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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 Gcinky 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!



Biosyntéza

I Konjugace

Degradace
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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)



Vlivy auxinu

+ podili se na fototropismu a geotropismu

- zpusobuje apikalni 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



Vliv auxinu na rust korene a stonku
(podle Thimanna)

rozdilna reakce stonku a
korene je zplsobena
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)



1880 - Ch. Darwin: vyznam
koleoptile pro fototropismus

1926 - F. Went: objev auxinu
- umisténi apexu koleoptili na

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

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

Fototropismus

o]

TIKNFZAL CAF
o

HEIGHT WHEH
DECARTATED - 1




F. Went: .
Rostliny. 1979 Wentovy experimenty
S koleophleml ovsa

detail izolovanych vrcholki koleoptili
na agarovych bloccich

I I I I agaroveé bloCky s difundovanou
: : = x rustovou latkou zpusobovaly ohyb
dekapitovanych koleoptili

o
© Peter v. Se - b-onli i i- de




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



Profesor Bohumil Némec (1873 - 1966)

statolitova teorie
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struktura korenové Spicky,
kolumela se statolity (amyloplasty)

Prazska universita
1900



Studium auxinu

Eva ZaZzimalova Eva Benkova a Jiri Friml



Prirozené auxiny

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

kyselina fenyloctova

kyselina indolyl-3-octova (n=1) TAA
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

od tryptofanu jsou zndmé dvé cesty, ale vice preferovand je
cesta, kdy v prvnim kroku dochazi k transaminaci na indolpyruvat
- pak ndsleduje dekarboxylace na indolacetaldehyd - a po
enzymatické oxidaci vznikda TAA.

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

a v plodech (v embryich) '

IAA je syntetizovdna tam

Salisbury a Ross 1993



Novéjsi schéma

biosyntézy auxinu

Zazimalova 2011

anthranilat

\
indol-3-glycerolfosfat ____:3 IAA

s

indol

\ 4
tryptofan

v
IAA



Mechanismy kontroly mnoZstvi auxinu

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

funkce konjugdtt (Bandurski 1984)

zasobni forma (neaktivniho) hormonu
ochrana hormonu pred oxidaci

konjugdty jsou stabilni transportni formou

konjugace slouzi jako prostredek regulace mnozstvi
endogenniho hormonu

Hwh =

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



Metabolismus IAA v rostlinach - konjugacni reakce

ey T
A OH N

AA-X IAA + X
biologicky aktivni

konjugathydrolasa

HC/HY\
CH2

COOH

biologicky neaktivni
%

konjugdatsyntha

Donor X: UDP-Glc, UDP-Gal, myo-inositol, Asp, Ala, Glu

Zazimalova 2011

Konjugdty TAA v rostlindch: 50%-90% celkového obsahu TAA

Lokalizace: ve zrajicich semenech, ve vegetativnich pletivech
Funkce: - zdsobni (hydrolysa pri kliceni semen)
- fransportni

- ochrannd (konjugdty nepodléhaji $tépeni peroxidasami)
- detoxikacni" (pro vysoké endogenni hladiny IAA)



Metabolismus auxinu

biosynthesis
konjugacni a degradacni reakce _
degradation

velmi druhové specifické I
¢asto propojené
GH3

GH3
Zazimalova 2011

IAA-Trp

-> inhibitor of IAA
IAR Wl GH3
ILL BUGT Conjugates

_ ester amide protein JAP1

Conjugates

ester amide



Transport auxinu na bunécné drovni

Auxiny = slabd organickd kyselina

Zazimalova 2011

HA - * HY + A
pH 1 pH I
LAA IAA
0 0
- 4 H‘
M M
pH = 55 ~ 200/0 ~ 80°/o

pH = 7.0: ~0 ~100%



Transport auxinu na bunécné drovni

auxin je prendsen poldrnim transportem z do buriky buriky pomoci
prenasecl: na jedné strané je vnesen do buriky pomoci ., influx"
prenasecu v plasmatické membrdné (AUX1/LAX) a transportovdn
ke druhé strané buriky pomoci .efflux" prenaseéli tzv. PIN nebo
ABCB proteind

PIN FORMED geny (PIN 1-8), kéduji auxinové ,efflux”
prenasece

distribuce téchto prenasect v burice uruje, kterym smérem bude
auxin transportovan



Transport auxinu z bunky do bunky

20% 80%

TAA & TAA + H
- 2 pasivni difuse

‘ ~LAA-influx(uptake)-carrier"

8 ~LAA-efflux-carriers”

- H*-ATPase

Zazimalova 2011



Mutanti Arabidopsis se vztahem k transportu auxinu

Zazimalova 2011 TAA

Mutant auxi
agravitropic roots

(
\ - E (Marchant et al. 1999)

o
& Le
\ 4
Mutant " »
mdrl/pgp19/abcb19 Mutant pini

strong phenotype in floral organs
complex phenotype, dwarf

(Palme & Galweiler 1999,
modified)

WT mdr1/pgp19/abcb19



Model pro polarni
transport auxinu

3

= cycling
vychdzi z 5
chemiosmoticke . WHESSHVRREIN
hypotézy S

Y IAA—| PINcycling |+—BFA

Vieten et al. TIPS 2007




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

» signdl ATPINI byl detekovdn v
plasmatické membrané bunék centrdlniho
vdlce a slabsi signdl v burikdch
endodermis.

» ATPINI protein je lokalizovdn prevazné na
basdlni strané bunék.

» AtPIN4 protein byl prokdzdn 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 - vytvdri auxinové maximum
(modré Sipky).

¢ast auxinu je presmérovana vnejsimi
vrstvami zpet do elongacni zény a
reguluje zakrivovani korene (ATPINZ,
zelené Sipky)

(Friml a Palme 2002)



Mechanismus gravitropismu

J skrob

— | hucleus

buriky kolumely J. Friml

symetricka
distribuce auxinu



Jak auxin zpusobuje ruzné efekty v rostliné?

2 moznosti:

okamzita reakce, primy vliv na bunku
(prodluzovanti)

pomalejSi odezva - zména exprese genl



Primé vlivy auxinu

pritomnost auxinu na povrchu burky iniciuje okamzité
reakce:

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

- extenze bunécné stény - prodluzovani bunky

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



Vliv auxinu na expresi genu

mnoho vlivl auxinu je zprostredkovdno zménami
transkripce gent

auxin vstupuje do buniky aktivnim fransportem

v cytosolu se vdze na proteiny jako ARF1 (,AUXIN
RESPONSE FACTOR1")

ARF1 je transkripcni faktor

transkripéni faktor vstupuje do jddra a vdze se na
promotory genl, které reaguji na auxin (= auxin je tzv.
.response element”)

plsobeni auxinu na transkripci gent je podobné
plsobeni steroidnich hormont u Zivocichd



Regulace genové exprese v odpovédi
na auxin - receptor TIRI1

V odpovédi na auxin jsou represory Aux/IAA degradovdny ubikvitinligdzou
SCF™R! Tim jsou uvolnény transkripéni faktory ARF, které aktivuji
transkripci genl odpovédi na auxin (.auxin response genes").

A B
—— - NM
"—-—-—-_.__________ . /, ’
jaderna membrana
Low auxin High auxin

Zazimalova 2011

ASK1, RBX1 a TIR1 = proteiny
tvorici komplex s
ubikvitinligazou SCF;

[ 5] o .
2 s g\ Auxin 2 = g\ Auxin TIR1 = receptor pro auxin;

<L | response genes <L >l response genes Cullin = podJedno’rka
R\ANANYANANNYNANYANT/AN ubikvi’rinligézy;




Indukce tvorby adventivnich
korenu auxinem

vliv IBA kontrola bez IBA
zakoreriovani rizku koprivénky (Coleus)



Syntetické latky (rdstové regulatory)
s Ucinkem auxinu

1. indolové kyseliny 2. naftalenové kyseliny
- CH;~CODH
@\ J [CH,)2 - COOH 2 0-CH,-COOH
S 90 ‘
2
kyselina indolyl-3-propionova a-naftyloctova B-naftoxyoctova

IPA NAA NOA



Syntetické latky s Géinkem 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 auxinu jsou podobné IAA,
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



Auxin - doporucené stranky

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

experimenty s vlivem auxinu na iniciaci laterdlnich orgdnt
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



Auxin - doporucend literatura

Petrasek J., Malinskd K., Zazimalovad E. (2010): Auxin transporters controlling
plant development. - In: Geisler M. Venema K. (eds.) Transporters and Pumps in
Plant Signaling. Series Signaling and Communication in Plants Vol. 7.

Zazimalovad E., Murphy A.S., Yang H., Hoyerova K., Hosek P. (2010): Auxin
Transporters—Why So Many? COLD SPRING HARBOR PERSPECTIVES IN
BIOLOGY

Vandenbussche F., Petrdek J. Zédnikové P., Hoyerovd K., Pesek B., Raz V.,
Swarup R., Bennett M., Zazimalovd E., Benkova E., Van Der Straeten D. (2010):
The auxin influx carriers AUX1 and LAX3 are involved in auxin-ethylene

interactions during apical hook development in Arabidopsis thaliana seedlings.
- DEVELOPMENT 137: 597-606.

Tanaka H, Dhonukshe P and Friml J. (2006) Spatio-temporal asymmetric auxin
distribution: Means to coordinate plant development, Cellular and Molecular
Life Sciences, 63: 2738-54.

Paciorek T and Friml J. (2006) Auxin signalling, Journal of Cell Science, 119:
1199-202.

Morris D, Friml J., ZaZimalovad E. (2004) The Transport of Auxins. In: Davies
P.J. (Ed.): Plant Hormones: Biosynthesis, Signal Transduction, Action, Kluwer
Academic Publishers. s. 437 - 470, ISBN: 1-4020-2685-4. (Textbook)



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 o
) .
kyselina mevalonova evalonic acid

l

geranylgeranyl
pyrofosfat

Biosyntéza
giberelint

prvni giberelin

heaktivni

ent-kauren

|

kyselina
ent-kaurenova

GA,



Mutanti syntézy giberelint

gal A. thaliana
anl Z mays

6GPP | Is P. sativum
i gal2 A. thaliana
CPP | db5 Z mays
v gib3 L. esculentum
ent-kauren |
I ga3 A. thaliana
ent-kaurenova lh P sativum
kyselina
' | d3 Z mays
GA,,
b 42 Z mays ?
GA
l53 . gab A. thaliana
A
& il 20 | ga4 A. thaliana

GA, dl Z mays
le P sativum



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 IAA)
. vyvolani partenokarpie

. indukce kveteni v neindukénich podminkach
. poruseni dormance pupenl nebo semen, indukce

kliceni semen

. mobilizace zdasobnich latek v semenech pri kliceni

(transkripce a-amylazy)



Mechanismus pusobeni giberelind
na kliceni obilovin

gibereliny (6A;) z embrya a stitku

indukce aktivace nebo de novo
hydrolases . | , | , v
GA; o syntézy a-amylaz v aleuronové vrstve

small moleculas

transport a-amylaz do endospermu
hydrolyza skrobu

transport cukrl do rostouci rostlinky




Regulace hladiny giberelint

* regulace biosyntézy
- requlace syntézy ent-kaurenu

- requlace syntézy vnéjsimi faktory (teplota a
svetlo = fotoperioda - aktivita Ga,, oxiddz)

- inhibice zpétnou vazbou
- tvorba konjugati (s glukosou)

» ireversibilni deaktivace ( 2-beta-hydroxylace)



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 = latka 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,

C LY

CH

3

Hac)%/\NH
NN
I/&\
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
P,
W N P"

benzyladenin BA 6-(3-hydroxybenzylamino)purin

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



Syntetické cytokininy

gy
° TR
[ H H
N>~ N\ N C—N—C—N / N\
Ne”
o =
N N
H
furfuryl aminopurin derivat mocCoviny
kinetin K thidiazuron TDZ




Vliv cytokinint

- stimulace bunééného déleni —> nazev

- potlaeni apikdlni dominance ==) podpora riistu
axilarnich meristémd, iniciace adventivnich pupent

- stimulace vyvoje chloroplasttii

- aktivace syntézy RNA a proteinu
mm)  odddleni senescence

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



Metabolismus cytokinini:

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




Johannes
van Staden

Praha ACPD 2005

B -

r'aha AC 2009



Metabolismus cytokininu

=, — —

e
GRS,
tRNA
QHOH
? ’
0" AMP '
X 3 O-Glycosides
t-zeatin
ol ribosid N \\ .
ycosides | H H_{Gluumldﬂ

O-Acetylester | Ala-conjugate

CH_ Ok

.
10_u O-Glycosides
T\:, . NQ> '.__."_.-;',-*
=N - \H_{Eluﬁulide :
@ Ala-conjugate ;

dihydro
zeatin
ribosid

O-Glucoside

Kaminek 1992




Biosyntéza a metabolismus cytokinin

- bacterium
A
ATP 1 o AMP| |+ DmAPP
ADP
l AtIPT4 l IPT
iPTP | iPMP
iPDP l
ZRTP |__, |zZRMP|—- ‘_.
ZRDP
" hypothetic | !
ligand

___________

dihydro Z

Astot et al. 2000)

(Kaminek 1992)

(Mok et Mok 2001)

AN

4
adenine + /?-methyl-butenal

/

cytokinjri oxidase/dehydogenase

cis-Z

O-glukosyl
trans-zeatin

N-9-glucosyl
trans-zeatin




Transgenni tabdk s aktivnim jpt genem
z Agrobacterium tumefaciens

|
'i

velka
nadprodukce
endogennich
cytokinint

|

potlaceni
apikadlni
dominance S

teratomy neschopné tvorby korend,
kvétl a semen



Fenotyp tabaku exprimujicich

cytokininoxidazu/dehydrogendzu
A’rCKXl
)

4.,9.,12.,16.a 20. list

(pocitdno shora)

6 tydenni rostliny pribéh senescence
rostliny v dobé kvétu



Regulace bunécného cyklu - ovlivnéni fytohormony

cytokinin
# Frank, Schmiilling (1999) TIPS
-
@ ytokinin
-,
aktivni neaktivni
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Inhibitory kinaz (CDK)

odvozeny od cytokinini
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olomoucin

soutézi s ATP o vazebné misto v molekule kindzy M. Strnad
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Vyuziti derivatu
o o O
= derivaty BAP - festy ngm.!w AU astech prokdzaly
.antiaging" efekty (Pyratene - 6 = krém proti starnuti kize)

INCYDE = inhibitor CKX/DH - struktura odvozend od BAP =
po postriku touto ldtkou dochdzi ke zvétsovani kvétl i semen

Olomoucin I (9-metylpurin) - inhibuje bunécné délent,

Olomoucin IT, Roscovitin (isopropylpurin) - inhibice p35 Cdk5,
kterd se nadprodukuje pri Alzheimerové chorobé. Nyni se jiz
testuji [éCiva SELICICLIB a CYCLACEL

- vyuziti onkologie, neurologie (Alzheimer), virologie (herpes),
parazitologie (Plasmodium, Trypanosoma, Toxoplasmosa)



J. Kieber, M. Kaminek
R. Vankova



Hypotéza prijmu a prenosu signalu cytokininu
u Arabidopsis (To /{Kieber‘, 2007)

Cytokinin

receptory cytokininu

AHK2. AHKS \0 dvoukomponentni
prrenos fosfdtové and CRE1/AHK4 | histidin kindzy AHK v
skupiny pres AHP e lm plazmatické membrané
proteiny do jadra ~ APs o | ———"
. regulation of
cytokinin
® ® signaling
* Circadian
_ X o thythms
X y Type-B &’ Type-A & p « Phytochrome
aktivace requldtort @] AHHS C? ARRs >functlon
v . I.?
odpovédi = indukce l g S I el
transkripce |ptmn Transcription
| CLV,
function
Gene expression regulatmg shoot and Prutein Wus
root development, de-etiolation, leaf .
expansion, root vascular differentiation, | degradation
senescence and cytokinin homeostasis
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Regulace hladiny aktivnich
cytokinint

* rychlost biosyntézy
» rychlost konverzi (metabolismu)

» konjugace s glukosou a alaninem

+ transport

* degradace



Metody stanoveni cytokininu

A. Biotesty

proliferace bunék v kalusové kulture - nepouziva
se jiz prilis Casto, protoze trva velmi dlouho
expanze déloh redkvicek

inhibice ztrdty chlorofylu v segmentech listu
jeCmene béhem senescence

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



Interakce cytokininu a auxinu

Morfogeneze v drenovém kalusu tabdku
Skoog a Miller (1956)

rozdilny pomér auxinu a cytokininu




Fytohormony a rustové
regulatory II.
4

Kyselina abscisova
etylén
netradicni fytohormony
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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 Zivo&ichl nemohou
rostliny uniknout z nevhodnych
podminek (sucho, prichod zimy)

L CH
aktivné. 3 tHs CH3
CH=CH-C=CH-C-0H
. H2 [
.Adapt or die. OH 0
0 Ha

Kyselina abscisova (ABA) H
je hlavnim Cinitelem pri Abscisic acid (ABA)
zprostredkovani adaptaci rostlin
ha stres. 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




Ethylen H,C=CH,

Salisbury a Ross (1982) Plant Physiology
Gloser (1995) Fyziologie rostlin
George et al. 2008

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



Ethylen

stard Cina - vliv pdleni kadidla na urychlovani
dozravani plodu

Egypt - urychlovani dozrdvani fiku jejich poranénim

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

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



Ethylen

1910 - transport pomeranci a banant (Jamajska
obchodni spolecnost)

1934 - Gane (Anglie) prokdzal, ze ethylen je
produkovan dozrdvajicimi jablky a zplsobuje:

1. méknuti duziny
2. zmeény barvy

3. preména skrobu na cukr



Ethylen

ethylen je produkovan vsemi rostlinnymi castmi,
ale urcité organy jako jsou dozrdvajici plody,
stdrnouci pletiva a meristém produkuji mnohem
vétsi mnozstvi ethylenu

ethylen se tvori také jako odpovéd na stres jako
je poranéni nebo invaze patogennich organimu



Biosyntéza ethylenu

Yangiiv Pi+PPi

cyklus / \L(‘
y ACC-syntaza
aminocyklopropan

karboxylovd kyselina

1/20 dozrdavani plodui
ACC-oxidaza starnuti
HCN, H,0, €O, *—; ‘ oranéni

elicitory/patogeny
_ Ethylen Sesy




Uéinky ethylenu = rozmanité

inhibuje dlouZivy rist stonkiu a korent
zménou orientace mikrofibril celulozy

stimuluje

dozravani plodd

rezistenci vuéi poranéni a chorobdm

tloustnuti stonku a korenl, nestejna reakce vede k epinastii
rapiku

senescenci kvétu a plodl, vyvolava tvorbu odluovaci vrstvy
v Fapicich listh a plodu (abscisi)

tvorbu adventivnich koreni

horizontdlni rist



Trojna odezva (triple response)

koreny nerostou pozitivné
geotropicky

tloustnuti stonku (hypokotylt)

epinastické rapiky listt (zakrivuji se
smérem ke stonku)

i

Y Fn,ﬁ! (i

Ethylene




Dikaz, Ze ACC je nejdilezitéjSim
meziproduktem v biosyntéze ethylenu
ACC deaminasa = mikrobidlni enzym, vyskytujici se u ¢etnych ptdnich

mikroorganismi, véetné bakterii podporujicich rist rostlin, katalyzuje
hydrolytické stépeni (ACC) na a-ketobutyrat a ¢ pavek

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

transgenni kli¢ni rost| iny rajcat exprimujici
kontrolni kli¢ni rostliny ACC deaminasu pod konstitutivnim
rajcat po plsobeni ACC promotorem po plsobeni ACC



Netradi¢ni fytohormony

brasinosteroidy (brasinolid)

kyselina jasmonovd a metyljasmonat
polyaminy (putrescin, spermin, spermidin)
oligopeptidy (systemin)

oligosachariny

fenolické latky (derivaty kyseliny skoricové, benzoové,

kyselina salicylova)
strigolaktony
kourovée latky - butenolidy...



Brasinosteroidy

OH
..... 1979 izolovan z pylu
repky olejky
(Brassica napus)

brasinolid

4 mg ze 40 kg pylu

Drive byly brassinosteroidy povaZovdny pouze za ristové regulatory
spolu s polyaminy, kyselinou jasmonovou, oligosacharidy nebo nékterymi
fenolickymi Iatkami, ale diky objevu brassinosteroidovych mutantt
Arabidopsis thaliana a hrachu (Pisum sativum) v roce 1996 a 1997 byly
na konferenci v Japonsku v roce 1998 zarazeny mezi fytohormony.



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



Strigolaktony

jsou vylu¢ovany korenovym systémem rostliny
requluji jeji vétveni

modifikuji G¢inek auxinu a podili se na interakci rostlin a
prostredi, ve kterém rostou (Gomez-Roldan et a/. 2007, 2008)

hraji vyznamnou dlohu pri parasitismu (Yoneyama et al. 2008)

jsou rozpozndvacim signdlem pro symbiotické mikroorganismy
Zijici v korenech rostlin (mykorhiza) (Soto et al. 2010)



Strigolaktony

byly nalezeny v korenovych exudatech jako signdly pri
komunikaci s parazitickymi rostlinami (Striga, Orobanche) a
mykorrhiznimi houbami (arbuskularni mykorhiza)

u mutantl byla pozorovdna zvysend tvorba vétveni
- hrach: ramosus (rms)

- Arabidopsis. more axillary growth (max)

jsou odvozeny od karotenoidu

inhibuji vétveni stonkd

http://www.toxicology.cz/modules.php?name=Newsé&file=article&sid=316



Strigolaktony

ndzev odvozeny od Jmena poloparazitické
rostliny - Striga (Celed Orobancaceae)

a laktonového kruhu

rostliny rodu Striga parazituji napr.
na kukurici, ¢iroku a prosu

semena parazitickych rostlin prezivaji celé roky v dormantnim stavu

zacinaji klicit teprve po indukci chemickym signalem, vyluCovanym
korenovym systémem hostitelské rostliny

signdlem jsou strigolaktony

béhem nékolika minut dochazi ke stimulaci mitochondrii, béhem hodiny
k nastartovdni biosyntézy a poté nasleduje exprese genl aktivujicich
bunééné déleni, rust a diferenciaci (Brewer et al. 2009)



Strigolaktony - odvozeni nazvu

0O—H
S CH—O—H

¥4 Striga asiatica

PR e 4 e e

z pdf prednasky L. Havelkové:
http://www.mykorhizy.webpark.cz/prednasky.html



Strigolaktony

http://www.toxicology.cz/modules.php?name=Newsé&file=article&sid=316

chemickd struktura ... cu,
je odvozena od
tetracyklické
molekuly, nazvané
strigol

CHgy o 0 0
O
2008 - zndmo jiz devét: éji @j/i
napr. strigol, orobanchol, 0 o0 .0 NP
alectrol, sorgolakton 7 \(:\(

SORGOLAKTON CH; GR24

synteticky pripraveny analog strigolaktont = GR24



Strigolaktony

Carateraid
AAANT, RMES, HTDTDT 7
MAX3, RMS5 a HTD1/D17 kéduji CCD7 IeELr) v
L AR, BMST, D70, DADT
N\AX4, RN\SI, D10 a DAD1 kOdUJI CCD8 I:E:EE'EI:I
.carotenoid cleavage dioxygenase” CCD = v
kli¢ovy enzym katalyzujici $tépeni Caratenoid cleavage product
karotenoidt -
AAAK T 4’
| E

rostliny s mutacemi v téchto enzymech

jsou deficientni na strigolaktony
Mowvel harmaona

MAX1 - cytochrom P450 monooxygenasa

N\AXZ, RMS4 a D3 pl?lSObf \" pOZdéJgiCh Lid s GRATH N3

biosyntetickych krocich (pfenos signdlu) F-box)

mutanty = necitlivé na strigolaktony

Branchinginhibition

Umehara et al. Nature, 2008



Butenolidy

zvlastni role koure pri podpore kliceni semen
mnoha druhi po poZdru

(1) = neddvno popsana sloucenina
3-methyl-2H-furo[2,3-c]pyran-2-on

jako mozny promotor kliceni semen z koure

2010 - Light et al. - pribuzny butenolid (2)
izolovany rovnéz z koure horicich rostlin:

3,45 -trimethylfuran-2(5H)-on

naopak inhibuje kliceni a vyznamné redukuje
vliv (1)

Interakce téchto latek miZe mit vyznam
pro pochopeni preruseni dormance semen
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