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THE EFFECT OF ELEVATED CO2 CONCENTRATION
ON PHOTOSYNTHETIC CO2 FIXATION, RESPIRATION
AND CARBON ECONOMY OF WHEAT PLANTS

J. Santri¢ek!, H. Santriitkova2, J. Kvéton!, M. Simkovia!, K. Rohadek!

Unstitute of Plant Molecular Biology, Academy of Sciences of the Czech
Republic
2[nstitute of Soil Biology, Academy of Sciences of the Czech Republic

Winter wheat plants were grown under controlled atmospheric and light conditions
for 25 days to assess the response of photosynthesis, respiration and carbon allo-
cation to elevated ambient CO; concentration. Daily balance of carbon fixation and
loss was measured separately for shoots and roots including root exudation.
Doubled CO2 (700 pmol COz mol™) stimulated photosynthetic CO2 uptake and
dark respiration rate when calculated on the leaf area basis. However, total daily
carbon gain per plant and total dry matter of shoot was lower for high-CO2-grown
plants due to reduced leaf area. After 23 days of exposition to high CO2, photo-
synthesis was depressed probably due to limiting regeneration of ribulose
bisphosphate. Both stomatal resistance and water use efficiency were markedly
higher in high-CO2-grown plants. Higher evaporative demand in low-CO2-grown
plants promoted root elongation. Total root length was 160% of that in high-CO2-
-grown plants. Root exudation of high-CO>-grown plants was higher in the first
days of plant development, but the inhibition of net photosynthesis was followed
by a decrease in exudation.

Burning of fossil fuels as well as extensive deforestation of the rain forests
are the primary causes of progressive increase in CO2 concentration in atmosphe-
re. Over the past 150 years, COz level has mcreased from about 270 pmol mol™!
to 350 pmol mol™' and doubling to 700 pmol mol™ is expected to occur sometimes
in the next century (B ae s et al., 1977). Photosynthesis represents an efficient
trap for atmospheric CO2 and the natural and artificial plant ecosystems are the
primary sinks. It is well known that photosynthetic CO; fixation responds to CO2
level in ambient atmosphere by saturation-type of the curve The CO2 saturation
is observed between 1 000 to 3 000 pmol (CO2) mol! in C3 plants. Thus, one
should expect a permanent increase in photosynthetic carbon fixation resulting
from global increase of CO; in atmosphere. Similar trend could be expected in
primary plant production and yield (B az z a z, 1990). However, both the pho-
tosynthesis rise and the biomass (yield) increase were doubted in the last decade
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due to the effect called CO2 acclimation. When the plants in experiments are
exposed to elevated CO; for a long time (weeks or months), photosynthesis rate
declines from the initial increase to lower level, often similar to that before CO2
has been rised.

It was the aim of the presented work to follow the long-term photosynthesis
and growth responses of wheat plants to doubled ambient CO; concentration.

MATERIAL AND METHODS

Winter wheat cultivar Ritmo (the Netherlands) was used in the experiments. .
Seeds were inoculated with suspension of rhizosphere microflora and germinated
for five days on filter paper in the Petri dishes and then planted into cylindrical
glass chambers with the bottom (root) part filled with pure coarse (1 to 2 mm)
silica sand free of any organic carbon. In the growth chambers, the above- and
below-ground parts of the plant were hermetically separated. The chambers with
plants were put into air-conditioned cabinet with controlled air temperature
(20/17 °C day/night) and light regime (15/9 h of light/dark period, photon flux
rate of ghotosynthetic active radiation 350 pmol ms™). The root space (volume
450 cm”) was supplied with complete nutrient solution (IBP nutrient solution)
from darkened infuse flask. Air in the shoot space of the volume of 800 cm? was
mixed by miniature fan (Micronell, Switzerland).

Both above- and below-ground parts were ventilated separately with air of the
same inlet composition. Both outlet air streams (passing the root or shoot areas)
were analysed alternatively for CO2 content by LI-Cor 6250 infrared gas analyser
(USA) every three minutes. Humidity of air entering and leaving the shoot areas, leaf
temperature, total pressure of air in shoot areas and other necessary parameters were
sampled during light and dark periods. The open gas exchange system is in Fig. 1.

Two series with three growth chambers in each were supplied by air with
control or elevated concentration of CO2. The control CO; ranged from 300 to
360 pmol mol™}, elevated from 690 to 730 pmol mol™ during light and dark
periods. In a couple of chambers high- and low-COz-grown plants were measured
alternatively with period of 24 hours for about 10 days. Leaf area was estimated
non-destructively every two days. When plants exhibited features of CO2 accli-
mation, we tested causes of the acclimation by measuring COz response of pho-
tosynthesis. After about 10 days of gas exchange measurements, another couple
of chambers was connected to the gas analysis system and the foellowing para-
meters were measured destructively: leaf and root area, root length (by DELTA
T Image Analysis System, England), leaf and root fresh and dry matter. Three
destructive samplings were taken from plants 18, 24 and 29 days old.

Before morphological and anatomical analyses, roots with attached sand were
washed and the obtained suspension was used for carbon determination in rhi-
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1. The open gas system used for cultivation and measurements of gas exchange of wheat plants

zosphere. Carbon content, measured before and after filtration through glass and
membrane filters (2.7, 1 and 0.3 pm), was analysed by wet combustion. Carbon
deposxted in plant debris (fraction > 2.7 pm s mlcroblal cells (fraction 2.7 to
0.3 pm 3) and soluble material (fraction < 0.3 pm 3) was calculated.

RESULTS AND DISCUSSION

CO; assimilation rate (A) was higher in high-CO;-grown plants (137% of A
in low-CO»-grown plants) until the 18th day after planting and decreased to the
level of control plants during the next three days (all plants’ age data given in
this section and in all figures refer to the day after planting of seedlings into
chambers; to get total plant age, five days has to be added). From the 21st day,
CO; assimilation rate was inhibited in high-COz-grown plants (Fig. 2). To check
whether this inhibition was in biochemistry of CO; fixation or in stomata closure,
COz response of photosynthesis of control and high-CO»-grown plants was mea-
sured on the days 22 and 23 of experiment (Fig. 3). The initial slopes of CO2
response curves differed only slightly but CO; saturated rate of photosynthesis
in high-CO;z-grown plants was lowered to 72% of that in low-COz-grown plants.
Accordingto Farquhar, Caemmerer (1982) concept, limiting rege-
neration of ribulose-bisphosphate (RuBP) in Calvin cycle is responsible for the
inhibition observed. We observed a lack of sensitivity to oxygen-free atmosphere
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in high-COz-grown plants proportionally to the response of low-COz-grown
plants (data not shown). This could indicate a feedback inhibition of CO; fixation
caused by reduced utilization of triosophosphates and lack of phosphate for phos-
phorylation.

Transpiration ratio was evidently lower for high-CO;-grown plants (Fig. 2). It
corresponds to markedly depressed stomatal conductance by elevated CO; in
atmosphere (data not shown). _

Respiration rate of roots per one plant was lower in high-CO;-grown plants
(Fig. 2). However, when respiration rate was calculated per unit of root dry
weight, the loss of carbon per unit of time was the same for both growth
treatments (Fig. 2). Dark respiration rate of shoots calculated per unit of leaf area
of above-ground biomass was higher in high-COz-grown plants (Fig. 2). The
relation persisted even after photosynthesis rate of high-COz-grown plants has
been inhibited. About 20% of carbon fixed by photosynthesis was lost by dark
respiration of shoots. On the whole plant basis (including root respiration), each
third to fifth mole of fixed carbon was lost by respiration (Fig. 2). Leaf area
and fresh weight of shoots increased with plant age and was always higher in
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low-CO2-grown plants (Fig. 4). On the contrary, high-CO2-grown plants had
somewhat higher specific leaf weight (Fig. 4).

Except very young plants (13 days after planting), root length, root area and
root weight was always markedly lower in high-CO»-grown plants but the roots
were somewhat thicker in this treatment (Fig. 4). The ratio of root to shoot dry
weight was higher for high-CO;-grown plants in all sampling days. High CO2
probably promoted allocation of assimilates into roots but retards root elongation.

Total content of carbon in rhizodeposition (i.e. root hairs, root cells, micro-
organisms, root exudates and secretion, microbial metabolites) and carbon
content in three different size fraction of rhizodeposition (plant debris, microbial
cells and soluble material) are given in Fig. 5. Total carbon content in rhizode-
position of high-CO2-grown plants was higher in comparison to low-CO2-grown
plants up to 20th day and then decreased. Similar trend was followed b%/ carbon
content in fractions which corresponds to microbial cells (2.7 to 0.3 pm") and to
soluble material (< 0.3 |,|m3). In the time when carbon content in rhizodeposition
of high-COz-grown plants fell down, the inhibition of net photosynthesis rate and
the slower development of root length and weight were established.
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Utinek zvySené koncentrace CO; v atmosféi‘e na fotosyntézu, respiraci a bilanci uh-
liku rostlin pSenice.

Rostl. Vyr., 40, 1994 (8): 689-696.

Kli¢ni rostliny ozimé pSenice cv. Ritmo byly p&stoviny po dobu 25 dnii v atmosfé-
fe s dvojnisobnou koncentraci oxidu uhli¢itého (700 pmol CO, mol™”) proti kon-
trolnim rostlinim. Obé& varianty byly shodn& kultivoviny ve sterilnim kfemicitém
hrubozmném pisku ve sklenénych vilcovych komorach, které umoZiiovaly herme-
tické oddéleni kofenti od nadzemnich &asti a jejich ventilaci. Komory byly umisténé
v klimatizovaném boxu s denni a no¢ni teplotou 22 a 17 °C pfi umélém osvétleni
o hustot? toku fotonti fotosynteticky aktivntho zafeni 300 a% 350 pmol m?2s™!. Kli¢ni
rostlinky byly pfed vysadbou inokuloviny suspenzi mikroorganismii izolovanych
z kofenové z6ny rostlin rostoucich v piidé. Po dobu 25 dnti byla méfena rychlost
fotosyntézy a respirace nadzemnich &isti a kofenli. Analyzy ristu pryti a kofenil
a nepfimd méfeni mnoZstvi kofenovych exsuditi a rozvoje mikrobni biomasy
v rhizosféfe byly provedeny po 13, 19 a 23 dnech inkubace.

Zvy3sena koncentrace CO; vedla ke zvySeni rychlosti Cisté fotosyntézy vztaZené na
jednotku plochy listu. Celkovy 24h zisk uhliku jedné rostliny byl viak niZ3i u rostlin
rostoucich pfi vys§i koncentraci CO; v disledku mensi plochy listi. Po 23 dnech
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expozice vysokou koncentraci CO; do3lo k inhibici fotosyntetické fixace CO2 pravdé-
podobné v disledku zpomalené regenerace ribul6zo-1,5-bisfosfitu. ZvySeni kon-
centrace CO; vedlo podle ofekdvani k pfivieni priiduchli a ke zvySeni efektivity
vyuZiti vody. Vy$§i ndroky na transpiraci u rostlin s nizkym obsahem CO; se proje-
vily ve v&t3i celkové délce kofenii. Zvyseni koncentrace COz v atmosféfe stimulovalo
exsudaci kofenil. Stejn¥ jako rychlost fotosyntézy i kofenovd exsudace klesla pod
tdroveti kontrolnich rostlin po cca 20 dnech expozice zvy$enou koncentraci COa.

Contact Address:

Ing. Jifi Santrd&ek, CSc., Ustav molekuldrni biologie rostlin AV CR,
BraniSovska 31, 370 05 Ceské Bud&jovice, Ceski republika, tel.: 038/437 51,
fax: 038/414 75
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PLANT REGENERATION IN CALLUS CULTURES OF FABA
BEAN (VICIA FABA L))

M. Griga, H. Klenoti¢ova

Research Institute of Technical Crops and Legumes, Sumperk

Callus cultures of Vicia faba L. were established using immature zygotic embryos .
and shoot apices of aseptically germinated seedlings. The calli induced on auxin-

containing media (2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D; o-naphthaleneacetic

acid, NAA) were separated from the initial explants and subcultured in series.

Regeneration of embryoids and shoot-bud primordia was observed on auxin-contai-

ning induction media as well as after transfer of calli onto regeneration media

supplemented with cytokinins. The shoot-bud formation capacity was stable during

the long-term culture. Root formation was induced on various rooting media and

resulted in complete flowering plants.

Considering the substantial progress in de novo regeneration of grain legumes
in the last decade, namely via somatic embryogenesis protocols (Christou,
1992), Vicia faba L. remains a recalcitrant species in this regard. Faba bean
tissues grow very poorly in culture, particularly due to the formation of polyphe-
nolic substances, which causes problems with both establishment and mainte-
nance of faba bean callus cultures by a strong tendency to tissue necrosis.

The establishment of a callus culture in which the regeneration process may
be triggered by a simple growth regulator stimulus is very difficult to obtain in
V.faba. The majority of works described shoot regeneration from faba bean callus
(Galzy, Hamoui, 1981; Schulze et al, 1985 Busse, 1986;
Thynn, Werner, 1987; Fakhrai et al., 1989) using initial explants
containing organized meristematic structures such as shoot apices, stem nodal
segments or cotyledonary node segments with axillary buds. The proliferation of
cells of these meristematic regions in initial stages of culture is often considered
as de novo shoot bud or adventive bud organogenesis as compared with serial
proliferation of axillary buds or pre-existing meristems.

The extreme recalcitrance of V. faba focussed the effort of some laboratories
to Vicia narbonensis L., taxonomically the nearest wild relative to faba bean, and
these experiments resulted in successful plant regeneration via somatic embryo-
genesis (Albrecht, Kohlenbach, 1989; Pickardt et al., 1989).

This paper describes de novo plant regeneration in long-term callus cultures of
V. faba.
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MATERIAL AND METHODS

Plant material: White-flowering V. faba lines 6806 and 6823 were used in our
experiments. The immature pods were harvested from plants growing in the
greenhouse, surface-sterilized, as described earlier (Gri g a et al., 1987). Whole
immature embryos (3 to 6 mm in length) were isolated aseptically from the seeds.

Seeds were sterilized as reported by Grig a (1988b), soaked in sterile water
for 12 h and placed onto the 0.7% Difco-Agar (250 ml Erlenmeyer flasks, 50 ml
agar, 5 seeds per flask) for germination in the dark at 21 + 1 °C. The shoot-tips
of 3 day old etiolated seedlings were used as initial explants (Pickardt et
al., 1989).

Callus induction from immature zygotic embryos: Three media formulations
were tested for callus initiation: L2 (Phillips, Collins, 1979) with 2.5
(L2-1) or 40 pM 2,4-D (L2-2), EB (Barwale et al., 1986) with 40 uM NAA
andOR (Barwale etal., 1986) with 15 uM BAP and 0.2 uM NAA. One part
of the cultures was placed in the dark at 25 °C for 4 weeks, the second part was
cultured in garallel at 16 h photoperiod, cool white fluorescent light, irradiance
20 pmol m’ §'.25C day /20 °C night. Each treatment (genotype x medium x
culture regime) consisted of minimum 30 embryos. After 4 weeks, all cultures
were evaluated and transferred onto fresh media of the same composition or
regeneration media MSR and R5 (see below).

Callus induction from shoot tips of etiolated seedlings: MS medium (3%
sucrose) with 0.5, 2.3, 4.5, and 9.0 uM 2,4-D was used as callus inducing medium
(dark, 22 £ 1 °C). 20 shoot tips in two replicates were treated in each experi-
mental variant. After 4 weeks the cultures were transferred onto MS medium
(1.5% sucrose) with 5.4 pM NAA and grown at a 16 h photoperiod, 26 °C. The
calli were subcultured every four weeks to fresh NAA-medium.

Regeneration induction: The immature embryo-derived calli after 4 weeks on
callus initiation media were placed onto the regeneration media MSR with 2 uM
BAP and 0.2 uM IBA, and RS with 10 uM IBA, 5 uM BAP and 5 uM GA;3 (both
formulations after Barwale et al., 1986) or subcultured on callus induction
media. For shoot elongation, various modifications of MSB medium were tested
(cytokinins, yeast extract, caseine hydrolysate, activated charcoal, coconut water,
GA3).

The shoot tip-derived calli were monthly subcultured (10 months) on MS
medium with 5.4 uM NAA and calli with globular appearance and dark green
domes were selected and multiplied. These potentially morphogenic cultures were
transferred onto modified BKZ medium (Lazzeri etal., 1985; Pickardt
et al., 1989) with 0.5 uM NAA and 0.1 uM each of BAP, kinetin and zeatin.

Root induction and plant formation: Various rooting media were tested,
mostly with NAA as auxin. Rooted shoots were washed with 0.15% v/v Previ-
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cur N (Schering AG, FRG) and transferred into autoclaved perlite saturated with
half strength MS-salts in liquid medium, then into sterile soil and acclimated in
non-sterile conditions in the greenhouse.

Histology: Samples of calli were fixed in Navashin’s fluid for 24 h, dehydrated
in ethanol: xylem series and embedded in paraffin with 15% w/w bee wax.
Sections of 10 um thickness were stained with saturated basic fuchsin and picro-
indigocarmine. Permanent slides were prepared by mounting in solakryl.

RESULTS

Immature zygotic embryo - derived cultures: Formation of callus with com-
pact to friable consistence was observed on all induction media tested
(Tab. I shows data in line 6823). On media L2-1, L2-2, EB (light), the globular
structures developed resembling in their morphology globular stage of somatic
embryos. These embryos originated directly from senescing cotyledons and
swollen embryo axes. However, these globular embryos, which appeared in the
initial culture had a strong tendency to vitrification and callogenesis. In most of
the cases the callus completely overgrew these structures during the 1st subcultu-
re (6 to 8 weeks after explant isolation).

All plant material (both dark- and light-cultured) was placed at 16 h photope-
riod with the 1st subculture. The calli (still containing initial explant) were
transferred onto the same fresh media and regeneration media MSR and RS. Most
of the media sequences tested (L2-1 to L2-1, MSR, RS; L2-2 to L2-2, MSR, RS
etc.) did not result in morphogenic callus, the necrosis of calli was frequently
observed phenomenon. Only in the sequence EB-dark to EB-light, green, viable,
well growing calli (12% of initially plated embryos) were found. These calli were
isolated from the rest of the initial explant and callus culture was multiplied on
EB medium to the extent of approximately 100 explants in the course of the 2nd
to 4th subculture. In the 4th subculture (approximately after 100 days), the calli
maintained and multiplied on EB medium started spontaneously to differentiate
globular embryos (Fig. 1A, C) and shoot-bud primordia (Fig. 1B). The attempts
to support further development and conversion of globular embryos by their
mechanical isolation and culture on different agar as well as liquid media (data
not shown) failed and usually resulted in recallusing or necrosis.

During the following subcultures on EB medium the bud primordia developed
into distinct shoot-buds (Fig. 1D, 2A), however, their elongation was limited up
to 5 mm, whose length was not sufficient for root induction. Therefore, EB
medium was used only for maintaining the organogenic culture in sufficient
amount (300 uniform explants) and organogenic calli were transferred to various
shoot elongation media (Fig. 2B). Of 19 media tested, the best results were
obtained on MSB medium with 0.1 uM NAA and 5 uM zeatin (shoots 5 cm in
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I. Growth responses recorded in culture of immature zygotic embryos of Vicia faba line 6823
on induction media L2-1,L2-2 (Phillips, Collins, 1979),EBandOR(Barwale
et al., 1986) in the end of initial culture (4 weeks)

Callus
Basal | Phytohor- Culture |Embryos formation 3 Explants with
me- mones e lated frequency | Necrosis another growth
dium | (M) g P (%) and response (%)
intensity
100 globular 9
dark 44 embryos
o 2.340.08 | 0.93£0.13 . -
L2-1 | 25 [2,4D = foots
1
16 h 43 lobul
photoperiod 2.5140.09 | 1.35+0.11 | &°°MAT | 56
embryos
100 globular 2
dark 42 embryos
% 1.95£0.08 | 1.48+0.13 - 2
L22 | 40 |2,4-D i
16 h 41 e lobul
photoperiod 2.2940.10 | 1.59£0.13 | 27T | 43
embryos
87
dark 30
. 1.400.15 | 1.2740.18 | °™PP° | 49
germination
EB | 40 [ NAA .
16 h ” » gloll:ular 3
photoperiod 1.4140.11 | 1.9040.12 [—o0Y0S
embryo
eited 87
germination
96
dark 45 _ge::::gt?on i
2.4410.12 | 1.5110.15 -
multiple shoot 22
OR 15 | BAP formation
0.2 | NAA 90
16 h - °'“.b°’t‘.’ 95
photoperiod 1.10£0.08 | 2.40+0.07 |FESaon
multiple shoot 65
formation

l)lntensity of callus formation (0 - without callus; 1 - weak callus formation, 25% of explant
volume represents callus; 2 - medium callus formation, 25-75%; 3 - strong callus formation,
> 75% or whole explant changed into callus)

DRate of blackening (necrosis) (0 - without necrosis; 1 - < 25% of explant blackened; 2 -
25-75%; 3 - > 75% or whole explant necrotic)
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1. (A) Clumps of faba bean somatic embryos on callus derived from immature zygotic embryo. (B) Shoot bud primordia on the surface of
organogenic callus. (C) Histological section of a compact callus nodule forming clump of superficially produced somatic embryos in various
stages of development. (D) Histology of shoot bud differentiation from superficial tissues of organogenic callus.

e - embryos and clumps of embryos; co - cotyledon; bp - bud primordium; psl - primary scale leaf; sa - shoot apex; p - parenchymatous
cells; ve - vascular elements



661 - VAOYAA YNNIILSOd T(L

2. (A) Distinct shoot buds covered by primary scale leaves. (B) Development of shoots (arrows) on ,,shoot elongation medium“ (MSB with
S UM BAP and 0.1 pM NAA). (C) Differentiation of shoot buds with multiple tips, probably developing into flower buds in vitro. (D) Direct
flower bud and flower formation from organogenic calli.

sa - shoot apex; b - shoot bud; psl - primary scale leaf; ve - vascular elements



length), MSB with 0.1 uM NAA and 5 pM kinetin (1 cm) and MSB with 10%
v/v coconut milk (1 cm). The flower bud formation and flower development
directly from callus was often observed on shoot elongation media (Fig. 2D). The
root formation on isolated shoots was induced on MSB medium without growth
regulators or with 1 pM NAA, but the frequency of rooting was low (10%) and
rooted shoots frequently flowered in vitro, which limited the success of transfer
to non-sterile conditions and further vegetative growth of plantlets.

Subcultivation of organogenic calli on MSB medium without growth regula-
tors (starting after 18 months on EB medium) and repetitive selection of highly
organogenic callus lines resulted in habituated, growth regulator-independent
morphogenic culture. The callus cultures maintained on EB and MSB medium
exhibited no decrease in morphogenic potential (shoot bud formation) after
5.5 years in culture.

Shoot tip - derived cultures: Within the range of 2,4-D concentrations tested,
the optimal callus initiation and growth was observed on medium with 4.5 uM
2,4-D. After 4 weeks, the cultures were transferred to MS medium supplemented
with 5.4 pM NAA. Undifferentiated cream compact calli gradually changed to
light green ones with dark green centres within the 5 months of subculturing on
NAA-medium. In this period the culture was represented by pure callus without
any remainders of initial explant tissue. After 10 months of culture on NAA-me-
dium, the calli exhibited dark green nodular domes and the first signs of morpho-
genesis were visible microscopically (15% of cultures). Transfer of morphogenic
calli on modified BKZ medium resulted in formation of the globular structures
or - the most frequently - shoot buds. Individual calli differentiated numbers of
buds (Fig. 3A), of which 1 to 2 shoots per explant usually elongated and reached
a length about 1 to 2 cm within four weeks. Selection of viable morphogenic
explants on NAA or BKZ medium and subculturing them on the same media led
to establishment of 100% morphogenic culture, whose organogenic capacity was
stable during the long-term culture (3 years).

Elongating shoots from cultures of different age were excised and rooted on
various rooting media (Fig. 3B, C), the best frequency of rooting being obtained
in MSB medium without growth regulators (28%), 1/2 MSB medium with 1 puM
NAA (25%) and 1/2 MS medium.with 0.5 pM NAA and 2.3 uM kinetin (20%).
The rooting ability of isolated shoots decreased with the age (number of subcultu-
res) of organogenic calli. A serious obstacle preventing the completion of the
whole regeneration cycle (similarly as in zygotic embryo-derived calli) was flo-
wer bud formation and subsequent flowering of shoots on regeneration and / or
rooting media. The flowering shoots usually finished their vegetative growth,
which was connected with successive flower and leaf senescence. Rooted shoots
(complete plantlets) were successfully established in the soil (Fig. 3D).
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3. (A) Shoot-tip derived organogenic callus; elongation of shoots on BKZ medium. (B) Well
developed faba bean shoots (1 week on rooting medium; see root initiation - arrow). (C)
Complete faba bean plantlets (MSB medium without growth regulators). (D) Faba bean rege-

nerated plant established in the soil; two axillary shoots emerged from the main shoot basis
(arrow).

704 ROSTLINNA VYROBA - 1994



DISCUSSION

Reproducible de novo regeneration is a necessary condition for application cell
and gene technology in faba bean improvement (Heszky et al., 1988;
Huyghe, 1990; Christou, 1992). The need for effective regeneration
system is evident mainly in transformation experiments, which are very time-
consuming in grain legumes (Puonti-Kaerlas etal, 1990; Pickardt
et al., 1991).

Papers published earlier (Galzy, Hamoui, 1981; Schulze etal,
1985; Busse, 1986) described either (1) regeneration via stimulation of
growth of organized meristems in explant (shoot apical meristem, axillary me-
ristems of primary scales and cotyledons) or (2) regeneration from initial or
short-term callus derived from explants mentioned above; participation of me-
ristems persisting in callus in regeneration cannot be unambiguously excluded if
histological evidence is not available. The attempts to obtain faba bean regene-
rants via somatic embryogenesis from cotyledon-derived callus failed due to
inability of somatic embryos to undergo normal development and conversion
(Griga etal, 1987; Griga, unpublished results).

The genotype responsiveness as well as organ sensitivity in relation to rege-
neration in vitro still plays an important role in grain legumes. The choice of the
initial explant is mostly restricted to immature zygotic embryos (Christou,
1992) or shoot tips (Kysely, Jacobsen, 1990; Pickardt et al,
1989). The attempts to induce morphogenic callus from other organs / tissues
mostly failed(Taha, Francis,1990; Busse, 1986; Fakhrai etal,
1989; Griga, 1990).

In recent experiments we observed the formation of globular embryos in cer-
tain stages of callus differentiation in both regeneration systems. The structures
observed were attached by a relatively broad base to the callus tissue (Fig. 1C),
which could suggest a multicellular origin of embryos (Williams, Ma-
heswaran, 1986). In addition, the arrangement of embryos into clumps
suggests the possible embryo formation via cleavage polyembryony from callus
nodules or somatic proembryos (Erdelskd, Vidovencovai, 1992).
However, up to date we were not able to regulate effectively the following
development or conversion of these embryos. Nevertheless, the culture schemes
used (auxins applied, sequence of media) are very similar to those successfully
used in other grain legumes and it is probable that a somatic embryo deve-
lopmental programme also exists in the faba bean genetic background. The proof
of true somatic embryo initiation should be done by the detection of specific
storage proteins typical for seeds and expressing also in somatic embryos
(Stuart etal, 1988; Krochko etal, 1992; Stejskal, Griga,
1992). '
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The interesting result is a habituation of morphogenic callus (loss of require-
ments for exogenous auxin and cytokinin in long-term culture), a phenomenon,
which was not reported by other authors dealing with faba bean regeneration
(Galzy, Hamoui, 1981; Fakhrai etal, 1989; Busse, 1986) so
far.

Regeneration activity is expressed predominantly in superficial layers of mor-
phogenic callus (Fig. 1C, D); these calli containing meristematic centres (bud
primordia) could be quickly multiplied similarly as in pea (Hussey,
Gunn, 1984). ;

The critical step for grain legumes in culture is the limited shoot elongation
(Cheng, Saka,1980; Kalantidis, Griga, 1993) and rapid tran-
sition to generative developmental phase (Hussey, Gunn, 1984;
Griga, 1988a, b). The histological study revealed the development of shoot
buds with multiple tips (Fig. 2C) covered by primary scale leaves. We assume
these structures preferentially went through from vegetative to generative phase
and differentiated flower buds in vitro (4 to 5 flower buds on shortened stem).
The difficulties with rhizogenesis in shoots from long-term culture we recently
tried to solve by grafting in vitro shoot onto decapited faba bean seedling of the
same genotype (unpublished data).

The possibility of de novo regeneration from undifferentiated callus tissue, as
well as location of regeneration initiation sites in superficial callus cell layers,
makes the system described above a suitable tool for Vicia faba transformation
experiments.
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GRIGA, M. - KLENOTICOVA, H. (V§zkumny dGstav technick§ch plodin a luskovin,
Sumperk):

Regenerace rostlin v kalusovych kulturach bobu obecného (Vicia faba L.)
Rostl. Vyr., 40, 1994 (8): 697-709.

Byla vyvinuta metoda de novo regenerace v kalusové kultufe bobu obecného
(Vicia faba L., bilekvetouci linie 6806 a 6823 s nizkym obsahem taninu). Kalus byl
indukovén (A) z nezralych zygotickych embryi na EB médiu Barwale et al,
1986) se 40 pM kyseliny 2,4-dichlorofenoxyoctové (2,4-D) a (B) ze vzrostngch
vrcholil aseptickych kli¢encli na MS médiu se 4,5 uM 2,4-D a néslednym pienosem
na MS médium s 5.4 pM kyseliny a-naftyloctové (NAA) (Pickardt etal., 1989).
V obou pfipadech byla b&€hem nékolika nislednych subkultur ziskdna dobfe rostouci
distd kalusové kultura bez pfitomnosti pletiv vychoziho explantitu. Po 100 dnech
kultivace kalusu odvozeného z nezralych embryi na EB médiu dochézelo ke spon-
tanni iniciaci embryoidli (obr. 1A) a pupenovych primordii (obr. 1B). Oba zpiisoby
de novo regenerace (somatickd embryogeneze, organogeneze) byly potvrzeny histo-
logickymi studiemi (obr. 1C, D). Snaha o podporu vyvoje a konverzi embryoidi
nebyla spéSnd. Organogenni kultury se vyznafovaly limitovanym prodluZovacim
ristem zaloZenych pupenii, proto byly subkultivoviany na média s cytokininy (zeatin,
kinetin, 6-benzylaminopurin (BAP) v koncentraci 5 pM) nebo kokosovym mlékem
(10 % v/v) doplnéné nizkou hladinou NAA (0,1 pM). Na uvedenych médiich docha-
zelo k uspokojivému prodluZovani pryti (1 aZ 5 cm; obr. 2B), které byly nasledné
zakofenény na MSB médiu bez ristovych regulatori & s 1 pM NAA (frekvence
10 %) a ziskiny kompletni rostliny.

U kalusu odvozeného ze vzrostnych vrcholii dochazelo po 10 mé&sicich kultivace
na NAA médiu k tvorb& embryoidii a pupenovych primordii (obr. 3A). Ani v tomto
pfipad€ se nepodafilo embryoidy dop&stovat do faze kompletnich rostlin. Vyvoj pryti
v organogenni kultufe byl podpofen subkultivaci na modifikované BKZ médium se
zeatinem, kinetinem, BAP a NAA (Lazzeri etal, 1985 Pickardt etal,
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1989). Dostate¢né vyvinuté pryty (2 cm) byly zakofenény na MSB médiu bez riisto-
vych regulétori &i 1/2 MS médiu s 0,5 aZ 1 pM NAA, pfipadné& dopIn&ného kinetinem
(frekvence kofenéni 20 aZ 28 %; obr. 3B, C). Kompletni rostliny byly pfevedeny do
zeminy a aklimatizovédny ve skleniku (obr. 3D).

Selekci a multiplikaci morfogennich explantati byly ziskany v kulturich obou
pivodii dlouhodobé kultury (A - 5,5 roku, B - 3 roky) disponujici vysokym a sta-
bilnim regeneranim potencidlem (organogeneze). V kultufe (A) byla navic ziskdna
habituovana kalusova linie s dobrou regeneraéni schopnosti v dlouhodobé kultufe bez
poZadavku na exogenni auxin a cytokinin.

Kritickymi momenty obou regeneraénich protokoli je (1) limitovany prodluZovaci
rist zaloZenych pupent, (2) vysoky vyskyt fenoménu kveteni in vitro (obr. 2D), ktery
znesnadiiuje pfevod kvetoucich pryti do nesterilnich podminek, (3) sniZujici se
schopnost rhizogeneze u pryti z dlouhodobé kultury. Samostatngm problémem vy-
Zadujicim dal3i studium je regulace vyvoje embryoidii a jejich konverze; skute¢nost,
Ze beélokvété linie bobu disponuji schopnosti somatické embryogeneze, byla viak
prokazéna jiZ dfive (Griga et al., 1987).

Schopnost de novo regenerace z nediferencovaného kalusu, vysoky regenera¢ni
potenciél v dlouhodobé kultufe a lokalizace regenerace v povrchovych buiikach ka-
lusu vytvafi z obou regeneraénich protokoli vhodny systém pro transforma&ni expe-
rimenty u bobu.

Contact Address:

RNDr. Miroslav Griga, CSc., Vyzkumny tstav technickych plodin a luskovin,
Zem&d¥lsk4 16, 787 01 Sumperk, Cesk4 republika, tel.: 0649/45 12, fax: 0649/59 75
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RECENZE

PRINCIPLES OF BIOCHEMISTRY
A. L. Lehninger, D. C. Nelson, M. M. Cox

New York, Worth Publ. Inc. 1992, 1012 s.

Druhé vydani monografie Biochemie navazuje na pfedchéizejici zndmé vysokoskolské
ucebnice prof. A. L. Lehningera, které vychazely periodicky v doplnénych a pfepracova-
nych vydanich vice neZ tfi desitky let. Na konci 70. let pfekrotila publikace prof. A. L.
Lehningera ramec u€ebnice a stala se jakymsi kompendiem. Autor proto v roce 1982 vydal
stru€n&j$i a pedagogicky propracovangjsi publikaci Principles of Biochemistry, kterd vy-
born€ slouZila, ale ¢asem piece jen trochu zastarala. Po smrti autora se Gpravy uéebnice
ujali dva profesofi biochemie na Wisconsinské univerzité v Madisonu.

Kniha dodrZuje Lehningerovo klasické &lenéni, které autofi povaZuji stile je¥t€ po
pedagogické strance za nejlep$i. Autofi jinych uéebnic biochemie jiZ pfesli na modern&jsi
vyklad, zaloZeny na pfenosu genetické informace jakoZto zdkladnim biochemickém pocho-
du, od n€hoZ se ostatni aspekty tzv. chemie Zivota odvijeji. Tato kniha je naproti tomu
¢lenéna do &tyf &asti, pfiCemZ statickd biochemie a metabolismus tvoii prvni tfi &asti
a &tvrta &ast je v€noviana pienosu genetické informace. Jde tedy o koncept klasicky, sle-
dujici viceméné chronologicky vyvoj biochemie, jak se u¢i i u nés.

Kniha je dobfe propracovéna, na kaZzdé strince jsou barevné ilustrace, Setnd schémata,
fotografie a informativni tabulky. Grafické strance knihy bylo zjevn& v&novdno mnoho
pozornosti nejen z estetického hlediska, ale pfedeviim z hlediska pedagogického.

Oproti prvnimu vydani je tato kniha v mnohém modernizovéana, jsou zafazeny né€které
zcela nové kapitoly (napf. o molekuldrnich mechanismech pfenosu signild). Kniha ma
vysoce didaktickou troveii, je v ni zachovéano klasické €len&ni biochemie a obsahuje fadu
nejnovéjsich vé€deckych poznatki. Stane se jist€ uZiteCnou pomickou nejen pro vé€decké
pracovniky, ale i pro ostatni tendfe, ktefi se o biochemii ve své praci opiraji.

Doc. RNDr. ing. Josef Zahradnicek, CSc.
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ODEZVA BRAMBORU NA STRES SUCHEM ZVYSENOU
HLADINOU PROLINU V HLiZACH

J. Zrust

Vyzkumny iistav brambordrsky, Havlickiv Brod

V polnim pokusu a v péti variantich sklenikovych pokus s moZnosti klimatizace
byl zji¥tovan obsah prolinu v hlizdch brambor. Sklenikové pokusy byly realizovény
v letech 1986 aZ 1992 vétSinou se étyfmi odridami. Do polniho pokusu v roce 1990
bylo zafazeno 11 odrid. Ve sklenikovych pokusech byl obsah prolinu v hlizich
ovlivnén ve viech letech stresem sucha a zvySoval se se sniZujici se plidni vlhkosti.
Mezi odridami byly zjist€ny vysoce priikazné rozdily v obsahu prolinu. Odriida
Désirée ve sklenikovych pokusech a odriidy Ibis a Désirée v polnim pokusu, které
jsou zndmé odolnosti vi¢i pfisuskim, mé&ly nejvy3$$i obsah prolinu. Vysledky
naznaduji, Ze zm&ny nastdvajici v obsahu prolinu v hlizich jako odezva na stres
sucha by mohly mit vyznam pfi identifikaci odolnych, resp. citlivych odrid bram-
bor vi¢i suchu.

Nepiiznivé podminky velmi ¢asto zna¢né ovliviiujf riist a vyvoj plodin, a tim
i jejich vynosy v zdvislosti na obdobf ontogeneze rostlin. Negativn{ vliv na po-
psané projevy je vyrazn&j3{ v citlivém obdobf riistu rostliny.

V naSich podminkéch je nejzdvaZnéj§fm limitem pii p&stovédn{ brambori ne-
dostatek de$fovych srdZek. Cilené lechténi na odolnost vii¢i suchu piedpokldda
vybér a testovan{ kifZencli brambori ve stresovych podminkdch nedostatku
vldhy. Provéfuji se jednotlivé bilkoviny, které by mohly mft vyznam pro odolnost
vii¢i suchu.

Néktef{ autofi (napf. Stewart, Hanson, 1980; Levy, 1983) pfipi-
suji vyznamnou indika¢n{ lohu aminokyselin€ prolinu, jejiZ zvySend hladina je
ddvédna do pfimého vztahu k odolnosti rostlin vii¢i suchu. Prolin miiZze zvySovat
odolnost rostlin také vi¢i dal¥im stresim.

Akumulace volného prolinu v rostlindch nachézejicich se ve stresu sucha byla
poprvé zjiSt€na v roce 1954 u Zita, pozdé&ji u daldich plodin. Pahlich,
Grieb (1983) pracovali napt. s kukuficf a z dosaZenych vysledkd usoudili, Ze
ztrdta turgoru zpisobuje tzv. metabolicky zmatek v rostlin€, coZ nakonec vede
ke zvySen{ obsahu prolinu ve stresovanych kofenech. V pokusech s kulturou
bun€k z rajat Hand a et al. (1986) zjistili, Ze wirovefi prolinu ziistala vysokd
po vice neZz 100 bun&fnych generaci pfi nizkém vodnfm potencidlu média, ale
rychle klesala pfi pfenosu do média s mén€ negativnim vodnim potencidlem.
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Vysledky nazna€ily pozitivnf roli akumulace prolinu pro adaptaci bun¢k na mé-
nici se vné&j8f vodnf potencidl.

Naopak napi. Balasimha (1983) a Bansal, Nagarajan
(1986) nezjistili ve svych pokusech pozitivni korelaci vySe obsahu prolinu s to-
leranc{ vii¢i suchu a tvrd{, Ze akumulace prolinu nemiiZe byt pouZita jako testo-
vaci metoda na odolnost odridd vici suchu.

Cilem prédce bylo provéfit obsah prolinu v hlizdch jako odriidovou reakci
rostlin bramboru na stres zplisobeny suchem.

MATERIAL A METODA

V prvnich &tyfech letech (1986 aZ 1989) jsme do sklenikového pokusu s ve-
getanimi nddobami vybrali Ctyfi odriidy s rozdilnou délkou vegetatni doby
i uZitkového sméru pé&stovani, a to dvé z na¥eho a dvé ze zahrani¢niho $lechténi:
Resy (velmi rand, konzumni, Nizozemsko), Radka (polorand, konzumni, CR),
Désirée (polopozdnf, konzumnf, Nizozemsko, doporu¢ovand pro p&stovéan{ v arid-
nich oblastech), Kamyk (pozdni, primyslov4, CR).

V roce 1990 jsme do sklenikového pokusu zafadili Sest odriid: Resy (velmi
rand, konzumnf, Nizozemsko), Désirée (polopozdn{, konzumn{, Nizozemsko),
Kamyk (pozdni, primyslov4, CR), Karin (ran4, konzumni, CR), Svatava (polo-
rand, konzumni, CR) a Ibis (polorand, konzumni, Polsko, sn4¥ejici dobfe pfi-
sudky).

V roce 1990 jsme rovné€Z zaloZili poln{ pokus s 11 odridami: Resy (Nizo-
zemsko), K14ra (CR), Koruna (CR), Ausonia (Nizozemsko), Gloria (SRN) - velmi
rané; Karin (CR) - ran4; Svatava (CR), Lada (CR), Ibis (Polsko) - polorané;
Désirée (Nizozemsko) - polopozdnf; Kamyk (CR) - pozdnf. V dal$ich dvou letech
(1991 a 1992) jsme pokracovali v pokusech s odriidami zafazenymi jiZ dffve:
Resy, Karin, Désirée a Kamyk.

Sklenikovy pokus v rozsahu deviti variant (tab. I) po deseti nidob4ch od kazdé
varianty byl uspofddin do osmi blokd, v nichZ byly odridy i varianty ndhodné
rozmistény. Do vegetaénich nddob bylo pouZito 14 kg vrstvy ornice (do 20 cm)
z t&ch partif pole, na nichZ tentyZ rok prob&hly poln{ pokusy s brambory. Nddoby
byly plnény na jafe pfed vysadbou. Pro zajidt€ni dobré vyZivy v omezeném
prostoru vegetatnich nddob (10 1) jsme do nddob pfiddvali Ziviny (tyden pted
vysadbou): 0,4571 g N, 0,3017 g P a 0,7589 g K.

Relativni piidni vlhkost v procentech (RPV) byla zji§fovéna ve dvou- aZ ti{-
dennich intervalech b&hem celého vegetaéniho obdobi gravimetrickou metodou,
kterou popsal Nov dk (1954), a to ze tif vegetatatnich nddob kaZzdé odridy
z varianty kontroln{ (prvnf) a z variant, u nichZ byla udrZovéna sniZend RPV.
Voda byla do nddob dopliiovdna po zjisté€ni deficitu a ve slunnych dnech s vy-
sokou evapotranspiraci kazdy druhy den.

712 ROSTLINNA VYROBA - 1994



I. Piehled variant — Survey of variants

Varianty piidnf{ Relativnf pddnf vlhkost v obdobi vaojc2 (%)
vihkosti' a b ¢ d
1 75 75 75 75
2 50 75 75 75
3 30 75 75 75
4 75 50 75 75
5 75 30 75 75
6 75 75 50 75
7 75 75 30 75
8 75 75 75 50
9 75 75 75 30

obdobf vyvoje - developmental periods:

a - od vysadby do vzejiti rostlin - planting to emergence

b - od vzejitf rostlin do tvorby poupat - emergence to bud formation

¢ - od tvorby poupat do plného kvétu - bud formation to full flowering

d - od plného kvétu do fyziologického dozranf - full flowering to physiological maturity

ltreatments of soil moisture, *relative percentage of the soil moisture in single developmental
periods

Momentélni stav vodn{ bilance pokusnych rostlin byl kontrolovan stanovenim
vodniho sytostnfho deficitu (VSD) v tydennich intervalech podle postupu, ktery
publikoval Catsky (1960), a sice sycenfm vyseknutych teréikd o velikosti
50 mm? z listového pletiva ve vlhké plotn€ z polyuretanové pény.

Od féze tvorby poupat (patrné okem) aZ do fyziologické zralosti jsme u variant
6 aZ 9 stanovili v odebranych hlizdch obsah volného prolinu podle metody, kte-
rou popsali Goring, Pleschner (1986) a modifikovali Troll,
Lindsley (1955). Uvedend metoda pouZivd materidl zfskany z 500 mg
vzorku cortexu (korové vrstvy) péti hliz. Mé&feni prolinu u variant, ve kterych
plsobil stres sucha od vysadby aZ do tvorby poupat, nebylo provadéno, nebot se
hlizy v té dobé& jeSté netvofily.

VYSLEDKY A DISKUSE

Hodnoty relativnf pddnf vlhkosti bylo velmi nesnadné zajistit bez automatic-
kého pifvodu zdlivky do vegetadnich nddob. Pro porovninf vodnfho provozu
rostliny s pidnf vlhkost{ jsme proto vyuZili vodnfho sytostntho deficitu (VSD),
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jimZ lze vyjadfit i absolutnf mnoZstvi vody, které rostlin€ chybi do plného nasy-
cenf (tab. II). Dosycovacf kifivky ter¢ikd z listd sklizenych pied fyziologickou
zralosti nedosahuji hodnot listd relativné mlad$ich (C‘ atsky, 1962). Po celou
vegetaci jsme proto odebirali teréiky vZdy z jiZz dospélych listd - ze Etvrtého aZ
péatého listu (poitdno od vrcholu rostliny), u kterych je i rychlost fotosyntézy
nejvySSf (Zrd s t, 1973). Eliminovali jsme tak chyby pfi stanoveni VSD z mla-
dych, dlouZivé rostoucich listd, které pfijimaji vodu podstatné déle.

II. Procento vodniho sytostniho deficitu v listech rostlin bramboru — The percentage of water
saturation deficit in leaves of potato plants

a) pét dnd pied odbérem hliz ke zjisténi obsahu prolinu pfi stresu sucha v obdobi od objeven{
se poupat do kvétu v roce 1988 — five days before tuber taking for establishment of proline
content under the drought stress in period from bud appearance to flowering in 1988

b) 11 dni pied odbérem hliz pfi sklizni ke zjiStén{ obsahu prolinu pfi stresu sucha v obdobf od
kvétu do fyziologické zralosti v roce 1988 — 11 days before tuber taking at harvest for estab-
lishment of proline content under the drought stress in period from flowering to physiological
maturity in 1988

Varianty Odridy®
pldnf | Resy Radka Désirée Kamyk
i X Sy x 5y x s 5 2
1 990 | 2,09 | 505 | 238 | 1275 | 433 | 851 | 161
a 6 11,53 | 1,90 | 1221 | 397 | 1522 | 323 | 1575 | 3,67
1 1582 | 4,64 | 2069 | 261 |2683 | 401 | 2345 | 5,55
1 1,55 | 075 | 348 | 233 | 209 | 128 | 151 | 057
b 8 130 [ o050 | 438 | 1,28 | 453 | 152 | 1,85 | 1,34
9 505 | 240 | 868 | 487 | 948 | 351 | 9,18 | 6,15

2

ltreatments of soil moisture, “varieties

Obsah prolinu v hlizdch byl ve v3ech letech ovlivnén stresem sucha, bylo-li
vyvoldno jak ve fézi iniciace hlfz a jejich poCdte¢nfho riistu, tak i v priibéhu
intenzivniho ristu hliz aZ do fyziologické zralosti porostu (tab. III). Vysledky
pomé&mé dobfe odpovidaji namé&enym hodnotdm VSD, uvedenym v tab. II
u v8ech &ty odriid pro jejich vzdjemné porovndni. Obsah prolinu se vyrazné
zvySoval se sniZujfcf se plidnf vlhkostf. V z4v€ru vegetace jiZ tak velké rozdily
mezi variantami nebyly, byly v8ak vyznamné (tab. IV). Také absolutni hodnoty
byly niZ8{ ziejmé v disledku sniZujictho se metabolismu rostlin.

Dokumentaci vysledkii zhodnocenych analyzou variance jsme zdmé&mé vybrali
z jiného roku, v némzZ byly vzorky hlfz odebirdny jak z rostlin, které byly podro-
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I1I. Obsah prolinu v hlizdch bramboru a jejich vynos ovlivnéné rozdilnou pddnf vlhkost{ —
Proline content in potato tubers and their yield affected by different soil moisture

a) v obdobi tvorby poupat aZ kvétu v roce 1988 — in period from bud formation to flowering
in 1988

b) v obdobf od kvétu do fyziologické zralosti v roce 1988 — in period from flowering to
physiological maturity in 1988

Varianty Obsah prolinu3 Hmotnost hliz Ztrity v§nosu
Odridy' | pddnf (umol.g™) jednoho trsu® | oproti kontrole®
vihkosti’ & hmotn.® & g 85 (%)
1 2,47 0,37 335,0 52,2 0
Resy 6 12,71 2,93 240,0 10,1 28,36
7 25,52 2,96 188,7 10,7 43,67
1 2,34 0,31 305,3 51,8 0
Radka 6 6,78 1,76 234,7 3,5 23,12
a 7 24,66 5,26 163,0 9,6 46,61
1 4,50 1,12 424,7 28,6 0
Désirée 6 16,65 2,30 252,3 15,6 40,6
7 24,58 2,63 161,7 10,5 61,9
1 1,17 0,19 304,7 49,4 0
Kamyk 6 3,81 0,85 214,7 13,0 29,54
7 15,78 291 198,7 25,6 34,79
1 2,02 0,23 339,3 23,4 0
Resy 8 1,61 0,20 326,3 18,8 3,83
9 4,72 1,79 284,0 13,3 16,30
1 4,39 0,48 356,0 60,0 0
Radka 8 5,04 0,70 286,3 73 19,58
b 9 7,01 0,85 235,7 31,6 33,79
1 3,52 0,76 287,0 34,0 0
Désirée 8 3,04 0,55 285,0 23,2 0,70
9 7,44 3,01 263,3 15,4 8,25
1 2,08 0,30 347,0 15,4 0
Kamyk 8 2,64 0,14 274,7 452 21,04
9 6,98 2,24 2053 13,7 40,84

Ivarieties, Zireatments of soil moisture, 3proline content, 4tuber weight per hill, spercentage yield

losses compared with control, 6weight number
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IV. F-hodnoty z anal§zy rozptylu (prikazné rozdily podle Tukeyho na 5% a 1% hladiné) pro
obsah prolinu v hlfzdch v pmol.g" derstvé hmotnosti &tyf odriid (Resy, Karin, Désirée, Kamyk)
v péti variantdch sklenikového pokusu — F-values from the analysis of variance (significant
differences at 5% and 1% levels using the Tukey’ s test) for proline content in tubers in pmol.g']
of fresh weight of four varieties (Resy, Karin, Désirée, Kamyk) in five treatments of glasshouse
trial

a) odbér hlfz 17. 6. 1991 — tuber taking on June 17, 1991

b) odbér hliz 3. 7. 1991 — tuber taking on July 3, 1991

Zdroj proménlivosti1 Stupné volnostiZ F -hodnoty3 Prikaznost*
R opakovénf® 5 0,836

. A varianty® 4 434,099 XX
B odridy’ 3 18,077 XX
AxB 12 17,624 XX
R opakoviéni S 0,811

b A varianty 2 630,729 XX
B odridy 3 70,466 XX
AxB 6 68,903 XX

Priikazné rozdily pro varianty8 a: 5% - 0,931; 1% - 1,122; b: 5% - 0,839; 1% - 1,059

xx statisticky vysoce pnlkazn69: (P <0,01)

Primémé hodnoty obsahu prolinu v hifzich u jednotlivych variant'® a: 7. var. - 15,126; 6. var.
- 8,538; 9. var. - 7,663; 8. var. - 4,125; 1. var. - 2,397; b: 9. var. - 14,765; 8. var. - 8,799; 1. var.
- 2,402

Prilkazné rozdfly pro odrady'! a: 5% - 0,782; 1% - 0,958; b: 5% - 1,067; 1% - 1,313
Primémé hodnoty obsahu prolinu v hlizdch u jednotlivych odriid'? a: Désirée - 8,311; Kamyk
- 8,254; Karin - 7,294; Resy - 6,420; b: Kamyk - 12,141; Désirée - 8,153; Resy - 7,505; Karin
6,824

lsource of variability, 2d. ) 3F -values, 4signiﬁc:ance, sreplication, 6trt’.:nments, 7varieties, ssigni-
ficant differences for treatments, 9significant at 0.01 probability level, 10average values of
proline content in tubers at individual treatments, ”significant differences for varieties, ' “ave-
rage values of proline content in tubers at individual varieties

beny stresim sucha v obdobf{ od tvorby poupat do pIného kvétu (varianty 6 a 7)
a ddle aZ dva tydny potom, co stres sucha skon¢il, tak z4roveii z rostlin, u kterych
byla plidn{ vlhkost sniZovdna v dal¥im obdobi od plného kvé&tu do fyziologické
zralosti (varianty 8 a 9), porost se tedy v té dob& nachézel na konci kv&tu. Hlizy
z variant 6 a 7 si je3t& uchovdvaly vysoky obsah prolinu, kterého hlfzy z dal§ich
dvou variant (8 a 9) jeSt€ nedosahovaly, pfiCemZ obsah prolinu byl u nich v té
dobe& polovi¢nf (u varianty 8 oproti variant€ 6 a u varianty 9 oproti variant& 7).
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Hodnoty varianty kontroln{ pfevySovala v primé&ru ¢tyf odriid varianta 8 dvojné-
sobné a varianta 9 vice neZ trojndsobné (tab. IVa).

Pfi odbéru o 16 dnd pozdé&ji (3. 7.) byl zjidt€n v hlizdch z porostu, na ktery
plisobil stres sucha v dob€ od pIného kvétu do fyziologické zralosti, dvojndsobny
obsah prolinu v porovnén{ se stejnymi variantami v pfedchozim odbéru (17. 6.),
jak je uvedeno v tab. IVb. V té dob& byly rostliny téchto variant pod vlivem
stresu jiZ témef Ctyfi tydny.

Nage vysledky jsou v souhlase s widaji z literatury, a to jak pro zdravé rostliny
bramboru (Dar, Rosario, 1981; Jerez et al, 1991), tak pro rostliny
nemocné, napadené napf. virem svinutky (P edrizet, 1974). Cetnd pozorovi-
nf také u jinych kulturnich a plané€ rostoucich druhdl rostlin dokazujf, Ze pfi ja-
kémkoliv stresu se zvySuje syntéza aminokyseliny prolinu.

V tab IIL. jsou uvedeny rovnéZ vysledky zji§t€né pii sklizni hliz po jejich
fyziologickém dozrdni v pfepoCtu na jeden trs a v pfepoCtu procentudln{ ztrity
vynosu oproti kontrole. Rozdily mezi variantami v hmotnosti hliz odpovidaji vysi
stresu. Rozdily mezi odriidami souvisejf v pffpadé variant, u nichZ stres sucha
plisobil v obdobf{ tvorby poupat aZ do plného kvétu, jak s délkou vegetatni doby
dané odriidy, a tedy.s jejf moZnosti eliminovat tento stres svym dal$fm inten-
zivnfm riistem v pfiznivych podminkéch, tak i s citlivostf odriidy na sucho v urci-
tém obdobf svého vyvoje. Stres plisobici na konci vegetace urychlil zrani porostd
a zplsobil ztrity na vynosu podle citlivosti odrid k pidnimu suchu. V tako-
vychto podminkdch potvrdila odriida Désirée svoje pfednosti.

Mezi odridami byly zji§t€ny rovnéZ vysoce priikkazné rozdily v obsahu prolinu
(tab. IV, V). V pievdZné vétsiné méfeni vykazovala odrida Désirée jeho nejvyssi
obsah. V polnfm pokusu se ob&€ odriidy, jejichZ odolnost k piisuskiim je zndmd
(Ibis a Désirée), rovnéZ umistily na prvnich mistech v obsahu prolinu (tab. V).
V mnohych piipadech tak byla hladina prolinu v pfimém vztahu k odolnosti vii¢i
suchu, coZ vede k tivahdm o moZnosti sledovat hladinu prolinu v cilené zaméfenych
zkoudkdch a vyuZit tohoto vztahu pfi identifikaci kifZenc odoInéjSich viici suchu.

Pii velkém stresu (30 % RPV) se rozdily mezi odriidami stiraly, o ¢emZ sv&d&i
hodnoty zfskané u variant 7 a 9 (tab. III), kdeZto pfi mfrném stresu (50 % RPV)
byly rozdily mezi odriidami velké (varianty 6 a 8). V jednotlivych letech i odbé&-
rech b&hem jedné vegetace dochdzelo Cast€ji k rozdilim v hodnotich obsahu
prolinu u odriid a poifadi odriid podle vy3e obsahu prolinu nebylo vétSinou zacho-
vano. Tato skutednost je v souhlase se zji§ténim citovanych autoril, ktefi nepro-
kézali ve svych pokusech pozitivni korelaci vy$e obsahu prolinu s toleranc{ vii¢i
suchu. Vyskytovaly se i ndzory, Ze obsah prolinu je pouze symptomem silného
vnitinfho stresu, z ¢ehoZ 1ze vyvodit, Ze existuje mald pravdépodobnost, Ze by
byl i¢innym ochrannym C¢initelem b&hem pocédtednich stadif vyvoje stresu,
a tudfZ nem4 prakticky vyznam pro Slecht&nf na rezistenci vii¢i suchu.
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V. F-hodnoty z analyzy rozptylu (prﬁkazné rozdily podle Tukeyho na 5% a 1% hladin€) pro
obsah prolinu v hlizd¢h v pmol.g 1 gerstvé hmotnosti 11 odriid brambor péstovanych v polnim
pokusu; odbér hliz 25. 7. 1990 — F-values from the analysis of variance (significant differences
at 5% and 1% levels using the Tukey’ s test) for the proline content in tubers in pmol.g'l of
fresh weight of 11 potato varieties grown in field experiment; tuber taking on July 25, 1990

Zdroj proménlivosti’ Stupné volnosti? F'-hodnoty3 Prikaznost*
R opakovénf® 1 1,280
Bodridy® 10 3,222 x

Priikazné rozdily pro odrﬁdy 5% - 4,751, 1% - 6,114

x statisticky prl’lkazné8 (P < 0,05)
Priimémé hodnoty obsahu prolinu v hliz4ch u jednotlivych odriid’: Ibis - 6,333; Désirée - 5,183;
Lada - 4,866; Svatava - 4,433; Kamyk - 3,667; Kldra - 3,567; Koruna - 3,383; Resy - 2,633;
Karin - 2,167; Gloria - 2,133; Ausonia - 1,417

For 1 - 4 see Tab. IV, Sre Exhcauon, vanetles, sngmﬁcant differences for varieties, S|gmﬁcanl
at 0.05 probability level, “average values of proline content in tubers at individual varieties

Akumulace prolinu jako kritérium odolnosti byla podrobena rozséhlé diskusi,
z niZ vyplyvé piedpoklad, Ze prolin jako prekurzor chlorofylu je zdrojem energie
a dusiku po stresu - pro regeneraci tkdnf, stabilizuje membrény a pisob{ jako
inertnf osmotikum proti dehydrataci cytoplazmy - podporuje ziejmé osmotické
ptizpisobenf. Resenf problému, zda prolin m4 nebo nem4 prakticky vyznam pro
Slechtitele, nenf jednozna¢né uzavieno. Nase vysledky spiSe podporuji nézor, Ze
zmény nastdvajic{ v obsahu prolinu v hlizdch jako odezva na stres sucha by
mohly pfispét k identifikaci odolnosti nebo citlivosti vii¢i suchu u brambort.

Pro vyvozen{ jednozna¢ného zdvé&ru by bylo tfeba ovéfit vysledky rozsahlejsi-
mi pokusy v fizenych podmink4ch s polovinou odriid vyZadujicich pro dosaZeni
uspokojivého vynosu dobré zdsoben{ vodou a s polovinou odriid snéd3ejicich pii-
susky, aniZ by byl vynos ohroZen. Ndhradou za takové pokusy by mohlo byt
viceleté sledovani{ t&chto odriid v polnich pokusech s promé&fovanfm vyse hladiny
prolinu.
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ZRUST, J. (Potato Research Institute, Havli¢kév Brod):
Response of potato plants to drought stress by increased proline level in tubers.
Rostl. Vyr., 40, 1994 (8): 711-720.

Proline content in tubers was investigated in the field trial, and in five treatments
of greenhouse trials with the possibility of climatization. In the greenhouse trials
(1986 to 1992) there were planted mostly four varieties and in the field trial (1990)
11 varieties were planted. As for comparison and examination of plant water regime
at planned different soil moisture, water saturation deficit determined according to
progress of Catsky (1960), was used. ;

In the greenhouse trials, it was found out that prolmc content in tubers was affected
by drought stress in all years, being effective both at tuber initiation and their initial
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growth, and during their intensive growth up to physiological maturity of the crop.
Proline content was significantly increased with decreasing soil moisture or with
increasing drought stress, resp. Much greater differences in tuber proline content
among treatments were shown at drought stress in period of bud formation to full
flowering, rather than stress being effective in the end of vegetation. Highly conclu-
sive differences in proline content were also found among varieties. In a greater part
of measurements, variety Désirée, grown in the greenhouse trials, showed its highest
content. In the field trial, varieties known for their resistance to drought (Ibis and
Désirée), placed on the first places among varieties in proline content.

At a high stress (30% relative soil moisture), any high differences between varie-
ties were not shown, but at a moderate stress (50%) they were shown. In individual
years and samplings during one vegetation period, more frequently differences were
in values of proline content in individual varieties and variety sequence according to
proline content level did not remain the same.

Decision, whether proline accumulation has or has not any practical significance
for breeders, is not unambiguously set. Some authors (for example, Stewart,
Hanson, 1980; Levy, 1983) ascribe a great role to proline aminoacid, at ori-
gination of plant resistance to drought, others (for example, Balasimh a, 1983;
Bansal, Nagarajan, 1986) did not found positive correlation of proline
content level to tolerance to drought, and they indicate, that proline accumulation
cannot be used to test the variety resistance to drought.

Our results support the idea, that the changes in tuber proline content as response
to drought stress, could help in identification of potato variety resistance or sensitivity
to drought. To deduce an explicit conclusion it would be necessary to verify the
results in an extensive experiment under controlled conditions with a large number
of varieties or in field experiments of several years.

Kontakini adresa:

Ing. Jaromir Zr#st, CSc., Vyzkumny tGstav bramborifsky, Dobrovského 2366,
580 01 Havlitkiv Brod, Ceski republika, tel.: 0451/323, fax: 0451/215 78
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FYZIOLOGICKA REGULACE RUSTU TRANSFORMANTU
BRAMBOR

Z. Sladky, L. Gilis, J. Macas, P. Brinca, J. Dubovi

Prirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Brno

Inkorporace bakteridlnich gend do genomu brambor se projevuje tvorbou fenoty-
picky rozdilnych transformantd, ktefi vykazuji ristové a metabolické zmény.
Transformanti cv. Zvikov 1361 vytvafeji bohaty kofenovy systém, ktery podmiiiuje
pfitomnost plazmidu Ri. Pro indukci tuberizace transformant musela byt rhizoge-
neze omezovéna vhodngmi koncentracemi trijodbenzoové kyseliny (2 a% 4 mg.1™")
nebo kumarinu (25 aZ 50 mg.l"). Na induké&nich médiich se zvySovalo procento
axildrnich hlizek. Jiny typ transformantd cv. Oreb byl odvozen plazmidem 1334,
ktery vnasi do brambor i gen 4 pro zvySenou syntézu cytokininf. Transformanti
vytvéfeji znadné mnoZstvi lodyZek, neschopnych regenerovat kofeny a zakladdat
hlizky na induké&nich médiich s auxinovymi litkami. Teprve po naroubovéni trans-
formantd na rajée dochédzelo k prodluZovén{ lodyh a po jejich zakofenéni v zemin&
i k pozd&j¥ tvorb€ hlizek. Hlizky byly podlouhého tvaru s pupeny vy&nivajicimi
nad povrch a obsahovaly méné Skrobovych zrn. Pfi analyze aminokyselin byl po-
zoruhodny dva- aZ tfikrét niZ$i obsah prolinu. Byl proto ovéfovéan iinek exogenné
aplikovaného prolinu v listech cv. Oreb, p&stovaného na zdhonech a v pafenisti.
Z biotestd na endogenni litky vyplynulo, Ze prolin ve vétSin& pfipadd sniZuje obsah
auxinovych latek a navozuje inhibice.

VndSeni bakteridlnich gendi do genomu rostlin se ukazuje jako perspektivnf
metoda genetickych manipulacf, které v optimédlnich pffpadech mohou vyrazné&
podpofit rlistové i metabolické procesy. Slibn4 se zd4 transformace a transgenoze
prostednictvim plazmidd Ti a Ri bakterif rodu Agrobacterium. Inkorporac{ genu
1 a2 T-DNA je stimulovéna syntéza auxinovych l4tek nebo za¢len&nim plazmidu
Ri je zvySovéna citlivost pletiv na jejich pfitomnost. Pfi kultivaci transformantd
in vitro dochdzf k tvorb& bohatého kofenového systému, ktery by se mohl uplatnit
jak pfi sorpci Zivin a vody, tak i v metabolické Cinnosti.

Jiny typ modifikovanych plazmidi A. tumefaciens vna3f do transformantd gen
4, ktery vyrazné zvySuje syntézu cytokinind. Dochédzf aZ k teratologickému po-
mnoZeni lodyZek s redukovanymi listky a zvySen4 hladina cytokinini nedovoluje
regeneraci kotend ani tvorbu jinych zdkladd. Pozoruhodné je, Ze exprese inkorpo-
rovanych gend probihd pfi kultivaci in vitro dlouho, ale u transformantd pé&sto-
vanych ve sklenfku nebo na pokusnych zihonech slidbne. K represi aktivity
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jednotlivych genli T-DNA dochdz{ postupné a potlaceni neni zpravidla plné,
resp. je do urcité miry reverzibilnf.

Znacnou nevyhodou konstrukci soucasnych plazmidi je skute¢nost, Ze nenf
regulovatelnd exprese pfislu$nych genii a jejich aktivita mnohdy omezuje néstup
dal8ich morfogennich procesi. Proto je isilf sou¢asnych pracovnikd zaméfeno na
expresi inkorporovanych geni jen do urcité etapy ontogeneze (Brzobohaty
et al,, 1993; Campos et al, 1993). Dokud nebudou konstruovény linie
plazmidd s nastavitelnou expresi, miZeme podpofit ndstup morfogennich etap
stdvajicfch plazmidd fyziologickou regulaci ristu transformantd. PredloZend
prdce je piikladem zdmémé regulace riistu dvou rozdilnych transformantd
brambor.

MATERIAL A METODA

Pro studium regulaci byli vybrdni regeneranti brambor cv. Zvikov po
transformaci kmenem A. tumefaciens C 58C1, obsahujici plazmid pRi A4b
z A. rhizogenes a plazmid pGA 472, upraveny zaclenénim genu pro leghemoglo-
bin pCB 1361. Transformanti jsou ozna¢ovéni jako cv. Zvikov 1361. Déle byli
sledovani regeneranti cv. Oreb po transformaci A. tumefaciens LBA (pCB 1334),
nesouci upraveny plazmid pGA 472 s genem 4, zabezpecujicf zvySenou syntézu
cytokinind. Jejich oznaceni je cv. Oreb 1334.

Oba typy jsme ziskali z Ustavu molekuldmni biologie CAV v (',‘esk)’/ch Budé-
jovicich. Obdobné jsme odvodili i transformanty cv. Kamyk, Nicola a Resy. Uka-
zuje se, Ze na zméné& fenotypu se vyraznéji podili typ modifikace plazmidu nez
ristové zvladtnosti kultivard.

Transformanti byli mnoZeni na médifch (Muraschige, Skoog,
1962) bez ptidavku pifsluiného reguldtoru. Nadmémou tvorbu kofend cv. Zvikov
omezovaly uvedené koncentrace trijodbenzoové kyseliny a kumarinu. Pro nésled-
nou indukci hlizek byla média modifikovédna pfiddnim 8 g sacharézy a 10 mg
BAP(Palmer, Smith, 1969). Ristové rozdily jsou zpracovény statisticky
(tab. I) a dokumentovéany fotograficky (obr. 1 aZ 6).

Obsah prolinu v hlizkdch transformovaného cv. Oreb byl zprvu zji§fovan ko-
lorimetricky (B ate s et al., 1973). Podrobn&j3f analyza aminokyselin 10 hlizek
byla provedena ve VUP v Troubsku na automatickém analyzatoru AAA 339. Pro
exogenni aplikaci byla zvolena koncentrace prolinu 5,6 mM, listy byly ponoiené
12 h ve vodnych roztocich.

Biotesty pro zjiSt€n{ zmé&n charakteru stimula¢nich a inhibi¢nich ldtek v lis-
tech transformanti p&stovanych na zdhonech a v pafenisti byly provaddény podle
postupu, ktery popsali Bentley, Housley (1954).
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VYSLEDKY A DISKUSE

Exprese genil plazmidu Ri, vnesenych vektorovym plazmidem A. tumefaciens,
indukovala rfist kofinkd nejen na b4zi lodyZek, ale i v dZlabf listkii v apikdln{
¢asti cv. Zvikov 1361 (obr. 1). Vyrazny projev rhizogeneze omezoval moZnosti
indukce tuberizace explantdti na médifch se zvySenym obsahem sacharézy
a BAP. V prvnich experimentech jsme sniZovali hladinu auxinovych litek u¢in-
kem trijodbenzoové kyseliny TIBA (obr. 2) nebo jsme navozovali ur¢itou miru
inhibice ristu kofinkd kumarinem KUM. Jak vyplyvd z hodnot v tab. I, omezo-
vala TIBA rist kofenli v rozmez{ 2 a%Z 4 mg.I” a podporovala vznik axildrnich
hlfzek od 23,5 do 26,1 %. Kumarin rovné€Z inhiboval riist kofend transformantt
v rozmezi koncentraci 25 a% 50 mg.I"' a podporoval tuberizaci na induké&nich
ptiddch od 76,9 do 84,2 %.

Kumarin je i¢innéjsf 1dtkou v indukci axildmich hlizek. Tato skute¢nost sou-
hlasf s difv&j$fmi poznatky (Stalknecht, Farnsworth, 1982)i s na-
Simi studiemi (Sladky, Barto3ov4, 1990) naznaCujicimi sep&ti procestt
tuberizace s inhibi¢nimi ldtkami pfirozené nebo syntetické povahy. Hlizky
transformantd odvozené in vitro nebo in vivo se liily od kontrol protdhlej$im
tvarem a uloZenim pupeni (obr. 3). Pfi dal3{ kultivaci na zdhonech se fenotypické

I. Regulace ristu kofend a tvorba axildmich hlizek transformantd cv. Zvikov 1361 po 60 dnech
kultivace v médifch s pifidavkem riiznych koncentraci trijodbenzoové kyseliny a kumarinu —
Regulation of root growth and inducing of axillary tubers in transformants cv. Zvikov after
60 days of cultivation on media with different concentration of triiodobenzoic acid and cumarin

Délka kofinkd® Cerstvé biomasa % indukovanych
(cm) viech kofentt® (g) hlfzek*
Kontrolnf transformant' 56+02 21,8+ 2,1 45+03
0,1 3,8+0,2 23,6 +2,4 8,7+02"
++
TR 1 1,9+0,1 169+ 1,8 15,6 £ 1,4“
mg.I'! 2 1,2+0,1 124+ 1,6 235+1,9
4 0,6 + 0,1 102+ 1,6 26,1 + 1,8
8 0,3+0,1 8,9+0,9 6,8+ 0,4
5 324022 16,7 £ 2,1 273+ 147
. 10 1,6 +0,3 146+ 1,9 56,1 + 3,4*
Kumarin ++
mg.I'! 25 0,6 £ 0,2 93+1,2 842 +3,9
50 0,3+0,1 8,4+0,9 76,9 £ 3,77
100 0,2+0,1 36102 69,2+ 28"

*prilkazné — significant **vysoce priikazné — highly significant
Icontrol transformant, 2rootlct length, 3fre:sh biomass of all roots, 4% of induced tubers
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1. - 6. Fenotypicky rozdflnf transformanti brambor a indukce hliz — Phenotypically different

potato transformants and inducing of tubers

1. Transformanti cv. Zvikov
1361 s plazmidem Ri se vy-
znacuji vyraznou tvorbou ko-
fend - Transformants cv.
Zvikov 1361 with plasmid Ri
are noted for excessive root
formation

3. Hlizky transformantd jsou
malé, podlouhého tvaru a ob-
sahujf méné Skrobovych zm —
Transformant tubers are
smaller and have a prolonged
shape and contained few
starch grains
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2. Trijodbenzoov4 kyselina omezuje rhizogenezi
pro indukci hlizek na médiich se sachar6zou a BAP
— The triiodobenzoic acid limits the rhizogenesis in
order to induce tubers on media with sucrose and
BAP

4. Transformanti cv. Oreb
1334 s genem 4 pro zvysenou
syntézu cytokininl se vyzna-
¢ujf tvorbou zmnoZenych lo-
dyZek — Transformants cv.
Oreb 1334 with gene 4 for
higher synthesis of cytokinin
were noted for the formation
of multiple shoots



5. Rouboviéni transformovanych lody-
Zek na rajée podpofilo prodluZovini,
zakofenéni v zeminé a pozdé&jsi tvorbu
hlizek — Grafting of transformant
stems on a tomato caused the elonga-
tion, rooting in the soil and later tuber
formation

6. V dals$im vegetacnim obdobi mohly byt mezi transformanty vybrdny klony s rozdilnym typem
hliz — In the next vegetation period clones with different type of number formation could be selected

rozdily ztricely, zatimco v podminkach in vitro se udrZely se stejnou intenzitou
jiz tfi roky.

Druhy typ transformace cv. Oreb 1334 se zvySenou syntézou cytokinind se
projevoval zmnoZenfm lodyZek chudych na chlorofyl s malymi listky (obr. 4).
Pfi pasdZovani na média se zvy3ujicf se koncentraci auxinovych litek nedochd-
zelo k tvorb€ funk¢nich koiinkd ani hlizek. Teprve roubovédnim lodyZek na pod-
lozku rajCat cv. Imun dochédzelo k jejich prodluZovéni a vzniku zelenych
lichozpefenych listi (obr. 5). Po naklon&ni a pfikrytf lodyh zeminou dochdzelo
k zakofenéni a pozdé&jsi tvorb¢ hlizek. Pfi kultivaci transgennich brambor ve
skleniku jsme pozorovali Casté vadnuti listi. Syt€ zelené Cepele byly tlusts{
a rliizné zprohybané. Palisddové buriky byly v&t3i s pritkazn& vy$3im poctem chlo-
roplasti. PfevdZnd ¢4st priiduchd zistdvala otevi‘end nebo projevovala snizenou
reaktivitu. Vadnutf listd jsme ¢4ste¢né omezovali postfikem abscisové kyseliny
5 mg.I', na kterou rostliny reagovaly uzavirdnim priiduchd.

ZvySenou pé¢i béhem kultivace ve skleniku jsme ziskali pfes S0 hlfzek trans-
formantil cv. Oreb 1334, Hlfzky byly rovnéZ protshlého tvaru s pupeny vy¢niva-
jicimi nad povrch a v parenchymatickych burikdch dfené bylo méné Skrobovych
zm. Pii analyze aminokyselin byl pozoruhodny dva- aZ tfikrét niZ3{ obsah proli-
nu, ktery poklesl ze 109 umol na 1 g hmoty di'ené u kontrol na 45,2 a 39,1 pmol
u transformantdl ve skleniku a pafeni3ti.
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Pokles prolinu by mohl byt povaZovén za jednu z pfi€in sniZené odolnosti
transgennich rostlin v méné& pfiznivych podminkdch. Jak uvddéji Swaaij et
al. (1985), vykazuje prolin schopnosti osmoregulace, ochranu bun€¢nych mem-
brdn a enzymi a udrZuje energii fotosyntézy pro dal3f riist po stresu. Bates
et al. (1973) vyuZili rychlou metodu detekce volného prolinu pro studium vodni-
ho deficitu a pro orienta¢n{ zji¥lovani pfi¢in.

Pfi nésledujicim mnoZen{ transformantd na zdhonech a v pafenisti jsme pozo-
rovali variabilitu v riistu i ve schopnostech pfizpiisobit se klimatickym zm&ndm.
V obdobi zakl4dd4n{ hlfz (12. 7. 1993) a pfi po¢atednim ristu (26. 7. 1993) jsme
ové&fovali tcinek exogenné pfidaného prolinu na charakter endogennich litek
v izolovanych listech transformantli. Hodnoty biotestli na koleoptilovych seg-
mentech ovsa jsou uspofdddny v histogramech (obr. 7). Ukazuje se, Ze pfidan{
prolinu sniZuje v listech ve vé&tSin€ piipadd obsah auxinovych l4tek a navozuje
inhibice pfi zakldd4n{ hlfz (12. 7. 1993) i na poc¢étku riistu (26. 7. 1993).

12.7.
- 2 o
20°ABA lMNSFOlMANT
LIAA 3 4
20
Dhaga
2N § ‘ 3 ‘
TRANSFORMANT
[] PARENISTE ”
1 J
20{A8A L i ¢

7. Charakter endogennich l4tek v listech transformantid cv. Oreb, péstovanych na zdhonu a v pa-
fenisti (1, 3, 5) a zmény po aplikaci 5,6 mM prolinu u pokusnych variant (2, 4, 6) v dobé&
zakl4dani hliz (12. 7.) a pfi jejich poddteénim rlistu (26. 7.); pfidan{ prolinu ve vétSin€ pripadd
sniZuje obsah auxinovych l4tek a navozuje inhibice — The character of endogenous substances
in the leaves of potato transformants cv. Oreb, cultivated in a field and hotbed (1, 3, 5) and
changes after 5.6 mM proline application in experimental series (2, 4, 6) in the time of tuber
initiation (12. 7.) and in the first stage of their growth (July 26); proline, in the most cases,
lowers the content of auxins and evokes inhibitions
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Nase poznatky se shodujf s tidaji z literatury (Swa aij et al., 1985) o i¢inku
exogenné aplikovaného prolinu na zvy3ovéani odolnosti n€kterych genotypd rodu
Solanum. Soulasné€ naznacuji dal¥{ moZnosti selekce in vitro rezistentnich bu-
n&¢nych linif hydroxyprolinem. V této souvislosti je nutné pfipomenout, Ze pfi
inkorporaci geni T-DNA jsou vnédSeny do genomu rostlinnych bunék i geny pro
syntézu bazickych aminokyselin opindi, které ovliviiuji metabolické procesy
transformantid. Opiny jsou ldtky odvozované od argininu a lyzinu a jejich vycho-
zi ldtkou miZe byt kyselina a-ketoglutarovd z Krebsova cyklu, ze které vznikd
rovnéZ i prolin. Je moZné pfedpoklddat, Ze pfednostn€ podporovand syntéza
opini omezuje syntézu potfebného prolinu. Bylo by asi tfeba pfi konstrukci
plazmidd nového typu vzit v dvahu i tuto moZnost.

Pfi sklizni hliz transformantd cv. Oreb jsme pozorovali rozSifen{ variability,
kterd by mohla byt vychodiskem pro selekci dal3ich kloni jak v délce vegeta¢n{
doby, tak i morfologického tvaru hliz (obr. 6).
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SLADKY, Z. - GALIS, L. - MACAS, J. - BRINCA, P. - DUBOVA, J. (Masaryk Univer-
sity, Faculty of Science, Brno):

Physiological trasnformation of growth potato transformants.
Rostl., Vyr., 40, 1994 (8): 721-728.

The incorporation of bacterial genes into the potato genome induces the formation
of phenotypically different transformants that show expressive growth and metabolic
changes. The transformants cv. Zvikov 1361 are noted for their excessive root forma-
tion which is stimuled by the presence of the plasmid Ri. It is necessary to limit the
rhizogenesis in order to induce transformant tuberization. 2,3,5-triiodobenzoic acid
and cumarin in the concentration 2 and 4 mg.I" TIBA or 25 and 50 mg.l"' cumarin
limit the root growth and induce axillary microtubers.

Another type has been derived by the transformation of the cv. Oreb with plasmid
LBA 1334. This type also brings gene 4 into potatoes and induces higher synthesis
of cytokinins. The transformants were noted for the formation of multiple shoots
which were not able to produce roots and tubers on media modified by auxin sub-
stances. Only transformant grafting on a tomato has caused elongation and stem
rooting in the soil and also the formation of tubers in flower-pots. The tubers were
smaller and had a prolonged shape and contained few starch grains. During the
analysis of amino acids it was remarkable to observe two to three times lower proline
content. The shortage of proline in transformants could result in the lower resistance
of transformants under less positive conditions.

In the next vegetation period we verified the influence of exogenously applied
proline on transgenic cv. Oreb in leaves that were growing in an experimental field
and in a hotbed. As a result of the bioassays on coleoptile oat segments, it is evident
that proline in leaves lowers the content of auxin substances in most cases and evokes
inhibitions. The changes suggest the possible presence of abscisic acid which could
contribute to the regulation of leaf stomata.
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REAKCE VOJTESKY A SLUNECNICE NA NITRATOVOU
A AMONNOU VYZIVU VE VODNI A PiISKOVE KULTURE
PRI TRECH INTENZITACH SVETLA

F. Plhak

Masarykova univerzita, Prirodovédeckd fakulta, Brno

Rist rostlin vojt&8ky a slune&nice ve vodni kultufe byl inhibovan pfi amonné a mo-
govinové v§%ivé v koncentraci 200 mg N.1"' %ivného roztoku. Mira inhibice prok4-
zala nepfiznivy G¢inek N-red forem v tomto prostiedi zejména na rist kofend.
V piskové kultufe se projevil inhibi¢n{ G&inek NH4-N na rist vojt&iky a stimula&ni
G¢inek mocoviny na rist nadzemnich ¢ésti a zejména kofend slunenice. ZvySend
produkce celkové biomasy rostlin byla prikaznid a dosahovala na plném svétle
40 %. Zastinéni na 66 a 33 % plné sluneéni radiace sniZovalo imé&mé rist nad-
zemnich &asti a kofend obou pokusnych rostlin s vyjimkou nadzemnich &asti slu-
ne&nice v piskové kultufe s NH3-N vyZivou. Zastin&ni rostlin zvy3ovalo obsah
NO3 v rostlinnych organech viech pokusnych variant, a to nejvice v kofenech, méné
v lodyhich a nejmén& v listech. Aktivita nitritreduktizy méfend v nadzemnich
4stech slune&nice z piskové kultury se vesm&s sni¥ovala Gm&mé& se zastin&nim,
pfitem% nejvy$¥{ byla u varianty s NO3 v§¥ivou a nejmen¥{ u varianty s NHi v§-
Zivou. Ze zvy$ovani obsahu NO3 v rostlinnych orgdnech N-red variant imé&mé
s inhibici ristu vlivem zastinéni lze usuzovat na prib&h nitrifikaénich procesi
s malou intenzitou ve vodnich kulturdch a s v§raznou intenzitou v piskovych kultu-
rach. Prib&h nitrifikaénich pfem&n obou N-red substratil byl prokazan i v pisku bez
rostlin.

Dusfk hraje zdkladn{ ilohu ve vyZivé rostlin. Je pfijfmén ve form& aniontu
NO3 a kationtu NHJ, popifpadé jako vzduiny dusik prostfednictvim symbiotické
fixace. Vé&tSina rostlin pfijim4 pfednostné nitraty, které znatné pievaZuji v ae-
robnich piidnich podminkéch, kde probihd nitrifikace (Haynes, Goh,
1978; P1hdk, 1993a).

Je-li zdrojem dusfku pro rostliny je pouze NO3-N, dochéz{ k alkalizaci exter-
niho média, kterd souvisf s vylu¢ovdnfm OH™ koieny za pfijaty aniont. Pifjem
a metabolizace NO3 je spojena s tvorbou organickych kyselin a rostliny majf
vy33{ obsah organickych anionti Israel, Jackson,1982; Chaillou
et al., 1986). Avsak i pfi nadm&mé koncentraci NO3, pfi nfZ dochdz{ i k zna¢né-
mu hromadénf nitratd v tkdnfch, probfh4 rist rostlin viceméné bez inhibice.

Pfi vyZivé rostlin pouze NH3-N doch4zf naopak k acidifikaci externfho média
vylutovanim H* a vy¥¥f koncentrace NHf podmitiujf u v&tSiny rostlin ristovou
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inhibici aZ toxiciu (Magalhaes, Wilcox, 1984b). Amonnd vyZiva je
déle spojena se zvySenou tvorbou aminokyselin, sniZenou tvorbou organickych
kyselin a se znatnym hromadénim glutaminu a asparaginu (Lorens, 1975;
Magalhaes, Wilcox, 1984a; Chaillou et al, 1986, 1991).
Rovné? se zna&nd sniZuje pifjem kationtd jako Ca?*, Mg** aK*(Cox, Rai-
senauer, 1973; Salsac et al., 1987).

Z teoretického hlediska by amonn4 forma dusiku mé&la byt preferenénf v pifj-
mu a metabolizaci, protoZe nevyZaduje energii. Absorpce a akumulace NO3
kofeny vyZaduje 2ATP a redukce na NHZ 15 ATP ekvivalenti na 1 mol (Can -
vin, Atkins, 1974; Salsac etal., 1987). Vysokd hladina svételné ra-
diace by mé&la byt proto pifznivé&jdf pro pffjem a metabolizaci NO3-N.

V pracich zabyvajicich se studiem tcinkd obou N-forem na riist a metabo-
lismus rostlin jsou pfevdZn€ pouZivdny vodni kultury s moZnostf snadné&;j3f upravy
zmén pH, av8ak i pfskové kultury (Magalhaes, Wilcox, 1984a, b;
Peuke, Jeschke, 1993) ¢ jind pevnd média jako perlit a vermikulit
(Barro et al, 1991; Alfoldi, Pinter, 1992). V pidnim prostredi
vzhledem k nitrifikanénim pfeméndm N-red forem je nutné hodnotit vysledky
s ohledem na tuto skuteCnost. Pokusn€ nenf vylouceno, Ze v nesterilnich pod-
minkéch pfskovych i vodnich kultur miZe nitrifikace rovnéZ probihat.

Cflem préce je porovnani wi¢inku nitrdtové a amonné vyZivy ve formé& NH3-N
a mocovinového dusiku ve vodnich a piskovych kulturdch u dvou rostlin s odli3-
nym typem N-vyZivy a pfi odstuptiované slune¢nf radiaci. Riistovd reakce spolu
se zm&nami obsahu nitrdtd a aktivity nitrdtreduktdzy pokusnych rostlin byly vy-
bréany jako kritéria uvedenych ucinkd.

MATERIAL A METODA

K pokusiim byla pouZita vojtéska cv. Pdlava a slune¢nice cv. Albena. Pokusy
probihaly ve skleniku, pouze v pfipadé vojt&€3ky v piskové kultuie venku pod
sklenénym pfistfeSkem, v mé&sicich Cervnu a z4if.

Byl srovndvan tcinek nitrdtové, amoniakdlni a mo&ovinové formy dusiku
v koncentraci 200 mg N.I"! Zivného roztoku ve vodni a pfskové kultufe na oba
druhy rostlin. Byl pouZit Zivny roztok ve sloZenf: KH2PO4 7,3 mM, CaCl2.6H20
3,4 mM, MgS04 4,2 mM, KCl 6,7 mM, Fe-chelaton 2 mg Fe?*.I'! a stopové prvky
H3BO3 2,86 mg, MnCl2.4H,0 1,8 mg, ZnS04.7H20 0,22 mg, CuS04.5H20
0,08 mg a HoMo00O4.H20 0,02 mg.l'l. Dusfk byl pfiddvan ve formé& KNOs,
(NH4)2S04 a mocoviny vZdy v mnoZstvf 14 mM, tj. 200 mg N.I'!, KCI byl pii-
dévin jen do varianty s amonnou a mo¢ovinovou formou dusiku jako ndhrada za
KNOs;. U varianty s NH} formou dustku byl obsah MgSO4 snf¥en na polovinu.
Zivné roztoky byly priib&n& upravovény na pH 6.
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V piipad€ vodnich kultur bylo pouZito kultiva¢nich van s 5 1 Zivného roztoku,
v nich? bylo umfsténo 16 rostlin, Zivné roztoky byly b&hem kultivace rostlin
provétravéany. Pro piskové kultury bylo pouZito Mitscherlichovych nddob o obsa-
hu 6 1, které byly plnény {i¢nfm piskem promytym destilovanou vodou (piskovisté
Bracice). Do nddob bylo vysévédno po 30 rostlinich vojt&8ky a 20 rostlindch
slune¢nice ve formé& predkli¢enych semen.

Pokusné rostliny byly rozd€leny na variantu s plnou slunedni radiaci, kterd
dosahovala ve skleniku 1 200 pmol.ms” hustoty toku fotond a na varianty
s odstuptiované sniZzenou svételnou radiaci na 800 a 400 p.mol.m'z.s'l. SniZen{
svételné radiace bylo provedeno zastinénfm pomoci jedno- nebo vicevrstevné
sftoviny.

Rist rostlin probihal 18 aZ 25 dnii a poté byla stanovena {erstvd a suchd
hmotnost jednotlivych rostlin oddé€lené nadzemnich &4sti a kofend. V rostlinnych
orgdnech byl stanoven obsah nitrdtd selektivn{ nitrdtovou kapalnou elektrodou
Senkyf, Petr, 1979) ve tfech opakovanich, Aktivita nitritreduktdzy byla
stanovena in vivo v listovych ter¢fcich a v lodyZnich segmentech (Harper,
Hageman, 1972; Nicholas et al, 1976) ve tfech opakovénich. Sta-
tistické hodnocenf bylo provedeno vypoctem stfednf chyby priméri a -testem.
Stfedni chyby primérii obsahu nitrdtd byly niZ3{ neZ 5 % a nejsou ve vysledcich
uvedeny. Hodnoty priikaznosti rozdili (z,.2) jsou uvedeny v textu a vyjadiujf
priikaznost rozdflu NO3 varianty s N-red variantou v&t3inou pfi plném osvétlen,
popiipadé€ pfi stejném stupni osvétleni.

VYSLEDKY

Rist rostlin vojt€3ky vyjddieny hmotnosti suSiny byl nejvétsf ve vodn{ kultufe
s nitrdtovou formou dusfku ve srovnén{ s amonnou a mo¢ovinovou formou, které
brzdily rdist rostlin. Ristovd inhibice byla vyraznd jak u kofend, tak i u nad-
zemnich &4stf a dosahovala na plném své&tle u amonné varianty 64 % (t30=5,9"")
u nadzemnich &4stf a 41 % (30 = 3,1™") u kofendi. U mo&ovinové varianty byla
pon&kud mensf, u nadzemnich &4stf byla inhibice i zde priikaznd (130 = 5,4™).
Zastin€ni rostlin vyvolalo u v8ech pokusnych variant umémé sniZen{ riistu obou
orgdnd. Inhibice riistu vlivem zastinénf byla nejvice patrnd u NO3-N varianty
(obr. 1a).

Obsah nitrdtd v NO3-N variant& byl nejvy33f v kofenech a nejniZ¥f v listech.
Vliv zastinénf se projevil zvySovanim obsahu nitrdtd ve v8ech orgdnech. Obsah
nitrdtd v obou dalSich variantich byl vyrazné nizky a bez rozdfli mezi jednotli-
vymi orgdny. Vliv zastinénf se projevil i zde ur¢itou tendenci zvySovéni obsahu
NO3 v rostlinnych orgédnech (obr. 1b).

Rist rostlin slune¢nice vyjadfeny tvorbou suSiny ve vodni kultufe byl opét
nejvy$sf v NO3-N varianté a byl vyrazng inhibovdn v NHZ-N varianté o 42%
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1. U&inek na vojt&sku ve vodnf kultufe (pokus probfhal ve sklenfku 20 dnf od 1. 9. do 20. 9.) —
Effect on lucerne in water culture (experiment took place in glasshouse 20 days from September
1 to 20)

Vysvétlivky k obr. 1 aZ 4 — Explanations to Figs 1 to 4:
Ucinek NO3, NH} a mo&oviny v koncentraci 14 mM na tvorbu suiiny v mg (a), obsah NO3
v mg.g'l (b) a aktivitu nitritreduktizy v pg NOz.g'I sufiny (c) pokusnych rostlin — Effect of
NO3, NH} and urea on dry matter production in mg (a) of aboveground parts (N.C.), roots (K)
and whole plants (CEL.), NO3 content in mg.g'1 (b) and nitrate reductase activity in pg NOz.g'1
of dry matter (c) of experimental plants
O pfi plné sluneénf radiaci — at full solar radiation (1 200 mnol.m'z.s'1 PFD)
pii redukované slunecni radiaci na 2/3 — at reduced solar radiation to 2/3

(800 ;,lmol.m'z.s.'l PFD)
B4 pfi redukované slune¢nf radiaci na 1/3 — at reduced solar radiation to 1/3

(400 ],lmol.m'z.s'l PFD)

u nadzemnich &4stf (30 = 6,3*") a 0 29 % u kotend (r30 = 7,9*"). Inhibice riistu
slune¢nice ve variant&€ s moCovinou dosahovala jen 23 % u nadzemnich &4stf
(130=3,6"") a 6 % u kofeni (130 = 1,3), jak uvadf obr. 2a.

Obsah nitrdtd byl vysoky v rostlindch z NO3-N varianty a podobné& jako u rostlin
vojté3ky byl nejvy33f v kofenech a nejniZ3i v listech. V rostlindch z obou N-red
variant byl obsah NO3 nizky. Vliv zastinén{ se opét projevil vzestupem obsahu
nitrdtd ve vech rostlinnych orgénech a ve viech pokusnych variantéch (obr. 2b).

Rist suSiny rostlin vojt&8ky v piskové kultufe byl pii plném osvétleni opé&t
nejvy33f ve variant& s NO3-N a jen mfmé (nepriikazn€) byl inhibovén ve varianté
s mocovinou. Ve variant® s NHA-N dosahovala inhibice 47 % u nadzemnich &4st(
(153 =4,9") a 10 % u kofeni (53 = 0,66).

SniZen{ intenzity svételné radiace o jednu tfetinu podminilo zvySeny rist su-
§iny nadzemnich ¢4stf vojt&§ky u NO3-N varianty o 18 % (tss = 1,25) viidi ne-
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2. U&inek na sluneénici ve vodnf kultufe (pokus probihal ve sklenfku 25 dnf od 5. 9. do 30. 9.)
— Effect on sunflower in water culture (experiment took place in glasshouse 25 days from
September S to 30)

zastin€né varianté, u varianty s mocovinou byl riist nadzemnich &4stf sniZen jen
nepatrné. V ostamich pfipadech do$lo u nadzemnich &4stf i kofendl ke sniZenf
riistu Umérné se stoupajicim zastinénim (obr. 3a).

Obsah nitrdtd byl nejvy33f ve variant€ s NO3-N, byl priblizn€ stejny v kofe-
nech i v nadzemnich ¢4stech a vyrazn€ se zvy3oval se stupném zastin€ni. Ve
variant® s NHZ-N byl namé&fen nfzky obsah nitr4td v obou orgdnech a byla patm4
tendence jeho zvySovdn{ imé&mé se zastin€nim. V koienech i listech vojt&sky
rostouc{ ve variant€ s mo¢ovinou byl stanoven vyrazn& (sedm- aZ devétkrat) vySsi
obsah nitrt oproti variant® s NH3-N a jeho obsah se té% podstang& zvySoval se
zastinénfm rostlin (obr. 3b).

Riist suliny rostlin slune¢nice v piskové kultufe byl pfi plné svételné radiaci
nejveétdi u varianty s mo¢ovinovym dusfkem a pfevySoval riist susiny rostlin
z NO3-N varianty u nadzemnich &¢4stf 0 12 % (138 = 1,2) a u koiend o 146 %
(138 = 6,1"). Pri snfZené sv&telné radiaci o jednu tfetinu se riist suiny nad-
zemnich &4stf obou uvedenych variant vyrovnal, av8ak rist suSiny kofend byl
u varianty s mocovinou o 83 % vy3f (33 = 2,9""). Pfi dvojndsobném zastin&n{
do3lo k dal¥fmu sniZeni ristu, aviak ve variant€¢ s moCovinou byl rist kofend
stdle o 15 % vyS3f (138 = 1,3). Podobné, i kdyZ ne tak vyrazné zvySenf{ suSiny
kofenil bylo zaznamen4no u NH4-N varianty, a to u viech tif stuptid sv&telné
radiace. Riist sufiny nadzemnich ¢4stf této varianty byl vyrazné niZ3{ proti rostli-
nédm z NO3-N varianty, a to pfi plné intenzit® radiace 0 46 % (138 = 4,3"") a pfi
snizené svételné radiaci o 38 % (¢t = 4,1*"), jak uvadf obr. 4a.

Obsah nitr4td v rostlindch slune¢nice z pfskové kultury byl stanoven opét
nejvy38i v NO3-N variant€ a u vSech variant byl vyrazn€ vy33i v koienech nez
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3. Utinek na vojtésku v piskové kultufe (pokus probfhal ve venkovnich podmfnk4ch pod skle-
nénym pifistfeSkem 20 dnf od 2. 6. do 22. 6.) — Effect on luceme in sand culture (experiment
took place in outdoor conditions under glass roof 20 days from June 2 to 22)
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4. Utinek na sluneénici v piskové kultufe (pokus probihal ve sklenfku 18 dnf od 14. 6. do 2. 7.) —
Effect on sunflower in sand culture (experiment took place in glasshouse 18 days from June 14
to July 2)

v nadzemnich &4stech. V rostlinich s NH4-N vyZivou byla stanovena obdobn4
relace pfi niZ¥{ hladin€ NO3. Obsah nitrati v rostlinich z moCovinové varianty
byl vyrazn& vy$¥f ve srovndnf s NH3-N variantou. Ve viech orgdnech rostlin
vech pokusnych variant se obsah nitratd zvy3oval se stupném zastiné&ni (obr. 4b).

Rozdilnost v obsahu NO3 mezi pokusnymi variantami dosahujic{ vice nez
20 % byla statisticky priikaznd, coZ bylo v pievdZné vét§in€ piipadd vcetné
nizkych hodnot obsahu NO3 naméfenych v N-red variantéch.
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Aktivita nitritreduktdzy v nadzemnich ¢4stech slune¢nice rostouci v pisku byla
nejvy33f v rostlinich s nitrdtovou vyZivou, o néco mdlo niZ${ byla v rostlindch
varianty s moCovinou a vyrazng ni?¥ v rostlindch s NHZ-N vyZivou. Ve vE&3ing
pfipadd se aktivita nitrdtreduktdzy sniZovala se stupném zastin&n{ rostlin
(obr. 4c¢).

DISKUSE

V ptedchozi prici jsme prok4zali rychlou pfemé&nu N-red ve form& NHZ a mo-
¢oviny v plidnim prostfed{, pfi€emZ rychlost pfemény klesala s poklesem Cox
v zemin& (P 1 h 4k, 1993a). Dusik pfidany ve form& NHZ k rostlindm vojt&¥ky
zvysil vyrazné€ béhem 14 dnf obsah nitratd v rostlindch (P 1h 4k, 1993b). V sou-
¢asnych pokusech byl pouZit prany {¢nf pfsek s neprokazatelnym obsahem Cox
a dusiku. Aplikace Zivného roztoku s NH3-N a ve form& modoviny k pokusnym
rostlindm zplisobila i zde zvyS¥eni obsahu NO3 v rostlindch, které se stuptiovalo
spolu se snizovanim aktivity nitrdtreduktdzy vlivem zastinénf, coZ svéd¢i o pril-
b&hu nitrifikatnich procesii. Nitrifikadni pfemé&na NHZ a mocoviny na nitréty
byla prokdzéna v témZ pisku i bez pfitomnosti rostlin (obr. 5). Pfeména N-red
mocoviny byla témé¥ trojndsobn& rychlej¥f ne¥ NHZ, co? ukazuje na stimulaci
prib&hu nitrifikaéni pfemé&ny mikrobidlné vyuZitelnym uhlikem mocoviny.

Ve vodnich kulturdch byl rovné€Z patrny jisty vzestup obsahu nitrdtd v orgé-
nech pokusnych rostlin z N-red variant vlivem zastin€ni, ktery i zde musel byt
produkovén nitrifika¢nimi pfeménami. Zdrojem uhliku pro nitrifikaéni bakterie
zde mohly byt kofenové exsudéty rostlin. Z dosaZenych vysledki vyplyva, Ze pfi
studiu dc¢inku N-red vyZivy je nutné bréit na zfetel i moZné pfemény N-red sub-
strdtd na nitraty, které pii pouZiti pisku i jinych pevnych substratd (agroperlit,
vermikulit) nejsou zanedbatelné.

VyuZitelnost dusiku ve form& NO3 se ukazuje u rostlin vice zdvisld na intenzi-
t€ svételné radiace neZ samotny proces fotosyntézy, coZ bylo naznaceno jiZ
v pfedchozich pokusech (P 1h 4k, 1993b). SnfZeni svételné radiace bylo téméf

5. Casovy priib&h pfem&ny N-red substrétd na
NOj v pisku zalitém Zivnymi roztoky s pfi-
slusnou formou N-red pfi 22 °C — Time course
of transformation of N-red substrates to NO3
in sand floated with nutrient solution with
corresponding N-red form at 22 °C
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ve viech pokusnych variantdch doprovdzeno sniZzenym riistem a vyraznym zvy-
Senfm obsahu NO3 v rostlinich. Pouze v pifpadé rostlin slune¢nice rostoucich
v pisku s NHi-N se vliv zastin&nf na snfZenf riistu neprojevil. Podobn4 reakce na
zastinénf pti NH¥ vyZivé& byla zaznamendna u rajéat (Magalhaes, Wilcox,
1984a, b). Autofi vysv&tlujf v&t3f ristovou depresi rostlin s NH vyZivou na
plném svétle moZnym zvy3enfm obsahu volného NHJ v listové tk4ni vlivem vy33f
transpirace a zejména vy33{ aktivitou fotorespirace vedouci k uvoltiovdn{ NH3 pfi
oxidaci glycinu.

Zvy3ovéani obsahu NO3 v pokusnych rostlindch pfi jejich zastin&nf bylo pod-
min&no pravd&€podobné& sniZovanim redukce nitrdtd pfi niZ3ich intenzitdch svétla.
Zavislost aktivity nitrdtreduktdzy, kterd tuto redukci uskuteCfiuje, na svételné
intenzité je dobfe dokumentovdna(Canvin, Atkins,1974; Beevers,
1976; Nicholas et al, 1976). Aktivita nitritreduktizy je téZ zdvisld na
pfitomnosti nitrdti (Haba et al,, 1988; Cheng et al, 1989). Naméfené
hodnoty aktivity nitratreduktdzy v nadzemnich ¢4stech slune¢nice odrdZeji obé&
zdvislosti. V NO3 varianté pievaZil faktor svételné zdvislosti, ve varianté s mo-
¢ovinou mohly ovliviiovat aktivitu enzymu oba faktory. Vysledky ukazujf, Ze
sniZend redukce NO3 pfi zastinénf rostlin miZe hrat vyzna¢nou ilohu v riistové
inhibici.

Amonnd i moc¢ovinov4 forma N-vyZivy plsobily na riist vojté€8ky v obou kulti-
vadnich prostfedich inhibi¢n&, na rist slune¢nice jen ve vodnf kultuie. Ve vod-
nich kulturdch byl u obou rostlin vice inhibovén riist koiend, coZ sv&d¢i
o negativnim Wc¢inku pouZité koncentrace N-red substrati na kofeny. V piskové
kultui'e plisobily u slune¢nice ob&€ formy N-red pfi vy33im osvétleni naopak na
rlist kofend zna¢né& stimula¢né vii¢i NO3-N varianté. Vysvétleni je moZné nalézt
v snfZenf koncentrace N-red forem vlivem nitrifikaénich pfemén na fyziologicky
pfiznivou droveri. Celkov4 biomasa rostlin byla v.t€chto pfipadech rovnéZ stimu-
lovéna u mo&ovinové varianty na plném svétle o 46 % (133 = 3,5*") a pfi prvém
stupni zastinénf o 14 % (33 = 1,0). U NH4-N varianty bylo patrné zvySeni bio-
masy o 7 % (t33 = 0,6), a to v podmfnkéch snfZeného osvétleni. Vhodn4 relace mezi
obsahem NO3 a NHZ-N je povaZov4na za optim4ln{ pro riist rostlin (Villa et
al., 1992). U obou N-red variant se mohly na zvy3en{ rfistu uplatnit téZ procesy
spojené s mens{ energetickou ndro¢nost{ metabolizace NHi-N (Salsac etal,
1987).

Pfi zkoumdn{ 1i¢inkd amonné vyZivy v prostfedi vodnich kultur se doporucujf
podstatné niZ¥f koncentrace NHZ (1 mM a niZs{) vzhledem k inhibi¢nim d&inkiim
vy38ich koncentracf na kofeny v tomto prostfedi (Smart, Bloom, 1993).
Nage vysledky naznatujf, Z¢ optimélnf koncentrace NHJ v ptirozenych pidnich
podminkéch, kde probfhd dostate¢nd nitrifikan{ pfemé&na, mohou byt posunuty
k vy$8fm hodnotdm.
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PLHAK, F. (Masaryk University, Faculty of Science, Brno):

Response of lucerne and sunflower on nitrate and ammonia nutrition in water and sand
cultures at three intensities of solar radiation.

Rostl. Vyr., 40, 1994 (8): 729-739.

In experiments dealing with the effects of different N-forms on the growth and
metabolic reactions of plants mostly water culture method is used with good possi-
bility of pH control in growth medium which changes contraversally by different
N-substrate uptake. Sand culture Magalhaes, Wilcox,1984a,b; Peuke,
Jeschke,1993) or another concrete media, as agroperlit and vermiculit(Barro
etal, 1991; Alfondi, Pinter, 1992), are also used for these purposes. It
has not yet experimentally clearly confirmed, if or in what extent microbial N-red
transformation to NO3-N in above-mentioned media occurs. Results of such studies
can be useful for better understanding of plant reaction on N-nutrition. The possible
course of NHi-N and urea-N transformation to NO3 in water and sand cultures eva-
luated by means of NO3 level and partially nitrate reductase activity changes in two
experimental plants at three solar radiation densities was the topic of the present
study.

Experiments were -carried out with lucerne and sunflower in glasshouse or in
outdoor conditions under glass roof in June or September. Nutrient solutions with
14 mM NO3, NH; and urea were used in both cases of growth media. Containers with
aerated 5 1 nutrient solution or Mitscherlich’s pots with 6 1 volume filled with washed
river sand were used. Corrections of acitidy in nutrient solutions to pH 6 were
performed.

Ammonium and urea nutrition in comparison with nitrate nutrition inhibited the
growth of luceme and sunflower plants, especially root growth in water cultures. The
inhibition effect of ammonia on lucerne growth was confirmed also in sand culture,
but stimulation effect of urea in sand culture on sunflower plants especially on roots
was established. In the case of NHi the growth of aboveground part was inhibited
and the growth of roots was stimulated in sunflower plants in sand culture (Fig. 4a).
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Decreasing light radiation caused by shading of plants to 2/3 and 1/3 of full solar
radiation decreased gradually the growth of aboveground as well as underground parts
with some exceptions of aboveground parts - in lucerne with NOj3 nutrition and in
sunflower with NHi nutrition. Shading of plants increased gradually NO3 content in
all plant organs of all experimental trials. The NO3 changes were largely significant.
Nitrate reductase activity in aboveground parts of sunflower in sand culture decreased
predominantly with light reduction. The highest activity was determined in plants
with NO3 nutrition, lower with urea nutrition and the lowest activity was recorded in
plants with ammonium nutrition (Fig. 4c).

The increase in nitrate content in plants grown with NH{ and urea nutrition, which
was high enough in sand culture and rather low in water culture, was connected with
light reduction and growth decrease. It demonstrated that nitrification processes
occurred in different extent in both cultivation media. Conversion of urea and ammo-
nium to nitrate in sand medium without plants was confirmed in another experiment
(Fig. 5).

Growth stimulation of sunflower plants in sand culture connected with N-red
substrates was established. In the case of NHi nutrition different effect on above-
ground parts, which were inhibited, in comparison with roots, which were stimulated,
reflects rather complicated metabolic reactions. In the case of urea nutrition a signi-
ficant growth increase in dry matter production up to 40% reflected perhaps positive
influence of N-red decrease connected with suitable NH3/NO3 ratio formation (Vill a
et al.,, 1992).

The results showed that decreased NOj3 reduction at plant shading accompanied
by nitrate reductase activity decrease, which is documented as light dependent enzyme
(Beevers, 1976), can play an important role in the plant growth inhibition. The
results with urea and partially with ammonium nutrition showed that rise in nitrate
in plants was not accompanied always with plant growth decrease. Lower energetic
demand of N-red metabolisation can be taken into account (Sals ac et al., 1987).
More positive effect of N-red forms on root growth than on aboveground parts can
reflect also possible favorable influence of microbial processes occuring in sand
medium during N-red to NO3 transformation.

Kontakini adresa:

Doc. RNDr. FrantiSek P 1h d k, CSc., Masarykova univerzita, Pfirodovédecka
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RECENZE

GENOVE INZENYRSTV{ KULTURNICH ROSTLIN
M. Ondrej

Praha, Academia 1992, 232 s.

Po del3f pfestdvce pfichdzi na n4$ kniZnf trh zdafile zpracované kompendium o geno-
vém inZenyrstvi uZitkov{ch rostlin, které shrnuje nejnové&j$i poznatky v této oblasti.

Kniha je &lenéna do tfinicti kapitol: Prvni kapitola podrobné popisuje strukturu
rostlinnych gend, zab§v4 se srovninim transkripce u prokaryot a eukaryot. Druh4 kapitola
je vénovéna typdm gend rostlinného genomu; jsou popsiny geny pro rRNA, tRNA a geny
kédujici rostlinné proteiny, jejichZ poznéni je perspektivni z hlediska $lechténi rostlin, tj.
geny zésobnich proteinil hliz a semen, geny pro hemoglobiny, geny pro enzymy fotosynté-
zy, geny pro stressové proteiny. Ve tfet{ kapitole se autor zabyv4 regulaci geni rostlinného
genomu, v nisledujici kapitole pak transportovatelnymi elementy v rostlinném genomu,
a to pfedeviim elementem Cinteoth, systémem Ac-Ds, systémem Spm a elementem Mu.
V péaté kapitole jsou popsiny repetitivni sekvence rostlinného genomu a 3estd kapitola je
v€novina popisu principu metody detekce polymorfi délky restrikénich fragment (RFLP)
a jejimu vyuZiti v praxi. V kapitole sedmé je charakterizovin mitochondridlni genom a mi-
tochondridlni plasmidy a v osmé kapitole chloropastovdi DNA; je popsédna transformace
rostlinnych bun&k prostfednictvim bakterii rodu Agrobacterium; jsou uvedeny druhy Agro-
bacteria pouZivané k transformacim, popis jejich Ti plasmidd a T-DNA, mechanismy in-
tegrace a excise T-DNA a zpisoby (integrace) transformace rostlinnych pletiv. V desaté
kapitole se sezndmime s vndSenim klonovanych gend do rostlinného genomu prostied-
nictvim bakterif rodu Agrobacterium; jsou popsany vysledky pokusit s vndSenim gend do
rostlinného genomu a vyuZiti transgeneze ve $lechténi rostlin. Jedenictd kapitola pojedna-
vé o pfimé transformaci rostlinnych protoplastii bez vyuZiti Agrobacteria a T-DNA. Dva-
nictou kapitolu v&nuje autor rostlinnym virim v genovém inZenyrstvi, konkrétn€ viru
mozaiky tabdku (TMYV), viru ranovych nadori (VTV), viru zlaté mozaiky rajéete (TGMYV)
a viru mozaiky kvétdku (CaMV). Tfindctd kapitola popisuje viroidy, jejich reprodukci
v rostlindch a transformaci rostlin viroidy s pouZitim T-DNA Agrobacterium tumefaciens.

Text knihy je zakon&en slovni¢kem obecnych termind molekularni genetiky a genového
inZenyrstvi, seznamem pouZit§ch zkratek a seznamem literatury. Publikace je uréena hlav-
né pro $lechtitele a biology, bude v§ak vhodnou pomiickou i pro pfirodovédce, zeméd€lce,
lesniky a v3echny, kdo se $lecht€nim rostlin a genovym inZenyrstvim zabyvaji.

Doc. RNDr. ing. Josef Zahradnicek, CSc.
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ROLE ETYLENU A INDOLYL-3-OCTOVE KYSELINY
V PRUBEHU ONTOGENEZE OBILEK OZIME PSENICE
(TRITICUM AESTIVUM L.)

M. Dundelov4, S. Prochizka

Vysokd $kola zemédélskd, Brno

V obdobi od vymetani klasu do voskové zralosti obilek byla v tydennich intervalech
sledovina produkce etylenu klasy ozimé pSenice (Triticum aestivum L.) a byla sta-
novena endogenni hladina indolyl-3-octové kyseliny (IAA) v apikdlnich, medial-
nich a bazélnich obilkich t&chto klasi. Souasné byla sledovdna hmotnost obilek.
Experiment byl rozdélen na variantu s odstranénym poslednim listem, s odstrané-
nymi medidlnimi obilkami a na variantu kontrolni - intaktni rostliny. Prib&h pro-
dukce etylenu v intaktnich klasech u varianty s odstran€nym poslednim listem
a varianty kontrolnf byl stejny. Klasy s odstranénymi medidlnimi obilkami produ-
kovaly etylen odli¥n&. Z vysledkd vyplyva, Ze v klasech ozimé p3enice G&inkuje
IAA syntetizovand v klasech a IAA transportovand z posledniho listu. Odli¥ny pri-
béh produkce etylenu by mohl byt zpisoben IAA syntetizovanou in situ. Kauzilni
vztah hmotnosti suSiny obilek a endogenni hladiny IAA nebyl potvrzen.

Hmotnost obilek a jejich velikost v zdvislosti na postaven{ obilek v klasu za-
jimaji péstitele i $lechtitele. Obecné jsou proximdlni obilky ve&tSf a majf ve&tsf
hmotnost v porovndn{ s obilkami distdlnimi, medidln{ obilky dosahuji vé&tsf
hmotnosti a velikosti v porovnan{ s obilkami nachédzejicimi se v apikélnf a ba-
z8In{ ¢4sti klasu. Tento jev je vysvétlovan napf. dostupnosti asimildtl &i trans-
portnf kapacitou (Hanif, Langer, 1972). Evans et al. (1972) uvadéjf,
Ze pravd&podobné hormondini signdl, nikoliv dostupnost asimildti miZe byt
hlavn{ pfi¢inou rozdflné hmotnosti obilek. Fytohormondln{ podstatu medidln{ do-
minance obilek v klase popsali Michael, Beringer (1980). Fyto-
hormony se podilejf na regulaci riistu obilek. Ban gerth etal. (1985) uvadéji,
Ze korelace mezi indolyl-3-octovou kyselinou (IAA) a akumulac{ suSiny
v obilkdch predstavuje pouze nahodilou zménu a zvy3end hladina IAA je do-
konce vysledkem vy33f rychlosti ristu. Dundelovd, Prochdzka
(1989) neprok4zali pfimou korelaci mezi hladinou IAA a hmotnosti suSiny obi-
lek. Poznatek, Ze IAA indukuje tvorbu etylenu (Yang, Hoffman, 1984),
byl signdlem pro studium interakc{ etylenu s ostatnfimi fytohormony jak ve ve-
getativnich, tak i v generativnich orgdnech. Dundelov 4 et al. (1993) uci-
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nili z4vér, Ze etylen produkovany listy pSenice se miZe podflet na senescenci
listd ozimé p3enice.

Cilem pfedloZené prdce bylo stanovit endogenni hladinu IAA v apikdlnich,
medidlnich a bazdlnich obilkéch klasu a produkci etylenu klasem o0zimé p3enice
(Triticum aestivum L.) ve vztahu k poctu obilek v klasu a k redukované dostup-
nosti asimilatd.

MATERIAL A METODA

K pokustim byly pouZity klasy hlavnich stébel ozimé pSenice (Triticum aesti-
vum L.) cv. Ko#iitka. Rostliny byly pifedpéstovany na polnim pokusném pozemku.
Po pfezimovéni byly rostliny pfeneseny do vegeta¢nich nddob o objemu 1 dm’,
ve kterych byly déle p&stovdny na plivodnim stanovisti. Po vymetdn{ klast byla
provedena defoliace posledniho (praporcového) listu (za tc¢elem redukce zdroje
asimilati) a byly odstran&ny medidln{ obilky z klasu hlavniho stébla (za i¢elem
odstranéni hlavniho zdroje endogenni IAA).

Takto kultivované rostliny byly odebirdny v tydennich intervalech a postupné
pouZity ke stanoven{ produkce etylenu a endogenni volné IAA. Soucasné s hod-
notami endogennich fytohormond byla sledovédna tvorba hmotnosti Cerstvé bio-
masy obilek u kazdé varianty.

Produkce etylenu ‘byla méfena na plynovém chromatografu Chrom 5 podle
metodiky, kterou popsali Dundelov 4 etal. (1993). Endogenn{ volnd IAA
byla stanovena spektrofluorometrickou metodou - Shimadzu (Mousdale et
al., 1978). Hodnoty uvedené v tab. I aZ III jsou aritmetickym primérem ze tf{
opakovéni.

VYSLEDKY A DISKUSE

V priibéhu ontogeneze klasu byly maximdln{ hodnoty IAA zjistény b&hem
mlécné zralosti obilek ve vSech variantdch (tab. I). Mezi jednotlivymi variantami
byly v obdobi mlé¢né zralosti zjiStény vyrazné kvantitativni rozdily. Nejvyss(
hladina IAA v klase byla stanovena u kontroln{ varianty, pfi¢emZ medi4ln{ obilky
se na této aktivit€ podilely 62,6 %. Druhd nejvy33{ hodnota endogenni IAA v kla-
se byla zjidt€na u varianty s odstranénymi medidlnimi obilkami, pfi¢emzZ apikdlni
a bazdlnf obilky se podilely na této aktivit€ téméf stejnym dilem. Vyrazné& nejniZsi
endogenni hladina IAA byla stanovena u varianty s odstranénym poslednim listem,
i na této aktivit€ se podilely pfedevsim medidlni obilky (82,2 %).

Zmény endogennich hladin v zdvislosti na ontogenezi obilek probihaly ve
viech variantich stejn€. Od metén{ klasu se hladina endogenni IAA postupné
zvySovala, maxima bylo dosazeno na poldtku mlé¢né zralosti. U varianty
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I. Hladina endogennf IAA [ng / ¢4st klasu (x + 6)] v obilkdch odebiran§ch z riiznych &4sti klasu
v obdobi od metdnf do voskové zralosti obilek (podle makrofenologické stupnice Feekese) —
Endogenous IAA level [ng / segment of spike (x * ¢)] in caryopses taken from various parts
of spike from earing to wax ripeness of caryopses (according to the Feekes’ s macrophenological
scale)

:?::?f;:;'“ Obilky® 11.5. | 11.54. 12.1. 12.1. 122.1.
apikélnf® 45434 | 33+ 1,3 [240,0+191,8 | 69,9+ 21,7 | 22,0420,5
Kontrolnf | medidlni’ | 4,8+1,3 | 14,9+ 4,6 [512,2+159 |416,0+ 859 | 4,2+ 377
varianta’ bazélni® 1,7403 | 184+ 52 | 66,2+ 92| 288+ 25| 0
klas celkem® | 11,0+5,0 | 36,6+11,1 | 818,4+260 |514,7+110,1 | 26,2+24,2
apikalnf 6,9+42| 2,1+ 0,5 | 169t 4,5| 74,5+ 14,5| 1.2+ 0,9
Odstranény o
posledn medilni 6,742,9 | 31,8+ 2,3 | 120,0+ 7,9 | 199,9+ 42,0 | 20,0+15,0
list? baz4lnf 1,641, 21207 | 96+ 29| 17,1 43 21,2420,0
klas celkem |15,4%8,1|36,0+ 3,5 |146,5+ 15,3 [291,5+ 60,8 | 42,4436,0
Odstranéné | apikélnf ‘42403 [ 11,0+ 63 | 1587+ 22| 259+ 56| 1,7+ 13
mediélnf baz4ln{ 4,1423 | 11,3+ 3,5 | 203,24 56,5 | 192,1+ 11,6 | 1,7+ 1,6
obilky’ klas celkem | 8,3+2,6 | 22,3+ 9,7 [361,7+ 58,7 [218,0+ 17,2 | 4,4+ 2,9

Imacrophenological stage, 2control variant, removed last leaf, 4removed medial caryopsis,
5caryopses, 6apical, "medial, ®basal, 9spike in total

s odstranénym poslednim listem bylo maxima IAA dosaZeno na konci mlé¢né
zralosti. V obdobf voskové zralosti hladina endogenni IAA opét klesala.

Dynamika produkce etylenu intaktnimi klasy, tzn. klasy kontroln{ varianty
a varianty s odstranénym poslednim listem, probihala odli¥nym zplisobem v po-
rovndn{ s variantou, u které byly z klasti odstranény medidln{ obilky. V prvnich
dvou pfipadech se produkce etylenu od vymetdni klasu do pocCatku mlécné zra-
losti obilek zvySovala. Po dosaZeni maxima prudce klesala. U varianty s odstra-
nénymi medidlnfmi obilkami byla zji§t¢na maxim4lni produkce (tab. II) ihned po
vymetdn{ klasu, potom se postupn& sniZovala.

Nejvy33f hmotnosti Eerstvé biomasy dosahly apikdlnf a bazélnf obilky v kla-
sech varianty s odstrangnymi medidlnimi obilkami (tab. III). Hmotnost suSiny
obilek v kontrolni variant¢ se ménila podle zndmého schématu. Ve variant
s odstranénym posledn{m listem byla obdobnd distribuce su3iny jako u kontroln{
varianty s tim rozdilem, Ze hmotnosti su$iny dosahovaly niZ8ich hodnot. Hmot-
nost susiny celého klasu v3ak byla nejniZ3{ u varianty s odstranénymi medidlnimi
obilkami, nejvy33f pak u kontroln{ varianty (tab. I).
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II. MnoZstvf etylenu (nl.h™'.100 mI™) produkovaného klasy ozimé pSenice odriidy Kosdtka
v jednotlivych makrofenologickych fizich podle stupnice Feekese — Ethylene amount
(nl.h"'.100 ml") produced by winter wheat spikes, Kosttka cultivar, in individual macrophe-
nological stages according to Feekes’ s scale

Makrofenologické f4ze' 11.5. 11.5.4. 12.1. 12.1. 12.2.1.
Kontrolnf varianta’ 4,7 54 56 1,6 1,3
Hmotnost klasu® (g) 1,840,08 | 2,39+0,4 | 2,93+0,5 | 4,02+02 | 3,75+0,6
Odstranény poslednf list® 5,1 54 6,8 3,3 1,9
Hmotnost klasu (g) 1,53+0,1 | 1,99+0,2 | 2,34+0,3 | 2,66+0,3 | 3,12+0,9
Odstranéné mediéln{ obilky‘ 6,1 4,9 4.8 2,5 1,7
Hmotnost klasu (g) 1,3+0,02 | 1,61+0,1 | 2,42+03 | 2,34+0,2 | 2,0+0,5

For 1 - 4 see Tab. I, >spike weight

III. Prim&ma4 hmotnost obilek (mg) z riiznych €4stf klasu v prib&hu sledovanych makrofenolo-
gickych fizich podle stupnice Feekese — Average weight of caryopses (mg) in various segments
of the spike during studied macrophenological stages according to Feekes’ s scale

55 Obilky® s, | 1s4 | 121 | 121 | 122
apiklnf® 127 | 15,74 | 3430 | 46,14 | 54,49

Kontrolnf i

Variants? mediln{ 1,62 | 18,86 | 39,40 | 5222 | 54,65
bazélnf® 1,55 | 14,13 | 32,45 | 44,55 | 44,65
apikélnf 1,87 | 11,77 | 21,71 | 37,57 | 41,79

Odstranény .

posledaf list’ medilnf 2,17 | 14,58 | 2632 | 42,73 | 48,60
bazélnf 1,45 | 10,16 | 20,39 | 34,94 | 41,84

Odstranéné apikélnf 1,88 | 27,87 | 4742 | 59,42 | 60,05

medigln* bazAlnf 1,69 | 2026 | 4361 | 59,40 | 56,75

For 1 - 8 see Tab. I

Z uvedenych vysledkd 1ze soudit, Ze pro sink pfedstavovany klasem, resp.
obilkami v klase je poslednf list zdrojem nejen asimiléti, ale také IAA. V klasech
se pak vyskytuje IAA syntetizovand in situ a IAA transportovand z posledniho
listu. Odli¥ny priib&h produkce etylenu intaktnimi klasy v porovnédn{ s klasy
zbavenymi medidlnich obilek miiZe vést k hypotéze nepifmého ucfinku auxinu
v korelativn{ inhibici, podle které miiZe byt dfinek auxinu zprostfedkovén se-
kunddmim pfenalefem, za ktery je etylen povaZovén. Podle teorie nepfimého
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ic¢inku auxinu je moZné chépat riist apikdlnich a bazélnich obilek v klase pod
nadvlddou mediélnich obilek jako inhibici zplisobenou etylenem, jehoZ produkci
indukovala IAA syntetizovand prdvé v medidlnich obilk4dch. Soucasné vSak platf,
Ze hmotnost obilek je d4na iloZnou kapacitou kazdé buiiky endospermu, jeZ je
limitovéna plasticitou bun&¢né st€ny, kterou mohou ovliviiovat IAA i dal3f fyto-
hormony (Cleland, 1983). Nase z4véry podporujf ndzor (Aufhammer
etal, 1986; Dundelovd, Prochdzka, 1989), Ze nelze hledat pffmou
korelalnf z4vislost mezi endogennf IAA a hmotnost{ obilek.

Pro objasnén{ role fytohormond v tvorb& vynosu jsou poZadovany detailn{
znalosti o distribuci fytohormoni v rostlinnych pletivech, jakoZ i o0 mechanismu
ti¢inkd fytohormond.
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DUNDELOVA, M. - PROCHAZKA, S. (University of Agriculture, Brno):

The role of ethylene and indolyl-3-acetic acid during ontogenesis of winter wheat
(Triticum aestivum L.) caryopses.

Rostl. Vyr., 40, 1994 (8): 741-746.

The ethylene production by the winter wheat (Triticum aestivum L.) spikes has
been studied in week intervals from earing to wax ripeness of caryopses and the
endogenous level of indolyl-3-acetic acid (IAA) was determined in apical, medial and
basal caryopses of these spikes. Simultaneously, caryopsis weight was investigated
too. An experiment was divided into variant with removed last leaf, removed medial
caryopses and the control - intact plants. The ethylene production was determined by
gas chromatography - Chrom 5 (Dundelovd et al, 1993), free IAA level was
set spectrofluorometrically - Shimadzu Mousdale etal., 1978).

The course of ethylene production in intact spikes (nL.h".100 mI") in the variant
with removed last leaf and in the control was identical. From earing (5.1; 4.7) to the
beginning of milk ripeness (6.8; 5.6) the production was slightly increasing, after
attaining the maximum it was falling steeply (1.9; 1.3); or in spikes with removed
medial caryopses the ethylene production reduced (1.7) from earing to wax ripeness,
as presented in Tab. II.

Endogenous IAA level (ng) was the highest in the control in medial caryopses
(512) in milk ripeness of caryopses. Removal of the last leaf intensified the domi-
nance of medial caryopses. It follows from the results that IAA synthesized in spikes
and JAA transported from the last leaf act in wheat spikes. A distinct course of
ethylene production would be caused by the way of IAA synthesized in situ. The
causal relation of caryopsis dry matter weight and IAA endogenous level was not
confirmed (Tab. I). The highest weight of fresh biomass was achieved by apical and
basal caryopses in spikes of the variant with removed medial caryopses (Tab. III).

Kontakini adresa:

Ing. Miroslava Dundelov i, CSc. Vysoki $kola zem&d€lskd, Zem&délska 1,
613 00 Bmo, Cesk4 republika, tel.: 05/45 13 60 01, fax: 05/45 21 20 44
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VLIV HUMINOVYCH LATEK NA RYCHLOST RUSTU
ORCHIDEJi V PODMINKACH IN VITRO

H. Vlasinova, Z. Jezek, S. Prochizka

Vysokd $kola zemédélskd, Brno

V prici byl sledovén vliv koncentrace vybranych huminovych litek v kultivadnim
médiu na rist mladych rostlin &eledi Orchidaceae v podminkich in vitro. Byl zjistén
stimulaéni vliv na vyvin kofend, listd, ndrist biomasy, tvorbu chlorofylu i na
vzchazivost. Studované litky humét i hymatomelanét sodny 1ze doporudit pro kultu-
ry orchideji in vitro, humét sodny v koncentraci 50 mg.I"" a hymatomelanit sodny
v koncentraci 5 a% 50 mg.I" média.

Huminové ldtky se vyznamné podileji na zvySovanf vynosi a kvality rostlinné
produkce v prvé fadé€ vlivem na sorb&nf schopnost pidy. Velmi vyznamny je v3ak
i jejich pifmy vliv na zékladn{ metabolické procesy rostlin. Je zndmé, Ze stimuluji
riist rostlin prostfednictvim stimulace pfijmu a transportu vody a roztoku Zivin,
zvy3ené respirace, zvySené intenzity fotosyntézy a prostfednictvim vlivu na enzy-
matické systémy rostlin (Tichy, 1982; Visser, 1986). V n€kterych piipa-
dech vykazujf aktivitu srovnatelnou s auxiny, gibereliny nebo cytokininy
(Tichy, 1982).

Cilem piedloZené price bylo prozkoumat moZnosti jejich vyuZitf také pfi klf-
¢enf a riistu mladych rostlin in vitro. Komplexnf charakter t&chto chemicky ne
zcela definovanych l4tek je nevyhodou pro vyuZitf v experimentdlnf préci, ale
v piipadé Celedi Orchidaceae se komplexni pifisady (kokosové miléko, bandnovy
extrakt apod.) b&Zné pouZfvajf a jejich nahrazenf{ huminovymi ldtkami miiZe mit
i ekonomicky efekt.

MATERIAL A METODA

Byly provedeny &tyfi pokusy s riiznym rostlinngym materidlem: pokus €. 1:
Paphiopedilum Panther x (Nitens x Leander); pokusy €. 2 a 3: Dactylorhiza fuchsii
(Druce) So6; pokus &. 4: Orchis morio L.

Metody aplikace huminovych latek

1. Semena byla vyseta v aseptickych podmink4ch do zkumavek na kultivaéni
médium 1/4 Sladden modif. Burgeff var. Lucke (Lucke, 1972), doplnéné
0 huminové litky hymatomelanit sodny (NaHy) a humét sodny (NaHu)
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v koncentracich: 5, 10, 50, 100 a 500 mg.I"! (12 opakovinf). [Ob& litky byly
ziskdny alkalickou extrakcf z rafeliny (Tichy, Cechov 4, 1974)]. Po
tfech mésicich kultivace pfi fotoperiod€ 16 h, intenzit€ své&tla 1 200 1x a teploté
23 = 2 °C byly rostlinky pieneseny na bazdln{ médium bez huminovych litek
s plnou koncentrac{ makroelementd a ddle kultivovany pfi 2 200 Ix.

2. K vysevu bylo pouZito médium M (Mic h1, 1988) bez huminovych l4tek.
Po jednom mé&sici kultivace byly mladé rostlinky (protokormy) pieneseny po
10 ks na média doplnénd NaHu a NaHy v koncentracich: 5, 25 a 50 mgl
(10 opakovanf).

3. Semena byla vyseta na médium M s dopliikem: Mg - 50 mg.l'l Tr (Terra
regulédtor III - komerdnf pifpravek s obsahem raselinového vyluhu); Mc - 50 mgJ1™!
NaHu; Ma - 0 (kontrola). Po jednom mésici kultivace byly protokormy z téchto
kultur pfeneseny po pé&ti na média s obsahem NaHu nebo NaHy: 10, 50,
100 mg.1"! (ti opakov4ni).

4. Semena byla vyseta na médium M s dopliikem NaHu nebo NaHy: 10, 50,
100 mg.I" (i opakovdnf) a po ¢tyfech mésicich byly protokormy s diferencova-
nym vrcholem kultivovdny po 20 kusech na &erstvém médiu stejného sloZen{
v Erlenmayerovych barik4ch s obsahem 100 ml.

Ve v3ech pokusech byla zafazena kontrola bez huminovych latek.

VYSLEDKY

1. Po tfech mé&sicich kultivace bylo hodnoceno zastoupen{ rostlin v jednotli-
vych stadifch riistu (obr. 1). Vliv hurmnovych l4tek se projevil pfiznivé na iniciaci
kofend, nadoptimélni koncentrace 500 mg. 1! viak inhibovala vyvin rostlinek.

Po Sesti mé&sfcich kultivace byly hodnoceny primémé délky listd, vysledky
byly statisticky vyhodnoceny metodou -testu a graficky zndzornény prostfed-
nictvim intervald spolehlivosti (obr. 2) Z grafu na obr. 2 je patrny statisticky
vysoce priikazny pifznivy efekt 5 mg.1"' NaHy na prodluZovaci riist listd a sta-
tisticky vysoce prilkkazny inhibi¢n{ vliv 500 mg. 1! NaHy i NaHu.

2. Po péti mé&sicfch kultivace byla hodnocena priméma4 erstvd hmotnost pro-
tokormii, vyhodnocena metodou #-testu a graficky zndzornéna pomoci intervall
spolehlivosti (obr. 3) Z grafu na obr. 3 je Patmy vysoce vyznamny piiznivy efekt
NaHy (5 az 50 mg.I"") a NaHu (50 mg.1™").

3. Po osmi tydnech byla sledovéna z4vislost péti hodnocenych znakd na druhu
a koncentraci huminovych 14tek v kultivadnim médiu (faktor A) a na druhu star-
tovactho média (faktor B). Vysledky jsou uvedeny v tab. 1. Vliv druhu a kon-
centrace huminovych ldtek se statisticky vysoce vyznamné projevil na tvorb&
rhizoidd, vliv startovactho média zase na velikosti protokormi. Statisticky byl
prokdzén i vliv huminovych 14tek na vzchédzivost a tvorbu chlorofylu. Z obr. 4
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1. Vliv huminovych ldtek na ristovéd stadia rostlinek rodu Paphiopedilum po tiech mésicich
kultivace — Effect of humin substances on the percentage of Paphiopedilum plantlets in indivi-
dual growth stages after three months’ cultivation

A - iniciace kofend - root initiation C - dal3f listy - further leaves
B - objevenf 1. listu - 1st leaf initiation D - protokorm - protocorm
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2. Konfidenéni intervaly pro prim&mou délku listd rostlinek rodu Paphiopedilum po Sesti mé-
sfcich kultivace — Confidence intervals for average Paphiopedilum plants length after six
months’ cultivation '

+ primém4 délka listu - average length of leaf
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I. Analyzy variance hodnocenych znakd mladych rostlin rodu Dactylorhiza — Analysis of va-

riance of studying phenomena of plantlets Dactylorhiza

. . .1 MS

Zdroj proménlivosti 3
faktor” A faktor B rezidulnf

DF 12 2 24

Prim&mé velikost protokormi* 0,0539" 0,1969** 0,0197

Vzchézivost® 268,1136" 635,5664" 116,3636

Procento protokormi s rhizoidy® 1 110,0815** | 1 046,3846 320,7802

Procento protokommi s chlorofylem7 772,9091% 517,4638 317,998

DF - pocet stupiidl volnosti - number of degrees of freedom

MS - stiednf &tverec - mean square

+ pritkaznost pifi P = 0,05 - significance at P = 0.05

++ prikaznost pfi P = 0,01 - significance at P = 0.01

faktor A - druh a koncentrace huminové l4tky - factor A - kind and concentration of humin
substances

faktor B - startovacf médium - factor B - starting medium

!source of variability, %factor, 3rmxidual, 4average size of protocorms, semergence rate, 6pcrcent-
age of protocorms with rhizoids, 7percentage of protocorms with chlorophyll

II. Analyzy variance hodnocenych znakdi mlad§ch rostlin rodu Orchis — Analysis of variance
of studying phenomena of plantlets Orchis

. i .1 MS

Zdroj proménlivosti 3
faktor® A faktor B rezidu4lnf

DF 12 3 36

Délka lista* 0,2053** 0,0087 0,0137

Délka kofend’ 0,0691** 0,0125 0,0205

Procento nekrotickych rostlin® 332,9327* 112,0192 83,8942

Procento abnormalit’ 215,1442%* 238,9423*" 36,5118

For 1 - 3 see Tab. I, 4It:ngth of leaves, slength of roots, 6percentagt: of necrotic plants, 7percent-
age of abnormalities

je patmé, e obohacenf startovacfho média o 50 mg.1”! NaHu pisobilo nejlépe na
vyvin protokormd.

4. Vysledky byly zpracovény statistickou metodou analyzy variance, z4vislost
mezi jednotlivymi znaky byla sledovéna na zdklad€ korelaCniho koeficientu. Vliv
o3etfen{ (koncentrace a druhu huminové l4tky v médiu) na vyvin mladych rostlin
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3. Konfidenénf intervaly pro primémou &erstvou hmotnost rostlinek rodu Dactylorhiza po péti
mésicich kultivace — Confidence intervals of average weight of protocorms Dactylorhiza after
five months’ cultivation

+ primérn4 hmotnost - average weight

100

MA(O) MB(TrSOmgL)  MCMNaHUSOmMo/L)
R A =3 B &3 C

4. Vliv startovacfho média na sledované vlastnosti protokormd rodu Dactylorhiza po osmi
tydnech kultivace — Effect of initial medium on the protocorms Dactylorhiza after eight weeks’
cultivation !

A - procento pieZitf protokormi - percentage of living protocorms

B - procento protokormid s rhizoidy - percentage of protocorms with rhizoids

C - procento zelengch protokormd - percentage of green protocorms

byl statisticky vysoce priikazny u vech sledovanych ukazateld, vliv opakovén{
jen u procenta abnormélné vyvinutych rostlin - proliferace, deformace (tab. II).
Na obr. 5 je zndzomén vliv druhu a koncentrace huminovych l4tek na délku listi
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5. Vliv druhu a koncentrace huminové
latky na primémou délku listd (A) a ko-
fend (V) mladych rostlin rodu Orchis —
Effect of humin substances on average
A length of leaves (A) and roots (V) of
£ 420 Ry " LY plantlets Orchis

0 10 50 100 [¢] 10 50 100
mg NaHu/L mg NaHy/AL

a kofeni mladych rostlin. Nejvét3i prodluZovacf riist byl zaznamendn na médiu
s 50 mg.l'l NaHy, efekt 10 mg.1! NaHy byl srovnatelny s 50 mg.I"! NaHu (obr. 5).

DISKUSE

Dodénf huminovych ldtek s vyjimkou nadoptimélnich koncentracf stimulovalo
u v3ech sledovanych rodid ptedeviim iniciaci kofend a tvorbu rhizoidd, coZ je
v souladu s difvéj$imi poznatky, Ze huminové l14tky majf v&t3f vliv na koieny nez
na nadzemn{ ¢4sti rostliny (Sladky, 1962). V zdvislosti na koncentraci se
tento vliv projevuje pozitivn€ (Vi s s e r, 1986). Stimulace kofenénf ukazuje na
moZnou souvislost s metabolismem IAA. Né&ktefi autofi uvad&ji inhibici IAA
oxiddzy huminovymi ldtkami (Vaughan, 1986).

Na médifch s obsahem huminovych l4tek (hlavné 50 mg.l'l NaHu) mély rost-
linky i lep3f schopnost pieZitf a rychleji tvofily chlorofyl.

Vysoké koncentrace huminovych ldtek mohou oviem naopak po3kodit bu-
néénou membrénu, a tfm ohrozit Zivotnost bunék. Tento efekt se v nasich poku-
sech projevil u NaHu v koncentraci 500 mg.I"’, ktera vysoce statisticky prikazné
inhibovala vyvin listl a kofend rodu Paphiopedilum.

Pfi srovnédnf aktivit dvou sledovanych huminovych ldtek (humétu a hymato-
melandtu sodného) jsou patrné urcité rozdfly. Pro humét sodny se ukazuje kon-
centrace 50 mg.1"! jako optim4ln{ pro vysev semen rodu Paphiopedilum a d4le pro
nériist biomasy u rodu Dactylorhiza i pro riist listd a kofend mladych rostlin rodu
Orchis. Naproti tomu hymatomelanit sodny vyrazné€ stimuloval vyvin kofend
i listd rodu Orchis uZ pfi koncentraci 10 mg.l", u rodd Dactylorhiza a Paphiope-
dilum byl dokonce zaznamendn vysoce statisticky priikazny stimuladni efekt
u koncentrace 5 mg.l'l. Tyto vysledky jsou zcela v souladu s poznatky, které
publikovaly Cerevéenko, Ku¥nir (1986). Citované autorky uvadé&jf

752 ROSTLINNA VYROBA - 1994



optimélnf koncentraci NaHu pro orchideje 50 mg.I"". Nase vysledky rovn&% sou-
hlasf s ddaji, které uvefejnil Sladky (1962), ktery stanovil optimélni kon-
centraci NaHy pro rajée 4 mg.I'".

Pfitomnost huminovych 14tek méla pfiznivy vliv i na vzchézivost a rychlost
~ tvorby chlorofylu, coZ je v souladu s difv&j§fmi poznatky (Vaughan, 1986;
Visser, 1986).

ZAVER

Zfskané vysledky naznalujf, Ze reakce sledovanych rostlin in vitro se neli¥f od
reakc{ popisovanych u jinych experiment4lnfch systémd. Dosavadnf experimenty
viak jeSt€ neumoZiiuj{ dostate¢né zevieobecnénf. Zatfm se ukazuje jako redlni
mozZnost praktického vyuZitf huminovych l4tek jako sou¢dsti kultivatniho média
pro rostliny p&stované in vitro. Jde o vyuZitf hlavn€ v pokusech o z4chranu ge-
nofondu ohroZenych rostlin, kde je usilovdno o zmirnénf selek¢ntho tlaku kulti-
vagnich podminek, pifpadné o vyuZit{ v zahradnické vyrob&, kde je sledovédno
rychlé namnoZenf rostlinného materidlu.

Podékovani

Autofi d&€kujf prof. RNDr. V. Tichému, CSc., za poskytnuté huminové latky, za
konzultace a zapdj¢eni literatury.
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VLASINOVA, H. - JEZEK, Z. - PROCHAZKA, S. ( University of Agriculture, Brno):
The influence of humin substances on the growth of orchids in vitro.
Rostl. Vyr., 40, 1994 (8): 747-754.

Humin substances can have both indirect (nutrient medium) and direct (metabo-
lism) impact on the growth of plants under in vitro conditions. The complex influence
of two humin substances on growth of seedlings of three genus of Orchidaceae was
studied.

The content of humin substances in basal nutrient medium has a positive effect on
growth of roots and leaves, weight of protocorms, chlorophyll synthesis and percenta-
ge of living plantlets. Differences between studied humin substances were found in
several phenomena. Natrium hymatomelanate has a significantly stimulative effect on
weight of protocorms of Dactylorhiza in a concentration of 5 mg.I"', while natrium
humate in a concentration 50 mg.I"' (Fig. 3). A concentration of 10 mg.I" natrium
hymatomelanate has a comparative effect on the plant growth of Orchis with 50 mg.1!
natrium humate (Fig. 5).

Results indicate the stimulative effect of natrium hymatomelanate in the concentra-
tion from 5 to 50 mg.I"! and natrium humate in the concentration 50 mg.I". Higher
concentration (500 mg.l"') showed an inhibiting effect (Fig. 1). Both studied sub-
stances were extracted from peat at the Masaryk University using the published
method (Tichy, Cechovi, 1974).

Kontakminf adresa:

Ing. Helena V1a$inova, Vysokd Skola zem&d€lska, Zemédéelska 1,
613 00 Bmo, Cesk4 republika, tel.: 05/45 13 30 24, fax: 05/45 21 20 44
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PRODUKCE ETYLENU A ETANU PRI TVORBE ADVENTIVNICH
KORENU NA STONKOVYCH SEGMENTECH REVY VINNE

H. FiSerovi, J. Hradilik

Vysokd Skola zemédélskd, Brno

Byla sledovina tvorba adventivnich kofend a stupei nara¥enych pupenid na api-
kélnich, medidlnich a bazélnich stonkovych segmentech vinné révy a produkce ety-
lenu a etanu. V poé&itku tvorby kofenu stoupd produkce etylenu a klesa produkce
etanu. Apikilni segmenty produkuji vysoce priikkazn& vice etylenu a etanu neZ seg-
menty medidlni a bazilni. Regresni vztahy mezi uhlovodiky a délkou kofene &i
délkou naraSenych pupend jsou prikazné a vysoce prikazné pouze u apikilnich
segmentfi. Vztah mezi etylenem a etanem je neprikazny.

U vinné révy se projevuje vyraznd apikdln{ dominance, kterd byla pfedmétem
studia vztahd mezi nativnimi rlistovymi reguldtory, jejich topofyzou a interakc{
se zvl43tnfim zfetelem na tvorbu koiendi u segmentdl letorostu a s tfm spojenou
produkcf etylenu a etanu.

Rada autori sleduje vliv etylenu na tvorbu vyhond a kofeni a jejich vysledky
jsou c¢asto riizné. Hladina etylenu v pletivech a indukce tvorby bo¢nich koieni
je regulovédna auxinem. Batten, Mullins (1978) v3ak proti této ivaze
argumentujf tim, Ze nedok4zali v hypokotylu fazolf vztah mezi tvorbou bo¢nich
kofenil a etylenovou produkcf u segmentd oSetfenych auxinem.

Krishnamoorthy (1972) uvéadi, Ze etylen uvoliujfcf se z ethrelu
(CEPA), piisobi synergicky s riiznymi auxiny, nikoliv v¥ak s 2,4D. Podle citova-
ného autora jsou hladiny etylenu (1 pl.1") o mnoho vy3¥f ne¥ produkce v nestre-
sovych situacich.

Radin, Loomis (1969) oznimili, Ze 2 aZ 3 ul' etylenu inhibujf tvorbu
bo¢niho kofene u fedkviCky, zatimco D i 1mas1 Theriou et al. (1993)
zaznamenali pfi pfidavku etylenu 0,01 aZ 10 ul znatné zvySenf po¢tu vyhoni
a podstatn€ vy33{ tvorbu adventivnich kofend pfi regeneraci listd petunie.

Etylen produkujf vice kofeny dvoudéloZnych rostlin neZ kofeny rostlin jedno-
déloZznych (Feldm an, 1984). U mutantu morfologicky abnormalniho rajCete
se netvoif bo¢nf kofeny, aviak po aplikaci etylenu 5 nlI" se obnovi normélnf
rozvétveny kofenovy systém. Drew et al. (1981) proto vyslovili pfedpoklad,
Ze etylen stimuluje zakldd4dni bo¢nich kofend. Tato problematika v3ak zfistdvé
stdle otevienou otdzkou.
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Podobn& D re w et al. (1979) pozorovali rist kofenovych a stonkovych bézf
kukufi¢nych semend¢ki v Zivném roztoku provzdudfiovaném vzduchem s obsa-
hem etylenu 5 u.l'l, kdy bylo v kofenovych nodech stimulovadno zakldd4nf adven-
tivnich koiend.

Konings, Jackson (1979) uvidéjf, Ze nejdel3f kofeny majf nejvyssi
produkci etylenu. Nizky pomér etylenové produkce je v korelaci s malym rozvo-
jem kofenového systému. Koncentrace etylenu 0,02 a% 0,1 u.l'l plisobf na riist
kofendl stimula¢né. Inhibice riistu kofendl byla zaznamenéna pfi koncentraci ety-
lenu 1 u.l".

Kromé z4vislosti produkce etylenu na tvorb& kofenové soustavy byla studo-
véna i otdzka vztahu etylenu a etanu pfi rhizogenezi.

MATERIAL A METODA

Byly zpracovény letorosty odebrané v zimé 22, 1. 1991 z rezistentmiho kulti-
varu révy vinné Bianka. Letorost byl segmentovén po nodech; jako bazélnich
bylo ponechdno sedm aZ

devét pupend ze spodnf ¢4sti

’ - la. Nékres zpilisobu rozdé- letorostu a apikdlnich Sedm

\ & lenf letorostu révy vinné na aZ devet PuPef‘ﬁ 2 hornf Césti

: apik4In (A), medidlnf (M) letorostu. Zbyvajicf segmen-

{ a bazdinf (B) pupeny — ty ze stfedn{ ¢4sti byly ozna-

Drawing of the method of Ceny jako medidln{ (sedm aZ

8| vine annoal shoot classifi- devét segmentii po jednom

1 0 "(;:[‘)m :‘;L“L:::l’ ':';) pupenu). Segmenty byly stfi-

( badi hdny pod pupenem asi 3 aZ

1 1b. Upraveny segment 5 cm a t¥sn€ nad pupenem
{n_— révy vinné — Adapted vine (obr. 1a, b).

v segment Apikdlni, medidlni a ba-

b zdlnf segmenty z jednoho

‘L letorostu byly zvéZeny a uza-

il virdny do 500ml infuznich

A ! lahv{ s bralenem a destilova-

! e nou vodou. Takto byly zpra-

{ coviny tii letorosty, resp.

9 B pokus probé&hl ve tfech opa-

|\ kovénich, Lahve byly uza-

‘l vieny gumovym uzdvérem

a po 24h inkubaci na okné

pfi laboratorn{ teploté 24 °C

ajl__ | z nich bylo odebfréno tfikrat
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po 1 ml vzduchu, ktery byl analyzovén na plynovém chromatografu CHROM 5
(Laboratorn{ piistroje Praha) s plamenoionizatnim detektorem.

Analyzy byly provddény na ndpliiové kolon€ o primé&ru 3 mm, dlouhé 1 m
a plnéné Porapakem N (HEWLET PACKARD). Teplota néstiiku byla 50 °C,
kolony 45 °C a detektoru 70 °C. Pritok dusiku ¢&inil 30 ml.min"!, vodiku

2. Produkce etylenu u apikélnich (A), medidlnich (M) a bazélnich (B) segmenti révy vinné po
dobu trvédni pokusu; + - prilkkazné, ++ - vysoce pnikazné — Ethylene production in apical (A),
medial (M), and basal (B) segments in vine during the time of the experiment; + - significant,
++ - high significant

3. Produkce etanu u apikélnich (A), medidlnich (M) a bazélnich (B) segmentd révy vinné po
dobu trvénf pokusu; + - priikazné, ++ - vysoce prikazné — Ethane production in apical (A),
medial (M), and basal (B) segments in vine during the time of the experiment; + - significant,
++ - high significant
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33 ml.min’ a kysliku 700 ml.min"’. Odezva detektoru byla vyhodnocena integré-
torem (Laboratorn{ pifstroje Praha) v jednotkéch integrétoru (j. i.).

Po analyze na plynovém chromatografu byly lahve otevieny a ponechdny na
okné. Méfen{ probfhala po tydnu s ob¢asnou vyménou vody po dobu dvou mé-
sicll. Ziskané hodnoty integritoru byly piepocitdny na objem 1 ml ovzdul$ial g
hmotnosti rostlinného materiélu, ktery byl prib&Zné zji¥fovan, a potom statisticky
zhodnoceny a zpracovéiny do grafi (obr. 2 a 3). Pro srovnin{ hodnot obou uhlo-
vodikd (etylenu a etanu) jsou hodnoty ponechdny v jednotk4ch integritoru.

Od zaloZenf pokusu do 13. 2. (tfi tydny) nevykazovaly segmenty Z4dné vidi-
telné zndmky riistové aktivity. 26. 2. (pity tyden) bylo moZné jiZ zmé&fit délky
naraSenych pupeni; jejich grafické vyhodnocen{ je uvedeno na obr. 4 spolu
s prvnfm vyhodnocenfm tvorby kofene i riistu nového letorostu 7. 3. (sedmy
tyden) a zdv&reCnym hodnocenim 26. 3. (devity tyden). Do grafu na obr. 4 jsou
zakresleny i prim&mé hodnoty produkce etylenu a etanu v dob& hodnocen{ délky
vyraSenych pupend a koiend.

o s 4. Primém4 délka narasenych
1 : pupenil a kofentl u apikélnich,
- 3 medidlnich a  bazélnfch

5 == L segmentd letorostd v patém,
O +ﬂ 2 sedmém a dev4tém tg¢dnu od

zaloZen{ pokusu a produkce
obou uhlovodfkd — Mean
length of broken buds and
root length in apical, medial,

>
=M | and basal segments of annual
#: 4 shoots in the fifth, seventh,

T

ETYLEN

LETOROST
\

\

MR

ETAN

and ninth week from starting
/" " the experiment and production
73 [ of the both hydrocarbons

KOREN

4

B3 apikdlnf - apical @—

0 medidlnf - medial X- - -

O bazélnf - basal O-wee

© prikaznd hodnota - significant value

osa y (vlevo) - délka - y axis (left) length

osa y (vpravo) - jednotky integritoru - y axis (right) - integrator units
letorost - annual shoot etylen - ethylene

kofen - root etan - ethane
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Pro hled4n{ vztahﬁ-mezi produkcf plyni a riistovou odezvou segmenti révy vinné
byly sledovény regresnf z4vislosti, jejich? vysledky jsou uvedeny na obr. 5 aZ 8.

Sa. Regresni z4vislost produkce etylenu na dél-
ce radfctho pupenu u apikélnich segmentd —
Regression dependence of ethylene pro-
duction on breaking bud length in apical
segments

Sqycm
3 . '
v 06365

3
29

. .
, - g - Ad -
0 1 2 3 [ jol S

6a. Regresnf z4vislost produkce etanu na dél-
ce raffctho pupenu u apikélnfch segmentd —
Regression dependence of ethane production
on breaking bud length in apical segments

Syem
& .
34 . .
L] .
r=0,226

29

.
11
0 s - 28, ’e .

0 1 2 3 3

5b. Regresni zdvislost produkce etylenu na dél-
ce kofene u apikélnich segmentd — Re-
gression dependence of ethylene production
on root length in apical segments

¢ =-07708"

29

6b. Regresnf z4vislost produkce etanu na dél-
ce kofene u apikdinfich segmentd — Re-
gression dependence of ethane production on
root length in apical segments
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209 cm

. r=-0071

10 4

7a. Regresn{ zévislost produkce etylenu na dél-
ce rasfctho pupenu u mediélnich segmentd —
Regression dependence of ethylene pro-
duction on breaking bud length in medial
segments

o] r=02375

VYSLEDKY A DISKUSE

= 0,2705

1 2 3 4 5 6 1 gjiy

7Tb. Regresni z4vislost produkce etylenu na dél-
ce radfcfho pupenu u bazédlnich segmentd —
Regression dependence of ethylene pro-
duction on breaking bud length in basal
segments

8. Regresnf zdvislost produkce etanu na pro-
dukci etylenu u bazéinfch segmentd — Re-
gression dependence of ethane production on
ethylene production in basal segments

+ prikazné - significant
++ vysoce pritkkazné — high significant

JiZ za 24 h po odbéru letorostd z rostliny jsou patrné rozdily v produkci
etylenu (pupeny z apikdlni &4sti produkuji vysoce prikazné vice etylenu neZ
pupeny z &4sti bazdln{) a tento charakter si uchovivajf po cely mésic (obr. 2).

Také produkce etanu (obr. 3) je vysoce prikazné vy33{ u apikdlnich C4sti
segmenti letorostid, zatimco kifivka produkce etylenu v3ak kles4, kfivka produkce
etanu zpocitku stoupd a od tfettho tydne od zaloZenf pokusu zalfn4 klesat.
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Z pupend bazilnfch ¢4stf letorostd proristaji del$f vyhony neZ z &4stf api-
kélnich (obr. 4) a apikdlnf segmenty letorostu tvoif del¥f kofeny neZz segmenty
bazdlnf, coZ je reakce na rozloZenf nativnich cytokinind a auxind a jejich regu-
la¢nf funkci.

Pfi prvnfm méfen{ produkce obou sledovanych uhlovodikil byla zji3t€na vy-
sokd hladina etylenu u bazdlnich, medidlnich i apikdlnich segmentl letorostu
vinné révy, coZ miiZe byt odezva rostliny na stres vyvolany segmentac{. Produkce
etylenu v3ak nedosahuje ani pfi tomto prvnfm méfen{ koncentraci 1 ug.l'l a na-
tivnf etylen by tak nemél, jak uvddéji Radin, Loomis (1969), pisobit
zpémé& na tvorbu koiene inhibi¢né& (obr. 2). Podle vysledkid uvedenych v grafu
obr. 3 nenf produkce etanu indik4torem stresu rostliny na poran&n{.

Pfi iniciaci ristu kofendl (obr. 4) dochéz{ ke zvySeni produkce etylenu a sni-
Zenf produkce etanu. Pii prodluZovacim ristu kofend klesaji hodnoty etylenu
nepifmo imé&mé s délkou radictho pupenu a pfimo Wimémé s délkou koiend. Pro-
dukce etanu stoupd pfimo imémeé s délkou kofend.

Je zndzorn&na regresnf z4vislost mezi produkci etylenu a délkou rasictho pu-
penu (obr. 5a) ¢i délkou kofene (obr. 5b) u apikédlnfch segmenti. Vztah mezi
produkcf etylenu a raSenfim pupeni je vysoce priikazny.

Produkce etanu je u apikédlnich segmentd vysoce priikaznd v pfipad€ vztahu
etan - kofen (obr. 6b), zdvislost produkce etanu na naraSenych pupenech je
prikazn4 (obr. 6a).

Délka rasictho pupenu a produkce etylenu je v pfipad€ bazilnich a medi4lnich
segmenti nepritkaznd (obr. 7a, b), podobné jako neuvddéné vztahy etanu a kofe-
nd. Vztah etanu a etylenu u bazélnfch segmentd je kladny a nepriikazny (obr. 8).
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The present paper deals with the relation between native growth regulators and
their ability to influence the intensity of bud growth and capacity of adventitious root
formation as related to the production of hydrocarbons - ethylene and ethane.

The apical segments produce ethylene and ethane highly significantly more than
the basal and medial ones. The increased ethylene production immediately after the
annual shoot segmentation signalizes that ethylene is an indicator of the stress to plant
injury. This relation cannot be stated for ethane (Figs 2, 3).

The ethylene production decreased successively during the time of investigation,
i.e. for nine weeks from the start of the experiment. A slight increase in ethylene
production before the budbreak initiation (Fig. 2) may be an indicator of enhanced
metabolism in the segment. On the contrary, the ethane production (Fig. 3) increased
but it began to decrease before the budbreak initiation, as well.

Ethylene production is increasing and ethane production is decreasing in roots
initiation (Fig. 4). In elongation growth ethylene production and ethane production
is inverse relation to the length of the growing bud and in direct relation to the length
of the root.

The regression between ethane and ethylene is insignificant and positive (Fig. 8),
and that between ethylene and the root length is insignificant (Fig. 5b). In the case
of apical segments, the regression relation between ethane and the root length is
highly significant (Fig. 6b).

The relation between the ethylene production and length of breaking buds in apical
segments is highly significant and negative (Fig. 5a). The function between the ethane
production and breaking bud length in apical segments is significant (Fig. 6a).
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VLIV BENZOLINONU NA RUSTOVE KORELACE
U KLICNICH ROSTLIN HRACHU

§. Kli¢ova, J. Sebsnek, P. Hrstkové

Vysokd Skola zemédélskd, Brno

Byl zkoumén vliv benzolinonu (preparit Rastim 30 DKV) na riistové korelace
u klf¢nich rostlin hrachu. Roztok Rastimu v koncentraci 6 mg.l”', v ném% byla
zbobtnina semena hrachu, plsobil vice inhibi¢n€ na riist epikotyldl a kofend neZ
stejnd koncentrace IAA. Obdobné pisobil Rastim vy$§i inhibici ristu d€loZnich
axilard (kotylard) dekapitovanych rostlin neZ IAA, byl-li v lanolinu aplikovan na
délohy. V pfipad€ aplikace Rastimu na feznou plochu dekapitovaného epikotylu
mél Rastim niZ$i inhibiéni vliv na rist kotylard neZ IAA. Inhibi&ni vliv Rastimu
plsobi intenzivn&ji akropetilng, inhibiéni vliv IAA pak bazipetiln€. Rastim na
rozdil od IAA, GA a BA projevuje téZ silny tumorigenni G&inek a jeho inhibi&ni
ristovy vliv 1ze zrufit pouze cytokininem, nikoliv vak giberelinem nebo Ethrelem.
Pii aplikaci na jednu z obou déloh dekapitovanych rostlin Rastim a IAA inhibuji
a BA naopak stimuluje riist pupenu ofetfené délohy, aviak GA neni schopen de-
terminaci mezi kotylary ovlivnit.

Ve VUCHT v Bratislavé byl vyvinut p¥pravek Rastim 30 DKV, jehoZ t&in-
nou litkou je benzolinon (3-benzyl-oxykarbonyl-methyl-2-benzothiazol). Jsou
mu pfipisovdny fyziologické ifinky do urcité miry podobné reguldtorim
rostlinného riistu auxinové povahy (Varkonda et al., 1989). Z hlediska re-
generace adventivnich kofeni m4 Rastim 1c¢inky podobné jako kyselina o-nafty-
loctovd (NAA) a je vhodny i pro regeneraci in vitro (Prochédzka, 1992).

U stonkovych tizkd Ligustrum vulgare stimuloval Rastim rhizogenezi méné
u¢inné neZ kyselina B-indolyloctovd (IAA), jak uvdd&€ji Rauscherovd et
al. (1991). Abscisi listl Ligustrum ovalifolium brzdil Rastim s obdobnou vc¢innost{
jako TAA (Sebédnek et al., 1994), aviak stdmutf segmenti listd ovsa brzdil
méné ucinné neZ IAA (K1i¢ov 4 et al., 1994).

Ukolem predloZené préce bylo prozkoumat vliv Rastimu na zdkladnf riistové
korelace u klf¢nich rostlin hrachu a porovnat t¢inek Rastimu s ¢inkem IAA,
pifpadné i n€kterych dal$ich ristovych reguldtord.

MATERIAL A METODA

K pokusiim bylo pouZito osivo hrachu odriidy Smaragd a t&€chto reguldtori
rostlinného riistu: benzolinon (prepardt Rastim 30 DKV, 300 g.I'! benzolinonu),
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kyselina B-indolyloctovd (IAA), benzyladenin (BA), giberelin (GA3) a kyselina
2-chloretylfosfonovd CEPA (prepardt Ethrel, 480 g.l'l chloretylfosfonové kyseliny).

V pifpadé€ pokusu 1 byla semena méi¢ena ve vod& nebo v roztoku pifsluinych
ristovych reguldtord po dobu 12 aZ 24 h a pak vyloZena radikulou dold do
zvlhenych pilin. V nich byly rostliny kultivovdny po dobu péti dnf ve tmé& pfi
teplot€ 22 + 2 °C. Poté byly zméfeny epikotyly a kofeny. V kaZdé pokusné varianté
bylo 20 aZ 30 rostlin. Pokusy byly s obdobnymi vysledky tfikrdt opakovény.

V ptipadé pokusd 2 aZ 6 byla semena mécfena 10 aZ 12 h ve vodé a po
zbobtnén{ prenesena radikulou doli do zvlh¢enych pilin. Po tfidenn{ kultivaci
v pilindch byly kli¢ni rostliny pfeneseny do nddob naplnénych vodou a opatie-
nych sftky k prostréenf kofend. Rostliny byly rozdéleny do pokusnych sérif,
v nichZ byly operovény a o3etfeny lanolinovou pastou s pffsluSnymi regulétory.
V kazdé pokusné sérii bylo 20 aZ 25 rostlin. Kultivace probfhala ve tmé& pfi
teploté 22 + 2 °C. KaZdy z pokusd byl s obdobnymi vysledky jednou aZ dvakrat
opakovén. Vysledky byly zpracovdny pomoc{ r-testu.

VYSLEDKY

Korelace mezi koifenem a epikotylem (pokus 1)

Semena byla zbobtndna v roztocich Rastimu, IAA a GA3 (koncentrace 6; 0,7;
0,17; 0,04 mg.1™) a pro kontrolu ve vod&. Po pétidenni kultivaci byly rostliny
zméfeny (obr. 1). Pomér mezi epikotylem a kofenem je ndpadné zvySen pod
vlivem GA (z 0,36 aZ na 0,58). Rastim i IAA pilisobily na epikotyl i kofen inhi-
bi¢né, pfiemZ Rastim v nejvy33f uZité koncentraci pisobil inhibi¢n€ podstatn&
u¢inné&ji neZ IAA v téZe koncentraci. Inhibi¢nf i¢inek Rastimu v koncentraci
6 mg.I"" byl zv148t& ndpadny u epikotylu, kde doch4zelo k silnému zadr¥enf pro-
dluZovaciho ristu ve prosp&ch riistu ztlustovactho. Pomér mezi epikotylem a ko-
fenem byl rovné€Z nejndpadnéji snfZen v pfipad¢ Rastimu (6 mg.l'l), ato z 0,36
na 0,10.

Riist GZlabnich pupend déloZnich (kotyldrd) pod vlivem regulatord aplikovanych
na Feznou plochu dekapitovaného epikotylu (pokus 2)

Kli¢ni rostliny byly dekapitovdny a na feznou plochu dekapitovaného epiko-
tylu byla natfena pasta s IAA a s Rastimem v koncentracfch zfejmych z obr. 2
(pokus 2a). Za devét dnf po dekapitaci byly zméfeny dominujfcf a zainhibované
kotyldry, pfiCemZ se ukdzalo, Ze pffslu¥né koncentrace IAA majf vy3§f inhibi¢nf
vliv neZ odpovidajfcf koncentrace Rastimu. Jest€ 0,012% koncentrace IAA méla
podstatné vy33i inhibi¢ni i¢inek neZ 0,2% Rastim (obr. 2). Rastim (v koncentraci
0,025%) pfitom projevoval ndpadny vliv na zduienf epikotylniho pahylu.
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-150= A IAA IAA RA RA GA G6A GA GA
'ﬁ‘:fr o,no,onb”o',t‘lw 6 o7 o7 0os%

1. Vliv mé4cenf semen v roztocfch IAA, Rastimu (RA) a GA na délku epikotylu a kofenu
kli¢nfch rostlin — The effect of soaking of pea seeds in IAA, Rastim (RA) and GA solutions on
the epicotyl and root length of seedlings

* rozdily prikazné - significant differences

** rozdfly vysoce priikazné - insignificant differences
epikotyl - epicotyl  EE kofen - root

k - kontrola - control

ProtoZe v pfedeSlém pokuse 2a mély viechny pouZité koncentrace IAA a Ras-
timu inhibi¢n{ vliv na riist kotylard, bylo uZito niZ§ich koncentracf obou regulé-
tord. Za 3est dnf po dekapitaci se ukdzal op&t intenzivné&j3f inhibi¢nf vliv IAA
proti Rastimu. V uZitych nizkych koncentracich jiZ Rastim nepisobil inhibi¢n&
viibec, pficemZ v 0,003 a 0,0015% koncentraci mél dokonce mfrné stimula¢n{
vliv (obr. 3).

Oba uvedené pokusy (2a, b) byly s obdobnymi vysledky zopakovany (pokus
2c), pfi¢emZ stimula¢ni ristovy i¢inek 0,0015% Rastimu neby! statisticky pri-

kazny. V dal§fm opakovdn{ bylo uZito i 0,0007% Rastimu, ktery rovnéZ piisobil
stimulaéné (ve srovndn{ s kontrolou o 8%), av8ak bez statistické priikaznosti.

Riist GZlabnich pupenii déloZnich pod vlivem regulitori aplikovanych na jednu
z déloh dekapitovanych rostlin (pokus 3)

Po dekapitaci rostlin byly ob& d&€lohy svisle skrojeny - redukce déloh o tfetinu
aZ polovinu (pokus 3a). Na feznou plochu jedné délohy byla pak natfena bud
pasta s Rastimem, nebo s IAA (tab. I). Z tab. I vyplyvd o néco vyrazné&;j3{ inhi-
bi¢nf vliv Rastimu neZ IAA na determinaci riistu kotylard, zfejmy jeSt€ v 0,025%
koncentraci.
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2. Vliv IAA nebo Rastimu (RA) v 0,2 aZ 0,012% koncentraci v lanolinu aplikovanych na feznou
plochu dekapitovaného epikotylu na riist dominujfcich a zainhibovanych kotyldmich vyhont
klfénfch rostlin hrachu — The effect of IAA or Rastim (RA) in 0,2 to 0,012% concentration in
lanolin applied on the cut surface of decapitated epicotyl on the growth of dominating and
inhibited cotylary shoots of pea seedlings
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3. Vliv IAA nebo Rastimu (RA) v 0,006 aZ 0,0015% koncentraci v lanolinu aplikovanych na
feznou plochu dekapitovaného epikotylu na rfist dominujfcich a zainhibovanych kotyldrmich
vyhonti kli¢nich rostlin hrachu — The effect of IAA or Rastim (RA) in 0,006 aZ 0,0015%
concentration in lanolin applied on the cut surface of decapitated epicotyl on the growth of
dominating and inhibited cotylary shoots of pea seedlings

[ dominujici kotyldry - dominating cotylars  HE inhibované kotyldry - inhibited cotylars
k - kontrola - control
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L. Rist kotyldrd v dZlabi délohy oSetiené Rastimem, resp. IAA ve srovndnf s ristem kotyldrd
v GZlabi kontrolnf neoSetiené délohy dekapitovanych klfénfch rostlin hrachu — The growth of
cotylars in the axila of the cotyledon treated with Rastim or IAA in comparison with the growth
of cotylars in the axila of control untreated cotyledon of decapitated pea seedlings

Ristovy regul{ttorl R;m s upenuz %)
déloha oSetfend déloha neosetfens®

IAA 0,2% 52 94,8
Rastim 0,2% 0 100,0
1AA 0,05% 21,1 78,9
Rastim 0,05% 4,5 95,5
IAA 0,025% 31,8 68,2
Rastim 0,025% 23,5 76,5
IAA 0,012% 31,8 ' 68,2
Rastim 0,012% 42,2 57,8

! growth regulator, 2growing bud, *treated cotyledon, “untreated cotyledon

II. Rdst pupenfi v GZlabf dé€lohy osetfené GA, BA a Ethrelem ve srovnénf s riistem pupeni
v iZlabf neosetfené dé€lohy dekapitovangch kli¢nich rostlin hrachu — The growth of buds in the
axila of the cotyledon treated with GA, BA and Ethrel in comparison with the growth of buds
in the axila of untreated cotyledon of decapitated pea seedlings

Riistovy vegui stor! lntcnzi\;néjﬁ rist pupenu2 (%)
déloha osetfend dé&loha neodetfens’
Ethrel 1% 28,6 71,4
GA 1% 53,0 47,0
BA 0,5% 89,5 10,5

) growth regulator, %more intensive growth of the bud, *treated cotyledon, “untreated cotyledon

Dekapitace a skrojenf déloh bylo provedeno jako v pfedeslém pokusu 3a. Na
feznou plochu jedné dé&lohy byla pak natfena pasta s GA, BA nebo s Ethrelem
(tab. IT). Z vysledkid je zfejmé, Ze GA nenf schopen determinovat dominanci mezi
kotyldry viibec. Naproti tomu Ethrel m4 trend k inhibi¢nf determinaci rstu ko-
tyldrd, s BA naopak vyrazné determinuje stimulaci riistu kotylard.

Porovnéni riistu GZlabnich pupeni déloZnich pod viivem Rastimu aplikovaného
na obé délohy nebo na feznou plochu epikotylu dekapitovanych rostlin (pokus 4)

Rostliny byly dekapitovdny a ob& délohy skrojeny (redukce dé€loh o tietinu)
a pak bud’ na feznou plochu epikotylu, nebo na feznou plochu obou d€loh byl
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aplikovdn Rastim. Délka kotyldri byla vyhodnocena za 11 dni po dekapitaci
(tab. III). Pod vlivem téZe koncentrace Rastimu byl ndpadné siln&ji zadrZen riist
kotylard pfi jeho aplikaci na dé€lohy neZ na epikotyl. Pfi aplikaci na délohy i na
epikotyl do3lo pfitom ke vzniku epikotylnich tumori.

ITI. Riist kotyldrd pod vlivem Rastimu aplikovaného na délohy nebo epikotyl dekapitovanych
kli¢nich rostlin hrachu — The growth of cotylars affected by Rastim applied on the cotyledons
or epicotyl of decapitated pea seedlings

Délka kotyldru*

Rastim Aplikace na' : gyt ) 3

dominujictho zainhibovaného
0.2% délohy? 0,3** 0
0,2% epilcotyl3 177,4466,8"* 5,9+9,7"
0,1% délohy 5,6+12,6™* 1,1+1,4"
0,1% epikotyl 244,24383" 3,616,0"
0 - 253140,6 2,0£3,9

** vysoce priikazny rozdil - highly significant difference
" nepritkkazny rozdil - significant difference

lapplication on, 2cotyledons, 3epicoty|. 4length of cotylar, sdominating, Sinhibited

Vliv GA, BA a Ethrelu na riist kotylarid zainhibovanych po aplikaci Rastimu
na délohy (pokus 5)

Na rostliny, u nichZ byl v pokusu 4 pod vlivem 0,2% Rastimu zcela zadrZen
riist kotyldrd, byla aplikovéna na bézi zduielého epikotylnfho pahylu pasta s 0,5%
BA, resp. 1% GA nebo 1% pasta s Ethrelem. Po 3esti dnech bylo konstatovéno,
Ze k riistu pupendl do$lo pouze pod vlivem BA, kdy se u 75 % rostlin kotylarn{
pupen zvé&tSil v priméru na 20 mm, ¢asto byl ndpadné ztlustly a s poruSenou
geotropickou citlivostf (obr. 4, 5). Ethrel a giberelin byly ned¢inné.

Tumorigennf Géinek Rastimu porovnany s d¢inkem IAA, BA a Ethrelu pfi aplikaci
na obé délohy dekapitovanych rostlin (pokus 6)

Na ob& dé&€lohy dekapitovanych rostlin se svisle skrojenymi d€lohami byly
aplikovany rlistové reguldtory. Rist kotyldri byl vyhodnocen po sedmi dnech
(tab. IV). Zatimco v pokusu 2a se ukézalo, Ze pfi aplikaci na epikotyl m4 Rastim
men3{ inhibi¢n{ vliv na rist kotyldrd neZ IAA, pfi aplikaci na d&€lohy je tomu
opa¢né&; 1% Ethrel mél pfitom zhruba stejny inhibi¢nf i¢inek jako 0,2% IAA. BA
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4. Vliv BA na uvolnénf inhibi¢nfho d¢inku Rastimu (RA); vlevo tfi rostliny po aplikaci Rastimu
(v 0,2% lanolinové pasté na délohy) se zainhibovanymi pupeny; vpravo tfi rostliny po aplikaci
BA s rostoucimi pupeny — The effect of BA on the release of the Rastim (RA) inhibitory effect;
left three plants after Rastim application (in 0,2% lanolin paste on cotyledons) with inhibited
buds; right three plants after BA application with growing buds

Foto ing.J. Prochdzka

5. Dekapitované kli¢ni
rostliny hrachu se zain-
hibovanymi pupeny a tu-
mory vzniklymi po apli-
kaci 0,2% pasty s Rasti-
mem (RA) na délohy —
The decapitated pea
seedlings with inhibited
buds and tumors origina-
ting after the application
of 0,2% paste with
Rastim (RA) on the coty-
ledons

IV. Rist kotyldrd pod vlivem Rastimu, BA, IAA a Ethrelu aplikovanych na ob& délohy deka-
pitovanych kli¢nich rostlin hrachu — The growth of cotylars affected by Rastim, BA, IAA and
Ethrel applied on both cotyledons of decapitated pea seedlings

Ristovy regulétorI — Dé;ka kotyléruz (mr'n) - 7
dominujicfho zainhibovaného
Rastim 0,2% 0 0
Rastim 0,1% 8,9+22,7 0
IAA 0,2% 29,1+18,9 0
1AA 0,1% 56,2+28,6 1,243,1
Ethrel 1,0% 22,6+7,7 2,545,0
30,7£12,6
BA 0,5% 34,2+13,5 9,144
1,0+2,8

'growth regulator, 2Iength of cotylar, 3dominating. 4inhibited
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pisobil ndpadné zmnoZenf ristu pupend, ale obdobné jako Ethrel a 0,1% IAA
nepilisobil na vznik tumord, které vznikaly ndpadné jen pod vlivem Rastimu a pod
vlivem 0,2% IAA, kdy bylo ziejmé jen mfmé dufen{ apikdln{ ¢4sti epikotylniho
pahylu.

DISKUSE

Ristové korelace na kli¢nich rostlindch hrachu zacal zkoumat Dost4l
(1908) nejprve ve vztahu ke korelaci mezi dé€lohou a jejim dZlabnim pupenem,
pozdg&ji také ve vztahu ke korelaci mezi kofeny a lodyhami (D ost41, 1941).
V na3i préci jsme na tomto modelu vénovali pfedeviim pozornost korelaci mezi
kofenem a epikotylem. Pfi porovnan{ ucinkd Rastimu s uinky IAA se ukézalo,
Ze Rastim inhibuje riist kofend i epikotyld i¢inné&ji nez IAA, coZ se tykd zv14st
ndpadné epikotylu. Pomér mezi epikotylem a kofenem byl nejvyraznéji sniZen
Rastimem v koncentraci 6 mg.l", coZ souviselo se zadrZzenim prodluZovaciho
a s podnicenim ztlu§fovaciho riistu. Rastim se tak zv148t ndpadn& projevil pro-
tichidn& proti GA, u kterého se v souladu s dffve popsanymi vysledky (Seb 4 -
nek, 1962) ukdzal naopak pfesun korelace mezi kofenem a epikotylem ve
prospé&ch epikotylu.

Inhibi¢ni{ vliv lodyZniho vrcholu na riist iZlabnich pupeni déloZnich (kotyldri)
je po odfiznuti vrcholu napodobitelny aplikaci IAA (Thimann, Skoog,
1933). V naSich pokusech projevila IAA nanesend na feznou plochu dekapitova-
ného epikotylu inhibi¢ni vliv v koncentra¢nim rozmezi 0,2 aZz 0,003% (imé&mé
stoupajici koncentraci). Rastim v3ak inhiboval rist kotyldari pouze v 0,2 az
0,025% koncentraci. NiZ8{ koncentrace Rastimu jiZ rist kotyldri na rozdil od
IAA neinhibovaly, naopak velmi nizké koncentrace (0,0015 az 0,0007%) proje-
vily tendenci k tcinkiim stimulaénim. Obdobny stimula¢ni u¢inek byl jiZ diive
popsén i pro 0,0007% IAA (Sebdnek, 1967), ktery poslouZil pro dikaz, e
apikdlni dominanci nelze vysvétlit schopnosti IAA atrahovat trofické substance,
nebot atrakéni schopnost mély nejen vys8f koncentrace IAA zadrZujfcf rist ko-
tyldrd, nybrZ i velmi nizk4 koncentrace IAA, kter4 riist kotyl4rii dokonce stimu-
lovala. Stimula¢nf i¢inek velmi nizkych koncentraci Rastimu se v3ak ve v3ech
opakovdnich naSich pokusd neprojevil jako priikazny. Zatimco IAA pisobil
mimé dufeni fezné plochy epikotylntho pahylu jen v nejvy38ich koncentracich,
Rastim piisobil ndpadny vznik tumoru na fezné plose jeSt¢ v koncentraci 0,025%.

Byly-li v8ak IAA nebo Rastim naneseny na dé€lohy dekapitovanych kli¢nich
rostlin, projevil naopak Rastim podstatné siln&j3{ inhibi¢nf vliv na riist kotylard
neZ odpovidajici koncentrace IAA, coZ sv&€d¢i o tom, Ze inhibi¢ni vliv Rastimu
plisobi podstatn& intenzivnéji ve sméru akropetdlnfm, inhibi¢nf vliv IAA naopak
ve sméru bazipetdlnfm. Pou¢né je zejména srovnédni 0,1% Rastimu naneseného
na délohy, ktery téméf zcela zadrZuje riist kotylard, stejnd koncentrace Rastimu
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viak neovliviiuje jejich riist, je-li nanesena na feznou plochu epikotylu. Obdobné&
Rauscherovd etal (1991) zaznamenali u dekapitovanych rostlin hrachu
s odstran€nou dé€lohou intenzivnéj3i inhibi¢ni vliv Rastimu neZ IAA. Tumori-
genni t¢inek Rastimu, zv14¥t ndpadny pfi jeho aplikaci na d&lohy, pfipomind
plsobeni kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové, spocivajici v ovlivnén{f RNK a pro-
teosyntézy pfi zdsahu do hladiny endogennich fytohormoni auxinového a cyto-
kininového typu (Hradil{k, 1994).

Pii obdobné aplikaci BA a Ethrelu na dé€lohy nebyl v3ak v naSich pokusech
tumorigenni ucinek pozorovadn a v piipadé¢ IAA bylo zaznamendno jen mimé
dufeni epikotylniho pahylu po aplikaci nejvy3$i uZité koncentrace IAA (0,2%).
Schopnost Rastimu inhibovat riist kotyldru pfi aplikaci na jednu z obou déloh je
vy$8f neZ u TAA, u niZ to popsali jiZ Pl1ch (1936)a Dostd1l (1939). Cyto-
kinin BA projevil pfi aplikaci na jednu z obou dé€loh naopak velmi pfesvédcivé
schopnost stimulovat kotyldr takto o¥etfené d&lohy, zatimco GA tuto schopnost
neprojevil. Obdobn& bylo moZné po amputaci epikotylu a jedné d&€lohy a pfi
aplikaci GA nebo BA k pupenu ponechané délohy uvolnit tento pupen z inhibice
jen cytokininem BA a nikoliv giberelinem GA (Sebdnek, 1965), coZ po-
tvrzuje domnénku, Ze giberelin mé podstatné mens3{ dlohu v apikdlni dominanci
ne? cytokinin Prochdzka, 1982; Sebédnek et al., 1991). Podobn&
pouze cytokinin a nikoliv giberelin je schopen uvolnit z inhibice pupeny zadrZe-
né v riistu po aplikaci Rastimu na dé€lohy.
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KLICOVA, 8. - SEBANEK, J. - HRSTKOVA, P. (University of Agriculture, Brno):
The effect of benzolinon on growth correlations of pea seedlings.
Rostl. Vyr., 40, 1994 (8): 763-773.

The effect of benzolinon (Rastim DKV 30) on the growth correlations of pea
seedlings was studied. In the case of a correlation between the stem (epicotyl) and
root, Rastim inhibited epicotyl and root growth more effectively than did IAA
(Fig. 1). The effect of the highest concentration of Rastim (i.e. 6 mg.I") was parti-
cularly striking in the epicotyl where elongation growth was inhibited and thickening
growth stimulated. The most remarkable difference was that found between the effect
of Rastim and GA, Rastim decreasing the epicotyl : root ratio from 0.36 to 0.10, and
GA, on the other hand, increasing it from 0.36 to 0.58.

Stem apical dominance is revealed in the inhibiting effect of the epicotyl apex on
the growth of cotylars. This effect can be imitated much more effectively if we apply
IAA to the cut surface of the decapitated epicotyl than if Rastim is applied (Fig. 2);
very low concentrations of Rastim even tend to stimulate cotylar growth (Fig. 3).

On the other hand, when applied to cotyledons of decapitated plants, Rastim
inhibited cotylar growth much more effectively than IAA did (Tab. III), confirming
that the inhibiting effect of Rastim was more intensive in the acropetal direction, but
of IAA, on the other hand, in the basipetal direction. Rastim applied to cotyledons
and to the epicotyl caused tumors to arise. A similar application of BA and Ethrel
did not cause tumors and IAA slightly affected the origin of tumors only when applied
in the highest concentration used (Tab. IV). The cotylars whose growth was comple-
tely inhibited after an application of Rastim to the cotyledons could be released from
this inhibition only with BA, and not GA or Ethrel (Figs 4, 5).
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If one of the two cotyledons of decapitated plants was treated with Rastim or IAA,
Rastim had a stronger inhibiting effect on the growth of the cotylar of this treated
cotyledon than had IAA (Tab. I). The cytokinin BA with which one of the two
cotyledons was treated, stimulated the growth of the cotylar of the treated cotyledon,
while GA was not capable of affecting the determination between the cotylars
(Tab. II). This fact would suggest that GA plays a considerably smaller role in apical
dominance than cytokinin.
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MOR!«‘OREGULACNi UCINKY A TRANSPORT RASTIMU 30 DKV
U KLICNICH ROSTLIN HRACHU

J. Blaikova, S. Prochazka, L. Havel

Vysoka Skola zemédélskd, Brno

Na kli¢nich rostlindch hrachu byly zkoumany morforegulaéni Géinky a transport
Rastimu 30 DKV, ktery podobné& jako IAA inhibuje rist déloZnich pupend (koty-
lard) u dekapitovanych rostlin. Je schopen u dekapitovanych rostlin simulovat re-
Fula(‘,ni Gdinky intaktniho apexu, resp. exogenné aplikované IAA a atrahovat
*C-BA z kofend. V intaktnich rostlinich je translokovén akropetdlné i bazipetdlné
k centrim aktivniho riistu (pupeny), resp. k zdsobnim orgéniim (d€lohy).

Rastim 30 DKV je chemicky piipravek (Varkonda et al., 1989), jemuZ
jsou pfipisovdny vyznamné fyziologické i¢inky podobné reguldtorim riistu (sti-
mulace rlistu a nasazeni plodd, tvorba kalusu a kotfend, urychleni dozrdvani
plodi, stimulace fotosyntézy apod.) U&innou l4tkou p¥fpravku je benzolidon
(3-benzyl-oxykarbonyl-methyl-2-benzothiazol), jehoZ ucinky jsou podobné
i¢inkiim auxinu IAA (kyseliny B-indolyloctové). Rastim podporuje regeneraci
kofend podobné jako kyselina a-naftyloctovd (NAA) a je vhodny i pro regene-
raci in vitro (Hav el et al,, 1994). U Ligustrum vulgare brzdil Rastim abscisi
intaktnich listd i iZlabnfch pahy1d obdobné jako IAA (Seb4nek et al., 1994),

PfedloZend prdce se zabyvd reguladnimi cinky a transportem Rastimu ve
vztahu k rlistovym korelacim u kli¢nich rostlin hrachu (Pisum sativum L.)

MATERIAL A METODA

V3echny pokusy byly provdd&ny na kli¢nich rostlindch hrachu setého (Pisum
sativum L.) odriidy Smaragd. Nabotnald semena hrachu byla vyseta do agroperlitu
zvlheného destilovanou vodou a nakli¢ena v termostatu ve tmé pfi teplot& 22 °C
a relativni vzdu3né vlhkosti 80 %. Po péti dnech, kdyZ dosahovaly epikotyly
kli¢nich rostlin pfiblizné 25 mm, byly rostliny s nepoSkozenym habitem vybrany,
omyty a preneseny do kultivatnich nddobek s 250 ml destilované vody. Po celou
dobu trvan{ pokusi byly kultivaéni nddobky s rostlinami ponechény v termostatu
ve tmé& pii 22 °C a relativn{ vlhkosti vzduchu 80 %.

Rostliny byly po ukonéeni pokusii odebirdny v piislu$nych ¢asovych interva-
lech a rozd&leny na &sti: vrchol, resp. vrcholov4 &ést epikotylu (0,5 cm), epiko-
tyl, kotylarn{ pupeny, délohy, kofeny. Tyto &4sti byly vZdy ze Ctyf rostlin
spojeny, vysuSeny do konstatni hmotnosti a uZity pro stanoveni radioaktivity.
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KaZd4 varianta mé&la pé&t opakovdnf (tj. 4 x 5 rostlin) a kaZzdy pokus byl dvakrat
opakovén. Pro statistické zpracovani bylo pouZito r-testu.

Cisti rostlin byly spdleny na suché cesté v proudu kysliku (K ala, Pe¥-
k a, 1980). Radioaktivita vzorkli byla stanovena metodou kapalné scintilace.
Radioaktivita scintiltoru se spdlenym rostlinnym vzorkem byla méfena na scinti-
la¢nfm spektrometru fy Packard TRI-CARB, model 2000CA.

Pro stanoveni atrak&n{ schopnosti Rastimu bylo v kaZdé variant® vZdy
20 piedpéstovanych rostlin pieneseno na 12 h do nddobek s 50 ml destilované
vody a s 18,5 kBq radioaktivniho roztoku '*C-BA o specifické aktivit& 2 035
MBg/mmol (Radiochemical Centre Amersham, U. K.). Po 12h transloka¢n{ pe-
riod€ byly rostliny dekapitovdny a na pahyl epikotylu byla nanesena lanolinov4
pasta - varianty: vodn{ pasta (kontrola), pasta s 0,1 % IAA, s 0,3 % Rastimu
a s 3 % Rastimu. V piislusnych ¢asovych intervalech (24, 48 a 72 h) byly rostli-
ny sklizeny a zpracovdny, jak bylo uvedeno.

Pro sledovén{ transportu byl Rastim aplikovan ve formé& kapky 5 pl 3H-Rasti-
mu (aktivita 760 Bq, specifickd aktivita 1,22 GBg/mmol, vyrobce Vyzkumny
ustav farmacie a biochemie) na dekapitovany pahyl hrachového epikotylu a ve
druhé varianté byl Rastim aplikovan ke kofenim. Ke 20 rostlinim v jedné na-
dobce bylo ptiddno 50 ml destilované vody s 18,5 kBq *H-Rastimu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vliv Rastimu na riist kotyldrnich pupend hrachu po jejich uvolnén{ z inhibice
plisobené apexem je zachycen na obr. 1. Pupeny kontroln{ varianty (s vodni
lanolinovou pastou) s pfibyvajicim ¢asem velmi intenzivné rostly. Pupeny va-
rianty s JAA pastou byly ve svém riistu inhibovdny a ob& pouZité koncentrace

[ kowola EZA 0.1 B o3% £ 30%

IAA Ruatim Rastm

g

sher H

1. Hmotnost déloZnich pupend de-
kapitovanych kli¢nich rostlin hra-

100 | chu (v mg) pod vlivem regulito-
e i — Fresh mass of cotyledonary
&1 buds (in mg) of pea seedlings
o Le—r—ee— r!_L_B&_l 2 under the influence of regulators
24 ; 48 72 h kontrola - control :
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Rastimu (0,3% i 3%) riist pupenid inhibovaly obdobn& jako IAA, ale inhibice
nebyla tak vyrazn4 jako v pifpad€ IAA. Statisticky vysoce priikazni inhibice
rlistu se projevila aZ po 72 h.

Schopnost Rastimu atrahovat l4tky regula¢nf povahy (*C-BA) vyplyvé
z tab. I aZ III. U experimentdlnich variant s aplikacf Rastimu je zfejmy vy33{
transport do vrchnf ¢4sti epikotylu, tj. k mistu aplikace Rastimu. U kontrolnich
rostlin doslo k vyraznému zvySovanf 'C-aktivity z '“C-BA v kotyldrnich pupe-
nech v zdvislosti na intenzit€ jejich rlistu (obr. 2). 0.1% IAA riist kotyldarnich
pupenil oproti kontrole brzdila. Také 14C-aktivita nalezend v t¥chto pupenech
byla signifikantn& niZ3f ve v3ech odb&rech. Pupeny rostlin z variant s Rastimem
(0,3% i 3%) akumulovaly o néco vice 4C-BA ne? varianta s IAA, ale aktivity
nedosahovaly takové irovné€ radioaktivity jako varianta kontrolnf. Za 24 h byl
ti¢inek Rastimu na akumulaci '*C-BA v pupenech velmi podobny variant€ s IAA

I. Transport radioaktivity z 4C.BA (v dezintegracich za minutu - dpm) z kofen@l do jednotlivych
&4stf dekapitovanych klfénfch rostlin hrachu po 24h translokaénf period€ — Transport of 4c.BA
radioactivity (in desintegration per minute - dpm) from roots to different parts of decapitated
pea seedlings after a 24h translocation period

Cast rostliny' | Vodnf pasta’ 0,1% IAA 0,3% Rastim 3,0% Rastim
Vrcholy2 1271 135 1359+ 282 1552t 316 1529+ 168
Epikotyly® 4139+ 590 | 4063 155 | 2520+ 190 | 3218 563
Pupeny‘ 804+ 126 422+ 82 590+ 30 449+ 35
Délohys 4759+ 738 4 345+ 252 3980+ 529 2711t 540
Koi‘cnys 39 21745 821 43 92012 246 24 233%1 096 27 44513 705

lplant segments, 2apexes, 3epicotyls, 4buds. sootyledons, ﬁroots. Twater paste

II. Transport radioaktivity z 4c.BA (v dpm) z kofendi do jednotliv§ch &ésti dekapitovanych
klf&nich rostlin hrachu po 48h translokaénf periodé — Transport of ' “C-BA radioactivity (in dpm)

from roots to different parts of decapitated pea seedlings after a 48h translocation period

Cist rostlinyl Vodnf pasta7 0,1% IAA 0,3% Rastim 3,0% Rastim
Vrcholy® 1363 176 1194+ 188 1601t 209 2359+ 623
Epikotyly® 4130 719 2570 419 3304+ 620 2 380t 395
Pupeny* 1413t 220 321 39 949+ 202 827+ 189
Délohy5 3 821+ 385 2058t 300 3226+ 356 3708+ 846
Kofeny® 40 80014 847 27 4884 875 34 0344 067 35 29246 497

For 1 - 7 see Tab. I
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III. Transport radioaktivity z 14c.BA (v dpm) z koiend do jednotlivych ¢4sti dekapitovanych
kli¢nich rostlin hrachu po 72h translokaénf period€ — Transport of %c.BA radioactivity (in dpm)

from roots to different parts of decapitated pea seedlings after a 72h translocation period

Caést rostliny! | Vodnf pasta’ 0,1% IAA 0,3% Rastim 3,0% Rastim
Vrcholy? 1051+ 168 3213+ 612 3297+ 161 2341+ 325
Epikotyly 2 804+ 363 2 000+ 362 1987+ 348 2 606+ 442
Pupeny® 3242+ 493 805+ 129 898+ 57 1418t 310
Délohy® 4637+ 633 2 525+ 647 3 100+ 337 3 000+ 426
Kofeny® 40 361+5 200 | 3070843 515 | 24 185+2 417 | 33 2185 794

For 1 - 7 see Tab. I

a za 72 h byla 4C-aktivita v pupenech obou variant s Rastlmem signifikantné
niZ3{ oproti kontroln{ varianté (tab. I az III). V distribuci 14C- -aktivity do ostatnich
Castf rostliny nebyly mezi vSemi variantami z11§tény vyznamné rozdily.

Nebyly nalezeny rozdily v distribuci 3H-Rastimu do jednotlivych &4sti
kli¢nich rostlin hrachu v zdvislosti na 3pﬁsobu aplikace, coZ je zfejmé z tab. IV.
Za 24 h doslo k rovnomé&rné distribuci “H-aktivity v rostlinnych &4stech pfi apli-
kaci *H-Rastimu ke kofendim i na epikotyl.

V dal¥im experimentu byl srovnin transport H-Rastimu v intaktnich rostli-
ndch a v rostlindch s odstranénym vrcholem za 6, 24 a 48 h. Z tab. V a VI je
patrny vyrazny rozdil v 3H-aktivit& pupenil intaktnich a dekapitovanych rostlin.
Aktivita v rostoucich pupenech dekapitovanych rostlin dosahovala za 24 i 48 h
téméf dvojndsobku aktivit v inhibovanych pupenech intaktnich rostlin.

[ kontrola EZ0 0.1 EXR o3n B2 ao%
1AA Restm Rastim

2. Radioaktivita z '*C-BA (v de-
zintegracich za minutu - dpm) v dé-
'I' loZnich pupenech dekapitovanych
kli¢nich rostlin hrachu pod vlivem
L reguldtori — Radioactivity from

4C-BA (in desintegration per mi-
1000 | l_}l -1
24 438

nute - dpm) in cotyledonary buds
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IV. Distribuce H Rastimu (v dpm) v kli¢nich rostlinich hrachu po 24h translokaéni periodé —

Distribution of *H-Rastim (in dpm) in pea seedlings after a 24h translocation period

Cést rostlinyl na epikotyl7 ke kofendm®
Vrcholy? 10 93614 319 1627+ 39
Epikotyly’ 2 006+ 288 1813+ 332
Pupeny* 5076+ 306 1 447+ 319
Délohy® 10 07141 345 8 737 776
Kofteny® 2 7394630 14 00613 638

For 1 - 6 see Tab. I, Ton epicotyl, %10 roots

V. Distribuce *H-Rastimu (v dpm) v intaktnich kli¢nich rostlinich hrachu — Distribution of

3H-Rastim (in dpm) in intact pea seedlings

Cast rostliny’ 6h 24 h 48 h

Vrcholy? 116 32 213+ 69 208+ 71
Epikotyly® 163t 9 163+ 48 123+ 12
Pupeny* 215+ 73 416+ 76 637+481
Délohy’ 414+ 76 523t 73 1 3824420
Kofeny® 5 937662 4 343+784 6 619+776

For 1 - 6 see Tab. I

VI. Distribuce *H-Rastimu (v dpm) v dekapitovanych kli¢nich rostlindch hrachu — Distribution
of *H-Rastim (in dpm) in decapitated pea seedlings

Cist rostliny’ 6h 24 h 48 h

Vrcholy? 120+ 20 153+ 37 106+ 10
Epikotyly® 171+ 20 143t 24 165+ 57
Pupeny* 340+ 15 969+ 58 1 1894147
Délohy’ 654+ 35 585+ 70 8231128
Koteny® 5 937+662 6 9654647 10 867+256

For 1 - 6 see Tab. I

Rozdil aktivit nalezenych ve vrcholu, resp. v dalSim rﬁstovém centru nebyl jiz
tak markantnf, i kdyZ i zde byla zaznamenéna vy33i aktivita z H-Rastimu v ro-
stoucim vrcholu intaktnich rostlin neZ v hornf ¢4sti epikotylu dekapitovanych
rostlin.
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Z dffvéjsich studif morfogennich i¢inkd IAA vyplyv4, Ze aplikace IAA na
pahyly epikotylu dekapitovanych rostlin vede k inhibici ristu laterdlnfch pupeni
a k ztlu¥fovacfmu riistu vrchni &4sti epikotylovych pahyld (Hall, Hill-
man, 1975; Prochédzka et al, 1977; Prochdzka et al.,, 1983).
Obdobné vysledky byly zfskdny i v naSich experimentech s Rastimem. Rastim
inhiboval riist pupend, inhibice v8ak nebyla tak vyraznd jako v pifpadé IAA.

Z experimentélnich vysledki s '“C-BA vyplyv4, ie Rastim aplikovany na
pahyly dekapitovanych rostlin je schopen atrahovat '“C-BA z kofenii obdobn&
jako IAA (Prochédzka, 1981), a tfm pravdépodobné& bran{ toku 14C.BA do
laterdlnich pupendi. Samotny 3H-Rastim se v rostlindch pohybuje akropetdlné
i bazipetdln€ k centrim aktivniho riistu, jako jsou vrcholové a déloZni pupeny
a kofeny, resp. k z4sobnim organim, jako jsou délohy.
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nyl-methyl-2-benzothiazol) in etiolated pea seedlings were studied. Rastim is the new
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regulator which effects are oncoming to IAA. Rastim inhibited the growth of cotylars
of decapitated pea plants, although the exogenous IAA decreased the growth of
cotylars more considerably. Rastim applied on the stumps of the epicotyls of decapi-
tated pea seedlings could take '*C-BA from roots and this ability was comparable
with that of IAA. *H-Rastim was transported in pea seedlings both acropetally and
basipetally towards the centres of the active growth (buds, roots) and to the storage
organs (cotyledons). When applied to the roots or to the apex, *H-Rastim was distri-
buted equally into the individual parts of plants within a 24h translocation period.
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RNDr. Jarmila BlaZk ov 4, CSc., Vysoké $kola zem&dé€lskd, Zem&delski 1,
613 00 Bmo, Cesk4 republika, tel.: 05/45 13 30 12, fax: 05/45 21 20 44
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Upozornéni pro autory védeckych ¢asopist

Z diivodu rychlejiho a kvalitn€jsiho zpracovani grafickych piiloh (graft,
schémat apod.) piispévki zasilanych do redakce Vis Zadame o jejich dodan{
kromé tidt€né formy i na disketdch.

Tykd se to samoziejmé té€ch grafickych piiloh, které byly vytvoreny
v néjakém programu PC (napi'. CorelCHART, Quatro Pro, Lotus 1-2-3, MS
Excel). Vzhledem k tomu, Ze nejsme schopni upravit a pouZit pro tisk
v8echny typy (formdty) grafickych soubori, Ziddme Vs, abyste ndm také
kromé origindlnich soubord (napt. z MS Excel typ *.XLS) zasilali grafické
predlohy vyexportované jako bodovou grafiku v jednom z t&chto formati:

Bitmap *.BMP
Encapsulated Postscript *EPS
Graphic Interchange Format * GIF
Mac paint *MAC
MS Paint * MSP
Adobe Photoshop *PSD
Scitex *SCT
Targa *TGA
Tag Image File Format *TIE

Redakce casopisu




VLIV BENZOLINONU A AUXINU NA REGENERACI
A AKTIVITU PEROXIDAZ V EXPLANTATOVE KULTURE
HLAVKOVEHO ZEL{

L. Havel, H. Kone¢na, V. Snaselova, S. Prochizka, J. Blazkova

Vysokd Skola zemédélskd, Brno

Porovnani morfogennich G&ink# benzolinonu (ve formé& pfipravku Rastim 30 DKV)
s kyselinou 1-naftyloctovou (NAA) a kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou (2,4-D)
v explantatové kultufe hypokotyld hldvkového zeli a vlivu téchto latek na spektrum
izoenzymi peroxidazy a jeji aktivitu v priib&hu kultivace naznaduje, Ze tento pii-
pravek piisobf jako litka auxinové povahy s men$im Ginkem neZ mi NAA.

Vyznam riistovych l4tek pfi kultivaci explantiti je v§eobecné zndm. Piede-
v§fm slouceniny s cytokininovou a auxinovou aktivitou vyrazn€ ovliviiuji dedi-
ferenciadni a diferenciani procesy i riist kultivovanych pletiv. Ristové ldtky
pfiddvané do kultivadnich médii vyvolaji nejdiive celou radu metabolickych
zmén, které jsou pfiCinou pifslu¥né morfogenni odpovédi nebo ji pfipadné snad
jen proviézeji. Do této skupiny patff i peroxiddzy, o kterych je zndmo, Ze jsou
spolehlivym znakem morfogeneze (Hoof, Gaspar, 1976; Thorpe,
Gaspar, 1978, Kay, Basile, 1984; Neuman et al.,, 1988; Sen
et al., 1989). Dosavadni vysledky naznacuji, Ze rlistové 1dtky mohou ovliviiovat
riist a vyvoj pravé regulacf produkce peroxiddz Jones et al., 1986).

O mechanismu pisoben{ peroxid4z existujf rizné predstavy, nenf dosud vak
pIn& objasnén (C am p a, 1991). Je v8ak zndmo, Ze v suspenzn{ kultufe Phaseo-
lus kultivované na 2,4-D byly pozorovany velké zmény v peroxiddzovych zy-
mogramech b&hem ristového cyklu. Celkovd peroxiddzovd a IAA-oxiddzova
aktivita se paralelné¢ sniZovala b&hem exponencidlntho ristu a zvy3ovala, kdyZ
. byla rychlost ristu nizkd (Gaspar et al.,, 1982).

Zmény téchto peroxiddzovych izoenzymi byly také spojeny se stimulac{
a inhibici ristu pod vlivem 2,4-D u explantdtovych kultur Nicotiana, Daucus,
Trigonella, Beta vulgaris a Arabidopsis (Gasp ar et al,, 1982). Kyselina absci-
sov4 stimulovala regeneraci prytl na izolovanych d€lohédch Pinus taeda a zaroveri
ovliviiovala podet izoenzymd peroxidiz (Neuman et al.,, 1988; Neuman
et al., 1992).
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Prokdzany vztah mezi ristovymi litkami a morfogennimi procesy, morfo-
gennimi procesy a peroxiddzami, resp. rlistovymi ldtkami a peroxiddzami miiZe
umoZnit porovndvéan{ i¢inkd riznych l4tek s regulaénf aktivitou.

Ptfpravku Rastim 30 DKV, vyvinutému VUCHT Bratislava, s i¢innou latkou
benzolinonem (3-benzyl-oxykarbonyl-methyl-benzothiazol) v 30% koncentraci je
pfipisovédna fada vlastnost{ podobnych i¢inkdim reguldtord riistu. Porovndn{ jeho
pilsoben{ v explantdtové kultufe s 1dtkami auxinové povahy, jimZ se né€kterymi
svymi c¢inky podob4, a jeho vlivu, resp. vlivu t&€chto auxinovych ldtek na izoe-
zymy a aktivitu peroxiddzy miZe pomoci k pochopeni mechanismu jeho tcinkd.

MATERIAL A METODA

V pokusech byly pouZity rostliny hldvkového zelf [Brassica oleracea L. var.
capitata (L.) Alef.] odrida Lena (F1 hybrid).

Explantatova kultura

Explantity byly odebirdny ze stfednf ¢4sti hypokotyld steriln¢ nap&stovanych
klf¢nich rostlin. Rostliny v té dob& dosahovaly celkové délky 3 aZ 4 cm, hypo-
kotyl byl asi 2 cm dlouhy, velikost explantdtu byla 0,5 cm. Explantity byly
umisté€ny na zdkladnf médium Murashige, Skoog, 1962) s pffdavkem
1 mg.1"' benzyladeninu, 1 mg.I"' kinetinu a zkoumané ldtky: benzolinon (ve form&
Rastimu 30 DKV, ve kterém je benzolmon tomen v 30% koncentraci), NAA
a 2,4-D v koncentracich 10%, 105, 106, 10”7, 10" M.I"! (induk&nf médium).

Po tfech tydnech kultivace na téchto médifch byly kultury pfen4dSeny na mé-
dium bez riistovych ltek (regeneraénf{ médium), kde dochdzelo k organogenezi
prytd. Pfi pfenosu na induk¢nf médium byl stanoven ndriist kalusu. Po 14 dnech
na regeneraénim médiu byly spocteny indukované pupeny a po dal3ich 14 dnech
regenerované pryty. Zirovenl byly spoteny kofeny a stanovena celkovd délka
kofendi. V kaZdé variant& bylo statisticky zpracovéno 30 explant4ti.

Kultivace ;l)rob{hala pfi teplot& 22 az 25 °C, zéfivkovém osvétlenf o intenzit&
asi 20 pM.m™".s™ a pfi fotoperiod€ 16 h.

Peroxidazy

Pro pokusy sledujici aktivitu a izoenzymatick4 spektra peroxid4z u kultivova-
nych explantitd byly na zakladé pfedchﬁzejfcich pokusi vybrdny tyto koncentra-
ce zkoumanych 14tek: 103, 10, 107 M.I"\. Jako kontrola slouZilo médium pouze
s pfidavkem cytokinind.

Anodické peroxiddzy byly detekovény po elektroforéze v polyakrylamidovém
gelu. Segmenty hypokotyld byly odebirdny pfi zakldddni kultury a pak prvni,
druhy, tfetf a sedmy den od jejtho zaloZen{. Tyto segmenty byly homogenizovény

784 ROSTLINNA VYROBA - 1994



pfi 7 °C v 0,15mM fosfatovém pufru pH 6,5. Nésledovala centrifugace pfi 7 °C
15 min pfi 10 000 g. Vertikdlni elektroforéza byla provedena v 7,5% PAAG,
tloustka desky 1 mm. Byl pouZit diskontinudlni systém za konstantniho napétf
120 V pro stacking gel a 200 V pro resolving gel (potencidlovy spdd 40 V.cm g !
Anodické peroxiddzy byly vizudln€ hodnoceny po inkubaci gelu v barvicim roz-
toku: 4,5mM pyrokatechol, 9,2mM p-fenylendiamin v 0,15M fosfitovém pufru
pH 6,5 po piidédn{ 3% peroxidu vodiku (vyslednd koncentrace peroxidu v roztoku
0,12 %).

Aktivita celkové peroxiddzy byla stanovena kolorimetricky pfi vinové délce
405 nm. Jedna jednotka peroxiddzové aktivity byla definovdna jako mnoZstvi
enzymu, které zpisobf zvy3enf absorbance o 0,001 za 1 min za uvedenych reak¢-
nich podminek: 0,3mM guajakol, 0,24mM peroxid vodiku, 0,15M fosfitovy pufr
pH 6,5, teplota 25 °C.

VYSLEDKY

Explantitova kultura

Pfi sledovéni vlivu benzolinonu, NAA a 2,4-D se ukdzala zdvislost tvorby
kalusu na koncentraci dané 1dtky v Zivném médiu (obr. 1). Indukce kalusu z4vis{
na druhu zkoumané litky, podle o¢ekdvan{ je nejicinnéjsi 2,4-D. Pouze u kon-

~

-

il

X R8O N8 pg KT N7 DT R6 M6 D6 RS NS DS pe No Db

1. Vliv benzolinonu a auxindl na indukci ristu kalusu — The callus induction under the influence
of benzolinon and auxms

K = kontrola (1 mg.I’ benzylademnu lmgl kinetinu), R = benzolmon, N =NAA, D 24 D,
¢isla predstavujf zépomy koeficient pouinych koncentracf 10, 10 10°, 107, 108 M.1™!

K = control (1 mgl benzyladenin; 1 mgl kinetin), R = benzolmon, N NAA, D 24-D
numbers represent the negative coefficient of used concentrations 10, l()6 107, 108 M.I"!
Stupnice indukce kalusu: 1 - velmi slab4, 2 - slab4, 3 - primém4, 4 - sti‘edné silnd, 5 - siln4,
6 - velmi siln4

The scale for callus induction: 1 - very poor, 2 - poor, 3 - average, 4 - medium-vigorous, 5 -
vigorous, 6 - highly vigorous
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centrace 107 byla zaznamendna stejnd reakce u NAA. Benzolinon pilisobi vZidy
nejménég, indukce kalusu na médiu s benzolinonem je stejnd jako na médiu
s NAA o 10x niZ3{ koncentraci. Pouze pfi nejvy33f varianté je vliv obou téchto
ldtek na indukci kalusu stejny (obr. 1).

Po pfeneseni kultur na médium bez riistovych litek dochédzelo k regeneraci
pupend, ze kterych vynistaly pryty, a k regeneraci kofend. K této organogenezi
dochdzelo jak na Cdstech explantdtu, na nichZ se vytvofil piedtim kalus, tak
v mistech, kde k tvorbé kalusu nedoslo.

Pfi sledovénf vlivu zkoumanych l4tek na indukci pupend, resp. pryti se uka-
zuje, Ze piitomnost 2,4-D podle o¢ekdvan{ tento proces inhibuje, a to pfi niZ§ich
sledovanych koncentraci ¢4ste¢né, pfi vyssich plné& (obr. 2). Pii nejniZ3{ sledo-
vané koncentraci v indukénim médiu se nejvice pupend vytvafi na médiu s NAA.
Vliv benzolinonu se projevuje podstatné méné. Se zvy3Sujic{ se koncentracf se
v3ak indukCni vliv obou ldtek vyrovndvd. U NAA zdroveri kles4, u benzolinonu

2. Vliv benzolinonu a auxind na indukci pu-
v + pend — The bud induction under the influence
Vh of benzolinon and auxins
']:‘ osa y - primérny pocet pupenil na regenerujicf
explantit - y axis - average number of buds
on regenerating explants
osa x - varianty média (obr. 1) - x axis - media
variants (Fig. 1)
P =0,05

w

-

K RS N8 DB R7 N7 D7 Re M6 D6 RS N5 D5 Re N& D4

nejdiive stoupd a pak téZ klesd. U nejvy3si sledované koncentrace je iinek obou
latek stejny a odpovidd kontrole, tedy médiu, ve kterém jsou pfitomny jen cyto-
kininy. Zajimavy je pokles u koncentrace 10%a opétny vzestup.

Inhibién{ vliv 2,4-D se projevuje i na mnozstvi pupenii &i prytd, které se
vytvéfely na regenerujicich explantdtech (obr. 3). Mezi NAA a benzolinonem
neni statisticky prikazny rozdfl v mnoZstv{ regeneranti kromé& nejniZsi pouZité
koncentrace, u nfZ je NAA pro indukci morfogeneze lep3i. I v ostatnich pfipa-
dech je viak ziejm4 tendence, Ze NAA piisobi 1épe kromé& nejvy33f pouZité kon-
centrace.

U kofend je obdobnd situace jako u prytd (obr. 4). Projevil se ofekdvany
inhibi¢ni vliv 2,4-D. Na médiu s NAA vytvafi kofeny vice explantiti neZ na
médiu s benzolinonem. U obou litek pocet explantati s regenerujicimi kofeny klesa
od nejniZ8f koncentrace NAA a benzolinonu k minimu pfi koncentraci 10° M1
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3. Vliv benzolinonu a auxin@i na regeneraci
prytd — The shoot regeneration under the
. influence of benzolinon and auxins

Gt osa y - explantity s regenerujicimi pryty (%)
- y axis - explants with regenerated shoots (%)
osa X - varianty média (obr. 1) - x axis - media
variants (Fig. 1)

K 38 N8 88 R? N7 D7 Re M6 Cé RS NS D5 ag N4 D&

4. Vliv benzolinonu a auxinli na regeneraci
kofend — The root regeneration under the
- influence of benzolinon and auxins

: osa y - explantéty s regenerujicimi kofeny (%)
- y axis - explants with regenerated roots (%)
osa x - varianty média (obr. 1) - x axis - media
variants (Fig. 1)

< R8 N8 D8 RT N7 D7 Ré N6 Dé RS NS D5 R& N4 D4

a pak opét stoup4. Pfi nejvy33f koncentraci dosahuje u obou latek stejnych hodnot
jako u koncentrace nejniZsf.

Peroxidazy

Pro studovanou explantdtovou kulturu zeli je charakteristicky velmi intenzivn{
pés kyselé peroxiddzy v poloze Rf = 0,32 (obr. 5a). Jeho intenzita vzriistd u vech
testovanych variant s rostouci dobou kultivace, nejvy3f je v sedmém dni (obr.
Sa-d). U nékterych variant odebiranych ve tietim dni kultivace se navic objevuje
v poloze Rf = 0,42 velmi nezietelny pds (obr. 5c), ktery je pak jasné viditelny
v sedmém dni (obr. 5d). Tento pds se v8ak nevyskytuje u vy33ich sledovanych
koncentracf 2,4-D a u nejvy33f koncentrace NAA. Ve zbyvajich variantich odpo-
vidd jeho vyskyt kontrole (obr. 5d).

Celkovd aktivita peroxiddzy u kontroly je ve vSech sledovanych variantdch
ristovych litek i kontroly nejvy33$f v sedmém dni, tj. v poslednim odbéru
(obr. 6). U kontroly roste v zdvislosti na dobé€ kultivace.

V piitomnosti 2,4-D je aktivita ve v8ech sledovanych dnech nejvy33i u kon-
centrace 10° M.I", u dvou zbyvajich sledovanych koncentraci jsou aktivity niZ3f.

U NAA je ve druhém a sedmém dni zfejmy negativni vztah mezi jeji kon-
centracf a aktivitou peroxiddzy. V prvnim dni z této tendence vybocCuje koncen-
trace 10 M.I"",
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S. Vliv benzolinonu a auxint na zymogramy anodickych peroxidaz v zavislosti na delce kulti-
vace — Zymograms of anodic peroxidases under the influence of benzolinon and auxins and
duration of the culture

a-1,b-2,c-3,d-7dnf - days

osa X - varianty média (obr. 1) - x axis - media variants (Fig. 1)

P22 s
[+ N

(&)

6. Aktivita peroxiddzy v"zdvislosti na riistovém reguldtoru a délce kultivace — The peroxidase
activity under the influence of growth regulator and duration of the culture

osa x - trvanf kultivace ve dnech - x axis - duration of the culture in days

osay - aktivita (jednotka aktivity piedstavuje mnoZstvi enzymu, které zpisobi zvySenf absorbance
0 0,001 za 1 min za podminek: 0,3mM guajakol, 0,24mM peroxid vodiku, 0,15M fosfétovy pufr
pH 6,5, teplota 25 °C) - y axis - activity (one unit of the peroxidase activity represents the amount
of the enzyme which causes the increase of absorbance by 0.001 per 1 min under conditions: 0.3mM
guaiacol, 0.24mM hydrogenperoxid, 0,15M phosphate buffer pH 6.5, temperature 25 °C)
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V piftomnosti benzolinonu je v prvnfm a sedmém dni tato tendence obdobni.
Neplati to pro koncentraci 10° M.I"! ve druhém dhni.

Ve v8ech variantdch s riistovymi 1dtkami v sedmém dni je aktivita peroxidazy
niZ3f neZ u kontroly, které se nejvice pfibliZujf nejniZ8f koncentrace NAA a benz-
olinonu.

DISKUSE

Pokusy ukdzaly, Ze benzolinon vyvoldvd u kultivovanych pletiv nejen dife-
renciaci, ale i dediferenciaci (tvorbu kalusu) obdobné jako dvé sledované litky
auxinové povahy - NAA a 2,4-D. Nejsiln&j3f ti¢inek ma podle o¢ekédvani 2,4-D.
Benzolin indukuje tvorbu kalusu méné€ nez NAA, pficemZ morfogenn{ t¢inek
neni u vétsiny sledovanych koncentraci NAA a benzolinonu statisticky rozdilny,
coZ je velmi vyhodné z hlediska vyuZiti benzolinonu pii mikropropagaci, kde je
tvorba kalusu neZddouct.

Izoenzymov4 analyza prokdzala vyznamné rozdily mezi benzolinonem, NAA
a 2,4-D pfi vy38ich koncentracich. Vymizen{ pdsu v poloze Rf = 0,42 souvis{ bud’
s vét3f intenzitou rfistu kalusu, nebo je znakem pro sniZeni regeneratnich schop-
nosti.

Skute¢nost, Ze varianta s benzolinonem odpovid4 kontrole, ukazuje, Ze tato
litka pfi obdobnych morfogennich wc¢incich plisobi na kultivovand pletiva méné
nepiiznivé. Plisoben{ pfi niZich koncentracich nazna¢uje podobnost s NAA.

Aktivita peroxiddzy se u kontroly postupné€ zvySovala. Obdobné zvySeni po-
zoroval Gaspar et al. (1982), pfiemZ celkové rychlost riistu v suspenzn{
kultufe fazolu byla nizkd. Nepiftomnost auxind v kontrolnfm médiu zpéisobuje
pravdépodobné pokles riistu, protoZe tato kultura je ziejmé& pro svilj dlouhodo-
b&j8i riist vyZaduje. Na ostatnich variantdch média véetn€ média s benzolinonem
je aktivita niZ8f, coZ ukazuje na norméln{ pokra¢ovéni riistu. Opét je zde zfejma
podobnost benzolinonu s 1itkami auxinové povahy, pii¢emzZ se svymi ui¢inky bliZ{
NAA.

Za pozornost stojf nepravidelnosti v aktivit€ u koncentrace 108 M.I'!, u které
byl téZ zaznamenén pokles po¢tu regenerujicich explantétd.
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