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ABSTRAKT

Zemédelskou produkci negativné ovlivituje piedevsim sucho a zvysujici se teplota,
coZ se snazi fesit metody genového inzenyrstvi. ReSeni nabizi geneticky modifikované
organismy, které jsou vsak legislativn¢ limitovany. Proto se hledaji i alternativni cesty
Vv podobé ristovych regulatorii se specifickymi ucinky, jako je INCYDE. Navzdory
tomu, ze je INCYDE znam jako inhibitor cytokininové degradace, bylo v této praci
zjisténo, ze ve vysSich koncentracich muze také aktivovat receptor AHK4 a tak
aktivovat cytokininovou signalizaci. Srovnavaci analyza ucinkt INCYDE a trans-
zeatinu ukazala, ze se tyto latky li§i mistem WU¢inku v rostlinnych organech.
Vyznamnym rozdilem byl rovnéz vliv téchto latek na proteom 7dennich kli¢nich rostlin
Arabidopsis thaliana a to zejména v pisobeni na drahy glukoneogeneze, glykolyzy,
proteazomu a metabolismu mastnych kyselin. Aplikace INCYDE pii souc¢asné simulaci
podminek sucha vedla ke sniZzeni citlivosti kofene ktomuto stresoru. Tato

charakteristika se ukazuje zajimavou pro potencialni vyuziti v zemedélstvi.

Klicova slova: cytokininy, INCYDE, morfologie, antokyany, sucho, proteom

ABSTRACT

Agricultural production is negatively affected by stress factors like drought or rising
ambient temperature. Genetic engineering and production of specific GMO seems to be
very promising in protection of the crop yield however these are strictly limited for the
use in the field. For this reason alternative approaches like application of growth
regulators are in the focus of recent research. INCYDE is a new potent growth regulator
discovered as inhibitor of cytokinin degradation. In this Diploma thesis we show that
high levels of INCYDE could also activate AHK4, cytokinin receptor, and act like
cytokinins. Comparison of trans-zeatin and INCYDE showed that application of these
regulators results in spatial-specific pattern in activation of the cytokinin signaling.
trans-zeatin and INCYDE also induce different changes in proteom mainly in
proteasome pathway, gluconeogenesis and fatty acids metabolism. Application of
INCYDE simultaneously with inducing drought stress revealed that INCYDE could
decrease sensitivity to this stressor. This feature seems to be very perspective for its

utilization in the agriculture.

Keywords: cytokinins, INCYDE, morphology, anthocyanins, drought, proteom
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1 UVOD

Organismy se béhem svého zivota musi umét vyporadat s celou fadou nepiiznivych
vliva, které ovliviiuji jejich rist a vyvoj. Jelikoz jsou rostliny pfisedlymi organismy,
nemohou Vv porovnani s Zivo¢ichy meénit sva stanovisté. V dusledku toho se u nich
vyvinula celd fada nejriznéjSich mechanismi, které se snazi minimalizovat negativni

dopady ptisobeni biotickych i abiotickych stresort.

Rostliny patfi mezi eukaryotni organismy a vynikaji mnoha vyznamnymi rolemi.
Krom¢ fotosyntézy, kterd je zdrojem kysliku na Zemi, jsou rostliny také zdrojem
obzivy, cennych latek vyuzivanych ve farmacii a bylinkafstvi, krmivem pro zivo€ichy ¢i
plni estetickou funkci. Jiz pfed vice nez 10 000 lety se zacalo rozvijet zeméd¢lstvi, které
pfedstavovalo zdroj obzivy pro c¢lovéka. Nicméné v souCasné dobé se zemédélci
setkavaji se stale vétSimi extrémy zivotniho prostiedi, které negativné ovliviluji
produkci plodin. Na jedné strané vzrusta pocet obyvatel planety a je nutné navysit
vynosy, na strané¢ druhé se cCastéji setkavaji s extrémy pocasi, které mohou sniZzovat
kvalitu 1 kvantitu ofekavané Urody. Mezi nejvétsi hrozby soucasné doby patii
pfedevsim sucho nebo naopak zamokieni plidy, nedostatek Zivin, zvySujici se teploty ¢i
pusobeni nejruznéjSich patogent a Skidct. Aby se tyto dopady na produkci co nejvice
redukovaly, hledaji se nejriznéj$i feSeni piedevSim prostiednictvim Slechténi ¢i
novéjsich metod genetickych modifikaci. Celosvétovym cilem je snaha vylepsit kulturni
plodiny, aby byly odolnéjsi vic¢i stresorim a zaroven vykazovaly 1 vysSich
a kvalitné;jSich vynosi.

Slechtitelstvi piedstavuje vytvaieni novych odriid, které jsou lepsi nez odridy
stavajici. Tato metoda je ovSem zdlouhava, draha a nejista svym vysledkem. Klasické
metody Slechténi navic jiz casto nestaci, a proto se postupné zacalo piechazet
k metodam genetického inzenyrstvi, které jsou rychlejsi a méné finanéné narocné.
Pomoci biotechnologickych metod je mozné podle naSich pozadavkt vytvofit rostlinu
s genetickymi modifikacemi. Vyuzivd se ptedev§im modulaci hladin vyznamnych
enzymu regulujicich hladiny hormont, vyznamnych metabolitti ¢i reaktivnich latek
zapojenych do odpovédi na stres. Péstovani geneticky modifikovanych plodin ovSem
vyvolava tadu kritiky mezi odborniky i Sirokou vefejnosti. Proto se zacaly hledat

nejruznéjsi alternativni cesty, které by docilily stejnych vysledki jako genetické



modifikace. Jednou z moznosti je ovlivnéni biosyntézy ¢i degradace latek zajmu
Vv rostlinném téle, a to prostiednictvim ur¢itého inhibitoru ¢i aktivatoru. Tento inhibitor
by pak ovliviioval biosyntézu ¢i degradaci enzymu zapojenych v metabolickych dé&jich
a tim by zaroven ovlivnil hladinu latky zajmu. V polnich podminkédch by se jednalo
o posttik, ktery by se aplikoval na rostliny a nasledné by doslo ke snizeni ¢i zvySeni

hladin pfislusnych rostlinnych hormond.

Velmi zajimavé vlastnosti vykazuji rostlinné hormony cytokininy, které maji
vrostliné fadu funkci — reguluji bunécné dé€leni, fidi dormanci semene, kliceni,
senescenci, uvolnéni pupentl z apikalni dominance. Maji také roli v reakci na biotické
a abiotické stresory, ¢imz se staly vyznamnym ndastrojem pro feSeni problému
v zemédéelstvi. Sledovani vlivu jednoho z modulatorii cytokininové hladiny se stalo

namétem této prace.



2 CIL PRACE

Tato prace je rozdélena na cast teoretickou a ¢ast praktickou. Teoreticka Cast se
zamé&fuje na rostlinné hormony cytokininy, jejich biosyntézu, degradaci a signalizaci.
Prakticka ¢ast navazuje na mou bakaléaiskou praci Viiv modulace hladin cytokininii na
fenom a proteom rostlin, ktera se zabyvala vyzkumem vlivu latky INCYDE, jakozto
inhibitoru degradace cytokinini. Prakticka ¢ast je rozdélena na Cast fyziologickou a ¢ast
proteomickou. Cilem fyziologické ¢&asti bylo porovnat G¢inky exogenni aplikace
cytokininu trans-zeatinu a INCYDE na morfologické parametry rostlin modelového
organismu Arabidopsis thaliana. Experimenty byly provedeny jak u rostlin divokého
typu, tak i u transgennich linii s modulovanou cytokininovou signalizaci. Dale bylo
analyzovano, zda INCYDE pomaha rostlinam vyrovnat se Se suchem pomoci simulace
sucha pfidanim D-manitolu. Proteomicka ¢ast byla zaméfena na potencialni rozdily

Vv obsahu proteint po aplikaci obou rustovych regulatora.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rostlinné hormony

Termin hormon pochazi z feckého slova hormonau a znamena ,,stimuluji“. Byl
pouzit K popisu chemickych posla, ktefi stimuluji fadu procesi ve vyvoji zvifat (Hay et
al., 2004). Postupem casu bylo zjisténo, ze hormony u rostlin a zivo¢ichl se vyznamné
li$i. Za prikopniky poznatkll v oblasti rostlinnych hormoni jsou povazovani predevsim
Julius von Sachs a Charles Darwin, kteti jiz v 19. stoleti prokazali, Ze rizné procesy
rustu rostlin jsou regulovany ,,latkami‘, které se pohybuji z jedné ¢asti rostliny k dalSim.
O vice nez sto let pozdé¢ji se zjistilo, Zze tyto latky jsou malé molekuly odvozené
z riznych metabolickych drah. Obecné je nazyvame rustovymi regulatory. Mezi
pfirozené reguldtory riistu pak fadime rostlinné hormony (fytohormony) a dalsi latky

s regulaéni aktivitou (Prochazka et al., 1998).

Fytohormony jsou nizkomolekularni latky, které svym ptisobenim ovliviiuji regulaci
ristu a vyvoje rostlin. Zprostiedkovavaji komunikaci mezi jednotlivymi buitkami,
pletivy a organy béhem Zzivota rostlin, a rovnéz odpovédi na vn&jsi a vnitini signaly
(Prochazka et al., 1998). Obecné jsou pfitomny ve velmi nizkych koncentracich
a pusobi lokaln€ nebo v blizkosti mista syntézy €1 jsou transportovany do vzdalenéjSich
pletiv, kde vyvolavaji fyziologickou odpoveéd’ (Santner et al., 2009). Rostlinné hormony
ziidka plsobi samostatné a pro vétSinu piipadl je nutnd interakce vice hormont,
pfiCemZ mohou plsobit synergicky ¢i antagonisticky. Vyznacuji se pleiotropnim
ucinkem, coz znamena, ze ovliviluji vice aspektt ristu a vyvoje rostlin (Gaspar et al.,
1996; Hay et al., 2004). Latky s regula¢ni aktivitou se vyskytuji v rostlinach ve vyssi
koncentraci a maji mensi ucinky nez fytohormony (Podlesakova et. al., 2012). Mezi
fytohormony v soucasné dob¢ fadime auxiny, cytokininy, etylén, gibereliny, kyselinu
abscisovou, kyselinu salicylovou, brassinosteroidy, strigolaktony, NO, polyaminy,

kyselinu jasmonovou a peptidové hormony.

Syntetické regulatory rastu funguji jako piirozené rostlinné hormony. Takovych
regulatori s biologickou aktivitou byla objevena cela fada. Jejich aktivita je stejna nebo
vyssi nez aktivita endogennich hormont. Kromé nich existuje i celd fada chemickych

latek, které interferuji (obecné inhibuji) se syntézou, transportem nebo aktivitou



endogennich hormontl. Takové inhibitory nasly pfedevS§im uplatnéni pfi studiu uloh

rostlinnych hormonu v kulturach in vitro (Gaspar et al., 1996).

3.2 Cytokininy

3.2.1 Objev cytokininu

Jiz na pocatku objevu cytokininii bylo zfejmé, ze musi existovat faktory, které
stimuluji bunécné déleni. Jiz v roce 1913 byla zvefejnéna prvni publikace, kterd
pfedstavila hypotézu, ze v rostlinach probihd pienos chemického signalu floémem za
ucelem vyvolani stimulace bunécného déleni (Galuzska et al., 2008). Rakousky botanik
a fyziolog Gottlieb Haberlandt experimentaln¢ dokézal, ze bunééné déleni je vyvolano
pusobenim ur¢itych faktorti. U poranéné hlizy brambor pozoroval stimulaci bunééného

déleni po aplikaci latek vyloucenych floémem riznych druhii rostlin (Haberlandt,

1913).

V letech 1940 az 1950 Folke Skoog a jeho spolupracovnici testovali u kultury
tabaku (Nicotiana tabacum) velké mnozstvi latek, které by mohly zahajit bunééné
déleni ¢i udrzet bunky v tomto stavu. Testovaly se nejrtiznéj$i materidly od
kvasnicovych extraktl az po Stavu z rajcete (Kieber a Schaller, 2014). K nejvétsi
stimulaci kultury ovSem doslo po pfidani kapalného endospermu kokosu, zndmého jako
kokosové mléko. Philip White v tomto ptipadé doplnil své médium o auxin a ptidal
10-20 % kokosového mléka. Tento krok vedl ke zjiSténi, ze kokosové mléko obsahuje
latku ¢i latky, které stimuluji bunky ke vstupu do bunééného cyklu, a tim podporuji

i jejich d&leni (White, 1934).

Ptes vSechny snahy se ovSem prvni takovéa sloucenina podafila ziskat az v roce 1955
Millerem a Skoogem, ktefi tuto latku izolovali z autoklavovaného DNA spermatu sled¢
a byla pojmenovéana kinetin. Tento nazev byl odvozen zejména z jeho schopnosti
podporovat bunétné deleni neboli cytokinezi. Z hlediska chemického je kinetin
derivatem adeninu. Jedna se o 6-furfurylaminopurin (Miller et al., 1955). Zanedlouho
poté byly syntetizovany i jeho analogy a skupina plivodné pojmenovana kininy byla
pfejmenovana na cytokininy (Galuzska et al., 2008). Piestoze kinetin nebyl pfirozené se
vyskytujicim cytokininem, tento objev pomohl pii hledani cytokinind v rostlinach se
piirozené vyskytujicich. Prvni takovyto cytokinin byl objeven v roce 1963 Lethamem.

Ten jej ziskal izolaci z nezralého endospermu obilky kukufice (Zea mays), diky cemuz

10



také ziskal nazev zeatin (Letham, 1963). Jedna se o trans-6-(4-hydroxy-3-metylbut-2-
enylamino)purin. Nasledné studie prokazaly, ze pravé zeatin byl dominujicim

cytokininem v jiz zminéném kokosovém mléce (Kieber a Schaller, 2014).

V dalSich letech bylo objeveno mnoho latek s cytokininovou aktivitou. Bylo
prokazano, ze cytokininy jsou pritomny ve vsech vyssich rostlinach, byly také nalezeny

v houbach, fasach a bakteriich (Galuzska et al., 2008).

O

NH
NTX—N
Y

N

Obr. 1: Chemicka struktura 6-furfuryladeninu (kinetin).

3.2.2 Chemicka struktura cytokinini

Pivodni definice cytokininli byla zalozena na vlastnosti stimulovat bunky k déleni
a regulovat funkce ristu stejnym zpusobem jako Kinetin. Soucasna definice predstavuje
cytokininy jako molekuly, které jsou si ve své struktuie podobné. Na rozdil od ptivodni

definice neni v souc¢asné zohlednéna jejich aktivita (Frébort et al., 2011).

Cytokininy jsou derivaty adeninu s pfipojenym postrannim Fetézcem v poloze N°.
Na zékladé charakteru postranniho fetézce je délime na isoprenoidni a aromatické (Mok
a Mok, 2001). Isoprenoidni cytokininy maji nasyceny nebo nenasyceny alifaticky
postranni fetézec isoprenoidniho plvodu, zatimco aromatické cytokininy nesou
aromaticky postranni fetézec, ktery muze byt déale substituovany v rtiznych polohach

aromatického kruhu (Spichal, 2012).

U rostlin patfi mezi isoprenoidni cytokininy trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ),
isopentenyladenin (iP) a dihydrozeatin (DZ). Tyto cytokininy se 1iSi nejen nasycenosti
postranniho fetézce, ale také hydroxylaci na konci postranniho fetézce (Sakakibara,
2006). Cytokininy s nenasycenym postrannim fetézcem jsou nejrozsifené;si, zejména je

to zeatin (Mok a Mok, 2001).
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Pro zeatin je charakteristickd pfitomnost dvojné vazby v postrannim fetézci, diky
¢emuz muize byt pfitomen ve dvou konfiguracich — cis a trans. Za rozsifenéjsi
a aktivnéjsi je povazovan tZ, protoze CZ byva vétSinou pfitomen v malém mnoZstvi
nebo s minimalni aktivitou. Ac¢koliv se trans forma povazuje za dominantnéjsi, existuji
studie, které prokazuji vyznamnéjsi roli ¢Z u nekterych druhti rostlin. Tato forma je
hojngjsi napiiklad u brambor (Solanum tuberosum), cizrny (Cicer arietinum), hrachu
(Pisum sativum), kukufice (Zea mays) a ryze (Oryza sativa); (Frébort et al., 2011). cZ se
vyskytuje piedev§im ve spojeni s vyvojovymi fazemi omezeného rustu, jako jsou
semena Ci starnouci listy, zatimco tZ predevsim v aktivnich fazich rtstu, coz bylo
prokazano u Arabidopsis thaliana (Gajdosova et al., 2011). DZ ma oproti zeatinu
nasyceny postranni fetézec (Mok a Mok, 2001). Vyskytuje se pievazné v dormantnim
osivu, apikalnich pupenech a Vv tekutém endospermu fazoli (Phaseolus vulgaris);

(Frébort et al., 2011).
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Obr.2: Chemicka struktura isoprenoidnich cytokininii (Sakakibara, 2005).

Mezi aromatické cytokininy pak fadime ortho-topolin (0T), para-topolin (pT), meta-
topolin (mT) a jejich methoxy derivaty (meoT a memT) a benzyladenin (BA); (Ge
et al., 2005; Sakakibara, 2006). BA byl izolovan z topolu, kornoutkovky, anyzu, rajcete
a je povazovan za nejaktivnéj$i a nejrozsifenéj$i aromaticky cytokinin. Topoliny
a methoxy derivaty byly také identifikovany u riznych druht rostlin. Meta-topolin je
V porovnani s para a ortho-derivaty u¢inn&jsi (Mok a Mok, 2001; Spichal, 2012).
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Obr. 3: Chemicka struktura aromatickych cytokininit (Sakakibara, 2005).

Mezi latky s cytokininovou aktivitou fadime piedevs$im fenylmocovinové typy. Jako
prvni byla identifikovéna difenylmocovina (DPU). Jeji objev byl sice ndhodny, nicméné
dopomohl k syntéze celé ftady analogt, jako jsou 1-(2-chloro-4-pyridyl)-3
fenylmocovina a thidiazuron. Od zeatinu se 1i8i vyssi aktivitou a stabilitou (Mok a Mok,
2001). Thidiazuron se mimo jiné komeréné pouziva jako defoliant a herbicid (Taiz
a Zeiger, 2010).

Cytokininy mohou byt v rostliné pfitomny jako volné baze, ribosidy, ribotidy
a jejich derivaty nebo také jako konjugaty s glukosou, xylosou ¢i aminokyselinovymi

zbytky. Za aktivni formu se pak povazuji volné baze (Spichal, 2012).

3.2.3 Biosyntéza cytokininu

Ackoliv v poslednich letech doslo k velkym pokrokiim v molekularni biologii, stale
se nedafi objasnit biosyntetické kroky u aromatickych cytokininti. Tato Cast bude tedy

vénovana biosyntéze cytokininil isoprenoidnich.

Biosyntéza isoprenoidnich cytokinind U rostlin za¢ind prevodem isoprenoidni
skupiny na ADP, ATP nebo nukleotidech vazanych na RNA. Isoprenoidni fetézec
pochazi z dimethylallyl pyrofosfatu (DMAPP) nebo 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl
4-difosfatu (HMBDP); (Krall et al., 2002; Sakakibara et al., 2005).
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Dutlezitym enzymem v biosyntéze cytokininil je isopentenyltransferdza (IPT). IPT se
vyskytuje ve dvou strukturné ptibuznych typech. V prvnim ptipad¢ se jedna o adenylat
IPT, vpiipadé druhém pak o tRNA-isopentenyltransferazu (tRNA — IPT), ktera
upravuje tRNA pfidanim DMAPP ke zbytku adeninu sousediciho s antikodonem
(Spichal, 2012). Enzymova IPT aktivita byla poprvé popsana u hlenky (Dictyostelium
discoideum); (Taya et al., 1978), zatimco prvni identifikace genu kodujiciho biosyntézu
cytokininti byla provedena u patogenni bakterie Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi
et al., 1984). Jedna se o gen tmr (tumour morphology root) vyvolavajici nadorovita
onemocnéni u rostlin (krékovity nador); (Blackwell a Horgan, 1991). IPT byly
identifikovany u rostlin hlavné u Arabidopsis thaliana, petinie (Petunia) a chmele
(Humulus lupulus); (Sakakibara, 2006).

Pocatecni krok biosyntézy predstavuje katalyza adenosinfosfatu pomoci IPT, ktery
katalyzuje N-prenylaci adenosin 5° fosfatu (AMP, ADP a ATP) na N° konci s DMAPP
nebo HMBDP (Kamada-Nobusada a Sakakibara, 2005). Rostlinna IPT pouziva jako
prenylové akceptory prevazné ADP ¢i ATP. Pokud je pouzit jako substrat DMAPP, pak
jsou primarnim produktem iP ribotity (Sakakibara, 2006). U tZ jsou znamé dvé drahy
vzniku zisoprenoidniho fetézce. V jedné draze IPT vyuziva DMAPP vzniklé
z metylerytritolfosfatové (MEP) drahy, ktera se vyskytuje v plastidech. Vysledkem
tohoto kroku jsou iP ribotidy, které jsou pak hydroxylovany za vzniku tZ. Druha draha
vyuziva prekurzoru DMAPP z mevalonatové (MVA) drahy (Kieber a Schaller, 2014).
MVA draha je lokalizovana v cytosolu, mitochondriich a probiha rovnéz u zvifat, hub
a nékterych bakterii (Kamada-Nobusada a Sakakibara, 2005). VétSina tZ je
u Arabidopsis thaliana ziskavana z MEP drahy. Vychozimi latkami tZ jsou
isopentenyladenosin-5-trifosaty  (iPRTP) nebo isopentenyladenosin-5’-difosfaty
(IPRDP); (Frébort et al., 2011). Tyto produkty mohou byt nasledné ptevedeny na tZ
prostfednictvim cytochromu P450 monooxygenazou CYP735A1 a CYP735A (Takei
et al., 2004). Dale dochazi k hydroxylaci isoprenoidniho postranniho fetézce za vzniku
volnych bazi (Kieber a Schaller, 2014). Oproti tomu cZ vznika odlisnou drahou. Prvni
krok, ktery vede ke vzniku cZ, je katalyza tRNA-IPT. Jelikoz prenylova skupina tRNA
obsahuje cis-hydroxylovou skupinu, dochazi po degradaci tRNA k uvolnéni cZ
(Sakakibara, 2006). Poslednim krokem v biosyntéze cytokininu je jejich hydrolyticka
aktivace. Vtomto kroku se uplatiuje specificka fosfohydroribolaza pojmenovana
LONELY GUY (LOG). Poprvé byla objevena u ryze (Kurakawa et al., 2007), pozd¢ji
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byla nalezena i u Arabidopsis thaliana (Kuroha et al., 2009). LOG enzym v jednom
kroku $tépi nukleosid 5 'monofosfat z nukleotidii, pficemz vznikne volna baze (Zalabak
et al., 2013). V Arabidopsis thaliana bylo objeveno sedm geni, které koduji aktivni
LOG enzymy (Kieber a Schaller, 2014).

—
ATP = iPRTP » {ZRTP +
tRNA
| 5w
prenyl-tRNA

DMAPP +< ADP —# iPRDP — tZRDP

cis-prenyl-tRNA

AMP » iPRMP —p tZRMP DZRMP cZRMP

K Vb)Y ) )

R R R

aktivni forma iP z bz ez

Obr. 4: Model biosyntézy cytokininii, modifikovano (Hirose et al., 2008).

U rostlin byly IPT geny prvn¢ identifikovany u Arabidopsis thaliana. Bylo popsano
sedm geni IPT, jejichz produkty vyuZzivaji jako substrat nukleotidy (AtIPT1 a AtIPT3-
AtIPT8) a dva tRNA — IPT geny (AtIPT2 a AtIPT9); (Spichal, 2012). IPT 1, 5 a 8 se
nachazi v plastidech, zbyvajici 4 IPT jsou lokalizovany v mitochondriich (Miyakawaki
et al., 2004). Na trovni rostlinnych orgéanti a pletiv byl IPT1 nalezen v buinikach xylému
kotene, v axilarnich pupenech listi a v nezralych semenech. IPT3 bylo nalezeno
u floémovych pletiv a IPT4 spolu s IPT8 se vyskytuji v nezralych semenech s vyssi
expresi v chalazalnim endospermu. IPT5 se vyskytuje pievazné V postrannich
kofenovych primordiich, v kolumele kofenové Cepicky, v hornich ¢astech kvétenstvi
a opadavych castech ploda. IPT6 bylo objeveno v sesuli a IPT7 je exprimovano
Vv buiikdch floému, v trichomech mladych listi a n¢kdy i v pylovych lackach (Murai,
2014). IPT geny byly také popsany i u jinych rostlin jako chmel (HIIPT), kukufice
(TMIPT2) a ryze (OsIPT1-OsIPT8); (Spichal, 2012).
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3.2.4 Metabolismus cytokininu

Jak jiz bylo zminéno, cytokininy se vyskytuji v rostlinach ve formé aktivnich bazi,
nukleosidii ¢i nukleotidi. Déle je mozné je rozdélit na formy upiednostiované pii

transportu ¢i ukladani a na formy aktivni nebo inaktivni (Davies, 2004).

Jelikoz hraji cytokininy v rostlinach hlavni roli v hormonalni regulaci rdstu
a vyvoje, je jejich hladina pfisné¢ regulovana. U rostlin se vyvinul u¢inny systém,
pomoci n€¢hoz je udrzovana endogenni hladina biologicky aktivnich forem cytokinint.
Rovnovaha je uchovavana mezi jejich biosyntézou, pfeménami aktivnich a rezervnich
forem a také nevratnymi inaktivacemi (Avalbaev et al., 2012). Snizeni hladin
cytokininti muze byt dosazeno konjugaci s cukrem ¢i degradaci prostiednictvim Stépeni
enzymu cytokininové oxidazy (Kieber a Schaller, 2014). Konjugace mize zahrnovat

O-xylosylaci, O-glukosylaci a N-glykosylaci (Hou et al., 2004).

N-glykosylace je ireverzibilni proces a probiha ptedevsim na atomu dusiku v poloze
N’ nebo N°® purinového kruhu cytokininti (Kieber a Schaller, 2014). Enzym, ktery se
tohoto procesu ucastni se nazyva N-glukosyltransferaza, ktera ve vysledku produkuje
N’ a N° glukosidy Poprvé byla izolovana z délohy fedkvicky (Raphanus sativus);
(Entch and Letham, 1979; Entch et al., 1979). Tento enzym pouziva jako substrat
derivaty adeninu. U Arabidopsis thaliana byly nalezeny dva geny kodujici
cytokininovou N-glukosyltransferazu (Frébort et al., 2011). Oba enzymy pievadéji
glukosylovy zbytek z uridin 5’-difosfoglukézy na atomu dusiku v poloze 7 a 9
isoprenoidnich a aromatickych cytokininti (Hou et al., 2004). V biologickych testech
vykazuji N-glykosidy obecné nizkou aktivitu a jsou jen slabé metabolizovany (Frébort
et al., 2011). Ackoliv byly zjistény i N*® glukosidy v rGznych rostlinach, jejich
enzymatickd biosyntéza nebyla zatim identifikovdna a jejich plivod je stdle nejasny
(Galuzska et al., 2008).

Cytokininy obsahujici ve svém postrannim fetézci hydroxylovou skupinu se mohou
podrobit O-glykosylaci. Takovymi cytokininy jsou zeatin ¢ DZ, u nichz se
V postrannim fetézci nachazi kyslik (Frébort et al., 2011). Enzymy, které se tohoto
procesu ucastni se nazyvaji O-glykosyltransferazy. Piisobenim tohoto enzymu dochazi
k tvorbé O-glukosidi a O-xylosidi. Tento d&j je na rozdil od N-glykosylace reverzibilni
(Schaller et al., 2015), takze tyto formy mohou byt pievedeny na formy aktivni
prostiednictvim B-glukosidazy (Brzobohaty et al., 1993). O-glykosylové slouceniny se
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povazuji za zasobni formy, protoze nejsou Stépeny enzymem cytokinin

oxidaza/dehydrogenaza (CKX); (Kieber a Schaller, 2014).

3.2.5 Degradace cytokinini

Rostlinnd pletiva obsahuji enzymy CKX, jejichz tkolem je S$tépit podskupiny
cytokininfi na N® postrannim fetézci (Kieber a Schaller, 2014). Vyslednymi produkty
jsou alifatické fetézce odvozené od aldehydu a uvolnény adenin (¢i odpovidajici derivat
pro N° substituované cytokininy); (Avalbaev et al., 2012). Sekvenéni a biochemicka
analyza ukdzala, ze CKX je flavoenzym patfici do tfidy oxidoreduktdz. Nevratna
degradace spociva v oxidaci sekundarni aminové skupiny na postrannim fetézci
adeninového kruhu. Vznikly iminovy meziprodukt je dehydrolyzovan za vzniku
adeninu a molekuly aldehydu. CKX byla zpocatku klasifikovana jako oxidaza, ale
nékolik studii prokazalo, ze daleko uc¢inngj$imi akceptory jsou redukované kofaktory
a tento enzym byl nadale uvadén jako cytokinin oxidaza/dehydrogenaza (Malito et al.,

2004; Frébortova et al., 2010).

;CHE

HN—GHE—GH:C NH,

N CH
N= 3
s [ > ﬁ |\ ‘> + O=CH—CH=C/
"‘“N N IGH:3

H FAD  FADH
Isopentenyladenine 2 Adamna 3-Methyl-2-butenal

Obr. 5: Reakce katalyzovand enzymem CKX. CKX jsou zodpovédné za katabolismus
a inaktivaci cytokininu v jediném enzymatickém kroku. Na tomto obrdzku je zobrazeno
Stepeni aktivniho cytokininu iP na adenin a nenasyceny aldehyd 3-metyl-2-butenal
(prevzato z Avalbaev et al., 2012).

CKX byla poprvé objevena Pacesem, ktery méfil degradaci znaceného N6-(D2-
isopentenyl)adenosinu v kultufe tabaku (Paces et al., 1971). Pozd¢€ji Whitty a Hall
popsali podobnou aktivitu v kukufici a nazvali ji cytokinin oxidaza (Whitty a Hall,
1974). V nasledujicich letech se tato enzymaticka aktivita prokazala i u dalSich
rostlinnych pletiv z kukufice, pSenice (Triticum aestivum), fazoli (Phaseolus vulgaris)

a soji (Glycine max). Nalezena byla také u nizsich organismd, jako je mech (Funaria
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hygrometrica), hlenka a kvasinka (Saccharomyces cerevisiae); (Schmiilling et al.,
2003).

Aby CKX fungovala, je nutnd piitomnost dvojné vazby v postrannim fetézci
ptislusného cytokininu. Z tohoto hlediska jsou tedy $tépeny pouze cytokininy typu tZ
a iP. DZ a BA jsou tomuto $tépeni odolné, jelikoz obsahuji nasycené vazby ve svém
fetézci (Avalbaev et al., 2012). Stépeni zabraiiuji také i substituce jinych funké&nich
skupin na purinovém kruhu jako jsou napi. O-glykosylované konjugaty
s glykosylovymi nebo xylosylovymi zbytky v postrannim fetézci. Stdpeni CKX
nevratn¢ cytokininy inaktivuje (Werner et al, 2003; Avalbaev et al., 2012). Zmény
v aktivit¢ CKX vyznamné ovliviiyji koncentrace cytokinint Vv pletivech, coz se muze
projevit riznymi fenotypovymi projevy. Pro studium CKX v rostlinaich se staly
cennymi nastroji inhibitory tohoto enzymu. Mozné kandidaty na inhibitory CKX Ize
najit mezi strukturnimi analogy cytokininii (Schmiilling et al., 2003). Mezi dal$i znamé
inhibitory patii také nékteré syntetické cytokininy, véetné¢ derivati mocoviny (Ashikari

et al., 2005).

Bylo prokazano, ze CKX je kddovana u riznych druht rostlin odlisnym pocétem
homolognich genti. U Arabidopsis thaliana je pfitomno sedm homolognich gent
(AtCKX1-AtCKX7), které CKX koduji. U ryze je to 11 homolognich genti (OSCKX1-
OsCKX11) a u kukufice bylo zjisténo 13 téchto genti. U nékterych CKX byla popsana
krystalicka struktura, a to zejména u ZmCKX1 a AtCKX7. Sekvence pfedpokladanych
nebo jiz charakterizovanych geni CKX byly také nalezeny v jeémeni (Hordeum
vulgare), orchidei (Dendrobium sonia), v bavinovniku, hrachu, tufinu (Brassica

napobrassica) a psenici (Avalbaev et al., 2012).
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Obr. 6: Struktura CKX monomeru u kukurice (Malito et al., 2004).

Jak bylo feCeno, u Arabidopsis thaliana se vyskytuje sedm homolognich geni
kodujicich CKX. Dva geny jsou umistény na chromozomu 2 (AtCKX1 a AtCKX2), dva
na chromozomu 5 (AtCKX3 a AtCKX7), na chromozomu 4 se nachazi AtCKX4, na
chromozomu 1 AtCKX5 a na chromozomu 3 AtCKX6 (Frébort et al., 2011). Jednotlivé
AtCKX byly lokalizované v cytoplazmé, vakuolach nebo apoplastu a mohou se lisit
svymi biochemickymi vlastnostmi (Werner et al., 2006). AtCKX1 je exprimovan ve
stéle postrannich kofenl, zatimco AtCKX2 je ptedevSim v apikéalnich Castech prytu.
AtCKX3 byl nalezen v mladych pletivech pryti, pficemz AtCKX4 byl charakterizovan
vyraznou expresi v trichomech, pruduchach, palistech a také v kofenové Cepicce, ktera
se vyznacuje vysokou mitotickou aktivitou. Genova exprese AtCKX5 byla patrnd ve
vyvijejicich se prytech a kofenech a ve vyvijejicich se tyCinkach a pylu, zatimco

AtCKX6 byl zaznamenan Vv ruznych fazich vyvoje gynecea (Avalbaev et al., 2012).

Za funk¢ni aktivitu enzymu mohou byt také zodpovédné subcelularni lokalizace
CKX. Intracelularni CKX mohou byt zapojeny do kontroly importu a exportu
cytokininli v konkrétnim pletivu nebo organu. Extracelularni CKX by mohly pfispivat
k degradaci cytokinind, které se podileji na regulaci bunééného cyklu (Avalbaev et al.,
2012).
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3.2.6 Signalni draha cytokinini

V rostlinach cytokininy ptsobi jako signdlni molekuly jiz v nanomolarnich
koncentracich. Jejich interakce se specifickym receptorem ptedstavuje rozhodujici krok

vedouci k preméné signalu na specifickou odezvu (Spichal, 2012).

Model cytokininové signalni transdukce ukazal, ze je velmi podobny bakterialnimu
dvouslozkovému systému, pomoci kterého bakterie vnimaji a reaguji na podnéty
z prostiedi (To a Kieber, 2008). U bakterii systém piedstavuje dvé hlavni slozky:
histidin kindazu (HK) a regulator odpovédi (RR). HK je lokalizovana v membrané
a pfijima podnéty z zivotniho prostredi. Pfijaty signal se dale $ifi, aby doslo k regulaci
transkripce cilovych gend. Jakmile dojde k zaznamu signalu vstupni doménou HK,
dojde Kk autofosforylaci histidinového (His) zbytku. Signal v podob¢ fosfatu je dale
ptrenasen do aspartatového zbytku (Asp) piijimacové domény odpovidajiciho RR, ktery
aktivuje nasledujici reakce (To a Kieber, 2008; Kieber a Schaller, 2014). U eukaryot se
setkavame se slozitéj§im systémem, ktery zahrnuje ptenos fosfitu z HK na RR
prostiednictvim ¢ty fosforylacnich kroki. V tomto vicestuptiovém fosforylacnim
systému se vyskytuje dalsi ¢len, a sice His fosfo-transferovy protein (HPT). Cytokinin
se navaze kpfislusnym  doménam CHASE  cytokininovych  receptort
AHK2/AHK3/AHK4, které jsou lokalizovany v endoplazmatickém retikulu (ER);
(Caesar et al., 2011). Po navazani dojde k aktivaci domény vysilace a k autofosforylaci
na His. V doméné pfijimace je pak fosfat pfenesen zbytkem Asp. Nasledné je fosfat
prenesen do proteinu HPT. HPT ptendsi v jadie fosfat na RR typu B, ktery pak vyvola
expresi riznych gend, véetné RR typu A (Kieber a Schaller, 2014).

A DwousloZicovy systém //__,__________1_\‘

P p
(> o =1l
vstup  pfenaied piijimac vystup
histidin kinaza regulator odpovédi
B Fosforvlaéni lcask;idai/,——-——--\‘ //,-————-—-.\‘
F Em _Er—
amms—i» @ o
hybridni histidin kinaza Hpt regulator odpovédi

Obr.7: Zndzornéni dvousloikového fosfotransferového systému. (A) Zdkladni

prokaryoticky dvouslozkovy systém s histidin kindzou a reguldtory odpovedi. H a D
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predstavuji konzervativni mista histidinovych a aspartatovych zbytkit zapojenych do
systemu fosforylaci. (B) Vicestupniovy fosforylacni systéem zahrnujici hybridni
histidinové kindzy (se vstupni, prenasecovou a prijimaci doménou), histidin fosfo-

transferovy protein a reguldtory odpovédi (Kieber a Schaller, 2014).

Prvnim voditkem pro charakterizaci cytokininovych receptor se stal objev genu
CKI1. Bunééna linie, ktera nadmérné exprimovala CKI1 byla schopna vykazovat rust
bunék v kultufe i bez exogenniho ptidavku cytokinini (Kakimoto, 1996). Na zakladé
toho bylo zjisténo, Ze CKI1 koduje protein sekvenci podobny bakterialni dvouslozkové
histidin kinaze. V roce 2001 byla izolovana pifibuzna histidin protein kinaza k CKI1
schopnd vyvolat fadu fosforylaénich reakci v odpovédi na cytokininy a byla
pojmenovana CREIL. PiesvédCivy dikaz, ze CREl koduje cytokininové receptory,
pfinesla analyza exprese proteini v kvasinkach. (Inoue et. al.,, 2001). Mimo
CRE1/AHK4/WOL byly v genomu Arabidopsis thaliana identifikovany jesté dalsi dvé
His kinazy inicializujici cytokininovou signalizaci. Cytokininovy HK receptor se sklada
zdomény CHASE (cyklaza/His  Kkinaza-asociujici  extracelularni ~ podnéty)
a cytoplazmatické His pfenaSecové a pfijimaci domény. V ramci cytokininové
signalizace byla dale v Arabidopsis thaliana identifikovana genova rodina, ktera koduje
HPt a byla nazvana AHP (Hwang a Sheen, 2001). Pét AHP (AHP1-AHP5) se podili na
pfenosu signalu z receptoru AHK na regulatory odpovédi ARR (Heyl a Schmiilling,
2003). Mimo téchto pét AHP byl nalezen také pseudo HPt znaceny jako AHP6 (také
nazyvany jako APHP1), ktery nese substituci v konzervovaném His a nepodili Se na
pienosu fosfatové skupiny na ARR (To a Kieber, 2008). Navzdory tomu, Ze bylo
prokazano, ze receptory z Arabidopsis thaliana vaZzou mimo isoprenoidni cytokininy
také aromatické cytokininy a thidiazuron, nejcitlivéjsi jsou tyto receptory

k isoprenoidnim cytokininiim (Romanov et al., 2006; Lomin et al., 2011).

U Arabidopsis thaliana byla dale identifikovana rodina geni ARR, ktera spada do
¢tyt skupin podle sekvencni podobnosti jejich domén a podle struktury C-termindlni
domény. Rozlisuje se deset ARR typu A (ARR3-ARR9, ARR15-ARR17), 11 ARR typu
B (ARR1, ARR2, ARR10-ARR14, ARR18-ARR21), dv¢ ARR typu C (ARR22
a ARR24) a devét Arabidopsis thaliana pseudo regulatort odpovédi (APRR). Za
negativni regulatory cytokininové signalizace se povazuji ARR typu A, které se
vyznacuji kratkou C-terminalni doménou. Naopak ARR typu B jsou oznafeny jako

pozitivni regulatory odpovédi a jejich C-termindlni konce obsahuji DNA vazajici
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doménu a rovnéz doménu transaktivacni, kterd reguluje transkripci cilovych gent

aktivovanych cytokininy (To a Kieber, 2008).

CKI1 AHK2, AHK3 CRE1/AHK4 AtCKX2, AtCKX4,

Q AtCKXS5, AtCKX6
PM m (\wawi) A
5‘ H H H m +— ATP
L) CL] D08~

waies—if
'

AtCKX1, AtCKX3

odpovéd’ na cytokininovy sngml

Va

Obr.8: Model cytokininové signalizace a bunécné distribuce biosyntetickych

a degradujicich cytokininii (Spichal, 2012).

Kromé kanonickych prvkd signalizace cytokininti jsou dnes znamy také dalsi
komponenty, které ptispivaji k regulaci této signalizace. Mezi takové elementy patii
I proteiny KISS ME DEADLY (KMD). KMD je rodina F-box proteint, ktera se
zaméfuje na proteiny ARR typu B a smétuje je k degradaci. U Arabidopsis thaliana
nejsilngji interaguji s ARR1 a ARR12. KMD tedy negativné reguluji signalizaci
cytokinint (Kim et al., 2013). Naopak do nekanonickych prvku patii CRF proteiny,

které tvofi postranni vétev cytokininové signalizace (Rashotte et al., 2006).

3.2.7 Vyznamné vlastnosti cytokinini

Jak bylo feceno v ivodni Casti, cytokininy v rostliné plni nejriznéjsi funkce, které
jsou vyznamné nejen pro rist a vyvoj rostlin, ale také pomahaji rostlinam pii ptsobeni
riznych druht stresort. Z praktického hlediska mohou tedy cytokininy najit uplatnéni

I v zeméd¢lstvi (Zalabak et al., 2013).

Cytokininy piedstavuji dilezity faktor komunikace mezi rostlinou a jejim

prostiedim. Byla dokédzana souvislost mezi hladinou cytokinini a mnozstvim
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dusikatych latek v okoli kofene. Zmény NO* jsou zaznamenany kofenem, ¢imz dojde
k tvorb¢ tZ nukleotidi (Takei et al., 2004). Dale se cytokininy tcéastni odezvy na
abioticky stres (Tran et al., 2007; Jeon et al., 2010). K modulaci jejich hladin mize dojit
I v pfitomnosti parazitd (De Meutter et al., 2003) ¢&i pfi infekei viry (Pogany et al.,
2004). V transgenni linii tabaku se zvySenou expresi genu ipt bylo prokazano potlaceni
starnuti listd. Listy se vyznaCovaly prodlouzenou vitalitou a delsi fotosyntetickou
aktivitou (Gan a Amasino, 1995). Vliv cytokinini na oddalovani senescence byl
prokazan i u hlavek salatu transgennich rostlin PSAG12-IPT (Lactuca sativa L. cv
Evola). U transgennich rostlin zdstala zachovana hladina chlorofylu i u spodnich list,
¢imz doslo ke zpomaleni starnuti v porovnani s kontrolnimi rostlinami (McCabe et al.,
2001). U ryze bylo dosazeno vysSich vynosi pomoci modulace endogennich hladin
cytokininli prostfednictvim snizené aktivity OsCKX2, kdy nasledn€ dochézelo
k akumulaci cytokinind v kvétnim meristému a zvysil se tak pocet reprodukénich

organt (Ashikari et al., 2005).

Velmi zajimavé bylo objeveni skute¢nosti, ze cytokininy pfispivaji k ochrané rostlin
pted suchem. Byly pfipraveny transgenni rostliny spojenim bakteridlniho genu ipt
s promotorem SARK, ktery se podili na regulaci senescence v listech. Takové rostliny
udrzely vysoky obsah vody a byla u nich v pribéhu plsobeni sucha zachovana
fotosynteticka aktivita. Zatimco kontrolni rostliny obdobi sucha nepfieZily,
u transgennich rostlin doslo po obnoveni zalivky Kk pokrac¢ovani v rastu (Rivero et al.,
2007). Krom¢ zvySeni odolnosti rostlin proti suchu bylo prokazano, Ze cytokininy jsou

zapojeny také v reakci rostlin na teplotu (Cerny et al., 2014).

Zajimave vysledky vykazuji i1 alternativni cesty modulace cytokininové hladiny ¢i
signalizace v podob¢ farmakologickych pfistupt, které pomoci vhodnych inhibitort
mohou ovlivnit biochemické procesy v rostling. Bylo identifikovano nékolik inhibitor
cytokininové signalizace jako je 6- (2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin (PI1-55).
Jedn4 se o prvni zndmou molekulu s antagonistickym uc¢inkem k cytokininim, ktera
snizuje jejich aktivitu. Tato sloucenina kompetitivné inhibuje vazbu ligandu tZ na
receptory cytokinini u Arabidopsis thaliana. Jeji aplikace na semena urychlila jejich
kli¢eni a podpofila rast a tvorbu postrannich kotent (Spichal et el., 2009). Dalsi latkou
S antagonistickymi ucinky k receptorim cytokinina je 6-(2,5-
dihydroxybenzylamino)purin (LGR-991). LGR-991 blokuje receptory cytokinint
stejnym zpusobem jako PI-55 (Nisler et al., 2010). Jako uzite¢ny inhibitor se jevi
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i lovastatin, ktery inhibuje MEP drahu. Jeho tucinky byly prokdzany zejména
v kratkodobych studiich, kde ucinné inhiboval biosyntézu cytokininii (Hartig a Beck,
2005).

3.3 INCYDE

Dalsi  moznou  latkou  inhibi¢niho charakteru  je  2-chloro-6-(3-
methoxyphenyl)aminopurin (Inhibitor Cytokininové Degradace, INCYDE). Jedna se
0 latku, ktera ma snizenou schopnost aktivovat receptory cytokinint, a pfitom vysoce
inhibuje CKX u Arabidopsis thaliana (Zatloukal et al., 2008). Inhibice CKX byla
uspésné prokazana jak na urovni in vitro studii, tak in vivo studii (Spichal, 2012).
V rostlinnych tkanovych kulturdch INCYDE zvySoval u explantatd hladinu aktivnich

cytokinint, a to pfedev§im v nadzemnich ¢astech (Aremu et al., 2012).
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Obr. 9: Strukturni vzorec 2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurin (INCYDE).

Utinnost INCYDE byla prokazana Aremu a kolektivem u in vitro bananu. V této
studii nebyl prokazan pozitivni vliv INCYDE na fotosyntézu, nicméné doslo k navyseni
fotosyntetickych pigmentl (Aremu et al., 2012). V podobné studii u rajcat stresovanych
zasolenim (NaCl) nebyly prokazany pozitivni uc¢inky INCYDE na fotosyntézu, nicméné
INCYDE snizil koncentraci malondialdehydu (MDA), ktery souvisi s oxidacnim
poskozenim listi (Aremu et al., 2014). INCYDE projevil pozitivni G¢inky i pti ptisobeni
kadmia na 1é¢ivé rostliny. Kadmium patii mezi tézké kovy a negativné ovliviiuje rust
a vynos plodin. Jedna se o jeden znejvice toxickych prvkl s vysokou schopnosti

inhibovat fyziologické procesy v rostlinach. Rostliny osettené INCYDE vykazovaly
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pozitivni zmény piedev§im u kofenti a prytu V porovnani s kontrolou. Modulace hladin
endogennich cytokininii pomoci INCYDE by tedy mohla najit uplatnéni i pfi hledani

problematiky spojené s kontaminaci zivotniho prostfedi kadmiem (Gemrotova et al.,
2013).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material a jeho kultivace

K testovani vlivu tZ a INCYDE na morfologické parametry kli¢nich rostlin byl
zvolen modelovy organismus Arabidopsis thaliana (ekotyp Columbia, Col 0). U semen
se nejdiive provedla povrchova sterilizace prostfednictvim 80% ethanolu po dobu
5 minut. Semena byla vyseta na zivné Y. Murashige a Skoogovo médium (Duchefa)
S 1% agarem (Duchefa) ve sterilnich podminkach flowboxu. Pfidanim 1M KOH bylo
upraveno pH média na hodnotu v rozmezi 5,7-5,8. Naslednym autoklavovanim byla
zajisténa sterilita pfipravovaného média. Pied nalévanim média na Petriho misky byla
ptidana pfislusna koncentrace regulatoru ristu — tZ nebo INCYDE rozpusténého
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Kontrolni rostliny byly ve vSech experimentech
kultivovany na médiu s ptidavkem DMSO (0,1 % v/v). Semena se vysévala do jedné
fady v piiblizném poctu dvanéact semen na misku. Aby byla zachovana sterilita uvnitf
misek a byla zdroven umoznéna vyména plynti, byly misky oblepeny polopropustnou
naplasti Medipor. Takto pfipravené misky se daly do lednice na 3 dny, aby mohlo dojit
k vernalizaci semen. Po 3 dnech se misky vertikaln¢ umistily do kultiva¢niho boxu
(Percival Scientific, Inc.). Rostliny byly kultivovany 7 az 14 dni v kultiva¢nim boxu za
standardnich podminek intenzity svétla 100 umol.m2.s? v rezimu dlouhého dne — 16
hodin na svétle pii 21 °C a 8 hod ve tmé pii 19 °C. Po pfislusné 7denni nebo 14denni
kultivaci byly jednotlivé misky vyfotografovany a byla u nich stanovena délka kofent
a listova plocha pomoci volné ptistupného programu Imagel. Se ziskanymi hodnotami

se dale pracovalo v programu Microsoft Excel.

Experiment testovani vlivu tZ a INCYDE =zahrnoval koncentra¢ni tadu
s koncentracemi 10 nM, 100 nM, 1 uM a 10 uM. Pro sledovani vlivu sucha byla
semena nejdiive kultivovana na %2 MS médiu s pfidanim 50 mM D-manitolu. D-manitol
byl pfiddin do média pfed autoklavovanim, aby doSlo k jeho uplnému rozpusténi.
Semena byla kultivovéana na sterilnich sitkadch (Uhelon 120T), které byly poloZeny na
médiich o koncentraci 100 nM tZ a INCYDE. Kontrolni rostliny byly kultivovany
stejnym zpusobem na ‘2 MS médiu bez ptidavku D-manitolu. Kultivace probihala

7 a 14 dni za podminek uvedenych vyse.
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Pro histochemické barveni byly pouzity transgenni linie Arabidopsis thaliana
obsahujici ARR5::GUS. Experiment testujici vyuziti specifickych ¢lenti fosforylacni
kaskady zahrnoval transgenni linie KMD a mutantni linie ARR typu B. Linie KMD
byla ziskana od profesora Schallera (Kim et al., 2013). Seminka ARR mutanti byla
ziskdna z NASC. Pro experimenty s transgennimi liniemi byla zvolena koncentrace

0,5 uM tZ a INCYDE.

Tabulkal: Seznam vybranych mutantnich linii v ARR typu B. Informace doplnény

pomoci databaze NASC z www.arabidopsis.info.

NASC ID: N6980 arrl-3/arrll-2
(genetické pozadi Col-0)

NASC ID: N6981 arrl-3/arrl2-1
(genetické pozadi Col-0)

NASC ID: N6982 arrl-3/arrl8-2
(genetické pozadi Col-0)

NASC ID: N6985 arrl2-1/arrl18-2
(genetické pozadi Col-0)

NASC ID: N6986 arrl-3/arrll-2/arrl2-1
(genetické pozadi Col-0)

NASC ID: N39991 arrl0-5/arr12-1
(genetické pozadi Col-0)

NASC ID: N39992 arrl-3/arrl0-5/arr12-1
(genetické pozadi Col-0)

Kultivace rostlin pro proteomickou analyzu byla provedena na 2 MS médiu.
Seminka byla vyseta na médium, na které byla polozena sterilni sitka (Uhelon 120T).
Po 7 dnech kultivace byly kli¢ni rostliny na sitkach ponofeny v roztoku s 0,5 uM tZ
nebo INCYDE a pieneseny na Cerstva média o stejnych koncentracich piislusnych
rostlinnych regulatord. Aktivace probihala 24 hodin a po ni nasledoval sbér pro
proteomickou analyzu. Jednotlivé vzorky se zmrazily tekutym dusikem a uchovaly pfi

-80 °C do zahgjeni analyzy.

4.2 Stanoveni antokyani

Rostlinny material pro stanoveni antokyanti byl odebiran v rozmezi hmotnosti 60 az
110 mg. Ziskané vzorky byly zmraZeny v tekutém dusiku do dal$i analyzy. Nasledné
bylo k jednotlivym vzorkam piidano 0,45 ml extrakéniho roztoku 1% HCI v methanolu.
Antokyany byly extrahovany ptes noc. Nasledujici den bylo ke vzorklim ptidano 0,3 ml

destilované vody a vzorky byly zvortexovany. Vzniklé vodno-methanolové faze
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se odebraly do novych a ¢istych zkumavek. Ke vzorkiim se ptidalo 150 pl chloroformu
a vzorky byly intenzivné protfepany a zvortexovany. Nasledné se nechaly vzorky
minutu odstat, aby se vytvofila vodno-methanolova a chloroformova faze. Dale byly
vzorky centrifugovany pii 12 000 otackach za minutu po dobu 10 minut. Po centrifugaci
doslo k oddéleni jednotlivych fazi. U vodno-methanolové faze byla spektrofotometricky
stanovena absorbance pii vinovych délkach 530 a 657 nm. Ziskané hodnoty absorbanci
byly pfepocteny na navazky podle vzorce A530 — (0,25 x A657)/[FW (FW — Cerstva

hmotnost). Metodika izolace a stanoveni antokyant byla pievzata od Mehrtens (2005).

4.3 Histochemické barveni (GUS)

Kontrolni kli¢ni rostliny Col-0 a kli¢ni rostliny nesouci gen uidA pod promotorem
genu ARRS byly obarveny barvicim roztokem, ktery obsahoval 0,1 M fosfatovy pufr
opH7;5mM EDTA,; 0,5 mM ¢ervena krevni sl Kz[Fe(CN)s]; 0,5 mM zluta krevni stl
Ka[Fe(CN)e]; 1% TRITON-X114 a barvivo 5-bromo-4-chloro-3-indolyl [-D-
glukoronidazu (X-glcA); (0,5 mg/ml, rozpusténo v DMSQO). Rostliny byly dany do
Eppendorfovych zkumavek s 1 ml barviciho roztoku. Vzorky byly 10 minut ponechany
za snizené¢ho tlaku v exsikatoru a nasledné za normalniho tlaku barveny 6-8 hodin.
Vzorky byly barveny za soucasného otaceni na rotatoru (Bio RS-24 Mini Rotator). Po
6-8 hodinach byly vzorky odbarveny v odbarvovacim roztoku, ktery se skladal
z ethanolu (70 %), z chloroformu (20 %) a destilované vody. Po tplném odbarveni byly

rostliny vyfotografovany.

4.4 Bakterialni esej

V bakterialni eseji byl pouzit bakterialni kmen E. coli KMIOO1. Aktivace signalni
dréhy se projevuje v expresi reportérového enzymu (B-galaktosidazy); (Mizuno
a Yamashino, 2010), jehoz mnozstvi se detekuje enzymatickou reakci s fluorescenénim
substratem 4-MUGal (4-Methylumbelliferyl p-D-galaktopyranosid, Spichal, 2011).
Reakce [-galaktosiddzy se substratem se zatavuje pifidanim uhli¢itanu sodného
a naslednym meéfenim intenzity fluorescence produktu 4-MU (excitace 365 nm, emise
448 nm). Fluorescence byla méfena na pfistroji Infinite M1000 PRO (Tecan). VSechny
pipetovaci kroky byly provedeny pfistrojem Nano Drop II (Bionex). Kultivace bakterii

probéhla v mikrotitratni desticce v inkubatoru Themomixer C (Eppendorf)
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v minimalnim médiu M9 (slozeni média je popsano v Studier, 2005). Cely proces

detekce se da shrnout do téchto kroku:

Smichani bakterialniho $toku se 40 ml minimalniho média.

Rozpipetovani E. coli KMIOO01 exprimujici AHK4 do mikrotitra¢ni desticky.
Rozpipetovani koncentra¢ni fady tZ a INCYDE k bakteriim v desce.
Kultivace 5 hodin, 25 °C, pii 1 400 rpm (exprese -galaktosidasy).
Rozpipetovani substratu 4-MUGal (25 mM v DMSO) do desky.

Kultivace 30 minut, 37 °C, pti 1 400 rpm (Sté€peni susbtratu B-galaktosidazou).
Rozpipetovani uhli¢itanu sodného (1,2 M) do desky.

O N o g A~ WD e

Zméfeni fluorescence v desce.

4.5 Homogenizace a extrakce proteini

Jednotlivé vzorky se homogenizovaly v tekutém dusiku. Poté se ke vzorklim ptidaly
2 ml 10% (v/v) TCA v acetonu. V dalsim kroku se ud¢lala centrifugace pti 10000 x g
a teploté¢ 4 °C po dobu 5 minut. Nasledné se odebral supernatant a k peletu se ptidal
1 ml 10% (v/v) TCA v destilované vodé. Takto piipravené vzorky byly podruhé
centrifugovany po dobu 10 minut. Ziskany supernatant byl odpipetovan a ke zbylému
peletu se pfidal 1 ml 80% (v/v) acetonu v destilované vod¢. Nasledné byla provedena

tieti centrifugace 10000 x g po dobu 15 minut.

K ziskanému proteinovému peletu se ptidalo 0,8 ml SDS pufru (2% dodecylsiran
sodny v/v, 30% sachar6za, 5% B-merkaptoethanol, 5 mM EDTA, 100 mM Tris; pH
8,0). Nasledné se piidalo 0,4 ml saturovaného Tris o pH 8 k0,8 ml proteinu
rozpus$téného v SDS pufru za dikladného protfepani na tfepacce pii 850 rpm. Vzorky se
poté centrifugovaly pii 15000 x g 20 minut. Fenolova frakce obsahujici protein se
opatrn¢ odebrala pipetou a byla pienesena do nové mikrozkumavky o objemu 2,0 ml.
Pieneseny objem fenolové frakce byl doplnén do objemu 2,0 ml roztokem 100 mM
octanu amonného v methanolu za uc¢elem vysrdzeni proteini. Vzorky byly uchovany
ptes noc pii -20°C. Nasledujici den se vzorky stocCily pii 15000 x g po dobu 5 minut.
Vznikly supernatant byl odstranén a pfidal se 1 ml 80% acetonu. Prob¢hla dalsi

centrifugace, odstranéni supernatantu a zbyly pelet se vysusil.
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4.6 Digest a odsoleni vzorki

Vysuseny pelet byl rozpustén v 300 ul roztoku 100 mM NH4HCO3 a 8 M mocoviny
po dobu 60 minut pti 25 °C na tfepacéce. Pomoci metody dle Bradforda (Bradford,
1976); (Sigma Aldrich) a destickového spektrofotometru (Tecan) byla zjisténa
koncentrace. Dale bylo nutné vzorky $tépit, takze se k nim piidal trypsin (10 ul na 500
ug proteinu); (Promega). Stépeni probihalo pii teploté 30 °C pies noc.

Jednotlivé vzorky bylo nutné odsolit. K tomu se pouzily odsolovaci desticky C18
SPEC (Agilent). Desticka byla nejdiive promyta 2x 400 pl methanolu a 4x 400 ul
ddH20. Poté byly vzorky naneseny a promyty 4x 400 ul ddH20. Pomoci 400 pl

methanolu se vzorky eluovaly a nechaly odpatit v SpeedVac koncentratoru (Thermo).

4.7 Priprava vzorki pro analyzu LC-MS

Nez se provedla LC-MS analyza, ptfidala se ke vzorkim 0,1% kyselina mravenci
(FA) a 5% ACN v takovém objemu, aby vysledna koncentrace peptidu byla zhruba
5 pg/ul. Vzorky byly sto¢eny a pieneseny do vialek s insertem o objemu 100 pl
a vlozeny do autosampléru UltiMate 3000 RSLC (Dionex) spojeného s UHR-TOF

hmotnostnim spektrometrem maXis Impact (Bruker).

4.8 LC-MS analyza

Vzorky se analyzovaly pomoci C18 reverzni chromatografie (15 c¢cm, 0,1 mm
pramér, Ascentis Express Column, Sigma-Aldrich), ktera byla napojena k nanoESI
zdroji CaptiveSpray (Bruker). UltiMate 3000 RSLC pracoval s pritokem 300-500
nl/min, gradient ACN byl 4-35% b¢hem 180 minut. UHR-TOF spektrometr méfil
v MS/MS médu pro identifikaci proteint (rozsah 50-2200 m/z, MS sbér 2 Hz, MS/MS
4-20 Hz, max. 20 prekurzorl, funkce aktivni exkluze). Pii méfeni byl pouZit vnitini

standard 1221,99 m/z (lockmass).

4.8.1 Zméreni a zpracovani MS/MS spekter

Pro identifikaci a kvantifikaci proteini byl vyuzit software MaxQuant 1.5.8.2 (Cox
a Mann, 2008) s databazi proteinti Arabidopsis thaliana (TAIR 10) a nasledujici
parametry: $tépeni trypsinem, moznost jednoho vynechaného $t€pné¢ho mista; presnost

hmoty MS 35 ppm, MS/MS 0,06 Da; moznost az ti variabilnich modifikaci (oxidace
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M; N/Q deamidace; moznost Cys-Cys vazby, N-terminalni acetylace). Spolehlivost
identifikace byla podminéna FDR<1% a ptitomnosti alespon jednoho protetypického
peptidu. Pro kvantitativni analyzu bylo vyuzito kvantifikace pomoci pocitani
ptifazenych spekter (PSMs) a automatické vyhodnoceni plochy piku prekurzoru (MS1

profil). Jako hladina vyznamnosti byla uréena absolutni zména 2,0.

4.9 Vyhodnoceni dat

U ziskanych dat byly vyhodnoceny protein-proteinové interakce pomoci STRING
10.0. (http://stringdb.org). Informace o funkcich proteini byly vyhledany v databéazi
UniProt (http://www.uniprot.org) a TAIR (https://www.arabidopsis.org). Lokalizace
proteintl byla urcena prostiednictvim databaze SUBA

(http://suba3.plantenergy.uwa.edu.au).
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Tato diplomova prace se zabyva pusobenim inhibitoru degradace cytokinint,
konkrétné enzymiit CKX. Enzym CKX ma vétSinovy podil na katabolismu a inaktivaci
cytokinini V rostlinaich (Aremu et al., 2014), proto ma modulace jeho aktivity
vyznamny vliv na hladinu cytokinind. Jednim z inhibitord je latka INCYDE, ktera
prokazala vysokou ucinnost v blokaci CKX u Arabidopsis thaliana. Jedna se o pomérné
novou slouceninu, jejiz u€inky jsou aktivné studovany (Zatloukal et al., 2008; Aremu
et al, 2012). Ackoliv se INCYDE jevi jako inhibi¢ni latka s vysokym potencialem,

nebylo provedeno porovnani jeho ptisobeni s exogennim piidavkem tZ.

5.1 INCYDE je inhibitorem CKX ale také agonista cytokinina

Jelikoz md INCYDE podobnou strukturu jako latky aktivujici cytokininové
receptory, byl prvni experiment zaméfen na jeho schopnost aktivovat receptor
CRE1/AHKA4. Provedli jsme srovnani aktivace CRE1/AHK4 receptoru tZ a INCYDE,
abychom zjistili, jestli se INCYDE vaze na receptory cytokininti a chova se sam jako
cytokinin. To bylo provedeno uzitim bakterialni eseje, ve které se sledovala mira
aktivace signalni drahy v zavislosti na koncentraci testovanych latek. Bakterialni esej je
zaloZena na aktivaci receptordi AHK lokalizovanych v membrané bakterialnich bunék,
kdy je po jejich vazbé s ligandem spusténa signalizacni kaskada vedouci k expresi
reportérového enzymu p-galaktosidazy (Mizuno a Yamashino, 2010). Mnozstvi
naprodukovaného enzymu se pak detekuje fluorescenénim substratem (Spichal, 2011).
V experimentu jsme zvolili koncentracni Skéalu latek zdjmu od 50 nM az po 50 uM
(obr. 10). Vysledky prokazaly, ze za nizkych koncentraci INCYDE nedochazi k aktivaci
receptoru CRE1/AHK4. Caste¢na aktivita receptoru byla zaznamenéana az pii aplikaci
koncentraci vyssich nez 1 uM. Pti koncentraci 5 pM byla aktivita INCYDE srovnatelna
s aktivitou odpovidajici koncentraci 50 nM tZ. Saturujici hodnoty bylo pro tZ dosazeno
pii koncentraci 1 pM. Pii aplikaci INCY DE nebylo této saturace dosazeno ani s nejvyssi
sledovanou koncentraci 50 pM. Za zvySenych koncentracich se INCYDE projevuje jako
agonista cytokininti a jeho u¢inek pii vyssich koncentracich mtze byt vysledkem souctu

jeho inhibi¢niho G¢inku na CKX a aktivaéniho G¢inku na AHK.
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Obr. 10: Aktivace receptoru cytokininit CRE1/AHK4 po aplikaci riistovych reguldtorii.

K porovnani vlivu exogenni aplikace cytokinini a INCYDE byl vyuZit rovnéz tZ,
protoze se u Arabidopsis thaliana vyznacuje silnymi ucinky (Spichal, 2012). Pro
porovnani miry ucinku rastovych regulatori byl sledovan jejich inhibi¢ni vliv na rust
hlavniho kotene, jelikoz je inhibice rustu kofenti ndpadnym znakem pulsobeni
cytokininu (Werner et al., 2003). Koncentraéni fada zahrnovala koncentrace ristovych
regulatorti v intervalu od 10 nM az po 10 uM, kdy u 10 nM byly pozorovany prvni
statisticky signifikantni rozdily ve zméné délky hlavniho kofene a pifi koncentraci

10 uM dochazelo k uplné inhibici rastu (obr. 11).

Zvysledkti je zifejmé, Ze INCYDE plsobi jako faktor pro navozeni silné
cytokininové odpovédi porovnatelné s cytokininem tZ. Ve vysSich koncentracich
zpusoboval INCYDE dokonce vyssi inhibici ristu kofene nez tZ. K saturaci inhibice
rastu kotene INCYDE doslo jiz pii koncentraci 1 uM, stejnou inhibici navozoval tZ az
s koncentraci o 1 fad vyssi. Vyssi t€inek INCYDE muze byt disledkem vyznamné role
CKX vregulaci tohoto procesu, nicméné neni mozné vyloucit, ze jiz pii této
koncentraci INCYDE se projevuje agonisticky ucinek této latky. Navic afinita INCYDE
byla sledovana jen pro AHK4, pficemz rozdilné receptory AHK vykazuji riznou miru
aktivace ptsobenim odlisnych typi cytokininti (Spichal et al., 2004). Vzhledem k tomu,
ze cilem bylo srovnavat INCYDE jako inhibitor CKX s exogennim pfidavkem tZ, byla
pro nasledné porovnavani pusobeni latek zvolena koncentrace mensi nez 1 uM, aby byl

vliv aktivace receptori INCYDE minimalizovan.
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Obr. 11: Délka hlavniho koiene po aplikaci tZ a INCYDE vV riznych koncentracich.
., K- predstavuje kontrolni rostliny kultivované s pridavkem DMSO. Jednotlivé sloupce
predstavuji  priimérné namérené hodnoty, chybové usecky prezentuji smérodatné
odchylky (n=30). Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci ANOVA s post-hoc

analyzou provedenou pomoci Scheffova testu.

5.2 tZ a INCYDE piisobi odliSné v riiznych ¢astech kli¢nich rostlin

Ackoliv vysledky vlivu aplikace tZ a INCYDE na délku hlavniho kofene prokazaly
srovnatelné G¢inky téchto latek, jejich plisobeni se mize v ramci rostlinnych pletiv lisit.
Rozdil miize byt v distribuci téchto latek a v misté jejich ptisobeni. Uginek endogennich
cytokininti je dan jejich metabolismem, ale také jejich transportem (Ziircher et al.,
2016). Stejn¢ tak vliv exogenni aplikace cytokininii silné zavisi na transportu
a metabolismu téchto latek. Naproti tomu pisobeni INCYDE jako inhibitoru CKX je
zavislé predevsim na ptitomnosti tohoto enzymu. D4 se tedy ocekévat siln€jsi tc¢inek
tam, kde hraje aktivita CKX vyznamnou roli. Jak bylo zminéno vySe, v tkdnovych
kulturdch byl INCYDE schopen zvySovat hladiny aktivnich cytokininli zejména
Vv nadzemnich c¢astech (Aremu et al., 2012), coz naznacuje, ze by mohl INCYDE

pusobit v zavislosti na rostlinnych organech ¢i pletivech.

Prostfednictvim databaze ARAPORT (ARABIDOPSIS INFORMATION PORTAL,
https://www.araport.org/) byl vytvofen pichled genové exprese CKX1-CKX6
u 7dennich a 14dennich rostlin Arabidopsis thaliana (obr. 12). Metaanalyza dat
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poukazala na pomémné vysokou expresi CKX4, kterd byla mimo kofen vyznamné
exprimovéna i Vkotyledonech kli¢nich rostlin a dale v pravych listech. Vzhledem
aktivitu (Galuszka et al., 2007) a navic je lokalizovana do apoplastu, kde dochazi
K vyznamné modulaci cytokininové signalizace (Ziircher et al., 2016), byla
pfedpokladana zvySena aktivita cytokininové signalizace po aplikaci INCYDE

predevsim v prytové oblasti kli¢nich rostlin.

Tato hypotéza byla testovana na zéklad¢ histochemického barveni rostlin
exprimujicich gen uidA pod promotorem genu ARR5 (ARR5::GUS). Transgenni rostliny
a kontrolni rostliny byly kultivovany za ptitomnosti 0,5 uM tZ a INCYDE po dobu

7 a 14 dni, aby byl zachycen vliv INCYDE na kli¢ni rostlinu a rostlinu s jiz rostoucimi

T
pravymi listy.
A ) CKX1 CKX2 CKX3 CKX5
Absohutni Absolutni Absolutni Absolutni Absoltni Absolutni
71.86 167.96 2696 98.85 3956 150.58
64 67 151.16 24264 88.96 356.04 135.52
57.48 134.36 21568 79.07 316.48 120.48
503 117.57 188.72 69.19 276.92 105.4
43.11 100.77 161.76 593 237.36 90.34
B 35.93 N 8398 N 134 79 49.42 137 s N7528
28.74 67.18 107.83 39.53 158 24 60.23
21.55 50.38 80.87 2965 118,68 45.17
14.37 33.59 5391 19.76 79.12 30.11
7.18 16.79 2695 9.88 3956 15.05
00 00 00 00 00 0o
B) CKXI CKX2 CKX3 CKX5 CKX6
'\\) AL A\ @R
(\\ <>1 <1\ (\,\
Absolutni Absolutni Absolutni Absolutni Absolutni Absolutni
7186 167.96 2696 98 85 2956 150.58
646 151.16 42 64 83 356,04 135.52
57.48 134.35 1568 7907 31648 120.46
503 17.57 18872 69.19 276 92 1054
43.11 I!w‘ Im 7% '59 3 '237 36 I% 34
3593 8398 13479 L4942 1978 N7528
287 67.18 10783 3953 15824 6023
21.55 5038 8087 2385 11868 45.17
1437 3359 5391 1976 912 30.11
718 1679 2695 9 3956 1508
00 00 0 00 00 00

Obr. 12: Genova exprese CKX u kli¢nich rostlin Arabidopsis thaliana. A) 7denni
klicni rostliny. B) 14denni klicni rostliny (prevzato a upraveno z databaze ARAPORT).

Analyza hladiny GUS prokazala, ze aplikace tZ u 7dennich kli¢nich rostlin vede ke
zvysené aktivité promotoru ARRS predevsim v kofenové casti (obr. 13). INCYDE byl
signalem zaznamendn rovnéZ u kotene, ale vyrazné¢ zvySend aktivita cytokininové

signalizace byla nalezena i v kotyledonech.
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Obr. 13: Vysledky Sestihodinového histochemického barveni Tdennich kli¢nich rostlin

Arabidopsis thaliana. Na obrdzku jsou kontrolni rostliny Col-0 bez konstruktu

ARRS5::GUS a transgenni rostliny S timto konstruktem osetiené 0,5 uM tZ a INCYDE.

Podobny t¢inek regulatori ristu byl pozorovan i pii analyze 14dennich rostlin (obr.
14). V porovnani se 7dennimi kli¢nimi rostlinami byl signal u tZ zaznamenan v slabé
mife 1 v prytu. OvSem v porovnani s aplikaci INCYDE byl signal vyvolany tZ méné
intenzivni. Vyznamny vliv INCYDE na zvySeni cytokininové signalizace v prytu byl
tedy potvrzen u dvou vyvojovych stadii. Celkové analyza cytokininové signalizace

prokazala rozdil v misté ucinku jednotlivych ristovych regulatorti.
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Obr. 14: Vysledky osmihodinového histochemického barveni 14dennich klicnich
rostlin Arabidopsis thaliana. Na obrdzku jsou kontrolni rostliny Col-0 bez genu ARRS
a transgenni rostliny nesouci gen ARRS osetrené 0,5 uM tZ a INCYDE po osmi
hodindch histochemického barveni. Modré zbarveni znaci aktivitu signalu a intenzita

zbarveni odpovida mnozstvi latky.

5.3 Porovnani vlivu tZ a INCYDE u mutant v signalizaci
cytokininii

Enzymy CKX nejsou schopny katalyzovat degradaci vSech typl cytokinind. Jejich
schopnost degradovat je zavisld na pfitomnosti dvojné vazby postranniho fetézce baze,
proto CKX nedegraduji DZ nebo aromatické cytokininy (Avalbaev et al., 2012). Na
zéklade tohoto faktu se da predpokladat, ze kromé rozdilného mista Gi¢inku ptisobeni tZ
a INCYDE, miize mit oSeteni témito latkami za néasledek navySeni rozdilné populace
jednotlivych typl cytokinind. RGzné typy cytokininii maji rliznou afinitu k receptorim
AHK a mohou aktivovat cytokininovou signalizaci riznou mérou (Spichal et al., 2012).
Rovnéz AHK navzdory piekryvu ve svych funkcich vykazuji jisté specifické role, jako
je naptiklad modulace odpovédi ke zvysené teploté (Cerny et al., 2014). To, zda
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osetieni tZ a INCYDE povede k vyuziti specifickych ¢lenti fosforylacni kaskady bylo
testovano na liniich s vicenasobnymi mutacemi v genech ARR typu B.

ARR typu B jsou transkripéni faktory v signaliza¢nim systému cytokinind, kde
pusobi jako pozitivni regulatory cytokininové signalni drahy. Vzhledem k funkénimu
ptekryvu riznych ARR typu B (Mason et al., 2005) byly pro experiment pouzity linie
s vicendsobnymi mutacemi. V cytokininové signalizaci jsou vyznamni piedev§im ARR
1, 10 a 12, pficemZz mutantni linie arrl/arrlO/arrl2 vykazuje velmi silny fenotyp

s vyraznou necitlivosti k cytokininiim (Yokoyama et al., 2007; Argyros et al., 2008).

Kli¢ni rostliny vicenasobnych mutant v ARR typu B byly kultivovany na médiich
s0,5 uM tZ a INCYDE po dobu 7 dni. Vramci experimentu byla métfena délka
hlavniho kotene. Linie arrl-3/arrll-2, arrl-3/arrl8-2 a 12-1/arrl0-5 nevykazovaly
statisticky signifikantni rozdil v délce kofene oproti kontrolnim rostlinam. Aplikace tZ
a INCYDE u téchto rostlin vedla k podobné odezvé u obou regulatord. Linie
s dvojnasobnou mutaci u vyznamnych ARR typu B vedly k oslabeni odpovédi
na aplikaci rustovych regulatort, coz bylo nejvice vidét u linie arrl-3/arrll-2. Nicméné
nebylo prokazano, ze by aplikace INCYDE na rozdil od tZ byla vice ¢i méné Uc¢inna
v inhibici kofenl v n¢kterém z dvojnych mutant. U linie arrl/arrl0/arrl2 s mutaci ve
vSech vyznamnych ARR typu B doslo k vyznamné redukci délky hlavniho kofene jiz
u neoSetfenych rostlin. Tato linie méla jiz natolik naruSenou cytokininovou signalizaci,

Ze u nich aplikace rastovych regulatorti nevedla k dalsi zméné v délce kotene.
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Obr.15: Délka hlavniho koiene v transgenni linii vybranych mutantit ARR typu B
u Arabidopsis thaliana s pozadim Columbie. Jednotlivé sloupce predstavuji priimérné
hodnoty nameérenych délek klicnich rostlin osetrenych 0,5 uM tZ nebo INCYDE.

54 KMD2 je regulitorem cytokininy indukované akumulace

antokyani

Exogenni aplikaci cytokinini dochazi ke zvySeni akumulace antokyanovych barviv
(Deikman a Hammer, 1995). Stimula¢ni u¢inek cytokininii na akumulaci antokyant byl
prokazan také u mrkve, rize a fedkve (Nakamura et al., 1980). Modulace biosyntézy
cytokininli je dana prostfednictvim regulatori odpovédi typu B. Jedna se predevsim
0 ARR1, 10 a 12 (Das et al., 2012). Proteiny KMD interaguji vyznamné S ARR1
a ARR12, a v mensi mife s ARR2 a ARRI10. Chtéli jsme zjistit, jestli KMD reguluji
akumulaci antokyanii, a to rozdilné pii aplikaci tZ a INCYDE. Pro experimenty byly
pouzity rostliny jak s ektopickou expresi téchto proteini, tak vicendsobny mutant (Kim

etal., 2013).

0,5 uM koncentrace obou rlstovych regulatorii vyvolala statisticky signifikantni
navySeni hladiny antokyanti oproti neosetfené kontrole (obr. 16). Navzdory tomu, ze
byla naméfena primérna hodnota u hladiny antokyant vyssi po aplikaci INCYDE, tak

tento rozdil nebyl diky pomérn¢ velkému rozptylu dat statisticky signifikantni. U rostlin
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linie kmd1,2,4 sposilenou cytokininovou signalizaci doslo po oSetfeni regulatory
k navySeni hladiny antokyan oproti kontrole. Toto navySeni vSak bylo statisticky
signifikantni jen pii aplikaci tZ. Jako nejzajimavéjSim faktem se vSak ukazal negativni
vliv proteinu KMD2 na akumulaci antokyanti. Navzdory tomu, ze ektopickd exprese
proteini KMD1 nevedla ke zméné hladiny antokyand v porovnani s kontrolou, tak
exprese KMD2 akumulaci naprosto utlumila. Data tedy ukazuji, ze by protein KMD2

mohl hrat specifickou roli pro regulaci téchto rostlinnych barviv.
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Obr. 16: Hladina antokyanit u rostlin s modifikovanou cytokininovou signalizaci
u transgenni linie KMD. Jednotlivé sloupce predstavuji priimérné namérené hodnoty,
chybové usecky prezentuji smérodatné odchylky (n=30). Statistické hodnoceni bylo

provedeno pomoci ANOVA s post-hoc analyzou provedenou pomoci Scheffova testu.

5.5 INCYDE pomaha rostlinam p¥i ochrané pred suchem

INCYDE byl jiz v ptedeslych studiich testovan pfi riznych stresovych situacich
jako je zasoleni ¢i pfitomnost tézkych kovi. Bylo zjisténo, Ze jeho aplikace zmirfiuje
negativni dopady téchto stresorti a mohl by najit vyznamné uplatnéni v zeméedélstvi

(Gemrotova et al., 2013; Aremu et al., 2014).

Rivero a kolegové (Rivero et al., 2007) pomoci metod genového inZenyrstvi
vytvorili transgenni linii tabaku, kterd pii zvySené hladiné endogennich cytokinina

vykazovala zna¢nou odolnost vac¢i suchu. Jelikoz INCYDE inhibuje degradaci
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cytokininti a tim navySuje jejich endogenni hladiny, chtéli jsme otestovat jeho vliv pfi
pusobeni tohoto stresoru. K simulaci podminek navozujicich stres ze sucha byl pouzit
osmolyt D-manitol o koncentraci 50 mM. Kli¢ni rostliny byly oSetfené 100 nM tZ
a INCYDE. Jako markery miry stresu byly pouzity morfometrické parametry — délka
hlavniho kofene, kterd odrdzi vliv stresu v podzemni casti rostliny, a obsah listové
plochy jako marker stresu nadzemni ¢asti. Morfometrické parametry byly stanoveny pro

dva ¢asové body 7 a 14 dni.

Rostliny kultivované 7 dni za podminek simulujicich sucho vykazovaly v porovnani
s kontrolou inhibici rustu kofene o 25 %, zatimco u 14dennich rostlin byl tento jev jesté
zesilen (zména o 43 %; obr. 17). Aplikace 100 nM tZ vedla k jesté siln&jsi inhibici, ve
které se vSak neprojevil dalsi aditivni G¢inek stresu. Naopak aplikace 100 nM INCYDE
spole¢né s D-manitolem nevedla k inhibici ristu hlavniho kofene po 7 dnech rustu
a l4denni rostliny vykazovaly na médiu s D-manitolem dokonce delSi rostliny.

Aplikace INCYDE tedy snizila dopad oSetfeni suchem v podzemni ¢asti rostliny.
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Obr. 17: Vliv tZ a INCYDEu na délku hlavniho koiene 7 a 14dennich rostlin pii
simulaci sucha. Ke simulaci sucha doslo pridanim D-manitolu (50 nM) a klicni rostliny
byly kultivovany pri pouzité koncentraci 100 nM tZ a INCYDE. Jednotlivé sloupecky
predstavuji priumérné hodnoty mérenych rostlin, zhruba 30 rostlin na jednu variantu.
Chybové usecky predstavuji smérodatné odchylky z namérenych hodnot. A) Rostliny
kultivovany 7 dni. B) Rostliny kultivovany 14 dni. Statistické hodnoceni bylo provedeno

pomoci ANOVA s post-hoc analyzou provedenou pomoci Scheffova testu.

Kromé délky hlavniho kotfene byl méfen i obsah listové plochy. Pii aplikaci 100 nM
tZ byla zaznamenana vyznamna redukce listové plochy u 7 i 14dennich rostlin, jak pfi

pusobeni stresu, tak i bez néj. Aplikace INCYDE nezpiisobovala oproti kontrole

statisticky signifikantni zmény (obr. 18).
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Obr. 18: Vliv tZ a INCYDEu na obsah listové plochy 7 a 14dennich rostlin pii
simulaci sucha. Ke simulaci sucha doslo pridanim D-manitolu (50 nM) a klicni rostliny
byly kultivovany pri pouzité koncentraci 100 nM tZ a INCYDE. Jednotlivé sloupecky
predstavuji priumérné hodnoty meérenych rostlin, zhruba 30 rostlin na jednu variantu.

Chybové usecky predstavuji smérodatné odchylky z namérenych hodnot. A) Rostliny
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kultivovany 7 dni. B) Rostliny kultivovany 14 dni. Statistické hodnoceni bylo provedeno
pomocti ANOVA s post-hoc analyzou provedenou pomoci Scheffova testu.

Stres z nedostatku vody ovliviiuje zejména funkci fotosyntetického aparatu
a dochazi také ke zloutnuti listti. Cytokininy jsou dilezité pro fotosyntézu. U jeCmene
bylo prokazano, ze cytokininy fidi tetrapyrrolovy metabolismus, ¢imz podporuji
fungovani a shromazd’'ovani fotosyntetickych komplexti ve vyvijejicich se
chloroplastech (Yaronskaya et al., 2006). U listd jablon¢ bylo prokazano, ze druh
a koncentrace cytokininti ovliviiuji obsah chlorofylu v listech (Dobranszki et al., 2014).
Pozitivni ucinek na fotosyntézu nebyl u INCYDE prokazan, nicméné bylo prokazano,
ze tato latka mize rostlindm pomoci vyporddat se sriznymi stresy. U rajcat
stresovanych zasolenim NaCl neméla aplikace INCYDE sice pozitivni vliv na
maximalni kvantovou ucinnost fotosystému II., ale pomohla snizit koncentraci
malondialdehydu (MDA), ktery zpusobuje oxida¢ni poskozeni pletiv (Aremu et al.,
2014). Pozitivni vliv méla i aplikace INCYDE na 1é¢ivé rostliny Bulbine natalensis
Baker a kovu tolerantni Rumex crispus L., které byly kultivovany v prostiedi
s kadmiem. Kadmium je znamo svou toxicitou pro rostliny i ¢lovéka. V ptipadé
aplikace INCYDE byl zaznamenan pozitivni G¢inek u sazenic jak v oblasti riistu kofene,
tak prytu (Gemrotova et al., 2013). Na zdklad¢ naSich vysledki mizeme fici, Ze
INCYDE je kandidatem, ktery by mohl najit uplatnéni i pii hledani feSeni

V problematice spojené se suchem.

5.6 Rostlinny material pro proteomickou ¢ast

Proteomickd analyza diplomové prace navazuje na bakalafskou préci, ktera se
zabyvala srovnanim ucinku exogenné aplikovaného cytokininu tZ a inhibitoru jejich
degradace INCYDE na kli¢ni rostliny Arabidopsis thaliana. V diplomové praci je
dokoncena kvantitativni analyza, kterd pfinaSi bliz§i ndhled a objasnéni rozdilnosti

ucinku INCYDE.

Jako rostlinny material jsme zvolili kli¢ni rostliny ekotyp Col-0. Rostliny byly
kultivovany 7 dni na sitkach a nasledné 24 hodin aktivovany 0,5 uM INCYDE nebo tZ.
Sbér a materidl probéhl postupem popsanym v kapitole 4 Materidl a metodika.
Jednotlivé vzorky byly pfipraveny k analyze hmotnostni spektrometrii dle schématu

zobrazeného na obr. 19.
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Obr. 19: Jednotlivé kroky pripravy vzorkii pro LC-MS analyzu

5.7 Rozdily na urovni proteomu

Cilem proteomické ¢asti bylo porovnat rozdilné ucinky tZ a INCYDE na Grovni
proteomu. Prostiednictvim programu MaxQuant 1.5.8.2 s databazi proteinti Arabidopsis
thaliana (TAIR10) byl ziskan soubor, ktery byl pteveden do programu Microsoft Excel.
Pro urceni ovlivnénych proteinti tZ a INCYDE jsme vychézeli ze dvou metod méteni:
metody intenzity a metody MS/MS. Pracovali jsme pouze s proteiny, které vykazovaly
absolutni zménu alespon v jedné kategorii vyssi nez dvé€. Stanovili jsme proteiny
s vyznamn¢ zménénou abundanci v porovnani s kontrolou. Celkem bylo identifikovano
1310 proteini. Pro nasledujici analyzy byly vybrany pouze ty proteiny, které
Vv porovnani s kontrolou vykazovaly signifikantni zmény v abundanci v odpovédi na tZ
¢i INCYDE a ty, které se vyznamné liSily mezi oSetfenim tZ a INCYDE (obr. 20).
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Obr. 20: Ué¢inek INCYDE a tZ na proteom Arabidopsis thaliana. Jednotlivé sloupce
znazornuji pocet ovlivnénych proteinit u rostlin vystavenych piisobeni 0,5uM INCYDE
a tZ po dobu 24 hodin. Sloupce Zeatin/INCYDE predstavuji proteiny S rozdilnou
odpovedi mezi tZ a INCYDE. Zvolend hladina absolutni zmény byla dvé.

V dal§im kroku jsme provedli porovnani naSich identifikovanych proteini
ovlivnénych tZ s databazi proteindi responzivnich na cytokininy (Cerny et al., 2016).
Z celkovych 259 ovlivnénych tZ bylo nalezeno celkem 54 proteinti responzivnich na
cytokininy, 63 proteind bylo nalezeno v odpovédi na jiné rostlinné hormony a 142
proteinti nebylo nalezeno v zadné piedchozi proteomické analyze na rostlinné hormony.
Srovnani ukazuje pomérné rozumny piekryv s pfedchozimi analyzami a nové
identifikované cytokinin-responzivni proteiny mohou souviset s podminkami

experimentu, které se odliSuji od ptedchozich praci.

5.8 Lokalizace abundantnich proteinii

V nésledné analyze byly dohledany informace o lokalizaci protein ve variantach
osetienych tZ a INCYDE (obr. 21A a 21B). V poslednim piipadé se jedna o lokalizaci
proteint, které jsou rozdilné po aplikaci tZ a INCYDE (obr. 21C).
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Obr. 21: Lokalizace identifikovanych proteinii. A) Abundantni proteiny osetiené
exogennim pridanim tZ. B) Abundantni proteiny oSetiené exogennim pridavkem
INCYDE. C) Abundantni proteiny s rozdilnou odpovedi mezi tZ a INCYDE. Lokalizace

proteinii byla uréena promoci volné dostupné databdze SUBA (Hooper et al. 2014).

Mezi jednotlivymi variantami neni vyznamny rozdil, pouze u proteini pozménénych
vreakci na oSetieni INCYDE Ize pozorovat dvojndsobné navyseni lokalizaci do
mitochondrie. VétSina proteint je dle dostupnych anotaci lokalizovana do chloroplastl
a na membranu. Toto rozdéleni odpovida odpovédi na oSetfeni rostlinnym hormonem,
kdy chloroplasty patii mezi ustiedni molekulu v proteomickych studiich (Cerny et al.,

2016).
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5.9 Prirazeni funkci k nalezenym proteiniim

KurCeni funkce nalezenych proteini jsme pouzili zndzornéni jejich
protein-proteinovych interakci v programu STRING 10. Pomoci KEGG drah jsme
zjistili  jednotlivé metabolické drahy ovlivnéné tZ a INCYDE. Celkem bylo
identifikovano 42 metabolickych drah vyznamné obohacenych bud’ tZ nebo INCYDE.
Znich bylo 14 nalezeno alespon na zaklad¢ Sesti prifazenych proteind. Jednotlivé
kategorie jsou vyzna¢ené na obr. 22A. INCYDE a tZ ovlivnily stejnym zptsobem deset
drah, zatimco ctyfi drahy byly INCYDE a tZ ovlivnény rozdiln€. Zaméfili jsme se
predevsim na Ctyfi drahy rozdiln€ ovlivnéné tZ a INCYDE a ty jsme znazornili pomoci
protein-proteinovych interakci do mapy SvyznaCenymi klastry, do kterych
identifikované proteiny spadaji (obr. 22B).

A)

Obohaceni metabolickych drah
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<-20 -14 14 20
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Metabolismus cysteinu and methioninu
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Obr. 22: Porovndni ovlivnénych metabolickych drah tZ a INCYDE. 4) Prehled
obohacenych metabolickych drah tZ a INCYDE. B) Zndzornéni protein-proteinovych
interakci ¢tyr metabolickych drah, které vykazovaly rozdilné ovlivneni tZ a INCYDE.

Mechanismus signalizace hormonti je zalozen na vnimani signalu, jeho indukci
a nasledné reakci. Proteiny hraji v téchto mechanismech klicovou roli. Jejich ¢innost je
regulovana jak reverzibilnimi vazbami molekul na kli¢ové enzymy, tak
post-translaénimi modifikacemi (Cerny et al., 2016). Histochemické barveni prytu
a korene ukazalo, ze ucinek INCYDE a tZ se u kofene a nadzemnich casti lisi. Lze tedy
predpokladat, ze v rostlin€ ucinkuji odlisné.

Vysledky této analyzy odhalily ¢tyfi oblasti, které jsou ovlivnény témito latkami
odlisné. Glykolyza a metabolismus mastnych kyselin byl vice ovlivnén tZ, zatimco

proteazom a metabolismus 2-oxokarboxylové kyseliny INCYDE.

Jedna z identifikovanych metabolickych drah je draha proteazomu. Bylo prokazano,
ze rostliny vyuZzivaji ubikvitin-proteazomovy systém (UPS) pro modulaci téméf vSech
aspektl vyvoje. UPS hraje regulac¢ni roli v hormonalni oblasti, zejména se aktivné

ucastni vnimani hormont, degradaci hormonalné¢ specifickych transkripénich faktora
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a regulaci biosyntetickych hormont (Santner a Estelle, 2010). V mé bakalaiské praci
Vliv modulace hladin cytokininii na fenom a proteom rostlin jsme testovali
u transgennich linii KMD morfomometricky parametr délku hlavniho kofene
(Koukalova, 2015). Proteiny KMD jsou tvofeny komplexem E3 ubikvitin ligdzou
s komplexem podjednotky ligazy (SKP1)/F-box (SCF). UPC draha nebyla u INCYDE
tak silna v porovnani s tZ. Mohlo by to souviset s niz§im zastoupenim této kategorie pfi
porovnani funkci proteinii v odpovédi na INCYDE s proteiny nalezenymi v reakci na
tZ. Dalsi oblasti je metabolismus mastnych kyselin. Mastné kyseliny hraji zasadni roli
v membranové struktuie lipidi vSech zivych bunc¢k. Navic mohou také hrat specifické

role v metabolickych procesech a signaliza¢nich déjich (Graham a Eastmond, 2002).

5.10 Vliv identifikovanych proteinii na fenotyp rostlin

V ptipadé funkéniho vyfazeni proteinli mize dojit k fenotypovému projevu. V této
analyze jsme vyhledali proteiny, u kterych byl takovy fenotyp nalezen. Vychazeli jsme
z proteini unikatnich na tZ, INCYDE a proteind chovajicich se na tZ a INCYDE
opacné (tabulka 2).

Tabulka 2: Prehled identifikovanych proteint, které po vyrazeni z jejich funkce maji
vliv na fenotypovy projev rostlin. Proteiny byly rozdéleny do ¢tyt oblasti jako je vyvoj,

fotosyntéza, metabolismus a stres. CK=cytokinin, IN=INCYDE

unikatni na CK unikatni na IN CK a IN opacné

VYVO)

AT1G11870
AT1G62640
AT2G20580
AT3G16640
AT3G62910
AT4G25050
AT5G18660
AT5G37510
AT5G39740
AT5G66190

AT1G74960
AT2G01140
AT2G21870
AT3G55360

AT5G19820
AT5G48230

FOTOSYNTEZA

AT1G15980
AT3G53130
ATA4G37925
AT5G53460
AT5G58140

AT2G39470
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METABOLISMUS AT1G62180
AT4G14070
AT5G48300

STRES AT5G58070
AT2G43710

Z hlediska vyvoje rostlin je znamo, Ze cytokininy reguluji celou fadu rastovych
a vyvojovych procestt u rostlin. V pfipadé¢ zmény endogennich hladin cytokinini
dochazi k fenotypovym projeviim, kdy sniZzeni hladin endogennich cytokinind
zpusobuje zpomaleni rastu, témét nedochazi kK prodluzovani hypokotylu, rozméry listl
jsou malé a netypickych tvari (Miyawaki et al., 2006; Werner et al., 2001). Naopak
zvySena hladina cytokinini vede k projevu nejrizngjSich chloroz, coz bylo prokazano
u transgenni linie tabaku (Novék et al., 2013). Proto se hledalo, zda mutace v genu pro
identifikované proteiny se projevuji né¢im, co by pomohlo najit rozdil v u€inku tZ
a INCYDE. U rostlin, které maji vyfazeny geny kodujici proteiny nalezené v odpovédi
na tZ byly nalezeny piedev§im defekty na embryu ¢i sam¢iho/samic¢iho gametofytu
(AT2G20580, AT1G11870, AT3G16640, AT3G62910, AT5G37510). Dale fenotypové
projevy jako svétle zelené listy (AT1G62640, AT4G25050, AT5G18660), kratky
hypokotyl (AT5G39740), zména velikosti razice (AT5G66190). Proteiny unikatni na
INCYDE vykazovaly mutantni fenotyp pfedevsim v defektech embrya a sami¢im
gametofytu  (AT1G74960, AT2G01140, AT2G21870) a trpasliéim vzrlstu
(AT3G55360). Proteiny s opacnym chovanim na tZ a INCYDE vykazovaly defekty ve
vyvoji embryi (AT5G19820, AT5G48230). U proteinti vSech variant byl zaznamenan
predevsim defekt embrya, coz znamend, ze tZ 1 INCYDE ovliviiuji proteiny, které jsou
dilezité pro pocatecni vyvoj rostlin.

Cytokininy jsou také spojené sroli ve fotosyntéze. Uastni se procesii spravné
diferenciace a vyvoje chloroplastli, ovliviiuji mnoZzstvi fotosyntetickych pigment
a jejich hromadéni, a ptiznivé ovliviiuji fotosyntetické procesy. Kromé toho cytokininy
za stresovych podminek wudrzuji strukturu a funkci fotosyntetického aparatu
(Cherniad'ev, 2009; Cortleven, et al., 2011; Dobranszki et al., 2014). Proteiny unikatni
na tZ vykazovaly snizenou ¢i zadnou postiluminizaéni fluorescenci chlorofylu
(AT1G15980, AT4G37925), nizkou hladinu chlorofylu (AT5G53460), nizké hladiny
luteinu (AT3G53130) a uplnou ztratu pohybu chloroplasti v zavislosti na svétle
(AT5G58140). V pripad¢ proteint s opacnym chovanim na tZ a INCYDE byly nalezeny
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proteiny zplsobujici mutantni fenotyp jako je snizeni postiluminizacni fluorescence

chlorofylu (AT2G39470).

Nezastupitelnou roli hraji cytokininy i v metabolickych procesech. Cytokininy
reaguji napiiklad na nedostatek siry zménou své genové exprese (Stuiikova, 2016).
Nizka dostupnost fosfatu vede k zahdjeni fady reakci, kdy cytokininy v kofenech tyto
reakce potlacuji (Franco-Zorrilla et al., 2002). U proteini unikatnich na tZ byly
identifikovany mutantni fenotypové projevy jako zvysené hladiny sirant (AT1G62180),
redukované *C prodlouzeni mastnych kyselin (AT4G14070) s nizka hladina $krobu
v listech (AT5G48300).

Jak bylo popsano v kapitole 3.2.7 Vyznamné viastnosti cytokininii, hraji cytokininy
vyznamnou roli pii pusobeni biotickych a abiotickych stresorti. U proteinti unikatnich
na INCYDE byly nalezeny mutace ve fenotypu jako jsou nekrotické zmény a odolnost

vuci Phytophthora parasitica ¢i citlivost k vysokym teplotam.

Zavérem lze shrnout, ze mezi cytokininy a INCYDE neni zfetelny rozdil. Proteom

se trochu li$i, ale dokumentovani mutanti nemaji projevy, které¢ by od sebe cytokininy

S INCYDE rozlisily.
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6 ZAVER

Zemédelska produkce se v soucasné dob¢ potyka s celou fadou neptiznivych vlivi,
mezi které patii i extrémy pocasi. Rist rostlin negativné ovliviiuji predevsim sucho
a zvysSujici se teploty, nedostatek zivin ¢i kontaminace pudy. Kromé Slechténi
a genetickych modifikaci se rozviji i farmakologické pfistupy, které jsou zalozeny na
inhibitoru ¢i aktivatoru biochemickych procest v rostling. Velmi zajimavych vysledka
je dosahovano modulaci endogennich hladin rostlinnych hormont cytokinind.
Cytokininy v rostliné reguluji celou fadu rustovych a vyvojovych procest od kliceni,

vyvoje kofene a prytu, kveteni az po odpovédi na rtizné biotické a abiotické stresory.

V diplomové praci jsme se zabyvali vyzkumem farmakologické latky INCYDE,
ktera inhibuje enzym cytokinin oxidaza/dehydrogenaza zapojeny v degradaci
cytokinini. INCYDE zvySuje mnozstvi endogennich cytokinini a tim vyvoldva
patfi¢nou fyziologickou odpovéd’. V této praci byl srovnan exogenni ucinek INCYDE
S nejrozsifenéj$im cytokininem trans-zeatinem. Bakteridlni a rostlinnd esej prokazaly,
ze je INCYDE silnym rostlinnym regulatorem, ktery vSak muize ve vysSich
koncentracich aktivovat cytokininové receptory. Vyznamny rozdil v plisobeni téchto
regulatord je misto ucinku. Esej zalozena na sledovani aktivity promotoru genu ARRS
pomoci exprese genu UIdA ukazala, ze zatimco trans-zeatin puisobi zejména v kofenové
¢asti, INCYDE navozoval vysokou aktivitu cytokininové signalizace v oblasti prytové.
Vyznam INCYDE se ukéazal zejména v navozeni vyssi odolnosti kofene proti ptisobeni
osmotického stresu vyvolaného osmolytem D-manitolem. Proteomickou analyzou bylo
zjisténo, ze aplikace trans-zeatinu a INCYDE vede Kk rozdilnym zménam v proteomu
Arabidopsis thaliana, a to zejména v drahach glukoneogeneze, metabolismu mastnych

kyselin ¢i proteazomu.

Tato prace vznikla s podporou grantu TE02000177 (TACR) a podpoie MSMT
v ramci projektu CEITEC 2020 (LQ1601). Vystupy a vysledky (publikace, BcP, DP,
Ph.D., projektu apod.) byly zpracovany na pfistrojovém vybaveni financovaném
z projektu OP VaVpl CZ.1.05/4.1.00/04.0135 Vyukové avyzkumné kapacity pro

biotechnologické obory a rozsifeni infrastruktury.

53



7 PREHLED POUZITE LITERATURY

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

AKIYOSHI, D. E., KLEE, H., AMASINO, R. M., NESTER, E. W., GORDON,
M. P., 1984: T-DNA of Agrobacterium tumefaciens encodes an enzyme of
cytokinin biosynthesis. Proceeding of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 81(19): 5994-8. ISSN 1091-6490.

AREMU, A. 0. BAIRU, M. W. NOVAK, 0. PLACKOVA, L.,
ZATLOUKAL, M., DOLEZAL, K., FINNIE J. F.,, STRNAD, M., VAN
STADEN, J., 2012: Physiological responses and endogenous cytokinin profiles
of tissue-cultured 'Williams' bananas in relation to roscovitine and an inhibitor
of cytokinin oxidase/dehydrogenase (INCYDE) treatments. Planta, 236(6):
1775-90. ISSN 1432-2048.

AREMU, A. O., MASONDO, N. A., SUNMONU, T. O., KULKARNI, M. G.,
ZATLOUKAL, M., SPICHAL, L., DOLEZAL, K, VAN STADEN, J., 2014: A
novel inhibitor of cytokinin degradation (INCYDE) influences the biochemical
parameters and photosynthetic apparatus in NaCl-stressed tomato plants. Planta,
240(4): 877-889. ISSN 1432-2048.

ARGYROS, R. D.,, MATHEWS, D. E., CHIANG, Y. H., PALMER, C. M.,
THIBAULT, D. M., ETHERIDGE, N., ARGYROS, D. A.,, MASON, M., G.,
KIEBER, J. J.,, SCHALLER, G. E., 2008: Type B response regulators of
Arabidopsis play key roles in cytokinin signaling and plant development. The
plant cell, 20(8): 2102-16. ISSN 1532-298X.

ASHIKARI, M., SAKAKIBARA, H., LIN, S., YAMAMOTO, T., TAKASHI,
T., NISHIMURA, A., ANGELES, E. R., QIAN, Q. KITANO, H,
MATSUOKA, M., 2005: Cytokinin oxidase regulates rice grain production.
Sciense, 209(5735): 741-5. ISSN 1095-9203.

AVALBAEV, A. M,, SOMQV, K. A., YULDASHEV, R. A., SHAKIROVA, F.
M., 2012: Cytokinin oxidase is key enzyme of cytokinin degradation.
Biochemistry (Moscow), 77(12): 1354-1361. ISSN 1608-3040.

BLACKWELL, J. R., HORGAN, R., 1991: A novel strategy for production of a
highly expressed recombinant protein in an active form. FEBS letter, 295(1-3):
10-2. ISSN 1873-3468.

54



8) BRADFORD, M. M., 1976: A rapid and sensitive method for the quantification
of microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical biochemistry, 72: 248-254. ISSN 1096-0309.

9) BRZOBOHATY, B., MOORE, 1., KRISTOFFERSEN, P., BAKO, L.
CAMPOS, N., SCHELL, J., PALME, K., 1993: Release of active cytokinin by a
beta-glucosidase localized to the maize root meristem. Science, 262(5136):
1051-1054. ISSN 1095-9203.

10) CAESAR, K., THAMM, A. M. K., WITTHOFT, J., ELGASS, K.,
HUPPENBERGER, P., GREFEN, C., HORAK, J., HARTER, K., 2011:
Evidence for the localization of the Arabidopsis cytokinin receptors AHK3 and
AHK4 in the endoplasmic reticulum. Journal of Experimental Botany, 62(15):
5571-5580. ISSN 1460-2431.

11) CORTLEVEN, A., NOBEN, J. P., VALCKE, R., 2011: Analysis of the
photosynthetic apparatus in transgenic tobacco plants with altered endogenous
cytokinin content: a proteomic study. Proteome Science, 9(1): 33. ISSN 1477-
5956.

12) COX, J. and MANN, M., 2008: MaxQuant enables high peptide identification
rates, individualized p.p.b.-range mass accuracies and proteome-wide protein
quantification. Nature Biotechnology, 26(12): 1367-72. ISSN 1546-1696.

13)CERNY, M., JEDELSKY, P. L., NOVAK, J., SCHLOSSER, A,
BRZOBOHATY, B., 2014: Cytokinin modulates proteomic, transcriptomic and
growth responses to temperature shocks in Arabidopsis. Plant, Cell and
Environment, 37(7): 1641-1655. ISSN 1365-3040.

14) CERNY, M., NOVAK, J., HABANOVA, H., CERNA, H., BRZOBOHATY, B,
2016: Role of the proteome in phytohormonal signaling. Biochimica et
biophysica acta, 1864(8): 1003-15. ISSN 0925-44309.

15)DAS, P. K., SHIN, D. H., CHOI, S. B., YOO, S. D., CHOI, G., PARK, Y. I,
2012: Cytokinins enhance sugar-induced anthocyanin biosynthesis in
Arabidopsis. Molecules and cells, 34(1): 93-101. ISSN 0219-1032.

16) DAVIES, P. J., 2004: Plant hormones: biosynthesis, signal transduction, action!
Dordrecht: Springer. ISBN 978-1402026850.

17)DE MEUTTER, J.,, TYTGAT, T., WITTERS, E., GHEYSEN, G., VAN
ONCKELEN, H., GHEYSEN, G., 2003: ldentification of cytokinins produced

55



by the plant parasitic nematodes Heterodera schachtii and Meloidogyne
incognita. Molecular plant pathology, 4(4): 271-7. ISSN 1364-3703.

18) DEIKMAN, J., HAMMER, P. E., 1995: Induction of Anthocyanin
Accumulation by Cytokinins in Arabidopsis thaliana. Plant Physiology, 108(1):
47-57. ISSN 1532-2548.

19) DOBRANSZKI, J., MENDLER-DRIENYOVSZKI, N., 2014: Cytokinin-
induced changes in the chlorophyll content and fluorescence of in vitro apple
leaves. Journal of Plant Physiology, 171(16): 1472-1478. ISSN 0176-1617.

20) ENTSCH, B., LETHAM, D. S., 1979: Enzymic glycosylation of the cytokinin 6-
benzylaminopurine. Plant Science Letters, 14: 205-212. ISSN 0304-4211.

21) ENTSCH, B., PARKER, C. W., LETHAM, D. S., SUMMONS, R. E., 1979:
Preparation and characterization using high-performance liquid chromatography
of an enzyme forming glucosides of cytokinins. Biochimica et Biophysica Acta,
570: 124-139. ISSN 1365-3040.

22) FRANCO-ZORRILLA, J. M., MARTIN, A. C., SOLANO, R., RUBIO, V.,
LEYVA, A., PAZ-ARES, J., 2002: Mutations at CRE1 impair cytokinin-induced
repression of phosphate starvation responses in Arabidopsis. The plant journal,
32(3): 353-60. ISSN 1365-313X.

23) FREBORT, 1., KOWALSKA, M. HLUSKA, T. FREBORTOVA, I,
GALUSZKA, P., 2011: Evolution of cytokinin biosynthesis and degradation.
Journal of Experimental Botany, 62(8): 2431-2452. ISSN 1460-2431.

24) FREBORTOVA, J., NOVAK, O., FREBORT, I, JORDA, R., 2010:
Degradation of cytokinins by maize cytokinin dehydrogenase is mediated by
free radicals generated by enzymatic oxidation of natural benzoxazinones. The
Plant journal, 61(3): 467-81. ISSN 1365-313X.

25) GAJDOSOVA, S., SPICHAL, L., KAMINEK, M., HOYEROVA, K., NOVAK,
0., DOBREV, P. 1., GALUSZKA, P., KLIMA, P., GAUDINOVA, A.,
ZIZKOVA, E., HANUS, J., DANCAK, M., TRAVNICEK, B., PESEK, B.,
KRUPICKA, M., VANKOVA, R., STRNAD, M., MOTYKA, V., 2011:
Distribution, biological activities, metabolism, and the conceivable function of
cis-zeatin-type cytokinins in plants. Journal of experimental botany, 62(8):
2827-40. ISSN 1460-2431.

56



26) GALUSZKA, P., POPELKOVA, H., WERNER, T., FREBORTOVA, J.,
POSPISILOVA, H., MIK, V., KOLLMER, 1., SCHMULLING, T., FREBORT,
I., 2007: Biochemical characterization of cytokinin oxidases/dehydrogenases
from Arabidopsis thaliana xpressed in Nicotiana tabacum L. Journal of Plant
Growth Regular, 26:255-267. ISSN 1435-8107.

27) GALUSZKA, P., SPICHAL, L., KOPECNY, D., TARKOWSKI, P.
FREBORTOVA, J., SEBELA, M., FREBORT, 1., 2008: Metabolism of plant
hormones cytokinins and their function in signaling, cell differentiation and
plant development. Natural Products Chemistry, 34: 203-264. ISSN 2329-6836.

28) GAN, S., AMASINO, R. M., 1995: Inhibition of leaf senescence by
autoregulated production of cytokinin. Sciense, 270(5244): 1986-8. ISSN 1095-
9203.

29) GASPAR, T., KEVERS, C., PENEL, C., CREPPIN, H., REID, D. M,
THORPE, T. A., 1996: Plant hormones and plant growth regulators in plant
tissue culture. In Vitro Cellular & Developmental Biology — Plant, 32: 272-2809.
ISSN 1475-2689.

30)GE, L., YONG, J. W. H, TAN, S. N,, YANG, X. H., ONG, E. S., 2005:
Analysis of positional isomers of hydroxylated aromatic cytokinins by micellar
electrokinetic chromatography. Electrophoresis, 26(9): 1768-77. ISSN 1522-
2683.

31) GEMROTOVA, M., KULKARNI, M. G., STIRK, W. A., STRNAD, M., VAN
STADEN, J., SPICHAL, L., 2013: Seedlings of medicinal plants treated with
either a cytokinin antagonist (P1-55) or an inhibitor of cytokinin degradation
(INCYDE) are protected against the negative effects of cadmium. Plant Growth
Regulation, 71(2): 137-145. ISSN 1573-5087.

32) GRAHAM, I. A., EASTMOND, P. J., 2002: Pathways of straight and branched
chain fatty acid catabolism in higher plants. Progress in lipid research, 41(2):
156-81. ISSN 0163-7827.

33) HABERLANDT, G., 1913: Zur physiologie der zellteilung. Sitzungsber Akad
Wiss Berlin Phys Math: 318-345. ISSN 0233-0954.

34) HARTIG, K., BECK, E., 2005: Assessment of lovastatin application as tool in
probing cytokinin-mediated cell cycle regulation. Physiologia Plantarum, 125:
260-267. ISSN 1399-3054.

57



35)HAY, A., CRAFT, J., TSIANTIS, M., 2004: Plant hormones and homeoboxes:
bridging the gap? BioEssays, 26(4): 395-404. ISSN 1521-1878.

36)HEYL, A., SCHMULLING, T., 2003: Cytokinin signal perception and
transduction. Current opinion in plant biology, 6(5): 480-8. ISSN 1369-5266.

37)HIROSE, N., TAKEI, K., KUROHA, T., KAMADA-NOBUSADA, T.
HAYASHI, H., SAKAKIBARA, H., 2008: Regulation of cytokinin
biosynthesis, compartmentalization and translocation. Journal of Experimental
Botany, 59(1): 75-83. ISSN 1460-2431.

38) HOOPER, C. M., TANZ, S. K., CASTLEDEN, I., VACHER, M., SMALL, 1.,
MILLAR, A. H., 2014: SUBAcon: a consensus algorithm for unifying the
subcellular localization data of the Arabidopsis proteome. Bioinformatics,
30(23): 3356-64. ISSN 1367-4811.

39)HOU, B., LIM, E. K., HIGGINS, G. S., BOWLES, D. J., 2004: N-glucosylation
of cytokinins by glycosyltransferases of Arabidopsis thaliana. The Journal of
biological chemistry, 279(46): 47822-32. ISSN 1083-351X.

40) HWANG, I., SHEEN, J., 2001: Two-component circuitry in Arabidopsis
cytokinin signal transduction. Nature, 413(6854): 383-9. ISSN 1476-4687.

41) CHERNIAD'EV, I. 1., 2009: The protective action of cytokinins on the
photosynthetic apparatus and productivity of plants under stress (review).
Prikladnaia biokhimiia i mikrobiologiia, 45(4):389-402. ISSN 0555-1099.

42) INOUE, T., HIQUCHI, M., HASHIMOTO, Y., SEKI, M., KOBAYASHI, M.,
KATO, T., TABATA, S., SHINOZAKI, K. KAKIMOTO, T., 2001:
Identification of CRE1 as a cytokinin receptor from Arabidopsis. Nature,
409(6823): 1060-3. ISSN 1476-4687.

43) JEON, J., KIM, N. Y., KIM, S., KANG, N. Y., NOVAK, O., KU, S. J., CHO,
C., LEE, D. J, LEE, E. J.,, STRNAD, M., KIM, J., 2010: A subset of cytokinin
two-component signaling system plays a role in cold temperature stress response
in Arabidopsis. The Journal of biological chemistry, 285(30): 23371-86. ISSN
1083-351X.

44) KAKIMOTO, T., 1996: CKI1, a histidine kinase homolog implicated in
cytokinin signal transduction. Science, 274(5289): 982-5. ISSN 1095-9203.

45) KAMADA-NOBUSADA, T., SAKAKIBARA, H., 2009: Molecular basis for
cytokinin biosynthesis. Phytochemistry, 70(4): 444-9. ISSN 0031-9422.

58



46) KIEBER, J. J., SCHALLER, G. E., 2014: Cytokinins. The Arabidopsis Book,
12, http://doi.org/10.1199/tab.0168. ISSN: 1543-8120.

47)KIM, H. J., CHIANG, Y-H., KIEBER, J. J.,, SCHALLER, G. E., 2013: SCFXMP
controls cytokinin signaling by regulating the degradation of type-B response
regulators. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 110(24): 100028-33. ISSN 1091-6490.

48) KOUKALOVA, V., 2015: Vliv modulace cytokininti na fenom a proteom
rostlin. Brno, Bakalatska prace (nepubl., dep. knihovna Mendelovy univerzity v
Brng). Mendelova univerzita v Brng, Agronomicka fakulta, Ustav molekularni
biologie a radiobiologie. Vedouci prace Mgr. Jan Novak, Ph.D.

49) KRALL, L., RASCHKE, M., ZENK, M. H., BARON, C., 2002: The Tzs protein
from Agrobacterium tumefaciens C58 produces zeatin riboside 5'-phosphate
from 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl diphosphate and AMP. FEBS letters,
527(1-3): 315-8. ISSN 1873-3468.

50) KURAKAWA, T., UEDA, N., MAEKAWA, M., KOBAYASHI, K., KOJIMA,
M., NAGATO, Y., SAKAKIBARA, H., KYOZUKA, J., 2007: Direct control of
shoot meristem activity by a cytokinin-activating enzyme. Nature, 445(7128):
652-5. ISSN 1476-4687.

51) KUROHA, T., TOKUNAGA, H., KOJIMA, M., UEDA, N., ISHIDA, T,
NAGAWA, S., FUKUDA, H., SUQIMOTO, K., SAKAKIBARA, H., 2009:
Functional analyses of LONELY GUY cytokinin-activating enzymes reveal the
importance of the direct activation pathway in Arabidopsis. The Plant cell,
21(10): 3152-69. ISSN 1532-298X.

52) LETHAM, D.S., 1963: Zeatin, a factor inducing cell division isolated from Zea
mays. Life sciences, 2(8): 569-573. ISSN 0024-3205.

53) LOMIN, S. N., YONEKURA-SAKAKIBARA, K., ROMANOV, G. A,
SAKAKIBARA, H., 2011: Ligand-binding properties and subcellular
localization of maize cytokinin receptors. Journal of Experimental Botany,
62(14): 5149-59. ISSN 1460-2431.

54) MALITO, E., CODA, A., BILYEU, K. D., FRAAIJE, M. W., MATTEVI, A,
2004: Structures of Michaelis and product complexes of plant cytokinin
dehydrogenase: implications for flavoenzyme catalysis. Journal of molecular
biology, 341(5): 1237-49. ISSN 0022-2836.

59



55) MASON, M. G., MATHEWS, D. E., ARGYROS, D. A.,, MAXWELL, B. B,,
KIEBER, J. J., ALONSO, J. M., ECKER, J. R., SCHALLER, G. E., 2005:
Multiple type-B response regulators mediate cytokinin signal transduction in
Arabidopsis. The plant cell, 17(11): 3007-3018. ISSN 1532-298X.

56) MCCABE, M. S., GARRATT, L. C., SCHEPERS, F., JORDI, W. J. R. M,,
STOOPEN, G. M., DAVELAAR, E., RHEUN, J. H. A. V. R,, POWER, J. B,
DAVEY, M. R., 2001: Effects of PSAG12-IPT Gene Expression on
Development and Senescence in Transgenic Lettuce. Plant Physiology, 127(2):
505-516. ISSN 1532-2548.

57) MEHRTENS, F., KRANZ, H., BEDNAREK, P., WEISSHAAR, B., 2005: The
Arabidopsis Transcription Factor MYB12 Is a Flavonol-Specific Regulator of
Phenylpropanoid Biosynthesis. Plant Physiology, 138(2): 1083-1096. ISSN
1532-2548.

58) MILLER, C. O., SKOOG, F., OKUMURA, F. S., VON SALTRA, M. H,,
STRONG, F. M., 1955: Structure and synthesis of kinetin. Journal of the
American Chemical Society, 77(9): 2662-2663. ISSN 1520-5126.

59) MIYAWAKI, K., MATSUMOTO-KITANO, M., KAKIMOTO, T., 2004:
Expression of cytokinin biosynthetic isopentenyltransferase genes in
Arabidopsis: tissue specificity and regulation by auxin, cytokinin, and nitrate.
The plant journal, 37(1): 128-38. ISSN: 1365-313X.

60) MIYAWAKI, K., TARKOWSK]I, P., MATSUMOTO-KITANO, M., KATO, T.,
SATO, S., TARKOWSKA, D., TABATA, S., SANDBERG, G., KAKIMOTO,
T., 2006: Roles of Arabidopsis ATP/ADP isopentenyltransferases and tRNA
isopentenyltransferases in cytokinin biosynthesis. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 103(44): 16598-16603. ISSN 1091-6490.

61) MIZUNO, T., YAMASHINO, T., 2010: Biochemical characterization of plant
hormone cytokinin-receptor histidine kinases using microorganisms. Methods in
enzymology, 471: 335-56. ISSN 0076-6879.

62) MOK, D. W. S., MOK, M. C., 2001: Cytokinin metabolism and action. Annual
review of plant physiology and plant molecular biology, 52: 89-118. ISSN 1040-
2519.

63) MURAI, N., 2014: Review: Plant growth hormone cytokinins control the crop
seed yield. American Journal of Plant Sciences, 5(14): 2178-2187. ISSN 1091-
6490.

60



64) NAKAMURA, N., NAKAMAE, H., MAEKAWA, S., 1980: Effects of Light
and Kinetin on Anthocyanin Accumulation in the Petals of Rosa hybrida, Hort
cv. Ehigasa. Zeitschrift fiir Pflanzenphysiologie, 98(3): 263-270. ISSN 0044-
328X.

65) NISLER, J., ZATLOUKAL, M., POPA, I, DOLEZAL, K., STRNAD, M.,
SPICHAL, L., 2010: Cytokinin receptor antagonists derived from 6-
benzylaminopurine. Phytochemistry, 71(7): 823-30. ISSN 0031-9422.

66)NOVAK, J., PAVLU, J., NOVAK, O., NOZKOVA-HLAVACKOVA, V.,
SPUNDOVA, M., HLAVINKA, J., KOUKALOVA, S., SKALAK, J., CERNY,
M., BRZOBOHATY B., 2013: High cytokinin levels induce a hypersensitive-
like response in tobacco. Annals of Botany, 112: 41-55. ISSN 1095-8290.

67) PACES, V., WERSTIUK, E., HALL R. H., 1971: Conversion of N6-(A2-
isopentenyl) adenosine to adenosine by enzyme activity in tobacco tissue. Plant
Physiology, 48: 775-778. ISSN 1532-2548.

68) PODLESAKOVA, K., TARKOWSKA, D., PENCIK, A., OKLESTKOVA, J.,
TURECKOVA, V., FLOKOVA, K., TARKOWSKI, P., 2012: Nové trendy
Vv analyze fytohormont. Chemické listy, 106: 373-379. ISSN 1213-7103.

69) POGANY, M., KOEHL, J., HEISER, L, ELSTNER, E. F., BARNA, B., 2004:
Juvenility of tobacco induced by cytokinin gene introduction decreases
susceptibility to Tobacco necrosis virus and confers tolerance to oxidative stress.
Physiological and Molecular Plant Pathology, 65(1): 39-47. ISSN 0885-5765.

70) PROCHAZKA, S. a kol., 1998: Fyziologie rostlin. Praha: Academia, 484 s.
ISBN 80-200-0586-2.

71) RASHOTTE, A. M., MASON, M. G., HUTCHISON, C. E., FERREIRA, J. F.,
SCHALLER, G. E., KIEBER, J. J, 2006: A subset of Arabidopsis AP2
transcription factors mediates cytokinin responses in concert with a two-
component pathway. Proceedings of the National Academy of Sciences, 103(29):
11081-11085. ISSN 1091-6490.

72)RIVERO, R. M., KOJIMA, M., GEPSTEIN, A., SAKAKIBARA, H.,
MITTLER, R., GEPSTEIN, S., BLUMWALD, E., 2007: Delayed leaf
senescence induces extreme drought tolerance in a flowering plant. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 104(49): 19631-19636. ISSN 1091-6490.

61



73) ROMANOV, G.A., LOMIN, S. N., SCHMULLING, T., 2006: Biochemical
characteristics and ligand-binding properties of Arabidopsis cytokinin receptor
AHK3 compared to CRE1/AHK4 as revealed by a direct binding assay. Journal
of Experimental Botany, 57(15): 4051-8. ISSN 1460-2431.

74) SAKAKIBARA, H., 2005: Cytokinin biosynthesis and regulation. Vitamins &
Hormones, 72: 271-87. ISSN 0083-6729.

75) SAKAKIBARA, H., 2006: Cytokinins: Activity, biosynthesis, and translocation.
Annual Review of Plant Biology, 57: 431-449. ISSN 1543-5008.

76) SAKAKIBARA, H., KASAHARA, H., UEDA, N., KOJIMA, M., TAKEI, K.,
HISHIYAMA, S., ASAMI, T., OKADA, K., KAMIYA, Y., YAMAYA, T.,
YAMAQUCHI, S., 2005: Agrobacterium tumefaciens increases cytokinin
production in plastids by modifying the biosynthetic pathway in the host plant.
Proceeding of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 102(28): 9972-7. ISSN 1091-6490.

77) SANTNER, A., CALDERON-VILLALOBOS, L. I. A,, ESTELLE, M., 2009:
Plant hormones are versatile chemical regulators of plant growth. Nature
chemical biology. ISSN 1552-4469.

78) SANTNER, A., ESTELLE, M., 2010: The ubiquitin-proteasome system
regulates plant hormone signaling. The plant journal, 61(6): 1029-40. ISSN
1365-313X.

79) SCHALLER, G. E., BISHOPP, A., KIEBER, J. J., 2015: The Yin-Yang of
hormones: Cytokinin and auxin interactions in plant development. The Plant
Cell, 27(1): 44-63. ISSN 1532-298X.

80) SCHMULLING, T., WERNER, T. RIEFLER, M. KRUPKOVA, E.
BARTRINA Y MANNS, 1., 2003: Structure and function of cytokinin
oxidase/dehydrogenase genes of maize, rice, Arabidopsis and other species.
Journal of plant research, 116(3): 241-52. ISSN 1618-0860.

81) SPICHAL, L., 2011: Bacterial assay to study plant sensor histidine kinases.
Methods in molecular biology, 779: 139-47. ISSN 1064-3745.

82) SPICHAL, L., 2012: Cytokinins — recent news and views of evolutionally old
molecules. Functional Plant Biology, 39(4): 267-284. ISSN 1445-4416.

83) SPICHAL, L., RAKOVA, N. Y., RIEFLER, M., MIZUNO, T., ROMANOV, G.
A., STRNAD, M., SCHMULLING, T., 2004: Two cytokinin receptors of
Arabidopsis thaliana, CRE1/AHK4 and AHKS3, differ in their ligand specificity

62



in a bacterial assay. Plant and Cell Physiology, 45(9): 1299-1305. ISSN 1471-
9053.

84) SPICHAL, L., WERNER, T., POPA, 1., RIEFLER, M., SCHMULLING, T.,
STRNAD, M., 2009: The purine derivative PI1-55 blocks cytokinin action via
receptor inhibition. The FEBS journal, 276(1): 244-53. ISSN 1742-4658.

85) STUDIER, F. W., 2005: Protein production by auto-induction in high density
shaking cultures. Protein expression and purification, 41(1): 207-34. ISSN
1096-0279.

86) STURIKOVA, H., 2016: Role cytokininii v regulaci odpovédi na nedostatek siry
u Arabidopsis thaliana. Brno, Diplomova prace (nepubl., dep. knihovna
Mendelovy univerzity v Brn¢). Mendelova univerzita v Brn€, Agronomicka
fakulta, Ustav molekularni biologie a radiobiologie. Vedouci prace Magr.
Jaroslav Pavlu.

87)TAIZ, L., ZEIGER, E., 2010: Plant physiology. 5. vyd. Sunderland: Sinauer
Assocciated, str.782. ISBN 978-0-87893-565-9.

88) TAKEI, K., UEDA, N., AOKI, K., KUROMORI, T., HIRAYAMA, T,
SHINOZAKI, K., YAMAYA, T., SAKAKIBARA, H., 2004: AtIPT3 is a key
determinant of nitrate-dependent cytokinin biosynthesis in Arabidopsis. Plant
Cell Physiology, 45(8): 1053-62. ISSN 1471-9053.

89) TAKEI, K., YAMAYA, T., SAKAKIBARA, H., 2004: Arabidopsis CYP735A1
and CYP735A2 encode cytokinin hydroxylases that catalyze the biosynthesis of
trans-Zeatin. The Journal of biological chemistry, 279(40): 41866-72. ISSN
1083-351X.

90) TAYA, Y., TANAKA, Y., NISHIMURA, S., 1978: 5'-AMP is a direct precursor
of cytokinin in Dictyostelium discoideum. Nature, 271(5645): 545-7. ISSN
1476-4687.

91)TO, J. P. C., KIEBER, J. J., 2008: Cytokinin signaling: two-components and
more. Trends in Plant Science, 13(2): 85-92. ISSN 1360-1385.

92) TRAN, L. S., URAO, T., QIN, F., MARUYAMA, K. KAKIMOTO, T,
SHINOZAKI, K., YAMAQUCHI-SHINOZAKI, K., 2007: Functional analysis
of AHK1/ATHK1 and cytokinin receptor histidine kinases in response to
abscisic acid, drought, and salt stress in Arabidopsis. Proceeding of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 104(51): 20623-8. ISSN
1091-6490.

63



93) WERNER, T., KOLLMER, L, BARTRINA, I., HOLST, K., SCHMULLING,
T., 2006: New insights into the biology of cytokinin degradation. Plant biology,
8(3): 381-81. ISSN 1438-8677.

94) WERNER, T., MOTYKA, V., LAUCOU, V., SMETS, R., VAN ONCKELEN,
H., SCHMULLING, T. 2003: Cytokinin-deficient transgenic Arabidopsis plants
show multiple developmental alterations indicating opposite functions of
cytokinins in the regulation of shoot and root meristem activity. Plant Cell
15(11): 2532-50. ISSN 1532-298X.

95) WERNER, T., MOTYKA, V., STRNAD, M., SCHMULLING, T., 2001:
Regulation of plant growth by cytokinin. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 98(18): 10487-10492. ISSN 1091-6490.

96) WHITE, P. R., 1934: Potentially unlimited growth of excised tomato root tips in
a liquid medium. Plant Physiology, 9(3): 585-600. ISSN 1532-2548.

97) WHITTY, C. D., HALL, R. H., 1974: A cytokinin oxidase in Zea mays.
Canadian journal of biochemistry, 52(9): 789-99. ISSN 0008-4018.

98) YARONSKAYA, E., VERSHILOVSKAYA, I., POERS, Y., ALAWADY, A.
E., AVERINA, N., GRIMM, B., 2006: Cytokinin effects on tetrapyrrole
biosynthesis and photosynthetic activity in barley seedlings. Planta, 224(3):
700-9. ISSN 1432-2048.

99) YOKOYAMA, A., YAMASHINO, T., AMANO, Y. TAIIMA, Y,
IMAMURA, A., SAKAKIBARA, H., MIZUNO, T., 2007: Type-B ARR
transcription factors, ARR10 and ARR12, are implicated in cytokinin-mediated
regulation of protoxylem differentiation in roots of Arabidopsis thaliana. Plant
& cell physiology, 48(1): 84-96. ISSN 1471-9053.

100) ZALABAK, D., POSPISILOVA, H., SMEHILOVA, M., MRIZOVA, K.,
FREBORT, 1., GALUSZKA, P., 2013: Genetic engineering of cytokinin
metabolism: Prospective way to improve agricultural traits of crop plants.
Biotechnology Advances, 31: 97-117. ISSN 0734-9750.

101) ZATLOUKAL, M., GEMROTOVA, M., DOLEZAL, K., HAVLICEK,
L., SPICHAL, L., A STRNAD, M., 2008: Novel potent inhibitors of A. thaliana
cytokinin oxidase/dehydrogenase. Bioorganic and Medicinal Chemistry, 16(20):
9268-9275. ISSN 0960-894X.

64



102) ZURCHER, E.,, LIU, J., DI DONATO, M., GEISLER, M., MULLER, B.
2016: Plant development regulated by cytokinin sinks. Science, 353(6303):1027-
1030. ISSN 1095-9203.

65


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Z%C3%BCrcher%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27701112
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27701112
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=di%20Donato%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27701112
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geisler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27701112
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCller%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27701112

8 SEZNAM ZKRATEK

ACN acetonitril

ADP adenosindifosfat

AHP Arabidopsis histidin fosfo-transferovy protein
AMP adenosinmonofosfat

APT adenin fosforibosyltransferaza
ARR regulator odpovédi u Arabidopsis
Asp kyselina asparagova

ATP adenosintrifosfat

BA benzyladenin

CKX cytokinin oxidaza/dehydrogenaza
CRF tTranskrip¢ni faktor

cZ cis-zeatin

ddH20 deionizovana voda

DMAPP dimethylallyl pyrofosfat
DMSO dimethylsulfoxid

DPU difenylmocovina

Dz dihydrozeatin

ER endoplazmatické retikulum

ESI electrospray ionization (ionizace elektrosprejem)
FA kyselina mravenci

F-BOX podjednotka ligazy 3

His histidin

HKADK  histidin kinazaadenosin kinaza
HMBDP 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfat
HPt histidin fosfo-transferovy protein

INCYDE  2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurin

iP isopentenyladenin

iPRDP isopentenyladenosine-5'-difosfat
IPRTP isopentenyladenosine-5'-trifosfat
IPT isopentenyltransferaza

KMD KISS ME DEADLY
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LC kapalinova chromatografie

LC-MS hmotnostni spektrometrie spojend s kapalinovou chromatografii
LOG enzym fosfohydroribolaza (LONELY GUY)
m/z pomér hmotnosti a naboje

memT methoXy derivaty meta-topolinu

meoT methoxy derivaty ortho-topolinu

MEP metylerytritolfosfatova draha

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

mT meta-topolin

MVA mevalonatova draha

NO oxid dusnaty

oT ortho-topolin

RR regulator odpovéedi

SDS dodecylsiran sodny

TCA kyselina trichloroctova

tRNA-IPT tRNA-isopentenyltransferaza
tZ trans-zeatin

UPS ubikvitin-proteazomovy systém
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9 SEZNAM POUZITYCH TABULEK

Tab. 1: Chemicka struktura 6-furfuryladeninu (kinetin)

Tab. 2: Chemicka struktura isoprenoidnich cytokinint
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Chemicka struktura 6-furfuryladeninu (kinetin)

Chemicka struktura isoprenoidnich cytokininti
Chemicka struktura aromatickych cytokinini

Model biosyntézy cytokininti

Reakce katalyzovana enzymem CKX.

Struktura CKX monomeru u kukufice

Znézornéni dvouslozkového fosfotransferového systému.

Model cytokininové signalizace a bunécné distribuce biosyntetickych a
degradujicich cytokininti

Strukturni vzorec 2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurin (INCYDE)
Aktivace receptoru cytokinini CRE1/AHK4 po aplikaci ristovych regulatort.
Délka hlavniho kotene po aplikaci tZ a INCYDE v rtznych koncentracich.
Genova exprese CKX u kli¢nich rostlin Arabidopsis thaliana

Vysledky Sestihodinového histochemického barveni 7dennich kli¢nich rostlin
Arabidopsis thaliana

Vysledky osmihodinového histochemického barveni 14dennich kli¢nich rostlin
Arabidopsis thaliana

Délka hlavniho kotene v transgenni linii vybranych mutanti ARR typu B u
Arabidopsis thaliana s pozadim Columbie

Hladina antokyant u rostlin s modifikovanou cytokininovou signalizaci u transgenni
linie KMD

Vliv tZ a INCYDEu na délku hlavniho kofene 7 a 14dennich rostlin pti simulaci
sucha.

Vliv tZ a INCYDEu na obsah listové plochy 7 a 14dennich rostlin pti simulaci
sucha.

Jednotlivé kroky ptipravy vzorka pro LC-MS analyzu
Utinek INCYDE a tZ na proteom Arabidopsis thaliana
Lokalizace identifikovanych proteint.

Porovnani ovlivnénych metabolickych drah tZ a INCYDE
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