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ABSTRAKT

Studium rostlinnych bunnych material je bohatym zdrojem informaci jak na teoretické,
tak praktické drovni. Bunné suspenze tabakové linie BY-2 jsou unikatnim igtind
modelem vyu ivanym pro exaktni studium vlivustovych regulator a fytohormon na
rostlinné buky, pi studiu stres, bun ného dleni, apopt6ézy, processekundarniho
metabolizmu, indukci enzyma projev genové exprese. Jejich vyhodou a @obndmou
vlastnosti je rychly rst a vysoka ivotaschopnost. 2,4-D je syntetickikda ktera se ve
vysSich koncentracich vyuiva jako herbicid, ktergdikaln m ni obsah nativnich
r stovych regulator a pronikav zasahuje do metabolizmu rostliny. Fyziologickénky

ni Sich koncentraci 2,4-D jsou vyu ivany v indukdediferenciacan vitro. Vysledkem
dediferencianich proces je tvorba bun nych suspenzi. Etylén je znama signalni
molekula zprosedkujici reakci rostliny na stresové podminky. BjiEt n synergicky

U inek auxin na tvorbu etylénu. Auxiny stimuluji v pletivechogplukci etylénu a ten ve
zvySené koncentraci inhibuje jejich dalSi tvorbuwotB byva etylén bn chapan jako
antagonisticky psobici latka na vSechny typy fytohormonTabakova BY-2 suspenze
byla vyu ita prav pro sledovani vzajemnych vztamezi 2,4-D, ACC a etylénem.

Kli ova slova: BY-2 bun na suspenze, 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina, 2,4-
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina, ACC, ylé&mn, viabilita, programovana
bun n& smrt, PCD, apoptéza
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2CILE BAKALA SKE PRACE

Cilem bakal&ské prace bylo studovat hormonalni a trofickou l&gu stu bun né
suspenze, popsat experimentalni zasahy vedoucehkiwyznamu jednotlivych vybranych
skupin r stovych regulator a fytohormon (2,4-D a etylén) a shroma dit aktualnidecké
poznatky daného tématu formou literarni reSerSe.

K realizaci experimentu byla vybrana BY-2 tabakdin na suspenze, ktera byla
odvozena z mezofylu listtabdku odrdy ,Bright Yellow". Bun nou suspenzi tvo
etizky bunk s generani dobou 7-9 dn podle kultivanich podminek a nezbytnou
podminkou jeji existence je ippmnost syntetického auxinu, 2,4-dichlorfenoxyeéto
kyseliny (2,4-D) v médiu, bez ni neni schopnaspu®. Zavislost BY-2 suspenze na 2,4-D
v kultiva nim médiu doposud nebyla vyslena.

Ukolem pokusu bylo pravidelnprovadt subkultivace BY-2 suspenze, zalo it
kultivaci na ty ech koncentracich 2,4-D v tekutém kultimdn médiu a zaznamenat

hodnoceni jejiho psobeni na bunnou suspenzi z hlediska:

a) r stu suspenze

b) viability bun k

c) morfologickych zmn a znak apoptozy

d) indukce tvorby etylénu a prekurzoru etylénu (kyselil-aminocyklopropan-
karboxylové) pro posouzeni vzajemnych interakci

e) stanoveni obsahu 2,4-D v lkach a médiu v pb hu kultivace

Zjist né vysledky rstu suspenze, obsahu 2,4-D a produkce etylénu by prisp t

k objasnni interakce mezi studovanymi fytohormony atem na bun né trovni.
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3LITERARNI P EHLED

3.1 BY-2tabakova bun na suspenze - modelovy systém

3.1.1 Zakladni charakteristika BY-2 suspenze

BY-2 tabakova bun na suspenze byla odvozena z kalusu taiikatiana tabacum
L. cv. ,Bright Yellow-2“ [BY-2] vroce 1972 (KATO tal. 1972). Profesor T. Nagata
v roce 1992 tuto suspenzigastavil jako unikatni model, ktery disponuje vygimymi
vlastnostmi pro budouci vyzkum v oblasti bumé a molekularni biologie rostlin,
p edevSim pro vizualizaci bumych proces v kombinaci se synchronizaimi
a transformanimi technikami. Tato bunna linie zachovava vysokou homogennost a pro
svou vysokou rstovou rychlost a ivotaschopnost je v saané dob pou ivana pro
studium programované bumé smrti a reakci na uhe vyvolavané stresové podminky,
studium biosyntetickych drah bumych latek a produkce sekundarnich metabolit
signalizace v rostlinnych buach aregulace bumého cyklu, funkce cytoskeletarnich
struktur, intracelularnich transportnich systém projev genové exprese. [k itou
vyhodou bunk BY-2 suspenze je schopnost rychlgjmout specifické inhibitory a
radioaktivn znaené prekurzory. Podminkou existence atu BY-2 suspenze je
p itomnost syntetické latky s auxinovym charakterem4-22 (kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctovd) a tuto stovou latku nelze nahradit nativnhim, nebo jinym
syntetickym auxinem p dlouhodobé kultivaci. 2,4-D zaji§je nesoudr nost burk
a nepitomnost fyziologické polarity v bunné suspenzi. Pateni inokulum BY-2
suspenze obsahuje 80 — 100 tisic buma poet bunk se bhem tydenni kultivace
na modifikovaném Linsmayer a Skoog médiu (mLS) @98opinném o 1 M 2,4-D
a sacharozu znasobuje 80 a 100 - krat zeemyani veSkeré 2,4-D z média. K prvnimu
d leni bunk m e dochazet u po 12 h kultivace (NAGATA et al. 189 Obecn r st
bun nych suspenzi rostlin odpovida sigmoidnstové kivce podobn jako je tomu
u suspenznich kultur kvasinek a jinych mikroorgamisV uzaveném systému, ve kterém
se mni podminky kultivace (slo eni média, hustota bkinatd.) probihd pomaly st
suspenze BY-2 v pate ni lag fazi (1.-2. den), nasledovany velmi intemizi nér stem
v exponencialni (rstove) fazi (3.-4. den) a poklesem a Uplnym zastém rstu ve
stacionarni fazi po verpani ivin (5.-6.den) (Obrazek 1). Pasa ovani @ostvého meédia
se provadi na konci exponencialni faze v daltivniho dleni. V pr b hu tydennich
subkultivaci vS8ak me snadno dojit ke ztrdtdm bumych kultur v dsledku povrchové
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kontaminace burk, somaklondlni variability, nebo technickych chylihyn bunk

prudkou zmnou kultiva nich podminek — napteploty, osmotického tlaku, apod.).

stacionarni faze

exponencialni faze

lag faze

0 1 2 3 4 5 & 7
Dny

Obrazek 1 Rstova kivka bun né kultury

3.1.2 Podminky r stu a dleni bun k BY-2, regulace bun ného
cyklu

Kultiva ni podminky BY-2 suspenze zahrnuji staly pohyb éko média, ktery je
dosa en neperusovanym mechanickym epanim p ota kach 30-150 za minutu
a optimalni, stabilni teplotu vrozmezi 24 — 26 °Eitomnost svtla neni nezbytnou
podminkou kultivace. Exogenni aplikace vyva enéhoorstvi fytohormon cytokinin a
auxin udr uje staly r stin vitro nediferencovanych rostlinnych materidim, e stimuluji
regulani mechanismy bunného cyklu. Bun na suspenze BY-2 je snhadno
synchronizovatelna kombinaci inhibich latek aphidicolinu a propyzamidu (NAGATA et
al., 1992) a je schopna zachovatityr synchronizani stupe vice ne jeden cely bunny
cyklus. Aphidicolin inhibuje innost enzymu DNA-polymerazy (podjednoteka ).

A koliv aphidicolin inhibuje mitotickou fazi, tak recela inhibuje replikani procesy, co

naznauje, e bu ky pot ebuji pro replikaci DNA i podjednotku DNA-polymerazy, jeji
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aktivitu inhibuje ddTTP a celkovje tedy replikace DNA potl&na pitomnosti obou latek
(QUELO et al., 2002). Bunny cyklus BY-2 je zastaven v G1-fazitem 24 h a po
d kladném vymyti vysoké procento bun(a 70 %) synchronnvstupuje do S-faze. Na
rozdil od standardnich tabakovych bumych kultur, buky BY-2 suspenze rostou bez
p idavku cytokinin, proto e syntetizuji vlastni fytohormony v gr hu G2/M-faze
(NAGATA et al., 1992). Biosyntetick& draha cytokinia akumulace zeatinu v G2/M-fazi
je potlaena znamym inhibitorem bumeého dleni lovastatinem, co dokazuje I& itost

p itomnosti cytokinin pro pr chod buky M-fazi bun ného cyklu (CROWELL a
SALAZ, 1992). Autoi uvadi, e buky BY-2 v pitomnosti 1 M lovastatinu po pdani

8 M zeatinu do média jsou schopné dalSihstu. Inhibini G inky vySSich koncentraci
lovastatinu (vice ne 20M) ji ale cytokininy nepotlauji. Oproti tomu dodani 6 mM
kyseliny mevalonové (MVA) obnovilo st bunk pi vSech testovanych koncentracich
lovastatinu. Vysledky naznaji, e 1 M lovastatinu inhibuje biosyntézu endogennich
cytokinin , vySSi koncentrace u ale inhibuji syntézu i jihyeékladnich isoprenoid
Kontrolni body bun ného cyklu G1/S a G2/M-fazi jsou regulovany preghictvim
fosforyla niho programu, kteryidi enzymy cyklin-dependentni kindzy (CDK) a jejich
hlavni cykliny (JOUBEZ et al., 2000). Cytokininygwuji proces fosforylace a aktivitu
CDK (KAKIMOTO, 1996). Akumulace zeatinu v BY-2 bkach v G1/S a G2/M-fazi
m e byt spoust em exprese cyklin (PINES, 1999). Hladina 16 typendogennich
cytokinin , kyseliny indolyl-3-octové kyseliny (IAA) a kysely abscisové (ABA) byla
sledovana v pb hu bun ného cyklu bunk BY-2. Na konci S-faze a v M-fazi byla
zvySena hladina zeatinu a dihydrozeatinu, konceat@statnich cytokinina také 1AA

a ABA z stala nizkd (REDIG et al., 1996). Je ale také zammén inhibini vliv
cytokinin na bun né dleni u bun né suspenze BY-2 odvozené zdwo rostlin tabaku,
kdy dochazi k nadprodukci cytokinifHARTIG a BECK, 2005a). tomnost 1 mg/l 2,4-
D, 1 mg/l kyseliny 1-naftyloctové (NAA) a 1 mg/l ®®enzyladeninu (BA) v médiu
zastavilo tvorbu charakteristickycletizk u bunk suspenze odvozené z rostliny tabaku
(NicotianatabacumL., cv. Samsun). Deni bunk bylo chaoticke, tvaly se vicebun né
shluky a pile itostn také dubletovéetizky. DalSi zvySeni koncentrace cytokininu na 5
a10 mg/l u ale dieni bunk zcela inhibovalo (SUCHOMELOVA-MASKOVA et al.,
2008). Stejné dubletoveetizky byly pozorovany u BY-2 buk transformovanych
kvasinkovym genemSpcd@5 pro Cdc25 fosfatazu, enzymemlalitym pro proces

defosforylace a regulaci mitézy. Nejgi frekvence dublet(a 34 %) byla zjiStna tvrty
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den kultivace ve srovnani s kontrolni variantoer&tvytvai pouze singlety (jednadové
etizky). Studie prokazuje, e ge8pcd®5 indukuje redukci délky buk a souasn d leni
bun k bu pi nym, nebo podélnym smem (ORCHARD et al., 2005).

P itomnost auxinu 2,4-D je nezbytna pro gnod bunk mitotickou fazi, ale neni
nutna v replikani S-fazi (QUELO et al., 2002). iPabsenci auxinu v ivném médiu se
d leni bunk obecn zastavuje a nastava diferenciace, ktera je dopemacytologickymi
zm nami diktyozom, dochazi k akumulaci Skrobu a prodlou eni atZeni velikost burk
(WINICUR, et al., 1998). Pom intracelularni a extracelularni koncentrace auxje
d leity pro regulaci bun ného cyklu (PETRASEK et al., 2002). Aplikace nizké
koncentrace stimuluji prodlu ovani bug zatimco vysoké koncentrace sni uji pr rnou
délku bunk indukci bun ného dleni. SHIMIZU et al. (2006) uvadi, e pabsenci
auxinu v médiu se bky p estavaji dlit po ty ech dnech a deni ,hladov jicich* bun k
je zastaveno v G1-fazi bumého cyklu. Bun n4 suspenze 2B-13, ktera byla odvozena
z tabakové bunné BY-2 linie m& schopnost aktivnihostu bez ptomnosti auxinu. Z
filtratu kultury 2B-13 pidaného k hladoyicim bu kam BY-2byl identifikovan a izolovan
30-kDa glykoprotein, ktery je schopen nahradit aux2,4-D) v médiu a indukovat
semisynchronni bunné dleni. CAMPANONI a NICK (2005) konstatuji, e 10M NAA
indukuje prodlou eni burk tabakové suspenze VBI-0 0 30 % ve srovnhani srétmt.
Nejefektivn ji podporuje dleni bunk koncentrace 10M 2,4-D atato koncentrace
naopak inhibuje prodlu ovaci st bunk suspenze. 10 nebo 58 IAA ovliv uje chovani
bun k tabakové suspenze VBI-0 podobnym ggbem jako 10M NAA. Optimalni
koncentrace NAA pro stimulaci Eni bunk je 10-krat vy3Si (100M). 2,4-D oproti tomu
nestimuluje prodlu ovani burk ani pi vysokych koncentracich. Odlisnyigek 2,4-D se
vysv tluje teorii mnohem rychlejSi akumulace 2,4-D v kédch. Nedavno bylo zjisho, e
pro dleni bunk je nutna aktivita G-protein zatimco prodlou eni butk nevy aduje
aktivni G-proteiny. Receptorovy protein ABP1egnostn vde NAA, co vede
k prodlu ovani bunk adoposud neznamy receptor Rx s nizkou afinitotlAR
preferenn vae 2,4-D aindukuje bunné dleni pes signal zprostdkovavany G-

proteiny (Obrazek 2).
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Obrazek 2 Model auxin zprostedkovavajicich bunné dleni nebo prodlu ovani
v tabakovych bikach (CAMPANONI a NICK, 2005)

Tetrafluorid hlinity (AlR,) zndmy aktivator G-proteinm e indukovat bun né

d leni v pitomnosti nizké koncentrace NAA podobiako aplikovana 2,4-D, anebo
dokonce i v neptomnosti exogennich auxinV p itomnosti obou latek NAA a 2,4-D vSak
vyrazn stimuluje bun né dleni a redukuje délku buk. Je zejmé, e existuje jeStdalSi
neznamy receptor, ktery indukuje buné dleni v nepitomnosti 2,4-D. Petrussis toxin
(PTX) inhibuje aktivitu G-proteina U inek 2,4-D (Obrazek 2).

NAGATA a KUMAGAI (1999) zaznamenali zastavenilehi bunk BY-2 pi
vy erpani 2,4-D z média. Absence 2,4-D @@ni BA zvysilo tvorbu Skrobu a velikost
bun k. Poaplikaci 2,4-D se bumé dleni obnovilo. Také sacharidy jsou
nepostradatelnou organickou latkou pro bumé dleni a dle itou slo kou v kultiva nich
meédiich. Buky, které akumulovaly dostateé mno stvi sacharid mohou vstoupit
do bun ného cyklu bez aplikace exogennich sachar(tHARTIG, 2005). Buky
meristematickych pletiv pdnostn p ijimaji hexdzy, diferencované bkly zase sachar6zu
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(SHERSON et al. 2003)V ivnych médiich je nejastji pouivanym sacharidem
sachard6za. Bpasaované tabakové bty BY-2 do média obsahujiciho sacharézu
hydrolyzuji sachar6zu extracelularm absorbuji gluk6zu a nasledifruktozu. Aktivni
bun né dleni bunk BY-2 koreluje s endogenni hladinou obou monosaghaale ne
s rychlosti absorbce hex6z z média (HARTIG a BEQB06). Vysoka rstova rychlost
suspenze je zAavisla také na obsahu fosfatanoveno bylo optimalni mno stvi 510 mg/1
v LS médiu, co je tikrat vice, ne obsahuje MS médium. DalSimi nem&gznamnymi
r stovymi slo kami média jsou mineralni latky (mikra makroprvky) a vitaminy —
kyselina nikotinovd, pyridoxin a thiamin.

Aplikace exogennich okurkovychexpansin zvysila rychlost rstu suspenze BY-2
t ikrat (o 337 %). Rychlost st byla srovhavana 8 hed a 8 h po aplikaci expansin
Bu ky BY-2 produkuji vlastni endogenni bilkoviny-expansiny, které jsou vazane
vbun né stn . V pedchozi studii stejné laboragobylo zjistno, e -expansiny maji
svou Ulohu g r stu bun nych kultur a dalSim Ukolem bude popsat mechanigejich
p sobeni (LINK a COSGROVE, 1998).

Aktivita cyklin-dependentnich kindz (CDK-A, CDK-B@DK-D) je nutna pro deni
bun k v rostlinach. Aktivita CDK-A byla studovana u bknBY-2 a bylo prokdzano, e
hladina CDK-A byla vyznamnzvySena pararelns aktivaci p13°'-kinazy po subkultivaci
bun k do média obsahujiciho 2,4-D a sachardzu— 4. den kultivace a néasledn
ve stacionarni fazi prudce sni ena. Po subkultivaei k do média bez sachardzy byla jeji
koncentrace mirn zvySena a p absenci auxinu v médiu gtala jeji hladina nizka.
Vysledky studie potvrzuji vyznamnou ulohu auxino pktivitu CDK-A b hem bun ného
cyklu. Po et bunk v médiu obsahujicim 2,4-D a sachar6zu se po jadhau zdvojnasobil
a jen mirn se zvysil pi absenci obou slo ek. erstva hmotnost se ale v ngpmnosti 2,4-
D zvysSila dvakrat. Délka buk kontrolni varianty a délka buk v médiu bez sacharozy se
b hem 7-denni kultivace pohybovala mezi 40 — @@ pr m rnéd délka burk p i absenci
2,4-D v médiu se zvySovala postupa dosahovala a 320m. Bu ky v nepitomnosti
auxinu zvtSuji velikost avyznamn zvySuji erstvou hmotnost a v némnosti
sachardzy zastavuji st. Tyto vysledky potvrzuji pdchozi data a nutnostifpmnosti
obou slo ek v médiu pro deni bunk ar st BY-2 suspenze (HARASHIMA et al., 2007).
Aktivni d leni bunk tabaku BY-2 suspenze vy aduje aplikaci exogennéwuxinu o
koncentraci, ktera udr uje hladinu endogenniho auxna konstantni Urovni v @o hu

bun ného cyklu. Aplikace 2,4-D indukuje expresi gdb-cyklin a umo uje tak vstup
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bun k do cyklu (HARTIG, 2005). Endogenni auxiny podgomktivitu bun ného cyklu
tim, e stimuluji degradaci inhibhich protein a indukuji expresi genv kontrolnich
bodech G1/S a G2/M-fazi (BLILOU et. al, 2003}tres vyvolany vysokou teplotou 30 °C
zpomaluje expresi B a D-cyklina vyrazn zpomaluje expresi A-cyklin (JANG et al.,
2005).

SWIATEK et al. (2003) zjistil, e kyselina abscisbva jasmonova (JA) inn
inhibuji replikaci DNA v synchronizované bumé suspenzi. Pokud jsou aplikovangg
S-fazi, tak se bunny cyklus zastavuje v G1-fazi. Jestlie byly aphiémy v pozdjSich
fazich, tak ABA neovlivnila chod bunného cyklu, JA ale inhibovala vstup blndo
mitézy, pokud byla aplikovana bem replikace DNA. Jiné latky — brasinolidy podgoru
d leni bunk jen na poatku kultivace a nemohou nahradit funkci 2,4-D kutém médiu
v procesu deni bunk (MIYAZAWA et al, 2003). Pro chod bunného cyklu je nezbytna
také kyselina mevalonova. Aplikace B mevinolinu, zndmého inhibitoru 3-hydroxy-3-
metylglutaryl-CoA reduktazy inn blokovala bun ny cyklus bunk BY-2 a nasledné
p idani MVA obnovilo chod bun ného cyklu (HEMMERLIN a BACH, 1998). Mevilonin
také ainn inhibuje biosyntézu ubichinonu, ktivého komponentu bunné respirace
lokalizovaného v mitochondriich a vyslednd mitoathd@ini dysfunkce a deficit ATP
m e vést k indukci bun né smrti (HEMMERLIN et al., 2004). Etylén indukijen nou
smrt v G2/M-fazi (HERBERT, et al., 2001).

TUMURA et al. (1999) m ili aktivitu telomerazy ve vSech fazich bumého cyklu
synchronizované BY-2 suspenze. Aktivita byla nizkénedetekovatelna ve t8in fazi
bun ného cyklu, vyrazny nést aktivity telomerédzy byl zaznamenén v rané S-éazitéto
fazi nebyla indukce jeji aktivity pruSena znamymi inhibitory aphidicolinem, ktery
inhibuje DNA-polymerazu a hydroxymovinou, ktera inhibuje RNA-reduktazu, ale byla
inhibovana olomoucinem, co je znamy inhibitor CdCak2-kinaz pi p echodu z G1 do
S-faze bun ného cyklu. Vysledky studie nazngi, e aktivita telomerazy neni pmo
spojena s replikani DNA-polymerazou, ale je spiSe spousm vstupu burk do S-faze.
R zné typy auxin (IAA, NAA a 2,4-D) o koncentraci 1M zesiluji aktivitu telomerazy
na zaatku S-faze 2-3-krat, ustov neaktivni kyseliny 2,3-dichlorfenoxyoctové (2,3-D)
nebyl tento efekt zaznamenan. Potencial IAA indakaaktivitu telomerazy je zavisly na
vySi jeji koncentrace. Koncentrace 1 a M stimulovaly jeji aktivitu, koncentrace 0,01;
0,1 a 100 M nezaznamenaly adnou aktivitu. Tato pozorovandujsv souladu

s pedchozimi pokusy a poukazuji na to, e IAA je bgitky aktivni pi koncentracich
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vrozmezi 1 — 10M. Tudi je velmi pravdpodobné, e v grozeném prosedi probih&a
indukce aktivity telomerdzy v rané S-fazi s biotdgim U inkem endogenniho auxinu.
Celkov lze shrnout, e aktivita telomerazy je specifickhdukovana auxiny v konkrétni
fazi bun ného cyklu. Nasledujici studie ukazala, e aplika®A 0 inn inhibovala
auxinem vyvolanou aktivitu telomerazy. Vysledky gostudie naznalji, e existuje
hormonalni vztah mezi auxinem a ABA pro regulacitivaty telomerazy v prb hu
bun ného cyklu tabakovych buk. Aplikace kyseliny okadaové, nebo cantharidinu
(potencialni inhibitory enzymu protein2Afosfatazgp sobila vysokou urove aktivity
telomerazy, kterd se udrela jeSdalSich 14 hodin po M-fazi. Aplikace exogenni
protein2Afosfatazy rychle sni ila aktivitu telomenaa nasledné ani kyseliny okadaové
a cantharidinu ji ogovn U inn zvySily. Vysledky studie prokazuji, e antagoni&e
vztahy auxinu a ABA a procesy fosforylace a defodére komplexu telomerazy jsou
zapojeny v regulaci aktivity telomerazy v prhu bun ného cyklu (YANG et al., 2002).
SANO et al. (2009) studovali pobeni draselnych iont(K™) b hem dleni bunk
tabaku BY-2. Obecn je znamo, e jednou z deitych funkci drasliku v buce je
osmoticka regulace. Fyziologické analyzy prokazalynost pitomnosti K pro d leni
bun k a jejich prodlu ovani. Sni eni koncentrac€ K souasné sni eni osmotického tlaku
vd licich se bukach prokazalo, e zvySeny osmoticky tlak spbeny zvySenou
koncentraci K neni nezbytn nutny pro normalni bunné dleni. Nedostatek K ale
shi uje aktivitu dleni bunk a pH cytoplazmy. Vysledky analyz prokazuji, ddkove
bu ky pou ivaji draselné ionty k regulaci cytoplazntk&ho pH v prb hu bun ného
d leni spiSe ne k regulaci osmotického tlaku a atdiefluxového penaSee ur uje, zda
bu ky projdou bun nym dlenim, nebo se spiSe prodloui. Pro srovnani vii¥u na
prodloueni a dleni bunk byla pouita kultura protoplast tabakovych burk.
Koncentrace 21 mM KN (donor K), 54 x 10'M auxinu (NAA) a 4,4 x 18 M
cytokininu (BA) v médiu indukovala prodlou eni buna 10-krat vysSi koncentrace 5,4 x
10° NAA indukovala bun né dleni. V médiu s nizkou koncentraci 1 mM KiG®e
za aly protoplasty prodlu ovat, ale jejich délka paa3b-ti dnech dosahla pouze 60-70 %
délky bunk ve standardnim médiu. Bylo zji&b, e ubytek NHNO; dalSi dle ité slo ky
MS média, neml vliv na prodlou eni bunk, co nasvd uje tomu, e redukce prodlou eni
bun k v médiu s nizkou koncentraci KN®yla pi inou nedostatku Kpravd podobniji,
ne vy erpanim N@ v médiu. Aplikace inhibitoru aktivity influxovéhp enasSee CsClI

(5 mM) potlaila pijem K" do bunk asouasn jejich prodloueni. V médiu s vy3si
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koncentraci NAA, ktera podporuje ldni bunk sni eni koncentrace Ka nebo pdani
CsCl zase vedlo ke snieni léni bunk. Pro stanoveni akumulace” K bu kach byla
pou ita metoda atomové adsorp spektrofotometrie. Blky prvni den kultivace
akumulovaly stejné mno stvi Kv médiu podporujici prodlou eni i v médiu podpadoailj
bun né dleni. Nasledn se ale mno stvi K v bu kach zvysilo v médiu podporujicim
prodlou eni bunk a sniilo v médiu podporujicim ¢eni bunk. Tyto vysledky naznaiji,

e akumulace K v bu ce zvy3uje osmoticky tlak a podporuje bumé prodlu ovani.
V pr b hu bun ného dleni se uvoluje K" do média aktivitou efluxového @nadee
a sni uje se osmoticky tlak. Aplikace alkalickéhiaidla do média s nizkou koncentraci K
zvysila aktivitu dleni bunk, kter4 byla pedtim sni ena vlivem nizké koncentracé. K
Bylo také zjistno, e Ubytek K sniuje pH a okyseluje cytoplazmu. Alkalickanidla
nahrazuji funkci K zvy3enim cytoplazmatického pH, které indukuje bug dleni.
Vysledky analyz dokazuji, e vysoky osmoticky tlap sobeny pitomnosti K neni
nezbytn nutny pro normalni pb h bun ného dleni. Tato studie také prokazala, e
regulace aktivity efluxového pnaSee m e byt jednim z cil p enosu signalu auxinu,

ktery umo uje regulaci ,pepinani“ dleni nebo prodlu ovani tabakovych bunBY-2.

3.1.3 Morfologie a cytologie bunk BY-2

Suspenze buk tabaku ozneaena autory NAGATA et al. (1992) jako BY-2 je
typickym pedstavitelem rostlinné bly obsahujicim tém vSechny typy organel
nalezenych v jinych typech buanv etn znaného potu mitochondrii. Suspenze BY-2 je
tvo ena charakteristickymi vicebumymi jednoadovymi etizky (singlety), které
spontann nedisociuji na jednotlivé blty. Bu ky bez pitomnosti 2,4-D etizky nevytvai.
Za standardnich podminek je suspenze fenotygtabilni a neadheruje k podklad. Se
zvySovanim pau bunk na poéatku kultivace se zmenSuje jejich objem, pjzde
nepatrn zv tSuje (KOENS et al., 1995).

Bu ky BY-2 neobsahuji chloroplasty, suspenze tedy neaiopna procesu
fotosyntézy a je zavisla na exogenni vy.\Z tohoto dvodu jsou buky pizp sobeny
absorbovat vSechny druhy latek z médiata t ch, které nejsou pabné pro rst. Velmi
snadno, rychle a efektivrpronikaji membranami buk inhibi ni latky, nebo prekurzory
isoprenoidnich biosyntetickych drah (HEMMERLIN et, a2004). Buky ale vdy
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obsahuji proplastidy, nebo leukoplasty (NAGATA dt, 4992), které se mohou za
specifickych podminek ptvaet na amyloplasty (MIYAZAWA et al., 2002). Ty jsoasto
rovnom rn rozlo ené v cytosolu, nebo se takékdy seskupuji okolo jadra, co je jev,
ktery nikdy nebyl pozorovan u jinych tabakovych iilinnebo linii Arabidopsis
(HEMMERLIN et al., 2004). Bylo potvrzeno, e amyloplasty se nikdy netv
v p itomnosti auxin , aplikace cytokinin naopak urychluje jejich vyvoj i akumulaci
Skrobu. V pitomnosti BA jsou proplastidy konvertovany na anpyésty b hem 48 h. Tyto
dva regulatory rozdilnreguluji expresi genpro biosyntézu Skrobu (MIYAZAWA et al.,
1999). Jadra maji za normalnich okolnosti kulovity tvgs@ asto umistna na jedné
stran bu ky, tém se dotykajici cytoplazmatické membrany. Poziceejasge mni
Vv procesu gdpravy na mitozu, ve kterén@dra migruji do centralni oblasti bky.
Extrémn prodlou end jadra burk BY-2 byla zjiStna po prvnim dnu kultivace ip
expozici 0,05 mM C8 (KUTHANOVA et al., 2004). Tato koncentrace také méta
granulovou strukturu chromatinu u vSech Hura fragmentaci cca 30 % interfazovych
jader na nkolik mikrojader. U 70-80 % butk se vyskytly etné malé vezikuly, nebo
vakuoly v perinuklearnim prostoru cytoplazmy. By BY-2 suspenze dale obsahuji 600
a 1200 diktyozom (NEBENFUHR et al., 2000)Kontrolni varianta (0,2 mg/l 2,4-D)
ukazala rovnonrné rozmistni jednotlivych cisteren, nebo malé skupinky cister
diktyozom v cytoplazm, zatimco p absenci auxin byly cisterny seskupeny v okoli
jadra aji po 1,5 dni se zaly akumulovat dvojnasobrvelké vezikuly v okoli cisteren.
Seskupovani v okoli jadra jeeggm d sledkem zastaveni proud cytoplazmy. Velikost
bun k kontroly se pohybuje mezi 40 — 68 b hem Sestidenni kultivace, bez dodani
auxinu obsahuji zuSené vakuoly, maji ovalny a kulovity tvar a jdjicvelikost se
pohybuje vrozmezi 54 — 110 (WINICUR et al.,, 1998).Drsné endoplazmatické
retikulum (ER) je za standardnich podminek lokal&am v okoli jader. Bliky oSetené
asovym toxinem microcystinem-RR o koncentraci §0 mL* m ly ER ,ovinuté“ okolo
jinych organel vetn mitochondrii. V exponovanych bkach vznika také velké mno stvi
lysosom a vakuol a mechanismus adaptivniho procesu auéofagukladani toxin do
vakuol vede k udrovani minimalniho mno stvi toxinu jadru a cytoplazm a hraje
d le itou Ulohu v nasledném procesu detoxikace (HUABIGI., 2009).

SIEBERER et al. (2009) studovali cytologické zm v tabakové bunné suspenzi
BY-2 b hem 8-denniho experimentu na mezinarodni vesmiamicsISS (v beznu-dubnu

2006). Uvadji, e celé rostliny normaln rostou ve vesmiru a proto by lp mit
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neporusené funki mikrotubuly cytoskeletu. By tabaku byly vybrany pro svou
vysokou odolnost, ivotaschopnost a dostateu velikost pro analyzu kortikalnich
mikrotubul . Experiment ve vesmirné laboratg podminkach stavu bezti e prokazal, e
hustotu, organizaci a orientaci kortikalnich mikimtil v izolovanych stnach rostlinnych
bun k, orientaci mikrovlaken celulézy, bumou proliferaci a tvar butk stav bezti e nijak
neovlivnil. Bylo zjist no, e integrita na Urovni pletiv rostlin neni ngab nutna pro
normalni r st a dleni izolovanych burk a spravnou funkci jejich bunnych struktur ve
vesmiru. Ke studiu byly pouity blkky z9 dn staré, nedici se kultury, které byly
p epasd ované do MS meédia s absenci vitandmbsahem 0,2 mg/l 2,4-D aep startem
uchované vetmpi teplot 4 °C. Poate ni inokulum obsahovalo 0,7xf0Obun k/ml.
Mitoticky index inokula ml 36 h ped startem nulovou hodnotu. 12 hodin po startu, p
teplot 21 °C se rychle zvysil a dosahl svého maxima 12 fadale ji jenom klesal, po 8
dnech dosahl hodnoty 0,3 %. Br rna velikost bunk, délka cca 53 pmsika 32 um
a tvar se neliSil od kontrolni varianty na Zemik&go et bunk byl na konci kultivace
srovnatelny s kontrolou na Zemi. Tyto pozitivni kgky pokusu jsou de itym zjiSt nim
pro mo nosti vypstovani rostlin ze zasob bumych kultur, oSeenych kryoprezervaci

b hem dlouhych kosmickych let

3.1.4 Programovana bun né smrt (PCD) v bun nych kulturach

Programovana bunna smrt (PCD) je zakladni sasti geneticky regulovaného,
vyvojového programu a obrannych mechanisimo ich arostlin. Jako pklad typickeé
fyziologické a vyvojové PCD v rostlinach neme uvést proces vzniku j ovitych list
palem, ve kterych biky mezi jednotlivymi budoucimi listkyepele realizuji PCD. PCD
byla definovana jako sekvence potencialp eruSitelnych udalosti, které vedou k
regulovanému a organizovanému rozkladu Bu(LOCKSHIN a ZAKERI, 2004). Je to
proces nezbytny pro selektivni likvidaci itych bunk, které mohou ohrozit integritu
multicelularniho organismu. U ivach byly popsany 3 zakladni formy PCD: apoptoza,
autofagie (,self-eating”) a nekrdza, u rostlin afmijgky typ PCD/,apoptotic-like* PCD,
nekrdza/,non-lysosomal“ PCD, autofagie a autoljgazdily mezi jednotlivymi typy PCD
ur uji odlisné morfologické projevy. Forma apoptdzdaby vodn popséana u ivoich
velmi specifickymi morfologickymi terminy jako jenss ovani (zmensSovani) obsahu

bun k (protoplastu), blebbing plazmatické membrany (ddgce kortikalniho cytoskeletu
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a vznik véakovitych vyr stk z membrany), kondenzace chromatinupéhi DNA na
oligonukleozomalni jednotky (,ladder“/ ebek) aktivovanymi endonukledzami a
fragmentace (rozpad) jader a rozpad celéKyuna apoptoticka tiska (,apo-bodies")
(Obrazek 3C) s naslednou fagocytézou (pohlcenizilad tlisek lysozomy okolnich
bun k). U rostlin fagocytéza neprobiha, zakeni degradani drahy m e zahrnovat
proces autolyzy. asto se uvadi, e silné bumé stny rostlin zabrauji procesu
fagocytdézy (van DOORN a WOLTERING, 2005). Apopt&éct liska nejsou bnym
znakem PCD u rostlin, co je zasadni rozdil a prdig u rostlin navren termin
~apoptotic-like* PCD (AL-PCD), namisto terminu apopa, ktera byla prodn
definovana v roce 1972 u ivich (KERR et al., 1972). V ivoiSnych bukéach jsou
mitochondrie kliovymi organelami pro spou$ti PCD a jimi uvolnny cytochromc
sou asn s dalSimi apoptogennimi proteiny vytivaelky komplex zvany apoptozom, ktery
je schopen konvertovat prokaspazu 9 na kaspazuaBtigovat skupinu cysteinovych
proteadz (kaspéz). Mitochondrie hraji zdsadni UlphlPCD a program apopt6za nastava
po posSkozeni wSiho mno stvi mitochondrii. P posSkozeni vSech mitochondrii aip
vy erpani molekul ATP nastava neorganizovana nekrdtmkn na smrt (REAPE et al.,
2008).

Studium mechanismu PCD v celistvyatstlinach je obti né, proto easto probiha
v zanoené malé skupinbun k obklopené skupinou zdravych bim Existuje celaada
d vod pro pouivat in vitro bun né systéemy pro studium mechanismu PCD. Jako
p iklady Ize uvést uniformitu kultury, ktera se vyzope rychle se dici homogenni
kolekci bunk. Déle je to snadna synchronizace a jednotna adeibun né smrti v celé
populaci bunk a pomoci mikroskopu a markemo nost sledovani pb hu bun né smrti
v realném ase. Buky in vitro kultur jsou nediferencované a mohou byt snadnd temé
na jednotlivé buky, nebo protoplasty, co sni uje slo itost bumého prosedi. Nicmén
bun né kultury nejsou v dy nediferencované a etto pipadech je mo né je pou it ke
studiu regulované vyvojové PCD (embryogeneze, »gihege, nebo senescence)
(McCABE a LEAVER, 2000). AL-PCD studovana u burrostlinnych bun nych kultur
je nejastSi a je to pomrn rychly proces se etelnou zmnou morfologie uhynulych
bun k, ktera je viditelnd u 4 — 6 h po naruSeni a any& propustnosti mitochondrialni
membrany a uvolmi cytochromuc a jinych apoptogennich proteire mitochondrii a
aktivaci specifickych enzymv cytoplazm. Rostliny stejn jako ivo ichové uvol uji z

mitochondrii cytochront a dalSi proteiny, ale u rostliArabidopsisbylo zjiSt no, e v
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genomu nejsou ftomny geny pro klasické kaspazy. Jsoitgmny pouze rkteré typy
proteaz (DEVD&zy) s aktivitou kaspaz (REAPE et a2008). Nejviditelnjsi
morfologickou zmnou v prb hu AL-PCD je oddleni cytoplazmatické membrany od
bun né stny a kondenzace protoplast(Obrazek 3A). Fragmentace DNA na
oligonukleozomalni jednotky &sto na 180 bp) aktivovana endonukledzami a fratanen
jader jsou dalSimi charakteristickymi ukazately RCD. Obsah chlorofylu nebyl

detekovan v bukach s fragmentovanymi jadry.
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Obrazek 3  ZjednoduSené schéma morfologickychn zm jednotlivych forem PCD (A) AL-PCD (B)
autofagie (C) apogiza (van DOORN a WOLTERING, 2005)

V rostlinach byla fragmentace DNA pozorovana gegradaci aleuronové vrstvy
a endospermu, starnuti okwmich listk a pestik, nebo bhem vyvoje praSnik
Fragmentace DNA se vyskytuje v pozdni fazi procésun né smrti, kratce ed
autolyzou. Nové morfologické analyzyegupokladaji, e oligonukleozomalni fragmentace
je spojena se ztratou integrity vakuol (JONES, 200Eechna dosavadni zjisi zatim
vedou k zawvru, e b hem vyvojové PCD v rostlinach vetéin pipad je podstatou a
spole nym mechanismem PCD programovany kolaps vakuotgkteolni hydrolazy a
tento proces iniciuje moment bumé smrti (KUTHANOVA et al., 2008). Rostlinné bky

se zdaji byt pedureny pro rychlou autolyzu. Enzymaticky aparét jeipfaven
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zprostedkovat rychlé Speni DNA, ktery vyvolava nahodny, nebo naprogramgva
vakuolarni kolaps (KUTHANOVA et al., 2008).

Termin autofagie popisuje proces degradace nadbyth, nebo nepatbnych
cytoplazmatickych latek a produktmetabolismu lysozomalniinnosti a byva take
spojovan s reakci buk na nedostatek ivin (napuhliku) v médiu (ROSE et al., 2006).
Autofagie (mikro- a makro-autofagie) je charakticlsd masivni vakuolizaci cytoplazmy,
bu ky ale nemusi v dy prochazet bumou smrti a v tchto pipadech je funkci autofagie
ochrana burk p ed smrti. Pokud vSak bky projdou fatalni destrukci (tvorba velkych
vakuol ® prasknuti jejich tonoplast® uvoln ni hydrolytickych enzym ® rozklad
bun ného obsahu® destrukce a zanik bumé stny), tedy procesem po kterém
nasleduje smrt, je deité oznait tento proces jako autofagie typu Il (také mega-
autofagie) (Obrazek 3B). Autofagie je vyragrpomalejSi proces ve srovnani s AL-PCD
(REAPE et al., 2008) a hem kondenzace cytoplazmyi AL-PCD vakuoly naopak svou
velikost zmenSuji.

Detekce fragment DNA odliSuje AL-PCD od nekrézy (DANON et al.,, 2000
Abioticky stres m e vyvolat AL-PCD, nebo nekrotickou bumou smrt. Rzné kultury
bun k jsou ale odlisn citlivé na uritou hladinu stresu, ktery zpobuje AL-PCD v jedné
kultu e, zatimco v jiné je pinou u rozsahlych nekr6z. Kondenzovana morfologge
pozorovana u buik vystavenych rznym stresorm (H,O,, extrémni teploty-teplo i chlad,
UV zaeni, nebo p hypersenzitivni reakci na elicitory azné chemické latky). Tabakové
bu ky vystavené chladu 5 — 6 °C vykazaly kondenzaatgmlastu a chromatinu a
fragmentaci DNA (KOUKALOVA et al., 1997).

AL-PCD byla indukovana v bunné suspenzi BY-2 kadmiem (Cd9O
o koncentraci 0,05 mM (KUTHANOVA et al., 2004). R4 h byla pozorovana extrémn
protahla jadra, bunné dleni bylo peruseno a po 3 dnech se projevilo prodlou eni kun
ivotnost bun k se sniila 0 60 % po 24 h. etné malé vakuoly byly detekovany v
cytoplazm po 3 dnech kultivace. Fragmentace DNA dosahla4ob 20 %, po 7 dnech 45
%. Bu ky BY-2 oSetené 1 mM kadmia uhynuly hem 6 hodin, tedy @dis rychle, aby
mohly projit celym procesem AL-PCD. Abnormalni wukétié struktura jader byla
pozorovana u po 1 h.

VITE EK et al. (2007) studovali programovanou burou smrt indukovanou
kyanidem uvolnnym z nitroprusidu sodného, nitroprusidem sodnymKSdonor NO) a

peroxidem vodiku v tabakové BY-2 bumé suspenzi. Bylo zjisho, e bun na smrt byla



-55 -

vyvolana pouze kombinaci 0,5 mM SNP a 0,5 mM glykéz0,5 U/miglukézooxidazou
(GGO; donor HO,), kyanid nebyl zapojen do indukce buné smrti. Bun na smrt
zp sobena SNP a GGO nastaldaém 12 hodin, psobeni SNP potvrdilo toxicky inek z

d vodu poklesu aktivity intracelularnich esteraz adoreduktadz. Pcet intaktnich jader
BY-2 bun k se postupemasu snioval a po 12 hodinach doséahl cca 20 %. Wik et
mitotickych jader (cca 4 %) se liem kultivace vyznamnnem nil, ale po 6 hodinach ji
mitéza tém neprobihala. Prvni projevy kondenzace jaderné gy zaznamenany po

2 hodinach a po 8 hodinach ka v tSina jader kondenzovany chromatin. U vice ne 70 %
mrtvych bunk byla také pozorovana kondenzovana cytoplazmasibgdicky projev PCD

- oligonukleozomalni fragmentace DNA nebyl zaznaamen

YIN et al. (2006) uvadi, e mikrocystin-RR je nebezpay toxin produkovany
asami a sinicemi indukujici oxidativni poSkozeniostlinnych a ivoisnych bukach.
Dosud ale nebylo zjisho, jestli mikrocystin-RR me indukovat apoptdzu v rostlinnych
bu kach. Po 6 dnech expozice vysokou koncentraci mylstinu 50 mg/l (asi 50 mM)
byly pozorovany morfologické zmy a znaky apoptdézy buk tabaku BY-2, které se
vyzna ovaly intenzivni kondenzaci jaderného chromatig@day lokalizovanymi @ okraji
bun k. Umrtnost bunk po 8 dnech dosahla 17 %. Nizka koncentrace O/lLmagrokazala
adné zmny ve srovnani s kontrolni kulturou.

SAITO et al. (2005) zkoumali molekularni mechanismgzistence tabéakove
suspenze BY-2. Pravidelnou subkultivaci duBY-2, ktera byla provada ka dy tyden
po dobu 12 msic do média obsahujiciho 700 uM NjQlyla odvozena nova buma
linie NIT, kterd prokazala odolnost nejen vniklu, ale také v i m di (CuSQ; pH 4,0) a
hliniku (AICl3; pH 4,0), ale nevykazala odolnost Vv jinym abiotickym stresm;
salinitnimu (NacCl), osmotickému (mannitol), teplimu (sni eni teploty na 4°C) a toxicit
kadmia (CdC)), manganu (MnS@ pH 4,5), eleza (Fe-EDTA,; pH 4% zinku (ZnSQ,
pH 4,5) NIT bu ky a standardni tabakové kky BY-2 byly kultivované pi r znych
koncentracich NiGIR st standardnich BY-2 buk byl omezen a jejicherstva hmotnost
redukovana p koncentracich vyssich ne 300 uM NG r st byl zcela inhibovan p
koncentraci 700 uM NiGl Tato koncentrace byla letalni pro 99 % dunBu ky NIT
dob e rostly pi koncentraci 700 uM a neztratily schopnosstu ani po pepasa ovani a
nasledné 6-nsi ni subkultivaci do médii bez NigNMe srovnani s BY-2 bikkami takeé
kultivovanymi bez NiCJvSak byla erstva hmotnost v exponencialni fazi 3.-5. denesrd

a ve stacionarni fazi 7. den redukovana a o cc820o. Pi absenci niklu v médiu byly 7.
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den pozorovany shluky malych bknBY-2, pi nizké koncentraci 200 uM Nigbyly
bu ky mirn zv tSené a p vysoké koncentraci 700 uM se u bkrnobjevil typicky znak
PCD - kondenzace cytoplazmy. By m ly také asto hndou cytoplazmu. Bwky NIT
byly prodlou ené, byly vakualizované a tily dlouhé etizky ve velkych shlucich. Po 7
dnech expozice 700 uM Ni€lbyly bu ky prodlou ené a ptindsobn. Koncentrace
10 uM mdi vyznamn redukovala a koncentrace 20 uM Cu Upimhibovala rst bunk
BY-2. Koncentrace 30 uM Cu neovlivnilagt NIT bunk. Koncentrace hliniku 600 uM
byla pro buky BY-2 letalni, zatimco u NIT butk redukovala rst bunk pouze o 25 %. U
bun k NIT byl také zjiStn vySSi obsah prvkK, Ca, a Mg, ve srovnani s BY-2 bdwami.
NIT bu ky vystavené rznym stresm také konstitutivn vylu ovaly 2 specifické proteiny
SP1 a SP6-D-xylosidazy, BY-2 buky vylu ovaly jen nizké mno stvi thto protein a
to pouze p expozici niklem. NIT buky postupnou subkultivaci akumulovaly a
zakonzervovaly pblin 2 mM niklu z média obsahujiciho 700 uM NiGkdy tikrat
vice, ne je extracelularni koncentrace NDale byl zaznamenanikrat vysSi obsah
histidinu, 5-krat vysSi obsah argininu a 2-3-kngdi obsah oxalatu, citratu, 2-oxoglutaratu
a glutamatu ve srovnani se standardnimikami kultivovanymi pi vysoké koncentraci
niklu 700 uM NiCh. Obsah kyseliny citronové v bkach NIT dosahl 4 mM, co je
dostatené mno stvi pro hypotetické vytveni chelatového komplexu se 2 mM niklu. Nikl
byl pomoci specifickych fluorescemich barviv lokalizovan gva n ve vakuolach burk

u obou suspenzi. U NIT buk byl nikl detekovan také v blizkosti jadra, v buné

p ehradce a cytoplazm Transport komplexu Ni-organicka kyselina nebo kteru Ni-
histidin do vakuol a kompartmentacekijch kov ve vakuolach me byt d le itym
objasnnim mechanismu spivajiciho k detoxikaci, vysoké odolnosti a hygemulaci
niklu tabakovymi bukami NIT.

U nadorovych burk ivo ich bylo prokazano, e p nizké arovni vyvolaného
stresu byly buky schopné opravit poSkozeni, zatimco vysokd hkadstresu vedla
k organizované apopt6ze (LENNON et al., 1991). Ridkvky ultrafialového zéni UV-B
indukovalo apoptézu u buk keratinocyt, vysoké davky vedly nasledra k nekrézam
(MAMMONE et al., 2000). Na gchodu z apoptézy do nekrozy tedyejm existuje
ur ity kriticky stupe , kterym kultura prochazi v pp hu vyvolavaného stresu.

Termin apopt6za (u rostlin AL-PCD) je tedy pou ivapro programovany a dod
organizovany zpsob bun né smrti, jeho vysledkem je série charakteristitiky

morfologickych zmn a degradace DNA, zatimco termin nekréza je pamyv pro
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chaoticky a neregulovany zgob bun né smrti s vysokym stupm poSkozeni.
Nekrotickd smrt me byt definovana jako nekontrolovany sled reakésledovany po
nevratném posSkozeni bumych membran vyvolany velmi vysokymi davkami strggh
faktor (McCABE alLEAVER, 2000). Bhem nekrézy buwka ztraci schopnost
osmoregulani funkce, co vede k destabilizaci membrany a kngtu vody a iont dovnit

bu ky a dochazi a k jejimu prasknuti. V fr hu AL-PCD plazmaticka membrana
zachovava svou integritu. Degradace DNA aktivitowdanukledz v pro hu nekrozy
nebyla zjiStna (DANON et al., 2000). Pp sobeni velmi vysokych teplot je degradace
DNA zp sobena spiSe extrémnim teplem ne aktivitou nuki@dzCABE et al., 1997).
Kondenzovana morfologie nebyla pozorovana u kukteré prosly nekrotickou smrti a
nekrotizované biky je bez barvici techniky obti né rozpoznat odyeh bunk (McCABE

a LEAVER, 2000).

3.2 Rostlinné r stové regulatory — auxiny

3.2.1 Nativni a syntetické auxiny

Nejdéle znamou skupinou rostlinnych hormgsou auxiny. Jejich existence byla
Zjist na ji ve 20. letech minulého stoleti. Nazev aupiwchazi z eckého slova ,auxein‘-
zv tSeni, a byl zaveden WENTEM (1928) na zaklgsho pokus s koleoptily ovsa, p
nich prokazal, e jejich Spiky produkuji latku, ktera difunduje do agaru a stinje r st.
NejzndmnjSim zastupcem pozenych auxin, ktery je vrostlin z eteln nejvice
zastoupen je po chemické strance kyselina indolytt®dva (IAA), kterd byla nejive
identifikovana pi ovesném koleoptilovém testu z lidské mKOGL et al., 1933), dale v
kvasinkach, v houbRhizopus suinua v roce 1946 poprvé ve vyssi rostlinv nezralych
obilkach kukuice. Nasledn byl jeji vyskyt potvrzen u dalSich druhvySSich rostlin,
bakterii, hub aas (THIMANN, 1977). Diky novym citlivym metodam lyyWV rostlinach
nalezeny dalSi prozené auxiny: 4-chlor-indolyl-3-octova kyselingCI-1AA), indolyl-3-
maselna kyselina (IBA) a fenyloctova kyselina (PA®brazek 4). PAA je ponin stala
latka. Byla zjiStna v plodech ovocnych stromjeji koncentrace je vysSi ne IAAeji
U innost je ale naopak vyrazmi Si. IAA a PAA se adi ke slabym organickym kyselinam.
Jsou to krystalicke latky lipofilniho charakterpa$n rozpustné ve voda kyselych, nebo
neutralnich vodnych roztocich. Naopak dobozpustné jsou v organickych rozpod#tch
a v zésaditych vodnych roztocich.
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Vychozi latkou biosyntézy IAA je aminokyselina byptofan a jeji syntéza me
probihat nkolika drahami: indolylpyruvatovou, tryptoaminovomebo indolyacetalovou.
Bakterie Agrobacterium tumefaciengransformuje rostlinné bky pes unikatni
biosyntetickou drahu IAA. Tryptofan je gveden na IAA dwma kroky. Prvni enzym
tryptofan monooxygenaza (laaM) ni tryptofan na indol-3-acetamid (IAM) a ten se
konvertuje aktivitou enzymu indol-3-acetamid hydmiu (laaH) na IAA (PATTEN a
GLICK, 1996). Geny kodujici tyto enzymy byly powitpro zmnu hladiny IAA v
transgennich rostlinach (KLEE a ROMANO, 1994).

IAA je nestabilni latka, kterd je snadno degradevalekarboxylaci za pomoci
peroxiddz (NORMANLY et al., 1995), oxidaci na kysel oxindol-3-octovou, nebo nme
nejd ive vytvoit konjugat s aspartatem a dale byt také oxido@fNDURSKI, et al.,
1992).

Velka ast auxinu vznika v primarnich meristémech, hlavady ve vzrostném
vrcholu stonku a je transportovana do ostatniébti bazipetaln (od vrcholu rostliny
k bazi) (LOMAX et al., 1995). Bhem transportu soasn inhibuje v tveni (THIMANN a
SKOOG, 1934). Jakmile auxin dosahne éw, je ihned degradovan enzymem IAA
oxidazou, ale i gesto se uilité mno stvi m e mistn akumulovat a podporovat bumé
d leni. REED et al. (1998) pdlo il d kazy spojujici transport auxinu ze stonku doeko
s regulaci zalo eni a vyvoje postrannich & u rostlin Arabidopsis Pi odstranni
r stového vrcholu vystoupi U labni pupeny z inhibecgy nasledn dor staji. Bazipetalni
transport ma vyznam pro udr eni apikalni dominangelarity bunk i celé rostliny.
Distribuce auxinu reguluje také opad lisa plod. V opadové zo6njsou buky aktivni,
dokud pes ni prochazi IAA. Zastavenim distribuce auxinuakgvuji lytické procesy a
opad list, nebo plod. Auxin dale vznika také v sekundarnich meristémeabdevsim v
kambiu; v organech rostlin se tvove zrajicich plodech, kinich organech, semenech a
mladych listech rostlin. V souvislosti s radialnimstem m e p echodn dochazet k
akumulaci auxinu v bazalnichastech rostlin. Nejvice auxinu jeifmno v mladych
organech, se starnutim rostlin jeho obsah klegaaaljv ovan zejména stiem (VINCE-
PRUE, 1985).
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Obrazek 4 Chemicka struktura nativnich auxin

Vedle pirozenych auxin byla nalezenaada syntetickych auxin— derivat 1AA,
které maji charakter organickych kyselin, od 40.21¢. stoleti se fpravuji umle a maji
podobné fyzikaln-chemické a chemické vlastnosti stove uinky jako IAA. 1AA je vSak
pro praktické pou iti pilis nestald. Syntetické auxiny jsou latky vysotabgni, jejich
spole nym zakladem je aromatické jadro a karboxylova slam mezi tmito dv ma
skupinami musi byt alespgeden uhlikovy, nebo kyslikovy atom. V praxi séotyatky
pou ivaji v lihovém, nebo vodném roztoku, v pudrabo past K nejvyznamnjSim a
neju inn jSim zastupcm s vysokou biologickou aktivitou v komeri sfée pati kyselina
1-naftyloctova (NAA), ktera se lava do prosedk pro stimulaci rstu a zakee ovani
rostlin, a kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4;2)4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T) a
2-metyl-4-chlorfenoxyoctova (MCPA) (Obrazek 5).idejsoli a estery se v zenh Iské
praxi vyu ivaji pro herbicidni Gely (ZBIROVSKY et al, 1960).

OH
o cl 0
OO O\)kOH
cl
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Obrazek 5 Chemicka struktura syntetickych auxin

Stimulace dlou ivého rstu je nejlépe prostudovanymidkem auxin. S r stovou
stimulaci souvisi také uloha v regulaci fototropisma gravitropismu (WENT
a THIMANN, 1937). Obecnje potvrzeno, e koncentrace exogennich auxifi’ a 10°
mol.I* r st stimuluji, vy$&i koncentrace naopalstr rostlin inhibuji v souvislosti se
zvySenou tvorbou etylénu (BURG a BURG, 1968).

Auxiny stimuluji dleni bunk (HAGEN a GUILFOYLE, 2002) a intususcepci
(dlou ivy r st bun nych stn) (Obrazek 6); gmistnim iont vodiku H se bun na stna
acidifikuje (RAYLE a CLELAND, 1992) a vytva se tak vhodné prosdi pro aktivaci a

innost hydrolytickych enzym (nap. celulaz), které Spi polysacharidy, jejich
p irozenou funkci je zachovavat pevnou strukturum8tace dleni bunk byla potvrzena
v mnoha systémedin vitro. Auxin také ovliv uje polaritu bunk, a tudi hraje dle itou
Ulohu také p diferenciaci bunk (HAGEN a GUILFOYLE, 2002). U explantatovych
kultur auxin podncuje tvorbu adventivnich ken . Auxiny v kombinaci s cytokininy tvd

zakladni slo ku ivnych médii pro explantatove kudy.

+ auxin

0] =>

Obrazek 6 Model intususcepce (dlou ivisrbun nych stn)
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R zné organy rostlin jsou specificky citlivé v exogenni aplikaci auxin
a zvySenim jejich koncentrace ma 0 inek stimulani pechazet v Unek inhibi ni.
Syntetické auxiny napodobuji idky vysokych koncentraci nativnich auxinlAA),
v tSina rostlin je ale neumi odbourdvat a musi nareagovat(epinastické ohyby
nadzemnich asti, tvorba adventivnich ken , tvorba tumor, zastaveni rstu) (ASHTON
a CRAFTS, 1973).

3.2.2 Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), jeji sola estery

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) je krystdl, bila latka, tém bez
zapachu. Je to chlorem substituovana aromaticka eshina, jeji benzenové jadro je
spojeno éterickou vazbou s kyselinou octovou. 2,4éD latka dobe rozpustna
v organickych rozpoustllech, Spatn se rozpousti ve voda mineralnich olejich. Jeji bod
tani je 138-141 °C a bod varu 160 °C. Pro herbicidely je 2,4-D pou ivana ji od roku
1946 a na rostliny je aplikovana jako herbicid wenf soli nebo ester (Obrazek 7)
(ZBIROVSKY et al, 1960). Soli a estery jsou latkyplde rozpustné ve vodi v
organickych rozpoustilech. Nejastji pou ivana je sl sodna, ale Ize fpravit i soli
draselné a amonné a deba rychle pronikaji do listi soli amoniové a alkamoniové.
Z ester 2,4-D jsou pro aplikaci na kulturni plodiny nejwojSi ni Si estery netkavé,
odvozené od alkoxyalkohal glykol , nebo polyethylenglykol a jejich ester. Vyhodou
pou iti ni Sich jednodusSich ester2,4-D (metylester-2,4-D) je jejich vysoka toxicitéa
rychlejSi tinek - tedy mensSi spaba herbicidu, odolnost vi splaveni deStm a mo nost
aplikace v olejovych postich. Vyssi estery 2,4-D jsou pro rostliny métoxické a

netoxické.
Cl (@) Cl (@] Cl @)
X @) _R
P
cl Cl Cl
2,4-D s | ester

Obrazek 7 Chemicka struktura 2,4-D a soli a es&4-D
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3.2.2.1 Metabolismus a podstata herbicidnihoinku 2,4-D a jinych
syntetickych latek na bazi auxin

Herbicidy na béazi auxin se uspSn pou ivaji ji 60 let s minimalnim vyvojem
rezistence plevelv i herbicidu (KELLEY a RIECHERS, 2007). Jenkolik v deckych
inovaci zvysilo produkci potravin na celém sv V roce 2004 organizace Henryho Forda
v Dearbornu oznala 2,4-D jako jednu ze 75 nejié it jSich inovaci minulych 75 let.

Fyziologicka herbicidni aktivita a toxicita syntekeé latky 2,4-D je dana substituci
chlorem v polohdch C2 a C4 aromatického jadra.\vaeyi2,4-D se pro sy retardani
U inek pou ivaji k hubeni dvoudo nych plevelnych druh pedevSim v porostech
obilovin a trav. Jednodb né druhy 2,4-D rychle metabolizuji, a proto jsauna vyjimky
tyto herbicidy v i nim neuinné. Aplikace probiha postem na list naja, v dob
nejaktivn jSi faze rstu a zvySené citlivosti dvoulb nych druh plevel . Pi optimalni
teplot 20 — 24 °C a za sluneého poasi je patologicky (nek pozorovatelny ji po 24 h.
A koliv je 2,4-D po chemické strance slaba kyseliak,jeji nejv tsi fyziologicka uinnost
byla zaznamenanaimeutralnich hodnotach pH (MOYEN et al., 2007)zR& koncentrace
< 0,1 mg.I* 2,4-D byvaji pou ivany pro stimulaci bumého dleni, vy$3i koncentrace >
0,1 mg.I* 2,4-D u mohou mit projevy abnormalnihostu. V porostech obilovin jsou soli,
nebo estery 2,4-D aplikovany v rozmezi 0,2—2,0 &4/R,4-D se pou iva také ve vodnich
nadr ich pro regulaci rstu as a m e byt toxicka pro nkolik trofickych arovni. Uvadi se,
e koncentrace 0,02 — 2,0 mg.hejsou pro asy toxické, omezeni stu as probiha p
koncentracich vy3sich ne 200 mY(CHINALIA et al., 2007).

GROSSMANN (2010) uvadi, e herbicidni iaek auxinovych syntetickych latek
spo iva v ,p edavkovani auxiny, co vede k naruSeni rovnovammgagennich auxin
a interakci s ostatnimi fytohormony. Brh deregulace stu rostlin m e byt rozd len do
3 fazi. Prvni faze je stimulai a nastava them prvnich hodin po aplikaci. V této fazi je
b hem nkolika minut stimulovana aktivita membranovychepase a enzymu F
ATPazy, ktery se podili na prodluovani blmn Stimulani faze zahrnuje aktivaci
metabolickych proces jako je stimulace syntézy kyseliny 1-aminocyklqpan-1-
karboxylové(ACC) a etylénu pes indukci tvorby enzymu ACC syntazy v pletiveabngt
(1-2 h), nasledovana ignaky abnormalniho stu (3-4 h), ktery je doprovazen epinastii
list , vzniku tumor a iniciaci krouceni stonk Po dalSich 5-8 h probiha akumulace

kyseliny abscisové v kenech a ve stoncich rostlin. Druha faze je inmbinasleduje po
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24 h a zahrnuje inhibici stu koen a stonk a zintenzivuje zelenou pigmentaci list
Sou asn dochazi k uzaeni prduch a parareln ke sni eni transpirace, fotosyntézy -
adsorbce uhliku, tvorby Skrobu a celkoxp sobuje zakrsly rst. Uzavenim prduch
dochéazi souasn k akumulaci ABA v pletivech a k nadprodukci volhy&yslikovych
radikal (ROS) a HO,, ktery poSkozuje pletiva peroxidaci membranovyphdl. Ve teti
fazi, kterd je oznavana jako letalni, po 72 h probiha zrychlena Vi&tsenescence,
dochéazi k poskozeni chloroplast ervenému zbarveni a chlor6ze a k destrukci systému
cévnich svazk co v dalSich dnech vede kvadnuti, nekr6zam aihynu rostlin.
Nejd leit jSi a kritickou fazi psobeni herbicid na bazi auxin je po ateni rychla
aktivace membranovych gnaSe , stimulace aktivity FFATPazy a prodloueni a
zv tSeni bunk. Je znamo, e abnormality vstu rostlin a tvorbu nadorovych utvam e
vyvolavat bakterieAgrobacterium tumefaciensebo 2,4-D. Rostliny ale nemaji dlovy
systém jako ivoichové, co je vyznamny rozdil, proto se tumorowi zniny vyviji jen
lok&ln , nerozSiuji se do ostatnichasti a nejsou tedy definovany jako nadory v .
Tyto nadorové Utvary zgsobuji lokalni problémy, nebyvaji aleimou pi inou smrti
rostlin. Fytotoxické Uinky fenoxyherbicid zahrnuji masivni produkci a akumulaci
etylénu, kyanovodiku (HCN), ABA a J@, (GROSSMANN, 2005), viz. dale také kap.
2.3.6. Kyanovodik je toxicka latka, vipd vSudypitomna, ktera me byt vytvdena z
vice prekurzor (GROSSMANN, 2010). Patkem 80. let minulého stoleti byl kyanovodik
objeven také jako vedlejSi produkt syntézy etylddoposud bylo identifikovano vice ne
2500 kyanogennich druhrostlin tj. rostlin se schopnosti produkovat kyaodik.
Kyanogeneze je bnd ve dvoudlo nych druzich a travach (rye, kukice, pSenice,
je men). Ve vtSin t chto druh spoiva mechanismus tvorby HCN v degradaci
kyanogenniho glykosidu. Vice ne 60 drukyanogennich glykosid jejich hoka chu a
uvol ovani toxického HCN hraje ¢tk itou roli p i obran rostlin proti bylo ravc m. Na

r znych druzich trav bylo pzkouméno a z vice studii bylo potvrzeno, e fykit&e

0 inky auxinového herbicidu quincloracu speaji hlavn v akumulaci kyanovodiku
odvozeného ze stimulované syntézy ACGdmostn v pletivech lodyh. Aplikovany
quinclorac indukoval aktivitu ACC syntdzy v lkemech plevelné travigchinochloa crus-
galli L. Beauv., co zvysilo koncentraci ACC po 1 h p&ebteni a pebyte na koncentrace
ACC byla translokovana do lodyh, kde byla konveéitw ACC oxidazou na vysokou
hladinu etylénu a kyanovodiku (GROSSMANN, K. 2008)CC oxidaza je vyhradn
cytosolovy enzym a jeho reaki produkty etylén ikyanovodik jsou iniciovany v
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cytoplazm bun k. GROSSMANN et al. (1996) poprvé potvrzuje spale U inek
n kolika herbicid na bazi auxin (dicamba, MCPA, picloram, quinclorac a quinmerac)
vysokych koncentraci IAA a NAA, ktery vyvolava irkii tvorby a akumulaci ABA v
pletivech u rznych dvoudlo nych druh, zastupc eledi Rubiaceag Solanaceage
Umbelliferag Fabaceae ScrophulariaceaeaConvolvulaceaea inhibici jejich r stu.
Koncentrace etylénu a ABA se primarzvySuje v pletivech lodyh, odtud je ABA
translokovana do ken rostlin (GROSSMANN, 2003). Koncentrace 18l quinmeracu
stimulovala syntézu etylénu, prekurzoru ABA xanloxa ABA ve stoncich svizele
(Galium aparineL.). Akumulace ABA zpsobila uzaweni pr duch a nadprodukci bDs.
Hladina HO, se zvysila tkrat ve srovnani s kontrolou (GROSSMANN et al.02p V
jiné studii nkteré plodiny s prozenou toleranci vi herbicidu quinmeracu €pka olejna,
epa cukrova, nebo pSenice) nevykazaly stimuladvigktACC syntazy, ani akumulaci
ABA (GROSSMANN a SCHELTRUP, 1998).

SHADDAD et al. (1990) v podminkadi vitro studovali vliv 2,4-D a 2,4,5-T na
Kli eni arst Kkli nich rostlin Zea Mays Helianthus annuusa Vicia faba Vysoké
koncentrace 16 a10°M m ly vyznamny inhibini vliv na kli eni semen, nizka
koncentrace I0M kli eni semen neovlivnila a naopak vyznanstimulovala a podpda
r st koen a vzrostného vrcholu Kkihich rostlin. 2,4-D aplikovana do porost
zemd Iskych plodin za Gelem hubeni plevelsice pimo plodiny a Grodu neovliwje,
zp sobuje ale uita geneticka poskozeni. Tato geneticka poskozgla potvrzena p
sklenikovych a polnich pokusech sijeenem, ryi, pSenici a cibuli. Osivo ry e bylo
oSeteno 2,4-D a vyseto v polnich podminkach. Nasleolyla zjiSt na mutace pylovych
zrn a zvysena sterilita (KUMARI a VAIDYANATH, 1989)Mladé rostliny pSenice a
je mene oSeené estery 2,4-D nasledrve stadiu zralosti vykazaly zvySeny vyskyt
abnormalit na chromozomech pylovych zrn (UNRAU aRFPER, 1951). Také oSené
0sivo je mene a nasledné vyseti v polnich podminkdch ddtézafo zvySenou sterilitu
podobn jako ry e (KHALATAR a BHARGAVA, 1982). Abnormalityna chromozomech
vykézala takeé cibule gtovana v pd oSetené 2,4-D (GROVER et al., 1990).

Bu ky pod vlivem herbicid na bazi rstovych regulator m ni smr sveho
prodlu ovani a vysledkem je astd tvorba kalusuLEE (1972) sledoval vliv 2,4-D
na syntézu isoenzymAA oxidazy a souasn Vliv IAA oxidazy na r st kalusové kultury
tabaku Nicotiana tabacumcv. White Gold) v podminkacin vitro. Uvadi, e IAA

oxidaza je sloena z nejméndvou skupin isoenzym (rychle a pomalu migrujici p
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elektroforéze), které en reaguji s jinymi rstovymi regulatory. Na jejich syntéze,
ovlivh né p sobenim ty r znych koncentraci 2,4-D zavisi stimulace, nebohiicei r stu
kultury. Nizké koncentrace 0,1 a 1um 2,4-D podposyntézu rychle migrujiciho
isoenzymu A a souasn také stimulovaly rst pletiv nadorového typu. Je znamo, e
homeostadze auxina cytokinin je d leitd pro normalni rostlinny rst a e cytokininy
hraji vyznamnou roli p regulaci vyvoje rychle migrujicich IAA oxidaz. dedy zejmé, e
p itomnost 2,4-D naruSuje tuto rovnovahu a je oddoa za abnormalni st pletiv.
erstvd hmotnost se bem 25 dn zvysSila pi koncentraci 0,1 um 10-krat aig um 7-
krat. Koncentrace 10 a 100 um inhibovaly syntézthley migrujicichisoenzym a r st
kalusu U tabakovych pletiv kultivovanych sippmnosti 0,2 um kinetinu a absenci auxinu
byly detekovany ty i r zné isoenzymy IAA oxidazy a nebyla zaznamenanaoskamna
aktivita rychle migrujiciho isoenzymu sAP idani koncentrace 1 um 2,4-D do tohoto
média vyznamn zvySilo obsah Aa dale také indukovala tvorbu isoenzydy; a As. Bylo
prokdzano, e optimalni podminky pro tvorbu rychhégrujicich isoenzym IAA oxidaz
jsou pitomnost 10 um IAA, 0,2 um kinetinu a 2 um giberali(GA) v ivném médiu.
Aplikace vysoké koncentrace 100 um 2,4-D do tohoéalia zcela inhibovala syntézuy,A
Ag a A;, ale zarove stimulovala tvorbu pomalu migrujicich isoenzym,, As, A4 a
aktivita Ag byla 4x vy3Si ve srovnani s kontrolou prostou2,4AA byla efektivn jSi pi
tvorb rychle migrujicich isoenzym oproti tomu ale nenta tak vyznamny vliv na tvorbu
pomalu migrujicich isoenzymjako vysoké koncentrace 2,4-D. Také bylo zjist; e ani
jedna koncentrace 2,4-D neindukovala syntézu isgenzAs ktery je b n  produkovan
za pitomnosti 10 um IAA a 0,2 um kinetinu. Z vysledktudie vyplyva, e cizoroda,
syntetickd latka 2,4-D nmi obsah endogennich auxip sobenim na systém isoenzym

IAA oxidaz, pi em naruSuje rovnovahu mezi rostlinnymi hormony.

3.2.2.2 Toxické psobeni 2,4-D na jiné organismy

2,4-D je b ny herbicid, ktery se pou iva v okoli dom v zahradach, na golfovych
a fotbalovych hstich, parcich, v zend Istvi a lesnictvi. Rezidua herbicid/ etn 2,4-D
jsou pitomny ve vzduchu, @ , vod a v potravinachZnepokojiva data nasi vyzkum
agentury U.S. Geological survey (USGS), kteraigiste 19 z 20 odebranych vzorkz
povodi ek po celych Spojenych statech je kontaminovanyghD2 (U.S. Geological

survey, 1998).2,4-D je toxickd latka nejen pro rostliny, ale takéo ivo ichy. V
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kombinaci s 2,4,5-T byla pou ivana jako bojova clieké latka pod ndzvem Agent Orange
ve vélce ve Vietnamu. Pro tinu druh ivo ich je urena stedni letalni davka v
rozmezi 300-1000 mg.Kg pro psy je ni &i, okolo 100 mg.Ky (ROWE a HYMAS, 1954).
2,4-D byla nalezena v aludku, krvi, mozku a leddeh u 4-dennich krys krmenych
mlékem matek exponovanych 2,4-D (BUKOWSKA, 2006ylaBzjist na i mo na otrava
skotu pes schopnost 2,4-D zvySovat obsah chen v n kterych oSetnych rostlinach
(STAHLER a WHITEHEAD, 1950).

N které mikroorganismy vyu ivaji 2,4-D jako zdroj egee a uhliku. Mezi tyto
organismy pat bakterie Pseudomonas, Chromobacteflavobacteriun), houby
(Aspergillus Fusarium Penicillun) a aktinomycety $treptomyces Nicmén ve vysokych
koncentracich mohou byt ipravky na bazi 2,4-D toxické i pro tyto organisnBylo
prokazano, e 2,4-D inhibovala st bunk a syntézu DNA a protein u bakterie
Azospirillum brasilenseB hem inkubace poklesla aktivita enzymu dekarboxylazy
54 %. Také un vitro kultury bunk savce ke ka inského 2,4-D prokazatelnnhibovala
r st bunk, syntézu DNA a proteina d leni bunk zastavila v G1/S-fazi bunného cyklu
(BUKOWSKA, 2006). V jinych studiich dimethylaminowl 2,4-D v nizké koncentraci
100 ppm redukovala produkci potomstvaev o 98 % (PALMERS-JONES, 1964) a
vzdudna aplikace sodné soli 2,4-D gpbila umrtnost 22 % populaceel (HASSAN et
al., 1991).

2,4-D se snadno adsorbuje do lidského organismawiciho traktu a ke aztla je
vylu ovana moi v ttm nezmn né form. Z asti byly nalezeny konjugéaty 2,4-D
s aminokyselinami a proteiny, nebo 2,4-dichlorofefegradace 2,4-D vede k vytemi
mnoha latek vetn chlorfenol a dioxin , které vykazuiji silnou toxicitu. V obdobi 1962 —
1999 bylo zaznamenano 66gad otravy 2,4-D a z toho 22 jpad skonilo pacientovou
smrti (BUKOWSKA, 2006). Uinek 2,4-D je oznaen za kancerogenni a smrtelna davka
kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové prdov ka se pohybuje okolo 15 g (ASSOULY, 1951),
ale u vysoké davky mezi 1 — 600 mg/kg maji riepivé Uinky na lidské zdravi. Akoliv
ji d ive bylo potvrzeno, e 2,4-D sobi toxicky na ivé organismy, tak doposud bylo
Zjist no jen malo informaci o mechanismu toxickéhosgbeni na ivoiSné buky.
TUSCHL a SCHWAB (2003) posuzovali cytotoxickéinky herbicidu 2,4-D na lidské
hepatomové blky (HepG2 - linie nadorovych buk). Tato bun n& linie je vhodnym
modelem proin vitro studie toxicity chemickych latek. HepG2 Iy byly vystavené

p sobeni rznych koncentraci 2,4-D a byl hodnocen lph bun ného cyklu, znaky
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programované bunné smrti (PCD) a ivotaschopnost bun Aplikace 2,4-D ovlivuje
chod bun ného cyklu v zavislosti na koncentraci. By byly vystavené koncentracim 4,
8 a 16 mM 2,4-D na 24 a 48 hodin. Nizka koncenttdaeM) podstatn prodlou ila GO/1-
fazi a bylo zjistno jen velmi nizké mno stvi buk v S-fazi v obou inkubanich dobéach
24 h a 48 h ve srovnani s kontroloui W3Sich koncentracich (8 a 16 mM) pbbunk v
G1-fazi vyrazn poklesl pod hodnoty kontrolni kultury, nasledse ale v S a G2-fazi op
zvysil. Po 48 h vSak nejvyssi koncentrace 2,4-Dn(iM) vyznamn sni ila po et bun k.
Typicky znak PCD fragmentace DNA byla pozorovanar$ech fazich bunného cyklu,

p eva ujice ale v G1 a S-fazi, v jpomnosti 4 mM byla zjiSha u 50 % burk, a v

p itomnosti 8 MM u 70 % buk po 24 h inkubace. Pomoci kationtové lipofilni
fluorescenni sondy JC-1 bylo potvrzeno, e indukce PCDs@benim 2,4-D v HepG2
bu kach je doprovazena destrukci mitochondrialnichmigimbran. KAIOUMOWA et al.
(2001) testovali vliv soli2,4-D (DMA-2,4-D; s | dimetylamoniovad) na lidské biuy
lymfocyty. Byl zjiSt n vyznamny poet apoptotickych burk pi koncentracich od 2 —
4 mM. DMA-2,4-D mla pimy vliv na mitochondrie. Interakci s mitochondnil
membranou, jejim naruSenim a aktivaci kaspaz doskelkovému posSkozeni a dysfunkci
mitochondrii a toto se zdaji byt dostifici procesy pro spusti vSech naslednych udalosti
vedoucich k PCD. Uvolmy cytochromc indukuje tvorbu komplexu Apafl a kaspaza 3,
ktery aktivuje kaspazu 9. Kaspaza 9 aktivuje ennyikledzu DEF40/ICAD, ktery iniciuje
fragmentaci DNA (Obrazek 82,4-D podporuje tvorbu ROS, procesy peroxidacel lipi
sni uje koncentrace ATP a NADPH v mitochondriichm& potencial inhibovat proces
oxida ni fosforylace, tedy tvorbu a zachovani energierganismu a reguluje aktivitu

antioxida niho systému.
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Obrazek 8 Schéma interakce 2,4-D s lidskymikbmi lymfocyty (KAIOUMOWA et al.,
2001)

V lidskych bukach erytrocytech 2,4-D zvySuje aktivitu glutathigeroxidazy
a sni uje obsah glutathionu (GSH), jeho ifwzenou funkci je dlouhodoba ochrana bdun
proti kyslikovych radikalm. U lidskych bunk také doch&zi k etnym mutagennim
zm nam v DNA; vymna sesterskych chromatid a zvySena frekvence zIDMA. 2,4-D
ma adu ne adoucich unk na nervovy systém; erusuje innost nervového systému,
zp sobuje zmny v chovani a dale ma negativni vliv na reprodukcdci také nevyluuji
MO nou souvislost mezi expozici 2,4-D a zvySenymikem pro vznik Non-Hodgkinkova
lymfomu. Na jedné strantedy mame velky profit z pou ivani herbicidna druhé stran
ale mame velké problémy spojené s jejich akumuladile lov ka a ivoich a
zdravotnim rizikem (BUKOWSKA, 2006).

3.2.2.3 Biodegradace 2,4-D
Z ekologického hlediska je tk ity rozklad a odstrami 2,4-D z kontaminovanych

p d aanaerobnich podminek podzemich vod, které pofpp etrvavani a kumulaci

fenoxyherbicid. Biodegradace organickych chlorovanych latek gkwdosti obti na. 2,4-
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D je stedn perzistentni chemikalie s rozlo itelnosti 10 — 20® v p ddch a ménne 10
dn ve vodach. V ivotnim prosédi se 2,4-D rozklada vlivem velmi nizkého pH (8)5-
nebo p sobenim ultrafialového zéni; tento zpsob rozkladu ale me probihat pouze na
povrchu pd. Pi hodnot pH cca 7 je 2,4-D rychle pvedena na zapormabité anionty,
které |épe podléhaji fotodegradaci, jsou snaze oétmvany mikroorganismy a jsou
mén adsorbovany mnimi &sticemi. B pH mensSim ne 4 jeinnost mikroorganism
inhibovana a 2,4-D déle gtava ve své molekularni fornr(JOHNSON et al., 1995A).
JOHNSON et al. (1995B) také konstatuje, e mno 2y4-D v p dach z stava konstantni
s p sobenim slunaniho svtla i s jeho absenci a oznge proces fotodegradace 2,4-D v
p irozenych podminkach za bezvyznamny. V laboratbrpiedminkach jsou estery 2,4-D
fotodegradovany them 5-ti min. (CROSBY a TUTASS, 1966Y. p dach je 2,4-D
primarn degradovana aktivitou kterych pdnich mikroorganism které vyu ivaji
fenoxyherbicidy a jejich derivaty jako zdroj uhlikuenergie. V ivotnim prostdi mohou

p dni bakterie 2,4-D rozkladat a mineralizovahém nkolika tydn a m sic . D vodem
velkého rozdilu vasovém mitku jsou konkrétni ppady s rznou hustotou
mikroorganism, jejich enzymatickou vybavou a biodegradia aktivitou. DalSim
d le itym faktorem je také mira sorpce soli a est2fd-D do organickych a anorganickych
latek. Soli jsou dole rozpustné ve voda mén se vaou s pdnimi asticemi.
Adsorbované herbicidy tedy nemusi byt v dy dostupng mikroorganismy, tak e nemusi
byt ve vSech ppadech metabolizovany. Vysoka hustota dekompozitedy nemusi
znamenat vySSi biodegradaci fenoxyherbicitila zaklad biochemickych experiment
bylo potvrzeno, e mikroorganismy pou ivaji mininméldva odliSné zpsoby odbouravani
2,4-D; drahu -ketoglutaratovou, ktera je nejstjSi, nebo drahu dehalogenazovou
(CHINALIA et al., 2007). Toto jsou také em enzymatické systéemy inné pi
biodegradaci prozen se vyskytujicich aromatickych slanin. Pdni bakterie
Alcaligenes eutrophusozklada 2,4-D enzymem 2,4ketoglutaratdioxygenazou na 2,4-
dichlorfenol za odSpeni kyseliny octové (Obrazek 9) (FUKUMORI a HAUSKER,
1993). Tento enzym &oliv katalyzuje hydroxylani reakci, tak se nadi mezi
monooxygenazy, ale mezi dioxygenazy (HAUSINGER &BMORI, 1995).
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Obrazek 9 Schéma biodegradace 2,4-D drp bakterii Alcaligenes eutrophus: 2,4-
dichlorfenol (DCP), 3,5-dichlorkatechol (DCC), 2¢dehlor-cis-cis-mukonat
(DCMA), cis-2-chlordienlakton (CDL), 2-chlormaleitat (CMA) (FUKUMORI
a HAUSINGER, 1993)

Druhym zp sobem biodegradace 2,4-D je dehalogenace za vzkaliny p-
chlorfenoxyoctové, ktera nasledrpodléha detoxikaci (BALAJEE a MAHADEVAN,
1993). Tito autd zjistili, e bakterie Azotobacter chroococcunit pi 2,4-D na 4-
chlorkatechol misto na 3,5-chlorkatechol (BALAJERIAHADEVAN, 1990).

asto je uvadha rychla mineralizace asti obsahu 2,4-D v prvnich dnech
kontaminace. V laboratornich podminkach 10-kratSiy®ncentrace 2,4-D ne je Im
aplikovana davka na polich neovlivnila mikrobidllbbiomasu, mineralizaci uhliku
a nitrifikaci a byla potvrzena vysoka gae ni rychlost biodegradace (CHINALIA et al.,
2007). Naopak dlouhodoby experiment po 4 letech atefgé kontaminace pdy 2,4-D
prokézal sni eni bakterialni diverzity o 46 %. Eiyl experiment zase prokazal vyznamny
vliv na bakterialni hustotu, biomasu a proces difikiice. Fyziologicka profilovani
posti eného mikrobialniho spolenstva byla navr ena jako integrd strategie pro
vy isleni zmn a ekologickych odchylek zpobenych kontaminaci fenoxyherbicid
(CHINALIA et al., 2007).
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3.2.2.4 Adaptace burk a organism na 2,4-D

Podstata zvySené rezistence kterych dvoudlo nych rostlin je detoxikace
a inaktivace 2,4-D. Inaktivace v rostlinach probiestou degradace 2,4-Doxidaci na
2,4-dichlorfenol a metabolicky tvorbou polarnichnkeéat (Obrazek 10). V rostlinach
m e byt aplikovand kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovgazana s gluk6zqu nebo
s aminokyselinami, gdevSim s kyselinou asparagovou a glutamovou, redami
isoleucinem, fenylalaninem a tryptofanem (BUKOWSKA006). Akumulované
konjugované formy 2,4-D byly zjisty ve vakuolach kalusu sgjiGlycine max
(DAVIDONIS et al., 1982). U rostlin a ivdach 2,4-D vazbou s proteiny vytva
komplexy a tyto metabolity potom rychleji prochdzbjotransformaci (BUKOWSKA,
2006). Pro SirSi vyuivani auxinovych regulatos herbicidnim dnkem a zvySeni
detoxikace a odolnosti kulturnich plodin jsou zavdd transgenni rostliny nesouci
bakterialni gentdfA produkujici enzym 2,4-ketoglutaratdioxygendzu katalyzujici prvni

rozkladnou reakci degradace 2,4-D.
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Obrazek 10 Metabolické drahy inaktivace kyselind-dichlorofenoxyoctové (1) @smyk,
(2) hydroxylace, (3) glukosylace, (4) degradacg,k@njugace (6 ) hydroxylace

a dechlorinace
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2,4-D je cytochromem P450 3A4, hlavni formou enzymanooxygenazy v lidskych
jatrech metabolizovana na 2,4-dichlorfenol (DCPavdi ulohou enzymu je vazba 2,4-D
na glutathion (GSH). Aktivita enzymu glutathion r@sisferazy (GST) ma zasadni funkci
p i ochran p ed hepatotoxicitou (BUKOWSKA, 2006).

ATPaza je jednim z nejte it jSich enzym nachézejicich se v membranach. Am
Vv jeji aktivit ovliv uje pomr r znych latek transportovanychgs membranu. U lidskych
bun k erytrocyt byla zvy3ena aktivita NaK" a ATPazy p aplikaci koncentrace 1 mM
2,4-D, ale psobeni vysSich koncentraci 2 — 4 mM vedlo k pokbdgivity tohoto enzymu.
Bylo tak potvrzeno, e reakci na toxickou koncenird,4-D je pokles aktivity ATPazy a
p eruSeni transportu ionha obou stranach membrany. Pokles aktivity toleotymu byl
pozorovan takeé u lidskych bunfibroblast .

Bu ky a organismy se adaptuji naspbeni 2,4-D rozvijenimetnych obrannych
mechanism. Mezi tyto mechanismy souhrnnpati: detoxikace monooxygenazami,
vytvaeni konjugat s aminokyselinami, bilkovinami, gluk6zounebo kyselinou

glukuronovou a zma aktivity membranového enzymu ATPazy (BUKOWSKA0R).
3.2.24 2,4-D jako rstovy regulator v explantatovych kulturach

R st a vyvoj rostlin je dsledkem dvou fyziologickych procesbun ného dleni
a prodlu ovani bunk. 2,4-D je b nou slo kou kultiva nich médii a psobi jako rstovy
regulator. 2,4-D v nizkych koncentracich indukujgnbné dleni a reguluje produkci
sekundarnich metabolit (OUELHAZI et al., 1993). V biotechnologiich se kdz
koncentrace 2,4-D vyu iva jako stimulator tvorbynsatickych embryi, pro indukci tvorby
a dlouhodobou kultivaci bunnych suspenzi a kalusového pletiva a stast ji se vyu iva
k indukci morfogeneze (zak® ovani izk ) a organogeneze. Auxiny se do ivnych médii
p idavaji v kombinaci s cytokininy a tato kombinaaporuje jak proces dediferenciace,
tak op tnou diferenciaci kaen . 2,4-D vyvolava tvorbu kalusu i u drumostlin, u kterych
jsou jiné rstové regulatory neinné (MINOCHA, 1987). Podminkou existence
bun nych suspenzi je nesoudr nost blura nepitomnost fyziologické polarity. Uvolmi
bun k do média je dosaeno stalym pohybem média — nmeckgm tepanim a
podminkou dleni bunk suspenze je jomnost 2,4-D v médiu. Obvyklé mno stvi auxinu

v médiu se pohybuje v rozmezi 0,1 — 20 mgMajdou se ale i vyjimky, fkladem je
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kulturaRosa sp ktera pro svj r st nevy aduje pitomnost syntetického auxinu (LARUE a
GAMBORG, 1971). Vysoké davky 2,4-D nebo NAA o kontraci 5 — 10vmol/l se
pou ivaji pro zabrami vzniku agregatv bun né suspenzi.

Morfologie bunk a zp sob bun ného dleni zavisi na koncentraci 2,4-D v médiu.
Pi koncentraci 1006m.I" d lici se buky suspenze mrkve ny kulovity tvar a tvoily
seskupeni; po subkultivaci bundo média s nizkou, nebo nulovou koncentraci 23y
bu ky vyrazn prodlou ené a deni bunk bylo potlaené (LLOYD et al., 1980). Bunna
kultura hybridni maty je v optimalnich podminkasto £na etizky bunk. Prodlou ené
bu ky nebyly pozorovany p koncentraci 1 — 200y I 2,4-D a jejich prm rna délka
byla jen 34 — 40m (YANG et al., 1999). Vyznamné prodlou eni bkns pr m rnou
délkou bunk 95 — 130mm bylo pozorovano pkoncentraci 500 — 2006g 1™ 2,4-D v
médiu. Byla zjiStna Uzka korelace mezi kultivaim médiem a obsahem vody v Bach;
je zejmé, e 2,4-D podporuje absorpci vody l@ami a souasn jejich prodlou eni.
Zvysené mno stvi fenolovych kyselin bylo detekovanoneprodlou enych burk a je
pravd podobné, e maji svou funkci ppotla eni prodlu ovani burk v pitomnosti
nizkych koncentracich 2,4-D.

Jina studie prokazala, e 2,4-D #8uje poOry v bun nych stnach suspenze S-2
odvozené z ken kalusuN. tabacumL. cv. Havana SR-1 (HENSEL et al., 2002). By
kultivované bez ptomnosti 2,4-D mly 4. den velikost pér maximalni — 3,2 nm a 10. den
2,7 nm, s gtomnosti 2,4-D mly bu ky pory 6. den zuSené v rozmezi od 3,5 — 3,7 nm,
pozdji (10. den) se zmenSily na 3,3 — 3,5 nm. Studile ggedpoklada, e se znmou
velikosti pér a pitomnosti 2,4-D souvisi uvolni a akumulace patogenniho proteinu
CBP20 a chitindz tdy | v médiu. Tyto slo ky nebyly zjiShy v detekovatelném mno stvi
v meédiu bez gtomnosti 2,4-D. Obslo ky jsou také akumulovany v bumych stnach u
obou variant. | menSi pory by hy byt dostaujici pro uvolnni ur itého mno stvi
studovanych protein je tedy zejmé, e pitomnosti 2,4-D je upravena permeabilita a
p edevSim vazebna kapacita bumych stn pro dif zi proteinu CBP20 a chitinaz.
Hodnota pH média na zaétku kultivace byla 5,3, v nasledujicich dnech dapipoklesla
na 4,7 - 4,8 u obou variant a dale potom v médai4-D se zvysSila 4. den na 5,0 a 10.
den na 5,5 a v fftomnosti 2,4-D se zvySovala pomaleji na hodno#y-45,0. V souvislosti
S mo nymi jinymi zm nami v bun nych stnach byl stanoven obsah polysacharal
protein . Bun na stna je dynamicka struktura a nejsigi komponent v bwe. Jeji

slo ky celul6za, hemiceluléza a pektiny tvdrojrozm rnou propustnou sj ktera dava
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bu ce tvar aodolnost vi vysokému turgorovému tlaku. Buma stna umo uje
prodlu ovani bunk, dif zi protein, polysacharid a dalSich slo ek a podili se tak na
reakcich burk reagujicich na exogenni podyn Obsah glukézy v bunnych stnach 4.
den vyznamn poklesl u obou variant a dale se jen mizaySoval a do 10. dne kultivace.
S pitomnosti 2,4-D obsahovaly bumé stny mezi 4. a 9. dnem kultivace o 30 — 40 %
glukézy meén, 10. den bylo jeji mno stvi zvySené a srovnatedrdruhou variantou. Obsah
kyseliny galakturonové dosahl svého maxima 2. ddiiviace, s pitomnosti 2,4-D byl o
50 % vySSi ne u 2. varianty. 4. den rapidyoklesl a dale ji do 10. dne kultivace klesal a
byl srovnatelny s 2. variantou. Obsah celul6zyrgikimalni na pcatku kultivace (1. a 2.
den) u obou variant (s 2,4-D byl také o 50 % vy&&iYen rapidnpoklesl u obou variant.
Jina studia potvrdila zvySenou rychlost syntézygatharid ne-celulézového charakteru
v bun né stn. Souasn se ale zvySuje také koncentrace degraith enzym v
bun né stn ( -1,4-endoglukanéza;galaktosidaza) aast amorfni hmoty bunné stny
je degradovana. 2,4-D také zvySuje aktivitul,4-endoglukandzy (HAYASHI a
MacLACHLAN, 1984). ZvySena aktivita degradach enzym m e zvySovat
permeabilitu bun nych stn. Auxin podporuje prodlou eni bunné stny a m e
dochazet k autolyze (HOSON, 1993).n@m stimulace bunného rstu je hydrolyzovan
xyloglukan, vtSina polymer je ale relativn stabilni v procesu prodlu ovani bumych
st n. Auxin a nizké pH média redukuje molekularni hmast xyloglukan a zvySuje jejich
rozpustnost (NISHITANI a MASUDA, 1981). Xyloglukanjou d le it¢é polymerové
»-mosty* mezi pektiny a celulézou a pet t chto most m e byt znan redukovan prav
auxinem (JARVIS, 1984). Bylo zjigto, e pH média je ni Si v ptomnosti 2,4-D a vysSi
p i absenci 2,4-D them kultivace (HENSEL et al., 2002). pH m byt sni eno vlivem
enzymu pektin metylesterazy (PMK}ery uvol uje proton, kdy je metoxylova skupina
pektinu konvertovana na karboxylovou skupinu (GOIHPES> et al., 1992 Tato zmna
tedy potom aktivuje innost jinych degradaich enzym, které usnadni expanzi bun
(NARI et al., 1986) a/nebo separaci bkr(KOUTOJANSKY, 1987). Aplikace volného
vapniku m e modifikovat a zvysit pH média pohybem protofCLELAND et al., 1990) a
inhibovat aktivitu acidofilnich enzym(ROY et al., 1994). Mnici se hladiny endogennich
auxin mohou ovliv ovat akumulaci bilkovin (patogennich bilkovin CBP2@hitindz) v
bun nych stnach a mezibunnych prostorech a toto by mohlo byt mechanismeerykt
je zapojen do odpodi na utok patogena a spojen gmou urovni rezistence rostlin
(HENSEL et al., 2002).
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GAWER et el. (1999) uvadi, e buy tabdkové bunné linie BY-2 se bez
p itomnosti 2,4-D po 2 - 3 dnechgstaly dlit a obsah lipid se sni il. Vysledky studie ale
naznauji, e pitomnost 2,4-D v médiu sniila biosyntézu lipid je ale velmi
pravd podobné, e 2,4-D indukovala konverzi lipicha polyfosfoinositidy.

Studie (UCHIMIYA a MURASHIGE, 1976) popisuje, e &c50 % protoplast
odvozenych z kalusu tabakii¢otiana tabacunt. ,Bright Yellow") p echazi v aktivn se
d lici bu ky pi koncentraci 0,6 mg/l NAA, 1 mg/l kinetinu a 3 %acharézy v ivném
médiu Murashige a Skoog (MS) a dosahuje 88 % regeaebun né stny. Pi
koncentraci 0,6 mg/l 2,4-D v médiu vliti se buky p echazi pouze 15 % a vipmnosti
IAA pouze 1 % protoplast Benzyladenin byl ménefektivni ne kinetin a koncentrace
nad 1 mg/l kinetinu bunné dleni zcela inhibovaly. V neffomnosti cytokinin bylo
p evedeno v dici se buky s NAA 35,5% a s 2,4-D 15,6 % protoplasPo adavky na
sacharidy jsou v kulturdch protoplaspodstatn niSi ne v bun nych kulturach.
Optimalni mno stvi sacharézy bylo stanoveno na%,Eoproti b nym 3 %). Je zejmé, e
protoplasty izolované z mezofylu listabaku obsahuji funki chloroplasty a jsou schopny
se ,vyivovat® asten fotosyntézou wn vitro podminkach. R testovani rznych
sacharid na regeneraci bunné stny protoplast a obnoveni bunného dleni bylo
Zjist no, e aplikovana galaktoza (1,5 %), ktera je zepajdo syntézy pektinm la jako
jedind pouze negativni efekt. V kontrastu oligoreeliobiéza a monomer-D-glukdza
m ly stejny Uinek jako sachar6za-D-gluk6za mla také piznivy vliv (0 n co mensi ne
sachardza). P0,6 mg/l NAA, 1,5 % sachardzy a 0,1 mg/l kinetvmunédiu dosahlo 80 %
protoplast regenerace bunné stny a peslo do faze deni 35 % protoplastpo 5 — 6
dnech kultivace.

2.2.2.5 Mechanismus distribuce 2,4-D a jinych auxinovych gaator

na bun né drovni

Polarni transport auxinovych latek kontrolujezmé fyziologické projevy rostlin.
Princip polarniho transportu je dan vyva enostitritis niho systému kombinujiciho
pasivni dif zi a aktivni innost influxovych a efluxovych membranovychepaSe
(LA KOVA et al., 2010). V kulturachn vitro ale nemusi byt transport auxinovych
r stovych regulator v dy polarni. Systémy bunnych kultur se ukazaly byt vhodnymi

modely pro precizni analyzy a zkoumani toku auxincytologického a biochemického
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hlediska. 2,4-D je rostlinnymi bkami pijimana usnadmou dif zi v nedisociované
form a je akumulovana v protoplastech. Samotnijem ovliv uje také hodnota pH
(MINOCHA a NISSEN, 1985). Auto zjistili nejvyssi pijem 2,4-D a IAA pletivy hliz
Helianthus tuberosuspi pH 3,5, nejnisi pi hodnot pH 6,5. 2,4-D je bukami
metabolizovana a jeji vydej (translokace) z lkuprobihajici pasivni difzi je jen nepatrny
(ZA IMALOVA a PETRASEK, 2000). Tok auxin je regulovan penosem signalu a
aktivaci membranového enzymd-ATPazy.

Vzajemnou interakci gimu a vydeje rznych auxinovych latek s plazmatickou

membranou Ize vyjad nasledujicim schématem:

auxin - < > auxin +H’
IAA. 2.4-D pH 5.5
IAA_NAA
24-D

auxin- H'

smér pohybu auxinu

IAA.NAA
24D

IAA.NAA

A
<,
|

influxovy pfenaseé (usnadnénadifiize)
pasivnitransport
H' - ATPaza

efluxovyprenasec

4dTH

NPA - vazbaregulyjiciho proteinu
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Obrazek 11 Komponenty a mechanismus membranové distribucenaidgich latek pes
plazmatickou membranu (upraveno podle: DELBARRE akt 1996,
ZA IMALOVA et al., 2003)

Auxiny jsou pes plazmatickou membranu difundovany podle jejidtativni
lipofility v po adi: NAA > IAA > 2,4-D. Zatimco akumulace NAA v bece je regulovana
aktivitou efluxového naSee, akumulace 2,4-D je wna innosti influxového systému.
Akumulaci pirozeného auxinu IAA reguluji oba systémy a tagofilni forma auxinu
shadno prochazi cytoplazmatickou membranou také&rpadifizi (DELBARRE et al.,
1996). Regulace efluxovéhogmaSee je slo it jSi a pro jeho aktivaci je nutna fosforylace
protein (DELBARRE et al., 1998). RUBERY (1990) konstatuje, efluxovy p enaSe
m e byt inaktivovan pomoci fytotropin (kyselina 1-naftylftalamova; NPA, kyselina
2,3,5-trijodbenzoova; TIBA). V blizkosti efluxovélmpenaSee se nachazi vazebné misto
pro NPA. Aplikace inhibitoru aktivity efluxového gnaSee NPA je pi inou zvySené
akumulace vSech it typ auxin v bu kdch (PETRASEK, et al., 2005). Zvy3ena
koncentrace IAA dale indukuje expresi geAGS4pro ACC syntazu a zvysSuje hladinu
etylenu (ABEL et al., 1995) (Obrazek 12). NPA nepao&orovatelny vliv na uspadani
mikrotubul , aktinovych mikrovlaken nebo endoplazmatickéhdkovéd a jeho inhibini
U inek na translokaci auxintedy neni zprostdkovdn zmnami v cytoskeletarnim
systému a endoplazmatickém retikulum (PETRASEK.e2803).
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signalnitransdukce
etylénu

I1AA
l transport

syntézaetylénu

Obrazek 12 Vliv NPA na translokaci auxinu a biosyntézu etyl§®WARUP et al., (1)
exprese genu HOOKLESS1 (HLS1) kédujiciho N-acemngferazu a regulace
hladiny auxinu (LEHMAN et al., 1996) (2) regulacartsportu auxinu (KIEBER,
1997) (3) vliv navySené koncentrace auxinu na oy etylénu (ABEL et al.,
1995)

PETRASEK et al. (2002) sledoval vliv 10-krat vy¥&incentrace (oproti bnym
koncentracim - 5,4M NAA a 4,5 M 2,4-D) 54 M NAA a 45 M 2,4-D a 50 M NPA
na dleni bunk tabdku VBI-O suspenze. Aplikace NPA dsn inhibovala dleni bunk
prvnich 6 dn kultivace a stimulovala prodlu ovani bun 6. den byly pozorovany také
axialn (podéln), nebo Sikmo dené buky. Nasledné obnoveni bumého dleni m lo
za nasledek ztratu polarity, zmu orientace deni a vytvdeni mnohobun nych
nepolarizovanych shluk ivotnost bun k nebyla ovlivnna. Kontrola vykazala 79 - 89%
ivotnost, oSeteni NPA 81 - 93 %. Vyskyt abnormalniho podélnéhsikaného dleni
bun k bylo sledovano p koncentracich 1 — 100M NPA; sni ovalo se pi koncentracich
pod 10 M a vyskytovalo se zvysujici se koncentraci. Vy§&kyt netypického deni byl
pozorovan také pni §ich hustotach inokula 1xf6- 2x1¢ bun k / 1 mr*. Fenotyp burk

nebyl ovlivh n pokud NPA byla aplikovana na konci exponencifdae. V této fazi NPA
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neovlivnila ani prodlu ovani ani polaritu buk. Dale byly tyto koncentrace NPA
testovany na ovlivmi aktivity efluxového penasee. Bylo zjist no, e koncentrace 50M
NPA m la maximalni vliv na akumulaci NAA 2. — 5. den ku#tce bez viditelnych
znamek poskozeni buk proto byla vybrana jako standardni koncentraceegperiment.
P itomnost vysokych koncentraci NAA a 2,4-D v jedndemém médiu také zpozdila
nastup bun ného dleni o 6 — 9 dn, nasledovalo p né dleni bunk, které vedlo
k normalnimu fenotypu buk. ivotnost bun k také nebyla ovlivma.

NPA je znamym inhibitorem polarniho transportu auxa synchronizace bumého
d leni. Bylo zjiStno, e bun né dleni m e byt obnoveno aplikaci exogenniho auxinu
IAA, nebo pitomnosti bilého stla. Kombinace IAA a bilého stla zcela potlaila U inek
NPA v bu kach tabakové suspenze VBI-3, ktera je schops@1i pi absenci exogennich
auxin a obnovila dleni bunk (QIAQO et al., 2010).

LA KOVA et al. (2010) v nedavné studii testovala tak@lsi inhibitory
p enaSeovych systém kyselinu 1-naftooxyoctovou (1-NOA), Kkyselinu 2-
naftooxyoctovou (2-NOA) akyselinu  3-chlor-4-hydybenyloctovou (CHPAA)
v bu kach tabaku BY-2. Nejinn jSi inhibitor 1-NOA (10 M) blokoval aktivitu obou
p enaSeovych systém. 2-NOA a CHPAA o stejné koncentraciegnostn inhibovaly
aktivitu influxu. 1-NOA byla ale ménefektivni v inhibici influxu ne 2-NOA a CHPAA.
Bu ky v pitomnosti 1-NOA byly prodlou ené, mérse dlily a obsahovaly amyloplasty
se Skrobem ve srovnani s kontrolou. 2-NOA a CHPAApak mirn stimulovaly dleni a
fenotyp bunk byl odlisSny. VSechny i typy inhibitor sniily akumulaci radioaktivn
znaené PH]2,4-D, ktera je gjimana influxem ve 2-dennich bkidch, pi em 1-NOA
byla nejmén efektivni. Mno stvi PH]2,4-D, které se v bikach po 20 min. akumulovalo
se po aplikaci CHPAA sniilo 3,5-krat, 2-NOA 2,5dtra 1-NOA 1,4-krat. Rkvapiv
aplikace 1-NOA vyraznzvysila akumulacidH]NAA, CHPAA a 2-NOA jen mirn. NAA
je bu kou pijimana pouze volnou diki a vydavana efluxovym enaSeem, proto je
z ejmé, e 1-NOA vyznamninhibuje aktivitu efluxu. Htomnost 10 M 1-NOA a pidani
10 M NPA po 10 min. neovlivnila akumulaciH]NAA, co naznauje, e aktivita efluxu
byla inhibovana u 1-NOA. Ftomnost 10 M 2-NOA a 10 M NPA p idaného také po 10
min. zvySily akumulaci H]NAA v bu kéch, co poukazuje na to, e efluxovyenase
byl aktivni ped pidanim NPA.
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2.2.2.6 2,4-D - regulator exprese gerpro biosyntézu etylénu

Syntetické, nebo pozené auxiny podporuji tvorbu etylénu aktivachtggy ACC
syntazy. RAGHAVAN et al. (2006) zjistili, e aplika& nizké koncentrace 0,001 mM 2,4-D
ke koen m Arabidopsis thalianavykazala zvySenou transkripci genu kédujiciho ACC
oxidazu At5g63600.Nicmén z jiné analyzy vyplynulo, e gemt5g63600je zapojen
do aktivity enzymu ferredoxin hydrogenazy a jakkotay nemusi indikovat znmy p imo
v syntéze etylénu. Aplikace 0,01 mM 2,4-D vedlayknamnému poklesu @pisu genu
pro SAM syntetazu, ale saasn ke zvySené hladintranskriptu genuAtACS6 pouze
jednoho lena z rodiny gen pro ACC syntazu. Multigenni rodina ACC syntazy je
charakteristicka rozdilnou expresinem vyvoje rostlin a reakci na pody prostedi.
Zvysena transkripce gerAtACS6je zejm odpov di na stres zpobeny aplikaci 2,4-D.
RAGHAVAN et al. (2005) zaznamenali u rosthmabidopsisvystavenych 1 mM 2,4-D po
1 h vyznamn zvySenou transkripci 185 gem znych signalnich molekul metabolismu a
souasn snienou transkripci 85 jinych genbun ného metabolismu. Poprvé tak
potvrdili, e 2,4-D neovliv uje pouze expresi gera biosyntetickou drahu auxinu, etylénu

a ABA, ale reguluje také celoadu dalSich bunnych funkci.

3.3 Rostlinny hormon etylén

3.3.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti dgnu

Etylén (eten), je nejjednodussSim zastupcem uhldwvoslidvojnou vazbou ze skupiny
alken (Obr. 12). Tato vazba je nepolarni a je nositeldmemické reaktivity. Etylén
snadno oxiduje za vzniku etylenoxidu, etylenglykaldormaldehydu. Také reaguje s €0
a asto vytvai komplexy s nkterymi t kymi kovy. N které kovy pedevsim ionty Ag
jeho p sobeni dinn blokuji. Je to velmi staly, bezbarvy a tawvy plyn nasladlé v s
teplotou tani -169 °C. Rozpustnost ve vodnych mizto soli je ni Si ne ve vod Se
vzduchem tvd vybusSnou sms. Byva obsaen v zemnim a koksarenském plynu a v
p irod se pirozen vyskytuje jako produkt metabolismu rostlin a mirganism. Pati
mezi zakladni suroviny v chemickém pryslu, pouiva se k vyrob etylenoxidu,
polyetylenu, styrenu, aj. Odg§tenim jednoho atomu vodiku vznika funk skupina etenyl

(trivialnim nazvem vinyl), kter4 se ne dale vazat najiné sloeniny. Praktické vyu iti
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ma synteticky regulator kyselina 2-chloretylfosforita (ethephon), ktery
uvol uje etylén (Obrazek 13).

OH
>_< CI/\/O\FI)/OH

O

etylén kyselina 2-chloretylfosfor ita

Obrazek 13 Chemicka struktura etylénu a ethephonu
3.3.2 Etylén — plynna signalni molekula v rostlinach

V pirod se etylén prozen vyskytuje jako produkt metabolismu rostlin majici
charakter fytohormonu. Po chemické strance je degdusSim rstovym regulatorem
v rostlin a je dosud jedinym znamym plynnym hormonem. Jéadita v buce je velmi
nizkA a je dana nizkou rozpustnosti v cytoplazn¥ tSina etylénu prostupuje
mezibun nymi prostory a prduchy do atmosféry, kde ne ovliv ovat rostliny ve svém
nejbli Sim okoli. Receptory pro etylen se nachaai membranach endoplazmatického
retikula a v membranach proteinovycligek. Pedpoklada se, e jeho biologicky ek
je zprostedkovan vazbou natyto specifické vazebné bilkgvikigré maji kindzovou
aktivitu a ukazuje se také, e proces fosforylacajénd le itou roli p i p enosu signalu
(BLEECKER a SCHALLER, 1996). Pro vznik vazby je maitpitomnost mdi a vazbu
naopak mohou inhibovat ionty Agn které cykloalkeny, nebo strukturni analoga etylénu.
Jestlie etylén neni f@tomen, receptory vytvd dimery, transautofosforyluji se na
aminokyselin histidinu, z histidinu se fosfat @ndasi na aspartat, a nasledrdchazi na
kindzu CTR1. Kinaza je timto procesem aktivovarndo#tiuje regulani protein EIN2. V
p itomnosti etylénu receptorovy dimer neaktivuje CTPRibto e ztraci kindzovou aktivitu
a proto neblokuje EIN2. Nyni EIN2 e aktivovat transkripni faktor EIN3, ktery vytvd
dimer s transkrimim faktorem ERF1. Vznikly dimer nésledmeguluje geny izené

etylénem.
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3.3.3 Biosyntéza a regulace biosyntézy etylénu, i@ v cyklus

Etylén reguluje adu aspekt v ivotnim cyklu rostlin; kli eni semen, iniciaci stu
ko en , vyvoj kv tnich orgéan, zrani plod, starnuti rostlin a reakce na biotické a abiotické
stresy. Hraje tudi dle itou roli p i reakcich mezi rostlinami a ivotnim prostlim a ma
p imy vliv na jejich zdravi p adaptaci na zrmu podminek a na jejich reprodukci. V
poslednich letech doslo k vyznamnym poknokve vyzkumu molekularnich mechanism
biosyntézy a psobeni etylénu, ktera probih&a ve vyssSich i ni Simétlinach tém stejnym
zp sobem. Obecnje znamo, e etylén je produkovan vSemi kami b hem vyvoje
rostlin rozdilnou rychlosti, pem nejvysSi rychlost jeho vyvoje probiha v
meristematickych pletivech. Biochemie biosyntézyléetu byla pedm tem intenzivniho
studia ve fyziologii rostlinnych hormonve druhé polovin 20. stoleti. Vzhledem k
jednoduché strukte etylénu bylo dve vice slouenin vetn kyseliny linolenové,
propanalu, -alaninu a methioninu navrhovano jako jeho prekurzBozdji bylo
prokazano, e etylén je odvozen z ator@-3 a C-4 aminokyseliny L-methioninu. Jako
dalSi prekurzory etylénu v rostlinach byly eny S-adenosyl methionin (SAM) a kyselina
1-aminocyklopropan-1-karboxylova (ACC). SAM blokuggntézu protein a je hlavnim
zdrojem metylu v rostlinach. asto je vyu ivan jako substrat pradu biochemickych
reakci vetn biosyntézy polyamin a etylénu. Je také zapojen v reakcich metylace
modifikujicich lipidy, proteiny a nukleové kyselifff?/ANG et al., 2002). Methionin je
vytva en z organickych kyselin produkovanych mitochonaii¢BURG, 1973). Nedavné
studie prokazaly, e metabolismus methioninu je mnych rostlinnych druh regulovan
rozdiln . Methionin je bukou metabolizovan na protein, jeho derivat S-metieghionin
(SSM), nebo SAM. SSM je pouivan kterymi rostlinami jako hlavni transportni
molekula pro redukci siry. SAM je primarnim zdrojenetylové skupiny a prekurzorem
metabolit : etylénu, polyamin, vitaminu B1, 3-dimethylsulphoniopropionatu a 7dno
atmosférické siry - dimethylsulfidu. Methionin jeiamokyselina obsahuijici sirnou skupinu
v postrannimet zci a lysin, threonin a isoleucin tiaspartat. Meziproduktem threoninu a
methioninu jeO-fosfohomoserin (OPH). OPH ne byt p imo konvertovan na threonin,
nebo m e byt souasn s cysteinem kondenzovan na cystathionin, kteny galSi reakci
konvertovan na homocystein, ktery je dale potonosigdnim kroku geveden enzymem

methionin syntdzou na SAM, ktery ¢k factokone nym produktem biosyntetické drahy
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methioninu (Obrazek 14). Cca 20 % methioninu jekow konvertovano na protein a 80 %
na SAM (HESSE et al., 2004).

Cys
CgS
Cystathionin

| cbL
Homocystein

Protein l MS
SMM ; Methionin
l SAMS
SAM

Obrazek 14 Schéma biosyntetické drahy methioniEiS&E et. al., 2004)

Methionin se pevadi na etylén ps ti kli ové enzymatické reakce; gmn na
methioninu na SAM je katalyzovana enzymem S-AdoMgttetazou, naslednACC
syntaza (ACS) konvertuje SAM na ACC a ACC oxidaa&£ Q) v dalSi reakci pvadi
ACC na etylén, C@a kyanid, co je podmimo pitomnosti kysliku. ACC je gm n na
na etylén modifikaci uhlik C2 a C3, uhlik C1 je konvertovan na kyanid a kaytmva
skupina je pevedena na CO(ARGUESO et al., 2007). V anaerobnich podminkah |
syntéza etylénu Uplrpotla ena. Tato reakce také vy adujetpmnost kofaktor CO;, Fe*

a askorbatu. Enzym ACC syntaza je lokalizovan wgigzm , v rostlindch se vyskytuje ve
velmi nizkém mno stvi a pro své pobeni vy aduje kofaktor pyridoxalfosfat. Jeho ®a#
je indukovana psobenim mnoha visich faktor a také auxinenfYy ANG a HOFFMAN,
1984). V nkterych vodnich kapradinach, nebo kterych vodnich krytosemennych
rostlinach neni ptomen prekurzor etyléenu ACC a vchto pipadech volné kyslikové
radikaly reaguji s mastnymi kyselinami, nebo meilmem za vzniku etylénu (MATTOO a
WHITE, 1991). ACS a ACO mohou byt aktivovany posnp vyvoje rostlin, nebo
p sobenim rznych stresovych faktor asten také ACC syntaza ze SAM vytia

vedlejSi produkt ACCs’-metylthioadenosin (MTA), ktery me byt vyuit zp tn pro
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syntézu methioninu pjeho nedostatku v bee. Recyklace MTA na methionin udr uje
konstantni koncentraci methioninu v #dch. Tuto ast cyklu prokazal pan Yang

u zrajicich plod a tato recyklujici draha je proto uvae jako Yangv cyklus (Obrazek

15) (BRADFORD, 2008).

Methionin
ATP

\CH,

HCOOH

(1) SAM o adenin
syntetaza AL
NH*
H2Q§\)\ COO™ \ih degradace

posttranslacni

regulace
(ii) ACC syntaza

S-AdoMet e ¢ Faze vyvoje

YU kveteni,

ACC N-malonyl "00C NH.* - e,

transferaza A 3 Stamuti,

N-malonyl-ACC ‘TT /C\ abscise

H-C CH transkrip&ni )
CoASH malonyl 2 2 regulace fStl:(tesove
CoA % -| faktory
ACC _+" | napadeni
> Pl patogennim
askorbat + 02 » " 3 orc?'gggrr!?em,
(“i) ACC oxidaza BV-B zéfleni,
COy+ HCN ozdn,
Fe(ll) ‘- chlad a mraz
R - cyanoalanin
syntaza H H degradace ?
. S 7
3 - cyanoalanin C c
HoS H” H
Etylén

Obrazek 15 Schéma biosyntetické drahy etylénu, Waryklus (LIN et al., 2009)

V zaplavenych rostlinach je hypoxii urychlena akte gen pro ACC syntazu
a syntéza ACC, ktera je lokalizovdna v d&oech. V zaplavovych podminkach vSak
mno stvi ATP produkované keny rostlin omezuje produkci ACC (GRICHKO a GLICK,
2001). Pimy prekurzor etylenu ACC me byt ze zaplavenych ken translokovan
xylémem do nadzemniclasti rostlin a peveden na etylén anebo m byt metabolizovan

na konjugét - fyziologicky inaktivni kyselinu malowou (N-malonyl-ACC), co ovSem
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sniuje vyslednou produkci etylénu. Obsah kyselinpalonové vyrazn stoupé
v podminkéach, ve kterych vzta tvorba ACC, zejménaipp sobeni stresora také pi
zrani ovocnych plod

Toxicky plyn kyanovodik se vytva rozkladem ACC a je metabolizovan
cyanoalanin syntdzou za vzniku netoxické latkgyanoalaninu a déle-cyanoalanin

hydrolazou na asparaginasledujici reakci:

"o o H o
HS*‘C*‘C*COOH +HCN —> NCfC‘:fC‘:fCOOH +H,S —> HszCf‘C*‘C*COOH
H NH, M ONH, 5 N,
L-cystein b-cyanoalanin asparagin

Obrazek 16 Metabolicka draha inaktivace kyanovodiku

Aktivita enzymu -cyanoalanin syntazy me byt inhibovana pomoci kyseliny 2-
aminooxyoctové (AOA)nebo kyseliny 3-aminoxypropionové (YIP a YANG, 199Bylo
zjist no, e u Malus sylvestriskoncentrace 0,1 mM AOA a také vysoka koncentrace
10 mM ACC inhibovala aktivitu tohoto enzymu z cc@% (YIP a YANG, 1988).
Kyanidy jsou vedlejSim produktem biosyntézy etyléhsou to Skodlivé ionty, nebezpeé
pro zdravi lidi a zvat, které vytvd velmi stabilni komplexy s kovy (napFe a Mn) v
enzymech a inhibuji de ité procesy v bukach, jako jsou: respirace, fixace uhliku a
redukce dushan (YIP a YANG, 1998). Aplikace kyanidu ke 3-tydennirostlinam
Arabidopsis thalianavelmi rychle bhem 10 min. aktivovala transkripci ge®CS6pro
ACC syntazu a syntézu etylénu, zatimco daigii identifikované geny pro ACS staly
neovlivn né. Tato odpov pouze gentACS6na aplikaci kyanidu me objasnit zp sob
autokatalytické biosyntézy etylénu, ktera se objvin vivo v n kterych rostlinnych
pletivech (SMITH a ARTECA, 2000).

CAMPBELL a LABAVITH (1991) zjistili, e aplikace pktinovych oligomer
indukovala rychlé a gchodné zvySeni syntézy etylénu u zrajicich pleerikarp
ziskanych ze zelenych plodaj at (Lycopersicon esculentuiMill.). Biosyntéza etylénu
prudce vzrostla lhem 1 h po aplikaci oligomerpo 4 h dosahla svého maxima a nasledn
klesala na urovekontroly. ZvySena syntéza etylénu byla dosa eriadavkach od 1-100
mg, koncentrace 100y vSak syntézu etylénu zvySila a o 100-300 % vevséni s
hodnotami ped aplikaci. Také aplikace ACC na povrch perikam la za nasledek
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rychlou a pedvidatelnou konverzi ACC na etylén, ktera dosal@ovaaxima obvykle
b hem 2 h. OSe¢ni pouze vodou zvysilo syntézu etylénu v dy jemén ne 25 % ve
srovnani s aplikaci 106g oligomer. Pektinové oligomery i ACC indukovaly barevné
zm ny, ervenani endokarpi exokarp, exokarpy prokazaly ¥Si citlivost k aplikaci
ACC. Oligomery také prokazaly dalSi barevné mgn tmavnuti endokarp zelenych
perikarp zpravidla v dy bhem prvniho dne po oSenhi. Aplikace ACC, nebo kyseliny
galakturonové tmavnuti pletiv neprokazala. Ponéinperikarp pletiv rajat mlo za
nasledek rychlou a zvySenou tvorbu etylénu ve vearbvnych stadiich zrani. Pektinové
oligomery vyvolavaji mnoho reakci na poran jako je syntéza lignin fytoalexin a
hydroprolin . Rychla a zvySena produkce etylénu aplikaci pektinovych oligomer
naznauje, e mohou psobit také jako signaly pro syntézu etylénugmran ni v pletivech
perikarp .

Etylén je dostupny také ze vzduchu a jggmny v pd , kde jeho mno stvi zavisi
na aktivit mikroorganism. Bakterie nesyntetizuji etylén z ACC, ale z 2-kgtitaratu
nebo 2-keto-4-metylthiobutyratu. Pro tento typ 8ympt etylénu je také vy adovana
p itomnost kysliku a etylén produkovany bakteriemzaenormalnich podminek v gach
neakumuluje. V zaplavenych gdch ma etylén \Sinou abioticky pvod (GRICHKO a
GLICK, 2001).

Indukce a regulace syntézy etylénu je ovliva celou adou faktor; p itomnosti
kysliku a CQ, sv tlem, teplotou, psobeni rznych stresor, atd. Optimalni teplota tvorby
etylenu se pohybuje mezi 25 — 35 °C (YANG a HOFFMAI984). ACC oxidaza je
pom rn nestabilni a p vice ne 40 °C rychle ztraci svou aktivitu (GRIB® a GLICK,
2001). Tento enzym je degradovan p nych postupech extrakce, ggm proto e je
vazany s membranou a proto e jeho aktivita vy adojembranovou integritu. Zatim neni
znamo, jestli se ACC konvertuje na etylén pouzevalaiolach, nebo i jinych
membranovych strukturach, ale jejich integrita jerpSena p homogenizaci pletiv, nebo
pokud jsou protoplasty lyzovany (KENDE, 1989)itBmnost svtla a sni ena koncentrace
CO, ve v tSin pipad inhibuje produkci etylenu v zelenyclastech rostlin (YANG a
HOFFMAN, 1984, RIKIN et al., 1984). Inhibice iak etylénu byla popsana takée u
zvySenych koncentraci Gktery sout i s etylénem o jeho vlastni receptor (de WILD et
al., 2003). Mechanismus tohoto vlivu ale neni zn@je v n kterych pipadech schopen
p sobit jako analogon etylénu. Jsou také znamy malinky etylénu a C@ zatimco

etylén zp sobuje blednuti kv , CO, tento Uinek rusi, etylén urychluje abscisi nebo zrani
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plod , CO, tyto procesy zpo uji a etylénem indukovana epinastie se neprojepila
vysokych koncentracich G@BURG a BURG, 1967). Byly identifikovany dvaipdni
faktory regulujici rychlost biosyntézy etyléenu, awa ervené swtlo. Vysoka lokalni
hladina auxinu vede k lokalni biosyntéze etylénwetlizovanych klinich rostlinach byl
etylén produkovany primarnv apexu, tedy v misttvorby auxinu a pletivech nejbohatSich
na obsah auxinu. Po expozici rostlgervenym svtlem produkce etylénu postuphlesala,
proto e schopnost auxinu stimulovat tvorbu etyldna potlaena (BURG, 1973). JIAO
et al. (1987) zase zjistili, e syntéza etylenuistdch pSenice v podminkach tmy byla
sni ena po expozici bilym stlem. U Arabidopsisbyl pijem CQ nasvtle zvySen a
syntéza etylénu takté sni ena (VANDENBUSSCHE et aD03).

Mezi stimulatory syntézy etylénu pataké cytokininy a brassinosteroidy, jejich
stimula ni vliv je umocnn p itomnosti iont C&* (YANG a HOFFMAN, 1984). Etylén
a polyaminy vzgjemnsvoji syntézu inhibuji (BIDDINGTON, 1992).

3.3.4 Biodegradace etylénu

Etylén je holavy a snadno oxidovatelny plyn. Je degradovantihkip i bioticky.
Bioticka oxidace etylénu je katalyzovana monooxygem s kofaktorem Cuza vzniku
etylenoxidu a C@ Z etylenoxidu m e vznikat etylenglykol a jeho glukosid (Obrazek)17
(BEYER, 1985) a formaldehyd. Etylén je diky svéofité vazb pomrn reaktivni
a potencialni oxidani inidla (nap. roztok KMnQ, apod.) ho mohou v fpad poteby
eliminovat z ovzduSi skladovacich prostor ovocekélan e byt adsorbovan nap
aktivnim uhlim. Tato fakta je de ité brat v Gvahu v prostorach skladovani ovogelen

udr ovani od ped asného dozravani.

etylenglykol-glukosid

HO O-Glu

H H
~ = el o = o o
H H 4 —= 2 o0=c=0
etylén etylenoxid etylenglykol HO OH

kyselina Stavelova

Obrazek 17 Schéma biodegradadrahy etylénu
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3.3.5 Biologicky vliv etylénu na rostliny
3.3.5.1 Fyziologie psobeni etylénu

Inhibi ni U inek etylénu na rst koen byl potvrzen u v roce 1901 (NELJUBOV,
1901). Analyzou plyn uvol ovanych zrajicimi jablky byl poskytnut chemickykéz toho,
e rostliny produkuji etylén (GANE, 1934). DalSi zmrovani v polovin 19. stoleti vedla
k ur eni etylénu jako modifikatoru vyvoje astu rostlin. Etyléen ma ve své fyziologické
koncentraci tak nejednozn@ uinky, e jej nelze pokladat ani za inhibitor, ana z
stimulator (SEBANEK a kol., 1983), ale spiSe zstovy modulator. Etylén me
stimulovat i inhibovat rst koen a stonk, indukovat tvorbu keenového vlaseni, kv ,
nebo zrani plod a stejn tak m e podporovat senescenci a abscisi dhkich listk , nebo
list rostlin. Prokazatelntaké neexistuje jednoznaa predikce, jak budou pletiva rostlin
reagovat na exogenni aplikaci etyléenu (DUGARDEYNamn der STRAETEN, 2008).
Reakce keen , ale ijinych asti rostlin se liSi podle druhu. Rostliny rostouctlobe
provzdusnnych pdach @Ginapis alba L.) vykazaly vysokou produkci etylénu a
vyznamnou inhibici rstu koen po aplikaci exogenniho etylénu. Oproti tomu naaki
druhy Qriza satival.) vykazaly ni §i miru syntézy etylénu a vysSiotbst v i aplikaci
etylénu. Existuji 3 strategie, které omezuji inhibi 0 inek aplikovaného etylénu v
mok adnich rostlindch. Tyto druhy tMoaerenchymaticka pletiva, kterd usnajd dif zi
etylénu a odvadi jej od kenového apexu, dale tyto druhy produkuji vekmvém apexu
mensSi mno stvi etylénu ve srovnani se suchozemskgsilinami a jsou také pozenym

zp sobem ménnachylné k tink m etylénu a inhibici rstu koen .
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Obrazek 18 Inhibini G inky etylénu na rst koen (DUGARDEYN a van der STRAETEN,
2008)

Exogenni aplikace etylénu ke lem m Arabidopsisstimuluje expresi genWEI2 a
WEI7, co vede ke zvySené syntéze a nadprodukgiraw Auxin je nasledninfluxovym
p enaSeem AUX1 peveden do tranzitni zony. V tranzitni zéwm zavislosti na zvysené
koncentraci auxinu probiha zma longitudinalnexpanze burk na radialni. Auxin dalSim
transportem do prodlu ovaci zény reguluje a zvyaijievost bun k na etylén a vysledkem
je represe rstu. Inhibini vliv exogenn aplikovanych cytokinin spoivad ve zvySeni
syntézy etylénuTaké DELLA proteiny se podili na inhibici prodlu émi bunk. Jejich
funkce je indukovana etylénem a po#aa gibereliny (Obrazek 18) (DUGARDEYN a van
der STRAETEN, 2008).

Bylo zjist no, e v etiolizovanych klinich rostlinach hrachuP{sum sativumL.)
etylén vyvolava tzv. trojnou odezvu: inhibuje dlowy r st - rostliny jsou kratsi, je
stimulovan radialni rst - rostliny jsou silnSi a rostliny maji také naruSenou orientaci
v prostoru. Radialni st je spojen se zmou orientace tvorby bunné pehradky bhem
d leni buky areorganizaci mikrotubul a celul6zovych mikrofibril. Tento jev je
pozorovan nejst ji u dvoud lo nych rostlin. Ve stoncich rkterych vodnich rostlin zase
naopak etylén stimuluje dlou ivy st a rozta nost bunné stny. N které semiakvatickeé

rostliny si vyvinuly zajimavou adaptaci na etyl&.pichodem vody se etylén v jejich
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stoncich akumuluje ze dvou wbd . Syntéza endogenniho etylénu je poépa nizkou
hladinou kysliku v pon@nych pletivech a etylén tam stane tzv. v pasti, proto e jeho
difdze vodou je 10 000-krat pomalejSi, ne je jeBiceni vzduchem. Etylén nasledn
stimuluje rychlé prodlou eni ponenych rostlin a umo ni tak dostat sasti jejich list
nad hladinu vody (KENDE et al., 1998). ® bunk je regulovan orientaci kortikalnich
mikrotubul v kombinaci s rozpinavosti bumé stny a turgorového tlaku uvnibun k.
Tyto procesy jsou regulovany fytohormony attem. Etylén m e stimulovat i inhibovat

r st bunk v zavislosti na rostlinném druhu atypu bkinU rostlin Arabidopsisbyla
Zjist na inhibice expanze bukn Etylén aplikovany v podminkdch tmy inhibuje
prodlu ovani hypokotyl v etiolizovanych klinich rostlinachArabidopsis(GUZMAN a
ECKER, 1990). Pokud vSak byly rostliny gfované v gtomnosti svtla, nebo nizké
koncentraci ivin, etylén, nebo jeho prekurzor AC&han podpoily prodlu ovani
hypokotyl (SMALLE et al., 1997). Toto bylo vysledkem zvySav@&xpanze burk spiSe
ne jejich dlenim, co je vrozporu s dob charakterizovanou inhibici longitudinalni
expanze burk v podminkadch tmy. Fsobeni etyléenu nebo ACC bylo inhibovano
stibrnymi ionty. Prodlou eni hypokotyl nebylo pozorovano u etylén-insenzitivnich
mutant (etrl-3ein2-1 ein3-1, ein4 ainl-1Q ein7). Exogenni auxiny také indukovaly
prodlou eni hypokotyl u rostlin pstovanych na stle. Vysledky pokus prokazaly, e v
zavislosti na swelnych podminkach me etylén indukovat opané Uinky na expanzi
bun k v hypokotylech.

Molekula etylénu ma hydrofébni charakter, va e semembrany a zvySuje jejich
permeabilitu pro prchod nkterych latek. Etylén se podili na zvySené produkkterych
enzym, nap. -amylaz v obilkach janene, celulaz v opadové zgmebo peroxidaz p
starnuti dloh, aj. Etylén stimulaci tvorby enzymst picich bun né stny reguluje
a urychluje senescenci a blednuti tkky zrani plod, opadavani plod kv t , list a je
rovn regulatorem epi- a hyponastie. Vkierych kv tech také opyleni indukuje syntézu
etylénu v blizn a n Ice a etylén po oplodni spousti starnuti okti, blednuti a opad
kv t (O'NEILL, 1997). Pyl je bohaty zdroj auxinu a uvalje tento hormon pro stimulaci
syntézy etylénu v blizn Obsahuje také vysoky obsah ACCinpeho prekurzoru etylénu
(WHITEHEAD et al., 1983), ktery je z blizny disttibvan do jinych ésti kvt (REID et
al., 1984). Pvodni interpretace teorie, e etylén je vedlejSinoduktem procesu zréni
(HANSEN, 1943) byla vyvracena Kazy, e u aplikace nizké koncentrace 0,1 ppm

exogenniho etylénu me stimulovat procesy zrani (BIALE, et al. 1954 dnamo, e
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etylén je fyziologicky aktivni od 0,001 ppm a madimich Uink dosahuje v rozsahu 1 —
10 ppm. ABELES et al. (1992) také prokézal, e étyp sobil na klini rostliny ji po 10
min., tedy ve velmi kratké dolpo aplikaci.

Zvysena respirace a tvorba etylénuzvani byla zjiStna u nkterych plod: raj ata,
avokado, jablka, nebo banany a toto ovoce bylo aré jako klimakterické. U jinych
plod , jahod, hrozn, nebo citrus nebyla zjiStna zvySena respirace a produkce etylénu
b hem zrani a toto ovoce bylo ozeaé jako neklimakterické (LIN et al., 2009).
Mnohonasobn zvySena tvorba etylénu ipdozravani nkterych plod zvySuje aktivitu
enzym hydrolyzujicich polysacharidy - pektiny, Skrobelutdzu. P sobeni etylénu vede
ke zvySeni obsahu rozpustnych pektia ke zmknuti plod. Etylén uvol ovany do
prostedi rovn m e ovlivnit rostliny ve svém okoli. Napve skladce ervivé, ped asn
dozravajici jablko uvoluje zvySené mno stvi etylénu a proto jablka v jetkli rychleji
dozravaji, uvoluji také zvySené mno stvi etylénu, ktery ap urychluje dozravani nejen

ervivého jablka, ale i ostatnich pladledna se o tzv. regulaci spovazebnou. Aplikace
exogennich davek etylénu na Siroky wykdruh rostlin vyznamn stimuluje abscisi.
ABELES (1973) vSak zaznamenal, e aplikovany etylen kterych rostlin neindukoval
abscisi list a proto je pedpokladano, e hormondlni zmy, které jsou po adované pro
citlivost bunk v opadové zén nebyly v nkterych pipadech indukovany etylénem v
experimentalnich podminkach. Bylo také prokdzamoavokado, klasické klimakterické
ovoce nebylo ovlivhno vysokymi koncentracemi etyléenu dokonce ani rmansech.
Stibrné ionty, znamé inhibitory gobeni etylénu, inhibovaly nejen abscisi stimulamwan
etylénem, ale také abscisi vyvolanou jinymi stre$yté U inky vykazal také 2,5-
norbornadien, dalSi znadmy inhibitor etylénu.

APELBAUM a BURG (1972) posuzovali vliv etylénu prddvaného primarn
ve vzrostném vrcholu a meristematickych pletiveohdiych na auxin a 2,4-D na regulaci
r stu a bun ného dleni. Zjistili, e etylen a 2,4-D inhibuji st apikalnich asti
etiolizovanych klinich rostlin hrachuRisum sativunty. Alaska) zastavenim bumého
d leni zabrannim vstoupeni do profaze. Tytostové regulatory také zpomaluji buné
d leni v intaktnich keenovych Spikach a zastavuji mitézu v lateralnich pupenechétos

asti m e byt inhibice &sten zvracena benzyladeninem. V kaovych 3pikach
a ve vzrostném vrcholu stonku etylén inhibuje szatd©NA snienim aktivity DNA
polymerazy. Mira této inhibice koreluje se stupn potlaeni bun ného dleni

v meristematickych pletivech bohatych na auximta haznauje, e inhibice bun ného
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d leni je vysledkem nedostateé syntézy DNA. U intaktnich rostlin probihalo nédmi
prodlu ovani a zvySovanierstvé hmotnosti, zatimco 501 etylénu a 0,1, nebo 1 mM 2,4-
D, anebo kombinace obou fytohormomhibovala r st vzrostného vrcholu o 94 % a zda
se, e 2,4-D inhibuje rst apexu primarn indukci produkce etylénu. Inhibice stu
probihala vice ne 10 dn nicmén kdy byly rostliny po oSeeni etylénem gmistny po
1-2 dnech do wranych prostor, tak them 8 — 10 h byl obnoven jejich normalnst. U
stejnych koncentraci stovych regulator bylo bun né dleni sni eno o 95 - 98 %. 50/
etylénu po 2 h sniilo bunné dleni o 27 %, po 6 h 0 50 % a po 10 h zcela inhilmva
bun né dleni. Aplikace etylénu sniila bunné dleni v apexu kaen po 24 h nebo po
48 h 0 60 %. Je znamo, e auxiny (2,4-D, nebo IA#)ibuji bun né dleni v koenech,
prytech a lateralnich pupenech - v aktiwge dlicich primarnich meristémech, ale také
stimuluji mitotické dleni v dosplych, nedlicich se bukach koen a pryt. Auxiny také
stimuluji kambialni aktivitu ve stoncich. Vysoké& riaentrace 100M 2,4-D Upln
zastavila bun né dleni v apexu kaeen , oproti tomu vyrazn stimulovala bun né d leni

v horni asti, prodlu ujici se zony kene, co vedlo k iniciaci rstu postrannich ken .
Jina studie prokazala, e etylén, nebo 0,1 mM I|Agkebo jejich kombinace inhibovala
prodlou eni koen o0 60 % bhem 8 — 24 h. DAN et al. (2003) studovali vliv étyl na
epidermis hypokotyl okurek Cucumis sativys Etylén je znamy inhibitor bunného

d leni. V této studii bylo prokdzano, e etylén stilonal syntézu DNA, ale potld proces
cytokineze. Hypokotyly jsou organy, které po vykhi vy aduji striktn omezené bunné

d leni. B hem psobeni etylénu byla syntéza DNA doprovazena ink@agiohomologu
thyminu 5-brom-2-deoxyuridinu a byla zjisa u 20 % burk epidermis, zatimco syntéza
DNA na normalnim vzduchu byla témnedetekovatelna. Cytofluorometricka analyza
jader v posti enych bukach vykazala a osminasobné zvySeni obsahu DNAeB této
doby vSak nebyla pozorovana tvorba buré pehradky, nicmén kratce po odstrami
etylénu formace nové bumé pehradky vyznamnvzrostla. Vysledky ukazuji, e etylén
podporuje syntézu DNA a jeji replikaci, ale inhibuyroces cytokineze, ipem udr uje

n které buky v G2-fazi.

3.3.5.2 Tvorba etylénu ve stresovych podminkach

Jednou z prvnich reakci rostlin na vyvolany steegyySena tvorba etylénu. Etylén je

nazyvan stresovym hormonem a je to nejzraisignalni molekula @stnici se obranné
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reakce rostlin. Jeji fyziologicky vyznam ve stregdv podminkach ale neni zcela
vysv tlen a nelze vylout monost, e je jen prvodnim jevem odpowi rostlin na

p sobeni stresor Tvorba etylénu se zvySuje ipnapadeni patogeny, mechanickém
poranni, p sobeni toxickych latek, neboipdpov di na enviromentalni stres jako jsou:
extrémni teploty, ozén, UV zéni, zasoleni @ a nadbytek, nebo nedostatek viahy.
Koncentrace etylénu se zvySugsto ji po 20 — 60 minutach od z#tku navozeni stresové
situace a petrvava a 20 hodin, p em stresory stimuluji tvorbu prekurzoru ACC, ktery
se akumuluje a nmi na etylén a rychlost tétogm ny se zvySuje wSinou a v pozdjsi
fazi stresové reakce. imhapadeni rostlin patogeny byly zjigy p ipady, kdy pi pokro eni

a zhorSeni onemocni etylén pomaha omezit 8hi nemoci opadem list Pi obranné
reakci na mechanicka poram se vytvadi ACC, ve vod rozpustna a transportni forma
etylenu. Jen rktera pletiva rostlin, vodiva a lbiva, maji schopnost vytvat ACC z
aminokyseliny methioninu pobenim specifického enzymu a rostlina pro svouepat
vytvai etylén, ktery pronikd mezibumymi prostory z hlubSich pletiv kene k
rhizodermis, a ktery nakonec uje bu ku rhizodermis, ktera vyroste v novy lkmovy
vlasek.

Listy pSenice Triticum aestivumL.cv.Anza) produkuji velmi nizké mno stvi
etylénu. Vodni deficit zpsobil ztratu ve vysi 9 % pdte ni ivé hmotnosti a produkci
etylénu zvysil vice ne 30-krat do 4 h a poté rgcklesal (APELBAUM a YANG, 1981).
MORGAN a DREW (1997) v review uvadi, e pokusy ssttmami soji pstovanymi v
nadobach prokazaly, e pomaly gghod do podminek sucha nénvliv na produkci
etylénu a ACC, oproti tomu rychly ¢chod podpdl oba parametry. Deficit vody u
d eviny mandarinky zvySil v kenech obsah ABA, ktera stimulovala syntézu ACC a
naslednou konverzi ACC na etylén v listech, ktepysobil jejich opad po opovném
zavla eni. Souvislosti mezi experimentalnimi podka@mi a pirodnimi suchy jsou ale
diskutabilni. Sucha jsouasto doprovazena vysokymi teplotami, které podpdmugrbu
etylénu, co je ale limitovano teplotou do 35 °@3gi teploty ji produkci etylénu inhibuiji.
Zamaeni pd (zaplavy) je stresor spojeny s anaerobnimi pokiamm V podminkach
nedostatku kysliku je etylén spou&m mno stvi odpowvdi, které pomahaji rostlinam
vyhnout se stresu. Mezi tyto reakce paychlé prodlou eni pon@nych stonk a apik ,
podpora nahodné tvorby adventivnichdw na stoncich pod nebo nad vodni hladinou,
epinastie list a hypertrofie lenticel na stoncich adnatych koenech. Ulohou etylénu ip

prodlu ovani stonk je akcelerace prodlu ovani bun V podminkach hypoxie méa etylén
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d leitou funkci pi signalizaci bun né smrti a tvorb aerenchymu v kenech kukuce
(Zea mays (MORGAN a DREW, 1997). Tvorba etylénu a ethandabljodnocena v
hypokotylech fazole mungo bem kontaktu sety mi druhy soli, které jsou mé v
p irozeném prosedi. Se zvySujici se koncentraci aplikované Na® Gl byla tvorba
etylénu sni ena a tvorba ethanu zvySenaaplikaci CaC} byla produkce etylénu vyssi a
pi MgCl, byla produkce etylénu vysoka, nésledklesla. Pi p sobeni CaGl byla
produkce ethanu nejni Si ve srovnani s ostatnirpii @ sobeni MgQd byla produkce
ethanu takté sni ena (CHROMINSKY et al., 1986). MERBA et al. (2010) studovali
stresovou situaci vyvolanou fusicoccinem v buré suspenziAcer pseudoplatanus.
Fusicoccin (FC) je znamy fytotoxin, ktery vyvolavéce stresovych reakci - bumou
smrt vykazujici charakteristické apoptotické prgjefragmentaci DNA a cytochroro
uvoln ny z mitochondrii, dale stimuluje alternativni rigapi, produkci peroxidu vodiku,
NO, aj. FC indukuje tvorbu etylénu v btach klenu pes aktivaci enzymu ACO. Aplikace
inhibitoru syntézy etylénu Gbinhibovala akumulaci mrtvych buk v kultu e a tvorbu
NO. Tato studie prokazala, e etylén je zapojervdoniku bun né smrti indukované FC,
ktera ale nevykazala vySe uvedené znaky AL-PCD ez také zapojuje NO jako
signalni molekulu.

Rostliny kontinualn produkuji etylén a ve ¥Sin izenych prosedi komernich
zaizeni (sklenik, apod.) jsou nestresované i stresované rostliayniiin zdrojem etylénu.
Tém ve vSech gdpadech je to zrma rychlosti syntézy etylénu, je upozeoije na zmnu

podminek a navozeni stresové situace.

3.3.5.3 Tvorba etylénu v kulturach in vitro

Zdrojem etylénu v podminkadhn vitro m e byt slo eni ivného média, pry ové
uzav ry kultiva nich nadob a také samotné explantaty, které prodetyién (LaRUE
a GAMBORG, 1971), ktery se §do atmosféry uzaenych nadob a ktery potom nasledn
zp tn ovliv uje pr b h kultivace. Produkce endogenniho etylénu v kuttirid vitro
m e byt stimulovana jinymi fytohormony, pdevsSim auxinem, nebo re byt jeho
produkce sni ena, anebo i zcela podlaa inhibitory, které grusi jeho biosyntézu v uté

fazi bun ného cyklu. Také me byt regulovan jeho dnek latkami, které svym vlivem
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eliminuji jeho p sobeni. Ke zndmym inhibitom etylénu pai AVG, polyaminy, kyselina
salicylova, ionty kobaltu (Cd), niklu (Ni*") stibra (Ad) a 2,5-norbornadien.

YU a YANG (1979) uvadi, e rostlinny hormon auximdukuje konverzi methioninu
na etylén v rostlinnych pletivech a AVG, nebo?Ceroces biosyntetické drahy etylénu
0 inn blokuji. Aplikace I1AA, nebo kombinace IAA a AVG rigypokotyly fazole mungo
(Vigna radiata L. Wilczek) neovlivnila konverzi methioninu na SAMale pem na
methioninu na ACC a etylen byla katalyzovana poszeitomnosti samotné IAA.
Aplikace IAA indukovala tvorbu etylénu 500-krat gige srovnani s kontrolou. Nyni také
bylo mo né urit, ve které fazi sekvence syntézy etylénu auxilatupje sv j hormonalni
vliv. Studie potvrdila, e reakce konverze ACC riglén neni zavisla na ppomnosti IAA.
IAA vSak indukuje syntézu enzymu ACC syntazy katajiciho pem nu SAM na ACC a
je odpovdna za akumulaci ACC v rostlinnych pletivech. Aplie samotného AVG o
koncentraci 10 um inhibovala obreakce pem ny na etylén. Psobeni AVG zcela
potla ilo aktivitu ACC syntazy a konverzi SAM na ACC, ted#trok, ve kterém auxin
uplat uje svj induk ni efekt. Psobeni kobaltnatych iontinhibovalo konverzi ACC na
etylén. Pi aplikaci 20 um C8& byla zji&t na 50 % inhibice produkce etylénu a koncentrace
1 mM zcela potlaila produkci etylénu. Je znamo, e €ovytvai stabilni komplexy se
sulfhydrylovymi sloueninami. Je tedy pravjodobné, e C®' inhibuje produkci etylénu
interakci se sulfhydrylovou skupinou enzymu ACCdaxy, zodpowdného za oxidaci
ACC na etylén. Tato studie prokazala, e AVG inhdprodukci etylénu grusenim
reakce pem ny SAM na ACC a kobaltnaté ionty blokuji posledazif syntézy etylénu,
reakci pem ny ACC na etylén.

LESLIE a ROMANI (1988) studovali inhibici konverz&CC na etylén kyselinou
salicylovou (SA) u bun né suspenzni kultury hrusiiPyrus communjs Inhibice syntézy
etylénu psobenim SA byla srovnavana s dalSimi 22 fenolickghau eninami, z nich
pouze kyselina acetylsalicylova (ASA) prokazala gimtE Uinky. P sobeni kyselinp-
aminosalicylové, 3,5-dinitrosalicyloveé a kyselingrizoové bylo podstatrmén efektivni.
Bu ky kultury hrusn se kultivuji v médiu s pH 3,8. Pkultivaci s hodnotami pH v
rozsahu od 3,5 do 6,5 schopnost SA inhibovat synéédénu klesala se zvySujicim se pH.
Podobnéa zavislost biologické aktivity SA na pH sekazala iu jinych biologickych
systtm. SA m e také tvoit chelaty s ionty kov. Aplikace EDTA, nebo EGTA
neprokazaly schopnost inhibice syntézy etylénu. aftolaté ionty vysoce inhibuji ACC
oxidazu, pravdpodobn vytva enim komplex se sulfhydrylovou skupinou. Pro srovnani
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inhibice kyselinou salicylovou a Gobyla rozhoduijici doba expozice.i Rratké expozici
byla SA efektivnjSim inhibitorem, p delSi expozici byly shledany kobalnaté ionty
lepSimi inhibitory. Tato zjiShi potvrdila rozdilné mechanismy blokovani funkce
terminalniho enzymu syntézy etylénu ACC oxidazyibice etyléenu psobenim volného
radikalun-propylgalatu byla doprovazena ztmavnutim buych kultur a normalni barva
kultury byla obnovena po inhibici funkce volnéhodikalu. Podobny efekt nebyl
zaznamenan pp sobeni nejvyssi koncentrace 2,5 mM SA. Tato pozorbbarevnych
zm n naznauji, e SA p sobi odliSnym zpsobem a v bikach probiha pravghodobn
mnohem intenzivrjSi detoxikace kyseliny salicylové. Otazka, jestidogenni kyselina
salicylova hraje svou roli v regulaci syntézy etylév rostlinach, zstava pedm tem
zkoumani.

YU et al. (1980) studovali inhibici biosyntézy edgl 2,4-dinitrofenolem (DNP)
a vysokou teplotou. Je znamo, e teplota od 35 Q@ sobi inhibin na syntézu
etylénu v rznych pletivech rostlin. Tato studie zkoumala, rtardu fazi biosyntézy
etylénu psobi tyto dva faktory inhibnim zp sobem u hypokotyl fazole mungo\igna
radiata L. Wilczek). DNP v nizkych koncentracich (méne 50 M) uplatnila svj
inhibi ni vliv primarn pi konverzi ACC na etylén, nia menSi vliv na obsah SAM a
zapi inila vyznamné zvyseni obsahu ACC, ktery ji gobil inhibi n na tvorbu etylénu.
Vysoka koncentrace DNP (nad 108/4) inhibovala konverzi methioninu na ACC a na
etylen a tento anek mohl byt zpsoben inhibici syntézy SAM. Optimalni teplota pro
maximalni produkci etylénu v jablcich a hypokotylemazole mungo je 30 °C. ZvySeni
teploty na 35 °C zpsobilo akumulaci endogenni ACC a produkce etyléyla byrazn
shi ena, tak e vysledky této studie nazod, e faze konverze ACC na etylén je na vysoké
teploty velmi citliva.

LARUE a GAMBORG (1971) sledovali produkci etylénuruznych bun nych
kultur (Rosa sp., Glycine maxL., Triticum monococcumL., Melilotus alba Desc.,
Haplopappus graciliNutt. aRuta graveolens VSechny bun né suspenze vyjnRRosasp.
vy aduji pro svj r st pitomnost syntetickych auxin proto byla do ivného média
p idana koncentrace 1 mg/l 2,4-D, nebo NAA. Produktgénu u kulturyRosa sp.
aHaplopappusve stacionarni fazi tj. 4. den kultivace prudagupta a ihned poté rapidn
poklesla. Obsah etylénu v kach r e byl v p itomnosti NAA o vice ne 50 % vysSi ne
Vv p itomnosti 2,4-D. Buky Triticum produkovaly velmi nizké mno stvi etylénu v fr hu

celého bun ného cyklu. Adani hydrolyzatu kaseinu do bumé kultury Rosa Ruta a



-97 -

Melilotus nemlo negativni vliv na tvorbu etylénu, oproti tomu dd&mi methioninu
(prekurzoru etylénu) k bkéam Melilotus produkci etylénu zcela inhibovalo. Absence
sv tla neovlivnila rst bun nych kultur, ale u burk Rosa sp.byla zaznamenana ni Si
produkce etylénu. Aplikace exogenniho etylénu k bné suspenzi séji a komonice bez
p itomnosti rstovych reguldtor v ivném meédiu neovlivnila deni bunk a bylo tak
potvrzeno, e etylén neme v ivném médiu nahradit auxin (2,4-D nebo NAADodani
nizké koncentrace 4 mM etylénu Ruta Rosasp. aTriticum také nemlo vyrazny
negativni vliv na dleni bunk, vyssi koncentrace 20 mM ale ji redukovala eobunk o

20 — 30 %. Vysledky pokustaké prokazaly, e exogenni auxiny stimuluji prkdu

etylénu bez ovlivhni procesu respirace.

3.3.5.4 Funkce etylénu pi PCD

Jestlie uvaujeme, e starnuti a opad listkvt a plod je v podstat forma
programované bunné smrti, potom je 2jmé, e etylén v PCD ma svoji tlohu. U mnoha
druh rostlin je etylén jednim z endogennich signaprostedkujici pirozené starnuti
rostlin. Ukazalo se, e etylén ma léitou funkci b hem patogeneze. Buma smrt
indukované rostlinnymi patogeny vykazujekaolik charakteristickych znak AL-PCD a
nedavno byla dloha etyléenu hodnocena u etylén-msemich mutant, NR-raj at.
Infikovani t chto mutant patogenem zna redukovalo symptomy nemoci indikujici
zapojeni etylénu do bumé smrti (LUND et al., 1998). Bdpokladd se, e enzymy
protedzy stejnjako u ivo ich reguluji proces PCD. ANDERSON et al. (1982) praitaz
e hydrolyticky enzym houbového patogena cellulysidukuje syntézu etylénu v listech
tabaku. Z vysledk pokus vyplyva, e proces PCD vy aduje nizkou koncentratylénu,
ktery se ale neobjevi, dokud neni aktivovan enzyotedza.

Bylo zjist no, e proces bunné smrti bhem tvorby aerenchymu v kortexu
adventivnich keen kukuice (Zea maysv podminkach hypoxie, vykazujici znaky AL-
PCD, je zavisly na pomnosti etylénu. Vysledky této studie prokazalg, signalni
transdukce etylénu vedouci ke zvySeni intraceli@obsahu Cdje nezbytna pro proces
PCD a vyvoj aerenchymu v kenech kukuce v podminkach hypoxie (HE et al., 1996).
Bun na smrt bhem vyvoje endospermu kukce je takté doprovazena zvySenou

produkci etylénu a PCD e byt vyvolana také aplikaci etylénu, nebo byt naopak
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blokovana inhibitory etylénu (YOUNG et al., 1998tarnuti okvtnich listk a semeniku
hrachu je doprovazeno degradaci DNA a zde takditohy etylénu mohou tyto procesy
potla it. Oproti tomu, ale aplikace exogenniho etylénmsluje starnuti, degradaci DNA a
shi uje regulaci exprese gerdad-1v okv tnich listcich, ktery me byt také blokovan
inhibitory etylénu (ORZAES a GRANELL, 1997).

Campthothecin, inhibitor topoizomerdzy | a zndmyluktor PCD u ivoich
stimuloval PCD také u bunné suspenze ragt podobnym zpsobem. V bukach byla
Zjist na kondenzace chromatinu a fragmentace DNA a j&lbrpo aplikaci se zvysila
koncentrace bD,. Bylo zjiSt no, e etylén ma de itou funkci v PCD indukované
campthothecinem. Inhibice syntézy etylénsgbenim AVG zablokovala produkcb®, a
PCD indukovanou campthothecinem. | kdy sam o setdogenni etylén neni spou&m
tvorby H,O, a PCD, tak aplikace exogenniho etylénu i ACC vyamastimulovala tvorbu
H,O, a PCD a vysledky poukazuji na to, e etylén umge oxidativni poskozeni
indukované campthothecinem a naslednou PCD kdxh rajat (de JONG et al., 2002).

KOEHL et al. (2007) sledovali vliv etyléenu na oxidai poskozeni
a programovanou bunnou smrt u tabakovych buk (Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3
oSetenych proteinem quercininem, elicitorem, ktery kzgllovan z pdniho patogenniho
mikroorganismuPhytophthora quercineOxidativni poSkozeni a nasledn& smrt duhyla
indukovana ji nizkymi koncentracemi 0,05 a 0,5 nMyi nich byly pozorovany
charakteristické znaky AL-PCD, poSkozeni burych membran a fragmentace DNA.
Nejni 8i koncentrace 0,05 nM sniila produkci etglé po 20 h o0 67 %. Koncentrace
0,5 nM prokazala vyrazné oxidativni poSkozenhdm 30 minut, zpsobila maximalni
produkci HO, 0.3 umol/g erstvé vahy burk a amrtnost 25 % buk po 6 hodinach. Tato
koncentrace po 3 a 6 h také vyznanf o ¥2) sni ila obsah ACC ve srovnani s kontralou
VySSi koncentrace 2 nM sniila produkci etylénu p0 h o 86 %, inhibovala produkci
H,O, a mla vyznamny vliv na imrtnost buk, kterd po 6 h dosahla 50 % a po 24 h 95 %
ve srovnani s kontrolou. Nizké koncentrace etylf@sou nezbytné pro tvorbu B, v
bu kach oSeenych quercininem. Bylo prokazano, e aplikace lor syntézy etylénu
AOA a CoC}o koncentraci 100 um bezipmnosti quercininu vyznamrsni ila produkci
etylénu. Inhibini vliv AOA byl mnohem vysSi ne Coglu po 3 h sniila produkci
etylénu o cca 77 %. Kombinace inhibitoetylénu a quercininu podstatisni ila obsah

H.O, a inhibovala vznik oxidativniho posSkozeni blkn Tato zjiStni potvrzuji, e pro
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stimulaci oxidativniho poSkozeni bumych membran, které je indukovano quercininem je
také nezbytna ftomnost etylénu.

HERBERT et al. (2001) sledovali vliv etylenu na ukdi programované bunné
smrti vr znych fazich bunného cyklu u tabakovych buk TBY-2. Po pedchozi
synchronizaci deni bunk pou itim aphidicolinu bylo do kultivanich bank (300 ml)
obsahujicich bunnou suspenzi v 95 ml média aplikovano S’ @tylénu (SIB Analytical,
Sandwich, Kent, UK) ve dvouasovych intervalech 0 h a 3,5 h. Suspenze byly e$gt
etylenem a/nebo kombinaci etylénu a inhibitoru étyl (dusinan stibrny; AgNG;) o
koncentraci 1,2 um, kter4 neni toxickd tabakovymkBAm. Bylo prokazano, e ob
aplikace ovlivuji délku jednotlivych fazi cyklu, ale nemaji vlima celkovou délku
bun ného cyklu. U asového intervalu 0 h trvala G2-faze 5 h, S-fabeh3a M-faze 2 h.
Cely bun ny cyklus trval 14 h a tyto nanmené asové hodnoty se shodovaly s kontrolni
suspenzi. Aplikace etylénu po 3,5 h prodlou ila fa2t a opozdila vstup buk do mitézy
0 1,5 h, nema ale vliv na celkovou délku 14 h bumého cyklu ve srovnani s kontrolou.
P idani dusinanu stibrného pedvidateln blokovalo Uinek etylénu a také nezmilo
délku bun ného cyklu, pouze prodlouilo M-fazi o 1 h. Toxickyinek stibrnych iont
byl testovan koncentraci 1,2 um AghklBez pitomnosti etylénu a bylo zjigto, e také
vyznamn neovli uje prb h a délku bun ného cyklu. Hodnota indexu umrtnostii p
aplikaci etylénu v ase 0 h se po 2 h neliSila od kontroly, ale 2-lsg&tzvysila po 4 h
kultivace a dale znovu rostla po 8 a po 10 h dasdi %. VysSi umrtnost byla
zaznamenana ve G2/M-fazi buného cyklu av M-fazi se jeStvice zvySila. Index
amrtnosti pi aplikaci etylénu k synchronizovanym bkdm po 3,5 h (po dokoeni S-faze)
m | hodnotu po 4 h 8 %, 2x vy3Si ve srovnani s kdotra po 10 h dosahl max. hodnoty
30 %, naslednse sniil a znovu rostl po 14 h a 16 h. Umrtnosh ik byla opakovan
zvySena ve G2/M-fazi a také v pozdni G1/S-fazi. legky pokus prokazaly specifické
reakce a citlivost burk na p sobeni etylénu v zavislosti na tom, ve ktedéiéti bun ného
cyklu se nachazeji. Hodnota indexu umrtnosti u kiomte etylénu a AgN©Obyla pi
ka dém odbru vzorku ni Si ve srovnani s umrtnosti blrp i aplikaci samotného etylénu
a dokonce upln potlaena v G2/M-fazi, v prodlou ené M-fazi se vSak opvysila.
Umrtnost bunk v p itomnosti AgNQ byla nejvy33i po 6 h v G2-fazi a dale potom po 10 h
v M-fazi. V souvislosti s amrtnosti byla hodnocetzé morfologie burk v pr b hu
bun ného cyklu. U asového intervalu 3,5h byl u mrtvych bln pozorovan

charakteristicky znak PCD — kondenzace chromatapnena v G2/M-fazi. U kontroly byl
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tento znak zaznamenan v maléera pouze v S-fazi. DalSi typicky znak PCD fragraeat
DNA byla detekovana u obou kultur; u kontroly ddsal-2 % u vSech vzork
odebiranych ve dvouhodinovych intervalech a u atylée postupnzvySovala a po 10 h
doséahla 14 %. Tato studie potvrdila hypotézu, dkape a psobeni etyléenu zvySuje
amrtnost v prb hu bun ného cyklu TBY-2 bun né linie, zejména kratce gd mitdzou,
oproti tomu nema vliv na celkovou dobu trvani cyklu

Hybridni rostlinyNicotiana suaveolensehm. xN. tabacuni. cv. Hicks-2 vykazaly
letalitu ve vztahu k vysokym teplotam (YAMADA a MARBASHI, 2003). Tato letalita
byla indukovana PCD, kter4 byla doprovazena chareskickymi apoptotickymi znaky
v hybridnich sazenicich pteplot 28 °C, ale ne u hybridnich rostlin vyldéinych pi 28 °C
a ihned penesenych do podminek vysoké teploty 36 °C. Tystliny vyvinuly praveé listy
piteplot 36 °C a rostly a do stadia dodpsti. Kdy byly hybridni rostliny kultivované
p i 36 °C vystavené sobeni teploty 28 °C, tak nevyvinuly pravé listyykazaly letalni
symptomy jako: epinastie listchlor6za v dlohach, nebo hrdnuti hypokotyl. Pi 28 °C
fragmentace DNA zala v dlohach a jaderna fragmentace se nasladasiila na celé
sazenice, hypokotyly rostlin zhdly a nasledn v tSina uhynula. Byla u nich také
detekovana vysoka produkce etylénu ve srovnandisaweskymi rostlinami. U hybridnich
rostlin rostoucich p teplot 36 °C byla zaznamenana stejnd koncentrace ety
u rodi ovskych rostlin. Aplikace inhibitor syntézy etylénu kyseliny 2-aminooxyoctové
a aminoethoxyvinylglycinu potléla apoptotickézm ny a také prodlou ila dobu p iti
nepiznivych podminek hybridnich rostlin. Tudi zvySermfodukce etylénu koreluje
s letalnimi piznaky a apoptotickymi znmami v hybridnich rostlinach. Studie prokazala,
e nadprodukce etylénu gobi jako zasadni faktor zprasikovavajici PCD a dale tato

studie poskytla prvni &kaz, e se etylén podili na hybridni letalit

3.3.6 Metabolické interakce etylénu s jinymi r stovymi regulatory
a fytohormony

V procesech vyvoje rostlin hraji fytohormony a géjiinterakce vyznamnou roli.
R stové procesy nejsou regulovany pouze jednim fytnbaem a na druhé strajediny
fytohormon neovlivuje jeden rstovy proces. Vysledny inek fytohormon Ize
pova ovat za interakci dvou nebd slo ek. Etylén je fytohormon plynného charakteau,

proto je velmi rychlym signalem. Vysledek jehospbeni je ovlivhn interakcemi
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s dalSimi fytohormony. U rostlin byl zjidt synergicky Uinek p edevSim auxinna tvorbu
etylénu. Bylo potvrzeno, e endogenni auxiny i kptie exogennich auxinindukuji v
pletivech syntézu ACC syntazy a tvorbu etylénu,alenve vysSi koncentraci jejich tvorbu
zp tn inhibuje a pi nadprodukci etylenu musi rostliny detoxikovat vy kyanovodik.
Po aplikaci etylénu byla vad pipad potvrzena sniena hladina IAA v rostlinach
(MACHA KOVA a ULLMAN, 1987). Proto také byva etylénasto chapan jako
antagonisticky psobici latka na vSechny typy fytohormorNaopak aplikace I1AA na
r zné asti rostlinArabidopsiszase prokazala zvySenou produkci etylénu, nejpéateve
stopkach kvt a koenovych Spikach. ZkuSebni koncentrace IAA, 2,4-D, nebo NAA v
rozsahu 1 — 100M ve stopkach kv zvySovaly produkci etylénu, p500 M nastala
stagnace a p1000 M vyrazny pokles, p em 2,4-D a IAA vyvolaly vtSi odpov ne
IAA. Sv tlo a vysoka teplota byly pinou snieni koncentrace etylénu, kteryegtim
indukovala 1AA. Aplikace samotnych brassinosteroith kv tenstvi neovlivnila produkci
etylénu, v kombinaci s IAA ale vyznamuvysila tvorbu etylénu a koncentrace etylénu v
této kombinaci byla dokonce jeStvysSi, ne pi aplikaci samotné IAA. Bylo také
prokdzano, e sta list ma vliv na produkci etylénu, nejmladsi listy vykgznejvyssi
stimulaci syntézy etylénu (ARTECA a ARTECA, 2008AKIMOVA a WOLTERING
(1997) studovali vliv etylénu, IAA, NAA a 2,4-D naorbu etylénu rznych asti kvt
odd lenych u 160 ezanych karafiat (Dianthus caryophyllud..). Zkoumané asti kvt ;
okv tni listky, vajika, n lky a listy ezanych rostlin byly inkubovany v roztocich
r stovych regulator. Reakce asti kvt se liSily v zavislosti na pou itém regulatoruez

a nasledné vadnuti rostlin stimulovalo tvorbu etylénejvice ve vajkach a n lkach.
Aplikace etylénu o koncentraci 101 m la za nasledek vyrazrevySenou emisi etylénu
pouze v okvtnich listcich po 10 h, ostatrésti nereagovaly. Oproti tomu auxiny vyvolaly
pozoruhodné mno stvi etylénu, ktery byl uvoVan listy ezanych rostlin. Listy byly také
jediné izolované asti v nich aplikace auxin vyustila ve zvySenou produkci etylénu
v pr b hu 46 h. B aplikaci 5.10' M, 5.10° M a 5.10° M IAA prob hla indukce tvorby
etylénu po 4 h, po 22 h bylo zaznamenano 2,5 aé&#ensi mno stvi etylénu a vyrazny
pokles nastal po 45 h. Podobnou dynamiku vyvojéartaké koncentrace 5.0/ 2,4-D,
oproti tomu 5.13 M NAA stimulovala produkci etylénu také po 4 hejsou hladinu si ale
udr ela i po 22 h, pokles nastal podoako u ostatnich regulatopo 46 h. V pedchozim
experimentu ale nastala indukce tvorby etylénu po i aplikaci I1AA, po 7h v

p itomnosti 2,4-D a zstala vysoka do 12 h a NAA indukovala tvorbu etulépp 13 h.
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Okv tni listky nereagovaly na koncentraci 518 IAA, 2,4-D, nebo NAA, ale
koncentrace 5.10M a 5.10° M IAA zvysily mno stvi etylénu po 46 h.

Znamy jsou také pady uink aplikace syntetickych auxinovych herbicjchebo
vysokych koncentraci nativniho auxinu IAA na zvySetsahu a akumulaci ABA v
rostlinach Galium aparinelL. v souvislosti se zvySenou tvorbou etylénu. Zledsich
pokus vyplynulo, e auxin je primarnim spouSem exprese genu pro enzyncis-
epoxykarotenoid dioxygenazu (NCED), ktery konvestypntofyly na xantoxal a etylén
souasn zvysSuje biosyntézu ABA, pravgodobn post-transkripni regulaci aktivity
NCED. Po aplikaci 0,5 mM IAA ke ken m G. aparinese bhem 24 h projevily epinastie
stonk a inhibice rstu koen a stonk. Po 24 h se hladina xantoxalu a ABA zvysila 2- a
24-krat. Aplikace inhibitor etylénu (AVG, C6") sniila obsah ABA v rostlinach o cca
70 % (KRAFT et al., 2007, HANSEN a GROSSMANN, 2008YG inhibuje produkci
ACC i etylénu, zatimco Cb sice sniuje produkci etylénu, ale sa@sn akumuluje
endogenni ACC. Toto naznge, e spoust em akumulace ABA a inhibitoremstu neni
ACC, ale etylén (HANSEN a GROSSMANN, 2000).

Otazkou zstava, jestli je etyléen spousem tvorby ABA jen v reakci na vysokou
koncentraci IAA, nebo auxinovych herbicidnebo jestli to me byt princip také v
normalni regulaci rstu rostlin. Nicmén nadprodukce ABA a nasledné zvySeni
koncentrace peroxidu vodiku vede k inhibicstu, senescenci a rozkladu pletiv (Obrazek
19) (GROSSMAN, 2003).



- 108 -

stamuti
poskozeni pletiv,
bunééna smrt
ﬂ ABA methionin
nadprodukce T "‘$
kyslikovych inhibice
radikald rustu f !
xanboxal SAM
inhibice CO, asimilace ayntiza
a transpirace xantofyly A
t D
= /
uzavfeni ety
praduchu

herbicid na bazi
auxinu

epinastie listh,

tumeory, starnuti deformace
inhibice stonku
bunéénéhe inhibice transportu

prodluzovani auxinu
adaleni

Obrazek 19 Model interakce auxinoidniho herbicidetylénu a abscisové kyseliny
(GROSSMAN, 2003)

Jiny r stovy regulator auxinoidni povahy - herbicid quorelc svoje Uinky
uplat uje indukci aktivity ACC syntazy a zvySenim mnoisACC a podporuje akumulaci
vedlejSiho produktu syntézy etylénu, toxického loxadiku v pletivech rostlin. Podobn
jako vysoké koncentrace auxirntak i vysoké koncentrace cytokiniimhibuji r st vyhon
a koen a zvySuji tvorbu etylénu (ABELES et al., 1992).likace kinetinu o koncentraci
10® - 10* M stimuluje tvorbu etylénu u 3 a 4-dennich etmivanych klinich rostlin
hrachu Pisum sativumL. var. Alaska). Koncentrace T0M a pH 2,5 nestimulovala
produkci etylénu a koncentrace “IM produkovala maximalni mno stvi etylénu.
Kombinace 13 M kinetinu a 1 M methioninu zvysila produkci etylénu ve 2-dennich
rostlinach o 250 % ve srovnani s kontrolou. Samatrgthionin produkci neovlivnil. Je
tedy velmi pravdpodobné, e konverzi methioninu na etylén indukkieetin. Odpov
na kinetin a I1AA zavisi na stiarostlin. B hem prvnich dvou dnbyl vliv r stovych
regulator nepatrny, 3. a 5. den produkce etylénu stoupla,em nejv tSi vliv m |
kinetin, naslednale produkce etylénu prudce poklesla. Samotnytikimeovlivnil syntézu

etylénu u 6-dennich odenych ainkubovanychasti stonk, ale v kombinaci s 1AA
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znan zvysil produkci etylénu. Giberelin sam nebo v kamalsi s IAA, anebo s kinetinem
u 1l a 6-dennich rostlin vyznammeovlivnil syntézu etylénu (FUCHS a LIEBERMAN,
1968).

Cytokininy inhibuji prodlou eni hypokotyl v temnych podminkach a nemaji vliv
na prodlu ovani hypokotyl na svtle. Cytokininy také mohou stimulovat syntézu etyié
Etylén a auxin na stWle naopak indukuji prodlou eni hypokotyl Jedna z poslednich
p sobeni etylénu, nebo transport auxiblokovano. Toto prodlou eni se vyznge
prodlou enim bunk v bazi a ve sedni asti hypokotyl a m e byt vysledkem zvySené
citlivosti k cytokinin m. Byl pozorovan 50% nést hypokotyl u Arabidopsis thaliang i
odpov di na aplikaci BA v pitomnosti inhibitoru syntézy etylénu AgData této studie
podporuji hypotézu, e cytokininy v interakci s Eiyem na swuwle za normalnich
podminek nemaji vliv na prodlu ovani hypokotyISMETS et al., 2005).

V podminkdch nadmného sucha akumulace kyseliny abscisové verkech
kuku ice zabranila produkci etylénu, ktery by za norrédinpodminek byl ptomen
a inhiboval rst koen . Vysoka koncentrace etylénu Rumex palstris nebo v ryi
ve vodnim prosedi vede k prudkému stu a prodlou eni rostlin, co me byt funk n
spojeno s rapidnim sni enim koncentrace endogeri.AOproti tomuRumex acetosa
ktery je druhem rostoucim ve vzacmaplavovanych lokalitach pvysoké koncentraci
etylénu nevykazuje sni eni endogenni ABA, ani poodéni apik . Pokles koncentrace
ABA ovlivn nou zvySenou koncentraci etylénu v pamgych rostlinachR. palustrisa ry e
zvySuje hladinu bioaktivni kyseliny giberelové (GA)z tohoto zase vyplyva, e zvySené
mno stvi GA podporuje etylénem indukované prodiai &yhon a tudi etylén v tomto
p ipad uplat uje svjr stov stimulani U inek. CALVO et al. (2004) uvadi, e etylén a
GA reguluji peruseni dormance agezhod do faze kleni u semen buku lesnihBagus
sylvatica L.). A koliv mohou etylén a GA synergicky vyvolat uvoin semen nebo
pupen z dormance, Vv rkterych pipadech maji opaé Uinky. Zatimco etylén stimuluje
zrani plod, gibereliny maji v tomto procesu ope znamenko (SCOTT a LEOPOLD,
1967). DalSi studie zase prokazala, e hypoko#tabidopsisse na sule a p sobenim
etylénu prodlu uji, pi em U inek etylénu zvySuje modré dlo. Bylo také zjistno, e
vliv etylénu v tomto pipad neni zprosedkovan gibereliny (VANDENBUSSCHE, et al.,
2007).
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Také utvéeni vzrostného vrcholu u etiolizovanych klich rostlin Arabidopsis
vykazuje pitomnost etylénu, auxinu, GA a DELLA proteinEtylén a auxin mohou
interaktivn ~ stimulovat prodlou eni hypokotyl na svtle, prodloueni apik
v zaplavovych podminkach R. palustris nebo ovlivovat fototropismus hypokotyl
Také bylo zjistno, e etylén zvySuje hladinu auxinu v apikdlisti rostlin inhibici jeho
bazipetalniho transportu (MACHAOVA a ULLMAN, 1987).Jedna z poslednich studii
také uvadi, e etylén me ovliv ovat biosyntézu auxinu v kenech rostlin (viz. kap.
2.3.5.1 - Obr. 16) (PIERIK et al., 2006, DUGARDE¥AYan der STRAETEN, 2008).

BURG a BURG (1966) popsali interakce auxinu a elyléve stonkovych
segmentech klhich rostlin hrachuRisum sativum var. AlaskaZjistili, e stonek hrachu
se nejvice prodlouil a soasn se erstvd hmotnost a 10-krat zvysilaipaplikaci
nativniho auxinu IAA o koncentraci 20M. 10° M je nejvy3si koncentraci, ktera
neindukuje syntézu etylénu v pletivech. Aplikovak@mbinace této koncentrace IAA a
10 ppm etylénu prokéazala vyraznou 50 % inhibicidiwa eni stonku. Koncentrace £0
10* a 10° M IAA ji stimulovaly produkci etylénu, ale zarovetaké nepimo vedly k
inhibici elongace stonku. TISSERAT a MURASHIGE (X97studovali vliv ethefonu,
etylénu a 2,4-D na proces embryogeneze u kalusuelrucus carotd.. odr dy ,Queen
Ane's Lace“. Uvadi, e pr b h embryogeneze je inhibovangobenim etylénu, ktery je
uvoln n ze syntetického regulatoru ethefonudaného do ivného média. Nejni Si
koncentrace ethefonu 3 mg/l rapidani ila po et embryi, nejvyssi koncentrace 30 mg/I
apin potlaila proces embryogeneze a vyznamnmysila produkci etylénu. Autoklavovani
ethefonu vSak nlo znany vliv na snieni obsahu etylénu. Aplikace a spbeni
koncentrace 0,1 mg/l 2,4-D bez itpmnosti ethefonu také zcela zastavily proces
embryogeneze a po 4 tydnech byla zaznamenana ljan nigka a bezvyznamna produkce
etylénu, co bylo vyhodnoceno tak, eipmnost 2,4-D v tak nizké koncentraci v médiu

prakticky nema vliv na jeho vyvoj v bkach kalusu mrkve.

3.3.7 Vyu iti etylénu v rostlinné vyrob a biotechnologiich

Regulace pdatku a rychlosti zrani ploda regulace kveteni rostlin patezi hlavni
cile v oblasti biotechnologii rostlin a zethlskych plodin. Schopnost manipulovat s
asem zrani ovoce by vedlo k omezeni velkych zktekych ztrat a schopnost zpo i

starnuti kvt by prodlouilo ivotnost ezanych kvtin ve véazach. Dv strategie
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genetického in enyrstvi byly zavedeny k dosa erghto cil ; inhibice syntézy etylénu a
sni eni citlivosti rostlin na etylén. HAMILTON etl.a(1990) byl prvni, kdo sni il produkci
etylénu v rajatech expresi antisense konstruktu cDNA kodujicCARidazu. Zrani plod
bylo opo d né a jejich trvanlivost byla prodlou ena. Podobngm sobem OELLER et al.
(1991) transformoval rostliny ragt pomoci antisense konstruktu cDNA pro ACC syntazu
Produkce etylénu byla inhibovana z 99,5 % a zrdod p bylo zpo d no. Nasledna
aplikace etylénu obnovila zrani plad Syntéza etyléenu me byt inhibovana také
odstrannim jeho prekurzoru ACC. Toho bylo dosa eno v at¢ch expresi bakterialniho
genu pro ACC deamindzu, ktery dni bakterie podporujici st rostlin pou ivaji pro
rozklad ACC a inhibici tvorby etylénu (KLEE et al991, MAYAK et al., 2004). Mutace
genuetrl v rostlinachArabidopsiszp sobuje necitlivost rostlin na etylén. Exprese toho
genuetrl v raj atech a petuniich vyrazrepo uje proces zrani, blednuti a opad kv
(WILKINSON et al., 1997). V sowasné dob jsou také provady studie regulace enzym
lipoxygenaz, které jsou zapojeny do tvorby etyléniiem proces zrani.

Mezi syntetické etylenotvorné latky patkyselina 2-chloretylfosforita, ktera je
znama pod nazvy CEPA, Flordimex, Camposan, neboeEfathephon), a ktera dovede
uvol ovat etylén do pletiv, brzdi vegetativnit, transport auxina stimuluje tvorbu kv
a plod . V pletivech rostlin je degradovana na chloridysfore nany a etylén. Aplikaci
vhodné koncentrace na ené rostliny na podzim Ize oddalit kveteni naja sni it Skody
Zp sobené jarnimi mraziky.asto se také vyu iva pro zenh Iské Uely, v obilnastvi ke
sterilit samich kvt u pSenice a jako retardant, a dale k synchronizacii rajat, nebo
k synchronizaci kveteni na ananasovych planta ioh.okurek Cucumis sativys se
exogenni aplikace etylénu vyu iva pro regulaci @ofilrostlin a produkci pouze sarith
kv t (LIN et al.,, 2009). Metylcyklopropan (MCP) patdo skupiny inhibitor syntézy
etylénu a je Siroce vyu ivan v procesech inhibic& u mnoha druhovoce.

V oblasti zemd Istvi se také v nizkych koncentracich vyu ivaji ofieké latky
(nap. cykloheximid), které naruSuji pletiva plodin (b@&, aj.), zpsobuji poranni
a v d sledku toho stimuluji produkci etylénu a opad liStANG a PRATT, 1978).

Existuje Uzky vztah mezi zakladnim a aplikovanyralkymem etylénu. Pokravani
vyzkumu mechanismu inku etylénu na bunné drovni a jeho interakce s ostatnimi
rostlinnymi hormony me poskytnout nové pohledy na molekularni podstafwoje

rostlin. Vliv U ink fytohormon na zakladni fyziologické a biochemické aspekty v
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bu kach, jako je homeostaze iora kov , regulace metabolickych procea diferenciace
organel by mlo byt pedm tem vyzkum v budoucnu.
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4 MATERIAL A METODIKA ZPRACOVANI

4.1 Rostlinny material a experimentalni variaty

K realizaci experiment byla pouita bun nd suspenzni kultura tabdku
(Nicotiana tabacunt..) linie BY-2.

Pro udr eni ivotaschopnosti suspenze jebyné pravidelné pasa ovani do
erstvého ivného média. Subkultivace (v paml : 9 = suspenze : nove tekuté médium)
byla provadna vdy po 7 dnech do 100 ml Erlenmeyerovybank a tekutého,
modifikovaného LS média (LINSMAYER a SKOOG 1964)bohaceného o 30 g/l
sacharozy a M 2,4-D, pH 5,7. Kultivace probihala za nelétd promichavani
na tepace INFORS AG CH-4103 p 96 rpm, rozptyleném stle a laboratorni
teplot. Pro vlastni experimenty byla pouita 7 dnstara kultura buk BY-2.
Zakladani pokus (i subkultivace) probihalo ve sterilnich pddkéch flowboxu
a byly pou ivany standardni, jednorazové sernalod pipety. Pro udr eni sterility byla
hrdla Erlenmeyerovych bak opalovana v plameni plynového kahanu a dhne

uzavirana sterilnim alobalem a ten byl zapa&k potravinovou félii (obr. 20).

Obr. .20 Erlenmeyerovy bky s kulturou tabadku nadpace

Pro sledovani vlivu 2,4-D nast suspenze BY-2 a dynamiku obsahu 2,4-D,
ACC a etylenu v pb hu kultivace v tekutém médiu bylo pracovano semi
experimentalnimi variantami :
varianta — médium O0pM 2,4-D
varianta — médium niM 2,4-D (kontrola - b ny typ kultivace)

varianta — médium 1M 2,4-D
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varianta — médium 10 2,4-D
4.2  Stanoveni rstovych parametr bun né suspenze

Pro posouzeni vlivuanych koncentraci 2,4-D a jeji toxicity na kwy
BY-2 suspenze byly kady de( dn kultivace) hodnoceny stové parametry:
viabilita ( ivotnost), poet bunk a hmotnost susiny.

Kvantitativni stanoveni koncentrace 2,4-D v kach a médiu a ACC
a etylénu v bwkéach bylo provedeno z odebranych a lyofilemaych vzork ka dy
den kultivace.

Pro analyticka meni je nezbytny Setrny zpob odbru vzork, pi n m
nejsou buky suspenze stresovany a posSkozeny. Dale nésamidzet k povrchove
kontaminaci burk. Pro tyto Gely byl pouit vakuovy separator, ktery dokoaal
odstrauje médium ze suspenze za zachovani ivotgsubsti bunk se souasnou
retenci 2,4-D v blkach bhem procedury (viz. dale kap. 2.4.1).

4.2.1 Stanoveni viability ( ivotaschopnosti) bunk

ivotnost bun né suspenze BY-2 byla testovana pomoci specifitkyc
fluorescennich barviv. Do mikrozkumavek eppendorf bylo pga&no 37m BY-2
suspenze a pro odliseni ivych a mrtvych Hunbylo pidano 3m fluorescein-
diacetatu (FDA) a 10m propidium-jodidu (PI). Z FDA aktivitou ivych bo k
a hydrolytickou reakci rostlinnych esterdz ikan fluorescein (intenzivni zelena
fluorescence). Pl do ivych buk nevstupuje, na zakladnaruSené propustnosti
bun nych membran pronikdA do mrtvych bkn ( ervena fluorescence bumych
jader mrtvych burk). K orientanimu a rychlému oveni ivotnosti suspenze
v pr b hu kultivace bylo pou ito barveni trifenyltetrdaamchloridem (TTC), substrat
je redukovan oxidoreduktazou a ivé ky se zbarvuji 1znou intenzitou rové
barvy redukovanym formazanem.

Vyhodnoceni zastoupeni ivych a madiy bunk bylo provedeno
fotodokumentaci pomoci snimani kamerou flueesdiho mikroskopu OLYMPUS
AX 70 a fotoaparatu OLYMPUS SP-350. Viabilitairbk byla stanovena procentudln
jako pomr po tu ivych bun k k celkovéemu pdu bunk x 100 a vysledky byly

zaznamenény do grafu.
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4.2.2 Hodnoceni prb hubun néhodleni a r stu suspenze BY-2

v tekutém médiu

Hustota (poet) bunk byla stanovena na 1 ml suspenze a prouzesd r stu
suspenze a zjighi potu bunk v tekuttm médiu byla pouita pidaci komrka
(Fuchs-Rosenthal hematocytometr) a stelny mikroskop OLYMPUS CX31. Zjishé

hodnoty byly dosazeny do vzorce:

P=p*/0*z

P...poet bunk v 1 ml
p...pr m rny po et bunk v 1 poli ku
0...objem jednoho polka, Fuchs-Rosenthalova korka= 1/80 mm

Z...ed ni
Vysledky byly zpracovany statisticky pomoci t- statbva testu a zaznamenany do

graf .

4.2.3 Stanoveni hmotnosti susiny bunné masy

Vzorky suspenze byly pravidelmdebirany 1. — 6. den kultivace, zv4 enyergtva
hmotnost), lyofilizovany a nasledrenovu zva eny (suSina). Vysledky byly statisticky

Zpracovany pomaoci t-studentova testu a zaznamedargrafu.

4.3 Fotograficka dokumentace

4.3.1 Vyhodnoceni morfologie burk BY-2 v tekutém médiu
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K mikroskopickému pozorovani bun BY-2 byl pouit sv telny mikroskop
OLYMPUS PROVIS. Vyhodnoceni morfologickych a usturalnich zmn bunk
jednotlivych variant bylo provaso kady den kultivace a zaznamenano formou
fotodokumentace, ktera byla ziskana fotoapara@.YMPUS SP-350.

4.4 Stanoveni r stovych regulator (2,4-D a pevedeni ACC na

etylén)

Pro stanoveni obsahustovych regulator u vSech experimentalnich variant
byly pou ity nasledujici metodické postupy: exttak homogenizace a purifikace
vzork bun né suspenze, kvantifikace 2,4-D v kéch a médiu pomoci ELISA
testu a pevedeni ACC na etylén bylo stanoveno metodoungslg chromatografie
(GC). Pou itim podtlaku bylo nejéve provedeno kvantitativni odiéni bunk suspenzi
od ivného média.. Vzorky médii byly analyzovamyimo pomoci metody ELISA po

z ed ni zakladniho vzorku.

4.4.1 Extrakce, homogenizace a purifikace vzork bun né suspenze

Vzorky jednotlivych variant (1 ml qaenze) byly odebirdny za podtlaku —
25 kPa pomoci vakuového separatoru Dorcus (Tessakp. eskd republika)
umo ujiciho separaci na médium a bumou masu. Na viku fstroje byly do adaptér
zasunuty injekni stika ky (typ zakoneni Luer) se dvma koleky filtra niho papiru
Whatman. 1 ml bunné suspenze byl pipetovan doilst ek. Ped zapnutim vodni
vyv vy byly adaptéry nastaveny do polohy umgici sbr média do zkumavky.
Ziskany filtrat byl ze sika ky vytla en kovovou tyinkou a zbaven filtraniho papiru.
Bun n4& masa byla dale zva ena, zmraena v tekutésikdi a lyofilizovana. Takto
p ipravené vzorky byly homogenizovany v 8ml 80% matila s pidanim antioxidantu
butylhydroxytoluenu (BHT; 100 mg/l). BHT nebylopit pro vzorky na stanoveni
ACC. Homogenizované extrakty byly es noc skladovany ip —20 °C. Druhy den
byly extrakty tepany 1 hod. v lednie pi 4 °C a centrifugovany 5 minutip5 000
g. Supernatanty byly odmny na vakuové rotai odparce do sucha. Odpaé vzorky

byly rozpustny v 1 ml destilované vody a v odpeaci bace byly v ultrazvukové
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lazni sonikovany. Takto p iSt né vzorky byly pevedeny do mikrozkumavek a
zamraeny p —20 °C.

4.4.2 Stanoveni obsahu 2,4-D metodouima ELISA

Princip ELISA testu (imunoprecipitai reakce) spdva v kompetitivni reakci
r stového regulatoru (2,4-D) z rostlinného extnakta ligandu (konjugat 2,4-D
s enzymem) ve vazbna molekulu specifické protilatky. Vyhodnocerd provadi
kvantitativn spektrofotometrickym menim absorbance produktu enzymatické reakce po
dodani substratu ke kompler protilatka-ligand.

Jeden den pd stanovenim byla mikrotitrai destika pota ena monoklonalni
protilatkou B/G, (FRANEK et al., 1994)(100 ni/jamka) a pes noc inkubovana v
potahovacim uhlitanovém pufru 50 mM €d ni 1:1000) p laboratorni teplot
Druhy den byly destky vyprazdnné a tikrat promyté fosfatovym pufrem s Tweenem
(PBST), pH 7,2. Do vysuSenych desk byly pipetovany standardy 2,4-D (160 rozsah
kalibrace: 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 ng/mlal® byly pipetovany ed né vzorky (100
m; ed ni vodou 1:100), do 6 jamek 100 destilované vody - maximalni vazba a do 6
jamek 150mM PBST pro blank. Poté bylo do vSech jamefnda jamek pro blank)
pipetovano 50m konjugatu 2,4-D/peroxidazaed ni 1:6000). Destky byly po 1 h
t ikrat promyté PBST pufrem. Nasledrbylo do jamek pipetovano 10 substratu -
roztoku tetramethylbenzidinu. Po 15-ti minutacllabbarevna enzymaticka reakce
zastavena aplikaci 10@1 1M H,SQO,. Barevna znna je pimo umrna koncentraci
hledané latky (2,4-D) ve vzorku. Opticka hustit@revného produktu byla odena na
kolorimetru SUNRISE p vinové délce 450 nniHodnoceni testu bylo provedeno z

kalibra ni kivky a zaznamenano v grafu.

4.4.3 Stanoveni ACC a etylénu
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Stanoveni ACC a etylenu bylo provedeno metodiyngyé chromatografie
s plamenov ioniza ni (FID) detekci. Ve zkumavkéch, které bylyant ny pry ovym
uzav rem pro odbr plyn injek ni stika kou (FISEROVA a HRADILIK, 1994).
Vysledky byly vyhodnoceny formou graf
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5 PRAKTICKA AST, VYSLEDKY PRACE

5.1 Morfologie bun k BY-2 suspenze v zavislosti na koncentraci
2,4-D v médiu

Morfologie bunk BY-2 suspenze kultivované ipr znych koncentracich 2,4-D
byla hodnocena pomoci mikroskopickych technik. Boh2se ukazalo, e bky vSech
variant maji schopnost mitotického lehi. Po 48 h kultivace buk byly u kontrolni
varianty 1 M 2,4-D pozorovany charakteristické dlouhé, jedwlmvé vicebunné
etizky (tzv. singlety) a ostatni varianty v tétaiftaké tvoily etizky (Obrazek 21) a svou
morfologii i velikosti (malym objemem) se vyrazneliSily. Jadra burk byla zetelna u
vSech variant. Teti den kultivace (faze exponencialni) se projemilgrfologické zmny a
rozdily mezi variantami (Obrazek 22, 23). By kontroly a vysSi koncentrace 1M
m ly maly objem stale tvoily etizky a mly z etelna jadra. Nejni Si koncentrace vykazala
bu ky kulovitého a ovalného tvaru, velikost bunbyla promnlivd. Bu ky v etizcich
byly zv tSené a prodlou ené a v této fazi se vicebuné etizky zaaly rozpadat a na
jednotlivé buky. U nejvysSi koncentrace 2,4-D byl pozorovan apigky znak —
kondenzovana cytoplazma.

Na konci kultivace 6. den (Obrazek 24, 25) byly lukontrolni varianty mirn
zv tSené a prodlou ené, jadra ukterych bunk byla nezetelna. Potvrdil se tak obecny
jev, e se zvySovanim se pw bunk na poatku kultivace se jejich objem zmenSuje,
pozdji se nepatrn zv tSuje (Obrazek 26). U varianty 104 2,4-D byly buky i ve
stacionarni fazi stale organizovany etizcich, zachovaly maly objem a Iy z etelna,
kulata jadra. Velikost buk se od poatku kultivace vyznamnnezmnila. U nejni Si
koncentrace 2,4-D byly bly vlivem nedostatku 2,4-D u velmi zt8ené a prodlou ené
s nezetelnymi jadry a velmi tenkou bumou stnou ve srovnani s ostatnimi variantami.
V nejvysSi koncentraci byly by asto odumelé, nebo tvaly mnohobun né shluky.
Byla pozorovana kondenzovana a ztmavla cytoplaavtighza probihala nestandardnim
zp sobem; buky vytva ely dvouadové etizky (tzv. dublety) a je tedygmé, e dlouhou
dobu p sobici vysoka koncentrace 2,4-D jé pou zm ny orientace bunné pehradky,

CO m e souviset se znmou polarity.
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V pr b hu kultivace jsem zaznamenala skutest, e dochazi k akumulaci
amorfniho materialu v bunnych stnach a k jejich zesileni v zavislosti na koncentrac
2,4-D (Obrazek 27). Hypoteticky l|ze qupokladat mony vliv 2,4-D na tvorbu a
akumulaci pektinovych polysacharidve stedni lamele. Neptrité promichavani
suspenze, ftomna sachara v médiu a slabkyselé pH média mohou byt faktory, které
souasn podporuji jejich elirovaci schopnost a procestizkovani (tvorbu
charakteristickych vicebunnych etizk ). ZvySena tvorba pektinovych oligomem e
byt dale zkoumana specifickou barvici technikoup(nauthenium red, nebo jiné.), nebo
m e byt stanovena kolorimetricky. Na zaklad chto poznatk navrhuji dokoneni
vyzkumu a nové téma pro diplomovou praci: Vliv D4na syntézu a akumulaci
pektinovych oligomer a posouzeni jejich vlastnosti natr suspenze BY-2.

V pr b hu této studie byly také paeny fotografie morfologickych zm v
r znych fazich AL-PCD (Obrazek 28).
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A) B)

C) D)

Obrazek 21 Morfologie bunk po 48 h v médiu obsahujicim 2,4-D: OM (A) 1 M-
kontrola(B) 10 M (C) 100/ (D), zv tSeni 100 x
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A) B)

C) D)

Obrazek 22 Morfologie bunk po 72 h v médiu obsahujicim 2,4-D: OM (A) 1 M-
kontrola(B) 10 M (C) 100/ (D), zv tSeni 100 x
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A) B)
)
C) D)

Obrazek 23 Morfologie bunk (detail) po 72 h v médiu obsahujicim 2,4-D: M (A)
1 M-kontrola (B) 10 M (C) 100/ - kondenzovana cytoplazma (Sipka)
(D), zv tSeni 400 x
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A) B)

C) D)

Obrazek 24 Morfologie bunk 6. den kultivace v médiu obsahujicim 2,4-D:
0,1 M — barveno TT(A) 1 M-kontrola (B) 10 M (C) 100 (D),

zv tSeni 100 x
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A) B)

C)

D1) D2) D3)

Obrazek 25 Morfologie bunk (detail) po 6 dnech kultivace v médiu obsahujicim
2,4-D: 0,1 M (A) 1 M-kontrola(B) 10 M (C) 100/M (D1, D2, D3) D1-
Sipka-pozdni faze AL-PCD, D2 a D3-dvadové etizky (dublety), ztSeni
400 x
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6 dn kultivace
-

A) B)

Obrazek 26 Rozdily morfologie bulk na poatku a na konci kultivace v médiu
obsahujicim 1 M 2,4-D (kontrola): exponencialni fata) stacionarni faze,

zv tSeny objem butk (B), zv tSeni 100 x
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<4
>
A) B)
>
C)
>
) —)>
>
D1) D2)

Obrazek 27 Morfologie bunk po 6 dnech kultivace v médiu obsahujicim 2,4ipkysS
oznauji zmny tlousky bun nych stn: 0,1 M (A) 1 M-kontrola (B)
10 M (C) 100 - ervené Sipky - ivé bikky, modré Sipky - mrtvé bky
(D1, D2),zv tSeni 400 x
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Obrazek 28 Fotografické schéma znazajici morfologické zmmy v jednotlivych fazich
AL-PCD, udrovaci kultura (1M 2,4-D), barveno TTC, Sipky ozmnai:
ranna fazgA) postoupena faz@) pozdni faz€C), zv tSeni 400 x



- 124 -

5.2 Stanoveni potu bun k BY-2 suspenze

Pro posouzeni vlivu 2,4-D na by BY-2 suspenze byly ka dy den kultivace
ZjiS ovany parametry p@t bunk (Graf 1) v suspenzi a jejich ivotnost (kap. 4.3)

V suspenzi kultivované na médiu s nejni i koncacit 0,1 M 2,4-D byl poet
bun k nizky (1500 x 1& ml) na poéatku i na konci kultivace a vyznamrse bhem
kultivace nemnil. Na médiu s nejvysSi koncentraci 10@ byl po et bunk také nizky
(1000 x 16/ ml), mirn se zvysil a na konci kultivace (5. a 6. den). Kmini varianta
1 M 2,4-D pedpokladan nar stala, bhem ty dn se poet bunk ztrojnasobil na cca
5500 x 16/ ml, paty den nasledoval poklesstu. U varianty 10 M 2,4-D se poet bunk
také postupnzvysoval, bhem 5-ti dn se zty nasobil a na 6500 x £Dml, mirny pokles
r stu nasledoval a Sesty den. Naené hodnoty také korensponduji s hodnocenou
morfologii bunk (varianta 10 M, kterd vykézala nejiSi r st m4 intaktni, kulatd a
z etelnd jddra a zachovava dlouhé vicebog etizky i na konci kultivace). Rozdily v
po tu bunk mezi variantami byly statisticky vyznamné, jakznauje graf . 1;
koncentrace 0,1 a 10M 2,4-D m eme oznait za r st inhibujici, naopak kontrolni

variantu (1 M) i vySSi koncentraci 10M 2,4-D za koncentrace stove.
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Graf 1 ZA4vislost r stu BY-2 suspenze na koncentraci 2,4-D v tekutéiuraédob

jejiho p sobeni
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5.3 Stanoveni ivotnosti bun k BY-2 suspenze

Souasn s hodnocenim péu bunk byl kady den kultivace hodnocen podil
ivych a mrtvych bunk, vyjad eny % ivotnosti (Graf 2). ivotnost burk vSech variant se
n kolik hodin po subkultivaci do tekutych médii poloylala mezi 80 a 90 %. U varianty
100 M bylo zvySené procento mrtvych bun (cca 40 %) pozorovano u po 24 h
kultivace. ivotnost bunk vyrazn poklesla u vSech variant po 48 h kultivace a u féari
se pohybovala jen mezi 50 a 64 %. DalSi pokusy @vo eni nestandardniho poklesu
ivotnosti po 48 h nemohly byt z dodu nelspSné udr ovaci kultivace suspenze BY-2
opakovany a tento nestandardni pokles ivotnogtyteemohl byt ov en a potvrzenV
dalSich dnech kultivace u kultury s nejvyssi korizan 2,4-D u ivotnost jenom vyrazn
klesala a na konci kultivace doséhla cca 22 %. tdtokh variant peva oval poet ivych
bun k nad mrtvymi a dosahoval okolo 80 % a to i ve ist@@rni fazi. Ponrn vysokou
ivotaschopnost zachovala kultura na vysSi kon@tl0 M 2,4-D. Zmny ivotnosti

byly zaznamenany na mikrofotografiich (Obrazek3®,31, 32).

100

S 60 \// —+—0,1 M24D
= -—=—-1 M24D
2 50
£ 40 10 M2,4-D
. 100 M 2,4-D

20

10 -

0
1 2 3 4 5 6
kultivace (dny)
Graf 2 Viabilita (%) bunk BY-2 v tekutém médiu s obsaheanych koncentraci

2,4-D
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A) B)

C) D)

Obrazek 29 Mikrofotografie bunk BY-2 v tekutém meédiu obsahujicim 2,4-D pro
stanoveni viability (zelena fluorescence- ivé ky, ervena fluorescence-
mrtvé buky) po 24 h. 0,1M (A) 1 M-kontrola (B) 10 M (C) 100/M
(D), zv tSeni 1000 x
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A) B)

C) D)

Obrazek 30 Mikrofotografie bunk BY-2 v tekutém meédiu obsahujicim 2,4-D pro
stanoveni viability po 48 h. 0,M (A) 1 M-kontrola (B) 10 M (C)
100 M (D), zv tSeni 1000 x
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A) B)

C) D)

Obrazek 31 Mikrofotografie bunk BY-2 v tekutém médiu obsahujicim 2,4-D pro
stanoveni viability po 72h. 0,0M (A) 1 M-kontrola (B) 1 M (C)
100 M (D), zv tSeni 1000 x
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A) B)

C) D)

Obrazek 32 Mikrofotografie bunk BY-2 v tekutém meédiu obsahujicim 2,4-D pro
stanoveni viability po 6 dnech. 0,M (A) 1 M-kontrola(B) 1 M (C)
100 M (D), zv tSeni 1000 x
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5.4 Stanoveni hmotnosti susiny bun né masy

Hmotnost susSiny charakterizuje sni eni obsahu vedyun né mase v pb hu
kultivace. S délkou kultivace rfa hmotnost susSiny klesajici charakter u variaft @, a
10 M. Pi nejvySSi koncentraci 100M se procento suSiny hem kultivace z dvodu

zvySené umrtnosti buk postupn zvySovalo (Graf 3).

Stanoveni % suSiny suspenze BY-2
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2 |
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Graf 3 Stanoveni % suSiny suspenze BY-2
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5.5 Stanoveni obsahu ACC a etylénu v bikach BY-2

Obecn je znamo, e aplikace nizkych koncentraci exogemrduxin stimuluji
syntézu etylénu , vysoké koncentrace naopak jetrttvinhibuji.

Zgraf .4 a5 studie vyplyva, e obnizké koncentrace stimulovaly syntézu
etylénu. Ve vysokych koncentracich 10 a 100 2,4-D byla pedpokladana inhibice jeho
syntézy, 10 M 2,4-D v médiu ale takté stimulovala produkci Etyu bukami, jak
naznauje ervena kivka grafu . 4 a 5. 100M 2,4-D stimulovala tvorbu prekurzoru
etylenu ACC, ale na etylén se konvertovalo jen nmai® stvi, z eho Ize usuzovat, e
vysoka koncentrace 2,4-D ne inhibovat aktivitu kli ového enzymu ACC oxidazy, ktery
katalyzuje posledni reakci gm ny ACC na etylén nebo zcela inhibuje syntézu tohoto
enzymu. Z vysledk plyne, e ivotaschopné suspenze na koncentrafidh 1 a 10 M
2,4-D v prb hu kultivace mén akumuluji ACC a produkuji vice etylénu, zejména na
konci kultivace. Pokud by se z dalSich pokymotvrdila hypotéza syntézy a akumulace
pektin z kapitoly 4.1., tak vytv&ny etylén bhem kultivace m e aktivovat degradani
enzymy pektinazy, které dale gt a rozkladaji ztu ené pektiny (vicebuné etizky se

rozpadaji na jednotlivé bley zejména na ni Sich koncentracich 2,4-D).

Vliv 2,4 D na koncentraci ACC
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Graf 4 Stanoveni obsahu ACC v tikdch BY-2
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Vliv 2,4 D na koncentraci etylenu
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Graf 5 Stanoveni obsahu etylénu v kéch BY-2
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6 DISKUSE
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