Cviceni z fyziologie rostlin

9. Fytohormony




Fytohormony

» Obecnéji ,r0stové reguldtory” (= véetné syntetickych latek)

» Organické molekuly (zejména endogenniho pUvodu) — syntéza v urité cdsti
rostliny, fransport do jiné Casti, fyziologicky UCinek v nizkych koncentracich

» Regulace rUstu a vyvoje rostliny, udrzovdni celistvosti rostliny

» ydrzovdni spravnych vztaht na Urovnich bunka - pletivo — orgdn,
zprostredkovani komunikace, prenos informace o zméné jedné Casti rostliny
do ostatnich cdsti, korelace ristu (vztahy mezi orgdny souvisejici s rdstem),

dpora regenerace pri poruseni celistvosti.

»/ PUsobeni stimulacni i inhibicni

- upiny rustovych reguldtord
= Auxiny
» Cytokininy
» Gibereliny
» Etylen
» Kyselina abscisova
= Kys. jasmonovd,
» Brasinosteroidy

= Polyaminy, oligosacharidy, oligopeptidy.....




U&inky fytohormond
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» Syntéza ve vzrostném vrcholu a mladych listech, tfransport
bazipetdini do starsich casti rostliny

® Prirozené: kys. indolyl-3-octovad (IAA), kys. indolyl-mdselnd (IBA), kys.
fenyloctova (PAA)

» Umélé: kys. naftyloctovda (NAA), kys. 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), ...

» Stimuluji: prodluzovaci rust (stonku i korene), fototropismus,
gravitropismus, polarita bunék/pletiv/orgdnu, vyvoj cévnich svazku,
vyvoj ploduy, tvorba adventivnich korenU, regenerace

» |nhibuiji: tvorba postrannich vyhonU do urcité vzddlenosti od
vzrostného vrcholu (tzv. apikdini dominance)

= Auxiny: N

OH
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» Cytokininy L AN
» Syntéza v korenech a v intenzivné se délicich meristémech,
transport z korend do nadzemni Edsti

» Benzyladenin (BA), benzylaminopurin (BAP), m-topolin (mT),
zeatin (Z), izopentenyladenin (iP)...

» Stimuluji — bunécné déleni, regenerace, vétveni nadzemni
Casti (potlaceni apikdlni dominance), zoomaleni starnuti,
odolnost vUc&i stresu, diferenciace plastidU, tvorba chlorofylu,
tvorba zasob skrobu

» DuUlezitd je spradvnd rovnovdha s auxiny a dalsimi
fytohormony



U&inky fytohormond

Kys. giberelova, G3

» Gibereliny
» Syntéza v celé rostlingé, nejvice v oblastech aktivnino ristu

» Kys. giberelova (GA3) a dalsi - GA4, GA12,... vice nez 80
|Gtek

» Stimuluji: prodluzovaci rust stonku (spolu s auxiny),
jarovizace, indukce kveteni, indukce kliceni semen
(spusténi rozkladu zasobnich Iatek z endospermu pro
vyzZivu embrya)
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» Kyselina abscisova (ABA)

» Syntéza v dormantnich orgdnech (pupeny, semena,
zAsobni orgdny), v korenovych Spickdch, v listech;
transport z koren do nadzemnich ¢dsti

» Stimuluje: starnuti (senescence) pletiv a orgdnd, opad
list0, regulace vodniho provozu — uzavieni prdduch pri
suchu, indukce obranné reakce piri stresu

» |nhibuje: prodluzovaci rist a rychlost rOstu, zpUsobuije
dormanci (podle rovnovdhy s gibereliny)



U&inky fytohormond

» Ftylen H
» Plynny fytohormon

» Produkt oxidace kys. 1-aminocyklopropan-1-karboxylové
(ACC), syntéza ve starnoucich pletivech, dozravajicich
plodech, také v reakci na stres (zejména poranéni)

» Stimuluje: radidini rdst (tfloustnuti stonkd a korfend),
dozravani plodu, tvorba odlucovaci vrstvy pii opadu listu

» |nhibuje: prodluzovaci rist a gravitropické reakce,
zavirdni pr0duchU zpUsobené ABA




Stanoveni obsahu fytohormonu

» Plynny etylen se stanovuje pfimo ze vzduchu okolo rostliny
pomoci plynové chromatografie

» Ostatni fytohormony (v aktivni i neaktivni formé a prekurzory):
» Homogenizace biomasy v kapalném dusiku (nutnda nizka teplotal)
» Extrakce poldrnimi (nebo nepoldrnimi) rozpoustedly

Nutné precisténi extraktu (ionftoménice, C-18 Sep-Pak kolonky),
pouziti antioxidantu

» Analyza:
» kapalinovou nebo plynovou chromatografii s hmotnostni detekci

» Radioimmunoassay (RIA) — pourziti radioaktivné znacené analogicke latky,
soupereni o vazebnd mista na protildtkach, vyhodnoceni podle podilu
radioaktivity

®» Fnzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) — vazba fytohormonu na
specifické protildtky, navazdni zpUsobi aktivaci enzymu, ktery preméni
substrat na barevny produkt — barevnd reakce, kolorimetrické
vyhodnoceni



Vyuziti fytohormonu v praxi

Rostlinné biotechnologie:

» Kultivace a mnozenirostlin in vitro,
mikropropagace, udrzovani odrud, ...
(nutnd spravnd rovnovdaha auxinu a cytokininu)

Rizkovani a zakoferiovdni (auxiny)

Urychleni kliceni semen, jarovizace
a indukce kveteni, vétsi nasazeni plodu
(gibereliny)

Rizeni dozrdvdni plodU (etylen) pfi fransportu
na dlouhé vzddlenosti



Prace s fytohormony,
kultivace in-vitro

V rdmci pfedmétd vyucovanych na UEB-EBR
» Bi6120 Rostlinné explantaty

» Bi8470 Principy rostlinnych biotechnologii

Kontaktni osoba: Mgr. Hana Cempirkovd, Ph.D.



Prakticke ndvody




Vliiv fytohormonu na rust a vyvoj rostlin

Uloha 1:
Sledovadni projevu apikdini dominance u kli¢nich rostlin
hrachu
Jloha 2:

Indukce tvorby adventivnich korenU auxinem




Uloha 1 — Regulace vyvoje kli¢nich rostlin

» Princip:
(experiment podle prof. Rudolfa Dostdla (Dostal, 1959))

Auxiny produkované vzrostnym vrcholem klicni rostliny a

obsazené v délohdch zpUsobuji apikdlni dominanci

vzrostného vrcholu, a brani tak rozvoji postrannich, fzv.

kotyldrnich pupenu (kotyldrd) umisténych tésné nad
elohami.

Odriznuti vzrostného vrcholu, nebo jedné délohy a nebo
aplikace umeélého zdroje auxinU na misto vzrostného
vrcholu nebo na obnazenou délohu zméni rovnovahu
fytohormonU a zpUsobi zménu ve vyvoji kotyldaru.



Uloha 1 - Regulace vyvoje kli¢nich rostlin

Kontrola -E -D IAA+D IAA-E

Hypotézy:

= Odstranéni epikotylu (pfirozeného zdroje auxinU; -E) zrusi apikdlni dominanci a
umozni rozvoj obou kotyldrd.

» Odstranéni epikotylu a jedné délohy (-D) porusi rovnovahu auxind a umozni rozvoj
kotyldru nad odstranénou délohou.

= Aplikace auxinu na jednu delohu (IAA+D) posili inhibicni viiv délohy a vznikld
nerovnovaha umozni rozvoj kotyldru nad neosetfenou délohou.

= Aplikace auxinu na feznou plochu po epikotylu (IAA-E) zachova apikdlni
dominanci vzrostného vrcholu a kotylary se vyvijet nebudou.



Uloha 1 — Regulace vyvoje kli¢nich rostlin

= PomuUcky a potreby:

» Rostlinny materidl: klicni rostliny hrachu (Pisum sativum) péstované ve
tmeé v destilované vodée

» Pofreby: pinzeta, ziletka, pdrdtka, popisovac

» Chemikdlie: lanolinovd pasta s pridavkem 1% kys. indolyl-3-octové (IAA)




Uloha 1 - regulace vyvoije kliénich rostlin

= Provedeni:
» Priprava rostlin:

» Oznacit kultivacni nddobu porfadovym
Cislem

» Oznacit rostliny podle zkoumanych
ariant (popis na kultivacni naddobé)

» -EY—rostlina bez epikotylu

» -D" —rostlina bez epikotylu s odstranénou
jednou délohou

» |AA-E" —rostlina bez epikotylu s aplikaci
pasty s IAA na feznou plochu

» |AA+D" —rostlina bez epikotylu s aplikaci
pasty s IAA na obnazenou jednu délohu

» Rostlina uprostred naddoby bude slouzit
jako neosetrend kontrola



Uloha 1 —regulace vyvoje kli¢nich rostlin

» Provedeni:
» Priprava rostlin:

» -E" —rostlina bez epikotylu

» Ziletkou odfiznout epikotyl
(zhruba Tcm od semene, pod prvnimi
supinovitymi palisty)

+JAA-E" —rostlina bez epikotylu s aplikaci pasty
s IAA na reznou plochu

» Jiletkou odfiznout epikotyl

» Na feznou plochu nanést pastu s IAA




Uloha 1 - regulace vyvoije kliénich rostlin

» Provedeni:
= Priprava rostlin:

,-D" —rostlina bez epikotylu s
odstranénou jednou délohou

» Klicnirostlinu sefrné vyjmout
substratu

Ziletkou odfiznout epikotyl

®» Pomoci pinzety Setrné
sloupnout osemeni

» Jiletkou odfiznout jednu z
déloh

» Rostlinku zasadit zpét do
substratu




Uloha 1 - regulace

= Provedeni:
» Priprava rostlin:

+AA+D" —rostlina bez epikotylu s
aplikaci pasty s IAA na
obnazenou délohu

» KliCnirostlinu Setrné vyjmout ze
substratu

lletkou odfriznout epikotyl

Pomoci pinzety setrné
sloupnout osemeni (celé nebo
alespon z jedné délohy)

Jednu obnazenou
délohu poffit
pastou s IAA

Rostlinku zasadit
zpet do substratu




Uloha 1 —regulace vyvoje kli¢nich rostlin

» Vyhodnoceni:

Po 7-14 dnech kultivace na svetle
vyhodnotit stav rozvoje kotyldr




Uloha 1 —regulace vyvoje kli¢nich rostlin

Kontrola: normalni vyvoj hlavniho stonku

Rostlina bez epikotylu (-E): rozvoj obou kotyldry,
__ znich nové postranni vyhony

Rostlina bez epikotylu s aplikaci
IAA na feznou plochu (IAA-E):

- kotylary se nevyviji (zachovdna
apikalni dominance)
- pahyl epikotylu deformovany
(ztloustly) s Castym vyskytem
novych adventivnich kofenU




Uloha 1 —regulace vyvoje kli¢nich rostlin

Kontrola: normalni vyvoj hlavniho stonku

Rostlina bez epikotylu a jedné délohy (-D):
rozvoj kotyldru nad odstranénou délohou

Aktivni kotyldr

Rostlina bez epikotylu a
s lednou délohou osetrenou
Pahyl epikotylu IAA (IAA+D):
. Sy =——==——— rozvoj kotyldru nad
neosetrenou deélohou




Uloha 2 — Indukce tvorby adventivnich kofend

» Princip:

Vhodnd koncentrace auxinu (napr. okolo 107 az 10~ M) indukuje
tvorbu adventivnich korenU v nodech cdsti stonkU (,,stonkovych
fizcich"), ale i v jinych orgdnech (napft. fapiky a cepele listy).

izk& koncentrace (mensi nez 107 M) muize indukovat jen maly
pocet novych adventivnich koreno.

Vysokd koncentrace (104 M a vyssi) mUze sice indukovat vznik
velkého poctu adventivnich kofenU, ale vysokd koncentrace
auxinu inhibuje jejich dalsi rist a vyvoj, takze zUstdvaji zakrslé a
nevyviji se.



Uloha 2 — Indukce tvorby adventivnich kofend

= PomuUcky a potreby:
» Rostlinny materidl: vrcholové fizky stonkU rostliny Tradescantia

» Potreby: Ziletka, preparacni jehla, zkumavky, folie/parafiim, popisovac

» Chemikdlie: vodné roztoky kys. indolyl-mdselné (IBA) o koncentracich
10°Ma 104 M




Uloha 2 — Indukce tvorby adventivnich kofend

®» Provedeni:

» Upravit vrcholoveé rizky-
zachovat vrchol se 2-3
nejmladsimi listy,
odstranit ostatni listy,
upravif délku fizku,
zachovat 2-3 nody

» Dg zkumavek nalit
O okrqj roztok IBA
nebo vodu (kontrola),
utésnit folii/parafimem

Prorazit ve folii otvor
a vlozit rizek




Uloha 2 — Indukce tvorby adventivnich korend

» Vyhodnoceni:

Po 7-14 dnech
kultivace na svétle
vyhodnotit pocet

a déelku adventivnich
korenU U |
variant

dnotlivych == S g e or
< N A xS

- - W ” -

IBA]O5M IBA 104 M



Uloha 2 — Indukce tvorby adventivnich korend

Kontrola - v kazdém nodu 1 az 10 dlouhych adventivnich korfend

IBA 10> M — v kazdém nodu 10 a vice kratkych
adventivnich kofenu

IBA 104 M — v kazdém
- nodul10avice
zakrnélych zakladu
(primordii)
adventivnich korenu,
které se ddle nevyviji
kvUli inhibuijici
koncentraci auxinu

Kontrola

IBA 10> M

IBA 104 M

j\




