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Co to jsou hormony?

* termin hormon - poprvé pouzity v mediciné pred
100 lety, pochazi z rectiny noppove = stimulovat
(ale nezahrnuje transport)

+ latky prenasené z jednoho mista na druhé
(Went a Thimann, 1937)



Co to jsou fytohormony?

rostlinny hormon = fytohormon

organicka sloucenina syntetizovana v jedné casti
rostliny, zpravidla translokovana do jiné casti,
kde ve velmi malé koncentraci zplsobuje
fyziologickou odpovéd’  (Salisbury a Ross 1985)

mohou mit dCinky stimulujici, ale i inhibujici



Co to jsou rustové regulatory?

organické slouceniny syntetizované chemicky,
které mohou byt rostlinnymi burikami prijimany,
transportovany a zpusobuji podobnou

fyziologickou odpovéd' jako fytohormony.



5 skupm JKlasickych" fytohormont

auxiny 4
- cytokininy nekolik
- gibereliny mnoho
+ kyselina abscisova
- etylén

netradicni fytohormony

kyselina jasmonova
brassinosteroidy
polyaminy
oligosachariny
oligopeptidy
fenolické latky
strigolaktony. ..



Vyvoj pozndni o fytohormonech

1987- P.J.Davies: Plant Hormones and Their Role
in Plant Growth and Development

1995 - P.J. Davies: Plant Hormones: Physiology,
Biochemistry and Molecular Biology

2004 - P.J.Davies /ed./: Plant Hormones:
Biosynthesis, Signal Transduction, Action!



Auxiny

* nhdzev auxin pochdzi z reckého slova auxd, coz znaci
zvétsovat se.

1926 Frits Went - prvni uziti terminu auxin pro
zatim neidentifikovanou sloué¢eninu (Wuchsstoff),
kterd zplsobuje ohyb koleoptili trav

1936 identifikace Kohlerem v lidské moli a pozdéji
prokdzana Thimannem i v rostlindch

+ dnes vime, Ze je to

kyselina indolyl-3-octova (IAA)



Vliv auxinu

+ podili se na fototropismu a geotropismu

- zplsobuje apikdlni dominanci

* udrzuje polaritu pletiv

- stimuluje

- prodluzovani bunék

- vyvoj plodu

- vyvoj cévnich svazku a diferenciaci vodivych pletiv

- rlst korene (ale jen ve velmi nizké koncentraci =
107 az 10-13 M)

- zaklddani adventivnich korent



Fototropismus

TIKNFZAL CAF

1880 - Ch. Darwin: vyznam
koleoptile pro fototropismus

1926 - F. Went: objev auxinu

- umisténi apexu koleoptili na
p p H’I COLEQFTILE TIF
agar H HEIGHT WHEK

- prenos agarovych blo¢ku na
dekapitovane rostlinky (bez
bocniho osvétlent)

- zvétseni pahylu - neznama
latka difundujici do agaru =
Wuchsstoff = auxin




Wentovy experimenty
s koleoptylemi ovsa




Mechanismus fototropismu

+ smér svétla je detekovdn apexem, modré svétlo je
nejucinnéjsi

+ auxin je syntetizovdn v meristému a translokovan
bazipetdalné (dolu)

» transportéry auxinu (PIN proteiny) jsou v
plazmatické membrdané na zastinéné strané prytu

+ auxiny jsou prendSeny a stimuluji prodluzovani
bunék na zastinéné strané
- vysledkem je zakriveni stonku ke svétlu



Mechanismus gravitropismu

- sedimentace amyloplastu v bunkach kolumely
korenové Cepicky

- spojeni aktinovych filament s vacky obsahujicimi
PIN proteiny

- inserce PIN proteint do plazmat. membrany
umozni transport auxinu na spodni stranu korene

- inhibice prodluZovaciho ristu na spodni strané

- vysledkem je zakriveni korene dolu



Mechanismus gravitropismu

J. Friml



Vliv auxinu na rust korene a stonku
(podle Thimana)

rozdilna reakce stonku a
korene je zpusobena
rozdilnou citlivosti jejich
bunék na auxin

200 =

% Stimulation

100 =

% Inhibition

Hoots ..

100 DCHEEER e L N
10-¢ 104 102 1 10 10¢2

koncentrace auxinu (ppm)



Translokace auxinu

* auxin je prendsen poldrnim transportem z do bunky
buriky pomoci prenaseét: na jedné strané je vnesen do
buriky pomoci ., influx™ prenasecu v plasmatické
membrané a transportovan ke druhé strané burnky pomoci
.efflux" prenasect tzv. PIN proteint, kde mohou byt
transportovany do dalsi buriky

+ PINgeny (PIN 1-8), koduji slozky systému auxinovych
prenasec

- distribuce téchto prenasecu v bunice urcuje, kterym
smérem bude auxin transportovan.



Expr'ese a lokalizace AtPIN1 a AtPIN4
J. Friml (Cell 2002)

» signal AtPIN1 byl detekovan v
plasmatické membrané bunék
centrdlniho vdlce a slabsi signdl v
bunikdch endodermis.

» ATPIN1 protein je lokalizovan prevdzné
na basdlni strané bunék.

» ATPIN4 protein byl prokazan v oblasti
bunék klidového centra (QC cells) a
blizkého okoli.




Exprese a lokalizace PIN proteint
ve spicce korene Arabidopsis

imunolokalizace AtPIN1 ukazuje na tok
auxinu smérem k centru korenového
meristému (Cervené Sipky)

AtPIN4 reguluje smérovani toku auxinu do
kolumely - vytvari auxinové maximum (modré

Sipky).

¢dst auxinu Je pr'esmerovana vneé jsimi
vrstvami zpet do elongalni zény a reguluje
zakrivovani korene (ATPIN2, zelené Sipky)

(Friml a Palme 2002)



Jak auxin zpusobuje ruzné efekty
v rostline?

2 moznosti:

- okamzita reakce, primy vliv na bunku
(prodluzovanti)

- pomalejSi odezva - zména exprese gen



Primeé vlivy auxinu

pritomnost auxinu na povrchu bunky iniciuje okamzité
reakce, jako jsou:

- zmény v pohybu iontl pres plazmatickou membranu
do bunky a z bunky

+ extenze bunécné stény - prodluzovani burky

* auxin iniciuje tyto zmény po vazbé na specifickeée
receptory na povrchu bunky, pravdépodobné
transmembrdnové proteiny jako ABP1 (,AUXIN-
BINDING PROTEIN 1").



Vliv auxinu na expresi genu

mnoho vlivl auxinu je zprostredkovdno zménami
transkripce gent

auxin vstupuje do bunky aktivnim transportem

v cytosolu se vdze na proteiny jako ARF1 (LAUXIN
RESPONSE FACTOR1").

ARF1 je transkripéni faktor

transkripéni faktor vstupuje do jddra a vdze se na DNA
sekvenci TGTCTC ACAGAG = promotory gend, které
reaguji na auxin (= auxin je tzv. response element)

plsobeni auxinu na transkripci genli je podobné plsobeni
steroidnich hormont u Zivoéichu



Schéma
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Auxiny - doporucené strdnky
Kimbalova ucebnice - auxiny
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/A/Auxin.html

experimenty s vlivem auxinu na iniciaci laterdlnich organt
http://home.cc.umanitoba.ca/~umrahm04/39.768/P2/P2 .html

transport auxinu, prenos signdlu
http://www.public.iastate.edu/~bot.512/lectures/Auxin-action.htm

vazebné proteiny pro auxin
http://www.bio.unc.edu/faculty/jones/lab/auxin_binding_protein.html



Prirozené auxiny

(Cl}
= (CH,),- COCH QCHZ-COOH

kyselina fenyloctova

kyselina indolyl-3-octova (n=1) IAA
kyselina indolyl-3-maselna (n=3) IBA
kyselina 4 chlor- indolyl-3-octova (Cl) 4-CI-TAA

Krystalické latky, Spatné rozpustné ve vodé v kyselé a neutralni
oblasti. Dobre rozpustné v organickych rozpoustédlech a ve vodném
alkalickém prostredi.

IAA dosti nestala (svetlo)



Biosyntéza auxinu

vychazi od tryptofanu

Jsou zndmé dvé cesty, ale vice preferovanad je cesta, kdy v prvnim
kroku dochdzi k transaminaci na indolpyruvat - pak ndsleduje

dekarboxylace na indolacetaldehyd - a po enzymatické oxidaci vznika
IAA.

Enzymy nezbytné pro tuto syntézu jsou nejaktivnéjsi v mladych
nediferencovanych pletivech - meristémech, v mladych listech a

plodech (v embryich) I

IAA je syntetizovdna zde.



Obsah TAA (ng/g FW)
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dvoudélozné (Heliopsis) jednodélozné (Triticum)
Doérfling 1985




Syntetické latky (rdstové regulatory)
s Ucinkem auxind

1. indolové kyseliny 2. naftalenové kyseliny
- CH;~CODH
@\ J [CH,)2 - COOH 2 0-CH,-COOH
~ SO
§
kyselina indolyl-3-propionova a-naftyloctova B-naftoxyoctova

IPA NAA NOA



Syntetické latky s Uc¢inkem auxinu

3. chlorfenoxykyseliny 4. benzoové kyseliny
0-CH,~ COOH CO0H
R;
Cl G'CHg
Rj
R, Cl

2,4-dichlorfenoxyoctova 2,4-D
2,4,5-trichlorfenoxyoctova 2 4 5-T
2- me'ryl 4-chlorfenoxyoctova MCPA

dicamba



Syntetické latky s Géinkem auxinu

5. derivaty kyseliny pikolinové (izonikotinové)

Cl

Cl

N _-COOH
Al
NH,

picloram

4-amino-3,5,6-1richloro-
pikolinovd kyselina

vlastnosti syntetickych auxint jsou podobné TAA,
ale jsou stadlejsi



Herbicidy

2,4-D selektivné likviduje dvoudélozni rostliny, ale ne
trdavy (podstatu selektivity jesté nezndme)

2 4-D se dostdvd do bunék usnadnénou diflzi, ale
neexistuje jeji prenase¢ z buriky ven (efflux carrier)

~Agent Oringe" pouzivany ve Vietnamu armddou USA k defoliaci
pralesa byl smési 2,4-D a 2-4-5-T



Mechanismy kontroly mnoZstvi auxinu

konjugace = kovalentni vazba na nizkomolekuldrni
latky (aminokyseliny, cukry)

funkce konjugdtt (Bandurski 1984)
). zasobni forma (neaktivniho) hormonu
Y. ochrana hormonu pred oxidaci
Y. konjugdty jsou stabilni transportni formou
s,

konjugace slouzi jako prostredek regulace
mnozstvi endogenniho hormonu

degradace = oxidace O, a ztrdata COOH - CO,
(dekarboxylace)



Gibereliny

* Kurosawa - pri studiu houbové choroby ryze bakanae -
zpUsobené houbou Gibberella fujikuroi (v imperfektnim
stadiu Fusarium moliniforme)

» ve vodé rozpustné latky produkované houbou
kyselina giberelova = giberelin A, (GA))

+ terpeny - ent-giberelanovy skelet

- dnes je jiz zndmo vice nez 80 giberelint (GA,, GA, ..)



3x AcCoA

l

kyselina mevalonova

l

geranylgeranyl ent-kauren
pyrofosfat l
. ’ kyselina
Bi osyn‘l'eza ent-kaurenovd
giberelint

prvni giberelin

GA,

heaktivni



Gibereliny

CH3 7 COOH
Gibbherellic acid (6GRA3)

strukturni vzorec GA, model struktury GA,

http://www.lars.bbsrc.ac.uk/plantsci/gas.html

http://users.rcn.com/ jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/G/Gibberellins.html
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Funkce giberelinu

. prodluZovani bunék spojené se stimulaci rustu
. déleni bunék v kambiu (spoluplsobeni s TAA)

. vyvolani partenokarpie

indukce kveteni v neindukénich podminkach

. poruseni dormance pupeni nebo semen, indukce

kliceni semen

. mobilizace zdasobnich latek v semenech pri kliceni

(transkripce a-amylazy)



Cytokininy
1913 Gottlieb Haberlandt - ldtky obsaZené ve floému
maji schopnost indukovat bunééné déleni

1941 Johannes van Overbeek - podobné vlastnosti ma
endosperm z kokosovych orecht

1955 Miller et al. izolace prvniho cytokininu ze
spermatu sled'l - ndzev kinetin = ldtka stimulujici
bunééné déleni (cytokinezi)

1956 Folke Skoog - vysledky pokust s indukci déleni
bunék drené tabdku (pomér auxinl a cytokinint)

1961 Miller, 1963 Letham - izolace prvniho prirozeného
cytokininu z obilek (nezralého endospermu) kukurice
(Zea) = zeatin

http://www.plant-hormones.info/cytokinins.htm



Cytokininy

fytohormony odvozené od adeninu
(pozor na zdménu s cytokiny)

nativni cytokininy

izoprenoidni
zeatin (trans) (z nezralého endospermu Zea)
dihydrozeatin
izopentenyladenin

aromatické
benzylaminopurin
m-topolin (3-hydroxybenzylaminopurin)



Nativni cytokininy - izoprenoidni

CH,OH
H
C=C
/ \
HN—CH,  CH,

LY

CH

3

HBCJMNH
NN
l/t\
LA~y

trans - zeatin Z
trans - zeatinribosid ZR

izopentenyl adenin iP




Nativni cytokininy- aromatické

| H, m T OH
HN —C GQ:[/
N~ N HN
k | \> Jjﬂ
I
XNy H Pe

benzyladenin BA 6-(3-hydroxybenzylamino)purin

(benzylaminopurin BAP)  meta-topolin mT
poprvé izolovan z listl topolu



Syntetické cytokininy

ol
N il
[ H H

N~ N\ N C—N—C—N / N\
k | > Ng” L
N

N N

H

furfuryl aminopurin derivat mocCoviny
kinetin K thidiazuron TDZ




Vliv cytokininu

+ stimulace bunécného déleni m=m=) nazev

- potlaceni apikalni dominance — podpora ristu
axilarnich meristémd, iniciace adventivnich pupenu

- stimulace vyvoje chloroplast

- aktivace syntézy RNA a proteinu
‘ oddaleni senescence

- zvySeni odolnosti ke strestim (zasoleni, sucho,
vysoka teplota, vlhkost)



Metabolismus cytokinind:

Kaminek (1992)

vzdjemnd preména bdzi, nukleotidd a
nukleosidii

N-glukosylace purinu a konjugace alaninu
(N-9)

O-glukosylace a acetylace postranniho
retézce

redukce dvojné vazby postranniho retézce

odstépeni postranniho retézce




L

Praha ACPD 2005

“Praha ACPD 2009



Metabolismus cytokininu

O-Glycosides

R -
O-Glycosides NN \‘\H_ [ Glucosice

O-Acetylester | Ala-con|ugate

CH_ Ok

.
10_u O-Glycosides
t, . NQ> ",,:"'H_.-v""‘
=N o \H_{Eluﬁulide i

dihydro
zeatin
ribosid

O-Glucoside

Kaminek 1992




Biosyntéza a metabolismus cytokinind
(MOK et MOK 2001)

rostlina baktérie

{ATP nebo | AMP k DMAPP

| ADP .

l l adenin + 3methyl-butenal
iPTP |, |iPMP | —>|iPA |—> |iP =
iPDP . . |

v l l S

;ggg —» | ZPMP |—» @—»@ - |cisZ
5 roczoe o
dihydro Z 0 - glukosyl
trans-zeatin







Regulace bunécného cyklu - ovlivnéni fytohormony

cytokinin
*' Frank, Schmiilling (1999) TIPS
.‘_.F"'-FF C . .
( Cok ) ytokinin
-
; .-, 5 Lk , !
aktivni 'Ellneaktivni

P

ABA
8 @D

l__
~E Q% oo

/7 T
m cytokinin

auxin
I_:
heaktivni| “— tF; ) GA




Inhibitory kinaz (CDK)

odvozeny od cytokinind

® )
, |
— ..__,-"
TJ HIN
S N
N - N H "-.___ —
ol
ot .__,.-___- J
’de M [“-I]III ﬂ\/l\ﬂmf* B_
OH  slomoucin| | OH W roskovitin

soutéZi s ATP o vazebné misto v molekule kindzy
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Hypotéza prijmu a prenosu signalu cytokininu

Input Transmltter
piedpoklddany L & s
receptor p.;I;.
cytokininu “

AHP= ‘

1
@?




Metody stanoveni cytokininu

A. Biotesty

Y. Proliferace bunék v kalusové kulture - nepouziva
se jiz prilis Casto, protoze trva velmi dlouho

Y. Expanze déloh redkvicek

5. Inhibice ztrdty chlorofylu v segmentech listd
jeCmene béhem senescence

B. Chemické analyzy
chromatografie HPLC
hmotova spektroskopie LC/MS
radio-imunoanalyza RTA, ELISA



Fytohormony a rustové
regulatory II.

Kyselina abscisova
etylén
netradicni fytohormony



Kyselina abscisova

hleddni faktort regulujicich tvorbu abscisové zény
opadu listt a plodu:

- abscisin - opad plodt bavlniku (1963 Frederick
Addicot a kol., Kalifornie)

» dormin - dormance javoru (1964 Phillip Wareing, UK)
- lupin - opad kvétu Lupinus (1964 van Steveninck, UK)

1967 = kyselina abscisovda ABA



Kyselina abscisova

Na rozdil od Zivodicht nemohou
rostliny uniknout z nevhodnych
podminek (sucho, prichod zimy)
aktivne.

~Adapt or die."

Kyselina abscisova (ABA)
je hlavnim cinitelem pri
zprostredkovani adaptaci
rostlin na stres.

CH3 CHa CH3
|
CH=CH=-C=CH-C-0H
H2 Il
OH 0
0
H
H 3

Abscisic acid (ABA)

seskviterpen

http://users.rcn.com/ jkimball. ma.ultranet/BiologyPages/A/ABA.hitml




Vlivy kyseliny abscisové

- stimuluje:

- dormanci pupenu a semen

- zavirani pruduchu pri vodnim stresu
- transkripci mMRNA zasobnich proteini
- senescenci

inhibuje

- kliceni semen

- vegetativni rist
- dozradvani plodi
- antiport K*H *

pusobi proti ostatnim riust podporujici fytohormontm



Mechanismus kontroly zavirdni stomat

+ vazba ABA na povrch plasmatickeé
membrany svéracich bunék

- rast pH v cytosolu

+ prenos Ca?* z vakuoly do cytosolu

+ zvySeni Ca?* v cytosolu blokuje
prijem K*svéracimi bunkami a
zvyseni pH vede ke ztraté Cl-

pricny rez
délohou tabadku

+ vysledkem je redukce osmotického
tlaku a turgoru

=> uzavreni stomat



Dormance pupent

+ ABA zprostredkuje preménu apikalniho meristému
na dormantni pupen (nové vytvarené listy = kryci
Supiny pupenu = ochrana proti poSkozeni a
vyschnuti

+ ABA zabranuje predcasnému raseni pupene

+ Preruseni dormance - prodlouzené chladové obdobi
nebo prodluzovani délky dne (fotoperiodismus)



Zrani a dormance semen

- v prubéhu dozravani semen se zvysuje
koncentrace ABA

- ABA zpusobuje dormanci semen a zabrarnuje
jejich predcasnému kliceni pred koncem zimy
nebo obdobi sucha

-+ dormance semen se prekondva dostatecné

dlouhym obdobim chladu a dostatecnym prisunem
vody



Biosyntéza ABA

- prima cesta

neprimd cesta
pres syntézu
karotenoidt

v /
- glukosylester

konjugace

kyseliny
abscisové




Etylén H,C=CH,

Salisbury a Ross (1982) Plant Physiology

Gloser (1995) Fyziologie rostlin

http://www.plant-hormones.info/ethylene.htm



Etylén

stard Cina - vliv pdleni kadidla na urychlovani
dozravani plodu

Egypt - urychlovani dozravani fiku - poranénim

1864 - Némecko, Francie: pred€asny opad listi
stromu v blizkosti plynovych lamp

1901 - Neljubov - prokdzal pritomnost etylénu
ve svitiplynu + vliv etylénu na riust rostlin



Etylén

1910 - transport pomeranci a banant (Jamajska
obchodni spolecnost)

1934 - Gane (Anglie) prokazal, ze etylén je
produkovan dozrdvajicimi jablky a zplsobuje:

méknuti duziny
zmeény barvy

preména Skrobu na cukr



Etylén

Dnes vime, Ze etylén je produkovan vsSemi
rostlinnymi cdastmi, ale urcité orgdny jako jsou
dozrdvajici plody, stdrnouci pletiva a meristém
produkuji mnohem vétsi mnozstvi etylénu.

Etylén je tvoren také jako odpovéd’ na stres jako
je poranéni nebo invaze patogennich organismu.



Biosyntéza etylénu

ATP
Yanglv
s K  metionin \L(

>/ ACC-syntdza

aminocyklopropan

- karboxylovd kyselina oL, o
1/2012{ dozravani plodu
ACC-oxidéza starnuti
HCN, H,0, CO, pOl"Gﬂéﬂi

elicitory/patogeny
_ Etylén | ctresy

Pi+PPi




Trojna odezva (triple response)

koreny nerostou pozitivné geotropicky
tloustnuti stonku (hypokotylt)

epinastické rapiky listd (zakrivuji se
smérem ke stonku)

trojnd odezva kli¢nich rostlin rajéat
po plsobeni ACC na semena

http://www.plant.uoguelph.ca/research/plantbio/BTamot.htm



Uginky etylénu = rozmanité

inhibuje dlouZivy rist stonkld a korfent zménou orientace
mikrofibril celulozy

stimuluje

dozravani plodii

rezistenci vuéi poranéni a chorobam

tloustnuti stonku a korenl, nestejnd reakce vede k epinastii
rapikd

senescenci kvétu a plodi, vyvoldva tvorbu odluéovaci vrstvy v
rapicich listd a plodd (abscisi)

tvorbu adventivnich korend

horizontdlni rist



Netradicni fytohormony

- brasinosteroidy (brasinolid)

- kyselina jasmonova a metyljasmonat

- polyaminy (putrescin, spermin, spermidin)
- oligopeptidy (systemin)

- oligosachariny

- fenolické latky (derivaty kyseliny skoricove,

benzoové, kyselina salicylova)



Brasinosteroidy

1979 izolovan z pylu
repky

brasinolid



Fyziologické u€inky brasinosteroidu

vyrazné stimuluji
dlouzivy rist a déleni bunék (jejich uéinna koncentrace
je nizsi nez u auxinu) - biotesty na zakrslém hrachu,
fazolu, aj., vyrazné interaguji s IAA = meéni citlivost
pletiv viéi TAA
gravitropismus
tvorbu drevnich elementu (xylogenezi)

inhibuji
zakladani a rast adventivnich korenu
opad listl a plodu



Oligosachariny

oligogalakturonidy - polymery odvozené od pektinu
stimuluji:  tvorbu kvétu

obranné reakce
inhibuji:  tvorbu korend
podstata pusobeni: méni biosyntézu auxinu nebo
inhibuji jeho vazbu

xyloglukany - napr. polymery odvozené od hemicelulosy
stimuluji:  prodluZovani bunék a rist

obranné reakce

morfogenezi (v kulture)



Kyselina jasmonova

poprvé izolovana z houby
Lasiodiplodia theobromae

izolace - jasminovy olej
Jasminum grandiflorum

kyselina jasmonovd JA
- (aktivnéjsi) a + forma

JA a jeji metylester MeJA - v mnoha rostlindch, témér
ve vSech orgadnech az 10ug/g FW



Hlavni metabolické ucinky JA

stimuluje
senescenci = urychlovani starnuti listu
obranu vuéi patogenim a hmyzu
obranu pri poranéni (= signalem pri reakci
na dotyk, na patogeny)

inhibuje
kliceni semen
(=] v o
rust Korenu



