12. Fytohormony a regenerace rostlin

Rostliny jsou mnohobunécéné organizmy. Buiiky tvoii pletiva sestavena v organy, organy
tvoii funkéné koordinovany celek — organizmus. Celek vznika postupné z bunky jediné dle
svého genetického programu a moZnosti prostiedi, s nimz je rostlina v neustalé dynamické
interakci. Se zvétsujicim se poctem bunék a jejich funkéni specializaci roste potieba koordi-
nace rastovych, vyvojovych i metabolickych procesti.

Rostliny, ptisedlé organizmy a zdroj potravy pro mnoho dalSich organizmt (kap. 7.6.), jsou
vystaveny daleko vétsi pravdépodobnosti poskozeni nez organizmy schopné pohybu z mista
na misto. Jako adaptace na tento selekéni tlak se u rostlin vyvinula vysoké schopnost regene-
race. Regeneraci lze definovat jako doplitovani a nahrazovani ztracenych casti téla vedou-
ci k zachovani a obnové vyvazenosti funkci jednotlivych ¢asti organizmu, tj. k celistvosti
neboli integrité rostliny. Podstata této schopnosti spociva predev§im v existenci totipotence
vétSiny bunék u rostlin a vnitini signalni sité organizmu.

U rostlin se vyvinul specificky systém signalnich latek — fytohormonii, ktery hraje vyznam-

nou ulohu v koordinaci vyvoje rostliny.

12.1. Fytohormony

mExistence t€chto morfogennich latek byla pfedpokladana jiz na konci 19. stoleti, prvni fytohormony
byly fyziologicky prokazany ve 20. letech minulého stoleti a v dalSich desetiletich pak chemicky iden-
tifikovany.

Fytohormony jsou obecné se vyskytujici organické nizkomolekularni latky, s funkei en-
dogennich signalnich latek. Tyto pFrirozené metabolity jsou v rostlinach pfitomny ve velmi
nizkych koncentracich (10° az 10°M) a slouzi k p¥enosu informaci mezi pletivy a organy
v rostlin€. Jsou transportované na kratké vzdalenosti predev§im bunéénym transportem, na
dlouhé vzdalenosti vodivymi pletivy.

Charakter informace je v zasad¢€ urcen jejich chemickou strukturou. Klasicky se uvadi pét
zakladnich kategorii fytohormond — auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a
etylén. V poslednich desetiletich se objevuji dalsi signalni latky fytohormonalniho charakteru
— kyselina jasmonova, kyselina salicylovd, brassinosteroidy a polypeptidy a oligopeptidy,
napf. systemin.

Efekt fytohormont je ddle dan schopnostmi buriky signil rozeznat a reagovat na néj. Sig-
nal je rozeznavan specifickymi receptory, jejichz mnozstvi urcuje citlivost bunky k signalu.

Schopnost na signal reagovat je dana stavem buiky, zavisi na stupni diferenciace 1 aktual-



nich trofickych pomérech buniky. Efekty fytohormont jsou proto velmi riizné — pleiotropic-
ké.

Sila signalu fytohormonu odpovida jeho hladiné (koncentraci). Hladina fytohormonu je fize-
na na mnoha urovnich — pfedevsim intenzitou jeho biosyntézy a degradace v misté jeho
vzniku, rychlosti transportu do mista odpovédi a intenzitou odbouravani nebo reverzibilni
inaktivace v mist¢ ptisobeni.

Riistové a vyvojové procesy u rostlin jsou zna¢né komplexni a odrazeji vzajemné piisobeni
fytohormonii. Detailni poznavani téchto vztahl je dlouhodobé aktualni problém fyziologie
rostlin.

Vedle ptfirozenych metabolith existuji chemicky pripravené latky se strukturou podobnou
fytohormoniim, které, jsou-li vpraveny do rostliny, vaZou se na receptory fytohormont a si-
muluji jejich signal. Dalsi latky mohou ovliviiovat signal na trovni transportu fytohormoni
v rostliné. Tyto latky maji ristové a vyvojové efekty a spolu s fytohormony se oznacuji jako
ristové latky, riastové regulatory nebo morforegulatory. Pro latky, které nejsou priroze-
nymi metabolity rostlin, se termin fytohormon nepouziva.

Ristové latky jsou béZné vyuzivany v experimentalni praci i v zahradnické a agronomické

praxi.

A Uloha a piisobeni fytohormont se studuje mnoha piistupy, napf. stanovenim jejich endogenni hladi-
ny, aplikaci latky nebo jejiho strukturniho analogu na intaktni rostlinu nebo do media kultury in vitro,
analyzou mutanti nebo transgennich rostlin, u nichz je tvorba fytohormonu zvysena, snizena nebo u
nichZ je zménéna citlivost k signalu daného fytohormonu. Pro ovéfeni fytohormonalni aktivity risto-
vych regulatorti je nezbytné sledovat jejich efekty na citlivy rostlinny material v tzv. biotestech.

V odborné literature lze nalézt mnozstvi efektii fytohormonii a ristovych latek, které nelze obsahnout.
Empirické poznatky si casto protireci. Fyziologické odpovedi jsou velmi komplexni, mechanizmy pii-
sobeni ristovych latek jsou velmi riizné a poznané zatim jen nedostatecné. To vSechno ztéZuje
interpretaci popisovanych jevii.

12.1.1. Auxiny

Auxiny byly objeveny ve 20. letech minulého stoleti na zaklad¢ jejich schopnosti stimulovat
prodluzovani bun¢k. Pfirozené auxiny predstavuje mala skupina strukturné podobnych latek:
kyselina indolyl-3-octova — IAA (z angl. indole-3-acetic acid), kyselina indolyl-3-maselna —
IBA (z angl. indole-3-butyric acid), kyselina 4-chlorindolyl-3-octova — 4-CI-IAA a kyselina
fenyloctova — PAA (z angl. phenylacetic acid), jejiz vyskyt vSak neni obecny (obr. 12-1.).
Strukturnich analogi je celd fada, napt. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kyselina a-

naftyloctova (NAA; z angl. naphtaleneacetic acid).



TAA se tvorii v mladych rychle se délicich buiikach — v apikdlnim meristému stonku, mla-
dych listech, vyvijejicich se kvétech a plodech, v embryich i v meristémech kotene. Hladinu
auxinu casto ovliviiuji gibereliny.

Biosyntéza muiZe probihat nékolika cestami. Jedna z nich vychazi z tryptofanu a ma nékolik
vétvi, druhd, tzv. cesta nezavisla na tryptofanu, vychazi z indolyl-3-glycerofosfatu. Vychozi
latka je rizna v riznych typech pletiv 1 v jejich rtiznych vyvojovych stadiich. Také cest de-
strukce IAA je nékolik. Vedle odbouravani mize byt IAA reverzibilné inaktivovana konju-
gaci s myo-inositolem, s kyselinou asparagovou, s fetézcem glukéz (7 az 50) nebo s glykopro-
teiny. Konjugaty jsou lokalizovany v cytosolu.

Transport auxini na kratké vzdalenosti (mezi bunkami) je pfedev§im membranovy
(transport auxinu symplastem, pokud existuje, je minimalni) a polarni. Auxin je jediny fyto-
hormon transportovany mezi bunikami polarné - ve stonku bazipetalné, v kofeni akropetalné.
Ve stonku a listech je auxin takto transportovan parenchymem vodivych pletiv. Na dlouhé
vzdalenosti je transportovan floémem nepolarné. Oba typy transportu spolu souviseji. Auxin
je z vodivych pletiv transportovan také lateralné (radialn¢) do vné&jSich vrstev primarni kiiry a
do epidermis. Tyto povrchové vrstvy jsou pro zvétSovani bunék vnitinich pletiv urcujici.

TIAA je slaba kyselina. V kyselém prostfedi bunééné stény je disociovana asi polovina pii-
tomnych molekul, v cytosolu je disociace IAA vyssi. V nedisociovaném stavu mtize moleku-
la TAA prekonat membranu a vstoupit do cytosolu. V disociovaném stavu — jako anion
TIAA™ — muZe do buiiky vstoupit jen symportem s dvéma H". Transport je zprostiedkovan
prenasecovym proteinem AUXI, ktery je v plazmatické membrané rozmistén v podstaté
rovnomérné. Smérem do apoplastu mize anion IAA™ piekonat membranu jen pomoci trans-
portniho proteinu. Transportni proteiny pienasejici IAA™ z cytosolu do apoplastu se znaci
PIN (pin je ndzev mutantu u Arabidopsis, ktery ma deformovany zaklad kvétenstvi tvaru jeh-
lice — pin-shaped). Bazipetalni transport auxinu mezi buiikami ve stonku je dan lokalizaci
prenase¢e PIN v proximalni (bazalni) oblasti plazmalemy (obr. 12-2.). Aktivita pfenosu je
fizena dalSimi specifickymi proteiny s regulacni funkci, které se na proteiny PIN vazou. Loka-
lizace proteini PIN na bazélni strané€ buniky je zajiStovana transportem vezikuli smérova-
nym aktinovymi mikrofilamenty. Proteiny PIN jsou nestabilni, jejich obnova je velmi dy-
namicka a zajist'uje moznost rychlych reakci na signaly, indukujici zmény sméru prodluzova-
ni bunék.

Auxin piisobi prodluZovani bunék. Uginné koncentrace pro buiiky stonkovych internodii
jsou 107 az 10°M. Prodluzovani bun&k kofene auxin v téchto koncentracich inhibuje, dlouze-

ni bun&k kofene vyvola auxin v koncentracich o nékolik ¥adii nizgich (10® az 107'°M). Na



auxin vSak reaguji jen buniky dlouzeni schopné, které jesté¢ nenabyly konecné velikosti, (tj.
bunky ve fazi dlouzivého ristu nebo bunky, které maji jen primarni bunécnou sténu). Predpo-
klada se, Ze auxin v téchto buiikach stimuluje aktivitu H'ATP4z, které piisobi snizeni pH v
bunécné sténé a naslednou aktivaci mechanizmd, které plisobi rozvolnéni bunécné stény (tzv.
kysely riist). Auxin piisobi stimulaci H'ATP4z v komplexu s proteinem ABP1 (z angl. auxin
binding protein), na ktery se vaze. Zda se, Ze auxinovy signal plisobi nejen aktivaci piitom-
nych H'ATP4z, ale také zvyseni jejich poétu syntézou de novo.

Vliv auxinu na prodluzovani bun¢k hraje vyznamnou tlohu v pohybovych reakcich, které
odrazeji pozici zdroje vnéjsitho podnétu. Smérovana reakce na svétlo se nazyva fototropiz-
mus, na zemskou tizi gravitropizmus a na podrazdéni pevnym predmétem thigmotropiz-
mus. Tyto reakce jsou zpiisobeny nerovnomérnym lateralnim transportem auxinu v pleti-
vu.

Svételny signal pro fototropickou reakci je pfijiman v senzitivnich pletivech (prodluzovaci
zona koleoptile, hypokotylu nebo internodia) fototropinem (kap. 7.2.1.). Predpoklada se, ze
gradient fosforylace fototropinu indukuje lateralni transport auxinu a vytvofii jeho gradient ve
sméru opacném ke gradientu fosforylace fototropinu. Vyssi koncentrace auxinu na ,,stinné*
stran¢ zpUsobi v této oblasti rychlejsi prodluZzovani bunék a ohyb organu ke zdroji svétla.
Stejné je vysvétlovan i gravitropizmus, stimulus je vSak jiného charakteru. Gravitace je vni-
mana jako premistovani urCitych struktur — statoliti v bunkach senzitivnich ke gravitaci —
statocytech. Jako statolity mohou plisobit amyloplasty (Skrobova zrna; kap. 3.3.4.) nebo bu-
nécné organely (napf. jadro). V kotfeni jsou statocyty predevsim v kofenové cCepicce
(obr.12-3.). Pohyb statolitii je signalem pro cytoskelet, ktery informaci interpretuje zménami
ve vnitrobunééném transportu. Zmény lokalizace proteini PIN, provazejici fototropické i
gravitropické reakce, byly prokazany. Stejny princip se pfedpokladd i u reakci na mechanicky
podnét v thigmotropickych odpovédich, které jsou dulezité napt. pro kontakt kofenovych
vlaska s ¢asticemi pltidy nebo pti zachycovani lodyh a uponktl na pevnych oporach.

Auxin inhibuje vyvoj axilarnich meristémi v pupeny a postranni stonky (patrné nikoli
vznik meristému samého). Tento vztah mezi apikdlnim pupenem a pupeny axilarnimi se
oznacuje jako apikalni dominance. Dekapitace, tj. mechanické odstranéni apikalniho pu-
penu, vede k uvolnéni axilarnich meristému a pupent z inhibice a k jejich aktivaci. Nahrazeni
apikalniho pupenu auxinem, aplikovanym napt. v agarovém blocku, vSak obvykle inhibici
revertuje jen Castecné. Inhibice axilarnich pupent je velmi komplexni proces, zahrnujici pt-
sobeni dalSich signalti ptichazejicich z jinych ¢asti rostliny, napft. z listu i kofend. V ontoge-

nezi se apikalni dominance méni, se zvétsujici se vzdalenosti mezi apikalnim a axildrnim pu-



penem inhibi¢ni vliv apikalniho pupenu klesa, apikélni dominance se snizuje obvykle také pii
nastupu kveteni. Vyvoj axilarnich pupenti ovliviiuji dalsi fytohormony — cytokininy a kyseli-
na abscisova. Auxinovy signal, vychézejici z apikalniho pupenu, inhibuje biosyntézu cytoki-
nint v axilarnich pupenech. Apikalni dominanci ovliviuji také faktory trofické, napt. pred-
nostni transport asimilati do apikalniho pupenu nebo aktivné rostouciho listu, a stav pupenu
(typ dormance; kap. 11.4.). Pi1 aktivaci axilarniho pupenu endogenni hladina IAA v jeho buiikach
stoupa a provazi i vznik postranniho stonku.

Auxin stimuluje tvorbu lateralnich i adventivnich kofeni. Auxin indukuje déleni bun¢k
pericyklu, které vytvoii meristém a zéklad postranniho kotene. Také pro dalsi rist kofene je
auxin nezbytny. Adventivni kofeny jsou koteny, které se zakladaji druhotné v pletivech ji-
nych nez kofenovych — nejcastéji ve stoncich nebo tapicich — rediferenciaci bun¢k kambia
nebo parenchymu. Rustové reguldtory charakteru auxinu se pouzivaji bézné v zahradnické
praxi pro zakofFenovani Fizkia pri vegetativnim mnoZeni rostlin.

Auxin stimuluje diferenciaci vodivych pletiv a aktivitu kambia. Pro tato konstatovani
existuje mnoho experimentalnich doklada z intaktnich rostlin i z materialu kultivovaného in
vitro. Tyto fyziologické fenomény, stejné jako ostatni efekty auxinu, jsou procesy komplexni
a je v nich také dolozena tiloha cytokinini.

Auxin oddaluje opad listi (abscisi listl). Listy se odd€luji v zoné, kterd se nazyva abscisni
(odd€lovaci), v abscisni vrstvé. Stény bunék oddélovaci vrstvy jsou enzymaticky naruseny a
ztraceji pevnost. Tyto procesy jsou inhibovany auxinem, ktery se tvoii hojné¢ v ¢epeli mladych
listd, s jejich starnutim produkce auxinu klesé a v senescenci zcela ustava.

Auxin ovliviiuje rist plodi. Predpoklada se, Ze zdrojem auxinu je nejprve vyvijejici se
oplodi, potom endosperm a posléze embryo. Auxin je v embryich tvofen jiz ve velmi Cas-
nych vyvojovych stadiich a je nezbytny pro polarizaci embryi. Pfi rlstu plodi je tloha au-
xint velmi komplexni. Spociva ve stimulaci déleni bun¢k vznikajiciho oplodi, v jejich pro-
dluzovani i v diferenciaci vodivych pletiv, ktera zajistuji transport asimilat a dalsich latek k
pletiviim vznikajicich semen a oplodi.

Informace o prenosu signalu auxinu jsou zna¢né neuplné. Z reakci a procest, které probeh-
nou mezi identifikaci signalu receptorem a fyziologickou odpovédi, jsou zatim znamy jen
nckteré kroky a slozky. Protein ABP, na ktery se IAA vaze, je vyznamnym receptorem au-
xinu, patrn¢ vSak neni jediny. Je prokazéano, Ze auxin ovliviiuje expresi Ffady gent. Geny,
které jsou regulovatelné auxinem musi mit v promotoru prislusné cis-elementy (kap. 8.2.5.1.;
napt. AuxREs, z angl. auxin-response elements; TGTCTC). Jednim z velmi ¢asnych kroka v

prenosu signalu [AA je aktivace urcitych jiz pritomnych proteini, které¢ ptisobi jako tran-



skrip¢ni faktory nebo regulatory exprese urcitych geni. Tyto geny se oznacuji jako ¢asné
a jejich exprese se projevi béhem kratké doby. Regulace miize byt pozitivni 1 negativni. Pro-
dukty nékterych téchto geni ovliviiuji expresi dalSich genli, oznacovanych jako pozdni.

A Produkty ¢asnych geni maji rizné funkce. Nekteré funguji jako transkripéni faktory a regu-
lacni proteiny, které ovliviiuji expresi dalSich genti, které se oznacuji jako pozdni (jejich funkce se
obvykle projevi po ne€kolika hodinach i pozdé&ji a k jejich expresi je tieba syntéza proteinti de novo).
Mezi ¢asné geny patii napi. gen CDC2, kodujici zékladni jednotku cyklin dependentni kinazy
(kap. 9.1.1.) nebo gen pro enzym, ktery katalyzuje syntézu ACC (kyseliny 1-aminocyklopropan-1-
karboxylové). ACC je prekurzorem etylénu, dalSiho fytohormonu (kap. 12.1.5.).

Transkripcni faktory a regulacni proteiny, aktivujici nebo reprimujici Casné geny jsou produkty néko-
lika genovych rodin. Jednou z nich jsou geny AUX/IAA, kodujici malé nuklearni hydrofobni regu-
laéni proteiny, které prostfednictvim dalSich proteint, zna¢enych ARFSs (z angl. auxin response fac-
tors) pusobi aktivaci nebo represi nékterych gent. Hladina proteinit AUX/IAA je regulovana speci-
fickou ubikvitinovou ligazou (kap. 8.2.5.1.; obr.12-4.).

Dalsi produkty ¢asnych gent ovliviuji ristové a vyvojové reakce, napf. tropizmy nebo diferenciaci
bunék, mohou slouzit k tlumeni signalu (inaktivaci IAA — glutathion-S-transferazy; kap. 6 2 6.), jiné
slouzi prenosu signalu do dalsich bungk.

12.1.2. Cytokininy

Cytokininy byly objeveny v 50. letech minulého stoleti diky jejich schopnosti vyvolavat d¢-
leni bun¢k. Zakladnim pFirodnim cytokininem je zeatin a cytokininy jsou obvykle defino-
vany jako latky, které maji podobné biologické ucinky jako zeatin. VétSina cytokininti jsou
aminopuriny (adeniny) substituované v pozici N°® fetdzcem péti atomi C (zeatin) nebo aroma-
tickym jadrem (benzyladenin), které mize byt dale modifikovano (3-hydroxybenzyladenin =
topolin). Kinetin — chemicky furfuryladenin — obsahuje péticlenny kruh s atomem kysliku. V
postrannim fetézci zeatinu je dvojna vazba a zeatin se mize vyskytovat ve formé cis- nebo
trans-, obé formy jsou pfirodni a enzymaticky konvertovatelné. Forma trans je fyziologicky
efektivnéjsi (obr. 12-5.). Dalsi pfirozené cytokininy jsou dihydrozeatin (DZ) a izopenteny-
ladenin (iP). V soucasnosti je znamo vice nez 200 pfirozenych a synteticky pfipravenych
latek s cytokininovou aktivitou.

Biosyntéza zeatinu vychazi z ATP nebo ADP, na ktery je v pozici N® navazana izopentenylo-
va skupina (mé charakter izoprenti; kap. 3.2.1.). Reakci katalyzuje enzym izopentenyl trans-
feraza — IPT (u Arabidopsis je kédovana deviti rizné regulovanymi geny). Z produktu této
reakce je odvozen zeatin a dalsi cytokininy.

Cytokininy jsou nevratné odbouravany cytokinin oxidazou, ktera odstépuje postranni feté-
zec (formy trans- 1 cis-.). VSechny urovné regulace exprese genu kodujiciho tento enzym
predstavuji vyznamnou oblast fizeni vyvojovych procest.

Zeatin, stejn¢ jako ostatni cytokininy, je v rostliné pfitomen volny nebo konjugovany. Hor-

monaln¢ aktivni jsou jen volné cytokininy. Konjugace se sacharidy cytokininy reverzibilné



inaktivuje a ma regulaéni charakter. Konjugaty mohou mit formu ribosidu (v pozici N’ je na
adeninové¢ jadro vazana ribdza), ribotidu (ribdza nese fosfat) nebo glykosidu (glukoéza je va-
zana na N°, N’ nebo N”). Volné cytokininy mohou byt z riznych konjugovanych forem riizné
rychle uvoliiovany (dle charakteru konjugatu). Také nékteré tRNA obsahuji cis-zeatin.
Cytokininy se tvoii v kofenech, embryich, mladych listech a plodech, vSude tam, kde se
buniky déli. Z hlavniho mista jejich tvorby - kofenového apikalniho meristému — jsou
transportovany xylémem do nadzemni ¢asti ve form¢ inaktivnich sacharidovych konjuga-
ti. Zda se, Ze cytokininy nejsou mezi buitkami aktivné transportovany.

Fyziologické efekty jsou velmi rtizné. Cytokininy maji zasadni vyznam pro déleni bunék
Hladina zeatinu se zvySuje v mitoze a fazi G1. Cytokininy aktivuji expresi genu CYCD3, kte-
ry kéduje cyklin typu D (kap. 7.6.2.).

Cytokininy ovliviiuji celkovy habitus rostliny. Stimuluji vyvoj axilarnich pupenti a vyrazné
sniZuji apikdlni dominanci. ZvétSuji plochu listu tim, Ze stimuluji objemovy rtst jeho bu-
n¢k, naopak inhibuji prodluzovani bun¢k internodii a kofeni.

Cytokininy vyznamné¢ piisobi na transportni procesy v rostliné, atrahuji asimilaty i amino-
kyseliny (jev zvany mobilizace Zivin indukovanéd cytokininy). Ovliviiuji diferenciaci vodi-
vych pletiv kofenu, predev§im floému. Urychluji diferenciaci chloroplastii pii deetiolaci,
stimuluji syntézu fotosyntetickych pigmentt a proteind fotosystému II i I. Oddaluji senec-
senci listu, zpomaluji odbourdvani chlorofylu, inhibuji tvorbu superoxidu a hydroxylovych
radikalf, ¢imZ snizuji oxidaci membranovych lipida a stabilizuji thylakoidy.

Nékteré patogenni bakterie, hmyz nebo nematoda vylucuji volné cytokininy nebo v rostli-
nach silné aktivuji jejich biosyntézu, indukuji déleni bunék a vznik charakteristickych struk-
tur, napf. tumord nebo Carovénikl. Ti plazmid Agrobacterium tumaefaciens nese geny pro
syntézu cytokinind (kap. 7.6.2.). Geny pro biosyntézu cytokinind, nesené T-DNA, jsou ex-
primovany i v téch pletivech, kde je biosyntéza vlastnich cytokininii reprimovana.
Receptorem cytokinini, ktery byl spolehlivé prokézan, je protein CRE1 (z angl. cytokinin
receptor). Existuje vSak patrné vice strukturné si blizkych receptorti. CRE1 je integralni pro-
tein plazmatické membrany a vazba cytokininu na jeho doménu lezici na vnéj$i strané
plazmalemy ma za nasledek zmény v expresi fady gent.

A CRE1 ma funkcii dvouslozkové histidinové kinazy. Vazba cytokininu vyvola fosforylaci histidinu
v cytosolové Casti receptoru. Fosfat je z histidinu pfenesen na aspartat v dalSi cytosolové doméné
CREL. V této podobé ma receptorovy protein CRE1 schopnost fosforylovat mobilni slozky signalni
cesty (proteiny AHP; z angl. Arabidopsis histidine phosphotransfer), které z cytosolu vstupuji do ja-
dra. V jadie jsou fosforylovany dalsi proteiny (ARR typu A a B; z angl. Arabidopsis response regula-
tor), které piisobi jako transkripéni faktory (obr. 12-6). Pozitivné€ ovliviiuji transkripci gent, vedoucich
k interpretaci cytokininového signalu.



12.1.3. Gibereliny

Gibereliny byly objeveny v druhé poloving 20. let minulého stoleti v Japonsku jako produkt
houby Gibberella fujikuroi, kterd napada ryzi, ptisobi jeji abnorméalni prodluzovani a snizuje
produkci semen a vynos (choroba zvana bakanae).

Obecné se vyskytujici aktivni gibereliny jsou kyselina giberelova, znacena jako giberelin Aj
— GAjagiberelin GA; (obr.12-7.). V soucasnosti je znamo vice nez 125 piirozenych a uméle
ptipravenych latek s riznou fytohormonalni aktivitou (vSechny se znaci GA s ¢iselnym inde-
xem). Gibereliny jsou latky odvozené z diterpenu (Ctyii izoprenoidni jednotky), zakladni
struktura tvofend Ctyfmi kruhy se Casto oznacuje jako gibanovy skelet. VEtSina giberelinti ma
20 atomil C, ne¢které maji jen 19 atomi C. U jednotlivych druhi rostlin se vyskytuji jen urcité
typy giberelinti. Gibereliny tvoii konjugaty se sacharidy, nejéastéji s glukézou, které jsou
biologicky neaktivni.

Gibereliny jsou syntetizovany v mladych semenech, vyvijejicich se plodech a dalSich ak-
tivné rostoucich organech — mladych listech, pupenech a internodiich. Ur¢ité mnozstvi gibe-
relinti je syntetizovano také v kotenech.

A Biosyntéza probiha v tiech bunéénych kompartmentech. Prvni faze — syntéza zakladnich izopreno-
vych jednotek — probiha v plastidech (kap. 3.2.1.), kde vznika dtlezity meziprodukt ent-kauren. Dalsi
faze probihaji na endoplazmatickém retikulu, kde se biosyntéza rozchazi do dvou vétvi, které urcuji
dalsi charakter giberelinll. Jedna vychazi z GAj,, druhd z GAs;. Konecné faze biosyntézy probihaji
v cytosolu.

Hladina giberelini zpétné ovliviiuje jejich biosyntézu a degradaci. Je ovliviiovana také
auxinem, teplotou a svételnymi podminkami.

Gibereliny tvofené v nadzemni ¢asti rostliny jsou transportovany floémem. Gibereliny tvo-
fené v kotfenech jsou do nadzemni ¢asti transportovany xylémem.

Fyziologické efekty jsou velmi riizné a Casto druhové specifické. K zakladnim projeviim
patii stimulace ristu stonku. Deficience giberelinu se projevuje vznikem zakrslych rostlin (trpas-
licich, angl. dwarf). Podstatou prodluZovani stonku je aktivace déleni bunék v meristémech i
zvétSovani bunék. U trav gibereliny aktivuji ¢innost interkalarnich meristéma v internodiich,
u jinych druhd rostlin stimuluji déleni a prodluzovani bunék v oblasti subapikalni. Déleni
bunék je ovlivnéno na urovni exprese genti kodujicich cyklin-dependentni kinazy (9.1.1.), na
urovni prechodu z faze G1 do faze S a z faze G2 do mitézy. ProdluZovani bunék je podmi-
néno rozvoliovanim sloZek bunééné stény (kap. 9.2.1.1.). Gibereliny ptlisobi rozvoliovani
jinym mechanizmem neZ auxiny, které snizuji pH v bunécné sténé (kap. 12.1.). Pfedpoklada

se, ze gibereliny usnadiuji pronikani expanzini do bunééné stény. Auxiny a gibereliny puso-



bi pii objemovém riistu buiiky synergicky. Na bunky kofend maji gibereliny mensi vliv nez
na bunky stonku. Analyza mutanti ukazala, ze n¢které procesy, souvisejici s dlouzivym rtis-
tem bunék, jsou na urovni transkripce urcitych genii aktivné reprimovany. Slozky giberelino-
vé signalni drahy tuto represi odstranuji.

Gibereliny hraji vyznamnou ulohu pfi klieni semen a prekonavani dormance u semen i
pupenti. Béhem kli¢eni mohou gibereliny ovliviiovat rizné procesy. Jednim z nich je prodlu-
Zovani bunék hypokotylu. V obilkach gibereliny aktivované v embryu mobilizuji zasobni
latky v endospermu, tim, Ze stimuluji tvorbu hydroldz, zejména a-amylaz, v aleuronové vrst-
v¢ (kap. 10.2.1.; obr. 12-8.). Tvorba hydrolaz je regulovana na urovni transkripce. Promotory
gentl, které hydrolazy koduji, maji elementy regulovatelné¢ slozkami giberelinové signalni
cesty. Na n¢ se vazou transkripéni faktory, které jsou produkty tzv. ¢asnych giberelinovych
genl. Ke zvySeni exprese hydrolaz je tfeba syntéza proteini de novo.

Gibereliny ovliviiuji ukonéeni juvenilni faze a prechod do faze generativni. Efekt miize byt
pozitivni i negativni. Pozitivni piisobeni je obzvlast’ vyznamné u dlouhodennich rostlin roze-
tového typu, u nichz gibereliny stimuluji rast stonku. U Arabidopsis bylo zjisténo, ze gibere-
liny pozitivné ovliviiyji transkripci genu LFY, ktery urCuje meristém jako kvétni. Jeho pro-
dukt, transkrip¢éni faktor LEAFY, ovliviiuje transkripci dalSich gentt AP/ a AG (kap. 11.1.3.).
Aplikace giberelinti mtize nahradit jarovizaci. U jinych typu rostlin, napt. u biectanu, vSak
muze aplikace giberelinu naopak juvenilni stav prohloubit. U konifer stimuluje nastup genera-
tivni faze aplikace giberelini GA4+GA7, GAj je vSak bez efektu.

Vliv na pohlavi kvéti je také druhové specificky. U kukufice, kterd ma kvéty jednopohlavné
ale kvétenstvi obou typt jsou na jedné rostlin€, gibereliny podporuji vznik samicich kvéti
v sam¢im kvétenstvi. Funkce giberelini u kukufice patrné spociva v negativnim vlivu na vy-
voj ty€inek. U okurek, Spenatu a konopi je efekt giberelini opa¢ny — podporuji tvorbu sam-
¢ich kvéti.

Receptor giberelinii je na vnéjsi strané plazmalemy, na pfenosu jeho signalu se podileji
heterotrimericky G-protein (kap.8.2.5.2.) a cyklicky GMP.

AV cytoplazm¢ je signal giberelinu pfenaSen nejméné dvéma cestami (obr. 12-9.). V jedné cesté se
aktivuji pfitomné proteinové slozky signalni cesty, vstupuji do jadra, kde inaktivuji represory gend,
kodujicich urcité transkripéni faktory (GA-MYB). Geny GA-MYB jsou transkribovany, kédovany
protein je translatovan na cytoplazmatickych ribozomech a transportovan do jadra, kde aktivuje dalsi
geny. V buiikach aleuronové vrstvy jsou to geny kodujici hydrolazy, napt. a-amylazu. Translace mR-
NA pro hydroldzy probihd na hrubém endoplazmatickém retikulu a proteiny jsou transportovany ve
vezikulech do bunééné stény. Transport hydroldz z bunék aleuronové vrstvy do mumifikovaného en-
dospermu je fizen druhou cestou pfenasejici giberelinovy signal. Jednim z mechanizmi pfenosu signa-
lu v této cesté je zvysena hladina Ca®" v cytosolu a piisobeni kalmodulinu (kap. 6.2.3.).
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Gibereliny nebo naopak inhibitory jejich biosyntézy se vyuZivaji v praxi. Latky
s charakterem aktivnich giberelind se pouzivaji pii vyrobé sladu v pivovarnictvi,
v zahradnické praxi ke zvySeni nasady kvéta a jejich zvétSeni, k prodluZzovani hrozni u bez-
semennych odrid révy vinné, jejichz hrozny jsou pftili§ kompaktni a omezuji vyvoj bobuli.
Inhibitory giberelinii se pouzivaji proti poléhdni obili u odrid, které maji k poléhani ptiro-

zeny sklon, nebo kdyz k nému dojde vlivem neptiznivych klimatickych podminek na jate.

12.1.4. Kyselina abscisova

Kyselina abscisova — ABA (z angl. abscisic acid) — byla na zaklad¢ fyziologickych efektu, tj.
schopnosti navodit dormanci, ptivodné nazvana dormin. Chemicky byla v 60. letech identifi-
kovana a bylo shledano, Ze je totozna s latkou zndmou jako abscisin (obr. 12-10.), jejiz hladi-
na vyrazn¢ stoupa v opadavajicich plodech baviny.

Abscisova kyselina je vyznamny vSudypritomny fytohormon, ktery fidi dlouhodobé risto-
vé a vyvojové procesy i aktualni stresové reakce. Vyskytuje se obecné u vsech rostlin, ve
vSech pletivech a témér ve vSech bunkach. Ve vétSin€ ptipadi plsobi antagonisticky ke
giberelinim, cytokininlim i auxiniim.

Biosyntéza je spojena s plastidy a vychazi z karotenoidu violaxantinu (kap. 3.2.1.). ABA
vzniké z dalSiho produktu metabolizmu karotenoidii — neoxantinu, odstépenim Fetézce s 15
atomy C a oxidaci vzniklého aldehydu na kyselinu abscisovou. ABA se vyskytuje v cytosolu
a jeji koncentrace je dramaticky proménliva. Degradace ABA ma oxida¢ni charak-

ter, probihd v cytosolu a pfi ni vznika kyselina fazeova. Konjugace s monosacharidy, pfede-
v§im glukoézou, ptisobi inaktivaci kyseliny abscisové, konjugaty jsou ukladany ve vakuole.

K transportu z listd je vyuzivan floém smérem do kotent i do apikélni ¢asti stonku, z kotenti
je ABA transportovana xylémem volna i1 v konjugované formé. ABA je slaba kyselina a
v apoplastu je jeji disociace nizsi nez v cytosolu. Do cytosolu vstupuje nedisociovana ABA
spontann¢, aniont je transportovan aktivné prenaseci v plazmalem¢.

ABA ma zakladni vyznam pro regulaci nastupu a trvani dormance semen (kap. 10.1.2.) i
pupenii (kap. 11.4.) a pro fizeni prubchu stresovych reakei, predevsim reakci zptisobenych
nedostatkem vody (kap. 7.3.1.). B€hem zrani embrya mize hladina ABA v nékolika dnech
stoupnout o dva fady. Vzestup hladiny ABA v embryu pii nastupu jeho zrani je indukovan
signalem pfichazejicim z matetfského sporofytu. ABA zajistuje schopnost pletiv prekonat
vyrazné snizeni obsahu vody tim, Ze stimuluje transkripci genli kodujicich ochranné struk-
turni proteiny LEA. Vyrazné ovliviluje také slozeni a ukladdni zasobnich proteini

v embryu béhem jeho zrani. Zabranuje vyvinutému embryu v dalSim vyvoji, tj. navozuje stav
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dormance a v dalSich fazich udrzuje embryo v dormanci. V t¢ dob¢ je ABA ve zvySeném
mnozstvi pfitomna obvykle v délohach. Soucasné je vyrazné snizena hladina aktivnich gibere-
linG a auxinil. Pfekonani dormance snizenim hladiny kyseliny abscisové mohou zptsobit niz-
ké teploty nebo vysoky stupen dehydratace. Podobn¢ plisobi ABA v dormanci pupent, zvy-
Seni jeji hladiny provazi snizeni hladiny cytokininii a giberelini. ABA inhibuje tvorbu enzy-
mu, které jsou tfeba k degradaci zasobnich latek. Plsobi represi transkripce genti (GA-MYB),
kterd je odstrafiovana slozkami signélni cesty giberelint (kap. 12.1.3.; obr. 12-9.).

ABA hraje vyznamnou ulohu také pii stresovych reakcich, predevs§im pii stresu z nedostatku
vody, at’ je zptisoben suchem, mrazem nebo vysokou koncentraci soli v ptidnim roztoku (kap.
7.3.1.1.; kap. 7.3.1.2.). V téchto ptipadech mlze hladina ABA stoupnout az 50-krat béhem
n¢kolika hodin. Vyznamna je jeji uloha v aktudlni stresové reakci pfi zavirani priduchi
(obr. 12-11.) i pfi dlouhodobé ontogenetické adaptaci na nizky vodni potenciil pidniho
roztoku. Za téchto podminek inhibuje rist nadzemni ¢asti rostliny a stimuluje rist kotent.
Riist kofent je stimulovan tim, Ze je snizena tvorba etylénu, ktery ptsobi jeho inhibici.

U nékterych druhti rostlin ABA podporuje senescenci a abscisi listli nebo jinych ¢asti rostli-
ny. Hlavni signalni molekulou v téchto procesech je vSak ve vétSiné ptipadii molekula etylé-
nu.

Zda se, ze v jedné buice je nékolik typi receptori kyseliny abscisové, které jsou lokalizo-
vané na vnéjSim povrchu plazmalemy i v cytosolu. Piedpoklada se, ze receptory jsou pro-
teiny. Déle se ukazuje, Ze v buiice existuje nékolik drah, které prenaseji signal kyseliny abs-
cisové. Jejich slozkami je zména hladiny Ca®’, fosfaty inozitolu, cyklicka ADPriboza, kinazy
i fosfolipaza C. Signal kyseliny abscisové plisobi zménu exprese Fady gent, predevsim na
urovni transkripce. Mezi geny fizenymi signalem kyseliny abscisové jsou geny kodujici LEA
proteiny (kap. 10.1.2.), proteiny teplotniho Soku, enzymy sacharidového metabolizmu a syn-

tézy kompatibilnich solutt.

12.1.5. Etylén

Etylén je plynna latka hydrofobni povahy, kterd mlze byt tvofena prakticky ve vSech ¢as-
tech rostliny. Nejvyssi produkce je v oblastech meristematickych, hladina etylénu se zvySuje
behem senescence a opadu listl, zrani plodu, pfi stresu a po poranéni.

Biosyntéza vychazi z metioninu, bezprosttednim prekurzorem je ACC — kyselina 1-ami-
nocyklopropan-1-karboxylova. K pfeméné ACC na etylén je tieba kyslik, reakci katalyzuje
enzym ACCoxidaza. Hladina ACC je hlavnim mistem regulace tvorby etylénu. Vznik

ACC katalyzuje nestaly enzym — ACC syntaza, reakce probiha v cytosolu. Tento enzym, stej-
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n¢ jako ACCoxidaza je kodovan pocetnou heterogenni rodinou gent, jejichz transkripce je
fizena raznymi signalnimi cestami. ACC muze vSak byt vedle oxidace ACC oxidazou také
konjugovana s glukézou (obr. 12-12.). Syntéza ACC a jeji oxidace a konjugace predstavuji
mechanizmy regulace hladiny etylénu. Za stresovych podminek, zpiisobenych nedostatkem
kysliku pii zaplaveni, je z kofenl do nadzemni Casti transportovana xylémem ACC a na ety-
1én oxidovana v nezaplavené ¢asti. V nékterych fyziologickych procesech je produkce etylénu
ovliviiovana auxinem, cytokininem nebo kyselinou abscisovou.

Vyznamna je schopnost etylénu urychlovat zrani duZnatych plodi spojené s obdobim zvy-
Sené respirace, tzv. klimakterickym dychanim. Vyskytuje se napt. u banand, jablek, hrusek,
rajcat, fikli, manga, broskvi a avokada. Tato skutecnost dava moznost ovliviiovat zrani ploda
béhem skladovani. Etylén pozitivn€ ovliviiuje dalsi vyvojové reakce, napt. u nekterych druht
rostlin zKkracuje dormanci semen (napf. u podzemnice olejné) nebo pupent (napi. u hliz
bramboru).

Z rustovych efektii je vyznamné plsobeni etylénu pfi vzniku zak¥iveni stonkové €asti pod
apikalnim pupenem u etiolovanych dvoudéloZnych rostlin a prodluzovani stonkli u nékte-
rych vodnich rostlin, napt. pryskyiniku (Ranunculus sceleratus) a hvézose (Callitriche platy-
carpa).

Receptor signilu je integralni protein membrany endoplazmatického retikula (etylén je
hydrofobni mala molekula schopna piekonat plazmatickou membranu). Receptor se znaci
ETRI (z angl. ethylene resistant, nebot’ mutant je necitlivy k aplikovanému etylénu). Etylén
se na néj vaze pomoci specifického kofaktoru, k vazbé je tfeba atom Cu. Receptor je u Arabi-
dopsis kodovan nékolika geny (asi péti). Receptor méa charakter dvouslozkové histidinové
kinazy (podobny receptor maji cytokininy na plazmalem¢). Neni-li na receptor vazany etylén,
receptor aktivuje mobilni slozky, které blokuji cestu k odpovédi na etylén. Navaze-li se ety-
1én na receptor, blokadu je odstranéna.

A Signal etylénu ovlivituje expresi celé fady gentl, napi. celulazu ($t€pi celulézu béhem zrani ploda u
nékterych druhd rostlin). Geny regulovatelné etylénem maji v promotoru elementy znacené EREs (z
angl. ethylene responsive elements). Na né se vazou transkripéni faktory — proteiny ERF (z angl.
ethylene responsive factor). Proteiny ERF jsou produkty jinych geni, jejichZ transkripce je pozitivné
ovlivilovana homodimery transkripnich faktorG EIN3 (z angl. ethylene insensitive). Transkripni
faktory EIN3 jsou aktivovany poté, co se molekula etylénu navaze na receptor a ustava aktivni blo-
kada cesty k reakci na signal etylénu (obr. 12-13.).

12.1.6. DalSi latky fytohormonalni povahy

A Brassinosteroidy je skupina asi tficeti latek, které se vyskytuji predev§im v nadzemni ¢asti rostliny.
Vyznamné ovliviuji dlouzivy rist a zvysuji odolnost rostliny k ptisobeni nizkych teplot a suchu (kap.
7.6.1.2.; obr. 12-14.).
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Jasmonaty piedstavuje kyselina jasmonova a jeji metylester (obr. 7-17.). Biosyntéza vychazi z kyse-
liny linolenové, hladina jasmonatt stoupa piedevsim pii stresovych reakcich, napt. po poranéni nebo
napadeni patogenem. Kyselina jasmonova stimuluje expresi gent, které koduji inhibitory protedz.
Proteazy muze do bunky vyluCovat patogen nebo Skiidce. Vedle bezprostiedni vlastni obrany tvoii
inhibitory proteaz potravu pro herbivory obtizné stravitelnou (kap. 7.6.3.).

Polyaminy jsou jednoduché organické latky s nckolika aminoskupinami — putrescin, spermin
(obr. 12-14.) a spermidin. Jejich biosyntéza vychazi z argininu nebo ornitinu. Polyaminy stimuluji
de¢leni bunék, jejich funkce v regulaci bunécného cyklu je vSak zatim nejasna. Jejich hladina stoupa ve
stresovych situacich.

Oligosachariny jsou oligosacharidy, které vznikaji rozkladem bunécné stény rostliny pii napadeni
patogenem nebo stény patogenni houby pii obranné reakci rostliny. Stimuluji obranné reakce a zaro-
ven inhibuji dlouzivy rdst bunky, coz lze povazovat za soucast obranné strategie (kap. 3.3.4.; kap.
7.6.2.1.).

Systemin je peptid tvofeny 18 aminokyselinami, ktery se uvoliiuje do apoplastu pii poranéni.
Je transportovan floémem. V buinikach vybavenych piislusSnym receptorem na plazmalemé
indukuje biosyntézu kyseliny jasmonové (kap. 7.6.3.).

12.2. Totipotence a regenerace

Totipotence buriky je obvykle definovédna jako jeji schopnost dat vznik vSem typim bunék
v organizmu. Je dédna nejen zachovanim tplné genetické informace ale také schopnosti ji akti-
vovat a projevit - exprimovat. VétSina diferencovanych bunék rostliny je totipotentni. K tomu,
aby byla tato genetickd informace exprimovana ve spravny ¢as na spravném misté¢ a v mife
odpovidajici vnitfnim 1 vn&j$im podminkam, musi byt funkéni také signalni sit’ organizmu
(kap. 8.2.5.2.). Vyznamnou roli v té€chto procesech hraje skupina vnit¥nich signalnich latek
oznacovana souborn¢ jako fytohormony.

Regenerace ma u rostlin mnoho morfologickych podob, které 1ze rozd¢€lit do dvou zékladnich
typll — restituce a regenerace. Restituce je obnova a ndhrada ztracené Casti v misté poranéni.
Tento typ regenerace je u rostlin omezen na meristémy a velmi ¢asna stadia vyvoje embrya
(globularni stadium). Regenerace je obnova organizmu jako celku, pfi niz ndhrada za posko-
zeny organ vznikd na jiném misté nez je rana (rdna se zhoji; kap. 7.6.1.1.). Novy organ miize
vzniknout ze zakladu, ktery byl na rostlin¢ pFitomen, ale nevyvijel se (paradormance; kap.
11.4.), nebo se organ zaklada de novo a jeho vznik je spojen s rediferenciaci bunék, které
jiz byly funk¢né specializované. Rediferenciace je spojena se zdsadni zménou vyvojového
programu bunc€k a umoznéna podstatnymi zménami exprese gend. Organy, které se zakladaji
de novo v Casti rostliny, kde se normalné netvofi, napf. kofeny v nodech, internodiich nebo
fapicich, pupeny v fapicich nebo ¢epelich listl, se oznacuji jako organy adventivni.
Schopnost regenerace je pro preZiti rostliny v ptirodnich podminkéach naprosto nezbytna.
Je vSak také zamérné vyuzivana ¢lovékem k nejriiznéjsim cilim. Nejcastéji se jedna o vege-

tativni mnoZeni rostlin v zahradnické praxi. Neméné vyznamné je vSak také vyuzivani rege-
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nerace v experimentalni vyzkumné praci. V podminkéach in vitro 1ze ziskat kompletniho rost-

linného jedince z velmi malych fragment pletiv, dokonce jen z protoplastu.

12.3. Kultury rostlin in vitro

Termin in vitro v nejsir§im vyznamu znamend ve skle (nebo v prihlednych umélohmotnych
nadobach). Termin kultura in vitro oznacuje dvé zékladni véci — dlouhodoby zpisob kulti-
vace rostlinného materidlu na Zivnych mediich za sterilnich podminek i material timto
zpisobem kultivovany. V téchto podminkach mohou byt kultivovany kompletni rostliny, em-
brya v riznych fazich vyvoje, organizované ¢asti rostliny — jednotlivé organy nebo pletiva,
neorganizovana pletiva (kalusy), shluky bunék, jednotlivé buiikky a za urcitych podminek i
protoplasty. Odd¢lend ¢ast rostliny (fragment), pouzity ke kultivaci, se nazyva explantat. Ve
vétsin€ pripadl je kone¢nym cilem kultivace in vitro ziskat kompletniho jedince urcitych
vlastnosti.

Kultivaéni medium musi vzdy obsahovat vodu a vSechny esencidlni mineralni prvky —
makro- i mikroelementy. Dle charakteru explantatu a podminek kultivace in vitro (na svétle,
ve tm€) je medium dopliiovano sacharidy, vitaminy, aminokyselinami a dal§imi slozkami.
Medium muze byt zpevnéno agarem, explantat mize byt kultivovan v tekutém mediu
provzdusnovaném pohybem nebo na poréznim materidlu, po némz medium vzlina. Dle
zameéru a cile kultivace medium muze obsahovat rastové latky nebo jejich smési. S piijatelnou
mirou zobecnéni lze fici, Ze aktivaci vyvoje dormantnich pupent a zakladani pupenti de novo
pozitivné ovliviiuji cytokininy, vznik adventivnich kofent auxiny. Gibereliny podporuji riist
zalozenych organt, kyselina abscisova navozuje zpomaleni jejich ristu a utlum jejich vyvoje.
Kultivace rostlin in vitro je interdisciplinarni metoda, jejiz pouziti maze slouzit nejriznéj-
Sim zdméram. Kultivace in vitro je pouzivana v praxi predev§im k vegetativnimu mnoZeni
rostlin, tj. mikropropagaci. Vhodnymi postupy lze v kratkém case nezéavisle na ro¢nim ob-
dobi ziskat zna¢ny pocet novych, avsak malych, jedinci, jejichz vlastnosti jsou stejné jako
vlastnosti rodi¢ovské rostliny. Dal§im ¢astym zamérem kultivace in vitro je ozdraveni mate-
ridlu. Regeneraci z meristému a pouzitim vhodnych kultivacnich podminek (teplotnich zmén,
aplikace antibiotik nebo virostatik) Ize zbavit material virG nebo jinych patogenii. Kultivace
fragmentt pletiv, bun¢k nebo protoplasti in vitro je nezbytnd pro genové manipulace a
transformace rostlin. Regenerace jedincti z mikrospor umoziuje ziskat haploidni jedince a
jejich diploidizaci homozygotni jedince — materidl cenny pro Slechtitele. Podminky in vitro
umoznuji studovat Fadu fyziologickych procesii, napt. regulaci embryogeneze nebo dor-

mance, mykorhizu nebo produkci sekundarnich metabolitd.
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Cesty vedouci k ziskani kompletniho jedince v kultufe in vitro jsou v podstaté¢ dvé — organo-
geneze a somaticka embryogeneze. Organy mohou vzniknout z jiz pfitomného dormantniho
zakladu nebo jako organy adventivni.

Adventivni organy nebo embrya mohou vznikat pfimo z rediferencovanych bunék ex-
plantatu nebo nepiimo z neorganizovaného pletiva, které¢ se oznacuje jako kalus. Kalus
vznikéa za normalnich podminek v ranach jako hojivé pletivo (oznacuje se téz jako zéval nebo
svalec). V kulturéach in vitro mize vzniknout spontanné nebo je jeho vznik vyvoléan ristovymi
latkami, napt. vhodnym pomérem auxind a cytokininii. Pomér zavisi na druhu rostliny, typu
explantatu i stavu rostliny, z niz byl explantat odebran nebot’ rizné explantaty maji riizny ob-
sah endogennich fytohormont i citlivost k nim.

Pfi regeneraci cestou organogeneze se vhodnymi kultivaénimi podminkami, predevSim pfi-
tomnosti cytokinint, indukuje pfimo na organizovaném pletivu explantatu nebo na kalusu
tvorba pupent, které odrlstaji v pryty. V dalSim obdobi kultivace na jiném typu media
s obsahem auxinti se vyvola tvorba adventivnich korenii.

Druha cesta k ziskani kompletniho jedince je cesta somatické embryogeneze. Pii tomto typu
regenerace se predpoklada, ze novy jedinec vzniké z jedné somatické bunky odpovidajici zy-
goté. Od pocatku se novy jedinec vyviji jako struktura se stonkovym a koFenovym poélem a
prochazi stadii, kterd odpovidaji stadiim zygotické embryogeneze. Somatickd embrya se nej-
snaze odvozuji z nezralych zygotickych embryi, z mladych kli¢nich rostlin, ze suspenznich
nebo bunéénych kultur. Podminky vedouci k jejich vzniku jsou zavislé na genotypu rostliny 1
na charakteru explantatu. Vyznamny je nejen obsah riistovych latek v mediu ale i vnéj$i pod-
minky kultivace. Vznik embryi ze somatickych bun¢k muize byt indukovan napft. teplotnim
Sokem.

Poprvé byla somatickd embryogeneze pozorovana v 50. letech minulého stoleti v suspenzni
kultufe odvozené z kalusu, ktery se vytvofil na explantatech kofene mrkve. Shluky bunék
(mikrokalusy) dlouhodobé¢ péstované v tekutém mediu, které obsahovalo rtstovou latku cha-
rakteru auxinti - 2,4-D (kyselinu 2,4-dichlérfenoxyoctovou), byly pieneseny do media bez
2,4-D. Na povrchu mikrokalust se vytvofila adventivni neboli somatickd embrya.
Predpokladem uspéSného vyziti kultur in vitro je ptevedeni ziskanych rostlin do pfirozenych

podminek.



Obr. 12-1. Auxiny.
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Obr. 12-2. Polarni transport auxinu.
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IAA je v bunécné sténé (pH 5) ¢asteéné disociovana a do protoplastu miize vstoupit pasivné
jako anion TAA™ sekundarnim aktivnim transportem s dvéma H' nebo v nedisociované formé
jako TAA. V cytosolu (pH 7) je disociace IAA vys$i nez v bunécné sténé a IAA je transporto-
vana z buiiky jako anion TAA™ transportnim proteinem PIN, ktery je lokalizovan v plazmatic-
ké membrané na bazalni strané bunky.



Obr. 12-3. Gravitropizmus — model redistribuce auxinu (Podle Hasenstein K.H., Evans L.M.:

Effects of cations on hormone transport in primary roots of Zea mays. — Plant Physiol 86:890
— 894, 1988. - Schéma podle Taiz L., Zieger E.: Plant Physiology. — Sinauer Associates, Inc.,

Publishers, Sunderland, Massachsetts 2002. Upraveno). a — primarni ktira, b — stélé, ¢ — kote-

nova ¢epicka, d — statocyt (zvétSeny), e — statolity, f — ristova (prodluzovaci) zéna kotene,

g — oblast zvySené koncentrace IAA v kofenové Cepicce, h — oblast zvySené (supraoptimalni)

koncentrace IAA v primarni kiife, i — oblast, v niz je prodluzovani bun¢k inhibovano.
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Auxin je z nadzemni Casti rostliny transportovan vodivym pletivem stélé¢ do kotene a déale do
bun¢k kotfenové Cepicky, z nichZ je transportovan do primarni kiry kofene, kde ovliviiuje
prodluzovani bun¢k ristové zony. Je-li kofen ve vertikalni poloze (A), je auxin z buné¢k kofte-
nové Cepicky transportovan rovnomeérné. Je-li kofen ve vertikalni poloze (B), statolity (amy-
loplasty se Skrobovymi zrny nebo organely) méni ve statocytech polohu. Tento signal ovliv-
flyje lokalizaci proteinti transportujicich IAA™ do apoplastu v plazmalemé — v oblasti plazma-
lemy, k niz ptiléhaji statolity, se transport auxinu do apoplastu zvySuje. Auxin je v Cepicce
distribuovdn nerovnomérné a nerovnomeérné je transportovan také do bunék primarni kury.
Do primarni kiiry spodni strany kofene se transportuje vice auxinu, nez do strany horni. Zvy-
Sena koncentrace auxinu na spodni strané se stdva inhibicni a prodluzovani bunék v této ob-
lasti se snizuje — kotfen se ohyba smérem dola.



Obr. 12-4. Jednoduché schéma regulace transkripce ¢asnych genti auxinem. L —ubikvitinova
ligdza, «@® ubikvitin. Dalsi podrobnosti v textu.
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Obr. 12-5. Cytokininy.
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Obr. 12-6. Zjednodusené schéma ptenosu signalu cytokining.
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Signal cytokininti (C) pfijima dvouslozkova histidinova kinaza (HK), lokalizované v plazma-
tické membrane. Navazani cytokininu vyvola fosforylaci histidinového zbytku (H) v cyto-
plazmatické ¢asti kindzy, z néhoz je fosfat pfenesen na zbytek aspartatu (A) v dal§i doméné
cytoplazmatické ¢asti kindzy. V této podobé¢ je kindza schopna fosforylovat zbytek histidinu
na mobilnich slozk4ch pfenosu signdlu, napt. proteinu AHP. Ten ve fosforylovaném stavu
vstupuje do jadra, kde fosforyluje dalsi slozky, napt. proteiny ARR typu A, které prenaseji
signal na dalsi efektory, zajist'ujici interpretaci signalu. Fosforylovany protein AHP aktivuje
(patrné fosforylaci) také proteiny ARR typu B, které¢ indukuji (mimo jiné) transkripci genti

kodujicich proteiny ARR typu A.



Obr. 12-7. Gibereliny: kyselina giberelova (GAs) a giberelin A;.
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Obr. 12-8. Funkce giberelini pii mobilizaci zdsobnich latek v obilce. (Podle Taiz L., Zieger
E.: Plant Physiology. — Sinauer Associates, Inc., Publishers, Sunderland, Massachsetts 2002.
Upraveno.). a — embryo, b — koleoptile, ¢ — prvni list, d — stonkovy apikéalni meristém, e —
koteny, f— stitek (lat. scutellum), g— transport giberelinii do aleuronové vrstvy, h — osement
srostlé s oplodim (testa), i— aleuronova vrstva, j — endosperm.
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V embryu se tvofi gibereliny, které jsou transportovany do aleuronové vrstvy (zZivé builky,
které obklopuji mumifikovany endosperm). Gibereliny (GA;) v bunikach aleuronové vrstvy
aktivuji syntézu a-amylaz a dalSich hydrolaz 1 jejich transport do endospermu. Latky vzniklé
hydrolyzou jsou transportovany do embrya, kde slouzi jako zdroj energie a dalSich metabolith
nezbytnych k rastu.



Obr. 12-9. Jednoduché schéma prenosu signalu giberelinti (G) v bunikéch aleuronové vrstvy.
Jedna cesta vede k odstranéni represe genli kodujicich faktory nezbytné pro transkripci genu
pro a-amylazu. Druh4 cesta, v niZ ptisobi Ca>" a kalmodulin, ovliviiuje sekreci a-amylazy do
endospermu. R — receptor (heterotrimericky G-protein).
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Obr.12-10. Kyselina abscisova.
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Obr. 12-11. Zjednodusené schéma signalnich cest ptisobeni kyseliny abscisové (ABA) pii
zavirani praducht. (Podle Taiz L., Zieger E.: Plant Physiology. — Sinauer Associates, Inc.,
Publishers, Sunderland, Massachsetts 2002. Upraveno.).
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Obg cesty vedou ke zvyseni koncentrace Ca>" v cytoplazmé. 1 — ABA se vaZe na receptor
v plazmatické membrané. Vazba ABA na receptor vyvoléd vznik H,O, a superoxidu - cesta A.
Tyto slozky pienosu signalu aktivuji kanaly pro vstup Ca* do cytosolu, které jsou lokalizo-
vané v plazmatické membrané (2). Vzestup Ca®" v cytosolu aktivuje dal§i kanaly pro vstup
Ca®" do cytosolu, které jsou lokalizovany v tonoplastu (4). K aktivaci kanaléi v tonoplastu,
jimiz Ca®" vstupuje do cytosolu, vede i druhé cesta B, jejimiZ slozkami jsou IPs a cyklicka
ADP-rib6za (cADPR). Zvysena hladina Ca** blokuje kanaly pro vstup K* do cytosolu (5) a
stimuluje otevieni kanald pro vystup anionti CI (a malatu®” - neznagen) do apoplastu (6).
Zvysena hladina Ca®" inhibuje také protonové pumpy (H-ATPazy; 7). Vysledkem téchto pro-
cestl je depolarizace plazmatické membrany, ktera aktivuje kanaly pro vystup K™ do apoplas-
tu (8). Ionty opoustéjici protoplast se uvoliluji ze zasob ve vakuole (9). Snizeny obsah iontl
vede ke ztrat¢ vody z protoplastu a zmensSeni jeho objemu — priiduch se zavira. Vedle téchto
cest, které vyuZivaji jako druhého posla Ca®", existuji dalsi signalni cesty ABA, které mecha-
nizmus pasobeni Ca®" pi zavirani praduchi nezahrnuji.



Obr. 12-12. Vznik etylénu. Etylén vznika oxidaci kyseliny 1-aminocyklopropan-1-karbo-
xylové (ACC), reakci katalyzuje enzym ACCoxidaza. ACC muze byt také konjugovana

(s glukdézou). Vznik kyseliny ACC a jeji konjugace jsou, vedle aktivity ACCoxidazy, mista
regulace hladiny etylénu.
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Obr. 12-13. Zjednodusené schéma signalni cesty etylénu.
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Receptor etylénu ETR1 (dimer) ma charakter dvoukomponentni histidinové kinazy a je vazan
v membrané endoplazmatického retikula. Neni-li na néj vazdna molekula etylénu, receptor
aktivuje cestu, kterd blokuje odpovédi na etylén. Na pocatku cesty je kindza CTR1, dalSimi
slozkami jsou patrn¢ MAPKK. Blokovana je aktivita slozky EIN2 (transmembranovy pro-
tein), kterd umozni aktivaci transkripcnich faktorit EIN3 a ERF1 v jadru. Je-li na receptor
vazéna molekula etylénu, neni kindza CTR1 aktivovéana a blokéada je odstranéna. Receptor pro
etylén v buiice ma nékolik izoforem, vSechny slozky signalnich cest ani vS§echny mechanizmy
pusobeni identifikovanych slozek nejsou zatim znamy.



Obr. 7-17. Kyselina jasmonova a kyselina salicylova.
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Obr. 12-14. Dalsi latky fytohormonalni povahy.
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