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Rulstové regulatory v rasach
Algal growth regulators
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Abstract

The form and function of plants would not be possible without efficient regulation and
coordination of metabolism, growth and morphogenesis. The occurrence of plant growth
regulators in the algae has been the subject of several studies. Hormones have been detected
in extracts of both unicellular and multicellular forms of algae. At first with the assistance of
bioassays and more recently the use of high-performance liquid chromatography-mass
spectrometry brought great progress in our understanding of phytohormone in algae. The
synthesis and metabolism of plant growth regulators and the physiological responses of algae
to these compounds has also been investigated although many questions still remain
unanswered.

Uvod

Biologicky aktivni latky jsou strukturalné a funkéné aktivni latky pritomné
v zivych organismech. V SirSim slova smyslu bychom za tyto latky mohli
povazovat vSechny slou¢eniny od vody po aminokyseliny. Diiraz je vSak kladen
na slovo aktivni, coz znamena, Ze jde o latky vykonavajici, respektive
podnécujici Cinnost a pro danou Cinnost specifické.

Biologicky aktivni latky miizeme rozd¢lit do ¢tyfech zdkladnich skupin:

A) Latky spojené s bioenergetikou rostlin.

B) Fotosyntetické pigmenty tvotici bilkovinné komplexy, které se ucastni
vlastni pfemény energie elektromagnetického zateni na energii chemickych
vazeb.

C) Enzymy.

D) Ristové regulatory.

Riistové regulatory koordinuji metabolismus, rist a vyvoj predavanim
informaci mezi bunikami a organy. Mezi pfirozené riistové regulatory patii
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rostlinné hormony (fytohormony) a dalsi latky sregulaéni aktivitou
(PROCHAZKA et al. 1998). U rostlin rozliSujeme pét skupin endogennich
rostlinnych hormont. Ty jsou pfitomny ve velmi malych mnozstvich nebot
jejich u¢inna koncentrace se nachazi v rozmezi 102 — 10 mol/g Gerstvé hmoty.
Zavislost ucinku fytohormonl neni tak zfejmd a miize se pohybovat od
stimulace k inhibici ristové reakce. Béhem rlstu a vyvoje rostlin dochazi k
interakci raznych skupin fytohormond. Kazdy z nich ovliviiuje nékolik, Casto
odliSnych procesi a naopak, tyz proces byva ovlivnén vétSim poctem raznych
latek. Pfitomnost hormoni je déna biosyntézou, rozkladem nebo inaktivaci a
transportem. Jejich plisobeni je podminéno vazbou na receptorovou bilkovinu,
kde je ke spusténi biochemickych reakci tfeba vytvofeni komplexu hormon-
receptor.

Hormon se miiZze vazat na receptor umistény na membrané a signal je do
buiky pfenasSen systémy druhych poslii nebo hormon pronika do buiiky, vaze se
na rozpustny receptor v cytoplazmé a takto vznikly komplex pronika do jadra,
kde vyvola zménu v expresi nékterych genit (PROCHAZKA et al. 1998).

Auxiny
Prvnim objevenym a nejlépe prozkoumanym fytohormonem je kyselina

indolyl - 3 - octovd (IAA). Biosyntéza TAA vychazi z aminokyseliny
tryptofanu a jsou zndmy 4 biosyntetické cesty. Aktivni formou je volny auxin a
zdrojem jsou u vysSich rostlin rostouci nadzemni organy, zejména pupeny.
Mezi jejich zékladni fyziologické funkce patii indukce prodluzovaciho ristu a
stimulace dé¢leni, fototropismus a gravitropismus, apikalni dominance,
zakladani postrannich a adventnich kotenii. Také se ucastni opadu ploda a lista.

Cytokininy

Chemicky se jedna o derivaty adeninu se substituci v N°-poloze. Nejvyssi
aktivitu maji latky, které jako substituent v poloze N-6 maji izoprenoidni
fetézec s dvojnou vazbou (KAMINEK 1992). Vazba ribézy v poloze N-9 dava
vznik ribozidim, které vétSinou maji ponékud snizenou aktivitu v porovnani
s volnymi bazemi. DalSi sniZzeni aktivity plisobi vazba fosforecné kyseliny
v poloze 5 na ribdzu, kterd dava vznik ribotidim (PROCHAZKA et al. 1998).
Biosyntéza probiha ve vSech rostlinnych orgéanech, ptevazné vSak ve vrcholové
¢asti kotentl.
Mezi zakladni zéastupce patii:Z — zeatin, diHZ - dihydrozeatin, BAP —
benzylaminopurin, mT — meta-topolin, iP — isopentenyladenin

Zakladni fyziologickou funkci cytokininid je stimulace buné¢ného déleni.
Maji vliv na reakce ve fazi S bunécného cyklu a na replikaci DNA b&hem
mitdzy. Spolu s auxiny jsou zakladem regeneracnich procesti. Snizuji také
apikalni dominanci, zpomaluji starnuti (degradaci chlorofylu) a udrzuji vysokou
metabolickou aktivitu pletiv.
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Gibereliny
Fytohormony odvozené od gibbanu. Aktivita hormonu je déna ent-

giberelanovym skeletem a 1i§i se podle struktury. Tvofi se pravdépodobné ve
vSech rostlinnych orgdnech a jejich nejvyssi hladiny se nachdzi v mistech
aktivniho rlstu a nové se tvofticich organt.

Hlavni fyziologické ucinky giberelint jsou stimulace prodluzovaciho ristu
nadzemnich casti rostlin. Dale indukuji kveteni a reguluji obdobi juvenility.
Ovliviluji také ontogenezi pii kliCeni semen indukci produkce enzymul
mobilizujicich zdsobni latky.

Kyselina abscisova (ABA)

Chemicky se jedna o seskviterpen s 15 uhlikovymi atomy a cyklickou ¢asti
v molekule. Fyziologicky aktivni je vyhradné (+)-S-izomer. Nejvice se ji tvoii
v dormantnich orgdnech a rychle rostoucich pletivech. Pro své funkce je
nazyvana také jako hormon stresu.  Kyselina abscisovd brani ztratam vody
snizovanim transpirace a zvySovanim odolnosti cytoplazmy. Stimuluje
degradacni procesy a urychluje starnuti. Reguluje také dormanci semen a
pupent.

Etylen

Biosyntéza vychdzi z aminokyseliny L-methioninu. Mezi jeho fyziologické
uCinky patifi ucast na procesech starnuti, inhibice prodluzovaciho ristu a
stimulace radialniho rastu. Signalizuje fyziologicky stres a vyvolava ochranné
reakce.

Mezi dalsi latky srlstové reguladni aktivitou patii brassinosteroidy,
polyaminy, kyselina jasmonov4, oligosacharidy a fenolické latky.

Historie vyzkumu a vyuziti fytohormonii v rasach

Zpravy o vyuziti moiskych fas jako hnojiva se datuji do doby prvniho
stoleti naSeho letopoctu. Lidé z pobieznich regionit Evropskych zemi aplikovali
motské fasy do pudy po staleti (BOOTH 1965). S vyvojem chemickych hnojiv
v 19. stoleti tato forma obohacovani plidy ztratila na popularité. V nedavné
dob¢ se vSak projevil neptiznivy vliv umélych hnojiv na zivotni prostiedi a
hnojiva z ptirodnich zdrojii se zacala opét vracet na vysluni. Proto b&hem
poslednich tficeti let velice rychle roste vyzkum mozného wvyuziti fas
v zemeéd¢€lstvi (MOONEY & VAN STADEN 1985).

Zpocatku byla pozornost z diivodu jejich hojného vyskytu celkem logicky
zaméfena na moi'ské fasy a to na zastupce t¥idy Phaeophyceae. Skala
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druht moftskych ftas byla studovana ptevazné pro mozZnost vyuZiti jako
biohnojiva a pro zlepSeni pidnich vlastnosti.

Ascophyllum nodosum (L.) LE JOL. a Ecklonia maxima (OSBECK) PAPERF. jsou
asi nejbéznéji zkoumané druhy. Mezi dal$i patii: Laminaria digitata (HUDS.)
LAMOUR., Laminaria hyperborea FOSLIE, Laminaria saccharina (L.) LAMOUR.,
Fucus serratus L., Fucus vesiculosus L. (BLUNDEN et al.1968, BLUNDEN 1977).
Vybér téchto druhii byl pravdépodobné fizen spise jejich velikosti a moznosti
komer¢niho vyuziti nez ur€enim jejich chemického slozeni (MOONEY & VAN
STADEN 1986). Tyto moiské fasy vSak neobsahuji vysoké koncentrace
primarnich Zivin jako dusiku, fosforu a drasliku (BOOTH 1966). Pfesto vSak
byly v 70. letech 20. stoleti zaznamenany vyborné vysledky s aplikaci i malého
mnozstvi fasového materialu. BOOTH (1966) vysvétloval tyto ispéchy moznou
pritomnosti cytokinini v téchto extraktech. BRAIN et al. (1973) poté prokazali
vysoké obsahy cytokinini v komeréné vyuzivanych extraktech z motskych tas
a proto zacaly byt studovany riistové regulatory v fasach.

Zpocatku byl vyzkum zaméfen na zéastupce fas s makroskopiskou stélkou,
tzv.“macroalgae*:

PHAEOPHYTA

Ascophyllum nodosum (L.) LE JOL. (SAMDERSON & JAMESON 1986, KINGMAN &
MOORE 1982)

Bifurcaria brassicaeformis (KUTZ.) BARTON (STIRK et al. 2003)

Dictiota sp. (STIRK et al. 2003)

Durvillea potatorum (LABILL.) ARESCH. tzv Tasmansky kelp (TAY et al.
1985,1987)

Ecklonia maxima (OSBECK) PAPERF. (HOFMAN et al 1986, FEATONBY-SMITH &
VAN STADEN 1984)

Ecklonia radiata (TURN.)J.AG. (JENINGS 1968, 1969)

Fucus vesiculosis L. (KETZER et al. 1975,1980)

Fucus serratus L. (STIRK & VAN STADEN 1997)

Himanthalia elongata (L.) S GRAY (LE TUTOUR et al. 1998)

Laminaria digitata (HUDS.)LAMOUR. (HUSSAIN & BONEY 1969)

Laminaria hyperborea FOSLIE

Laminaria japonica ARESCH. (DUAN et al. 1995)

Laminaria pallida GREV. (STIRK et al. 2003)

Laminaria saccharina (L.) LAMOUR.

Macrocystis angustifolia BORY (STIRK et al. 2003)

Macrocystis pyrifera (L.) C.AG. (de Nys et al. 1990,1991)

Pelagophycus porra (LEMAN) SETCH. (HART 1982)

Sargassum heterophyllum (TURNER) C. AG.(MOONEY & VAN STADEN 1984)
Sargassum muticum (YENDO) FENSHOLT (ZHANG et al. 1991)
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Splachnidium rugosum (L.) GREV. (STIRK et al. 2003)

Undaria pinnatifida (HARV.) SPRINGER (ABE et al.1972, FRIES & ABERG 1978)
RHODOPHYTA

Aeodes orbitosa (SUHR) F.SCHMITZ (STIRK et al. 2003)
Amphiroa bowerbankii HARV. (STIRK et al. 2003)
Arthrocardia sp. (STIRK et al. 2003)

Corallina sp. (STIRK et al. 2003)

Gigartina polycarpa (KUTZ.) SETCH. (STIRK et al. 2003)
Gigartina scutellata (HERING) SIMONS. (STIRK et al. 2003)
Hymenena venosa (L.) C.KRAUSS (STIRK et al. 2003)
Hypnea musciformis (WULF.) (JENINGS 1969)

Hypnea spicifera (SUHR) HARV. (STIRK et al. 2003)

Iridaea capensis J.AG. (STIRK et al. 2003)

Jania sp. (STIRK et al. 2003)

Nothogenia erinacea (Turner) PARK. (STIRK et al. 2003)
Plocamium corallorhiza (TURNER) HARV. (STIRK et al. 2003)
Porphyra capensis KUTZ. (STIRK et al. 2003)

Porphyra perforata J. AG. (ZHANG et al. 1991)

Prionitis lanceolata HARV. (BERNART & GERWICK 1990)
Sarcothalia stiriata (TURNER) LEIS. (STIRK et al. 2003)
Suhria vittata (L.) J. AG. (STIRK et al. 2003)

CHLOROPHYTA

Acetabularia mediterranea LAMOUR. (VAN DEN DRIESSCHE 1988)
Caulerpa filiformis (SUHR) HER. (STIRK et al. 2003)

Caulerpa paspaloides (BORY) GREV. (ABE et al. 1972, JACOBS et al. 1985)
Caulerpa taxifolia (VAHL) C.AG.(NINOMIYA et al. 1998)
Cladphora capensis (C.AG.) DETONI (STIRK et al. 2003)
Cladophora fascicularis (MERT.) KUTZ. (KUNIOSHI et al. 1985)
Enteromorpha compressa (L.) NEES (BUTTON & NOYES 1964)
Enteromorpha linza (L.) J.AG. (AUGIER & HARADA 1973)
Enteromorfa prolifera (MULLER) J. AG. (JENINGS 1968)

Chara globularis THUILL. (ZHANG et al. 1989)

Halimeda cuneata HER. (STIRK et al. 2003)

Ulva sp. (STIRK et al. 2003)
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Nedlouho poté také u zastupct s mikroskopickou stélkou, neboli ,,
microalgae*:

CHROMOPHYTA

Cystosiera discors C.AG. (AUGIER 1972)

Gymnodinium splendens LEBOUR. (BENTLEY-MOWAT 1967, BENTLEY-MOWAT
& REID 1968)

Phaeodactylum tricornutum BOHLIN (BENTLEY-MOWAT 1967, BENTLEY-
MOWAT & REID 1968)

RHODOPHYTA

Cyanidum caldarium
Gymnogongrus norvegicus (GUNN) J.AG. (AUGIER 1972)

CHLOROPHYTA

Coenochloris sp. (STIRK et al. 2002)

Eudorina elegans EHRENB. (VAN STADEN & BREEN 1973)
Chlamydomonas sp. (STIRK et al. 2002)

Chlorella sp. (ORDOG et al. 2004, STIRK et al.2002, LUKAVSKY et al.1986)
Chlorella minutissima FOTT et NOVAK (ORDOG et al. 2004)
Chlorosarcina sp. (STIRK et al. 2002)

Pandorina morum BORY (VAN STADEN & BREEN 1973)
Protococcus viridis C.AG. (ORDOG et al. 2004)

Scenedesmus sp. (ORDOG et al. 2004, LUKAVSKY et al. 1986)
Scenedesmus quadricauda (TURPIN) BREB. (STIRK et al. 2002)
Tetracystis sp. (STIRK et al. 2002)

Volvox carteri J.R.STEIN (VAN STADEN & BREEN 1973)

CYANOPHYTA
Arthronema africanum (SCHW.) KOMAREK et LUKAVSKY (STIRK et al. 1999)

MOONEY & VAN STADEN (1986) uvadi dva hlavni pfistupy pro zjiStovani
pritomnosti a moznych roli endogennich hormoni v fasach:

A/ extrakce, chromatografie a biotesty

B/ studium fyziologickych reakci fas na aplikace rastovych regulatort

Izola¢ni procedury pouzivané ve vySe uvedenych studiich Casto zahrnuji
extrakci alkoholem, ndsledovanou separaci do vodni a amonné faze. Poslednimi
kroky jsou chromatografické analyzy materialu. Substance podobné
cytokininiim byly detekovany fluorescenci, UV a barvenim za pouziti Woodova
¢inidla (WooD 1955), které je specifické pro puriny. Bézné bylo také vyuzivano
jejich separace podle chromatografické mobility a nasledného testovani
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biologickeé aktivity v biotestech. Tyto metodiky vSak nedokazi bezpecné
identifikovat, o ktery rlistovy regulator se jedna.

WEILER et al. (1981) publikoval imunochemickou metodu ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay), kterd je schopna detekovat obsah
fytohormonu v rozmezi 0,05-50 pmol/g Cerstvé hmoty. Metoda ELISA vyuziva
principu imunosorbce, coZ znamena imobilizaci jednoho z partneri
imunokomplexu na pevnou fazi — na povrch jamek mikrotitracni desticky.
Viazané a volné reagencie jsou pak oddéleny jednoduchym promytim. Pokud je
mnozstvi protilatek konstantni, je mnoZzstvi vdzané¢ho znacené¢ho fytohormonu
tim vEtsi, ¢im mensi je mnoZstvi nezna¢ené¢ho fytohormonu ve stanovovaném
vzorku a naopak. Pomoci standardi o znamé koncentraci lze vyjadfit vztah
mezi mnozstvim neznaené¢ho antigenu v komplexu fytohormon-protilatka.
Substrat je ptfidan do reakénich jamek po imunoreakci a inkubovan 10-15 min.
Substrat reaguje s tracerem, ktery je vazan na protilatku navazanou na sténé
jamek za tvorby Zluté zabarveného produktu. Absorbance tohoto zabarveni je
nepiimo zavisla na mnozstvi fytohormonu ve vzorku a zméfi se ve vertikalnim
spektrofotometru. Vyjadfenim tohoto vztahu =ziskdme kalibra¢ni kiivku
typickou pro imunoanalyzy

Nejnovéjsi a nejpfesnéjSi metodou stanoveni rastovych regulatori je
HPLC (high-performance liquid chromatography) nebo-li vysokou¢inna
kapalinova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii (NOVAK et
al. 2003).

Pozornost v ramci riistovych regulatorti je vénovana zejména cytokinintim.
Morfogenetické udalosti v zivotnim cyklu zejména makroskopickych fas véetné
kli¢eni, vétveni, zrani a starnuti maji nékteré rysy spolecné s vyssimi rostlinami.
PtestoZe stupent organizace stélek se miize velice liSit, urCité procesy byvaji
doprovazeny stejnou sadou sloucenin.

Cytokininy jsou ve vySSich rostlindich vSeobecné spjaty s fenoménem
déleni bunék a jejich prodluZovanim, inhibici vrcholovych pupent,
s rozliSovanim a vyvojem specifickych organel a s mobilizaci Zivin v ramci
rostliny (SKOOG & AMSTRONG 1970, LETHAM 1978, VAN STADEN & DAVEY
1979).VSechny tyto procesy maji také klicovy vliv na vyvoj a rust fas. Objevuji
se zde vSak navic aspekty ristové kontroly, které jsou specifické pouze pro fasy
(MOONEY & VAN STADEN 1986). Ty jsou odvozeny z jednobunécné, samostatné
zijici formy mnoha druhti a zrole vody jakozto obklopujiciho media, které
slouzi ke komunikaci mezi jednotlivymi buitkami. Koncentrace vylu¢ovanych
latek do prostiedi se miize ménit diky vnitinim fyziologickym faktorim a méni
se 1 se zménami vodni turbulence, kterd ma vliv na jejich rozptyleni (MOONEY
& VAN STADEN 1986). BERGLUND (1969) prokazal, ze voda ze zény Fucus-
Ascophyllum je vhodna jako Zivné medium pro laboratorni kultivace fas a Ze
v ni jsou pfitomny jak Ziviny tak ristové regulatory.
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Také auxiny maji velky vyznam pii regulaci ristu a vyvoje rostlin,
zejména pii rozvoji kofenového systému rostliny. Z téchto diivodl jsou extrakty
z fas obsahujici vysoké koncentrace auxini rovnéz stfedem pozornosti.
KINGMAN a MOORE (1982) detekovali kyselinu indolyl-3-octovou (IAA) v
komer¢nim extraktu z fas ,,Maxicrop* za pouziti GLC analyzy. Jejich nélez byl
potvrzen SANDERSONEM et al. (1987) pomoci metody GC-MS (plynovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii). Podrobné&;ji se isolaci a identifikaci
indolovych derivath v hnédé¢ tfase Ecklonia maxima zabyva také prace CROUCHE
et al. (1992).

MOONEY & VAN STADEN (1986) uvadi, ze Uc¢innost extrakti z moiskych
fas na rostlinné tkan¢ se vyrazné 1i8i dle pouzitého mnozstvi. Jestlize chceme
dosahnout reprodukovatelnych vysledkl je nutné znat Groven fytohormonalni
aktivity extraktu. Variabilita je zpiisobena riznymi pfi¢inami. Prvni z nich je
obdobi sklizné, kdy fytohormondlni aktivita koreluje s obdobim vegetacniho
ristu (MOONEY 1983, MOONEY & VAN STADEN 1984). Druhou je stupen
vyvoje, napi. u makrotas veék. Je prokazan vliv hladiny riistovych inhibitor v
fasové stélce, které mohou zastirat fytohormondlni aktivitu (JENNINGS 1969).
Dalsim divodem muze byt i doba sklizné¢ markotas béhem lunarniho cyklu.
HOFMAN et al. (1986) zjistil, Ze hladina endogennich cytokininl u fasy Ecklonia
maxima vykazuje vyraznou mésicni periodicitu. Posledni pfi¢inou variability je
fakt, ze rizné cytokininy maji rozdilnou turoven aktivity. Celkovad uroven
aktivity se proto 1i8i v zavislosti na pfitomnych cytokininech (MOONEY 1983,
MOONEY & VAN STADEN, 1984, FEATONBY-SMITH & VAN STADEN 1984).

Vyuziti fasovych extraktl a vyrazné pozitivni vysledky pti aplikacich
komer¢nich produktl zfas jsou znamy jiz del§i dobu. Pouziti extraktd
zvySovalo vynosy brambor a travy (BLUNDEN 1972, 1977, BLUNDEN &
WILDGOOSE 1977), zlepSeni rlstu citrust, rajcat, travniho drnu (SENN et al.
1961), cukrove fepy (BLUNDEN et al.1979) a fazoli (FEATONBY-SMITH & VAN
STADEN 1984). Byla také zaznamenana stoupajici respiracni aktivita a zvySena
kli¢ivost semen (BYTTON & NOYSEM 1964, AITKEM & SENN 1965) Vyrazné
vzrostla 1 resistence rostlin k mrazu, houbovym infekcim a hmyzim Skidcim
(STEPHENSON 1966, DRIGGERS 1969, BOOTH 1965, FEATONBY-SMITH & VAN
STADEN 1983).0 moznostech vyuziti a pozitivnim vlivu pouzivanim
komer¢nich tasovych extraktll v zeméd¢€lstvi byla napsana v poslednich letech
fada publikaci CROUCH et al. 1992, CROUCH & VAN STADEN 1993, ATZMON &
VAN STADEN 1994 a STIRK & VAN STADEN (1997). Zajimava je ovsem 1
moznad medicinska hodnota fas. Protizanétlivou, antimikrobialni a
protinddorovou aktivitou moiskych fas se zabyva prace STRIK et al. (2003).
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Smér dalSiho vyzkumu

Ptesto, ze v poslednich letech ziskava vyzkum ristovych regulatort
v fasach a sinicich na popularité, ziistaivd mnoho otazek nezodpovézenych. Jsou
znamy zakladni principy a obsahy fytohormoni v makrotasach. Pozornost
zejména zemi bez pfistupu k mofim je zaméfena také na moznost péstovani a
vyuziti mikrotas v kontinentalnich podminkach. Prozkoumanost sladkovodnich
fas se vSak omezuje zejména na druhy snadno kultivovatelné. Neni znamo, jak
muze dlouhodobé péstovani v laboratornich podminkach ovlivnit obsahy
rustovych regulatorti, jak u funguje jednobunécnych zastupcti uvolnovani
fytohormont béhem bunécéného cyklu a zda 1ze jejich produkei uméle fidit. Jsou
zde také otazky, které se tykaji vyluCovani ristovych reguldtordi do media
v zé&vislosti na slozeni bunécéné stény. Dulezité je ale 1 studium produkénich
schopnosti ptirodnich populaci.
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