Plantehormoner styrer
planters vaekst og udvikling

Selvom plantehormoner produceres i meget sma koncentrationer er de centrale for planters
vaekst og udvikling. Maling af hormoner, specielt cytokininer, i planter har i mange ar vaeret en af
naturstofkemiens store udfordringer, men nye malemetoder synes at have lgst dette problem
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Plantehormoner er lavmol ekylaare organiske forbindel ser, der
syntetiseresi meget lave koncentrationer, og som er essen-
tielle for plantens vakst og udvikling. Der findes flere grup-
per af plantehormoner, hvis kemiske strukturer og virkeméade
kan vemre vidt forskellige. Tilstedevaarelsen af vaskst-
regulerende stoffer i planter blev allerede forudset af Darwin,
men det var farst i 1928, at plantehormonet auxin
(indolyleddikesyre, IAA) farste gang blev isoleret og karakte-
riseret. Man beskrev auxin som et stof, der fik havren til at
krumme mod lyset [1]. Den sidste hormongruppe, der blev
identificeret, var cytokininer (figur 1). | 1955 blev cytokininet
kinetin (N°>furfuryladenin) isoleret og identificeret fra silde-
DNA. Det viste sig senere at vaae et artefakt dannet ved de-
hydrering af deoxyribose og dets migration fra 9-positionen
af adenin til N®—positionen under autoklavering [2]. Kinetin
forekommer ikke i planter, men andre cytokininer med tilsva-
rende biologisk aktivitet har vist sig at vaare vidt udbredt i
planter. Disse forbindelser blev tidligere omtalt som kininer.

Selvom man allerede ved opdagel sen af kinetin kendte til
tilstedevaaelsen af cytokininer i planter, var det farst i 1963,
at det farste naturligt forekommende cytokinin blev isoleret
og identificeret. Letham [3] identificeredei 1963 zeatin fra
majs og beskrev det som et hormon, der fremmede cellede-
ling. Det har senere vist sig at vaare det mest almindeligt fore-
kommende cytokinin i planter.

Arbejdet med at bestemme virkeméaden af plantehormoner
har vagret vanskeligt. Det skyldes:
(i) at biosyntesen ikke foregar i specifikke organer,
(ii) at mange af hormonerne findes i forsvindende sma maang-
der og derfor er svaare at detektere og kvantificere,
(i) at samme hormon kan have forskellig virkning pafor-
skellige planter og
(iv) at der kan vaze tale om en antagonistisk effekt, hvor hor-
moner pavirker hinanden med en modsatrettet virkning.

Indfaldsviklen har i de fleste videnskabelige undersagel ser
vaget at undersgge plantehormoners virkning ved anvendelse
0g observation. Det kan vaze en plantedel, der fjernes og er-
stattes med kombinationer af hormoner, et organ €eller vaev der
dyrkesin vitro eller ved eksogen tilfarsel af et plantehormon.
Det er dog ferst med de moderne bioteknol ogiske metoder, at
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Figur 1. Kemiske strukturer af udvalgte cytokininer fra planter.
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det er blevet muligt at identificere de naturlige
biosynteseveje til dannelsen af de forskellige
plantehormoner, herunder isear cytokininer og
auxiner. | den nyeste forskning introduceres fal-
somme og selektive malemetoder, der kan detek-
tere og bestemme den kemiske struktur af starste-
delen af hormonerne og efterf@l gende kvantifi-
cere mamngden af disse. Man kan i dag detektere
hormonkoncentrationer helt ned til 10°mol/g
plantemateriale. Det giver mulighed for at stu-
dere, hvilken betydning hvert enkelt hormon har
og klarlaggge, hvilket samspil der er mellem flere
hormoner i forbindelse med plantens udvikling.

Typer af plantehormoner

De klassiske grupper af plantehormoner, som
hovedsagelig fremmer vaskst og udvikling af
planter, er cytokininer, auxiner, gibberelliner,
abscisinsyre og ethylen (figur 1 og 2). Andre
hormontyper er kumarin, jasmonsyre,
brassinosteorider, oligosaccharider og salicyl-
syre [4].

Cytokininer er purinforbindelser, der oftest er
derivater af adenin med en substituent ved NE.
Cytokininer, der produceresi planter, er med en-
kelte undtagel ser derivater af de frie cytokininer
isopentenyladenin (iP), zeatin (Z) eller dihydro-
zeatin (DHZ) (figur 1). De frie cytokininer, men
ogsa deres respektive ribosider og O-glucosider
(nucleosider) anses sammen med nucleotiderne
(phosphatestere af nucleosider) for at vaere akti-
ve cytokininformer [5]. Derimod er 7- og 9 C-
glucosider af Z og DHZ (figur 1) inaktive. Aro-
matiske cytokininer har hidtil kun vazret kendt
som syntetiske, men er nyligt fundet i planter
[6]. Cytokininer er plantehormoner med virkning
pa celledeling og veevsdifferentiering, og de
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Figur 3. LC-MSkromatogram af hhv. deutereret zeatin (mV/z 225) og zeatin
(m/z 220) og af deutereret zeatin-ribosid (nmV/z 356) og zeatin-ribosid (m/z
352). Der sesen lilleforskel i retentionstid pa kolonnen for hhv. den

WV deutererede og naturlige form af cytokininet.
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Figur 4. Biosyntese i skud og rod af zeatin-ribosid-5'-monophosphat (ZRMP)
meerket med deuterium efter inkubering i D,O. Rade kolonner viser isotopfor-
delingen efter deuteriummaakningen af ZRMP m/z +1 (202) til m/z+ 3 (m/z
205). Gule kolonner viser ikke mearket ZRMP (m/z 202) med kun sma signaler
fra de naturlige isotop toppe mVz + 1 (m/z 203) og m/z + 2 (m/z 204).

des normalt ikke over 15 GA i en plante. De forskellige GA-
strukturer har forskellige substituenter i position 10, 13, og
16 og kan have en y-lacton-bro (figur 1, GA,). Gibberelliner
kan bl.a. stimulere blomstring. Nar gibberellin GA, og GA til-
sadtestil ndletraeer, blomstrer de efter 46 &r i stedet for de
normale 20 &r.

Abscisinsyre er en sesquiterpen (figur 1) med et asymmetrisk
kulstofatom i 1"-positionen, hvilket giver mulighed for en S(+)
og R(-)-enantiomer. Det er S-enantiomeren, der er naturlig fore-
kommende. Abscisinsyre er et stresshormon, der produceres,
ndr planten udsadtes for stress, dvs. ved tarke, hgje saltkoncen-
trationer eller frost. Ved tarke far abscisinsyre bladenes spalte-
abninger til at lukke sig, og rodens hydrauliske ledningsevne
gges, hvorved vandbalancen forbedres.

Plantehormonet ethylen afgivesisaa i store maangder fra
modnende frugter og rédnende plantedele. Det er dog kun ethy-
len oplast i cellesaft, der udgver hormonvirkning. Ethylen sti-
mulerer bl.a. frugtmodning, sd et modent able kan inducere
modning af andre frugter og f& blomster til at visne. Det benyt-
tes ved modning af bananer, idet bananerne plukkes granne, af-
skibes og behandles med ethylen undervejs, s de netop er
modne ved ankomsten til modtagerlandet.

Cytokininer og auxiner er uden tvivl de vaesentligste hormo-
ner i relation til planters vakst og udvikling. Det er ogsa disse
plantehormoner, der er svagrest at male, idet de optraeder i for-
svindende sma mamngder. Nye mélemetoder har imidlertid givet
gode resultater.

Nyeste malemetoder af cytokininer og auxiner

Cytokininer og auxiner oprenses fra planteekstraktet pa en
kolonne indeholdende et C,s-coated materiale. Derved fjer-
nes aminosyrer og sukkere, sa de ikke generer analysen.
Hvert enkelt hormon kvantificeres nu vha. LC-MS/MS
(hgjtryksveeskekromatografi kombineret med tandem
massespektrometri). Ved at koble vaeskekromatografi, hvor
hvert plantehormon fremkommer som en separat top pa et
kromatogram og massespektrometri, hvor den eksakte masse
af hvert hormon og dets overordnede fragmentmgnster kan
bestemmes (figur 2), er det muligt at opna tilstraskkelig in-

Figur 5. Syntetisk cytokinin (benzyladenin (BA)) fremmer brydninger og kompakthed. Benzyladenin tilfart kapmargeritplanter i forskellige koncentrationer.
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Figur 6. Smaplanter af julekaktus.
Til hgjre: Uden behandling med
syntetisk cytokinin benzyladenin.
Til venstre: Med tilfarsel af 6,66 x
10“M benzyladenin. Begge
stiklinger er blevet behandlet med
10° M IBA (syntetisk auxin).

formation til at identificere hver enkelt hormon i et plante-
ekstrakt. Forholdet mellem arealenheder og koncentration af
hvert hormon bestemmes ud fra en standardkurve baseret pa
cytokinin- og auxinstandarder, toppens starrelse viser, hvor
meget der er af det paged dende plantehormon.

Ved at bruge interne standarder (de deutererede former af
hhv. cytokininer og auxin) kan man finde frem til hormoner-
nei en kompleks matrix af naturstoffer i et planteekstrakt.
Standarderne til sattes ekstraktet og svarer til hvert sit cyto-
kinin, hvor H-atomerne pa de endestillede CH,- og CH-
grupper i sidekasden er byttet ud med deuterium (figur 3).
Det bevirker en forskel i molekylvaggten og derved en lille
forskel i retentionstid pd HPL C-kolonnen for hhv. den deu-
tererede og naturlige form (figur 3). Herved kan man fglge
toppene parvis, cytokinin i planteekstraktet og detstilsva-
rende deutererede forbindel se som standard. Metoden er fin-
indstillet til maling af auxin, auxinkonjugatet indol-3-aspar-
tat og ni forskellige cytokininer. Der kan males koncentrati-
oner ned til 0,2-12 10 mol [7].

Syntesested og transport af cytokininer og auxiner
Cytokininer syntetiseresi ekstremt lave koncentrationer (10°
mol/g plantemateriale). Forestillingen, der stadig sesi
plantefysiol ogiske laarebgger, om at cytokinin hovedsageligt
dannesi rodsystemet, er ved at blive opgivet. Efter at man
er begyndt at anvende LC-MS/MSttil at detektere de sma
maengder hormoner, har man kunnet méle, at der ogsa andre
steder i planten sker en opkoncentrering af hormoner, og at
cytokininer dannes ganske tagt pa deres virkningssted. Den
nyeste forskning viser, at cytokininbiosyntesen i gdsemad
(Arabidopsis thaliana) sker i bade rgdder og skud [8]. Ved
at lade planterne optage et naaringsmedium med 30% D,O
blev de maakede vandmolekyler indbygget i zeatin-ribosid-
5’-monophosphat (ZRMP). Denne in vivo maarkning med
tungt vand kunne detekteres ud i blade og redder ved brug
af LC-MS (figur 4).

Auxin produceres i skudspidsen og mange andre steder i
planten. Auxin eksisterer i en fri og antagelig aktiv form,
men kan ogsa forekomme som et konjugat med sukker eller
aminosyrer. Konjugaterne er stabile og oplagres eksempelvis
i fr@. Hormonet transporteres via parenchymaceller med en
hastighed af 1 cm i timen [9]. Den polaae transport er en ak-
tiv proces medieret af baxrerproteiner.

Cytokininer og auxiner i prydplanter og naletraeer

En stor del af de danskproducerede prydplanter formeres
ved at et steengel stykke af skaeres og induceres til at danne
nye rgdder (stiklingeformering). Der er dog tab under for-
meringen, fordi en del stiklinger ikke danner rgdder. Senere
i produktionen kan der pga. uens vakst og udvikling fore-
komme spild. Forholdet mellem auxiner og cytokininer re-
gulerer sideskudsvakst (cytokininer fremmer, auxiner haam-
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Figur 7. Nordmannsgran, hvor toppen er beskadiget, maske som felge af
frost. Det er karakteristisk, at en eller flere grene sgger opad for med tiden at
erstatte topskuddet. Isaar knopplaceringen og ndlestillingen vil dog i flere &r
endnu afslgre det nye »topskuds« grenkarakter, og det er svea't at fa en
harmonisk kronestruktur pa traeet efter en sddan skade.

mer) og roddannelse hos stiklingerne (auxiner fremmer,
cytokinin haemmer) [10]. De nyeste resultater viser, at der
ved at tilfgre syntetisk cytokinin (benzyladenin) opnas dan-
nelse af flere vakstpunkter hos kapmargerit (figur 5) og
novemberkaktus (figur 6), men ikke hos potteroser.
Auxinbehandling har en positiv virkning pa roddannel se hos
alle tre typer prydplanter, der danner et bredt rodnet, nar
auxin-cytokinkoncentrationsforholdet er hgjt (her vist pa
julekaktus, figur 6). Bedste auxintype og koncentration af -
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Figur 8. Knophierarki i Nordmannsgran. 1: Topknop, 2: Kransknop, 3-4:
Endeknopper pa 1 grenkrans, 5-6: Sdeknopper, 1 grenkrans.

haenger af plantearten [11]. Forsggene med til sagtning af
syntetisk cytokinin og auxin til stiklinger farte til mere ens-
artede planter.

Juletraeer kan afhaangig af andelen af farsteklasses trager

Figur 9. Fordelingen af cytokinin i Nordmannsgranknopper angivet i
picomol pr. gram frisk plantemateriale. Z: zeatin, ZR: zeatin-ribosid, DHZ:
dihydrozeatin, DHZR: dihydrozeatin-ribosid, |P: isopentenyladenin, |PA:
isopentenyladenosin. Nummereringen af sgjlegrupperne svarer til knopty-
pernei figur 8.
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vage en god eller en meget dérlig forretning. En udbyttepro-
cent pa 85 eller pa 50 ger en stor gkonomisk forskel. Tragerne
kasseres oftest pga. defekter i deres kroneform (figur 7). Der-
for er det vigtigt for juletreesproducenten at kunne stimulere
eller haanme hgjdetilvaksten, tagheden af sidegrene, eller
méske forvandle en sidegren til nyt topskud. Forudsagningen
er, at man fa&r en forstaelse for, hvordan traset selv administre-
rer alle sine vakstpunkter. Inddelingen af knopperne paen
Nordmannsgran er skitseret i figur 8. De farste resultater i et
igangvaaende projekt viser, at lokaliseringen af cytokinin aan-
dres dramatisk gennem arstiden, samt at cytokininmaengden i
knopperne afhaanger meget af deres placering pa traset. Jo hg-
jere position pa traget, jo mere cytokinin indeholder knoppen
(figur 9). Det indikerer, at cytokininhormongruppen styrer
knoppernes udvikling og dermed tilvakstfordelingen i traskro-
nen.
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