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Лекція 2

Тема 2. Регулятори росту і розвитку рослин

План

1. Класифікація стимуляторів росту рослин їх походження та застосування.
2. Інгібітори росту рослин та їх механізм дії. 
       1. Класифікація стимуляторів росту рослин їх походження та застосування.
Ендогенні ростові речовини, або фітогормони, регулюють процеси росту і розвитку рослин. Куль​тури тканин і органів in vitro потребують введення у середовище екзогенних регуляторів росту і морфогенезу рослин. Як правило, це синтетичні аналоги ауксинів і цитокінінів, гібереліни і абсцизова кислота природного походження.

Ауксини. Введення в культуру потребує наявності в середо​вищі ауксинів для індукції поділу клітин і дедиференціації тка​нин первинного експланта. Під впливом ауксинів тканини репрограмуються на меристематичний ріст, який можна спрямува​ти далі під дією інших комбінацій регуляторів росту до різного типу органогенезу — утворення пагонів чи ембріоїдів. Існує багато синтетичних аналогів ауксинів, а саме: ІОК, 2,4-дихлор-феноксиоцтова  кислота (2,4-Д),  індолілмасляна  кислота.  Крім того, досить часто використовують такі сполуки з ауксиновою активністю: 2-нафтилоцтова кислота (НОК), фенілоцтова кисло​та, 4-хлорфеноксиоцтова кислота, 2-метил-4-хлорфеноксиоцтова кислота, 2,4,5-трихлорфеноксиоцтова кислота (2,4,5-Т), дікамба (3,6-дихлоранісова кислота) або її диметиламінова сіль (Банвел Д), піклорам (4-аміно-3,5,6-трихлорпіколінова кислота).
Залежно від мети використовують один із препаратів, що має властивості ауксину. Фітогормони ауксинового типу неоднаково впливають на різні фізіологічні процеси (індукція меристематичної активності диференційованих тканин, індукція органо- і емб​ріогенезу, стимуляція утворення коренів або пагонів) та на рос​лини, що належать до різних видів.
Найчастіше і для індукції калусоутворення та морфогенезу, і для культури меристем у живильні середовища додають ІОК, 2,4-Д, НОК та індолілмасляну кислоту (ІМК). Синтетичну ІОК використовують для калусоутворення, індукції морфогенезу, куль​тури меристем і пагонів, НОК і ІМК — у живильних середови​щах для укорінення культури пагонів, 2,4-Д — для індукції калюсу і росту суспензійних культур. 2,4,5-Т використовують рідше і виключно для індукції калюсу і непрямого ембріогенезу однодоль​них. Деякі сорти пшениці утворюють ембріогенний калюс на живильних середовищах з 2,4-Д, а інші — лише за наяв​ності 2,4,5-Т.
Для індукції ембріогенного калусу однодольних —  рису, пшениці  — часто використову​ють дікамбу та фенілоцтову кислоту.
При культивуванні суспензії клітин широколистих рослин і для утворення ембріогенного калусу використовують піклорам, який додають у середовище в значно нижчих концентраці​ях, ніж 2,4-Д. У середовищах для МКР ефективну концентрацію кожного ауксину підбирають за типом органа чи тканини або генотипом рослини.
У деяких випадках додають суміш двох або більше ауксинів, особливо ІОК у комбінації із синтетичним ауксином. Так, суміш ІОК і 2,4-Д (або 2,4,5-Т)  ефективна при індукції утворення ембріогенного калусу пшениці, деяких сортів рису і проса.
Для індукції калюсу на первинних експлантах найчастіше ви​користовують 2,4-Д. У широколистих рослин його концентрація становить 1,0—3,0 мг/л або 4,5—13,6 мкмоль (у комбінації з цитокінінами), у однодольних вона значно вища (2,0—10 мг/л або 9,0—45 мкмоль), причому внесення цитокініну в середовище не обов'язкове.
Тривале культивування тканин на середовищі з 2,4-Д спри​чинює генетичні зміни клітин, у зв'язку з чим для культивуван​ня отриманого калусу використовують НОК і ІОК.
Вважають, що ризогенез потребує наявності лише ауксину або ауксину в концентрації набагато вищій, ніж цитокініну. Процес соматичного ембріогенезу також часто відбувається у ра​зі використання середовищ, рівень ауксинів (2,4-Д) в яких висо​кий. Для подальшого розвитку зародків потрібно знизити кон​центрацію ауксинів у середовищі. Є припущення , що аук​сини в певних клітинах калусу або суспензійної культури спри​чинюють ембріогенну детермінацію, причому у проембріогенних детермінованих клітин припиняється поділ, який відновлюється за нижчих концентрацій ауксину або взагалі без нього.
Зазначено тісний зв'язок між концентраціями ауксину і цук​рози у середовищі. Кількість зародків під час соматичного емб​ріогенезу з незрілих сім'ядолей сої різко зменшується у разі по​єднання цукрози або ауксину високої концентрації з іншим ком​понентом низької концентрації . Найбільша кіль​кість зародків була при використанні або низьких (1—2 % і 6,25—25 мг/л відповідно), або високих (4 % і 50 мг/л відповідно) концентрацій цукрози і НОК.
Природні й синтетичні ауксини інтенсивно використовують в культурі in vitro клітин, тканин і органів для отримання спе​цифічної морфогенетичної відповіді, найчастіше — для індукції утворення адвентивних коренів. Наявність ауксину в пев​ній комбінації з цитокінінами у культуральному середовищі по​трібна також для формування адвентивних пагонів.
Цитокініни. Обробка цими речовинами інтактних рослин підвищує синтез білків.
Серед цитокінінів першим був описаний кінетин, виділений в лабораторії Ф. Скуга із старих зразків ДНК оселедця, а також інших зразків ДНК, автоклавованих у кислому середовищі.
Кінетин не є природним цитокініном, хоча він структурно споріднений з цілою низкою природних цитокінінів, що існу​ють у рослинах і як окремі сполуки, і як глікозиди або рибозиди. Встановлено, що цитокініни ініціюють поділ клітин, а саме синтез і функціонування білків апарату мітотичного веретена.
У рослині цитокініни синтезуються переважно в кінчиках коренів, особливо в клітинах центру спокою, а також у клітинах камбію і апексах пагонів. Синтезовані в коренях цитокініни транспортуються по ксилемі в інші частини рослини.
Як правило, для росту ізольованих тканин потрібно додавати цитокініни у середовище. Найширше використовують такі цитокініни природного походження: зеатин, дигідрозеатин 
Зеатин у рослинних тканинах існує у вигляді як окремих мо​лекул, так і глікозидних (цукор) і глікотидних (цукрофосфати) кон'югатів. Дигідрозеатин — це природний метаболіт зеатину, що проявляє цитокінінову активність. Часто як високоефектив​ний цитокінін використовують зеатинрибозид. Рибозид або його 2-метилтіо-аналог входять до складу т-РНК, цитоплазми і хлоропластів. Серед цитокінінів зеатин є найдорожчими, і тому його використовують лише у фундаменталь​них дослідженнях. Для підтримання росту ізольованих клітин, тканин й органів і МКР крім кінетину використовують синте​тичні аналоги цитокінінів, переважно похідні аденіну із заміщен​ням в 6 положенні, наприклад 6-бензиламінопурин (БАП), і тідіазурон (ТДЗ).
Фенілсечовина. Вперше роль похідних сечовини як речовин, що індукують поділ цитокінінзалежних калусних культур, засвід​чили такі дані: 1,3-дифенілсечовина, що входить до складу коко​сового молока, відповідає за цитокінінову активність. Піз​ніше були ще повідомлення щодо цитокінінової активності й похідних сечовини, але широкого застосування вона не набула.
Нині дедалі частіше використовують дефоліант бавовнику — ТДЗ  — для регенерації ад​вентивних пагонів як окремо, так і в комплексі з БАП, а також деревних порід.
Наскільки ауксини є найефективнішими фітогормонами в ін​дукції коренеутворення, настільки цитокініни — в індукції пагонів. Найкращій результат отримують за певного співвідношення ауксинів і цитокінінів.
Цитокініни низької концентрації (0,5—2,5 мкмоль) викори​стовують для індукції ембріогенезу у широколистих рослин, у однодольних усе навпаки: навіть дуже низькі концентрації цитокініну пригнічують ембріогенез.
У середовище для росту багатьох культур тканин додають аденін (аденінсульфат), що також має назву вітамін В4.
Аденін найчастіше використовують у середовищах для куль​тур, з яких мають отримати регенеранти. Часто найкращий резу​льтат має місце тоді, коли його вносять у середовище разом із цитокінінами (кінетином або БАП). Для індукції ембріогенезу в калусних культурах у середовище додають 40—80 мг/л аденіну. Ця сполука підвищує ефективність цитокінінів при індукції адвентивних пагонів із калюсів чи експлантів.
Гібереліни. Окремий клас регуляторів росту — гібереліни — налічує понад 80 різних сполук, але у практиці культур ізольова​них тканин і рослинництві найчастіше використовують гіберелову кислоту й суміш гіберелінів ГК4 і ГК7.
Основні фізіологічні ефекти гібереліну — стимуляція росту стебла, індукція цвітіння і стимуляція зав'язування плодів. Гіберелова кислота різко змінює активність цілої низки ферментів й індукує синтез а-амілази і мальтози, особливо під час проростання зерна злакових культур. Як правило, ріст, диферен​ціація і органогенез культур тканин не потребують наявності у середовищі гіберелінів, але є окремі повідомлення, що введення до складу середовища гібереловоі кислоти дає змогу стимулюва​ти коренеутворення.
У деяких випадках гіберелову кислоту вносять у середовище разом з ауксинами і цитокінінами для культури пагонів, особли​во на ранніх стадіях, для ініціації росту експлантів, взятих зі зрі​лих частин деревних порід, а також для поліпшення росту і збільшення кількості пагонів троянди  і камелії .

Поліаміни. Останнім часом досить інтенсивно вивчається роль поліамінів, аліфатичних сполук амінів, у процесах росту, диференціації та морфогенезу. Найпоширенішими речовинами цього класу є путресцин (діамін), спермідин (тріамін) і спермін (тетраамін). Поліаміни утворюються з аргініну і орнітину за до​помогою ферментів орнітиндекарбоксилази, що значною мірою активується під час поділу клітин, і аргініндекарбоксилази, яка активується у процесі росту клітин розтягненням [.
Фізіологічна роль поліамінів зумовлена їх властивостями. Як катіони вони легко зв'язуються із негативно зарядженими гру​пами нуклеїнових кислот і білків. При зв'язуванні з поліамінами РНК і ДНК стають стійкішими до дії нуклеаз і термальної дена​турації, активують реплікацію і транскрипцію ДНК. Їх дія в деяких аспектах нагадує дію катіонів К+, Са2+ і Мg2+ в умовах стресу. Поліаміни, крім того, можуть зв'язуватись з аніон​ними групами, зокрема з фосфоліпідними групами мембран і поліцукридами клітинних стінок; вони також змінюють актив​ність ферментів. Відзначено, що найвищий рівень поліамінів у тканинах, що активно ростуть (кінчики коренів, бруньки), і під час морфогенезу.
Екзогенні поліаміни беруть участь у процесах поділу клітин та їх росту розтягненням. Деякі експериментальні дані вказують на те, що для функціонування поліамінів потрібні іони Са2+; крім того, поліаміни спричинюють швидке відділення Са2+ від плазматичних мембран.
У біосинтезі поліамінів, як і етилену, бере участь аденозилметіонін, і це, очевидно, є причиною взаємного антагонізму між цими сполуками: поліаміни пригнічують біосинтез етилену блоку​ванням участі аміноциклопропанкарбоновоі кислоти у його син​тезі, а етилен зменшує активність аргініндекарбоксилази, у зв'яз​ку з чим також знижується його рівень [382].
Здатність поліамінів індукувати і стимулювати поділ клітин використовують для отримання клітинних колоній з протоплас​тів.
Також існують літературні дані щодо стимуляції поліамінами регенерації пагонів із листкових експлантів та утворення адвентивних коренів.
Органічні кислоти. Позитивний ефект від наявності органіч​них кислот у середовищах має місце переважно при викори​станні кислот циклу Кребса. Щодо ролі органічних кислот у живильних середовищах, то вони можуть діяти як хелатуючі агенти, бути буфером і підтримувати сталий рН або слугувати елементами живлення. Встановлено, що яблучна ки​слота в концентрації 100 мг/л діє як буфер у середовищі для культури зародків ячменю і за наявності глутаміну і аланіну сти​мулює їх ріст. Є відомості, що невисокі концентрації лимонної і бурштинової кислот не пригнічують ріст культур багатьох видів рослин, а у деяких видів стимулюють його. Кислоти також є ефективними буферами в межах рН 5—6. 

Встановлено, що бівалентні органічні кислоти — ли​монна, малеїнова, яблучна і малонова — містяться у ксилемному соці рослин. Разом з амінокислотами вони утворюють комплек​си з іонами металів і беруть участь у транспорті останніх. В умо​вах in vitro культивовані клітини і тканини виділяють органічні кислоти в середовище. Яблучна і лимонна ки​слоти, які виділяються клітинами рису в середовище, роблять доступнішими іони заліза, в результаті чого не спостерігаються ознаки його дефіциту. Встановлено також, що внесення у сере​довище органічних кислот циклу Кребса може сприяти кращому засвоєнню NН4. Додавання у середо​вище низькій концентрацій натрію пірувату, лимонної, яблучної і фумарової кислот, сприяє росту культури клітин за низької їх густини. Цю суміш органічних кислот багато дослідників використовували у середовищах для культури прото​пластів. Для деяких культур тканин стимулювальну дію виявляє одна органічна кислота, наприклад ріст калусу лимона поліпшу​ється у разі внесення у середовище лимонної кислоти. Також відомо, що яблучна кислота значно поліпшує ріст і виживання в умовах in vitro сукулентів і кактусів.
2. Інгібітори росту рослин та їх механізм дії.   Абсцизова кислота (АБК) — природний регулятор росту, який визначає період спокою бруньок і насіння, а також пригнічує підкислення і розм'якшення клітинної стінки, що є передумовою росту розтягненням. Найкраще вивчена роль АБК у регуляції за​кривання продихів, старінні та опаданні листя.
АБК має дві ізомерні форми — сіs- і trans. У природі існує сіs -форма, синтетична сполука є сумішшю обох форм.
Етилен. Є відомості щодо стимуляції утворення коренів за наявності етилену; в інших випадках стимуляція має місце при обробці тканин АgNО3.
Підвищення концентрації етилену в атмосфері, як правило, пригнічує ріст клітин у меристемах пагонів і коренів. Надзви​чайно чутливі до наявності етилену проростки гороху, у яких цей процес спостерігається за дуже низьких концентрацій, менш чутливі — однодольні (злаки і трави).
Культури тканин, що ростуть у закритих посудинах, мали б надзвичайно чутливо реагувати на накопичення етилену, але на​справді рідко коли ріст пригнічується через накопичення етиле​ну. Навпаки, додавання до середовища 50—100 мг/л метіоніну, попередника етилену, разом з 1 мг/л БАП збільшує ефек​тивність розмноження окремих деревних видів. Однак є відомості і про те, що під час вирощування пагонів у щільно за​критих пробірках накопичується така кількість етилену, яка при​гнічує їх ріст. Крім того, зменшується довжина міжвузль і по​жовтіння листя у каланхое і гвоз​дики.
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