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1. CiLE BAKALARSKE PRACE

Hlavni cile této bakalatské prace jsou:
1. Shromazdit dostupné literarni zdroje a seznamit se se skupinou testovanych latek
2. Zvladnout vhodnou metodiku pro péstovani pokusnych rostlin
3. Vytvoftit metodiku méteni rostlin pro sestaveni biotestu

4. Otestovat zakladni vliv brassinosteroidll na etiolované rostliny hrachu
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2. UVOD

Hormony steroidni povahy byly dlouhou dobu zndmy pouze u zvitat. Neddvno vSak
byly objeveny také u rostlin. Jedna se predevSim o brassinosteroidy.[s] Tato skupina
hormont G&inkuje jiz pi velmi nizkych koncentracich (108-10"° M i mén&)!® a hraje
nepostradatelnou roli ve vyvoji rostlin.® Mezi nejrozsifendjsi brassinosteroidy patii

brassinolid, castasteron a typhasterol.!!

Vyzkum brassinosteroidii zacal pted vice nez tficeti lety, kdy americky védec
John Mitchell a jeho spolupracovnici z US Departmen of Agliculture, objevili v pylu novy
fytohormon.™ Tento novy rostlinny hormon byl pojmenovan brassinolid  z latinského
pojmenovani fepky olejky - Brassica napus, z jejihoz pylu byl brassinolid poprvé

izolovan.!

Pocatecni studium brassinosteroidii bylo zaméfeno ptevazné na jejich schopnost
stimulovat rast. Byly vyvinuty dvé zakladni specifické metody biotestd
pro brassinosteroidy. Jsou to test druhého internodia fazole (Phaseolus vulgaris)
(second bean internode test) a test odchylky jazycku ryze (Oryza sativa)

(rice lamina inclination test).!*"

Prace je zaméfena na optimalizaci biotestu 24-epibrassinolidu na etiolované
rostliny hrachu (Pisum sativum a Pisum arvense) a otestovani zakladniho vlivu

24-epibrasinolidu o koncentraci 10°-10™ M na etiolovany riist t&chto rostlin.
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3. ROSTLINNE HORMONY

Az do pocatku 20. stoleti byl rlst rostlin vysvétlovan z velké ¢asti v souvislosti
s procesy vyzivy. Prvni domnénku o existenci chemickych signali, které umoziuji
vzajemnou komunikaci jednotlivych organt rostlin vyslovil ve druhé poloviné 19.stoleti
némecky botanik Julius von Sachs. Tuto myslenku pak déle vyznamné rozvijel brnénsky

profesor Rudolf Dostal.!™!

Obecné signalni latky, které tidi ristové a vyvojové procesy v rostlinach nazyvame
rustové regulatory. Jednd se vSak o obecny nazev zahrnujici jak latky pfirodni (nativni),
tak latky pfipravené uméle (syntetické).[3] Dale se ve své praci budu zabyvat jen

pfirozenymi regulatory ristu.

Fytohormony neboli rostlinné hormony jsou nizkomolekularni organické latky
syntetizované rostlinami, které reguluji rizné, zejména rdstové a vyvojové procesy,
pfi velmi nizkych koncentracich (zpravidla 10°-10° M ale &asto i niZSich ).[2]

Jiné fyziologicky G¢inné latky plsobi teprve v tisickrat az milionkrat vyssi koncentraci.l’!

Produkce fytohormond neni vazéna na né&jaky specificky organ, jak tomu byva
u zivo€ichll v ptipad€ zldz s vnitini sekreci. Fytohormony mohou vznikat v riznych
pletivech riznych orgédnd, rizné rychle. Jejich produkce nemusi byt kontinuélni, ¢asto
teprve n&jaky faktor z vnéjSiho prostiedi podniti buiiky urcitého pletiva nebo organu
k syntéze hormonu. Na mista u¢inku jsou potom transportovany vodivymi systémy rostlin

nebo piimo z buiiky do bunky. Jejich transport je vSak vzdy pifisné regulovén.[S]

Ve srovnani s zivociSnymi hormony jsou rostlinné hormony méné specifickeé,
kazdy z fytohormonii ma vliv na vice Casto odliSnych procest a naopak, jeden proces byva
ovlivnén vice latkami.™ Stejny hormon mtize vyvolavat kvalitativné odlisné ucinky nejen
v riznych pletivech, ale dokonce i ve stejném pletivu v zédvislosti na koncentraci.l’!
Latky oznacované jako stimuldtory ( napf. auxiny, gibereliny, cytokininy ), které b&zné
rist podporuji, mohou ve vysSich koncentracich rast brzdit a naopak inhibitory
( napt. kyselina abscisova ) znamé svym vlivem na tlumeni rustu, mohou ve velmi nizkych

koncentracich rist povzbuzovat.[‘” Rostlinné hormony se casto vzajemné ovliviuji

nebo piisobi spoledné ( jako synergisté &i antagonisté ).
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Obecné pisobi fytohormony jako regulacni signdly. Bud’ se nejdiive navazou
na receptor v cytoplasmé a nasledné je jejich signal prendsen systémem druhych posla
('second messenger ) do jadra ( kde vyvola zménu v expresi uréitych genil) nebo hormon
pronika pfimo do bunky, kde se vaze na rozpustny receptor v cytoplasmé a teprve cely
tento komplex pronikd do jadra. Signal miZze byt vysldn mimo jadro i do bunécénych
membran ( kde vyvold zménu transmembranového transportu ). Schopnost dané buiky
signal rozeznat a néasledné na néj zareagovat je ovlivnén 1 tim, v jakém stavu se bunka

momentalné nachazi.

Fytohormony klasifikujeme do 5 =zakladnich typi a nckolika skupin latek
sregulacni aktivitou. Tyto latky jsou fytohormonim podobné, ale jejich plsobeni
se projevi az pti vyssich koncentracich nebo dostate¢né nezname obecnost jejich plisobeni.
Za zakladni fytohormony povazujeme: auxiny, gibereliny, cytokininy, kyselinu abscisovou
a etylen. Zalatky sregulaéni aktivitou podobné fytohormonum fadime napiiklad:
jasmonadty, polyaminy, oligosachariny, n¢které fenolické slouceniny a steroidni hormony.[3]
Hormony steroidni povahy byly dlouhou dobu znadmy pouze u zvitat. Nedavno vsak byly
objeveny také u rostlin.®! Jedna se o brassinosteroidy a ekdysteroidy. Tyto latky maji jako

chemicky zaklad steranovy skelet.™

3.1. AUXINY

Auxiny, jakozto prvni objevena skupina rostlinnych hormonti, byly prokazany

jiz ve dvacatych letech minulého stoleti a to diky studiu fototropizmu a gravitropizmu.
V letech 1926-28 F. W. Went objevil v koleptiliich ovsa latku, ktera difunduje do agaru
a stimuluje prodluzovaci rtst. Odtud potom jméno auxin (z feckého auxien, coz znamena
rust/zvétSovat se).m Mezi pfirozené auxiny fadime malou skupinu strukturné podobnych
latek: kyselina indolyl-3-octova — I1AA, kyselina indolyl-3-méaselna — IBA,
kyselina 4-chlorindolyl-3-octova — 4-CI-IAA a kyselina fenyloctova — PAA. Dale existuje
cela tada strukturnich analogti, napfiklad kyselina 2,4-D - 2,4-di-chlorfenoxyoctova

a kyselina a-naftyloctova — NAA.1
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o 24

rychle se délicich buiikdch (v meristému kotfene, v embryich, mladych listech, vyvijejicich

se kvétech a plodech a v apikalnim meristému stonku

Obrazek ¢&. 1 Kyselina indolyl-3-octova

). [2]

OH

[26]

3.1.1. Transport

Na kratké vzdalenosti (mezi bunikami)

Mezibunéény transport auxinii je pfedev§im membranovy a polarni
(auxin je jediny polarn¢ pienasenym fytohormonem). Ve stonku probiha transport
bazipetalné (od vrcholu k bazi), v kofeni pak akropetaln¢ (od baze k vrcholu).
Ve stonku a listech je auxin takto transportovan parenchymem vodivych pletiv.

Na dlouhé vzdalenosti

Na dlouhé vzdalenosti je auxin transportovan nepolarné floémem. 2

3.1.2. Hlavni fyziologické uéinky auxinu

Stimulace prodluzovaciho (elonga¢niho) rustu

Z tohoto hlediska jsou na auxin schopny reagovat jen buniky dlouzeni
schopné, které jest¢ nenabyly kone¢né velikosti (tzn. buiikky ve fazi dlouzivého
ristu nebo bunky s primarni bunécnou sténou). Auxin v téchto bunkach stimuluje
aktivitu H'ATPaz, které snizuji pH v bunééné sténé. Nasledn& jsou aktivovany
mechanizmy, které zplisobi rozvolnéni bunécéné stény (tzv. kysely rtst). [2]

Se stimulaci rustu souvisi i uloha auxinu v regulaci gravitropizmu
a fototropizmu. Vlivem gravitace ¢i jednostranného osvétleni dochézi
k nerovnomérné distribuci IAA a disledkem toho dochazi k nerovnomérnému rastu
a ohybu. Ucinné koncentrace auxinti pro stimulaci riistu nadzemnich &asti

se pohybuji v rozmezi 107-10"° M.
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U kofeni by tato koncentrace meéla inhibiéni ucinky. Pro stimulaci ristu

’ Ny v o v svvr [1
podzemnich ¢asti je potfeba koncentrace auxini o 1-2 fady nizsi. [

e Stimulace zakofenovani

DalS$im vyznamnym rastovym tc¢inkem auxind je stimulace tvorby kotent.
Auxiny indukuji déleni bunék v pericyklu, tyto bunky pak tvofi meristém a zaklad
postranniho kofene. Pfitomnost auxini je nezbytnd i pro dal$i rust kofene.
Auxiny se pouzivaji bézné v zahradnické praxi pro zakofenovani fizkid
pfi vegetativnim mnozeni rostlin.?

e Apikalni dominance

Vrcholova (apikalni) ¢ast hlavniho stonku produkuje latky inhibujici vyvoj
postrannich pupent (a znich vyvinutych vétvi). IAA se udava jako jednim
z faktorti této apikdlni dominance. Jednd se vSak o nepiimy uc¢inek, kdy IAA
indukuje tvorbu etylénu v postrannich vyhonech a ten skutecné inhibuje riist téchto
postrannich vyhond. [4]

e (ddaleni opadu (abscise) lista

Auxin, tvotici se hojné¢ v cepeli mladych listd, inhibuje proces oddélovani
listd, ktery probiha tzv. abscisni zo6né, kterd se nachéazi v abscisni vrstvé. Stény
bunck této vrstvy jsou enzymaticky naruSeny a ndasledné ztraceji pevnost.
S procesem starnuti klesa produkce auxinu a az v senescenci zcela ustdva a dochdzi
k opadu listd. @

e Ovlivnéni rastu ploda

Pfi rdstu ploda zastupuje auxin velmi komplexni tlohu. Tvofi se jiz
ve velmi ¢asnych vyvojovych stadii embryi, kde je nezbytny pro jejich polarizaci.
Zaroven auxiny stimuluji déleni a prodluZzovani bunck vznikajiciho oplodi.
V neposledni fad€ se uplatituje pii diferenciaci vodivych pletiv transportujicich

asimilaty. [2]

3.2. GIBERELINY

Prvi gibereliny byly izolovany v druhé poloving 20. let minulého stoleti v Japonsku

zryze seté (Oryza sativa), ktera byla napadena nemoci bakanae. Bakanae je nemoc
zpusobena houbou Gibberella fujikuroi, ktera napada ryzi a zptisobuje jeji abnormalni rist
a snizenou produkci semen.”! Dnes je znamo ptes 100 giberelinli, z nichz ale jen Cast

je fyziologicky aktivni, ostatni jsou pak metabolickymi produkty. 31
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Mezi nejvyznamnéjsi gibereliny patii giberelin A; . GA; a kyselina giberelova (oznacovana

jako giberelin A;) - GA,.17

[27]

Obrazek ¢. 2 Kyselina giberelova

Gibereliny jsou latky odvozené z cyklickych diterpent. Zéakladni struktura tvotena
¢tyfmi  izoprenoidnimi  jednotkami byva oznaCovana jako gibanovy skelet.
Vétsina giberelinit obsahuje 20 atomil uhliku, nékteré mohou mit jen 19 atomii uhliku.
Gibereliny mohou tvofit konjugaty se sacharidy, pfedevs§im s glukozou, které vsak nejsou
biologicky aktivni.[?

Syntéza giberelint probihd v mladych semenech, vyvijejicich se plodech a v dalSich
aktivné rostoucich organech (mladych listech, pupenech a internodiich). Urc¢ité mnoZstvi
giberelinti je syntetizovano 1 v kofenech. Jejich biosyntéza a degradace je ovliviiovana

teplotou, svételnymi podminkami, auxinem a zpétné také samotnou hladinou giberelinﬁ.[z]

3.2.1. Transport

Floémem jsou transportovany gibereliny tvofené v nadzemni ¢asti rostliny. Naopak

xylém transportuje gibereliny tvofené v kofenech do nadzemni ¢4sti rostliny. 2

3.2.2. Hlavni fyziologické ucinky giberelini

e Stimulace prodluzovaciho (elonga¢niho) ristu

Gibereliny podobné jako auxiny vyznamné stimuluji prodluzovaci rist.
Mezi piisobenim auxinti a giberelini vSak existuje n€kolik zasadnich rozdilt.
Zatimco auxiny pusobi elongaén€¢ na celou rostlinu, gibereliny plisobi pouze
na nadzemni ¢asti. Auxiny stimuluji rast i u segmentt rostlin, kdezto gibereliny
aktivuji prodluzovaci riist stonku pouze u intaktnich rostlin. M prodluzovani bungk

je podminéno rozvoliiovanim bunééné stény.
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Toto rozvolnéni vSak probihd jinym mechanismem neztomu je u auxind.

Z hlediska rustu funguji auxiny a gibereliny jako synergisté.[z]

Stimulace kli¢eni

V embryu vyvijejiciho semene se hromadi gibereliny. Po nabobtnani semen
jsou gibereliny uvoliiovany z vdzané formy a v embryu se zacinaji syntetizovat
gibereliny de novo. Volné pak difunduji do aleuronové vrstvy, kde indukuji tvorbu
a-amylazy a dalSich hydrolytickych enzymit, které pfechazeji do endospermu,
kde odbouravaji zasobni sacharidy a peptidy, ¢imz vytvaieji substraty bohaté
na energii a stavebni kameny pro rostouci embryo. Tim se gibereliny stavaji
vyznamnym endogennim regulatorem kliceni. 1]

Jarovizace

Existuji rostliny, které musi projit uréitym obdobim nizkych teplot, aby
se staly citlivé k fotoperiod¢ a zacaly kvést (tento jev byvd oznacovan
jako jarovizace). Reakce rostliny na jarovizaci je vzdy provazena zvySenym
prodluzovacim rastem. V mnoha pifipadech muzeme jarovizacni pozadavek
eliminovat aplikaci giberelind. Proto pfedpokladdme, Ze nizka teplota ovliviiuje
1

syntézu nebo metabolizmus giberelini. [

Piechod do generativni faze

Gibereliny ovliviluji ukonceni faze juvenilni a pfechod do faze

generativni.[z]

Druhové specificky vliv na pohlavi kvéta

Po aplikaci giberelinti se zvySuje produkce bud’ samcich nebo samicich
kvéth napt. u kukufice, kterd méa kvéty jednopohlavné, ale kvétenstvi obou typl
se vyskytuji na jedné rostling, gibereliny podporuji vznik samicich kvéti v samc¢ich
kvétenstvich. V tomto ptipad¢ tento jev pravdépodobné nastava diky negativnimu
vlivu giberelini na vyvoj ty€inek. Opacny efekt vSak maji gibereliny napf.
u Spenatu, okurky nebo konopi, kde gibereliny indukuji vznik kvétd samcich na

{ikor samié&ich.
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3.3. CYTOKININY
V laboratoii F. Skooga v USA byl izolovan prvni cytokinin (kinetin) z DNA

slediho spermatu. V rostlindch se vSak tento cytokinin nevyskytuje a je vyrdbén synteticky.
Prvni pfirozeny rostlinny cytokinin (zeatin) byl izolovan pozdéji z nezralého endospermu
kukufice (Zea mays). Dnes zname pies 30 piirozenych cytokinini. Jednd se o latky
odvozené od adeninu (aminopurinu), ktery je substituovan na aminoskupiné v poloze 6.
V pifpadé zeatinu je substituentem isopentyl nebo hydroxyisopentyl.E) Mezi dalsi
pfirozené cytokininy patii topolin (3-hydroxybenzyladenin), dihydrozeatin (DZ)

a izopentenyladenin (iP). %

HO

AN

NH
J\LH
N~
|
kN/ N/>
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Cytokininy se tvoii predevS§im v kofenech (v kofenovém apikalnim meristému),
dale mohou vznikat ve vSech mistech, kde dochazi k intenzivnimu déleni bunék
(embrya, mladé listy, plody). Nevratné odbouravani cytokininii zpusobuje enzym

cytokininoxidaza, ktery odstépuje jejich postranni fetézce. [2

3.3.1. Transport

Cytokininy jsou z kofene do nadzemnich ¢asti transportovany xylémem ve formé
inaktivnich sacharidovych konjugatii. Pfedpoklada se, Ze transport cytokininli na kratké

vzdalenosti mezi buiikami neprobiha. (2

3.3.2. Hlavni fyziologické ucinky cytokininu

e Bunécéné déleni

Jako hlavni Ucinek cytokinind se udava stimulace bunétného déleni.

Podstata tohoto ucinku pravdépodobné spocéiva v stimulaci nékteré z kinaz.
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Zaroven maji  cytokininy vyznamny Vvliv na replikaci DNA v S fazi
mitdzy - vlivem cytokininii dochazi k zvySeni mnozstvi replikacnich pocatku,
¢imz se urychluje piepis DNA).[l]

e Regenerace orgénﬁ

Cytokininy spole¢né s auxiny zasadné ovliviiuji regeneracni procesy rostlin
in vitro. O tom, jak bude regenerace probihat, rozhoduje pomér koncentraci auxint
a cytokinini. Vyrovnany pomér obou latek vede k tvorbé nediferencovaného
pletiva (kalusu), nadbytek cytokininli vyvoldva regeneraci prytu a nadbytek auxint
regeneraci kofene. g

e Zpomaleni starnuti (senescence) listi

Cytokininy brani poklesu obsahu DNA, RNA a bilkovin v listech

a soucasné brani degradaci chlorofylu, ¢imz mohou vyrazné zpomalovat proces
e o [4
starnuti listi.

e Vliv na celkovy habitus rostliny

Vliv cytokinini na celkovy habitus rostliny spociva predev§im
Vv potlacovani apikalni dominance, dale stimuluji vyvoj axilarnich pupeni, zvétSuji

plochu listu a inhibuji prodluZzovani bun€k v kotfenech a internodiich. [2]

3.4. KYSELINA ABSCISOVA

V 60. letech byla poprvé Vv rostlinich identifikovana latka, kterd mé inhibi¢ni

¢inky na riist a vyvoj rostliny. Re¢ je o kyseliné abscisové, difve oznatované jako dormin
(diky schopnosti navodit dormanci) ¢i abscisin (diky u¢inku na abscisi (opad)). Jedna
setedy o ristovy inhibitor.) Kyselina abscisovd (ABA) je zchemického hlediska
seskviterpen s patnacti uhlikovymi atomy a cyklickou ¢asti v molekule. ™ Nejvice této
kyseliny vznika v dormantnich organech (pupenech, semenech, hlizach), ale i v mladych,
rychle rostoucich pletivech (listech) Tvorba kyseliny abscisové siln€ stoupa pii nedostatku

vlhy. M

[29]

Obrazek ¢. 4 Kyselina abscisova
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3.4.1. Transport

Smérem z listii do kofent i1 apikdlni Céasti stonku probihad transport floémem,
Z kotent je pak kyselina abscisova transportovana xylémem ve volné i konjugované

forme.[?

3.4.2 Hlavni fyziologické uéinky kyseliny abscisové

e Regulace vodniho rezimu

vvvvvv

vodniho rezimu. Pfi nedostatku vody dochdzi vlivem ABA k uzavieni praducht
a zvySeni hydraulické vodivosti kofent. Tim je povazovéana za vyznamny faktor
obrany rostlin vii¢i stresu.

e Requlace dormance

Vysoky obsah kyseliny abscisové nachdzime ptedev§im v dormantnich
pupenech, semenech a hlizach. U semen zabratnuje predéasnému vykliceni embrya,
kliceni mize nastat az v okamziku, kdy obsah kyseliny klesne pod urc¢itou hodnotu.
Dale kyselina abscisova indukuje tvorbu specifickych zasobnich proteint
ve zrajicich semenech.

e Inhibice prodluZzovaciho (elonga¢niho) rustu

Kyselina abscisovd funguje jako antagonista auxind a giberelind,
¢imz vyrazné ovlivituje rychlost ristu. g

e Stimulace opadu

Naopak stimulaéni G€¢inek mé kyselina abscisova na buiikky opadové zony
(tj. vrstva bun€k na rozhrani fapiku a Cepele, fapiku a stonku, plodu a stopky atd.).
Zvétsenim bunék této zony je urychlen opad.

e Urychleni starnuti

Kyselina abscisova brzdi metabolickou aktivitu a stimuluje degrada¢ni

procesy ve zralych pletivech, ¢imz urychluje proces starnuti. 1]
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3.5. ETHYLEN

Ethylén je nejjednodussi dosud zndmy rostlinny hormon.! Jedna se o jediny

plynny fytohormon, z chemického hlediska uhlovodik obsahujici dvojnou vazbu. V roce
1901 popsal nekteré ucinky etylenu (jakozto aktivni slozky svitiplynu) na rostliny rusky
fyziolog D. N. Neljubov. B! Dikaz tvorby etylenu v rostlinach byl viak podén az ve
tiicatych letech.!™

Obrizek ¢&. 5 Ethylén”!

Nejvyssi produkce ethylénu je v meristematickych oblastech, hladina ethylénu

T o o < [2
se zvySuje béhem senescence, opadu listil, zrani plodd, pii stresu a poranéni. 2

Ttebaze je jeho struktura velmi jednoduchd, podili se na regulaci fady vyvojovych

o [14
procesi. !

3.5.1. Hlavni fyziologické acéinky ethvlénu

e _trojnad odezva‘“

Trojnd odezva (triple response) se projevuje inhibici dlouzivého ristu,
stimulaci rstu radidlniho a ztratou gravitropické reakce. 31

e Urychleni dozravani ploda

Ve zrajicich plodech dochdzi ksilnému zvySeni tvorby ethylénu,
ktery je nasledné uvolnovan do vzduchu a ptisobi zpétné na plody, ze kterych byl
uvolnén ina plody v okoli. Urychleni spoc¢iva v tom, ze etylen indukuje rozklad
celulosy, pektint a Skrobu. 31

e Starnuti pletiv a opad

Ethylén urychluje starnuti pletiv a vyvolava opadavani listd, kvéta i plodu.
K oddéleni téchto organti dochazi plisobenim enzymd, které $té€pi polysacharidové

slozky bun&&nych stén. Tvorba téchto enzymd je stimulovéana pravé ethylénem. &
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3.6. JASMONATY

Za jasmonaty oznaCujeme kyselinu jasmonovou a jeji metylester. Hladina
jasmonatl vyrazné stoupa pii stresovych reakcich (po poranéni, napadeni patogenem atp.).
Kyselina jasmonova stimuluje expresi gend, kodujici inhibitory protedz, které mohou

byt naptiklad do bunky vylu¢ovany patogenem ¢i skadcem. [2]

CO,H

Obrazek & 6 Kyselina jasmonova BU

3.7. POLYAMINY

V rostlinach se nejcastéji vyskytuji polyaminy putrescin, spermin a spermidin.

Jedna se jednoduché organické latky, které ve své molekule obsahuji nékolik aminoskupin.
Pravdépodobné jde o latky regulujici bunécny cyklus.[3] Jejich hladina stoupd ve stresovych

situacich.

3.8. OLIGOSACHARINY

Oligosachariny jsou oligosacharidy, které se uvolnily z bunééné stény rostliny

pfi napadeni patogenem ¢i patogenni houbou, pii obranné reakci rostlin. Hlavni funkci
oligosacharini je inhibice dlouzivého rlstu, coz lze povazovat za soucCdst obranné

strategie. @

3.9. FENOLICKE SLOUCENINY

Fenolické latky jsou rozsifeny v celé rostlinné fisi, ¢asto se vyskytuji ve znaénych

koncentracich a to piedev§im ve vakuolach. Jednd se o sekundarni metabolity patii sem
celd skupina latek — derivaty benzenu, kyseliny benzoové a kyseliny skotficoveé, flavonoidy,
antokyany, kumariny, tfisloviny, lignin. Neékteré tyto latky (napf. derivaty Kyseliny
skoticové nebo benzoové) maji schopnost inhibice dlouzivého riistu a to 1 indukovaného

tzn. zpisobeného IAA. M
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3.10. EKDYSTEROIDY

Ekdysteroidy jsou latky, vyskytujici se jak u zivoCicht (prevazné

u ¢lenovct - pfedev§im hmyzu), tak u rostlin. Diky svému vlivu na ekdysi hmyzu byvaji
ES Casto oznaCovany také jako svlékaci hormony. Zatimco u zivocichl je vyznam
ekdysteroidii zndm u rostlin neni zcela objasnén. Zndma je pouze hypotéza o funkci
téchto hormonii jako piirodnich pesticidd fungujicich jako obrana rostliny proti

bylozravym skiidcam. ©!

3.11. BRASSINOSTEROIDY

Brassinosteroidy jsou skupina zhruba tficeti fyziologicky aktivnich latek,
[2

které se vyskytuji v nadzemnich castech rostliny (v kofeni nebyly zatim zjiStény).
Tato skupina  hormonti  ucinkuje  jiz  pfi  velmi  nizkych  koncentracich
(108-10"M i mén&)!¥ ahraje nepostradatelnou roli ve vyvoji rostlin  v&etnd

bunécéného déleni, fotomorfogeneze, senescence listl ¢i v odpovédich na stres.[®]

Pred vice nez triceti lety zacal vyzkum brassinosteroid, kdyz John Mitchell
a jeho spolupracovnici zUS Departmen of Agliculture, objevili vpylu novy
fytohormon.**! Brassinosteroidy jsou pojmenovany po brassinolidu - prvnim izolovaném
brassinosteroidu, ktery byl nalezen v extraktu pylu fepky olejky - latinsky Brassica
napus.[” Navazujici vyzkum prokézal, Ze se najedna o ojedinély hormon, ale o celou

skupinu latek steroidni povahy.

Mezi nejrozsitenéj$i brassinosteroidy patii mimo jiZ zminéného brassinolidu
také castasteron a typhasterol.[l] Ptirodni brassinolid se ziskava z velkého mnozstvi pylu
(1 g latky lze ziskat z 40 kg pylu), takovy produkt je pro praxi piili§ drahy. Proto se fada
laboratoii zabyvé p¥ipravou syntetickych brassinosteroidi.*® Napiiklad 24-epibrassinolid

je ekonomicky vhodna alternativa brassinolidu.?”

Obrizek & 7 Brassinolid 2
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3.11.1 Syntéza brassinosteroidu

Hypoteticka biosynteticka draha pro brassinolid (BL) (1) navrzena T. Yokotou
zaCind campesterolem (5) (nebo jeho analogy). Nékolika oxidacemi campesterolu (5)
vznika teasteron (TE) (6), ktery se izomerizaci C3 uhliku méni na thyphasterol (TY) (7)
dalsi hydroxylaci na C, uhliku a oxidaci Baeyer-Villigerova typu vzniké pfes castasteron
(CS) (8) brassinolid (1). Jelikoz je pravdépodobné, ze pieména TE na TY probiha pies
3-dehydroteasterone (9) je tato sloucenina zahrnuta do biosyntetické drahy brassinolidu.
Tato draha byla CasteCné prokazana v nediferenciovanych buikach barvinku rtdzového

(Catharanthus roseus), kde se CS (8) i BL (1) pfirozeng vyskytuji.l!%

HO

campesterol (5)

OH

HO,,

HO" HO™

R

thyphasterol (7) castasterone (8) brassinolide (1)

Obrazek ¢. 8 Syntéza brassinosteroidt 331
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3.11.2 Hlavni fyziologické udinky brassinosteroida

V renomovaném cCasopise The Plant Journal némecti védci uvadeji, ze pii vyvoji

rostlin maji brassinosteroidy majoritni ulohu a Ze jsou nezbytné pro spravny vyvoj

rostlin.[*®!

Vliv na rust a déleni bunék ve vvhoncich

Brassinosteroidy podporuji rust bunék pii jejich prodluzovani ¢i déleni.
V genetickych studiich mutantnich rostlin obsahujicich nedostatené mnozstvi
brassinosteroidli 1ze dokazat nutnost téchto hormoni pro normdlni rist rostliny.
Mikroskopickym pozorovanim listl téchto mutantnich rostlin bylo zjisténo,
ze velikost bunék je mensi nez velikost bunck u listh b&zné rostliny a také
ze se V listové Cepeli nachazi mensi pocet bunck.

Vliv BR na podporu ristu je nejvice patrny v mladych rychle rostoucich
pletivech.[®

VIiv na rust kofene

Na zaklad¢ vnéjsich znaki BR-deficitnich mutantti, ktefi maji redukovany
koten, lze pfedpokladat, ze brassinosteroidy jsou nutné k normélnimu ristu kotene.
Stejn¢ jako auxiny mohou mit brassinosteroidy podavané z vnéjSku pozitivni
I negativni vliv na rust kofene v zavislosti na koncentraci (Niz$i koncentrace rist
kotene podporuje, vysSi naopak inhibuje). V nizkych koncentracich
brassinosteroidy také podporuji vznik postrannich kofenii v tomto ptipadé pracuji
BR a auxiny jako synergisté.[B]

Vliv na vyvoj cévniho systému

Brassinosteroidy hraji  ddlezitou roli ve vyvoji cévniho systému
ato predevsim svym vlivem na podporu diferenciace xylému a potlaCovani
diferenciace floému. Tento vliv je opét patrny u BR-deficitnich mutantti, které maji
vy$si pomér floému nez xylému. U téchto mutantli také nalezneme mensi pocet
nepravidelné rozmisténych cévnich svazki.!®!

Vl1iv na rust pylové 1lacky

Pyl je bohaty zdroj brassinosteroidd, proto neni piekvapivé, Ze BR maji
vyznamny vliv na sam¢i plodnost. Bylo prokazano, ze brassinosteroidy podporuji

rust pylové lacky od blizny ptes ¢nélku az po semenik.[
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3.11.3.

Vliv na kli¢eni semen

Brassinosteroidy podporuji kli¢eni semen interakci S jinymi rostlinnymi
hormony na molekuldrni Urovni, kterd neni zatim piesn¢ objasnéna. Jisté je,
ze brassinosteroidy maji na kli¢eni pozitivni vliv a jsou potfebné k piekonani
inhibi¢niho G¢inku kyseliny abscisové. Jak jiz bylo zminéno vyse, brassinosteroidy
podporuji rast a déleni buniky, pifedpoklada se tedy, Ze brassinosteroidy usnadnuji
kliceni prave stimulaci rastu embrya.[S]

Vliv na produkci etylenu

Existuje mnoho faktorii (z nichz nejzndméjsi je hladina auxinl),
které stimuluji signdlni drahy etylenu. Kromé auxini vSak bylo prokazano,
Ze i brassinosteroidy vyvolavaji produkci etylenu a to samy o sob& nebo pusobi
s auxiny jako synergisté.'

Mozné budouci vyuziti brassinosteroidu v zemédélstvi

Brassinosteroidy by mohly feSit nckteré =z globalnich problému.
Naptiklad by mohly zvysit mnozstvi produkovanych potravin a zaroven by se diky
jejich pouziti dalo snizit vysoké mnozstvi pouzivanych umélych hnojiv. [15]
Ukazuje se, ze by brassinosteroidy mohly zlepsit i dietetické vlastnosti potravin —
napiiklad optimalizovat mineralni slozeni mouky, obsah vapniku, hot¢iku, drasliku

atp. [

Transport brassinosteroidu

Z dtikazt, které jsou doposud k dispozici jasné¢ vyplivd, Ze brassinosteroidy

Vv rostliné nejsou transportovany na dlouhé vzdalenosti. Na druhou stranu transport

brassinosteroidii na kratkou vzdalenost, konkrétn€ z mista syntézy (uvniti buiky)

na povrch bunky, zcela jisté existuje. Lze predpokladat, Ze brassinosteroidy transportované

na povrch buiiky neovliviiuji pouze tuto buniku, ale i bunky sousedni. Tim je zajiSténa

stejna koncentrace brassinosteroidi pro relativné velké mnozstvi bunék v pletivu. Kdyby

byly brassinosteroidy produkovany i vnimany jen jedinou bunkou (bez jakéhokoliv

intracelularniho pohybu) bylo by velmi obtizné koordinovat riistové reakce v celém

takovém pletivu.

[17]
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3.11.4. Biotesty na ucinky brassinosteroidia

Vhodny vybér a sestaveni biotestu hraje dulezitou roli pfi studiu rostlinnych
hormonii. Neékteré testy vytvofené pro auxiny, gibereliny a cytokininy byly pouzity
k detekci brassinosteroidti v rostlinnych tkanich, k vyhodnoceni aktivity piirodnich
I syntetickych brassinosteroidii a ke sledovani interakce brassinosteroidii a ostatnimi
fytohormony. Jiné testy byly sestaveny piimo pro brassinosteroidy a diky nim bylo
zjisténo, ze  brassinosteroidy maji  Siroké spektrum  biologickych  aktivit.
Mezi nejpouzivanéjsi biotesty pouzivané k testovani aktivity brassinosteroidt patii testy
na prvnim nebo druhém internodiu fazole (Phaseolus vulgaris) (first/second bean internode

test) a test odchylky jazycku ryze (Oryza sativa) (rice lamina inclination test). %
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4. ETIOLIZACE

Etiolizace je rust rostlin ve tmé, kdy rostlina investuje svlj rezervni material
ulozeny v hlizach do elonga¢niho (prodluzovaciho) rustu internodii pfi potlaceni tvorby
fotosyntetického aparatu (netvoii se chlorofyl).[l] Rust rostlin je tedy umoznén
| za nepfitomnosti svétla. Jestlize vSak rdstové procesy probihaji v plné tmé¢, méni
se charakter rdstu. Tma urychluje elonga¢ni rist nadzemnich organi a soucasné brzdi
vytvareni listi. Etiolované rostliny se vyznacuji bilou (nazloutlou) barvou, kiehkou tkéani
s malo vyvinutymi mechanickymi elementy a dlouhymi, protazenymi bunikami s velkymi

intercelularami.*®

Rast rostlin je ovlivnén nejen intenzitou svétla, ale také jeho kvalitou.
Kratkovinna ¢ast spektra (modré a fialové paprsky) stimuluji déleni bunék, ale brzdi
jejich prodluzovani. Naopak osvétleni ¢ervenymi paprsky podporuje prodluzovaci rust
organli a mirn¢ brzdi bunécéné déleni.*® Na rostliny nejvice ptisobi pravé modré a Cervené
svétlo, protoze listova barviva rostlin (pfedev§im chlorofyl a, chlorofyl b) pohlcuji hlavné
tyto barvy. Existuje ovSem jes$t¢ tzv. dlouhovinné cervené zafeni o vinové délce

700 - 800 nm, které zelené rostliny propoustéji.

Zastinéni vnimaji rostliny pomoci fotoreceptoru - fytochromu, ktery existuje
ve dvou formach. Forma (Pr) pohlcuje Cervené svétlo a druha forma (Pfr) pohlcuje
dlouhovinné cCervené zafeni. Kazda z forem se po ozafeni preménuje na druhou.

Jejich pomér tedy zavisi na poméru &erveného a dlouhovinného Cerveného svétla. ¥

— Pr
1 — Pfr

absorbance

300 400 500 600 700 800
vinova délka (nm)

Obrazek & 9 Absorbéni spektra dvou forem fytochromu 24
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Jestlize budeme etiolované rostliny vystavovat denné po dobu péti minut
cervenému svétlu, proces etiolizace bude ukoncen zhruba ctvrty den. Jestlize ovSem
budeme etiolované rostliny denné vystavovat péti minutam zéafeni ¢erven¢ho svétla a péti
minutam zafeni dlouhovinného cCerveného svétla, nebudeme pozorovat, zadné zmény

etiolizace.l?!
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5. BOBTNANI

Slozity proces kliceni rostlin zacina pfijmem vody — bobtnanim, pfi kterém nejdiive
dochazi k nasavani hydratacni Vody.[zz] Voda aktivuje enzymy a je nezbytnd pro rist
bunék.[® Pozdéji pii stupnujici se aktivité enzyma dochazi k hydrolyze polysacharidu,
proteini a dalSich slozitych zdsobnich latek na latky jednoduché — osmoticky ucinné.
Celkové mnozstvi vody, které je tieba k nabobtnani semen se lisi u jednotlivych druhi
rostlin.??! za pricinu bobtnadni mizeme v podstaté povazovat rozdil difuzniho tlaku vné
a uvniti semene. Nasavani (absorpce) vody semenem probihd az do vyrovnani téchto
tlak. [

Doba bobtnani semen je proménliva, tvd vétSinou od 6 do 15 hod, zavisi

na velikosti a typu semene.?!
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6. HRACH

6.1. HISTORIE

Hrach se tadi mezi nejstarSi péstované rostliny, pocatky jeho péstovani sahaji

az do mladsi doby kamenné a to piedev§im na izemi Malé Asie. 51\ dnesni dobé& hrach
nanaSem uzemi piechodné zplanuje a vyskytuje se tak (mimo poli a zahradek)

na ruménistich a skladkach. [

6.2. ZARAZENI

Taxonomické zarazeni [5]

RiSe (Regnum) Rostliny (Plantae)

PodriSe (Subregnum) Cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni (Divisio) Krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida (Clasis) Vyssi dvoudélozné (Rosopsida)

Rad (Ordo) Bobotvaré (Fabales)

Celed’ (Familia) Bobovité (Fabaceae)

Rod (Genus) Hrach sety (Pisum sativum)

Varieta Hrach polni — peluska (Pisum arvense)

Tabulka 1 Taxonomické zafazeni

6.3. BOBOVITE (Fabaceae)

Bobovité, nékdy oznacované také jako motylokvété nebo lustinaté, je celed’ vysSich

dvoudé€loznych rostlin, kterd zahrnuje 480 — 500 rodd (12 000 druhi) vyskytujicich
se tétmef po celém svété. Jednd se o byliny i1 dfeviny, které nikdy nerostou ve vodnim
prostfedi. Na kofenech téchto rostlin se casto vyskytuji hlizky indikujici symbidzu
S nitrogennimi bakteriemi rodu Rhizobium). Listy byvaji nejcastéji slozené a na lodyze
postavené stfidavé. Pro Celed” bobovitych jsou typickd hroznovita kvétenstvi, kvéty byvaji
oboupohlavné asoumérné. Kalich srostly z 5 listki a koruna z 5 volnych listkl
(rozliSenych v pavézu, dvé kiidla a Clunek). Semena jsou nejCastéji bez endospermu
nebo je endosperm jen nepatrné vyvinuty, embryo s typicky tlustymi délohami bohatymi
na $krob a bilkoviny. Kliceni t&chto rostlin byvé epigeické i hypogeické.™!
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6.3.1. HRACH SETY ( Pisum sativum L.)
Hrach sety je jednoleta bylina s pfimou, popinavou (15 - )30 — 120( - 200) cm

dlouhou, dutou, zlutozelenou lodyhou. Listy byvaji s 1 — 3 pary listkii zakon¢ené vétvenou
uponkou. Kvéty jsou nevonné, bilé, namodralé¢, narGzovélé nebo vicebarevné.
Typickym plodem je lusk s3 — 10 semeny. Hrach sety byva obecné péstovan na polich
a v zahradach od nizin do submontanniho stupné. Nezralé lusky se pouzivaji jako zelenina,
zrald semena potom jako lusténina, nat’ je hojn¢€ vyuzivana picnina a vyhledavané zelené

hnojeni. 6]

6.3.2. HRACH POLNI — PELUSKA (Pisum arvense L.)

Peluska je jednou z kulturnich forem Pisum sativum, vyznacuje se dvoubarevnymi
fialovo-bilymi kvéty, mensimi lusky a natrpklymi nezralymi semeny. Péstuje se jako

’ . v J4 . 4 6
picnina ¢i na zelené hnoj eni.[®
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1. POMUCKY A CHEMIKALIE

7.1.1. POMUCKY

plastové zkumavky a stojan na zkumavky

odmérna banka (100 ml)

mikropipeta

kadinka (2000 ml)

sklenéné pipety (10 ml, 5 ml, Iml), nastavec na Sklenéné pipety

bunicitd vata

fotograficky tac

skalpel a pinzeta

m¢étitko na milimetrovém papiie

nlzky

perlit (perlit je amorfni kiemicitan hlinity sope¢ného pivodu. Pfi expandaci
(prazeni pfi teplotich 950-1150°C ) vznikd produkt ve formé drobnych
kulicek riznych velikosti - tzv. expandovany perlit. Tento expandovany

s ‘. e PSPPI )
nachézi své uplatnéni ve stavebnictvi ¢i zahradnlctVL)[ ]

7.1.2 PRISTROJE A ZARIZENI

semena hrachu setého (pisum Sativum) (odrida Gloriosa a Progres 9)
semena hrachu polniho tzv. pelusky (pisum arvense) (odruda Arvica)
sklenény exsikator

vortex

termostat

magnetické michadlo

pH metr

ohtiva¢ zkumavek

lampa se zelenym svétlem
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7.1.3. CHEMIKALIE

24-epibrassinolid
isopropanol
methylén chlorid
lanolin

zivny roztok Hoagland (Hoagland je zivny roztok anorganickych soli, ktery

vvvvvv

esencialni prvky.[lz] )

chlorid vapenaty

Fe EDTA (Roztok Fe EDTA ve vysledném zivném roztoku dodavéa rostlinam
dualezity mikroprvek pro zdravy rust — Zelezo. EDTA znamend, zZe je Zelezo vazéno
Vv chelatové vazbé na kyselinu ethylendiamintetraoctovou a tak je 1épe piistupné
[13])

rostlindm.

etanol a destilovana voda
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7.2. PRIPRAVA KONCENTRACNI RADY 24-EPIBRASSINOLIDU

Pred zahdjenim samotného experimentu je potfeba vytvorit koncentrani fadu
24-epibrassinolidu v rozmezi 10°-10™° M.

Nejdfive jsem si piipravila roztok 24-EP o koncentraci 107 M. Na analytickych
vahéch jsem navazila 5 mg 24-epibrassinolidu, ktery jsem rozpustila v 100 pl rozpoustédla
(isopropanol x methylén chlorid v poméru 1:1) a vysledny roztok jsem smichala s 520 pl

lanolinu. Objem lanolinu jsem vypocitala ze vztahu:

My, (molarni hmotnost 24-EP) * 10™............. V ( objem nanaseny na rostlinu)

M (navazka — hmotnost 24-EP)................... V (objem potiebného lanolinu)
Ptiklad vypoctu:

0,048076 mg.........evuuinnnnnnn Sul

SMEeeiiii i x ul

Z toho x =5x5/0,048076 = 520 pl.

Z této smési (lanolinu, 24-EP a rozpoustédla) jsem odebrala 100 ul a smichala
s 900 pl lanolinu a dikladn€ promichala na vortexu, tim jsem ziskala zékladni koncentraci
24-epibrassinolidu 107 M. Smichanim 100 pl 24-EP o koncentraci 107 M a 900 pl lanolinu
jsem ziskala koncentraci 10® M. Takto jsem roztok postupnd fedila aZ jsem ziskala
koncentraéni fadu vrozmezi 107 az 10™® M. Takto pfipravenou koncentra¢ni fadu

24-epibrassinolidu jsem uchovavala v lednici.
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7.3. POSTUP PRI EXPERIMENTU

Samotny experiment se sklada ze ¢ty zakladnich ¢asti:

1. Vlozeni nabobtnanych semen do exsikatoru

2. Vysazeni kli¢enct hrachu do perlitu

3. Aplikace 24-epibrassinolidu v misté extirpovaného prvniho listku

4. M¢éteni délky vyhonti a vyhodnoceni vysledki

7.3.1. Vlozeni semen do exsikatoru

Pfed vloZenim do exsikatoru jsem nechala semena nabobtnat ve vodé.
Na porcelanové prodéravelé kotouce (patra) exsikatoru jsem nasklddala kruhy vysttihané
z bunicité vaty, které jsem nasledné namocila destilovanou vodou a pinzetou jsem
do téchto bunicitych kruhl vytvotila otvory odpovidajici otvoram Vv kotoucich.

Dostate¢né nabobtnand, relativné stejné velkd, semena hrachu jsem skladala
na takto pfipravené¢ kotouce vzdy tzv.pupkem (poélem, kterym proristd koten) dold,
aby piipravenym otvorem mohl prortstat kofinek.

Spodni c¢ast sklenéného exsikatoru jsem naplnila destilovanou vodou a timto
zpusobem pfipravend semena jsem na kotoucich vlozila dovnitt exsikatoru (foto €. 1).

Cely takto nachystany exsikator jsem umistila do termostatu (foto ¢. 2), aby faze
prorustani kotfene probihala ve tmé a nakonec jsem =zapojila vzduchovaci motorek
(foto ¢. 3), jehoz hadi¢ku jsem prostréila otvorem navrchu exsikatoru az do spodni ¢asti

s destilovanou vodou.

7.3.2. VVysazeni kli¢encu do perlitu

Semena jsem v exsikatoru ponechala do faze, kdy vykli¢ené kotinky dosahovali
velikosti cca 30mm (foto ¢. 4). Vysazeni klicenci do perlitu jsem provadéla v temné
komote pii zeleném osvétleni, aby svételny impulz (zejména Cervenym svétlem) na

Klicence jsem vysévala na fotograficky tac. Jako inertni podklad k upevnéni
klicenct jsem pouzila expandovany perlit. K zajisténi spravné vyzivy jsem perlit zalila

Zivnym roztokem.
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e Piiprava zivného roztoku:

Zivny roztok jsem piipravila zfedénim ¥ latek - roztoku Hoaglandu, 10°M CaCl
a Fe EDTA v destilované vode¢. (foto €. 5)

10°M roztok CaCl, jsem si musela nejdiive piipravit rozpusténim 1,11 g CaCl,
ve 100 ml destilované vody. Takto pfipraveny zasobni roztok 10°M CaCl lze uchovavat

V lednici nejdéle 1 mésic.

Slouceniny jsem fedila v poméru 10:3:1 (10 ml Hoaglandu, 3 ml 10°M CaCl,
alml Fe EDTA na 11 destilované vody). Po smichani slou¢enin jsem upravila pH roztoku
na hodnotu 5,8 (foto ¢. 6). Roztok jsem michala pomoci magnetického michadla
a ponofenim pH metru jsem kontrolovala pH. Hodnotu pH jsem piipadné upravovala

pfidanim roztoki 0,1M HCI (k snizeni pH) a 0,1M NaCl (k zvySeni pH).

Na jeden tac experlitu jsem potiebovala 2 1 takto ptipraveného zivného roztoku.
Vysledny zivny roztok jsem rovnomérné nalila na perlit. Pomoci pinzety jsem
na fotograficky tac sazela semendcky viceméné ve sejné fazi kliceni tak, Ze kotfinek byl
cely v perlitu a semeno lezelo na povrchu. Na jeden fotograficky tac jsem vysela 10 fad
po 8 semenech v sloupci, celkem tedy 80 semen (foto ¢. 7). Takto vyseta semena jsem opét

uzaviela do termostatu. (foto €. 8).

7.3.3. Aplikace 24-epibrassinolidu v misté extirpovaného prvniho listku

Kli¢enci jsou pripraveni na aplikaci 24-epibrassinolidu, kdyz jejich epikotyl
dosahuje velikosti 1-2 cm (foto ¢. 10). Aplikaci jsem provadéla vzdy v temné komoie
za zeleného svétla, aby nedoslo k osvétleni rostlinek a tim k naruSeni procesu etiolizace.
24-epibrassinolid ptipraveny k aplikaci je rozpustén v lanolinu. Lanolin za normalni
teploty rychle tuhne, tim je zajiSténo, Ze po naneseni hormon nesteCe z mista aplikace.
Zkumavky s koncentra¢ni fadou brassinosteroidu jsem pied aplikaci nechavala ohtat na
teplotu 80°C, aby latka sla mikropipetou dobfte aplikovat.

Tésné¢ pred samotnou aplikaci jsem zkazdé rostlinky skalpelem odStipla
(extirpovala) prvni kli¢ici list a na toto misto aplikovala 24-EP dané koncentrace
rozpusténého v lanolinu (foto ¢. 11).

Na jednom ticu jsem méla vzdy 2 fady po 8 rostlinkiach jako kontrolu
(na které jsem aplikovala pouze Cisty lanolin bez rozpusténého brassinosteroidu) a 8 tad

po 8 rostlinkach s riiznou koncentraci hormonu (od koncentrace 10 do koncentrace 10™°).
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Po aplikaci jsem tac vratila do termostatu. Pfi manipulaci s ticem mimo temnou

komoru jsem méla tac vzdy zakryty, aby nedoslo k osvétleni rostlin.

7.3.4. Méreni a hodnoceni rostlin

Po ¢tyfech dnech od aplikace jsem cely pokus vyhodnotila (foto ¢&. 12).
Na milimetrovém papife jsem si vyrobila méfitko a rostlinky jednu po druhé odstiihla
tésné pod semenem, zmefila jeji délku od semene po posledni listek a vyslednou hodnotu
vV milimetrech zapsala do pfipravené¢ho formuléfe.

Hodnoty jsem ptepsala do Excelu, vypocitala primérnou hodnotu (pomoci funkce
PRUMER) a smérodatnou odchylku (pomoci funkce SMODCH) pro kazdou koncentraci

a vytvorila graf' s chybovymi tisecCkami.
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8. VYHODNOCENI VYSLEDKU

K optimalizaci biotestu a naslednému testovani vlivu 24-epibrassinolidu
na etiolované rostliny jsem jako rostlinny material pouzila hrach sety (odrtidy Gloriosa
a Progres 9) a hrach polni tzv. pelusku (odridu Arvica). Pro sestaveni optimalni metody
biotestu jsem musela pokus (nebo jeho ¢asti) provadét opakované. Klicové bylo stanovit

vhodnou dobu aplikace 24-epibrassinolidu.

8.1. STANOVENI VHODNE DOBY APLIKACE

8.1.1. Bobtnani

Pro zahajeni Kliceni a riistu je nutné, aby sucha semena nabrala dostate¢né mnozstvi
vody. Proto jsem semena ptfed vlozenim do exsikatoru nechdvala nabobtnat ve vodé.
Pti prvnich pokusech jsem semena nechavala namocena 1,5 hod. Takto nabobtnana
semena pak pomalu a nerovhomérné kli¢ila. Po prodlouzeni doby bobtnani na 6 hodin,
semena kli¢ila rychleji, ale stidle nevyrovnané. Prodlouzila jsem tedy dobu bobtndni
na 20 hodin, semena tak nabrala dostate¢né mnozstvi vody, kli¢ila rovnomérné a nebylo
nutné semena v exsikatoru rosit.

Rozdily v kli¢eni byly patrné i pfi pouZziti riznych semen. Semena hrachu setého
odrida Progres 9, kli¢ila nejrychleji, ale zarovenn nejméné vyrovnané. I po prodlouzeni
doby bobtndni na 20 hodin se po 48 hodindch v exsikatoru vyskytovala semena
s naklicenym kofinkem a kli¢enci majici uZ 1 vyraznou nadzemni cast (plumulu).
Hréch sety odriida Gloriosa kli¢ila pomaleji a rovhomémé, v sa€cich od vyrobce semen,
bylo hodné tzv. mrtvych semen, kterd vibec nenaklic¢ila. Peluska (odrida Arvica)
se vtomto ohledu osvédcila nejlépe — semena po dostatecném nabobtnani rostla rychle,

rovnomeérné a neobsahovala mrtva semena.

8.1.2. Kliceni

Semenacky jsem na tac vysévala, kdyz mély nakliCeny kofinek (cca 30 mm)
aplumula zac¢inala rasit. V této fazi se pii dostatecném nabobtnani kli¢enci nachazeli
U hrachu setého (odrad Gloriosa a Progres 9) po zhruba 72 hodinach u pelusky (odridy

Arvica), ktera klicila rychleji uz po 48 hodinach v exsikatoru.
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8.1.3. Aplikace 24-epibrassinolidu

Rostlinky jsou v optimalni fazi pro aplikaci 24-epibrassinolidu, dosahuje-li jejich
epikotyl 10-20 mm, v této fazi prvni kli¢ici list zakryva vzrostny vrchol (apex) a skalpelem
1ze lehce odstranit. Pti prvnim pokusu jsem nechala vyseté rostliny ve tmé kultivovat 4 dny
(96 hodin). Po této dobé epikotyl rostlin dosahoval az 70 mm (peluska odrida Arvica
a hrach sety odrida Gloriosa), az 100 mm (hrach sety odrida Progres 9). Dobu kultivace
jsem postupné snizovala, az K pouhym 24 hodinam u hrachu setého (odruda Gloriosa)
a pelusky (odrida Arvica). Hrach sety (odrtida Progres 9) potfebuje diky nevyrovnanému

rustu epikotylu delsi dobu kultivace a to az 70 hodin.
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8.2. VYSLEDKY

Po optimalizaci metody jsem otestovala zékladni vliv brassinosteroidii

na etiolované rostliny hrachu. Biotest jsem provadéla na 2 odridach hrachu setého
(Gloriosa a Progres 9) a na hrachu polnim - pelusce (odriida Arvica). U kazdé odrudy jsem
provedla dvé opakovani testu. Vyhodnoceni vysledka jsem provadéla étyti dny po aplikaci
24-epibrassinolidu a vysledky zpracovala do grafti s chybovymi seckami, které zndzoriiuji

konfiden¢ni intervaly métend.

8.2.1. Hrach sety odruda Gloriosa

Vliv 24-EP na etiolovany rlst hrachu setého
(Pisum sativum) odrtida Gloriosa

100 T
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0 .
K1 -9 -10 -11 -12 -13 -14 -15 -16 K2

Koncentrace 10*

Primérna délka [mm]
[EnY
v
o

Graf &. 1 Vliv 24-epibrassinolidu na etiolovany rast hrachu setého (Pisum sativum) odrtida Gloriosa

Z grafu je patrné, ze nejvyrazné€jsi vliv na rust etiolovanych rostlin hrachu setého
(odrida Gloriosa) méa 24-epibrassinolid v koncentraci 10° M. Pi této koncentraci
testované rostliny dosahovaly zhruba polovi¢niho vzriistu oproti kontrolnim rostlindm. Pti
aplikaci 24-epibrassinolidu v koncentraci 10%°-10® M se velikost testovanych rostlinek

vyrazné nelisila od velikosti kontrolnich rostlin.

41



8.2.2. Hrach sety odriuda Progres 9

Vliv 24-EP na etiolovany rust hrachu setého
(Pisum sativum) odruda Progres 9
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Graf &. 2 Vliv 24-epibrassinolidu na etiolovany rist hrachu setého (Pisum sativum) odriida Progres 9

Nejvyraznéjsi vliv 24-epibrassinolidu na etiolovany rist rostlin hrachu setého
(odrida Progres 9) byl opdt prfi aplikaci 24-epibrassinolidu o koncentraci 10° M,
kdy velikost testovanych rostlin dosahovala jen 34,5 % velikosti kontrol. Z velikosti
konfidenénich intervald jednotlivych méfeni je patrné, ze odrida Progres 9 roste velmi

nevyrovnan¢ a neni proto vhodna k testovani.
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8.2.3. Hrach polni — peluska odruda Arvica

Vliv 24-EP na etiolovany rust pelusky (Pisum
arvense) odrida Arvica

250

200

150
100 T
0 -
K1 -9 -10 -11 -12 -13 -14 -15 -16 K2

Koncentrace 10*
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Graf &. 3 Vliv 24-epibrassinolidu na etiolovany rast pelusky (Pisum arvense) odraida Arvica (foto &.13-22).

Z tohoto grafu je patrné, ze rostlinky hrachu polniho — pelusky (odrida Arvica)
rostou rovnomérné a vykazuji malé smérodatné odchylky. Vliv brassinosteroidi je opét
nejvice patrny v koncentraci 10° M, kdy velikost testovanych rostlin dosahuje jen 45,5 %

velikosti kontrol.

43



9. DISKUSE

Hlavni kol a zaroven piinos mé prace spoc¢iva v optimalizaci biotestu pro testovani
biologické aktivity brassinosteroidti na etiolovanych rostlinach hrachu.

K testovani vlivu 24-epibrassinolidu jsem pouzila tzv. inhibi¢ni test na rostlinach
hrachu setého (Pisum sativum) — odrady Progres 9 a Gloriosa a pelusky
(Pisum arvense) - odrady Arvica. Tento test spociva v inhibici dlouzivého
rustu etiolovanych rostlin, diky vlivu brassinosteroidi na produkci etylenu.[lo]

Zakladni postup pfi méteni rostlin v biotestu na vliv brassinosteroidli na etiolované

rostliny hrachu se skladé ze Ctyt zasadnich krokd:

1. VloZeni nabobtnanych semen do exsikatoru
2. Vysazeni klicenct hrachu do perlitu s zivnym roztokem
3. Aplikace 24-epibrassinolidu

4. Méfeni a hodnoceni vysledkil

9.1. Zjisténi pri sestavovani metody:

Pfed vlozenim semen do exsikatoru je vhodné nechat semena nabobtnat ve vode¢.
Piijem vody semeny je nezbytny pro aktivaci enzymd, které stépi zasobni latky na latky
jednoduché, které jsou esencidlni pro kliceni rostliny. Celkové mnozstvi vody,
které je tfeba k nabobtnani semen se lisi u jednotlivych druhd rostlin.”?l Doba bobtnani
semen je proménliva, tva vétsinou od 6 do 15 hod, zavisi na velikosti a typu semene.?”
Pro semena hrachu setého (Pisum sativum) — odrtida Progres 9 a Gloriosa i semena pelusky
(Pisaum arvense) — odrida Arvica jsem idealni dobu bobtnani experimentalné stanovila
na 20 hodin.

Jelikoz se jedna o biotest na etiolovanych rostlinaich hrachu je nutné, aby cely
pokus probihal ve tmé, ¢i za pouziti zeleného svétla, které rostliny neabsorbuji ale
odrazeji.*¥) Nedojde tak k absorpci svétla rostlinou, coZ by narusilo ¢ dokonce ukon¢ilo
proces etiolizace. Napftiklad jestlize budeme etiolované rostliny vystavovat denn¢ po dobu
p&ti minut Cervenému svétlu, proces etiolizace bude ukonden zhruba &tvrty den.!?]
Zaroven je dokazano, ze Se Vetiolovanych rostlinaich uz po 1 minuté osvétleni
protochlorofyl méni z 90 % na chlorofyl a.*®¥ Proto je nezbytné chrénit rostliny ve viech
fazich pokusu pfed svételnym impulzem - napiiklad prekrytim tacu pii pfenosu do temné

komory.
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Jako podklad k vysevu semen bylo postacujici pouzit perlit navlhéeny ziedénym
roztokem Hoaglandu, 10°M CaCl, a Fe EDTA v poméru 10:3:1 ml na 1 1 destilované
vody.

Za nejvhodnéjsi dobu k aplikaci hormonu byla stanovena faze, kdy maji rostliny
dobte viditelny prvni vrchni listek (ktery se nasledné skalpelem odstrani), tzn. nadzemni
¢ast rostlin dortsta do 10-20 mm. Opakovani pokusu prokdzalo, ze tato faze, kdy jsou
rostlinky pfipravené na aplikaci hormonu, trva kratce a nastava jeden den (24 hodin)
po vyseti semen na tac. Hormon rozpustény v lanolinu se aplikuje na misto po ustipnutém
prvnim kli¢icim listu.

Me¢feni a vyhodnoceni biotestu je idedlni 4 dny po aplikaci hormonu. Na zaklad¢
téchto poznatki jsem sestavila idealni schéma biotestu na stanoveni vlivu brassinosteroidi

na etiolované rostliny hrachu:

1.den (15:00) — namoceni hrachti do vody (nechat semena bobtnat pies noc)
2.den (9:00) — vlozeni rovnomérné nabobtnanych semen do exsikatoru
4.den (8:00) — vysazeni semenacka do perlitu

5.den (8:00)— aplikace hormonu na misté prvniho extirpovaného listku
9.den (10:00) — hodnoceni (méfeni délky vyhont)

Druhym tkolem bylo otestovat zdkladni vliv brassinosteroidil na etiolované rostliny
hrachu. Testovala jsem vliv 24-epibrassinolidu na rust etiolovanych rostlin hrachu setého
(Pisum sativum) a to dvou odriad (Progres 9 a Gloriosa) a hrachu polniho — pelusky
(Pisum arvense) — odrudy Arvica.

Aplikace brassinosteroidi podporuje biosyntézu ethylénu. Ethylén je ziejmé
zodpovédny za fyziologické Gcinky brassinosteroidil na rist a vyvoj etiolovanych rostlin.
Brassinosteroidy u etiolovanych rostlin zptsobuji inhibici dlouzivého ristu, stimulaci ristu

[20] Tyto zmény byly v mé praci

radidlnitho a vyrazné zakiiveni vrcholové casti.
experimentalné prokazany. Ze vSech grafii (graf ¢. 1, 2, 3) je na prvni pohled patrné,
ze nejvyrazngjsi vliv na rast etiolovanych rostlin a jejich morfologii ma 24-epibrassinolid
v koncentraci 10° M. Rostliny, na které byl aplikovan 24-epibrassinolid pravé
o koncentraci 10° M byly 0 50 — 65,5 % niZsi, byly vice pokroucené a na prifezu silngjsi,
nez kontrolni rostliny, na které byl aplikovan pouze lanolin. V ostatnich koncentracich

nebyl inhibujici vliv hormonu na rist a morfologii tak vyrazny.
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10.ZAVER

Tato bakalafska prace se zamé&fuje na optimalizaci biotestu 24-epibrassinolidu na
etiolované rostliny hrachu s vyhodnocenim jeho vlivu na elongacéni rist.

K testovani byla pouzita semena 2 odrud hrachu setého (Pisum sativum) — Gloriosa
a Progres 9 a 1 odrtuda hrachu polniho tzv. pelusky (Pisum arvense) — Arvica.

Metodiku biotestu jsem stanovila jako devitidenni cyklus. Z provedenych
experimentt vyplyva, Ze nejvhodnéjsi testovanou odridou pro takto sestaveny biotest je
odriida hrachu polniho tzv. pelusky (Pisum arvense) Arvica. Dalsi dvé testované odridy
hrachu setého (Pisum sativum) Progres 9 a Gloriosa se diky celkovému nerovnomérnému
rustu ukéazaly jako méné vhodné.

Co se tyCe testovani méfeného vlivu brassinosteroidi Ize konstatovat,
ze nejvyrazngjsi vliv na etiolovany rast rostlin hrachu ma 24-epibrassinolid o koncentraci
10° M, a to u viech odrid. V této koncentraci je etiolovany rist velmi vyrazng inhibovén
ato o050 - 65,5 % oproti kontrolam. Naopak, v souladu s tdaji zjisténymi v literatufe, je
podporovan rast radidlni — testované rostliny jsou na prifezu silngj$i a celkové jsou

rostliny vice zaktivené.

Vzhledem knaméfenym vysledkim by bylo vhodné pokus opakovat
s 24-epibrassinolidem ve vyssich koncentracich (10® M, 107 M). Dale pak by mohlo byt
zajimavé promé&fit produkci ethylénu u jednotlivych koncentraci. Dale pak zachytit pii
vyhodnocovani 1 rist radialni, pfipadné zakftiveni etiolovanych rostlin a otestovat vétsi

pocet odrad.
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11. PRILOHA

Foto ¢. 1 Semena vloZena do exsikatoru

Foto ¢. 3 Termostat se vzduchovacim motorkem
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Foto ¢. 5 Priprava zivného roztoku

Foto ¢. 6 Upravovani pH pomoci pH metru
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oto ¢. 8 Tac s vysazenymi klicenci v termostatu

Foto ¢. 9 Semenace s kli¢ici nadzemni ¢asti

49



Sy |

Bl Rl L 4
Foto ¢. 12 Vyhodnoceni po 4 dnech kultivace

&
3

50



Foto ¢. 13 Vyhodnoceni kontrola 1

Foto ¢. 14 Vyhodnoceni kontrola 2

Foto €. 15 Vyhodnoceni koncentrace 24-EP 10~ M
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Foto ¢&. 16 Vyhodnoceni koncentrace 24-EP 10°M

Foto &. 17 Vyhodnoceni koncentrace 24-EP 10 M

Foto ¢&. 18 Vyhodnoceni koncentrace 24-EP 102 M
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Foto ¢. 19 Vyhodnoceni koncentrace 24-EP 10" M

Foto ¢. 20 Vyhodnoceni koncentrace 24-EP 10" M

Foto &. 21 Vyhodnoceni koncentrace 24-EP 10°M

53



Foto ¢. 22 Vyhodnoceni koncentrace 24-EP 10" M
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12. SEZNAM ZKRATEK

24-EP 24-epibrassinolid

BR brassinosteriody

IAA kyselina indolyl-3-octova
IBA kyselina indolyl-3-maselna

4-CI-1IAA kyselina 4-chlorindolyl-3-octova

PAA kyselina fenyloctova
2,4-D 2,4-di-chlorfenoxyoctova
NAA a-naftyloctova

GA1 giberelin 1

GA; kyselina giberelova

DZ dihydrozeatin

iP izopentenyladenin

DNA kyselina deoxyribonukleova
RNA kyselina ribonukleova
ABA kyselina abscisova

ES ekdysteroidy

BL brassinolid

TE teasteron

TY thyphasterol

CS castasteron

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
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