 

varianta – médium   10mM 2,4-D 
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varianta – médium   100mM 2,4-D 

4.2 Stanovení  r� stových  parametr�   bun�� né  suspenze 

 

            Pro posouzení vlivu r� zných  koncentrací  2,4-D a  její  toxicity  na bu� ky    

BY-2 suspenze  byly  ka�dý  den (6 dn�  kultivace) hodnoceny  r� stové  parametry:  

viabilita (�ivotnost),  po� et  bun� k   a  hmotnost  sušiny. 

 Kvantitativní stanovení  koncentrace 2,4-D  v  bu� kách  a  médiu  a  ACC                

a  etylénu   v   bu� kách  bylo  provedeno  z  odebraných  a  lyofilizovaných  vzork�   ka�dý  

den  kultivace.  

            Pro analytická m�� ení  je  nezbytný  šetrný zp� sob odb� ru vzork� ,  p�i  n� m�  

nejsou  bu� ky  suspenze  stresovány  a  poškozeny. Dále nesmí docházet  k  povrchové 

kontaminaci bun� k.  Pro tyto ú� ely byl  pou�it  vakuový separátor,  který  dokonale  

odstra� uje  médium  ze  suspenze  za  zachování  �ivotaschopnosti  bun� k  se  sou� asnou  

retencí  2,4-D   v  bu� kách  b� hem  procedury (viz. dále kap. 2.4.1). 

 

4.2.1  Stanovení viability (�ivotaschopnosti) bun� k 
 

 �ivotnost bun�� né suspenze BY-2  byla testována pomocí specifických 

fluorescen� ních  barviv.  Do mikrozkumavek eppendorf bylo pipetováno 37 ml BY-2 

suspenze  a  pro odlišení �ivých a mrtvých  bun� k  bylo  p�idáno  3 ml  fluorescein-

diacetátu (FDA)  a 10 ml propidium-jodidu (PI). Z  FDA aktivitou �ivých bun� k                  

a  hydrolytickou  reakcí  rostlinných  esteráz  vzniká  fluorescein (intenzivní zelená 

fluorescence). PI  do �ivých bun� k nevstupuje, na základ�  narušené propustnosti 

bun�� ných  membrán  proniká  do  mrtvých  bun� k  (� ervená  fluorescence bun�� ných 

jader mrtvých bun� k). K  orienta� nímu  a  rychlému  ov�� ení �ivotnosti  suspenze                

v  pr� b� hu  kultivace bylo pou�ito barvení  trifenyltetrazoliumchloridem  (TTC), substrát  

je  redukován  oxidoreduktázou   a  �ivé  bu� ky  se  zbarvují   r� znou  intenzitou  r� �ové  

barvy  redukovaným  formazanem. 

             Vyhodnocení zastoupení �ivých  a mrtvých bun� k bylo provedeno 

fotodokumentací  pomocí  snímání  kamerou  fluorescen� ního  mikroskopu  OLYMPUS  

AX 70  a  fotoaparátu  OLYMPUS SP-350. Viabilita  bun� k  byla  stanovena  procentuáln�  

jako pom� r po� tu �ivých bun� k  k  celkovému po� tu bun� k  x 100  a  výsledky  byly  

zaznamenány  do  grafu. 
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4.2.2  Hodnocení pr� b� hu bun�� ného d� lení  a  r� stu  suspenze BY-2                     

          v  tekutém médiu 
 

 Hustota  (po� et)  bun� k  byla  stanovena  na  1 ml suspenze  a  pro  posouzení r� stu 

suspenze a zjišt� ní po� tu bun� k  v  tekutém médiu  byla  pou�ita  po� ítací  kom� rka 

(Fuchs-Rosenthal� v hematocytometr) a sv� telný mikroskop OLYMPUS CX31.  Zjišt� né 

hodnoty  byly  dosazeny  do  vzorce: 

 

                                      zopP **= 1                                                                 

P...po� et bun� k v 1 ml 

p...pr� m� rný po� et bun� k v 1 polí� ku 

o...objem jednoho polí� ka, Fuchs-Rosenthalova kom� rka= 1/80 mm3  

z...�ed� ní   

    

Výsledky byly zpracovány statisticky pomocí t- studentova testu  a  zaznamenány do 

graf� . 

 

 

4.2.3  Stanovení  hmotnosti  sušiny  bun�� né  masy  
 

 Vzorky suspenze byly pravideln�  odebírány 1. – 6. den  kultivace, zvá�eny  (� erstvá 

hmotnost), lyofilizovány a následn�  znovu zvá�eny (sušina). Výsledky byly statisticky 

zpracovány pomocí t-studentova testu a zaznamenány  do grafu. 

 

 

4.3 Fotografická dokumentace 

 
 

4.3.1  Vyhodnocení morfologie  bun� k  BY-2  v  tekutém   médiu 
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 K  mikroskopickému pozorování bun� k BY-2 byl pou�it sv� telný mikroskop 

OLYMPUS PROVIS.  Vyhodnocení morfologických  a  strukturálních zm� n  bun� k 

jednotlivých variant bylo provád� no ka�dý  den  kultivace  a zaznamenáno formou  

fotodokumentace,  která  byla  získána  fotoaparátem  OLYMPUS  SP-350.  

 

4.4 Stanovení r� stových regulátor�  (2,4-D  a  p� evedení ACC na   

         etylén) 
 

 Pro stanovení obsahu r� stových regulátor�   u  všech  experimentálních  variant  

byly pou�ity následující  metodické postupy: extrakce, homogenizace  a  purifikace  

vzork�   bun�� né  suspenze, kvantifikace   2,4-D  v  bu� kách  a  médiu pomocí  ELISA  

testu  a  p�evedení  ACC  na etylén bylo stanoveno metodou  plynové chromatografie 

(GC).  Pou�itím podtlaku bylo nejd�íve provedeno kvantitativní odd� lení bun� k suspenzí 

od  �ivného média.. Vzorky médií  byly  analyzovány  p�ímo  pomocí  metody ELISA   po  

z�ed� ní  základního  vzorku.  

 

 

4.4.1 Extrakce, homogenizace  a  purifikace  vzork�   bun�� né  suspenze 
 

             Vzorky jednotlivých variant  (1 ml suspenze) byly odebírány za podtlaku – 

25 kPa pomocí vakuového separátoru Dorcus (Tessek, s.r.o. � eská republika) 

umo�� ujícího separaci  na  médium  a  bun�� nou masu. Na víku p�ístroje byly do adaptér�  

zasunuty injek� ní st�íka� ky (typ zakon� ení Luer) se dv� ma kole� ky filtra� ního papíru 

Whatman.       1 ml bun�� né suspenze byl pipetován do st�íka� ek. P�ed zapnutím vodní 

výv� vy byly adaptéry  nastaveny  do  polohy  umo�� ující  sb� r  média  do zkumavky. 

Získaný  filtrát byl  ze  st�íka� ky  vytla� en  kovovou  ty� inkou  a zbaven filtra� ního papíru.  

Bun�� ná  masa  byla dále zvá�ena, zmra�ena  v  tekutém dusíku  a  lyofilizována. Takto  

p�ipravené vzorky byly homogenizovány v 8ml 80% methanolu s  p�idáním antioxidantu  

butylhydroxytoluenu  (BHT; 100 mg/l). BHT  nebyl  pou�it  pro  vzorky  na  stanovení 

ACC. Homogenizované  extrakty  byly   p�es  noc  skladovány  p�i   –20  °C. Druhý  den 

byly extrakty t�epány 1 hod. v  ledni� ce  p�i  4  °C   a  centrifugovány  5  minut  p�i  5 000 

g. Supernatanty byly odpa�eny na vakuové rota� ní odparce do sucha. Odpa�ené vzorky  

byly rozpušt� ny  v  1 ml destilované vody    a   v  odpa�ovací  ba� ce byly  v  ultrazvukové  
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lázni  sonikovány. Takto  p�e� išt� né  vzorky  byly  p�evedeny  do  mikrozkumavek  a  

zamra�eny   p�i   – 20  °C. 

 

 

 

 

4.4.2     Stanovení obsahu  2,4-D  metodou p� ímá ELISA 
 

 Princip ELISA testu (imunoprecipita� ní reakce) spo� ívá  v  kompetitivní reakci 

r� stového regulátoru (2,4-D)  z  rostlinného  extraktu  a ligandu (konjugát 2,4-D                 

s  enzymem) ve vazb�  na molekulu specifické  protilátky.  Vyhodnocení se provádí 

kvantitativn�  spektrofotometrickým  m�� ením absorbance produktu enzymatické reakce po 

dodání substrátu  ke  komplex� m  protilátka-ligand. 

 Jeden den p�ed stanovením byla mikrotitra� ní desti� ka pota�ena monoklonální 

protilátkou E2/G2 (FRÁNEK et al., 1994) (100 ml/jamka) a p�es noc inkubována  v 

 potahovacím  uhli� itanovém pufru  50 mM  (�ed� ní 1:1000)  p�i laboratorní teplot� .  

Druhý  den byly desti� ky vyprázdn� né  a  t� ikrát  promyté  fosfátovým pufrem s  Tweenem 

(PBST),  pH 7,2. Do vysušených desti� ek byly pipetovány standardy 2,4-D (100 ml, rozsah 

kalibrace: 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 ng/ml). Dále byly pipetovány  �ed� né vzorky (100 

ml; �ed� ní vodou 1:100), do 6 jamek 100 ml destilované vody - maximální vazba  a  do 6 

jamek  150 ml  PBST  pro  blank.  Poté  bylo do  všech jamek (vyjma jamek  pro  blank)  

pipetováno 50  ml  konjugátu  2,4-D/peroxidáza (�ed� ní 1:6000).  Desti� ky byly  po 1 h  

t� ikrát  promyté  PBST  pufrem. Následn�   bylo do jamek pipetováno 100 ml  substrátu - 

roztoku  tetramethylbenzidinu.  Po 15-ti minutách byla barevná enzymatická reakce 

zastavena  aplikací  100 ml 1M  H2SO4. Barevná zm� na je p�ímo úm� rná  koncentraci  

hledané látky (2,4-D)  ve vzorku. Optická hustota  barevného  produktu  byla  ode� tena  na  

kolorimetru SUNRISE  p�i  vlnové  délce  450 nm. Hodnocení  testu  bylo  provedeno  z  

kalibra� ní  k�ivky  a  zaznamenáno  v  grafu. 

 

 

4.4.3  Stanovení ACC  a  etylénu 
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Stanovení ACC  a  etylénu  bylo provedeno metodou plynové chromatografie                     

s  plamenov�  ioniza� ní (FID) detekcí.  Ve  zkumavkách,  které byly ut� sn� ny pry�ovým 

uzáv� rem pro odb� r plyn�  injek� ní st�íka� kou (FIŠEROVÁ a  HRADILÍK, 1994). 

Výsledky  byly  vyhodnoceny  formou  graf� .  
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  5  PRAKTICKÁ � ÁST, VÝSLEDKY PRÁCE 

 

5.1  Morfologie bun� k BY-2 suspenze v závislosti na koncentraci  

       2,4-D v médiu 

 

 Morfologie bun� k BY-2 suspenze kultivované p�i r� zných koncentracích 2,4-D 

byla hodnocena pomocí mikroskopických technik. Po 24 h se ukázalo, �e bu� ky všech 

variant mají schopnost mitotického d� lení. Po 48 h kultivace bun� k byly u kontrolní 

varianty 1 
 M  2,4-D pozorovány charakteristické dlouhé, jedno�adové vícebun�� né 

�etízky (tzv. singlety) a ostatní varianty v této fázi také tvo�ily �etízky (Obrázek 21) a svou 

morfologií i velikostí (malým objemem) se výrazn�  nelišily. Jádra bun� k byla z�etelná u 

všech variant. T�etí den kultivace (fáze exponenciální) se projevily morfologické zm� ny a 

rozdíly mezi variantami (Obrázek 22, 23). Bu� ky kontroly a vyšší koncentrace 10 
 M 

m� ly malý objem, stále tvo�ily �etízky a m� ly z�etelná jádra. Nejni�ší koncentrace vykázala 

bu� ky kulovitého a� oválného tvaru, velikost bun� k byla prom� nlivá. Bu� ky v �etízcích 

byly zv� tšené a prodlou�ené a v této fázi se vícebun�� né �etízky za� aly rozpadat a� na 

jednotlivé bu� ky. U nejvyšší koncentrace 2,4-D byl pozorován apoptotický znak – 

kondenzovaná cytoplazma. 

 Na konci kultivace 6. den (Obrázek 24, 25) byly bu� ky kontrolní varianty mírn�  

zv� tšené a prodlou�ené, jádra u n� kterých bun� k byla nez�etelná. Potvrdil se tak obecný 

jev, �e se zvyšováním se po� tu bun� k na po� átku kultivace se jejich objem zmenšuje, 

pozd� ji se nepatrn�  zv� tšuje (Obrázek 26). U varianty 10 
 M 2,4-D byly bu� ky i ve 

stacionární fázi stále organizovány v �etízcích, zachovaly malý objem a m� ly z�etelná, 

kulatá jádra. Velikost bun� k se od po� átku kultivace významn�  nezm� nila. U nejni�ší 

koncentrace 2,4-D byly bu� ky vlivem nedostatku 2,4-D u� velmi zv� tšené a prodlou�ené  

 s nez�etelnými jádry a velmi tenkou bun�� nou st� nou ve srovnání s ostatními variantami. 

V nejvyšší koncentraci byly bu� ky � asto odum�elé, nebo tvo�ily mnohobun�� né shluky. 

Byla pozorována kondenzovaná a ztmavlá cytoplazma. Mitóza probíhala nestandardním 

zp� sobem; bu� ky vytvá�ely dvou�adové �etízky (tzv. dublety) a je tedy z�ejmé, �e dlouhou 

dobu p� sobící vysoká koncentrace 2,4-D je p�í� inou zm� ny orientace bun�� né p�ehrádky, 

co� m� �e souviset se zm� nou polarity. 
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 V pr� b� hu kultivace jsem zaznamenala skute� nost, �e dochází k akumulaci 

amorfního materiálu v bun�� ných st� nách a k jejich zesílení v závislosti na koncentraci 

2,4-D (Obrázek 27). Hypoteticky lze p�edpokládat mo�ný vliv 2,4-D na tvorbu a 

akumulaci pektinových polysacharid�  ve st�ední lamele. Nep�etr�ité promíchávání 

suspenze, p�ítomná sacharóza v médiu a slab�  kyselé pH média mohou být faktory, které  

sou� asn�  podporují jejich �elírovací schopnost a proces �etízkování (tvorbu 

charakteristických vícebun�� ných �etízk� ). Zvýšená tvorba pektinových oligomer�  m� �e 

být dále zkoumána specifickou barvící technikou (nap�. ruthenium red, nebo jiné.), nebo 

m� �e být stanovena kolorimetricky. Na základ�  t� chto poznatk�  navrhuji dokon� ení 

výzkumu a nové téma pro diplomovou práci: Vliv 2,4-D na syntézu a akumulaci 

pektinových oligomer�  a posouzení jejich vlastností na r� st suspenze BY-2. 

 V pr� b� hu této studie byly také po�ízeny fotografie morfologických zm� n v 

r� zných fázích AL-PCD (Obrázek 28). 
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A)                                                                        B) 

 

        

C)                                                                         D) 

 

Obrázek 21 Morfologie bun� k po 48 h v médiu obsahujícím 2,4-D: 0,1 � M (A) 1 � M- 

kontrola (B) 10 � M (C) 100 mM (D), zv� tšení 100 x 
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A)                                                                          B) 

 

          

C)                                                                          D) 

 

Obrázek 22 Morfologie bun� k po 72 h v médiu obsahujícím 2,4-D: 0,1 � M (A) 1 � M-

kontrola (B) 10 � M (C) 100 mM (D), zv� tšení 100 x 
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A)                                                                          B) 

 

           

C)                                                                         D) 

 

Obrázek 23 Morfologie bun� k (detail) po 72 h v médiu obsahujícím 2,4-D: 0,1 � M (A)  

1 � M-kontrola (B) 10 � M (C) 100 mM - kondenzovaná cytoplazma (šipka)  

(D), zv� tšení 400 x 
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A)                                                                         B) 

 

         

C)                                                                         D) 

 

Obrázek 24 Morfologie bun� k 6. den kultivace v médiu obsahujícím 2,4-D:  

  0,1 � M – barveno TTC(A) 1 � M-kontrola (B) 10 � M (C) 100 mM (D), 

zv� tšení 100 x 
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A)                                                                         B) 

 

                                        

                                      C) 

 

   

D1)                                             D2)                                            D3) 

 

Obrázek 25 Morfologie bun� k (detail) po 6 dnech kultivace v médiu obsahujícím  

2,4-D: 0,1 � M (A) 1 � M-kontrola (B) 10 � M (C) 100 mM (D1, D2, D3), D1-

šipka-pozdní fáze AL-PCD, D2 a D3-dvou� adové � etízky (dublety), zv� tšení 

400 x 
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                                                    6 dn�  kultivace 

 

 

 

 

A)                                                                                             B) 

 

Obrázek 26 Rozdíly morfologie bun� k na po� átku a na konci kultivace v médiu 

obsahujícím 1 � M 2,4-D (kontrola): exponenciální fáze (A) stacionární fáze, 

zv� tšený objem bun� k (B), zv� tšení 100 x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6-denní 
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A)                                                                      B) 

 

                                      

                                     C) 

          

D1)                                                                       D2) 

 

Obrázek 27 Morfologie bun� k po 6 dnech kultivace v médiu obsahujícím 2,4-D, šipky 

ozna� ují zm� ny tlouš�ky bun�� ných st� n:  0,1 � M (A) 1 � M-kontrola (B) 

10 � M (C) 100 mM - � ervené šipky - �ivé bu� ky, modré šipky - mrtvé bu� ky 

(D1, D2), zv� tšení 400 x  
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Obrázek 28 Fotografické schéma znázor� ující morfologické zm� ny v jednotlivých fázích 

AL-PCD, udr�ovací kultura (1 � M 2,4-D), barveno TTC, šipky ozna� ují: 

ranná fáze (A) postoupená fáze (B) pozdní fáze (C), zv� tšení 400 x 
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C C 

B 



 - 124 -

 

5.2   Stanovení po� tu bun� k BY-2 suspenze  
 

 Pro posouzení vlivu 2,4-D na bu� ky BY-2 suspenze byly ka�dý den kultivace 

zjiš	 ovány parametry po� et bun� k (Graf 1) v suspenzi a jejich �ivotnost (kap. 4.3).  

 V suspenzi kultivované na médiu s nejni�ší koncentrací 0,1 
 M 2,4-D byl po� et 

bun� k nízký (1500 x 103/ ml) na po� átku i na konci kultivace a významn�  se b� hem 

kultivace nem� nil. Na médiu s nejvyšší koncentrací 100 
 M byl po� et bun� k také nízký 

(1000 x 103/ ml), mírn�  se zvýšil a� na konci kultivace (5. a 6. den). Kontrolní varianta 

1 
 M 2,4-D p�edpokládan�  nar� stala, b� hem � ty� dn�  se po� et bun� k ztrojnásobil na cca 

5500 x 103/ ml, pátý den následoval pokles r� stu. U varianty 10 
 M 2,4-D se po� et bun� k 

také postupn�  zvyšoval, b� hem 5-ti dn�  se z� ty�násobil a� na 6500 x 103/ ml, mírný pokles 

r� stu následoval a� šestý den. Nam�� ené hodnoty také korenspondují s hodnocenou 

morfologií bun� k (varianta 10 
 M, která vykázala nejv� tší r� st má intaktní, kulatá a 

z�etelná jádra a zachovává dlouhé vícebun�� né �etízky i na konci kultivace). Rozdíly v 

po� tu bun� k mezi variantami byly statisticky významné, jak nazna� uje graf � . 1; 

koncentrace 0,1 a 100 
 M 2,4-D m� �eme ozna� it za r� st inhibující, naopak kontrolní 

variantu (1 
 M) i vyšší koncentraci 10 
 M 2,4-D za koncentrace r� stové.  

 

 

Graf 1   Závislost r� stu BY-2 suspenze na koncentraci 2,4-D v tekutém médiu a dob�  

jejího p� sobení  
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5.3  Stanovení �ivotnosti bun� k BY-2 suspenze  

 Sou� asn�  s hodnocením po� tu bun� k byl ka�dý den kultivace hodnocen podíl 

�ivých a mrtvých bun� k, vyjád�ený % �ivotnosti (Graf 2). �ivotnost bun� k všech variant se 

n� kolik hodin po subkultivaci do tekutých médií pohybovala mezi 80 a� 90 %. U varianty 

100 
 M bylo zvýšené procento mrtvých bun� k (cca 40 %) pozorováno u� po 24 h 

kultivace. �ivotnost bun� k výrazn�  poklesla u všech variant po 48 h kultivace a v této fázi 

se pohybovala jen mezi 50 a� 64 %. Další pokusy pro ov�� ení nestandardního poklesu 

�ivotnosti po 48 h nemohly být z d� vodu neúsp� šné udr�ovací kultivace suspenze BY-2  

opakovány a tento nestandardní pokles �ivotnosti tedy nemohl být ov�� en a potvrzen. V 

dalších dnech kultivace u kultury s nejvyšší koncentrací 2,4-D u� �ivotnost jenom výrazn�  

klesala a na konci kultivace dosáhla cca 22 %. U ostatních variant p�eva�oval po� et �ivých 

bun� k nad mrtvými a dosahoval okolo 80 % a to i ve stacionární fázi. Pom� rn�  vysokou 

�ivotaschopnost zachovala kultura na vyšší koncentraci 10 
 M  2,4-D. Zm� ny �ivotnosti 

byly zaznamenány na mikrofotografiích (Obrázek 29, 30, 31, 32). 
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Graf 2  Viabilita (%) bun� k BY-2 v tekutém médiu s obsahem r� zných koncentrací  

  2,4-D 
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A)                                                                         B) 

      

C)                                                                       D) 

 

 

Obrázek 29 Mikrofotografie bun� k BY-2 v tekutém médiu obsahujícím 2,4-D pro 

stanovení viability (zelená fluorescence-�ivé bu� ky, � ervená fluorescence-

mrtvé bu� ky) po 24 h. 0,1 � M (A) 1 � M-kontrola (B) 10 � M (C) 100 mM 

(D), zv� tšení 1000 x 
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A)                                                                      B) 

 

    

C)                                                                      D) 

 

Obrázek 30 Mikrofotografie bun� k BY-2 v tekutém médiu obsahujícím 2,4-D pro 

stanovení viability po 48 h. 0,1 � M (A) 1 � M-kontrola (B) 10 � M (C) 

100 mM (D), zv� tšení 1000 x 
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A)                                                                       B) 

 

      

C)                                                                        D) 

 

Obrázek 31 Mikrofotografie  bun� k BY-2 v tekutém médiu obsahujícím 2,4-D pro 

stanovení viability po 72 h. 0,1 � M (A) 1 � M-kontrola (B) 1  � M (C) 

100 mM (D), zv� tšení 1000 x 
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A)                                                                        B) 

 

      

C)                                                                        D) 

 

Obrázek 32 Mikrofotografie bun� k BY-2 v tekutém médiu obsahujícím 2,4-D pro 

stanovení viability po 6 dnech. 0,1 � M (A) 1 � M-kontrola (B) 1  � M (C) 

100 mM (D), zv� tšení 1000 x 
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5.4  Stanovení hmotnosti sušiny bun�� né masy  

 

 Hmotnost sušiny charakterizuje sní�ení obsahu vody v bun�� né mase v pr� b� hu 

kultivace. S délkou kultivace m� la hmotnost sušiny klesající charakter u variant 0,1; 1 a 

10 
 M. P�i nejvyšší koncentraci 100 
 M se procento sušiny b� hem kultivace z d� vodu 

zvýšené úmrtnosti bun� k postupn�  zvyšovalo (Graf 3). 
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Graf 3  Stanovení %  sušiny suspenze BY-2 
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5.5  Stanovení obsahu ACC a etylénu v bu� kách BY-2 

  

            Obecn�  je známo, �e aplikace nízkých koncentrací exogenních auxin�  stimulují 

syntézu etylénu , vysoké koncentrace naopak jeho tvorbu inhibují.  

 Z graf�  � . 4 a 5  studie vyplývá, �e ob�  nízké koncentrace stimulovaly syntézu 

etylénu. Ve vysokých koncentracích 10 a 100 
 M 2,4-D byla p�edpokládaná inhibice jeho 

syntézy, 10 
 M 2,4-D v médiu ale takté� stimulovala produkci etylénu bu� kami, jak 

nazna� uje � ervená k�ivka grafu � . 4 a 5.  100 
 M 2,4-D stimulovala tvorbu prekurzoru 

etylénu ACC, ale na etylén se konvertovalo jen malé mno�ství, z � eho� lze usuzovat, �e 

vysoká koncentrace 2,4-D m� �e inhibovat aktivitu klí� ového enzymu ACC oxidázy, který 

katalyzuje poslední reakci p�em� ny ACC na etylén nebo zcela inhibuje syntézu tohoto 

enzymu. Z výsledk�  plyne, �e �ivotaschopné suspenze na koncentracích 0,1; 1 a 10 
 M 

2,4-D v  pr� b� hu kultivace mén�  akumulují ACC a produkují více etylénu, zejména na 

konci kultivace. Pokud by se z dalších pokus�  potvrdila hypotéza syntézy a akumulace 

pektin�  z  kapitoly 4.1., tak vytvá�ený etylén b� hem kultivace m� �e aktivovat degrada� ní 

enzymy pektinázy, které  dále št� pí a rozkládají  ztu�ené pektiny  (vícebun�� né �etízky se 

rozpadají na jednotlivé bu� ky zejména na ni�ších koncentracích 2,4-D). 

 

                

Graf 4  Stanovení obsahu ACC v bu� kách BY-2 
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Graf 5  Stanovení obsahu etylénu v bu� kách BY-2 
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6 DISKUSE 
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7 ZÁV � R 
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Seznam pou�itých zkratek  

ABA  kyselina abscisová  

ACC  kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylová 

ACO  ACC oxidáza 

ACS  ACC syntáza 

AlCl 3  chlorid hlinitý 

AlF4
-  

anion tetrafluoridu hlinitého 

Ag+  st�íbrný ion 

AgNO3 dusi� nan st�íbrný 

AL-PCD „apoptotic-like“ PCD 

AOA  2-aminooxyoctová kyselina 

ASA  kyselina acetylsalicylová 

ATP  adenosintrifosfát 

AVG  aminoethoxyvinylglycin 

2B-13  tabáková suspenze odvozená z BY-2 bun�� né linie 

BA  N6-benzyladenin (N6-benzylaminopurin) 

BHT  butylhydroxytoluen 

BY-2 (TBY-2) tabáková suspenze Nicotiana tabacum L. Bright-Yellow-2 

Ca2+  vápenatý ion 

CaCl2  chlorid vápenatý 

CEPA  kyselina 2-chloretylfosforitá 

CDK  enzymy cyklin-dependentní kinázy 

Cdna  deoxyribonukleová kyselina získaná p�episem z mRNA reverzní transkripcí 

Cd2+  kademnatý ion 

CdCl2  chlorid kademnatý 

CDL  cis-2-chlordienlakton 

CdSO4  síran kademnatý 

C2H4  etylén 

CHPAA kyselina 3-chlor-4-hydroxyfenyloctová 

4-Cl-IAA kyselina 4-chlor-indolyl-3-octová 

CMA  2-chlormaleylaktát 

Co2+  kobaltnatý ion 
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CoCl2  chlorid kobaltnatý 

CO2  oxid uhli� itý 

CsCl  chlorid cesný 

Cu+  m�� ný ion 

CuSO4  síran m�� natý 

2,3-D  2,3-dichlorfenoxyoctová kyselina 

2,4-D  2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina 

DCC  3,5-dichlorkatechol 

DCMA 2,4-dichlor-cis-cis-mukonát 

2,4-DCP 2,4-dichlorfenol 

ddTTP  dideoxythymidintrifosfát 

DNA  kyselina deoxyribonukleová 

DNP  2,4-dinitrofenol 

DMA-2,4-D dimetylamoniová s� l 2,4-D 

EDTA  kyselina etylendiamintetraoctová 

EGTA  kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctová 

ELISA  enzymový imunosorbentní test 

ER  endoplazmatické retikulum 

Fe2+  �eleznatý ion 

FC  fusicoccin 

FDA  fluorescein-diacetát 

Fe-EDTA etylendiamintetraacetát �elezitý 

FID-GC plynová chromatografie s plamenov�  ioniza� ní detekcí 

G1, S, G2  fáze bun�� ného cyklu 

G1/S  p�echod fází 

GA  kyselina giberelová 

GC  plynová chromatografie 

GGO  glukózooxidáza 

GSH  glutathion 

GST  glutathion S-transferáza 

H+-ATPáza protonová pumpa, která translokuje protony p�es membránu 

HCN  kyselina kyanovodíková (kyanovodík) 

HepG2  linie lidských nádorových bun� k 
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HLS1  gen HOOKLESS1 kódující N-acetyltransferázu, odpov� dný za tvorbu 

apikálního há� ku 

H2O2  peroxid vodíku 

H2SO4  kyselina sírová 

IAA  indolyl-3-octová kyselina 

IAM  indol-3-acetamid 

IaaH  indol-3-acetamid hydroláza 

IaaM  tryptofan monooxygenáza 

IBA  indolyl-3-máselná kyselina 

ISS  mezinárodní vesmírné stanice 

JA  kyselina jasmonová 

JC-1  kationtová lipofilní fluorescen� ní sonda 

K+  draselný ion 

KCl  chlorid draselný 

KMnO4 manganistan draselný 

KNO3  dusi� nan draselný 

mLS  ozna� ení modifikovaného Linsmayer a Skoog (1964) kultiva� ního média 

MCPA  kyselina 2-methyl-4-chlorfenoxyoctová 

MCP  metylcyklopropan 

Mg  ho�� ík 

MgCl2  chlorid ho�e� natý 

MnSO4 síran manganatý 

MS  ozna� ení Murashige a  Skoog  kultiva� ního média 

MTA  5’-metylthioadenosin 

MVA  kyselina mevalonová 

NAA  kyselina 1-naftyloctová 

NaCl  chlorid sodný 

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NCED  enzym 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenáza 

NH4NO3 dusi� nan amonný 

Ni2+  nikelnatý ion 

NiCl2  chlorid nikelnatý 

NIT  niklu-odolná tabáková suspenze odvozená z BY-2 bun�� né linie 
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NO  oxid dusnatý 

NO3
-
  dusi� nan 

1-NOA kyselina 1-naftooxyoctová 

2-NOA kyselina 2-naftooxyoctová 

NPA  kyselina 1-naftylftalamová 

N-malonyl-ACC kyselina N-malonyl-1-aminocyklopropan-1-karboxylová 

MnCl2  chlorid manganatý 

1-NOA kyselina 1-naftooxyoctová 

2-NOA kyselina 2-naftooxyoctová 

OPH  O-fosfohomoserin 

PAA  kyselina fenyloctová 

PBST  fosfátový pufr s Tweenem 

PCD  programovaná bun�� ná smrt 

pH záporný dekadický logaritmus hydroxoniových iont�  (hodnota ur� ující kyselost a 

zásaditost) roztok�  

PI  propidium-jodid 

PME  pektin metylesteráza 

PTX  Petrussis toxin 

ROS  reaktivní (volné) kyslíkové radikály 

Rx  ozna� ení doposud neznámého receptoru, který preferen� n�  vá�e 2,4-D 

S-2  tabáková suspenze N. tabacum L. cv .Havana SR-1 

SA  kyselina salicylová 

SAM  S-adenosyl methionin 

SNP  nitroprusid sodný 

SSM  S-methylmethionin 

2,4,5-T  kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctová 

TCA  kyselina trichloroctová 

TIBA  kyselina 2,3,5-trijodbenzoová 

TTC  trifenyltetrazoliumchlorid 

USGS  agentura U.S. Geological survey 

UV-B st�edn� vlnné ultrafialové zá�ení 

VBI-0  tabáková suspenze Nicotiana tabacum L. cv. Virginia Bright Italia 

ZnSO4  síran zine� natý 
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