11/ Faktory ovliviiujici a regulujici
VyVO]JOVE procesy

Vyvojové procesy (rist a vyvoj) rostlin jsou ovliviiovany (resp. regulovany) fadou pfirozenych faktord,

které miZeme klasifikovat jako vnitini a vnéjsi. Jsou to zejména:

faktory genetické

pfijem a pfenos signélt

fytohormony

faktory nutri¢ni faktory vnitfni
- fotosyntaty

- aminokyseliny

- vitaminy

o

- voda

- kyslik

- mineralni Ziviny

—  oxid uhli¢ity

- fotosynteticky u€inné zareni
(svétlo jako faktor nutri¢ni)

teplota

svétlo jako faktor signalni

gravitace

mechanické tlaky Y.

_/

faktory vnéjsi:
(A) chemické
a fyzikalni

% N oL

9. mikroorganismy a dalsi slozky _ faktory vnéjsi:
Zivého okoli (B) biotické

Pozndmky: 1) Terminy vnitini (interni) a vnéjsi (externi) jsou zde pouZity ve smyslu endogenni (vnitr-
niho puvodu) a exogenni (vaéjsiho puvodu). 2) Tato klasifikace je vSak jen jednou z vice moZnych. Zdvi-
si na pouZitém hledisku a konkrétni situaci. Napr: p¥i kultivaci izolovanych bunék, pletiv a orgdnu in
vitro jsou vSechny nutricni faktory a casto i nékteré fytohormony soucdsti kultivacniho média, jsou tedy
faktory vnéjsimi. 3) Presto, Ze svou povahou a biologickym vyznamem se uvedené faktory vzdjemné
znacné lisi, vysledné projevy jejich pusobeni mohou byt velmi podobné nebo dokonce shodné (napr:
indukce ristovych a vyvojovych procesu, zména jejich rychlosti ¢i sméru, udriovdni homeostdze).
Obvykle nepusobi izolované, nybr? spolecné, cCasto v ruznych interakcich a kauzdlnich vztazich.
4) Vyvojové procesy rostlin mohou byt ovlivnény také xenobiotiky (viz Fyziologie stresu).

11.1 Faktory genetické

Vsechny rlistové a vyvojové procesy rostlin (i ty, které probihaji v kulturéch izolovanych bunék, pletiv
a organi) patfi do ontogeneze a jsou realizaci jejich ontogenetického programu. Pfimo nebo nepfimo
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jsou regulovany molekularné-genetickymi faktory a mechanismy genové exprese. Molekul4rné-gene-
tické faktory ovliviiujici riist a vyvoj rostlin mohou byt i vnéjSiho pivodu (exogenni), jak tomu je v pfi-
padg virl a bakterii napt. rodu Agrobacterium.

11.2 Prijem a prenos signali

Rostlina po cely sviij Zivot piijima signaly (tj. informace a podnéty — stimuly) prichazejici z jejiho
vnitiniho a vnéjsiho prostfedi a reaguje na né. Pfijima je specifickymi receptory a sensory a ve svych
bunkéch, mezi bunkami a v celém téle je prenasi po signalnich drahach a sitich. Jako signdly piisobi
svétlo, cukry (mono- a oligosacharidy), fytohormony, patogeny, zmény vektorového rozloZeni mecha-
nickych tlakd v pletivech, gradienty iontd a dalsi faktory ovliviiujici rist a vyvoj rostlin nebo vyvola-
vajici jejich obranné a pohybové reakce. VEtSina signdld zpisobuje zmény genové exprese. Reakce
rostliny na signdl zavisi na jejim vyvojovém stavu, pfedchozich vlivech prostfedi a na vnitfnich bio-
logickych hodinéch, které specifikuji ¢as v rdmci roku a dne (viz Biorytmy). Koneéné reakce rostliny
(resp. buriky) byva projevem integrace riznych signalnich informaci (viz Signalni sité).

11.2.1 Receptory a sensory

Receptory signalii jsou obvykle bilkoviny a jejich komplexy. Nejvice prostudované jsou receptory
plasmalemy, méné znamé jsou ty, které funguji v cytoplasmé a dalSich kompartmentech. Signal
v podobé molekuly nebo iontu, ktery se vdZe na receptor a vyvolava zménu jeho konformace, je
oznacovan jako ligand. Nékteré receptory reguluji genovou expresi prostfednictvim efektoru pfimo.
Tak ptisobi napt. nékteré receptory Zivoc¢iSnych steroidnich hormont. Ve vétsiné pfipadd vSak vazba
ligandu na receptor zahajuje fetéz biochemickych reakci, které vedou od signélu, resp. od vazby
ligandu na receptor, k buné¢né reakci. Vazba signalni molekuly (ligandu) na receptor a vysledek
této vazby mohou byt znazornény takto:

ligand + receptor <> komplex ligand-receptor
komplex ligand-receptor — prenos signalu = vysledna reakce

Sensory jsou bilkoviny (napf. hexokinasa) ¢i bilkovinné komplexy, které vnimaji jako signil zménu
pratoku signdlni molekuly (napft. cukru). Tak mohou fungovat vedle metabolickych enzymil také napf.
membréanové pienasece.

K hlavnim, dosud identifikovanym, rostlinnym receptorum patri:

1. Proteinkinasové receptory (RLK, receptor-like protein kinases). RLK je u rostlin skupina Ser/Thr
proteinkinas, jejichZ intracelularni kinasovd doména se fosforyluje v disledku agregace receptoro-
vych domén v plasmalemé, poté co doslo k vazbé ligandu (obr. 89).

2. Dvoukomponentni receptorové systémy tvofené receptorem a efektorem, podobné tém, které jsou
béZné u mikroorganismi (obr. 90).

3. Receptory charakterisované sedmi transmembranovymi doménami, jednou doménou extracelularni
a jednou cytoplasmatickou.

4. Receptory fungujici jako iontové kanaly. Do této skupiny patii napf. receptor/vapnikovy kanél

v membrané ER, ktery vaZe inositol-1,4,5—trisfosfét (IP,).

. Receptory Cerveného svétla — fytochromy.

. Receptory modrého svétla — kryptochromy a fototropiny.

7. ABP1 (auxin binding protein 1) — ktery je lokalizovan v ER (nese reten¢ni signal KDEL, viz Struk-
tura a funkce rostlinné bunky), ale aktivni je minoritni ¢ast jeho molekul unikajici z ER exocytosou
na plasmalemu, kde vaZe auxin.

N W
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signal

> (ligand)

extracelularni
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fosforylace
cilovych bilkovin

cytosolicka

domena
katalyticka katalyticka
domena domena
inaktivni aktivni

Obr. 89. Proteinkinasovy receptor RLK. Vazba ligandu vyvolava agregaci receptord, jejich fosforylaci a pfechod do
aktivniho stavu.

ethylen (cytokinin)
Hzc = CHz Hzc = CHZ

pfenos signalu
—>» na dalsi regulaéni
bilkoviny

histidinkinasova
doména

regulator
odpovédi

Obr. 90. Dvouslozkovy receptor ethylenu.

Identifikace receptoru

Identifikovat néjakou molekulu jako receptor neni snadné. Pfi rozhodovani, zda se skutecné jedna

o receptor, plati tato kriteria:

1. Receptor ma k ligandu (signélni molekule) vysokou afinitu.

2. Vazba ligandu je nekovalentni, reversibilni.

3. Vazba je (v zévislosti na koncentraci ligandu) saturovatelna.

4. Receptor je specificky pro biologicky aktivni molekuly a vazba vyvolavé reakci odpovidajici fyzio-
logické aktivité in vivo.

5. DisociaCni konstanta (K ;) komplexu ligand-receptor odpovidé koncentraci, pfi které je ligand aktiv-
ni in vivo.

Disociacni konstanta komplexu ligand-receptor

Afinita receptoru k ligandu (resp. sila vazby ligandu na receptor) se vyjadiuje pomoci disociacni kon-
stanty K, komplexu ligand-receptor. Cim je disociacni konstanta nizsi, tim je vazba mezi ligandem
a receptorem pevnéjSi (tim vyS$si afinitu mé receptor k ligandu). Je-li hodnota disociacni konstanty
velmi nizk4, 1ze komplex ligand-receptor izolovat riznymi metodami (napf. centrifugaci nebo gelovou
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smérnice = — 1
Ka

B [vazany ligand]
F [volna ligand]

B [vazany ligand]

Obr. 91. Scatchardiv graf. K, = disociaéni konstanta komplexu hormon-receptor ve stavu rovnovéhy. B, , = maximalni
kapacita vazby.

filtraci) v neporuseném stavu. JestliZe vSak kompex ligand-receptor snadno disociuje (K, je vysoka), lze
vazbu ligandu na receptor prokazat jen za podminek, kdy je v roztoku udrZovana rovnovaha mezi vol-
nym a vazanym ligandem. Témto podminkdm nejlépe vyhovuje metoda rovnovazné dialyzy za pouZiti
nadobky se dvéma prostory oddélenymi dialyzacni membranou. V jednom prostoru je roztok obsahujici
potencialni receptor a volny ligand, ve druhém prostoru roztok pouze volného ligandu. Za ur¢itou dobu
se mezi roztoky v obou ¢astech naddobky ustavi rovnovaha, pfi niZ je koncentrace volného ligandu v obou
roztocich stejnd. Rozdil mezi celkovou koncentraci ligandu v ¢4sti s receptorem a koncentraci volného
ligandu v ¢asti druhé odpovida mnozstvi ligandu vdzaného na receptor. K vypoctu disociacni konstanty
K, (a dalSich kinetickych parametrii vazby ligandu na receptor) se pouziva Scatchardova metoda. Do
grafu (obr. 91) se vynasi pomér koncentrace vazaného ligandu ku koncentraci volného ligandu (osa y)
v zavislosti na koncentraci vazaného ligandu (osa x). Je-1i zavislost pfimkova, jde o jeden typ vazebné-
ho mista, jehoZ koncentrace, resp. maximélni kapacita vazby B_ je ddna priusec¢ikem s osou x. Smér-
nice piimky se rovna zaporné pfevracené hodnoté disociaCni konstanty (—1/K ).

Koncentrace receptora

Zmény koncentrace receptorti v aktivnim stavu mohou ménit citlivost bunék vici signalim. K takovym
zménam dochézi v pribéhu ontogeneze pii diferenciaci bunék a pletiv. Tim lze vysvétlit velké rozdily
mezi pletivy a organy v jejich schopnosti reagovat na urcity signal.

11.2.2 Signalni drahy

Sled reakci, které vedou od receptoru aktivovaného signdlem k bunécné reakci, se nazyva signalni
dréha. Typickym vysledkem pfenosu signalu signélni drahou je regulace transkripcnich faktort (efek-
torll) puisobicich na promotorovou oblast genu. Téméf vSechny signalni drahy zahmu;ji proteinkinasy,
proteinfosfatasy a transkripc¢ni faktory — efektory. Mnohé drahy déle zahrnuji GTPasy (G—protei-
ny), fosfolipasy a druhé posly. Rizné signalni dréhy, casto pfibuzné kvasinkovym, Zivo¢iSnym a bak-
teridlnim, jsou postupné objevovéany i u rostlin. Schématicky je miiZeme roztidit do nasledujicich kate-
gorii (jednotlivé jejich sloZky jsou popséany dale):
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la Signal » membranovy receptor (viz Receptory, ad 2) — fosforylace efektoru = zmény v organi-
zaci a aktivitidch cytoplasmy, regulace genové exprese.

b Signdl > membrinovy receptor = G-protein — aktivace enzymu (fosfolipasy, adenylatcyklasy
nebo guanylatcyklasy) — druhy posel — aktivace proteinkinasy — fosforylace bilkoviny (efekto-
ru) — zmény v organizaci a aktivitich cytoplasmy, regulace genové exprese (obr. 92 — pro pfipad
heterotrimerniho G—proteinu).

¢ Signédl - membrinovy receptor > G—protein — kaskada proteinkinas (MAPKKK — MAPKK —
MAPK) — fosforylace efektoru = zmény v organizaci a aktivitdch cytoplasmy nebo plastmaleny,
regulace genové exprese.

2 Signal — (cytoplasmaticky receptor + inhibi¢ni protein) = (receptor + ligand) = zmény v organi-
zaci a aktivitdch cytoplasmy, regulace genové exprese.

Aktivace v prenosu signalu (ale také napr. aktivace enzymu, transkripce ¢i translace) v radé pri-

padi znamena odstranéni (inaktivaci) represoru.

Druzi poslové

Soucasti nekterych signalnich drah jsou tzv. druzi poslové (second messengers) — pfechodné sekundami sig-
naly uvnitf butiky, které jsou vysledkem (a prostfedkem) velmi vyznamné amplifikace (zesileni) prvotniho
signalu. Signél zachyceny receptorem obvykle vyvolava zvySeni hladiny druhych posli (jednoho nebo néko-
lika), coZ ma za nasledek zménu aktivity enzymii nebo regulacnich bilkovin. Castymi druhymi posly jsou:
. Vapenaté ionty — [Ca?*],

. Inositol-1,4,5-trisfosfat — IP,

. Diacylglycerol — DAG

. Vodikové ionty (pH)

. Cyklicka adenosindifosfatribosa — cADPR

. Cyklicky guanosinmonofosfat — cGMP

. Cyklicky adenosinmonofosfat — cAMP

N AW -
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GTPasy — G-proteiny

G-proteiny jsou zvlastni skupina GTPas — enzymd, hydrolyzujicich guanosintrifosfat. Jejich funkci je

zvySovat presnost vzajemného rozeznavani interagujicich molekul pfi prenosu signalii. Kazdy z mnohych

G-proteind funguje jako molekuldrni pfepina¢ a GTPasy maji spolecny funk¢ni cyklus. Stavy zapnuti

(aktivace) a vypnuti (inaktivace) jsou vyvolany navazanim GTP a jeho hydrolyzou (obr. 93). GTPasy pie-

chézeji ze stavu inaktivniho do stavu aktivniho vyménou GDP za GTP katalyzovanou vymeénnym fakto-

rem GDP/GTP (GEF, GDP/GTP exchange factor). V této konformaci se i€astni signalnich procesi. Hyd-
rolyza GTP, katalyzovana ,,proteinem aktivujicim GTPasu*“ (GAP, GTPase—activating protein) inaktivu-
je bilkovinu odstépenim fosfatu — GTPasa prechézi do inaktivni konformace.

V eukaryotnich burnikach existuji dvé velké skupiny signalnich GTPas:

1. Heterotrimerni GTPasy sloZené ze tii podjednotek (o, § ay) jsou lokalizovany na membrané a funguji
v rozpoznavani aktivovanych stavil receptoru, pficemZ vazebnou funkci GTP méa podjednotka o .

2. Monomerni GTPasy nadrodiny Ras zahrnuji u rostlin fadu podskupin — pfedevsim Rab (fizeni tran-
sportu vackd, sekrece), Rho/Rop (organizace cytoskeletu, pfenos signalu od RLK, fizeni produkce
kyslikovych radikald a dalsi) a Ran (fizeni transportu mezi jaddrem a cytoplasmou, fizeni jaderného
cyklu v bunécném cyklu). Ras neni v rostlinich zndm. Tyto GTPasy funguji nejcastéji jako periferni
membranové bilkoviny zapojené do membréany hydrofobnim prenylovym fetézcem, ktery je postt-
ranslacné pripojen nejcasteji na konci COOH. Mezi monomerni GTPasy patii také Arf (ADP-ribosy-
lation factor), které se podileji na iniciaci tvorby obalti COP a tim membranovych vacka. Jako speci-
ficky inhibitor zde puisobi brefeldin A (BFA), ktery reversibilné zastavuje bunéCnou sekreci. Malé
GTPasy — zvl. Rho a Rab — spolu interaguji prostfednictvim multimemich komplex(1 a patfi mezi
dominantni regulatory bunécné polarity a morfogeneze.
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Heterotrimerni G-proteiny pfenéseji signély z receptort s neékolika (napf. sedmi) transmembranovy-
mi doménami a cyklicky pfitom méni svou formu mezi aktivni a neaktivni a funguji jako molekulérni
piepinale. Podjednotky [3 a y tvofi komplex, ktery pouta trimerni G-protein na cytoplasmatické strané
k membréné. G-protein je aktivovan vazbou na receptor aktivovany ligandem. V inaktivni formé G-pro-
tein existuje jako trimer s GDP vdzanym k podjednotce o. Vazba na receptor, spojeny s ligandem, vyvo-
lavéa v podjednotce oo vyménu GDP za GTP. Tato vyména zplsobuje disociaci aktivované podjednotky

signalni molekula
heterotrimerni_

extracelularni
prostor

receptor .
protein enzym
R E
cytosol B
GDP
R E
Y o
B
GDP
GDP
O 4\GTP @
R E
Y af
B
GTP
O
RO
R it E
Y o
B
DP

Obr. 92. Receptorovy systém s heterotrimernim G-proteinem. (1) Receptor vize signalni molekulu. (2) K receptoru se
vaze G-protein. Komplex ligand-receptor katalyzuje vyménu GDP za GTP na G-proteinu. (3) Vazba GTP vede k
disociaci podjednotky o od podjednotky B/y. Podjednotka o se vaZe na enzym, napi. na fosfolipasu C — enzym se
aktivuje. Vnitini GTPasova aktivita podjednotky alfa hydrolyzuje GTP na GDP, coZ zptsobuje navrat G-proteinu do
vychoziho neaktivniho stavu a zp&tné spojeni podjednotky o s podjednotkami B/y.

186



aktivni
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GTP
vyména GTP odstépeni fosfatu
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+
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Obr. 93. Cyklus signalnich GTPas. Aktivni GTPasy jsou pfevadény do stavu neaktivniho hydrolyzou GTP,
katalyzovanou proteinem hydrolyzujicim GTP (GAP, GTPase activating protein). Neaktivni GTPasy jsou pfevadény
do stavu aktivniho ptisobenim GEF (GDP/GTP exchange factor).

o od komplexu f3 a y a umoZziuje jeji spojeni s efektorem, napt. s PLD, iontovym kanélem ¢&i adenylat-
cyklasou, které jsou aktivovany. Hydrolyzou GTP se podjednotka a a tim i efektor inaktivuji. Podjed-
notka o s navdzanym GDP se znovu spoji s komplexem § —y a miiZe byt znovu reaktivovédna recepto-
rem s navdzanym ligandem.

Monomerni GTPasy vytvéreji béhem svého funkéniho cyklu né€kolik riznych komplexd a €asto jsou
béhem tohoto cyklu také transportoviany cytoplasmou napf. vizané na membranové vacky ¢i volné
(napf. v inaktivni konformaci GDI vazané na disocia¢ni inhibitor GDP).

GTPasy zjisténé u rostlin se podileji na prenosu signald napt. modrého a cerveného svétla, gibereli-
nu, signald regulujicich stupen otevieni priduchd, signali odpovédnych za organizaci meristemu a pod.

Fosfolipasy

Fosfolipasy (A, C, D, resp. PLA, PLC, PLD) spolu s kinasami a fosfatasami jsou soucésti cyklu synté-
zy a rozkladu fosfoinositidd (fosfolipidd obsahujicich inositol). Produkuji signdlni molekuly — druhé
posly, jakymi jsou napt. IP; a DAG. Fosfolipasy C (PLC) jsou enzymy vézané na plasmalemu a rea-
gujici na rizné signaly. Jsou Casto aktivovany G-proteinem spfaZzenym s komplexem receptor-ligand.
Substrat PLC — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) je $t€pen na rozpustny inositol-1,4,5-trisfosfat
(IP,) a diacylglycerol (DAG), ktery zistdva vazan na membrénu (obr. 94). Tvorba PIP, je katalyzova-
na dvéma kinasami, které postupné méni fosfatidylinositol (PI) na fosfatidylinositol-4—fosfat (PIP)
a pak na PIP,. Vazba ligandu nebo aktivace Cervenym a modrym svétlem vyvolava v G-proteinu vymé-
nu vazaného GDP za GTP. Podjednotka o s vazanym GTP se uvolni a aktivuje PLC. IP, v cytoplasmé
volné difunduje a vaZe se na specifické kanaly pro Ca?* v membranach vakuoly a ER. Tyto kandly se
oteviou a uvoliuji ionty vapniku do cytoplasmy.

PIP, se muZe také véazat na dva dileZité proteiny ucastnici se organizace mikrofilament. Signal neseny
inositoltrisfosfatem (IP,) je tlumen Cinnosti fosfatas, které postupné odStépuji fosfaty za vzniku IP,, IP
a inositolu, ktery miZe byt znovu pouZit pro syntézu PI. Diacylglycerol (DAG) aktivuje proteinkinasu
C (PKC) tim, Ze méni jeji citlivost k vdpenatym iontim. PKC pisobi v mnoha signalnich drahéch spo-
jenych s dé€lenim a ristem bunék. Fosfolipasy A (A,, A)) a D Stépi fosfolipidy v jinych ¢4stech mole-
kuly nez fosfolipasa C a produkuji proto jiné signilni molekuly (v€etné mastnych kyselin), jak je zna-
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Obr. 94. Fosfoinositidovy signélni systém. S — signal, R — receptor, PLC — fosfolipasa C, PIP, — fosfatidylinositol—4,5-
bisfosfat, DAG - diacylglycerol, IP, — inositol-1,4,5-trisfosfat, PKC — proteinkinasa C, PK — proteinkinasa

zornéno na obr. 95. PLD byly poprvé objeveny u rostlin a jejich strukturni i funkéni bohatost v ramci
jediného druhu Arabidopsis odpovida jejich vyznamu pro vyvoj rostlin a zv1aste jejich Gcasti na stre-
sovych reakcich rostlin na nepfiznivé abiotické i biotické faktory prostiedi.
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Obr. 95. Stépeni membranovych fosfolipidii riznymi fosfolipasami.

CyKklické nukleotidy

Funkci druhych posli pfi pfenosu signéla v burice maji také cyklicky nukleotid cAMP syntetizovany
z ATP adenylatcyklasou a cyklicky nukleotid cGMP syntetizovany guanylatcyklasou z GTP. Jejich
koncentrace v rostlinnych burikach je velmi nizk4 a to, Ze se icastni pfenosu signéld, bylo prokdzano
teprve nedavno.

Vapnik

Pfi pfenosu signdld v rostlinné buiice ma kli€ovou tdlohu volny cytoplasmaticky vapnik [Ca?*],. Mezi
signdly, které prenasi, patfi mechanické tlaky (vyvolané napf. vétrem), tepelny Sok, houbové elicitory,
poranéni, oxidacni stres, Cervené svétlo, modré svétlo, anaerobiosa, ABA a osmoticky stres.

a — Koncentrace Ca?* v cytosolu, vakuole, ER a bunééné sténé

Signalni funkce iontt Ca?* z4visi na jejich elektrochemickém gradientu pres plasmalemu a intracelu-
larni membrény. Signalizace je umoZnéna nizkou zékladni koncentraci volného Ca?* v cytosolu (100 —
200 nM). Vakuola a ER jsou velkymi vnitrobuné¢nymi zdsobarnami Ca* (asi 1 mM), ktery miiZe byt
mobilizovan inositoltrisfosfatem (IP,) a dalSimi signdlnimi molekulami syntetizovanymi v plasmalemé.
V bunécné stén€, kde vapnik je také soucdsti molekulami struktury, je koncentrace jeho iontt asi 0,5
az 1 mM. Vépenaté ionty jsou ve vysoké koncentraci také v mitochondriich, chloroplastech a v jadru.

b — Vapenaté ionty prenaseji signal na cilové proteiny

Kdyz burika prijme urcity signal, kanaly pro Ca?* se oteviou a hladina cytosolického vépniku se rych-
le asi stonasobné zvysi. Cetné bilkoviny vézajici Ca?*, v&etn& kalmodulinu a proteinkinas s doménou
podobnou kalmodulinu (CDPK - calcium dependent protein kinases), jsou tak aktivovany. Komplex
Ca?*/kalmodulin pfendsi vapnikovy signdl na cilové proteiny, které aktivuje. Rostlinné bunky pravdé-
podobné obsahuji nékolik set bilkovin, které vdZou pfimo Ca?* nebo Ca*/kalmodulin. Signdly vapena-
tych iontd jsou tlumeny ¢innosti vapnikové pumpy (Ca**—ATPasy), ktera vipenaté ionty pieCerpava do
extracytosolickych kompartmentd. PfeCerpavani a znovuobnoveni hotovosti vapniku v organelach (pfe-
devsim ER a vakuole) se mohou ucastnit vedle Ca?*~ATPas i vapnikové prenasece.

¢ - T¥i typy vapnikovych kanali

Kanaly pro Ca?* jsou lokalizovany v plasmalemé a membranach endoplasmatického retikula, vakuoly
a mitochondrii. Jeden typ vapnikovych kanalu (volatage—gated channels) je regulovan membranovym
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potencidlem. Druhy typ je regulovan druhymi posly — IP, a cADPR. Treti je regulovan mechanickym
napétim plasmalemy a tonoplastu (viz 4.4.3.7).

d — Koncentracni gradienty, viny, oscilace

Vépenaté ionty se v cytoplasmé pohybuji mnohem pomaleji neZ v jednoduchém vodném roztoku. Pfi-
¢inou toho je brZzdeéni jejich translokace/difuze transportem do organel (napf. do chloroplastii, mito-
chondrii, ER a vakuoly) a vazba na proteiny. Nizka rychlost difuze je dileZitou soucésti signalizace:
koncentracni gradient vapenatych iontd v cytoplasme zesiluje jejich signalizaéni specifitu. Pomoci
specialnich fluorescen¢nich a luminiscenénich technologii je mozné ziskat obraz distribuce Ca?*
v Zivé bunce. Tak byly objeveny dlouhodobé gradienty Ca** v rostoucich pylovych lackéach a kote-
novych vlascich a koncentracni viny a oscilace ve svéracich burikach a pylovych lackach. Tyto viny
a oscilace jsou zfejmé vysledkem stfidavého vyprazdiiovani a plnéni zdsobaren Ca®* v ER a snad i ve
vakuole. Oscilace mohou buiikdm umoZniovat rozliSeni skutecnych signald Ca** od ,,vdpnikového
Sumu®, resp. pozadi. Buiiky jsou schopné frekvenci oscilaci nebo rychlost vIn interpretovat.

e — Vapnikem indukované uvoliiovani vapniku — CICR (calcium induced calcium release)

Nahlé zvyseni koncentrace [Ca*], v cytoplasmé je v fad€ pfipadii umoZnéno pozitivni zpétnou vazbou,
ktera zajiStuje (napf. aktivaci dalSich iontovych kanall), Ze malé zvySeni jednoho aZ tyf vapenatych
iontl [Ca?*], vede k aktivaci (zesileni) dals$iho vytoku vépniku z vnitrobuné¢nych zasob v organelach
do cytoplasmy. Pfechodnost tohoto signalu je zajiStovana transportnimi pochody, které odstranuji vap-
nik z cytoplasmy.

f — Kalmodulin

Primarnim receptorem Ca?* je kalmodulin — nizkomolekularni bilkovina pfitomna v cytoplasmé i jadre.
Je znama také forma, kterd je pripojena k plasmalemé. Vazba [Ca?*] vyvolava zménu tercidrni struktu-
ry kalmodulinu, kterd umoZiuje jeho vazbu na cilové proteiny a tim jejich aktivaci.

Proteinkinasy

Proteinkinasy jsou pfitomné ve vSech burikdch a mnohé jsou signélové specifické. Katalyzuji reversi-
bilni pfenos fosfatu z ATP na postranni fetézec cilovych bilkovin — na fetézec obsahujici aminokyse-
linu serin, threonin nebo tyrosin. Aktivita proteinkinas je vyvaZovana a regulovana pisobenim speci-
fickych fosfatas, které fosfat z bilkovin zase odStépuji. Fosforylaci se aktivita bilkoviny obvykle
zméni. Jedna molekula proteinkinasy miiZe fosforylovat mnoho set cilovych bilkovin a tim zna¢né
zesilovat slabé signaly. V genomu Arabidopsis bylo identifikovano vice neZ tisic gent pro rizné pro-
jsou na rozdil od tyrosinkinas Zivo¢icht specifické pro Ser a Thr (viz Uvodni ¢ast = Regulace aktivi-
ty enzymu).

MAP kinasové kaskady

Tyto proteinkinasy (MAPkinasy, mitogen—activated protein kinases) tvofi kaskadu, ve které
MAPKKK (MAPkinasakinasy kinasy) pfedavé fosfatovy zbytek proteinkinase MAPKK (MAP kina-
sa kinasy) a ta jej pfedavda MAPK, ktera fosforyluje TF v cytoplasmé nebo se transportuje do jadra,
kde aktivuje dalsi proteinkinasy, specifické TF a regula¢ni proteiny. U rostlin existuje fada dokladt
pro Gc¢ast MAP kinas v pusobeni fytohormonti, mechanickych signald, osmotického stresu, poranéni
a houbovych elicitort.

Proteinkinasy zavislé na cyklinech — CDK (cyclin dependent Kinases)

Tyto proteinkinasy se podileji na regulaci bunécného déleni (viz kap. 2) a samy jsou regulovany fos-
forylaci.
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Proteinkinasy transkrip¢nich faktora

Nekteré proteinkinasy reguluji transkripci na zékladé fosforylace transkripénich faktori. Genova
exprese zavisi na vazbé transkripcnich faktorii na promotorovou oblast genl. Fosforylace je zakladnim
prostfedkem regulace transkripce. Mnohé transkripéni faktory se nemohou vazat na DNA pokud neby-
ly fosforylovany, ackoliv jiné jsou fosforylaci inaktivovany. Chromatin, ve kterém probiha pfepis gen,
je bohaty na proteinkinasovou aktivitu a na fosforylované bilkoviny. Kazdy gen je regulovan ne€kolika
riznymi transkripcnimi faktory, které interaguji a vzdjemné se aktivuji ¢i inhibuji. Transkrip¢ni faktor
muiZe byt fosforylovan na vice mistech. Nékteré transkripni faktory jsou fosforylovany v cytoplasmé
a fosforylace je podnétem k jejich transportu do jadra. Fosforylace vétSiny transkripénich faktori vSak
probiha v jadre.

Proteinfosfatasy

Tyto enzymy reguluji mnoho riznych procesii probihajicich v rostlinnych butikach. Rozsah fosforyla-
ce proteint je vysledkem rovnovéahy mezi aktivitou proteinkinas a proteinfosfatas. Nékteré proteinfos-
fatasy jsou aktivovany Ca?*/kalmodulinem a inhibovany specifickymi inhibitory. Analyzou mutanti
Arabidopsis byla prokézana tcast fosfatas napr. v regulaci auxinového signélu.

Signalni sité

Signalni drahy mohou byt pfimoc¢aré a samostatné, nebo propojené s jinymi drahami, s nimiZ vytvére-
ji signdlni sit. K propojeni dochazi ve spole¢nych uzlovych bodech (sloZkach, reakcich), jejichZ pro-
stfednictvim spolu rizné signdly komunikuji a interaguji (tzv. cross talking, kfiZovd komunikace).
Takovym zptisobem mohou interagovat napt. signaly svételné s hormonélnimi.

11.3 Fytohormony

Fytohormony jsou nizkomolekuldmi, v rostlindch syntetizované, organické slouceniny, které pfi velmi
nizkych koncentracich reguluji riizné, zejména riistové a vyvojové procesy, aniZ by se pfi tom chemic-
ky ménily. Pisobi v misté svého vzniku nebo i v jinych ¢astech rostliny, do kterych jsou transportova-
ny. PIni dvoji funkci: (1) Vyznamné se podileji na koordinaci vztahi mezi butikami, pletivy a organy
a na vyvojové integraci rostliny. (2) Funguji jako pfenaSece signald z vnéjsiho prostfedi do rostliny.

Fytohormony byvaji také oznacovany jako rustové latky nebo jako riistové regulatory, ackoliv jejich
pasobeni se nemusi tykat jen regulace riistu a vyvoje, nybrZ i jinych procesii. Fytohormony jsou latky
pfirodni (nativni). Rastové regulatory zahmuji riistové Gcinné latky pfirodni i jejich uméla (syntetickd)
— strukturni analoga.

Produkce fytohormonii neni vazdna na néjaky zvlaStni organ, ktery by byl analogicky ZivociSnym
organiim s vnitfni sekreci. MlzZe probihat v riiznych pletivech riznych organii, ov§em rzné rychle.
Casto jsou buiiky ur¢itého pletiva nebo organu podniceny k syntéze fytohormonu teprve néjakym fak-
torem vnéjSiho prostredi.

Regulace hladiny fytohormonu: Fytohormony podléhaji rychlé metabolické inaktivaci prostfednic-
tvim konjugace (napf. glykosylace) nebo oxidace (napf. pisobenim cytokininoxidasy). Tim je zabrané-
no tomu, aby se hromadily v aktivni formé v misté piisobeni. Jejich u¢inna koncentrace miZe byt regu-
lovéna prostfednictvim jejich biosyntézy, inaktivace, degradace a transportu.

Ucinné koncentrace fytohormonii: Fytohormony jsou v rostlinnych buiikach ptitomny ve velmi niz-

kych koncentracich (10-10- M i niZSich) a pfi nich také plsobi. Jiné fyziologicky G¢inné latky, napf.
cukry a dal$i nutri¢ni faktory, ptisobi teprve v koncentracich tisickrat aZ milionkrat vyssich.
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Zvlastnosti pisobeni: Fytohormony jsou ve srovnani s Zivo¢iSnymi hormony méné specifické, mohou
plsobit pleiotropné, ve vice smérech. TyZ fytohormon miZe vyvolavat kvalitativné rozdilné ucinky
nejen v rdznych pletivech, ale v zavislosti na koncentraci i ve stejném pletivu. Fytohormony plsobi
minutich od zacatku piisobeni (aplikace), jiné aZ po hodinach, dnech nebo dokonce tydnech.
Transport: V rostlinach jsou fytohormony transportovany riznymi cestami: vodivymi drahami nebo
z buniky do buiiky. Jejich transport je pfisné regulovan.

Mechanismus piisobeni: Fytohormony pisobi jako regulacni signdly. Nejprve se vdZou na receptor
lokalizovany v plasmalemé nebo v cytoplasmé a jejich signal je pfenesen do cilového mista, bud
v jadre, kde vyvolava zménu v expresi uritych genl, nebo v bunécnych membranach, kde vyvolava
zménu transmembranového transportu (viz mechanismus ptisobeni jednotlivych fytohormont).

Fyziologicka ucinnost fytohormonii zavisi na koncentraci jejich aktivnich forem a na citlivosti bunék.
Koncentrace aktivnich forem fytohormont v burice je regulovana riznymi zptisoby, zejména prostied-
nictvim jejich syntézy a rozkladu a chemickymi modifikacemi, napf. navdzdnim molekuly cukru. Cit-
livost bun€k viici fytohormonu z4visi na:

— poctu molekul receptoru

— afinité receptoru k fytohormonu

— ucinnosti prenosu signalu z komplexu hormon-receptor k cilovému mistu.

Klasifikace fytohormonu

Existuje 5 zakladnich typl fytohormont a n€kolik skupin latek s regulacni aktivitou, které jsou fyto-
hormontim podobné, ale jejichZ pisobeni je méné obecné nebo se projevuje aZ pti vyssich koncentra-
cich. Zékladnimi fytohormony jsou: auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen.
Mezi latky podobné fytohormonim patfi: brassinosteroidy, jasmonaty, polyaminy, oligosachariny,
nékteré fenolické slouceniny, peptidovy regulator systemin prip. dalSi nové objevované regulac¢ni
peptidy (napt. Wuschel, viz Ontogeneze).

11.3.1 Auxiny

Hlavnim auxinem a prvnim znamym fytohormonem je Kyselina indol-3—octova (IAA), neboli ,,auxin®.
Jako rdstovy stimulator ji identifikoval holandsky chemik Kogl (nositel Nobelovy ceny) se spolupracovni-
ky v r. 1934 poté, co ji izolovali z lidské moci. (Jako chemicka slouéenina byla ale popsana jiz 50 let pred
tim, kdyZ byla izolovéna z fermentacni smési.) V roce 1946 byla poprvé zjist€éna v rostlinném materialu.

CH, - COOH

N kyselina indol-3-octova (IAA)
|

H

Chemické identifikaci auxinu pfedchézela fada pozoruhodnych biologickych pokusd, které v devate-
nactém stoleti zapocal jiz Charles Darwin. Pokus, ktery jednoznac¢né prokazal existenci transportova-
telného a extrahovatelného hormonalniho faktoru, provedl holandsky botanik Went v r. 1926. Koleop-
tilim ovsa odfizl vrcholky a ty pfenesl na agarovou plotnu. Po urcité dobé plotnu rozfezal na blocky,
které jednostranné€ umistil na fezné plose koleoptilovych pahyld. V disledku jednostranné stimulace
auxinem, ktery difundoval z agarovych blo¢kt do pletiva, se koleoptile ohnuly. Uhel ohybu bylo moZné
méfit a z jeho velikosti usuzovat na mnozstvi i¢inného faktoru (obr. 96).
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Obr. 96. Pokus Wenta (1926): Vrcholy ovsovych koleoptili byly preneseny (ihned po odfiznuti) na agarovou plotnu.
Ta byly po urcité dobé rozfezana na blocky, které byly asymetricky umistény na fezné plose dekapitovanych koleoptili.

V rostlinach byly zjistény i dalsi latky auxinového typu, pfedev§im Kyselina indol-3-maselna (IBA),
kyselina 4-chlorindol-3-octova (4-CI-IAA) a méné aktivni kyselina fenyloctova (pfitomna jen
v nékterych druzich rostlin).

| kyselina indol-3-maselna (IBA)

|
H
Cl
CH, - COOH
kyselina 4-chlorindol-3-octova
| (4-CI-1IAA)
|
H
CH, - COOH

kyselina fenyloctova

Tvorba a transport: IAA se tvori hlavné v mladych apikélnich pletivech, odkud je transportovana do
celé rostliny. Jeji syntéza vychézi od indol-3-glycerolfosfatu a probiha bud tzv. drahou nezévislou na
tryptofanu nebo (Casto za stresovych podminek) pfes aminokyselinu tryptofan. Na dlouhou vzdélenost
je TAA transportovana vodivymi pletivy, pfedevsim floemem. Mimo to, z buiiky do buiiky, napf.
v parenchymu, probihd tzv. polarni transport auxinu — jak na kratkou vzdalenost, tak i na realtivné
dlouhou vzdélenost. Tento transport probiha v nadzemnich ¢astech rostliny bazipetdlné (od vrcholu
k bazi) i radidlné, v kofenech bazipetalné, akropetalné i radidlné. Polarita transportu auxinu je dana asy-
metrickou lokalizaci jeho plasmalemovych pfenaSect v buiice (influx a efflux carriers — viz dale).
Polarni transpot IAA je aktivni proces vyZadujici energii a je jednim z hlavnich faktord fyziologické
polarity rostlin (viz 10.1.14). Do buiiky IAA vstupuje bud pasivni difuzi jako nedisociovand molekula
nebo prostfednictvim prenaSece — jako aniont. Z buiiky je transportovéna jako aniont.
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Aktivni transport IAA z buriky do butiky u Arabidopsis je spojen s funkci genu AUX1, kery koduje vto-
kovy membranovy pfenaSe¢ (angl. influx carrier). U Arabidopsis byla molekuldrné charakterizovana
také cela rodina vytokovych pfenasect (angl. efflux carrier). Prvni ¢len této skupiny geni byl naklono-
van jako lokus postizeny mutaci u mutanti pinl, které v nejsilnéjsi fenotypové verzi netvofi na stonku
kvétenstvi. Srovnani sekvenci gend PIN se zndmymi sekvencemi ukazalo jejich podobnost s bakterial-
nimi membranovymi pfenaseci. Tyto pfenaSeCe zajiStuji polarni transport auxinu svou polarni lokali-
zaci jen do bazalnich nebo apikalnich nebo bo¢nich domén plasmalemy (v zévislosti na typu pletiva
a interakci s prostfedim). Napf. po zméné€ polohy kofene (tj. gravitropické stimulaci), dochazi k jejich
redistribuci (zavislé na aktinovém cytoskeletu) do nové domény plasmalemy a tak ke zméné polarity
transportu IAA, ktera Gsti do zmény prodluzovani bun€k a ohybu kotfene (viz Pohyby rostlin).

Fyziologické Géinky: Auxin reguluje mnoho ristovych a vyvojovych procesd: 1) Stimuluje bunécné
déleni, dlouZivy rist a bunécnou diferenciaci. Ve viech téchto procesech plsobi v interakci s cytokininy
(viz také Regulace vyvoj. procest v kulturach izolavnych bunék, pletiv a organii). 2) Na orgénové tirovni
stimuluje tvorbu adventivnich kofent (napf. pfi zakotfenovani rostlinnych fizki), pasobi v apikalni domi-
nanci, v tropismech, v procesech vedoucich k opadéavani listid, kvét a plodi a v mnoha dalsich. 3) Polar-
né distribuovany auxin je jednim z dominantnich morfogenti — zdrojii pozi¢ni informace bufikdm (viz
kap.) a tim jednim z hlavnich faktor( celistvosti rostliny.

Mechanismus piisobeni: Auxin po interakci s dosud neznamymi receptory ¢i sensory (ABP1 — auxin bin-
ding protein, Aux1, Pinl ?) aktivuje ubikvitinacni komplex (viz slovniCek), ktery vaze ubikvitin k tran-
skriptnim represorim Aux/IAA. Tyto represory se tak stavaji substratem proteolytického enzymového
komplexu (proteasomu) a jsou degradovany. Tim jsou uvolnény specifické cis-DNA elementy v promo-
torech gend (tzv. elementy AuxRe), jejichZ transkripce je aktivovana auxinem. Uvoln€ny jsou pro tran-
skripéni aktivatory Arf (auxin responsive factor — nezaméniovat s ARF GTPasami) mezi néZ patii také
bilkovina kédovania genem MONOPTEROS (viz Ontogeneze). Dalsi pfenos signalu sméfuje napf. k induk-
ci bunééného déleni nebo k aktivaci de novo syntézy plasmalemové H*-ATPasy a k okyseleni bunééné
stény, coZ ma za nasledek sniZeni jejiho pH a destabilizaci vodikovych mustkd spojujicich fetézce polysa-
charidt (viz Buné¢na sténa).
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Obr. 97. Vliv exogenniho auxinu na rust rostlinnych organt v zavislosti na jeho koncentraci. a— stonky, b — pupeny,
¢ — koteny.
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Odeznéni auxinové odpovédi ma charakter negativni zpétné vazby. V buiice je zajist€éno mj. tim, Ze
genova exprese samotnych Aux/IAA represort je stimulovdna aktivitory ARF (v promotorech totiz
obsahuji AuxRe elementy). Aux/IAA bilkoviny degradované v odpovédi na auxinovy signal jsou resyn-
tetizovany a reprimuji opét elementy AuxRe ¢imZ zastavuji auxinovou odpovéd.

Citlivost: Rizné rostlinné organy jsou vici auxinu rizné citlivé. Napf. rast kofenl stimuluje auxin pfi
koncentraci 10 000 krat nizsi neZz rist stonku (obr. 97).

Praktické uplatnéni: V praxi se Castéji pouzivaji auxiny syntetické nez IAA, nebot jsou chemicky sta-
lejsi. Jsou to zejména kyselina a-naftyloctova (NAA) a kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D).
Oba tyto regulatory se pfidavaji do Zivnych medii pfi kultivaci n€kterych rostlinnych bunék a pletiv in
vitro. 2,4-D se pfi vy$§ich koncentracich pouZivala také jako herbicid k hubeni dvoud€loZnych pleve-
3. NAA a IBA slouzi jako stimuldtory zakorefiovani rostlinnych fizki.

11.3.2 CytoKininy

Prvni cytokinin, nazvany kinetin (furfurylaminopurin), byl izolovéan v 50. letech z DNA slediho spermatu
(Castecné rozloZené autoklavovanim) v laboratofi F. Skooga v USA. V rostlinich se voln€ nevyskytuje,
vyrabi se synteticky. Prvni pfirozeny cytokinin zeatin byl pozd€ji izolovan z nezralého endospermu kuku-
fice (Zea mays). V soucasné dobé zname vice nez 30 pfirozenych cytokinind. Jsou to latky odvozené od
adeninu (neboli aminopurinu) substituovaného na aminoskuping v poloze 6. Substituenty mohou byt:

A — isopentenyl nebo hydroxyisopentenyl (u zeatinu)

B — benzyl, nesouci v poloze 2 nebo 3 hydroxylovou skupinu. Podle vyskytu v topolu byly nazvany

topoliny. Jsou to aromatické cytokininy. Nejaktivn€jsi z nich je 3-topolin.

H CH,OH
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Tvorba a transport: Cytokininy jsou syntetizovany v intenzivné rostoucich ¢astech rostliny, zvlasté
v meristemech rostoucich kotfend. Prvnim krokem v syntéze cytokinini je isopentenylace ADP ¢i ATP
katalyzovand isopentenyltransferasou (IPT). Vysledny produkt je modifikovan transhydroxylaci, defos-
forylaci ¢i deribosylaci. Cytokininy jsou transportovany xylemem i floemem.
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Fyziologické icinky: 1) Stimulace bunééného déleni (zvl. v meristemech), syntézy bilkovin, chlorofy-
lu a skrobu. 2) Stimulace tvorby pupent (viz Regulace vyvoj. procest v kulturdch izolovanych bungk,
pletiv a organtl). 3) Zabrana starnuti (senescence) pletiv. Rostliny, u kterych byly enzymy podilejici se
na syntéze cytokininl exprimovany pod ,,senescencnim* promotorem (tj. promotorem, ktery je aktivo-
van na pocatku starnuti rostliny), zistavaly zelené a fotosynteticky aktivni v dobé, kdy kontrolni rostli-
ny jiZz odumiraly.

Mechanismus pusobeni: Receptorem cytokininu je transmembranovy protein podobny mikrobialnim
dvouslozkovym histidinkinasdm (viz receptory typ 2). Signalni draha zahrnuje autofosforylaci cyto-
plasmatické domény a prenos fosfatového zbytku na dalSi doménu receptoru. Odtud je fosforylacni
signdl pfenesen prostfednictvim dvou bilkovin (regulator odpovédi) do jadra. Ty zde fosforyluji tran-
skrip¢ni faktory, které se vdZou na promotory riznych genii stimulovanych cytokininy (viz také Struk-
tura a funkce rostlinné burky).

Praktické uplatnéni: Cytokininy jsou dileZitou slozkou Zivnych medii pro kultivaci izolovanych rost-
linnych bunék, pletiv a organt. V zahradnictvi slouZi k indukci vétveni stonkd né€kterych okrasnych
rostlin. V praxi se nejcastéji pouzivaji syntetické cytokininy kinetin a BAP (benzylaminopurin).

11.3.3 Gibereliny

Gibereliny jsou cyklické diterpeny, jejichZ molekula mé tzv. gibanovou strukturu. Byly objeveny ve
30. letech v Japonsku jako produkt houby Gibberella fujikuroi, kterd na ryZovistich vyvolava vybi-
hani a poléhani rostlin ryZe. Jejich chemicka povaha byla objasné€na az v 50. letech na univerzité
v Cambridge v UK. Dnes zndme vice nez 100 giberelini, z nichZ ale jen né€které jsou fyziologicky
ucinné, ostatni jsou metabolickymi meziprodukty. Oznacuji se zkratkou GA s indexem 1 az n.

kyselina giberelova (GA,)
— prvni identifikovany giberelin

Tvorba a transport: Gibereliny jsou syntetizovany v terpenoidnim metabolismu hlavné v rostoucich
pletivech. Transportovany jsou prevazné floemem, ale i xylemem.

Fyziologické ucinky giberelinii: 1) Stimuluji dlouZivy rist bunék v nadzemnich orgénech. 2) Stimu-
luji kli¢eni semen (obr. 98). Tento G¢inek byl podrobné studovén na obilkach je¢mene. V jejich embryu
se pii vhodné teploté a vlhkosti syntetizuji gibereliny, které odtud difunduji do aleuronovych bunék.
Tam vyvolavaji syntézu amylas a dalSich hydrolytickych enzyma, které §tépi zdsobni latky v endo-
spermu. Produkty této hydrolyzy slouZi jako Ziviny pro vyvijejici se embryo (viz také Kliceni semen).
3) Gibereliny vyvolavaji kveteni nékterych dlouhodennich rostlin (t€ch, které ve vegetativnim stavu
vytvéreji listovou rizici). 4) Ovliviuji pohlavi kvét: Jejich aplikace zvySuje u mnoha rostlin tvorbu
samcCich kvéti a silné potlacuje tvorbu kvét samicich.

Gen, ktery vyznamné prispél ke zvySeni vynost obilnin zkracenim stébla (zvétSenou odolnosti proti
poléhani), kéduje N-acetylglukosamin-O-glukosyltransferasu. Ta se podili na posttransla¢ni O-gluko-
sylaci bilkovin a sniZuje citlivost rostlinnych pletiv ke giberelinim.
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z embrya syntézu a-amylasy hydrolyzovaného
v aleuronovych o-amylasou se
bunkach uvolfiuji cukry

Obr. 98. Vliv giberelinu na kli¢eni semene (obilka jeCmene).

Mechanismus puisobeni: Signalni drdha giberelinu, indukujiciho t—amylasu v aleuronovych buiikach
jec¢mene, zahrnuje cGMP, vépenaté ionty, proteinkinasy typu MAPK a bilkovinny faktor stimulujici gen
pro ol—amylasu.

Praktické uplatnéni: Gibereliny mohou zvysit produkci sladu tim, Ze stimuluji tvorbu o—amylasy.
U ovocnych stromd miZe postfik roztokem giberelinll zvySit ndsadu plodd a u vinné révy miZe vyvo-
lat zna€né zvétSeni bobuli. Aplikaci giberelinil na jehli¢nany (napf. na borovici) lze o fadu let zkrétit
jejich juvenilni obdobi (tzn. uspiSit kveteni). Inhibitory syntézy giberelini, tzv. retardanty, se pouZiva-
ji k omezeni prodluZovaciho ristu nékterych kvétin a ke zkraceni stébla obilnin.

11.3.4 Kyselina abscisova

Kyselina abscisovd (ABA) je seskviterpen (viz Sekundarni latky). Izolovédna a identifikovdna byla
v prvni poloviné Sedesatych let tfemi védeckymi tymy téméf soucasné (v Kalifornii, na Novém Z¢lan-
dé a v Britanii). Izolovédna byla ze senescentnich a dormantnich organt.

Tvorba a transport: ABA je syntetizovana St€penim karotenoidniho prekursoru zejména v mladych
pletivech, ale nejvic ji obsahuji nékteré orgédny v dobé sezonniho odpocinku, napt. dormantni pupeny,
semena a hlizy. Vodni stres vyvolava jeji syntézu v korenech i dalSich organech. Transportovana je xyle-
mem a floemem.

Fyziologické ucinky: 1) Na rozdil od auxinil, giberelini a cytokinini (které pisobi pfevdzné stimu-
la¢n€), ABA riistové procesy vétSinou inhibuje. 2) Urychluje opad listd, kvétd a plodi. 3) Vyvolava
sezonni dormanci pupend, semen a hliz. 4) Urychluje stdrnuti pletiv. §) Vyvoléva uzavieni priduchi:
Pfi nedostatku vody vzriisté jeji syntéza v listech i kofenech. Z kofenil je transportovana do listd, kde
prechézi do svéracich buné€k. 6) Zvysuje permeabilitu kofenli pro vodu.

Mechanismus piisobeni: ABA pusobi po riznych signalnich drahach a vyvolava napt. syntézu bilko-

vin vodniho stresu nebo zavirani priiduchd. V soucasnosti je nejlépe objasnéno plisobeni ABA ve své-
racich burikéch praduchil (viz Rostlina a voda).
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11.3.5 Ethylen

Ethylen je nejjednodus$si uhlovodik s dvojnou vazbou a jediny plynny fytohormon. JiZ v roce
1901 popsal rusky fyziolog D. N. Neljubov nékteré ucinky ethylenu (jako sloZky svitiplynu) na
rast rostlin. Ve tficatych letech bylo prokazano, Ze ethylen syntetizovany v rostlindch je zodpovédny
za zrychlené dozravéni plodd. Intenzivni vyzkum ethylenu jako fytohormonu mohl zacit aZ v Sede-
satych letech minulého stoleti diky nové metod€ pro jeho stanoveni pomoci plynové chromatografie.

C=—¢C ethylen

Tvorba a transport: Ethylen v rostlinich vznik4 z aminokyseliny methioninu. Jeho bezprostfednim
prekursorem je Kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova (ACC). V burice je jeho koncentrace
nepatrnd, dand jeho velmi nizkou rozpustnosti v cytoplasmé. Z cytoplasmy ethylen difunduje do inter-
celuldr a odtud do atmosféry.

Fyziologické iicinky: 1) Prvnim popsanym tGc¢inkem ethylenu na rostliny je tzv. trojnd odezva (trip-
le response). Projevuje se inhibici dlouzivého ristu, stimulaci radidlniho rlstu a ztritou gra-
vitropické reakce (napft. epikotylu kli¢ni etiolované rostliny hrachu). Zména podélného ristu v rist
radiélni je spojena se zménou roviny buné¢ného déleni, reorientaci mikrotubull a celulosovych
mikrofibril. 2) Stimuluje dozrdvani nékterych plodi. Ve zrajicich plodech se tvorba ethylenu silné
zvySuje. Ethylen je z nich uvoliovdn do vzduchu a zpétné plisobi na plody, ze kterych byl uvolnén,
i na plody sousedni. Autokatalyticky zesiluje vlastni syntézu. Dozravani urychluje tim, Ze induku-
je rozklad celulosy, pektinli a Skrobu (viz Zrani plodf). 3) Urychluje starnuti pletiv a vyvolava opa-
davani listh, kvétd a plodi. K oddéleni téchto orgdnt od stonkl a vétvi dochazi piisobenim enzymu
Stépicich polysacharidové slozky bunéénych stén. Ethylen tvorbu téchto enzymil stimuluje. Pozo-
ruhodné je pisobené ethylenu na diferenciaci kofenovych vlaskid (viz Ontogeneze).

Mechanismus pusobeni: Receptorem ethylenu je transmembranovy protein podobny mikrobidlnim
dvouslozkovym histidinkinasam (viz Receptory typ 2, obr. 90). Signalni draha zahrnuje proteinkinasy
typu MAPK a transkripéni faktory stimulujici nékolik riznych gend.

Praktické uplatnéni. Pomoci ethylenu miZe byt urychleno dozravani nékterych druhti ovoce. Synteticka
sloucenina ethrel, ze které se v rostlindch uvolfiuje ethylen, se pouZiva v obilnéfstvi jako retardant (brzdi
rast stébel), Casto v kombinaci s retardantem CCC (chlorcholinchloridem). Ionty stifbra, rusici syntézu ethy-
lenu, mohou prodlouZit Zivotnost fezanych kvéta a zlepsit regeneraci orgénii v kulturdch izolovanych pletiv.

11.3.6 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy je skupina vice neZ tficeti fyziologicky aktivnich steroidd pfitomnych v riznych orgé-
nech mnoha druht rostlin (viz Sekundarni metabolismus). Jen v kofenech nebyly zjiSteny. Nejrozsire-
néj$i jsou brassinolid, castasteron a typhasteron. Syntéza brassinolidu vychazi z kampesterolu, ktery
je modifikovdn hydrogenaci a opakovanymi oxidacemi/hydroxylacemi. Mutace enzymi biosyntézy
brassinosteroidl u Arabidopsis potvrzuji, Ze to jsou latky pro rostliny nezbytné.

Fyziologické ucinky: Pri velmi nizkych koncentracich (10-8-10-1° M) brassinosteroidy stimuluji dlou-

Zivy rlst a vyznamné zvySuji odolnost rostlin proti suchu a nizké teploté.
Mechanismus pusobeni: Receptorem brassinosteroidi jsou serin/threoninové kinasy (obr. 81 a 89).
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11.3.7 Jasmonaty

Terminem ,,jasmonaty* rozumime kyselinu jasmonovou a jeji methylester. Izolovany byly z jasmi-
nového a rozmarynového oleje, ale obsaZeny jsou v riznych orgdnech mnoha druhl rostlin a to
v pomémeé vysokych koncentracich. Pisobenim vnéjSich vlivi, jako je poranéni, mechanicky tlak, rost-
linné patogeny a osmoticky stres, se jejich koncentrace zvySuje. Biosyntéza jasmonati vychazi od
kyseliny linolenové.
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Fyziologické Gcinky: Kyselina jasmonova plsobi v nékolika smérech. 1) Podobné jako kyselina abs-
cisova inhibuje nékteré ristové procesy a je dileZitou signélni latkou chrénici rostlinu pred ttokem
patogena. 2) Reguluje prostorové smérovany rist iponki posedu (Bryonia dioica). Jestlize uponky
této rostliny narazi na pevny predmet, napt. stonek jiné rostliny, nastane u nich specifickd ohybovéa
reakce spojend se zvySenim hladiny kyseliny jasmonové. Externé aplikovand kyselina jasmonova
vyvolava stejnou ohybovou reakci, coz svédci o tom, Ze je prenaseCem dotekovych signdla (viz Pohy-
by rostlin).

Mechanismus tvorby a piisobeni: Signalni draha vedouci k tvorbé jasmonatu zacina aktivaci speci-
fickych receptor (mechanickym tlakem, piisobenim patogenu — systeminem — viz dile, poranénim)
a dale zahrnuje zvySeni aktivity fosfolipas A a D. Mechanismus pisobeni v pfipadé obrannych reakci
zahmuje aktivaci geni pro syntézu inhibitort proteas a polyfenoloxidas (obr. 99).

11.3.8 Polyaminy

Polyaminy jsou jednoduché organické latky, které ve své molekule obsahuji nékolik aminoskupin. V rost-
lindch se nejéastéji vyskytuji polyaminy putrescin, spermin a spermidin. Pravdépodobné se ucastni
regulace bunécného cyklu. V bunéc¢nych a tkanovych kulturach stimuluji somatickou embryogenezi.

11.3.9 Oligosachariny

Oligosachariny jsou oligosacharidy uvolnéné z buné¢nych stén rostliny nebo patogenni houby piisobe-
nim hydrolytickych enzymil. Rostlina napadena houbou produkuje glukanasu a chitinasu, jejichz ptso-
benim se uvoliuji oligosacharidy a chitooligosacharidy z bunécné stény houby. patogen produkuje
enzymy, které rozkladaji pektin ve sténé rostlinnych bunék za vzniku oligo—galakturonidf. Vsechny
tyto oligosacharidy (oligosachariny) plisobi jako elicitory vyvoléavajici obrannou reakci napadené rost-
liny. Piisobi také jako inhibitory dlouZivého ristu.

11.3.10 Fenolické regulatory
Neékteré fenolické slouceniny (viz Sekunddrni metabolismus) pusobi jako inhibitory dlouzivého

ristu. Jsou to zejména derivéty kyseliny skoficové (kyseliny p—kumarov4, ferulova, kavovd), derivaty
kyseliny benzoové a nékteré flavonoidy.

199



11.3.11 Systemin

DileZitou soucésti signalni sité Zivo€ichll jsou peptidové hormony. Také u rostlin byl objeven peptid,
ktery funguje jako signalni sloucenina. Je tvofen 18 aminokyselinami a nazyva se systemin. Buriky ple-
tiva, poranéného napft. housenkami nebo patogeny, jej uvoliiuji do apoplastu. Odtud se dostava do flo-
emu, jehoZ prostfednictvim se transportuje do riznych €4sti rostliny. V plasmalemé cilovych bunék se
vaZe na receptor a iniciuje syntézu kyseliny jasmonové (obr. 99). Ta vyvolava expresi gent, které kodu-
ji inhibitory proteas, jeZ mohou brzdit rozklad bilkovin proteasami patogena a kdyZ se dostanou do
zaZivaciho Ustroji herbivora (napf. hmyziho), brzdi tam hydrolyzu bilkovin pfi jejich traveni. U rostlin
jsou objevovany dalsi peptidové regulatory jako napf. Clavata 3 (viz Ontogeneze).

11.3.12 Extrakce, identifikace a stanoveni fytohormoni
Extrakce, identifikace a kvantitativni stanoveni vétSiny fytohormond je technicky pomérn€ obtiZny

a Casové narocny ukol. Souvisi to s tim, Ze tyto latky jsou v rostlinnych pletivech obsaZzeny v extrém-
né nizkych koncentracich. Napt. koncentrace nejvice studovaného fytohormonu — auxinu je 1-100 mg

Skudci ,
poranéni patogenni houby
PR ligogalakto- l 21T
systemické . oligogaia lokalni
T systemin ® . .
signaly I y uronidchitosan signaly

kys. linolenova

'

kys. 12-oxo-fytodienova

#

kys. jasmonova

'

aktivace genl

'

inhibitory proteas
polyfenoloxidasy

Obr. 99. Vznik a pfenos jasmonitového signalu jako induktoru obrannych genii. Uloha fosfolipasy A (PLA)
a fosfolipasy D (PLD).
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v 1 kg ¢.hm. Ke kvantifikaci fytohormonu v precisténém extraktu 1ze pouZzit 1) metody fyzikalné-che-
mické a imunochemické a 2) biotesty. Z fyzikalné—chemickych metod to jsou predevsim plynova
a vysokoudinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Imunochemické metody jsou
zaloZeny na specifické interakci antigen—protilatka. Protilatky specifické proti fytohormontim lze zis-
kat po imunizaci zvifete konjugatem fytohormonu s bilkovinou. Biotesty jsou zaloZeny na snadno
méfitelné biologické nebo biochemické reakci vyvolané pisobenim fytohormonu, jakou je napf. rlist
kalusu v zavislosti na mnoZstvi cytokininu pfidaného do kultiva¢niho media. VétSinou jsou jednoduché
a citlivé, avSak pomémé malo specifické. Pfesto mohou byt velmi uZitecné.

11.4 Faktory nutri¢ni

Vyvojové procesy, spjaté s tvorbou bunééné hmoty, jsou zavislé na nutri¢nich faktorech, kterymi jsou:
fotosyntaty, aminokyseliny, vitaminy, voda, kyslik, mineralni Ziviny, oxid uhlicity a fotosyntetic-
Ky dcinné zareni. Nutri¢ni (vyZivné) funkce téchto faktord spocivaji v zdsobovani rostliny stavebnim
materidlem a/nebo energii pro bunécné syntézy. Dostatek nebo nedostatek nutriénich latek a zarivé
energie plsobi hlavné na rychlost riustovych a vyvojovych procest, ale Casto i na jejich smér. Napf.
rostliny rostouci pri nadbytku dusiku se obvykle vyznacuji bohatym olisténim a miniméalnim objemem
korenového systému, tedy vysokym pomérem stonek — koren. Pfi nedostatku dusiku je tento pomér
obraceny. Rostliny bramboru maji pfi nadmémém zasobeni dusikem silné vyvinutou nadzemni ¢ast,
ale jejich hlizy jsou malé. Prechod z vegetativni do generativni fiaze je u mnohych druhid ovliviiovan
pomérem mezi dusikem a fosforem. Nadbytek dusiku tento pfechod zpomaluje, nadbytek fosforu jej
zrychluje.

Neékteré z uvedenych nutri¢nich faktorti maji v ristovych a vyvojovych procesech i jiné nez nutricni
funkce. To se tyka zejména vapniku (viz Pfijem a prenos signal(), vody (viz Rostlina a voda) a foto-
syntath (viz dale).

Fotosyntaty, tj. cukry (mono- a oligosacharidy) a zasobni polysacharidy (Skrob a fruktany) jsou dile-
Zitymi zdroji uhlikatych metabolitii a metabolické energie. Cukry maji soucasn€ i centrdlni signalni
a koordinac¢ni dlohu v regulaci riistu a vyvoje rostlin. V interakci s dal§imi faktory (napf. fytohormony)
reguluji mnoho gent na transkripéni drovni v€etné gend pro cyklin typu D a genl pro rizné oblasti
metabolismu. Signélné-regulacni pGsobeni cukrii (nezdvislé na jejich katabolismu) bylo prokdzano
pomoci nemetabolizovatelnych analogi hexos a sacharosy. Pritomnost cukril je v bufice vnimana néko-
lika riznymi sensory, resp. receptory. Dosud nejznaméjsim je hexokinasovy sensor — hexokinasa
(enzym katalyzujici reakci glukosa + P, — glukosa-6-P). Funkce tohoto enzymu je dvoji: metabolic-
ka (v glykolyse) a signélni. Zatimco glykolytickd hexokinasa je lokalizovana v cytoplasmé, signélni je
spojena s mitochondriemi, plastidy, Golgiho apardtem a snad i dal§imi strukturami. Signalni drahy,
vedouci od sensorti cukril k regulovanym gentim zahrnuji rizné proteinkinasy, proteinfosfatasy, druhé
posly a transkripéni faktory.

Aminokyseliny. Pri dostatku ostatnich nutri¢nich faktori limituji nékteré aminokyseliny vyvoj hete-
rotrofnich ¢4sti rostlin jako jsou kofeny a embrya, nebot se v nich nesyntetizuji.
Vitaminy. Jsou to organické slouceniny, které rostlina v malych mnoZstvich potfebuje k tvorbé bunéc-
né hmoty a které si nékteré heterotrofni organy nebo pletiva, napf. embrya a kofeny, nejsou schopny
samy vytvéret. Patfi k nim:

thiamin (vitamin B,)

pyridoxin (vit. By)

kyselina nikotinové a nikotinamid

myo—inositol

201



Vitaminy jsou transportovany z listdl a dalSich zelenych ¢asti rostliny do kofent floemem. Thiamin zis-
kavaji kofeny vyhradn€ z nadzemnich orgénii, zatimco jiné vitaminy si nékteré kofeny syntetizuji ¢as-
te¢né€ samy. DilleZitost vitaminil (a nékterych aminokyselin) pro rist a vyvoj heterotrofnich ¢asti rost-
lin se jasné projevuje v kulturach izolovanych bunék, pletiv a organt.

Kyslik miZe pisobit jako limitni faktor vyvojovych procesi zvlasté pri své nizké koncentraci
v pudé (viz Respirace a Fyziologie stresu).

11.5 Teplota (také v kap. Fyziologie stresu)

Rustové a vyvojové procesy rostlin jsou silné zavislé na teploté vnéjSiho prostfedi, nebot rostliny jsou
schopné regulovat teplotu svého téla jen velmi malo a jen za urcitych podminek (sniZovat ji mohou
transpiraci a zvySovat dychanim). Patfi mezi organismy poikilotermni. Nepfekvapuje proto, Ze teplota
je hlavnim ekologickym faktorem ovliviiujicim rozsifeni rostlinnych druhfi na zemském povrchu a Ze
rostliny jsou adaptovany na teploty svého pfirozeného stanoviste.

Teplota ovliviiuje ristové a vyvojové procesy v podstaté dvojim zpiisobem. Za prvé tim, Ze pusobi na
jejich rychlost, podobné jako na rychlost jinych procest. To je pusobeni obecné, kvantitativni, ristové
nespecifické. Za druhé tim, Ze vyvolava kvalitativni vyvojové zmény v ramci ontogeneze.

11.5.1 Obecny vliv teploty na rychlost ristu a vyvoje

Kazdy druh a odriida ma pro riizné etapy ontogeneze a pro urcité Zivotni podminky (tykajici se vyZivy
a fotoperiodického rezimu) teplotni minimum, pod kterym neroste, teplotni optimum, pfi kterém
roste maximalné rychle a teplotni maximum, nad kterym jiZ neroste a popiipadé odumira. To jsou tzv.
kardinalni teploty. Teplotni minimum je vZdy vyssi neZ 0 °C a maxima pro rostliny mirného pasma vét-
Sinou nepfesahuji 30-35 °C. Teploty nad 35 °C obvykle pisobi skodlivé (ebr. 100). Rostliny jsou ke
zménam teploty velmi citlivé. Pfi zvySeni teploty o 10 °C se rychlost riistu (za optimalnich podminek)
obvykle zvysi 2-3 krat®. (Teplotni kvocient Q, pro rustové procesy je 2 az 3.)
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Obr. 100. Zavislost ristu pSenice a okurky na teploté.
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Teplotni optimum pro rist kofenti byva nizsi nez pro rist stonku. Na jafe proto kofeny za¢inaji rst
dfiv neZ listy. Také rizné pletiva téZe rostliny mivaji rozdilné kardinélni teploty. Existuji napf. rozdily
v teplotnich optimech pro rist svrchni a spodni strany okvétnich listki tulipdnu a krokusu. Pfi nizkych
teplotach (3—7 °C), které jsou optimalni pro rist spodni strany, dochézi k uzavfeni kvétd, zatimco pfi
vysSich teplotach (10-17 °C), optimélnich pro rast svrchni strany, dochézi k jejich otevieni. N4hla
zména teploty jen o 0,2-1,0 °C ma Casto za nésledek rychly rist a zavieni nebo otevieni kvéta, atko-
liv rozdil mezi optimalnimi teplotami pro rst obou stran korunnich listkd je asi 10 °C. Opakované otvi-
rani kvétd po vychodu slunce a zavirani vecer, zavislé na zménach teploty, patfi mezi pohyby rostlin
oznacované jako termonastie (viz Pohyby rostlin).
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Obr. 101. Struktura a konforma¢ni zmé&ny chromoforu (nahote) a kompletniho dimeru fytochromu (dole) v zavislosti
na svétle. Nahofe je znazornén otevieny tetrapyrolovy fetézec chromoforu, ktery je pfipojen na apoprotein sulfidickou
vazbou pres cystein v blizkosti N— konce bilkoviny (domény C a D na dolnim obrizku), ktery je hlavnim nositelem
konformacni zmény v zévislosti na kvalité Cerveného svétla. Pfechod mezi cis- a trans- formou chromoforu se prenasi
na konformac¢ni zménu celého dimeru.
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Rostliny byvaji v prirodé ¢asto vystaveny teplotdm extrémné nizkym i extrémné vysokym. Odolnost
jednotlivych druht vici takovymto teplotam, tj. jejich chladuvzdornost, mrazuvzdornost a teplu-
vzdornost, je velmi riiznd a v pribéhu ontogeneze se miize ménit. Zna¢né rozdily v toleranci vici
extrémnim teplotach existuji také mezi riznymi organy téZe rostliny, napf. mezi kvéty, listy a pupeny
(viz Fyziologie stresu).

Pfi pohlavnim rozmnozovani je na zvyseni teploty obecné citlivéjsi pyl neZ pestiky s vajicky. Na vrub
citlivosti pylu je tak mozZné pficist sniZzeni vynost zrna v obdobich horka, napft. u kukufice.

11.5.2 Teplota jako specificky regulator vyvoje

Urcité teplotni reZimy mohou vyvoldvat kvalitativni vyvojové zmény: klieni semen, pfechod
rostlin ze stavu vegetativniho do generativniho, nastup a ukonceni dormance. Teplota pfitom
Casto plsobi spolec¢né s dalSimi faktory prostiedi — s ozarenosti, fotoperiodou a vlhkosti (viz Onto-
geneze).

11.6 Svétlo jako faktor signalni

Jednim z nejdaleZitéjSich faktort Zivotniho prosttedi, ovliviiujicim riist a vyvoj rostlin, je svétlo, resp.
elektromagnetické zafeni o vlnovych délkach 320 (UV-A) — 770 nm (viz také Fotosyntéza). Ristové
a vyvojové procesy jsou svétlem ovliviiovany prostfednictvim jeho dvou zakladnich funkci:

1 - funkce nutricni (ve fotosyntéze),

2 — funkce signdlni (ve fotoperiodismu, fotomorfogenezi a fototropismu zaloZeném na rastu).

Fotosyntézou jsme se jiZ zabyvali a fotosyntetické asimilaty jsme klasifikovali jako jeden z hlavnich
faktord limitujicich rst a vyvoj rostlin. Pozornost nyni zaméfime na procesy ovliviiované svétlem jako
faktorem signalnim, resp. signalné-regulacnim. Takto plisobi pfedev§im zafeni Cervené a zafeni modré,
v nékterych zvlastnich pfipadech i zareni ultrafialové. (Fototropismu se budeme vénovat v kap. Pohy-
by rostlin.)

11.6.1 Signalni funkce cerveného svétla

Biologické pokusy, které vedly k objevu fytochromu

K poznéni signalnich funkci svétla vyznamné pfispél H.A. Borthwick se spolupracovniky na zacatku
padesatych let. Zjistili, Ze kratkovinné Cervené svétlo silné stimuluje kli¢eni semen salatu a Ze jeho vliv
muZe byt zruSen ozafenim dlouhovinnym &ervenym svétlem. Uginky obou druhi zéafeni byly vzijem-

kratkovinné ucinek
P >~ p, <
ro-~ fr \

dlouhovinné rozklad

Cervené svétlo

temnotni
reverze

Obr. 102. Schéma prfemén a pisobeni fytochromu.
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né reversibilni a vysledna odezva (klieni, nebo neklieni) zévisela na typu posledniho ozareni.
(Vysledky jednoho takového pokusu uvadi Tab. 7.) Déle zjistili, Ze nejucinnéjsi je kratkovinné cer-
vené svétlo (red, r, R) o vinové délce 660 nm a dlouhovinné cervené svétlo (far-red, fr, FR) o vino-
vé délce 730 nm. Na zakladé svych pokust vyslovili hypotézu, Ze oba druhy zafeni jsou absorbovany
jedinym fotoreceptorem, ktery miiZe existovat ve dvou strukturdlnich konformacich schopnych po
plsobeni svétla o pfislusné vinové délce prechazet jedna v druhou. Nazvali jej fytochrom (phytochro-
me, P) a jeho formy oznacili jako Pr (P660) a Pfr (P730).

Tab. 7. Kli¢eni semen salétu (cv. Grand Rapids) po ozafeni kratkovinnym Cervenym (R) a dlouhovin-
nym ¢ervenym (FR) svétlem. Semena byla néjakou dobu ponechéna ve vodé (za tmy) a poté ozafova-
na 5 minut jednim nebo druhym svétlem (pfiklad experimentdlnich vysledk).

svételny reZim % vykli¢enych semen
R 70

R/FR 6
R/FR/R 74
R/FR/R/FR 6
R/FR/R/FR/R 76
R/FR/R/FR/R/FR

R/FR/R/FR/R/FR/R 81
R/FR/R/FR/R/FR/R/FR

Izolace a identifikace fytochromu

Fytochrom byl zanedlouho poté izolovan a identifikovdn jako chromoprotein, jehoZ chromoforem je
tetrapyrol (obr. 101, srovnej s tetrapyrolem chlorofyli). Zékladni vazba tetrapyrolu na apoprotein
vytvari fytochrom Pr, ktery maximalné absorbuje pfi asi 660 nm (R). Absorpce zéfeni této spektralni
oblasti vyvolavd zménu chromoforu: dvojna vazba mezi dvéma pyrolovymi kruhy se méni z konfigu-
race trans v cis a to zpisobuje zménu konformace proteinu. Fytochrom v této nové konformaci, Pfr,
maximalné absorbuje pfi asi 730 nm (FR). Pfr je aktivni forma fytochromu signalizujici stav ozafeni.
Forma Pr je pomémé stéla, zatimco forma Pfr se ve tmé rychle méni zpét na Pr a z¢asti se rozklada
(obr. 102). Absorp¢ni spektra obou forem se ¢astecné prekryvaji (obr. 103). Na plném slune¢nim svét-
le mirmé prevazuje R nad FR a fytochrom je pfevdzné ve formé Pfr.

Biologické funkce fytochromu

Fytochrom zprostfedkovavé pasobeni svétla na fadu ristovych a vyvojovych procest, napf. na klic¢eni
nékterych semen, zelenani kli¢nich rostlin a otevirani plumularnich hacki. Ucastni se adaptace listd na
plné slunecni svétlo nebo na stin, fotoperiodismu a sefizovani cirkadidlnich rytmi svétlem.

Jak dlouho musi Pfr puasobit, aby vyvolal biologickou reakci?

Doba, po kterou musi Pfr takto piisobit, miZe byt v riznych procesech rizna. MuzZe trvat nékolik minut
az n€kolik hodin. Béhem této doby probéhne reakce vyvolana ozafenim R do takového stadia, ve kte-
rém jiZ neni svétlem ovlivnitelnd. U semen salatu byla tato doba stanovena pokusem, jehoz vysledky
jsou uvedeny v Tab. 8. Dlouhovinné ¢ervené svétlo, aplikované 1 h po aplikaci R, tplné zvrétilo uci-
nek R. To znamen4, Ze po celou tuto dobu musela byt hladina Pfr udrZovéna na vysoké tirovni, mél-li
byt jeho stimulacni i¢inek maximéalni. Po osmi hodindch nemél jiZ FR témét Zadny inhibi¢ni vliv, cozZ
svéd¢i o tom, Ze procesy vedouci ke kliceni se staly nevratnymi. Mezi 1. a 8. hodinou procento klici-
cich semen vzristalo, navzdory aplikaci FR.
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Obr. 103. Absorpéni spektra fytochromi.

Tab. 8. Kli¢eni semen salatu (cv. Grand Rapids) po 5 minutovém ozafeni kratkovinnym ¢ervenym zéfe-
nim (R) a nasledném 5 min. ozafeni dlouhovinnym ervenym zafenim (FR), které bylo od ozéafeni
R oddéleno rizné dlouhymi intervaly tmy.

Zpusob ozafeni % vykli¢enych semen
R 100
R /tma O hod. / FR 15
R/tma 1 hod./FR 15
R /tma 2 hod. / FR 20
R /tma 4 hod. / FR 40
R/tma 6 hod. / FR 60
R /tma 8 hod./ FR 80

Fytochromy A, B, C, D, E

U Arabidopsis bylo identifikovano 5 riznych fytochromil (A-E). Fytochrom A je pfitomen hlavné v eti-
olovanych pletivech, kde je zodpovédny za indukci fotomorfogenetickych procest vedoucich k tvorbé
zelenych listd. Jeho aktivni forma (Pfr) ma polocas rozpadu 30-60 min. Je nevratn€ proteolyticky
degradovan poté, co reagoval s nizkomolekularni bilkovinou ubikvitinem (viz Slovnicek). Fytochromy
B-E maiji delsi Zivotnost neZ fytochrom A. Ugastni se svételné regulace ristovych a vyvojovych proce-
st v zelenych pletivech.

Mechanismus piisobeni fytochromi

Fytochromy jsou serinové kinasy, schopné jak autofosforylace, tak fosforylace partnerskych bilkovin.
Aktivni formy fytochromt plsobi primarné na transkripci — aktivuji transkripéni faktory. U rostlin ve
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tmé jsou fytochromy lokalizovédny v cytoplasmé€. Pomoci fuze fytochromu s GFP bylo zji§téno, Ze
1 minutu po prijeti svételného signalu se PhyA translokuje z cytoplasmy do jadra, kde se v inter-
akci s transkripénimi faktory pfimo podili na regulaci transkripce.

11.6.2 Signalni funkce modrého svétla

Modré svétlo o vinovych délkach 380 — 450 nm se uplatiiuje zejména :

1. ve fototropismech a fotonastiich (viz Pohyby rostlin),

2. pfi otevirani listovych priiducht (viz Rostlina a voda),

3. v inhibici dlouZivého rastu stonku (viz Ontogeneze),

4. v reakci na zastinéni,

5. pfi deetiolaci.

Modré svétlo je absorbovano flavoproteiny kryptochromem (obr. 104) a fototropinem. Fototropin,
v souladu se svym jménem, se tiastni — jako membranova kinasa — fototropickych reakci (viz 14.5)
a reorientace plastidii — v odpovéd na zménu intenzity svétla. Kryptochromy se i¢astni stejnych mor-
fogennich a fotoperiodickych procest jako fytochromy. Oba typy fotoreceptord (tj. kryptochromy
a fytochromy) spolu v jadfe interaguji a ve vzdjemné souhfe a v interakci s transkripénimi faktory fidi
genovou expresi jako reakci na svételné signély. Predpoklada se, Ze kryptochromy méni po prijeti své-
telného signalu sviij redoxni stav a konformaci.

Pisobeni ultrafialového zareni

Slunec¢ni svétlo dopadajici na zemsky povrch obsahuje ultrafialové (UV) zafeni, které podle vinové
délky d€lime na UV-A (380-320 nm), UV-B (320-280nm) a UV-C (280-200 nm). UV-sloZka slune¢-
niho zafeni miZe na rostliny puisobit pozitivné i negativné. Pozitivni pisobeni se projevuje napr. zesi-
lenou syntézou flavonoidi v disledku zvySené aktivity hlavnich enzyma jejich biosyntézy — PAL
(fenylalaninamoniaklyasy) a chalkonsyntasy. V nékterych pripadech plsobi UV-zareni v interakci
s modrym zéafenim. Receptor UV-zafeni nebyl dosud identifikovan. Negativné mize UV-zafeni plso-
bit hlavng tim, Ze vyvolava zmény ve struktufe DNA. Cim krat3i vinovou délku UV-zafeni m4, tim
pusobi Skodlivéji. Zmény vyvolané UV-zafenim mohou byt pro buriku letalni.

11.6.3 Fotoperiodismus

Fotoperiodismus je regulace ristovych a vyvojovych procesti délkou denniho osvétleni. Doba, po kte-
rou jsou rostliny (pfipadn€ jiné organismy) vystaveny piisobeni svétla ve 24 hodinovém cyklu, se nazy-
vé svételna perioda nebo fotoperioda. Urcité fotoperiodé odpovidd urcita temnotni perioda. Jedno-
denni cyklus svétla a tmy, resp. dne a noci, obsahujici a¢innou fotoperiodu, se nazyva induk¢ni cyklus.
K vyvolani fotoperiodického efektu mohou stacit jeden nebo dva cykly, obvykle jich je ale zapotiebi

fotolyasa tropomyosin

NH COOH

deasaflavin/pterin FADH,

Obr. 104. Struktura kryptochromu.
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vice. Fotoperioda miiZe byt dlouha, nebo kréatka. Castéji pouZivanymi terminy jsou dlouhy den a krat-
Ky den. Tyto terminy nevyjadfuji absolutni délku svétla v rdmci 24 hodinového cyklu, ale vztahuji se
k Casovému rozhrani, kterym je kriticka délka dne. Je-li napf. kriticka délka dne 15 h jsou fotoperio-
dy kratsi nez 15 h povaZzovény za kratky den, delSi neZ 15 h za dlouhy den. Kratkodenni typ odpovédi
je reakce na fotoperiodu krat$i nez kriticka délka, dlouhodenni reakce je navozena fotoperiodou delsi
nez kriticka délka (viz Fotoperiodické indukce kveteni). Ve fotoperiodismu je ¢asto rozhodujici délka
noci. Proto se pouZivaji i terminy dlouha noc, kratka noc a kriticka délka noci (viz Ontogeneze).

Objevitelé fotoperiodismu

V r. 1910 pozoroval francouzsky biolog J. Tournois, Ze rostliny chmele a konopi péstované v zimnim
obdobi ve skleniku a vystavené svétlu pouhych asi 6 h denné vykvétaly velmi brzy, pfestoZe jejich rist
byl velmi pomaly. Termin fotoperiodismus zavedli americti rostlinni fyziologové W.W. Garner a H.A.
Allard, ktefi v r. 1920 ukézali, Ze pfechod mnohych rostlin z vegetativniho stavu ke kveteni zavisi na
fotoperiodickém reZimu. Fotoperiodismus se brzy poté stal pfedmétem vyzkumu i v dalSich oborech,
zejména zoologickych, a nyni je jednim ze zakladnich principu biologie.

Fotoperiodismus se netyka jen kveteni

Fotoperiodismus se miZe tykat také procest vegetativnich, jakymi jsou rdst prytd do délky, velikost
a tvar listd, charakter vétveni, tvorba vegetativnich rozmnoZovacich a zasobnich organt (cibuli a hliz),
odnoZovéni, opad listll a dormance pupend.

Ekofyziologicky vyznam fotoperiodismu
Fotoperiodismus je ekologickou adaptaci organismi umoZiiujici jim optimalné€ vyuZit pfiznivé obdobi
roku a preZit nepfiznivé obdobi (tj. obdobi zimy nebo sucha). V pfirodé je nejspolehlivéjsim indikato-
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Obr. 105. Délka dne jako funkce ro¢ni doby v riznych zemépisnych Sitkach severni polokoule.
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rem rocniho obdobi pravideln€ se ménici délka dne. Signalizuje nastup obdobi pro Zivot pfiznivého
nebo naopak nepfiznivého. Se stoupajici zemépisnou Sitkou jsou rozdily mezi délkou dne a noci vyraz-
né&jsi a rychlost zmény téchto rozdili vétsi. Nejpomaleji se pomér mezi délkou dne a noci meéni upro-
stfed 1éta a zimy, nejrychleji na podzim a na jafe (obr. 105). Nékteré rostliny kvetou zjara, kdy se dny
prodluZuji, jiné kvetou na podzim, kdy se dny zkracuji. Donedavna se predpokladalo, Ze rostliny jsou
schopny rozpoznat, zda se dny prodluZuji (a je jaro) nebo zkracuji (a je podzim). To se vSak pokusné
nepotvrdilo. Rostliny potfebuji k rozliSeni jara a podzimu kromé délky dne je$té jeden dalsi znak pro-
stfedi, napf. teplotu nebo deStové srazky. Existuje proto mnoho riiznych ekologickych adaptaci rostlin,
ve kterych je dllezity fotoperiodismus. Napf. u nékterych rostlinnych druht se kvétni primordia zakla-
daji na podzim, kdyZ se délka dne zmensi na kritickou hodnotu. Dalsi jejich vyvoj je zastaven nizkou
zimni teplotou a pokracuje teprve zjara, kdyZ se teplota zvysi.

Jak rostliny vnimaji délku dne a noci?

Reakce rostlin na délku dne, resp. na délku noci, svéd¢i o tom, Ze maji schopnost délku téchto caso-
vych period vnimat. Ale jak? Odpovéd poskytly pokusy s fotoperiodickou regulaci kveteni, ve kterych
byla temnotni perioda (noc) prerusena kratkym ozafenim listti kratkovinnym cervenym svétlem a zjis-
téni, Ze tcinek takovéhoto preruseni temnotni periody byl zvracen ozafenim dlouhovinnym Eervenym
svétlem. Z toho bylo moZné vyvodit, Ze fotoreceptorem, ktery vnima délku fotoperiody, je fytochrom
(viz také Regulace kveteni). Pokusy dale ukazaly, Ze i¢inek preruSeni temnotni periody do znaéné miry
zavisel na tom, ve které jeji Casti doslo k preruseni. To vedlo k predstavé, Ze méfeni Casu fytochromo-
vym systémem se icastni biologické hodiny s cirkadialnim (24 hodinovym) rytmem. Biologické hodi-
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Obr. 106. Spektrilni sloZeni slune¢niho svétla nefiltrovaného (a) a filtrovaného listovym pokryvem (b).
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ny pravdépodobné reguluji citlivost bune€k vici Pfr. Predpokladame, Ze v urcité fazi endogeniho rytmu
vymezuji dobu potfebnou k tomu, aby aktivni forma fytochromu vyvolala fotoperiodicky ucinek (viz
Biorytmy).

11.6.4 Fotomorfogeneze

Fotomorfogenezi rozumime vyvojové procesy vyvolané signalné-regulacnim plisobenim svétla, zavis-
lym spiSe na jeho kvalité a intenzit€ neZ na fotoperiodé. Kromé niZe zminénych procesi patfi do foto-
morfogeneze 1 svétlem vyvolany dorziventrdlni charakter (rozliSeni svrchni a spodni strany) listd
a jejich tvar, vétveni stonku a mnohé dalsi.

Kliceni semen zavislé na svétle

Kliceni n€kterych druhG semen, napf. saltu, je silné stimulovano kratkovinnym cervenym svétlem
a inhibovano dlouhovinnym ¢ervenym svétlem. V obou piipadech je receptorem zareni fytochrom (viz
také Ontogeneze).

Morfogenetické reakce na zastinéni listovym pokryvem

Rostliny, které jsou zastinény listovym pokryvem, absorbuji méné zarivé energie neZ rostliny nezasti-
néné a navic, slune¢ni zareni, které na n€ dopada, ma spektralni sloZeni jiné neZ zafeni normalni, nefilt-
rované. Chlorofyl je velmi u¢innym svételnym filtrem (obr.106). Zareni, které proslo listovym pokry-
vem obsahuje pfevdZzné dlouhovinnou ¢ervenou slozku a na rast nékterych rostlin psobi stimulacné.
Rostliny se v hustém zdpoji vyhybaji stinu — souté€Zi o svétlo. Receptorem aktivnim v této souvislosti
je predevsim fytochrom B. Podle reakce na zastinéni miZeme rozliSovat (1) rostliny svétlomilné a (2)
rostliny stinomilné.

(1) Rostliny svétlomilné: VEtSina nasich plané rostoucich bylin, kulturni travy, brambor a dalsi rostli-
ny. Jejich rist je stimulovan dlouhovinnym ¢ervenym zafenim, které je absorbovano fytochromem.

(2) Rostliny stinomilné, nebo stin tolerujici: Mezi né patfi lesni rostliny pfizemniho patra, napf. Mer-
curialis perennis a Hepatica nobilis. Pomalu rostou, maji delsi vegeta¢ni periodu, vysokou t¢innost
fotosyntézy i pri niZ§ich ozafenostech a velkou listovou plochu. Tyto rostliny nemaji moZnost pro-
niknout pokryvem stromi a na dlouhovinné cervené zareni nereaguji.

Morfogenetické reakce rostlin vyvolané vysokou ozarenosti

Vysok4 ozafenost ovliviiuje charakter listil i habitus celé rostliny. Pfi vysoké ozarenosti jsou listy obvy-
kle mensi a siln€jSi neZ pfi nizké ozarenosti. Efekty vyvolané vysokou ozafenosti mohou byt zpro-
sttedkovany fytochromem a (nebo) fotosyntézou a jejich rozliseni byva nesnadné (viz také Fotosynté-
za a Fyziologie stresu).

Etiolace

Rostliny rostouci delsi dobu v uplné tmé rostou rychleji, neZ kdyby rostly na svétle, jsou v§ak zaZlout-
1¢ a vytahlé. Rikame, Ze jsou etiolované. Etiolace je zvlastni druh fotomorfogeneze vyvolané nepfi-
tomnosti svétla a oznacované jako skotomorfogeneze (skotos = fecky tma). Listové Cepele etiolova-
nych dvoudé€loznych jsou zakmélé a jejich stonky jsou zakoncené plumuldrnim nebo hypokotylovym
hackem (obr. 107). Listy nékterych jednodéloznych jsou uzce protahlé. Listova pletiva etiolovanych
rostlin jsou minimalné diferencovana a postradaji chlorofyl. Ekofyziologickym smyslem etiolace je
rychly tnik z nepfiznivych Zivotnich podminek. Rostlina velmi usporné vyuziva zasobnich latek
k pouhému prodluZovani stonku (nebo listi v pfipadé jednodé€loZnych), a ma tak moZnost dostat se
rychleji do priznivéjSich svételnych podminek. VyZiva etiolované rostliny je heterotrofni. Etiolace je
fizena fytochromem.
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Deetiolace a tvorba chloroplastii

Deetiolace je ozafenim vyvolané zezelendni etiolované rostliny, tj. jeji pfechod ze stavu heterotrofniho
do autotrofniho. Tato zména je charakterizovana otvirdnim plumulového hacku a zpomalenim dlouZi-
vého rustu. Je regulovana fytochromem a receptorem modrého zafeni. Pfi zelendni etiolovanych listl
se tvorii chloroplasty. Chloroplasty se normélné vyvijeji z proplastidd, z nichZ vSak ve tme (v etiolova-
nych rostlindch) vznikaji nezelené etioplasty. Ozafenim vznikaji z etioplasti chloroplasty. Ozafeni pfi-
tom pusobi ve dvou smérech: Prostfednictvim fytochromu a receptoru modrého zéfeni (pfitomnych
v cytoplasmé€) vyvolava transkripci jadernych gent, které koduji ¢ast proteini chloroplastt. Vedle toho
je absorbovéno v etioplastu prekursorem chlorofylu protochlorofylidem a vyvolavd jeho postupnou
pfeménu v chlorofyly a a b.

Geneticka analyza fotomorfogeneze

Geneticky pfistup vedl k ziskani mutanti Arabidopsis, u kterych dochazi k ¢astecné deetiolaci klic¢-
nich rostlinek ve tmé, tj. bez svételného signdlu. Proto se oznacuji det (deetiolated) ¢i cop (consti-
tutive photomorphogenesis). Patfi k nim také ¢4st tzv. fusca mutantl, jejichz pletiva akumuluji
nadmérné mnoZstvi anthokyant. Bilkovina kédovana lokusem COP 1 je ubikvitinligasa; ve tmé je
lokalizovédna do jadra a po osvétleni se transportuje do cytoplasmy. Pasobi jako represor genové
exprese fotomorfogennich genil tak, Ze ve tmé v jadfe ubikvitinuje transkripéni faktory fidici foto-
morfogenezi (jako napf. HyS) a tim je pfedurcuje k degradaci proteasomem. Dalsi bilkoviny z této
skupiny jsou stabilné lokalizovany v jadfe a jsou soucésti vysokomolekularniho komplexu osmi bil-
kovin COP, nalezeného také u Zivo€icht jako tzv. signalosom. Signalosom je homologni ¢ésti pro-
teasomu a jeho regulacnich funkce je spojena se specifickou degradaci jadernych bilkovin ve tmé
navazujici na ubikvitinaci pisobenou Copl. Déle se COP komplex/signalosom podili na procesech
regulace genové exprese specifickou degradaci regulacnich bilkovin — velmi vyrazné napf. v reakci
bunék na auxin. Klonovani mutantniho lokusu u mutanta detl ukézalo, Ze kéduje bilkovinu chro-
matinu, kterd se podili na regulaci acetylace histoni. Je to jeden z mnoZicich se pfipadu, které uka-
zuji na mimoféadnou duleZitost bilkovin regulujicich dynamiku chromatinu v regulaci genové expre-
se u rostlin.

Obr. 107. Rostliny bramboru vyrostlé v pfirozenych svételnych podminkach (den — noc) a ve tmé.
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11.7 Gravitace

Zemska pritazlivost, gravitace, je vSudypfitomnym a stale piisobicim faktorem ovliviiujicim rast rost-
lin. Pomoci zvlaStnich mechanismi lokalizovanych ve $pi¢kach kofeni a vrcholcich stonkd ji rostliny
vnimaji a na ni reaguji. Mnohé kofeny rostou (nebo maji schopnost rist) ve sméru gravitace, zatimco
pryty rostou pfevazné proti sméru jejiho ptisobeni (viz Pohyby rostlin — gravitropismus).

11.8 Mechanické tlaky

Buiiky jsou v rostlinném téle vystaveny mechanickym tlakim vychézejicim z okolnich pletiv
a orgéant i z vnéjSiho prostiedi. Piisobeni téchto tlakii se mizZe projevit ve zménach ristu a morfo-
geneze. Mezi sensory tlakovych signalu patii urcity druh kandla pro Ca?*, které se aktivuji zménou
mechanického pnuti membréany. Vnitrobunécny mechanismus téchto zmén zahrnuje reorganizaci
perifernich mikrotubuli v cytoplasmé a celulosovych vlaken v bunéénych st€nach. Mitotické figu-
ry se usporddavaji rovnobézné s vektorem tlaku — tzn. nové bunécné prepazky se orientuji k vekto-
ru tlaku kolmo.

11.9 Faktory biotické

Rust a vyvoj rostlin ovliviiuji také biotické faktory prostfedi — tedy Zivé okoli. Biotickymi faktory v nej-
$irSim pojeti rozumime:

1. mikroorganismy (patogeny a symbionty)

2. ZivoCichy (byloZravce, hmyz a dalsi)

3. rostliny (parazitické i normalni v ramci allelopatie)

4. ¢loveka

V této kapitole se zminime jen o bakterii Agrobacterium tumefaciens, jejiz ptitomnost v rostlinach se
projevuje tvorbou stonkovych nadort (crown gall). O dalsich patogenech a o allelopatii je pojednano
v kap. Fyziologie stresu a o bakteriich rodu Rhizobium, fixujicich vzdusny dusik, v kap. Mineralni vyZi-
va. ZivoCichové a ¢lovék ovliviiuji riist a vyvoj rostlin mnoha zptisoby, mimo jiné jejich poranénim (viz
Hojeni ran).

Agrobacterium tumefaciens (At) jako nastroj molekularni biologie rostlin (vektor cizorodé DNA)
Schopnost indukovat tvorbu nadori je u At spojena se schopnosti pfenést a ndhodné integrovat Cast
bakteridlniho Ti plasmidu (od tumor inducing), zvanou T-DNA, do jaderného genomu rostlin
(obr. 108). Tento usek DNA pak zajistuje expresi bilkovin (zejména enzymu biosyntézy auxinu a cyto-
kinind), které zptsobuji vyvojovy zvrat v transformovaném pletivu — postizené buiiky se zacnou chao-
ticky délit a produkovat zvlastni tfidu aminokyselin (opini). Bakterie pak tyto aminokyseliny vyuZiva-
ji. Jedna se o zvlastni pfipad parazitismu.

Interakce bakterie Agrobacterium tumefaciens s burkou a pfenos T-DNA z bakterie do jadra bunky
jsou vzdjemné dokonale koordinovany. Uastni se jich fada bilkovin, které jsou kodovany v takzvané
oblasti vir Ti—plasmidu, ktera se nepfenési (obr. 108). Infekce bunék bakterii je indukovana poranénim
pletiva, pfi kterém se uvoliuji rizné fenoly, které indukuji expresi geni vir. T-DNA se pienasi do rost-
liny jako jednofetézcova DNA. Je pravdépodobné, Ze mechanismus pfenosu DNA z buiiky bakterie do
rostliny je odvozen z procesu konjugace mezi bakteridlnimi bunikami.

Chaotické (nadorové) déleni bunék po transformaci T-DNA pfipomina rast kalusu v tkafovych
kulturach s nadbytkem auxind a cytokinini v médiu. Analyza genl nesenych T-DNA prokazala, Ze
jsou mezi nimi geny biosyntézy téchto fytohormont. Gen Tmr kéduje isopentenyltransferasu, kli-
c¢ovy enzym syntézy cytokinini a geny Tms—1 a 2 koéduji enzymy schopné syntetizovat IAA z tryp-
tofanu.
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Obr. 108. Pienos T-DNA z Ti plasmidu agrobacteria do rostlinné buiiky — funkce vir gend. Interakce mezi bakteriemi
a rostlinou je iniciovdna fadou flavonoidd (zde acetosyringon), které rostlina vylucuje do svého okoli a které se vaZzou
na membranovou bilkovinu bakterie kddovanou genem virA (bilkovina A) . Takto aktivovany receptor fosforyluje
bilkovinu VirG, ktera aktivuje expresi ostatnich vir genli a také svou vlastni. Bilkovina VirD2 je endonukleasa, ktera
Stépi specificky v misté levé a pravé hranice T-DNA (LB a RB - pfima opakovani 25pb) a zstiva napojena na 5'
konec minus vldkna DNA u pravé hranice T-DNA. VirE2 je bilkovina vazici jednofetézcovou DNA a tak uvoliuje a
stabilizuje jednofetézcovy DNA fragment, ktery je pfenaSen do rostlinné buiiky. Chybéjici isek v donorové DNA je
dosyntetizovan opravnymi mechanismy DNA (DNA repair). K exportu T-DNA z bakterialni buiiky slouzi 11 bilkovin
kédovanych v oblasti virB, které vytvareji bilkovinny translokacni komplex, ktery umozZiuje ptenos komplexu T-DNA
pfes membranu. Vzhledem k tomu, Ze jak VirD2 tak VirE2 bilkoviny maji eukaryoticky jaderny lokaliza¢ni signal, je
komplex T-DNA transportovan do jadra rostlinné buriky. Integrace T-DNA do jaderného genomu probihd mechanismem
nelegitimni rekombinace, ktery je fizen jadernymi bilkovinami hostitelské buiiky. Vzhledem k tomu, Ze T-DNA se
nejprve vaze na cilové misto (jednotfetézcovy zlom) v jaderném genomu pfes D2 bilkovinu, je prava hranice T-DNA
po integraci zpravidla zachovana lépe, neZ useky u levé hranice.
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Obr. 109. schéma binarniho vektoru odvozeného od Ti plasmidu, ktery je b&Zné vyuZivan pfi pfipravé transgennich
rostlin. T-DNA je pfenaSeny usek Ti plastidu ohrani¢eny levou a pravou hranici (LB a RB). Maly plasmid nesouci
tento usek je schopen replikace jak v E. coli tak v agrobakteriich, je zbaven genl kédujicich rastové regulatory a
opiny, a nese misto pro klonovéni cizorodého genu a selekcni (markerovy) gen pod promotory P1 a P2, transkripce
téchto genil je ukoncena terminatory T1 a T2. VEtSi plasmid (derivat Ti plasmidu) mnozici se pouze v agrobakteriich
nese vir oblast, kterd katalyzuje mobilizaci a ptenos T-DNA z prvniho menSiho plasmidu.
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Obr. 110. Mozaikovita struktura konstitutivniho virového promotoru 35S mozaiky kvétdku (CaMV, genom dsDNA). a)
—358S promotor byl rozdélen na vyznacené domény DNA (A1-B5) a kazda z nich byla nezavisle pfipojena k minimalnimu
promotoru (s TATA tsekem) a fidila expresi reporterové bilkoviny (GUS). b) — schéma vyznacujici transkripéni aktivitu
jednotlivych tisekd promotoru v embryu, kli¢ni rostlince a dospélé rostliné transgenniho tabaku. Konstitutivnost promotoru
je zajisténa spojenim fady tkatiové specifickych cis-DNA elementi, které dohromady zajistuji expresi v celé rostling.
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Nastroje molekularni biologie rostlin — Ti plasmid Agrobacteria tumefaciens a 35S promotor viru
mozaiky kvétaku (CaMV).

Molekularni biologové pouZivaji Agrobacterium ke vnaSeni cizorodé DNA do rostlinného genomu.
Aby bylo moZné z transgenniho pletiva regenerovat celou rostlinu, byly metodami genového inZenyr-
stvi z T-DNA odstranény vSechny sekvence kddujici enzymy metabolismu fytohormont. Pro pfenos
a integraci T-DNA dostacuji intaktni pravd a levd hranice T-DNA tvofend pfimym opakovanim
sekvence 25 pari bazi DNA. Takto ,,odzbrojeny* Ti plazmid byl pak rozdélen na dvé ¢ésti — na mensi
plasmid nesouci T-DNA s klonovacim mistem pro cizorodou DNA, ktery ma také schopnost mnoZit se
v E. coli, coZ usnadniuje klonovéani. Zbytek pivodniho plasmidu nesouci vir oblast zlstava jako
,pomocny* plasmid v bunkach Agrobacteria. Jeho jedinou funkci je fidit pfenos T-DNA (obr. 109).
Tyto binarni vektory spolu s rozvojem riznych postupt transformace zpusobily revoluci v pfipravé
transgennich rostlin pro teoretické icely i pro zemédélskou praxi.

Hlavnim promotorem vyuZivanym k ektopické expresi cizorodych genll v rostlinich je promotor
35S viru mozaiky kvétaku CaMV. Tento promotor zajistuje konstitutivni expresi transgenu ve vSech
pletivechrostliny s vyjimkou pylu. Tato schopnost spocivé v jeho mozaikové struktufe (ebr. 110) — pro-
motor obsahuje rizné tkanové specifické cis—DNA elementy, které interaguji s tkanové specifickymi
transkripcnimi faktory.
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