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1 UVOD

Péstovani kulturnich plodin a okrasnych rostlin je dnes velmi atraktivnim, ale i1
naro¢nym procesem, ktery péstitelim ptinadsi mnoha uskali. Zahradnik musi mit kvalitni
pudu, zajistit dostate¢nou zavlahu a mit k dispozici kvalitni rostlinny material, ktery
bude moci dale tozmnozovat. Plodiny jsou velmi c¢asto vystavovany stresovym
faktorim, mezi které miZzeme zatadit zasolenou pidu, nedostatek svétla nebo plisobeni
fytopathogennich bakterii. Jednim z pathogeni je Rhodococcus fascians, ktery
zpusobuje nadory na listech, tim znehodnocuje rostlinu a je pfi¢inou ekonomickych
problému (Pertry et al., 2009b).

Fytopathogen Rhodococcus fascians napada hostitelsky rostlinny organismus
pomoci produkce cytokininill, kterou umoziuje plasmid jehoZ soucasti je fas operon.
V tomto operonu jsou kdédovany enzymy nezbytné pro biosyntézu cytokininti. Zaroven
je tento bakteridlni kmen schopen produkovat 2-methylthio derivaty cytokininti (Pertry
et al., 2010). Cytokininy i jejich 2-methylthio derivaty, produkované bakterilnimi
liniemi Rhodococcus fascians, 1ze analyzovat pomoci ultra-vysoko u¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (Tarkowski et al., 2010).

Analyzou cytokinint a jejich 2-methylthio derivata 1ze stanovit cytokininové
profily, dle kterych je mozné do detailu prozkoumat fas operon a pfesné specifikovat

funkce dosud neobjasnéné.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné hormony

Fytohormony jsou nedilnou soucasti rostlinného vyvoje a ristu. Faktory ovliviiujici
zivotni pochody rostlinného organismu obecné rozdélujeme na vnéj$i a vnitini. Mezi
vngjsi faktory ovliviiujici rist a vyvoj patii svétlo, dostupnost CO,, H,O a dalsich
esencialnich mineralnich latek. Rostlinné hormony naopak fadime do vnitinich faktort,
jejichz plisobeni ovliviiuje mnohé rastové a vyvojoveé procesy.

Do téchto procest patii prodluzovani bunck, bunééné déleni, diferenciace tkani
a apikalni dominance, ovliviiovana zejména auxiny (Costacurta a Vanderleyden, 1995).
Cytokininy, derivaty adeninu, jsou spolecné s auxiny zahrnuty do procesu senescence
a rovnovazného ristu kofenti a prytt (Sakakibara, 2006). Gibereliny, které obsahuji ve
své struktufe terpenoidy, jsou nezbytné pro kliceni semen, prodluzovani stonku
a kveteni (Fleet and Sun, 2005). Kyselina abscisova reguluje opad listd, starnuti,
inhibici ristu a vegeta¢ni klid pupent (Sondheimer et al., 1968). Dalsi skupinou
fytohormonti jsou brassinosteroidy, které ovliviiuji kveteni, senescenci a zrani.
Jasmonaty se naopak vyznacuji inhibiéni funkci. Jedinym plynnym rostlinnym
hormonem je ethylen podilejici se na diferenciaci pohlavi, zrani a starnuti rostlinného
organismu.

Z historického pohledu byly rostlinné hormony vnimany jako soucast signalnich
drah, které vyvolavaji odpovéd’ rostlinného organismu na riizné podnéty. Dnes se na
fytohormony divame jako na nedilnou sou¢ast komplexu signalnich drah. Tyto drdhy
nasledné¢ napomahaji expresi odpovédi na stres, ktery muze byt zpusoben suchem,

poranénim, napadenim rostliny pathogenem nebo hmyzem (Schmelz et al, 2003).

2.1.1 Auxiny
Auxiny se spolecné s cytokininy uplatituji v mnoha stadiich rostlinného ristu a vyvoje,
jako je naptiklad prodluzovani bunék, bunécné déleni, diferenciace tkani a apikalni
dominance (Costacurta a Vanderleyden, 1995). Kromé téchto G¢inkll auxiny vyznamné
ovliviiuji fototropismus a gravitropismus, stavbu hlavnich a postrannich kofent,
organogenezi, vyvoj cévnich svazku a rist v tkanové kultufe (Davies P. J., 1995).

Za nejvyznamnéj§i auxin je povazovana kyselina indol-3-octova (IAA) (Obr. 1),
ktera byva oznacovana jako heteroauxin. IAA je V rostlinném organismu biologicky

aktivni v nanomolarni koncentraci. V n¢kolika rostlinnych druzich byla objevena 4-



chlor-indol-3-octova kyselina (4-CI-IAA), ktera taktéz vykazuje biologickou aktivitu.
Do skupiny auxint dale fadime kyselinu fenyloctovou (PAA). Biologickou aktivitu
vykazuji i prekurzory biosyntézy auxint, kam fadime indol-3-acetonitril nebo indol-3-
pyrohroznovou kyselinu (Woodword a Bartel, 2005).

OH OH
A\ ¢ A\
(@) (@]
A\ A\
N N
H A H B
OH
\\o
H C D

Obr. 1: Strukturni vzorce auxinti — IAA (A), 4-CI-1AA (B), IBA (C), PAA (D)

[IAA je syntetizovdna v listech, déloznich listcich a kofenech, ale nejvyssi
biosyntetickou kapacitu maji mladé listy (Ljung et al, 2001). Rostliny mohou
syntetizovat 1AA z tryptofanu dvéma biosyntetickymi drahami. Jedna z nich se nazyva
tryptofan-dependentni a druha draha je naopak tryptofan-independentni (Obr. 2).
Prekurzorem obou téchto drah je chorismat, ktery je enzymaticky pievadén na
antranilat. Antranilat je pak metabolizovan tryptofan-dependentni drahou na tryptofan a
pak dale na IAA. Druhou moznosti je uplatnéni enzymu tryptofan-independetni drahy,
pfi jejichz pasobeni je vysledkem také IAA (Woodword a Bartel, 2005).
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Obr. 2: Vynatek z biosyntetickych drah kyseliny indol-3-octové. Jednotlivé meziprodukty -
chorismat (A), anthranilat (B), tryptofan (C) a IAA (D) (pfevzato z Ljung, 2005)

Vyssi rostliny mohou IAA skladovat ve formé konjugatti nebo indol-3-maselné
kyseliny (IBA), ktera mize byt hydrolyzovana nebo oxidovana pomoci f-oxidace na
IAA. TAA miize byt esterové vazana na sacharidové zbytky nebo amidové vazana na
aminokyseliny a peptidy. Mezi funkce téchto konjugat patii skladovani, transport a
ochrana proti oxidativni degradaci (Cohen a Bandurski, 1982). Nékteré rostlinné druhy
skladuji konjugaty IAA v semenech, kde jsou hydrolyzovany a volnd IAA umoZiuje

kli¢eni a rozvoj sazenic.

2.1.2. Cytokininy
Terminem cytokininy jsou oznaCovany jak pfirodni, tak i syntetické slouceniny
S hormonalni aktivitou, které podporuji rlst rostlinnych tkani. Prvni slou¢enina, u niz
byla objevena cytokininova aktivita, byla nazvana Kinetin a izolovana ze spermatu
sledé. AvSak, prvnim pfirozené¢ se vyskytujicim cytokininem byl zeatin, obsazeny
v nezralé kukufici. Od tohoto objevu bylo pravdépodobné, Ze cytokininy se vyskytuji ve
vsech rostlinnych tkanich a rznych rostlinnych druzich (Rijavec a Dermastia, 2010).

Cytokininy hraji rozhodujici roli v regulaci proliferace a diferenciace rostlinnych
bunck, dale také kontroluji riizné procesy rostlinného riistu a vyvoje, mezi néZ patii
senescence, rovnovaha ristu kofenti a prytl, dale také ptenos nutri¢nich signdla a
zvyseni produktivity plodu (Sakakibara, 2006).

Cytokininy jsou po chemické strance N®- substituované derivaty adeninu
(Obr. 3). V zavislosti na substituci postranniho fetézce rozdélujeme cytokininy do ¢tyf

skupin: (Matsumuto-Kitano et al., 2008)

11



1) typ isopentenyladenin (iP)
2) typ trans-zeatin (t2)

3) typ cis-zeatin (cZ)

4) aromatické cytokininy

CH3 CH3

HN/\)\CH:S HN/\)\/OH
</ J. </ J.

..

Obr. 3: Vzorce zastupct 4 zakladnich skupin cytokinini — iP (A), tZ (B), ¢Z (C) a
benzyladenin (BA) (D)

Prvnim a zaroven rychlost urcujicim krokem biosyntézy cytokininil je pfipojeni
isopentenylového fetézce z dimethylallyldifisfatu na adenosin. Isopentenylovy fetézec
je posléze hydroxylovan za vzniku cytokinini zeatinového typu. DalSi modifikacni
drahy zahrnuji hydroxylaci N® atomu adeninu za vzniku dal$ich cytokininii (Kakimoto,
2003). Kromé jednotlivych krokd biosyntézy je také dulezita lokalizace, kterou se ve
své praci zabyval Miyawaki (2004). Pomoci kontroly hladin mRNA a exprese [-
glukoronidasy zjistil, Ze biosynteticka draha cytokininovych prekurzorii se nenachazi
pouze V kotfenové Spicce, ale 1 vpazdi listi nebo vnezralych semenech.
Isopentenyltransferasa se nachazi i ve flomeové tkani, kofenovém primordiu, horni ¢asti
kvétenstvi a v zonach abscise ovocnych plodu. Biosyntéza cytokinintl je situovana také

Vv elongaéni zo6n¢ kotfenové endodermis a trychomech mladych listd.
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V bunkdch se cytokininy vyskytuji endogenné v podobé volnych bazi,
nukleosidd, nukleotidd, nebo glykosidi. Tyto chemické slouéeniny jsou V rostlinném

organismu p¥itomny v koncentracich pmol.g™* Eerstvé hmoty (Dolezal et al., 2007).

2.1.3. Gibereliny

Nékteré terpenoidy hraji dilezitou roli v rostlinném vyvoji jako ristové regulétory.
Gibereliny (Obr. 4) jsou diterpenoidy, jejichZ isoprenoidni jednotky jsou odvozeny
zejména od methylerythritolfosfatu v plastidové draze (Yamaguchi, 2006). Gibereliny
kontroluji mnoho procest, jako je kli¢eni semen, prodluZzovani stonku, rist kvétt a listd
a v neposledni fadé také vyvoj semen (Fleet and Sun, 2005).

V soucasné¢ dobé je znama velka skupina giberelini produkovana rostlinami,
jejichz prekurzorem je geranygeranyldifosfat, ale pouze zlomek téchto derivati je
biologicky aktivni. Kromé toho, aktivni gibereliny mohou byt inaktivovany navazanim
methylové, hydroxylové nebo jiné funkéni skupiny, které jsou pfticinou lokalni

inaktivace a zaroven nedilnou soucasti regulaéniho mechanismu (Hartweck, 2008).

Obr. 4: Strukturni vzorec giberelinu 1 (GA1)

2.1.4. Kyselina abscisova
Kyselina abscisova (ABA) (Obr. 5) reguluje opadavani listd, starnuti, inhibici rdstu a
vegetatni klid pupentt a semen (Sondheimer et al.,, 1968). Velka c¢ast z mnoha
fyziologickych ucinkil kyseliny abscisové je v opozici vi¢i auxiniim, giberelinim a
cytokininim. ABA se také vyznamné podili na udrZzovani stabilniho vnitiniho prostiedi
rostlinného organismu.

Mezi vyznamné hormonalni regulace ABA patii zrychleni abscise plodl a listi,
indukce a prodluzovani vegeta¢niho klidu ve vyhoncich listnatych stromt a hlizach.

Mezi dalsi funkce patfi 1 inhibice kliceni prodluzovanim obdobi vegeta¢niho klidu
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semen a inhibice kveteni rostlin dlouhého dne v obdobi dnl kratkych (Addicott a
Lyon, 1969).

Biosyntéza ABA muze probihat dvéma drahami. Prvni z nich je pfima draha,
jejimz vychozim produktem je farnesyldifosfat a uplatiiuje se u nékterych rodt hub. U
rostlin se uplatiiuje nejvice draha nepfima, kterd vychazi ze strukturdlnich podobnosti
karotenoidli, které¢ jsou prekurzory ABA. V prvnim kroku biosyntézy dochazi
k oxidativnimu $tépeni 9-cis-epoxikarotenoidu, jejimz produktem je xhantoxin a dalsi
vedlejsi produkt (Cyzs). Hydroxylova skupina xanthoxinu se oxiduje na keton, v dal$im
kroku dochazi k otevieni epoxidového kruhu a vzniku aldehydu ABA, ktery je dale
oxidovan na ABA (Schwartz et al., 2003).

Hlavnim konjugatem ABA je ABA-glukosid, ktery nevykazuje téméf zadnou
biologickou aktivitu, ale je hlavni transportni formou ABA. Glukosidy ABA mohou
slouzit jako skladovatelnd forma ABA, protoze hydrolyzou snadno dochazi k uvolnéni
volné ABA. Glukosid kyseliny abscisové se mize hromadit ve vodné fazi bunécné
stény. Asi 20 % z celkového mnozstvi ABA je skladovano ve vakuolach ve formé

glukosidu (Piotrowska a Bajguz, 2011).

Obr. 5: Strukturni vzorec biologicky aktivniho S enantiomeru kyseliny abscisové S-(+)-ABA

2.1.5. Brassinosteroidy
Brassinosteroidy jsou skupinou fytohormonil s vyznamnou, rast podporujici aktivitou.
Kromé podpory rlstu, tato skupina rostlinnych hormonti ovliviiuje dal$i rozli¢né
vyvojové procesy jako kliceni semen, rhizogenezi, kveteni, senescenci, zrani a abscisi.
Brassinosteroidy jsou latky, které udé€luji rostlinnému organismu rezistenci vuaci
abiotickému stresu (Rao et al., 2002).

V roce 1979 byl jako prvni brassinosteroid objeven brassinolid (Obr. 6). Dale
byly brassinosteroidy izolovany z riiznych rostlinnych druhd. Velké mnozstvi latek
patficich do této skupiny je disledkem velkého mnozstvi chemickych modifikaci

brassinolidu, jako vychoziho biosyntetického produktu. Muze dochéazet k substitucim
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kruhti A, B a postranniho fetézce. Dal§i modifikace jsou zplsobeny oxidaci a redukci
béhem biosyntézy (Yokota, 1997).

Teasteron, jeden z meziproduktd biosyntetické drahy brassinosteroidi, mtze byt
pfeveden na smeés tii konjugatd lauratd, myristatu a glykosidu, které jsou snadno
hydrolyzovany na volnou formu teasteronu. Esterifikace a glykosylace jsou reverzibilni
rekce, diky nimz mohou tyto konjugaty slouzit jako skladovaci a transportni forma,
ktera po hydrolyze poskytuje brassinolid. Tyto vzdjemné piemény jsou nedilnou
soucasti zrani pylovych zrn a tak i nezbytnym krokem biosyntézy (Piotrowska a Bajguz,
2011).

HO,,

HO

Obr. 6: Strukturni vzorec brassinolidu

2.1.5. Jasmonaty
Jasmonaty, kyselina jasmonova (Obr. 7) a jim piibuzné slou€eniny jsou Siroce
distribuovany ve vysSich rostlindch. Jasmondty se vyznacuji inhibi¢ni funkci
Vrostlinném orgasnimu. Mezi inhibi¢ni funkce patfi antagonisticky uUc€inek
prodluzovani indukovany IAA, inhibice rastu kofene a urychleni ubytku chlorofylu
z listovych Casti pfi senescenci. Jasmonaty se také vyznamné podili na tuberizaci,
pifeméné stonku v zasobni hlizu (Toro et al., 2003).

Zakladni chemickou strukturou jasmonatu je cyklopentanonovy kruh, ktery
muze byt substituovan v polohach Cs, Cg a C;. Uhliky C3 a Cy jsou zaroven chirdlnimi
centry, které umoznuji vyskyt jasmonati ve dvou diastereoizomerech a jejich

enantiomernich formach. U rostlin a hub jsou syntetizovany a zaroveii biologicky
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aktivni (-)-jasmonova kyselina a (+)-7-iS0-jasmonova kyselina. Biosynteticka draha
za¢ina kyselinou linoleovou a koneénym produktem je (+)-7-iS0-jasmonova kyselina,
ktera je vSak snadno pfeménovana na kyselinu jasmonovou izomeraci (Vick a
Zimmerman, 1984).

Jasmonaty jsou detekovatelné v celém rostlinném organismu, ale v nejvyssi
koncentraci se vyskytuji v aktivné rostoucich tkanich, jako jsou vzrostny vrchol,
kofenové Spicky, nezralé plody a mladé listy. Tyto fytohormony jsou pfitomny
Vv podobé konjugatii s aminokyselinami, methylovou skupinou nebo sacharidovymi
zbytky. I kdyZ biologicky aktivni jsou predevsim volné formy jasmonatl, konjugaty
hraji dulezitou roli v udrzovani hormonalni homeostazy. Jasmonaty spojené s lle, Leu,

Val, Tyr a Phe se uplatiiuji v procesu pienosu signalu (Tamogami et al., 2008).

@)
‘\“‘
- _—
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Obr. 7: Strukturni vzorec kyseliny jasmonové

2.1.6. Ethylen

Ethylen (Obr. 8) jako jediny plynny fytohormon reguluje vyznamné vyvojové procesy
Vv rostlinném organismu. Mald molekula etylenu ovliviiuje geotropismus, epinastii,
kveteni, diferenciaci pohlavi, zrani, starnuti a defoliaci (Kepczynski, 1988). Produkce
ethylenu je pevné regulovana vnitfnimi signaly béhem vyvoje. Na rostlinny organismus
pusobi také Zivotni prostfedi, které ovliviluje biosyntézu ethylenu biotickymi
podminkami (napfi.: pathogenni infekce) a abiotickymi stresovymi podminkami, jako
jsou poranéni, nedostatek kysliku nebo teplotni vykyvy (Wang et al., 2002).

Ethylen je syntetizovan z methioninu plsobenim tii po sob& jdoucich
enzymatickych reakci. Dulezitym meziproduktem biosyntézy je S-adenosil-methionin,
ktery je zaroven zédkladnim stavebnim kamenem proteosyntézy. Téméf 80% bunécného
methioninu je pfevadéno na S-adenosil-methionin za spotieby ATP. Takto upraveny
methionin je hlavnim donorem methylové skupiny pii Upravé lipidi, proteini a

nukleovych kyselin (Ravanel et al., 1998).
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Ethylen je vniman membranovymi receptory, které jsou homologni s
dvouslozkovymi  bakteridlnimi  histidin-kinazami. Tyto histidin-kindzy slouzi
Kk rozpoznani zmén zivotniho prostiedi. Systém se sklada obvykle ze dvou proteind.
Ulohou histidin-kindzy je fosforylace vnitiniho histidinového residua a aktivace
navazujicich slozek po prijeti fosfatu aspartatovym residuem (Wurgler-Murphy a Saito,
1997). Rostliny si tak béhem svého vyvoje vytvorili dimyslny systém detekce a obrany
vici pathogenni invazi. AvSak role etylenu muze byt rozdilna v zavislosti na druhu

pathogenniho i rostlinného organismu (Wang et al., 2002).

AN /
CcC=C
/ AN

Obr. 8: Strukturni vzorec ethylenu
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2.2 Cytokininy s isoprenoidnim postrannim retézcem

Isoprenoidni cytokininy (Obr. 9) jsou Ng substituované derivaty adeninu. Mezi
nejrozsifenéjsi cytokininy patii trans-zeatin (tZ) s nenasycenym postrannim fetézcem a
jeho derivaty (Letham, 1963). Dihydrozeatin, prot&jSek zeatinu s plné nasycenym
isoprenoidnim fetézcem byl nalezen v mnoha rostlinnych druzich, zatimco cis-zeatin
(cZ) a isopentenyladenin (iP) jsou az na n¢které vyjimky obecné¢ méné zastoupenymi

slozkami (Emery et al., 1998).
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Obr. 9: Strukturni vzorce cytokinind - isopentenyladenin (A), trans-zeatin (B), cis-zeatin (C) a
dihydrozeatin (D)
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2.2.1 Biosyntéza ve vyssich rostlinach

Enzymatickd aktivita ptfevadéjici AMP a dimethylallylpyrofosfit (DMAPP) na
biologicky aktivni cytokinin N°-(A-isopentenyl)-adenosin-5¢-monofosfat (iPMP) byla
poprvé objevena u Dictyostelium discoideum (Taya et al., 1978). Nasledné se ukazalo,
7ze ipt gen kodujici isopentenyltransferasu z Agrobacterium tumefaciens, ma velmi

podobné enzymatické vlastnosti (Akiyoshi et al., 1984). Dale byly ipt geny izolovany
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z n¢kolika druh@ bakterii a enzymatickd aktivita isopentenyltransferasy byla zmétena u
extrakti z rostlinnych tkani rozliénych druhi. (Obr. 10)

Na reakci AMP a DMAPP katalyzovanou isopentenyltransferasou navazuji
pravdépodobné dvé rozdilné drahy biosyntézy isoprenoidniho postranniho fetézce tZ.
(Obr. 11) V jedné draze isopentenyltransferasa vyuziva DMAPP, ktery je koneénym
produktem methylerythritol-fosfatové drahy lokalizované v plastidech. V této draze
vznika 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl difosfat (HMBDP), ktery je nasledné
redukovan na DMAPP a isopentenyl difosfat. Dal§im krokem je hydroxylace vzniklého
iP, jejimz vyslednym produktem je tZ (Kasahara et al., 2004). Druhd z cest mozné
biosyntézy vyuzivd mevalonatové drahy, kterd produkuje DMAPP a je inhibovdna
lovastatinem. Syntéze DMAPP piedchazi kondenzace tii molekul acetylCoA a postupna
redukce na mevalonat. Po fosforylaci, dekarboxylaci vznika izomeraci DMAPP, ktery je
vyuzit v dalSich krocich biosyntézy (Sakakibara et al., 2005).

Plvodnimi produkty rostlinného enzymu jsou isopentenyladenosin-5°-trifosfat
(iPRTP) a isopentenyladenosin-5°¢-difosfat (iPRDP), které mohou byt nasledné
pfevedeny na tZ, hydroxylaci postranniho isoprenoidniho fetézce cytochromem P450.
Cytochromy jsou schopny hydroxylovat pouze iP nukleotidy, nikoli nukleosidy nebo
volné baze. (Takei et al., 2004) Cytokininové ribotidy jsou pifimo pievadény na aktivni

volné baze pomoci tzv. lonely guy, coz je rodina LOG enzymu (Kurakawa et al., 2007).

2.2.2 Metabolismus

Hladina aktivnich cytokininii mtze byt v buiice sniZena prostfednictvim konjugace na
glukosu nebo ireverzibilnim oxidativnim §tépenim cytokinin oxidasou. K N-glykosylaci
cytokinin dochazi primarné na dusiku v poloze N" a N° purinového kruhu a je
nevratnd. O-glykosylace probihda na kysliku postranniho fetézce trans-zeatinu nebo
dihydrozeatinu. Tyto O-glykosylované formy mohou byt pievedeny pomoci f3-
glukosidasy zpét na aktivni volnou formu (Brzobohaty et al., 1993). a zaroven
predstavuji stabilni skladovatelnou formu hormonu.

Mnoho rostlinnych tkani obsahuje cytokinin dehydrogenasy (EC 1.5.99.12),
enzymy které mohou S$tépit na misté N° postranni fetézec. Trans-zeatin a
isopentenyladenin maji postranni fetézce nenasycené a tedy i Stépitelné, zatimco
dihydrozeatin je rezistentni vii¢i pusobeni cytokinin dehydrogenasy. Volné baze a jejich

ribosidy jsou vyhodnymi substraty téchto enzymu. Substituce funkcénich skupin na
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purinovém kruhu, kam fadime i O- a N-glykosylaci, také zabrafiuje enzymatickému
pusobeni cytokinin dehydrogenasy (Schmiilling et al., 2003).

Dle Bilyeové (2001) thidiazuron a cytokininy syntetizované na bazi mocCoviny
mohou cytokinin oxidasy/dehydrogenasy nekompetitivné inhibovat, zatimco exogenné
aplikovany auxin jejich aktivitu muze zvysit. Cytokinin dehydrogenasy nevratné
inaktivuji cytokininy a mohou tak byt dilezité v procesu regulace nebo omezeni u¢inkt

cytokinint.

N-al . B-glukosidasa
-glukosylzeatin N- glukosyltransferasa

-~
. trans zeatin ) -
N°-glukosylzeatin ., O-glukosylzeatin

O-glukosyltransferasa

/ \Ztokmln oxidasa

adenin a
dihydrozeatin 3-methyl-2-butenal

Obr. 10: Metabolické pfemény trans-zeatinu. Enzymy katalyzujici jednotlivé reakce oznaceny
cervené. (prevzato z Kieber a Schaller, 2014)

Dlouhou dobu se védci domnivali, Ze pro degradaci cytokinin je nezbytna
ptitomnost kysliku. Tato teorii byla vSak vyvracena, protoze byl objeven
dehydrogenacni zptisob Stépeni nenasycenych postrannich fetézcl. Elektrony se na
elektronové akceptory prendsi i za anaerobnich podminek. Cytokinin dehydrogenasa
obsahuje jako kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD) (Galuzska et al., 2001).
Akceptorem elektronti je druhé redoxni misto misto enzymu, které elektrony dopravuje

k ubichinonu (Galuzska et al., 2007).

2.2.3 Transport

Diive byli botanici piesvédéeni o tom, Ze transport na dlouhé vzdalenosti ovliviiuje
vyznamné kroky vyvoje napiiklad apikdlni dominanci. Tuto hypotézu vyvratil
Nordstrom (2004a), ktery tvrdi, Ze hlavnim mistem biosyntézy cytokininli jsou
postranni kofenové meristémy, ale zdrojem cytokinini jsou i nadzemni casti, které
syntetizuji cytokininy nezavisle na dalkovém transportu z kofent. DileZitym aspektem

transportu je funkce auxinu, ktery potlacuje biosyntézu cytokinind. Oproti tomu je

20



ovlivnéni produkce auxind cytokininy pomalejsi. Z toho vyplyva, ze auxin ma vliv na
vyvojové procesy zprostiedkované cytokininy.

Hladina cytokininli se méni vlivem zivotniho prosttedi. Ke sniZeni hladiny v ryzi
dochézi v obdobi sucha, naopak k rychlému a zna¢nému zvySeni napoméaha dostupnost
dusi¢nanti ve slunecnici, jeCmeni i v Arabidopsis thaliana. Dle Matsumota-Kitana
(2008) dochazi pti snizené hladiné cytokininti ke snizené produkci kambia. Z toho lze
vyvodit, ze cytokininy jsou fyziologickymi mediatory kambidlni aktivity.

Transport cytokininti na dlouhé vzdalenosti v xylému je zprostfedkovana
zejména trans-zeatin ribosidem a ve floému prebiraji tuto funkci cytokininy odvozené
od iP. Na zaklad¢ této vaskularni lokalizace Kudo et al. (2010) navrhl, Ze rostliny
mohou pouZivat tZR jako dalkového posla cytokininového signalu ve sméru ke stonku a
1P ve sméru ke kofeni.

Uloha systémové piepravovanych cytokinint byla spornd. Piitomnost cytokinint
V xylémové §tave a listovych vyméScich ukazuje na systémovou roli cytokinini, coz se
zatim nepodafilo jednoznacné prokazat. Diive nebylo ziejmé, zda jsou cytokininy
syntetizovany v kofeni a pro rist transportovany do stonku nebo naopak. Roubovaci
experiment provedeny Matsumotem-Kitanem (2008) potvrdil, ze stonek muze rist bez
cytokininti produkovanych kofenem a kofen roste bez cytokinini syntetizovanych

stonkem.
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Obr. 11: Navrhovana biosyntetickd a metabolicka draha cytokinind. Draha znazornéna pro
syntézu trans-zeatinu u Arabidopisis thaliana. Substratem rostlinné IPT muaze byt ADP i ATP.
(ptevzato z Kieber a Schaller, 2014)
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2.3 Analyza cytokinini

Pro objasnéni funkce cytokininl v rostlinném organismu je dulezity vyvoj citlivych
analytickych metod, které budou pfesné a zaroven i rychlé. VEtsi pozadavky na presnost
klicovym krokem extrakce a ptecisténi rostlinného vzorku, které predurcuji tispésnost
konecné analyzy (Tarkowski et al., 2009).

V historii byly pouzivany metody koncové analyzy zalozené na interakci
protilatky s antigenem. Mezi uzivané imunochemické metody patfila radioimunolyza
(RIA) (Grayling a Hanke, 1992) nebo enzyme-linked-imunnosorbent assay (ELISA)
(Maldiney et al., 1986). Analyza cytokinini byla podstatn¢ finanéné i casové

wewvr

metodam budoucim.

2.3.1 Metody pripravy vzorku

Extrakéni techniky

Kvalitativni a kvantitativni slozeni cytokinini extrahovanych z rostlinné tkan¢ se lisi
typem extrakéniho rozpoustédla (Horgan a Scott, 1987). Aby se piedeslo enzymatické
degradaci je nutné rostlinny materidl zmrazit nebo extrahovat vhodnymi rozpoustédly
thned po sklizni. Izolaci a identifikaci pikomolarniho mnozstvi cytokininl je casto
branéno ptitomnosti jinych latek biologického ptivodu, které jsou pfitomny ve vzorku
v nadbytku. NejbéznéjsSim postupem je zmrazeni rostlinné tkané v tekutém dusiku a
nasledna extrakce. K extrakci se dle Hoyerové (2006) pouziva modifikované Bielskeho
rozpoustédlo, které obsahuje methanol, vodu a kyselinu mravenci v pomérech 15/4/1 a

dostatecné potlacuje defosforylaci nukleotida cytokinind.

Extrakce pevnou fazi (SPE)

Metoda extrakce pevnou fazi je Siroce vyuzivana tam, kde je potfeba purifikovat,
extrahovat a izolovat velké mnozstvi latek (Takei et al., 2003). Jednou ze zietelnych
vyhod extrakce pevnou fazi je vysoké extrakéni névratnost, kterou Ize docilit vhodnym
sorbentem a volbou pracovnich roztok. Rychlé a efektivni separace cytokinint lze
dosahnout kombinaci SPE na obracenych fazich, tzv.: reversed-phase (RP) s metodou
iontové vymény (Dobrev a Kaminek, 2002). Relativné vysoka polarita molekul

cytokininovych nukleotidli vede ke slabé retenci molekul na kolonich Cig béhem
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extrakce. Pouzitim sorbentu s povahou aniontového méni¢e mulzeme separovat
cytokininové nukleotidy od cytokininovych bazi a jejich cukernych konjugatt (Takei et
al., 2003).

Nejnovejsi metodou pro purifikaci cytokinini je Stage-tip metoda dle Svacinové
(2012). Tato metoda mikroextrakce vyuziva kombinace tii sorbentl. Jako prvni byl
pouzit sorbent reverzni faze Cig zachytavajici nepolarni analyty ze vzorku. Druhou
vrstvu tvofil kopolymer poly(styrendivinylbenzenu), ktery byl jest¢ modifikovan
kyselymi sulfonovymi skupinami pro zvySeni hydrofilnich vlastnosti. Poslednim
pouzitym sorbentem kationovy méni¢, ktery byl tvofen zesitovanymi kopolymernimi
¢asticemi. Touto metodou byly piecistény volné baze, ribosidy, O- i N-glukosidy a

nukleotidy.

Imunoafinitni purifikace

Metoda je zaloZena na interakci protilatky s antigenem, kterd poskytuje selektivni
obohaceni vzorku a muze tak zvysit limit detekce pii stopové analyze (Hauserova et al.,
2005). Pro imunoextrakci cytokinini lze pouzit jak monoklonalni, tak polyklonalni
protilatky. Vhodné nastaveni afinitniho systému vyzaduje vhodnou protilatku a zaroven
musime vzit v uvahu faktory ovliviiujici matrici, které mohou piisobit potize pfi
kone¢né analyze fytohormoni. Imunoafinitni kolony purifikuji analyty podle
strukturnich podobnosti (Nicander et al., 1993). Dle Hauserové (2005) ma

imunoextrakce vyssi selektivitu nez vyse zminovana SPE, ale niz§i propustnost.

2.3.2 Techniky analyzy cytokinin
Plynové chromatografie (GC)

Metody zaloZené na plynové chromatografii maji sice velké rozliSeni a nizké detekéni
limity, ale jsou velmi pracné a také financn€ naro¢né. Plynova chromatografie byla
pouzivana k analyze cytokininti od pocatku 70. let 20. stoleti (Horgan a Scott, 1987).
Cytokininy nejsou tékavé a pro zvyseni jejich t€kavosti musi byt derivatizovany. DalSim
divodem téchto Uprav je zvySeni termostability. Derivatizacni metody sebou nesou
nékolik technickych problémt, které znacné komplikuji analyzu, napft.: hydrolyza,
tvorba konjugovanych produktii a omezena té€kavost (Trione et al., 1987). Ackoli
spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (MS) umoznilo specifickou

identifikaci a kvantifikaci cytokinind, je tato metoda piekonana pouzitim vysoko-uc¢inné
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kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnosti spektrometrii (Tarkowski et al.,

2009).

Vysoko-t¢inné kapalinova chromatografie (HPLC)

Tato technika je jednou z nejvhodnéjsich technik pro analyzu cytokinint. Je to dano
zejména tim, ze cytokininy vykazuji postupné rostouci polaritu a jsou snadno
detekovatelné méfenim absorbance v UV oblasti spektra (Chen, 1987). HPLC umoziuje
rychlou separaci cytokininii z rostlinnych extrakt s vysokym rozlisenim piedchazejici
analyze hmotnostni spektrometrii. Detekce méfenim absorbance jedné vinové délky
v UV oblasti je nedostate¢na. Siroce vyuzivanou metodou pro kvantifikaci cytokinini se
stala hmotnostni spektrometrie vyuzivajici ionizaci elektrosprejem (Novak et al., 2003).
Chromatografické podminky separace

Volné cytokininové baze a jejich cukerné konjugaty jsou relativné hydrofobni
slouceniny, které se chovaji jako slabé baze, proto jsou snadno separovatelné na
kolonach s obracenymi fazemi pii pouziti kyselého prosttedi (Horgan a Scott, 1987).
Nukleotidy, pied separaci na systému obracenych fazi, je nutné piedem upravit a snizit
jejich naboj. Typicky se nukleotidy pievadi na ribosidy pomoci alkalické fosfatasy nebo
se derivuji za Gcelem snizeni polarity (Nordstrom et al., 2004).

Separace pomoci HPLC se provadi na RP-Cig nebo Cg kolonach (Novak et al.,
2003). Do tekavé mobilni faze, slozené z octové nebo mravenéi kyseliny a jejich
amonnych soli, jsou piidavana rozpoustédla obsahujici methanol nebo acetonitril. Pro
dosazeni dobré separace se vyuziva gradientova eluce (Van Rhijn et al., 2001).

Detekce

Cytokininy vykazuji silnou absorbanci mezi 220 nm a 300 nm, proto se diive
vyuzivalo spojeni HPLC s UV-VIS detektorem (Horgan a Scott, 1987).

Dnes je nejvice uzivana metoda detekce pomoci hmotnostniho spektrometru.
LC-MS metoda je pomérné novym nastrojem detekce, kvantifikace a charakterizace
cytokinini extrahovanych zrostlinnych tkani, kde se vyskytuji v biologicky
vyznamnych hladindch. Pro ionizaci se vyuzivd nckolik postupi, z nichz
nejpouzivanéjsi je ionizace elektrosprejem (ESI-MS), ktera ma vysokou citlivost a
zaroven nizké pozadi (Novak et al., 2003). Spojeni kapalinové chromatografie s ESI-
MS umoznilo v roce 1997 poprvé provést rychlou analyzu a kvantifikaci vzorku, ktery

obsahoval 16 rtznych cytokinint s limitem detekce 1 pmol (Prinsen et al., 1998).
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V soucasnosti se limity detekce pohybuji na hladinach fmol, diky pouziti gradientové

eluce.

Ultra-u¢inna kapalinova chromatografie (UPLC)

Potfeba kvantifikovat rostlinné hormony sebou pifind$i mnoha uskali souvisejici
S hydrofobnimi vlastnostmi. HPLC-MS je Siroce uZivanou metodou, kterd je schopna
oddélit a kvantifikovat fytohormony bez derivatizace. Citlivost a mira uc¢innosti
separace musi byt vSak zvySena novymi pristupy (Novak et al., 2008).

Jednim z postupt ke zvySeni citlivosti detekce hmotnostni spektrometrii je dle
Novaka (2008) pouziti imunoafinitni extrakce. Po této extrakci provedl kapalinovou
chromatografii, ve které se mu podafilo separovat 32 cytokininovych derivatu.
Kombinace UPLC s hmotnostni detekci nabizi pfesné a reprodukovatelné kvantifikace
vétSiny cytokinint.

Instrumentace UPLC umoziuje pritok kapaliny pii tlacich vysSich nez 1000
barl a zaroven kolony naplnéné sorbentem o rozmérech 1,7 um. Tim UPLC ptrekonava
dosavadni moznosti HPLC. Ultra-u¢inné kapalinovd chromatografie mize dosédhnout
vyssich rozliSeni, vyssi citlivosti a mnohem rychlejsi separace (Dolezal et al., 2007.)
Noveé vyvinuty systém UPLC-(ESI)-MS/MS muze byt uziteCny pro studium
fyziologické role cytokininli ve vzorcich konkrétnich rostlinnych tkani, metabolismu a

zpusobu pisobeni cytokinint v rostlinném organismu (Novak et al., 2008).

Kapilarni elektroforéza (CE)

CE je castecné¢ vhodnou metodou pro studium cytokinint z hlediska rychlosti, vysoké
rozliSovaci schopnosti a minimalnich pozadavki na vzorek a pufry (Ge et al., 2004).

Béres (2012) vyvinul jednoduchou a rychlou metodu umozhujici testovat
aktivitu isopentenyltransferasy in vitro. Material a spotieba jsou minimalni, protoze je
mens$i spotieba v predCisténi. Jeho prace umoznuje sledovat produkty aktivity
isopentenyltransferasy. Krom¢ toho je schopna odhalit nezadouci zmény v koncentraci
substrat/produkt a muze tak piinést novy vhled do pocateCnich krokli biosyntézy
cytokinint.

Dalsi slibnou aplikaci mlze byt studium biochemickych vlastnosti
napf.: substraty, produkty, kinetické parametry nebo inhibitory enzymi zapojenych do

metabolismu cytokininti. Tyto moznosti dosud neposkytovala zddna diive vyvinutd
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metoda, a proto je kapilarni elektroforéza pfislibem citlivé metody studia nejen
cytokinint.

V oblasti studia cytokinini je nejdale metoda cyklodextrinovych aditiv vyvinuté
Bartdkem (1998). Kazda c¢ast molekuly ptispiva k celkové interakci. Slozky vzorku
neobsahujici sacharidovy zbytek interaguji zejména s a- a y-cyklodextriny. Substituent
amino skupiny v poloze 6 purinového kruhu interaguje s a-cyklodextriny (alifatické
substituenty) zatimco aromatické substituenty reaguji S vy-cyklodextriny. Z téchto
poznatka lze fici, Ze metoda kapilarni elektroforézy je vysoce u¢innou metodou a
zaroven rychlejsi a levngj$i alternativou bézné pouzivané HPLC. Dalsi z moznosti
vyuziti zéonové kapilarni elektroforézy ve studiu cytokinini a jejich analogi je méfeni

disociacnich konstant, které provedl Bartak (2000).
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2.4 Pathogenni bakterie rostlin
Cinnost mikroorganismi je uzce spojena s rostlinnou produkci a zemé&délskou Gi¢innosti.

Ptiznivy vliv mikrobt, zejména bakterii a hub, je jedinecny v pfimém i nepfimém sméeru
(Khan et al.,, 2009). Nejobecngjsi a zaroven nejvice poznana vyhoda pudnich
mikrobidlnich populaci spo¢ivd v rozkladu organické hmoty na uhlik a dusik. Tyto
prvky pak znacné¢ obohacuji pldu a jsou tak rostlindm snadno dostupné
(Hattenschwiller et al., 2011).

V rostlinné rhizosféfe dochazi, jak k volnému, tak i1 k t€ésnému mikrobidlnimu
spojeni, jehoZ vysledkem je tenka vrstva pidy, ktera je v kontaktu s rostlinnym kofenem
a ma tak obrovsky vliv na zdravi a produkci rostliny. Rust podporujici rhizobakterie
pfimo stimulyji rostlinny organismus sekreci rostlinnych rastovych regulatort, jako jsou
auxiny, cytokininy a gibereliny (Tsavkelova et al., 2006). Dle Rodriguéze (2006)
spociva podpora rostlinného ristu také zvySenim dostupnosti limitujicich mikroprvka,
kam tadime napf.: fosfor nebo Zelezo. Hayat (2010) dodava, ze dalSim dulezitym
krokem je zptistupnéni dusiku procesem fixace. Lugtenberg a Kamilova (2009) zaroven
poukazuji na budovani systematické rostlinné rezistence.

Rist podporujici rhizobakterie mohou ovliviiovat prospéSny vyvoj rostliny
nepfimo, komplexotvornymi reakcemi satomy tézkych kovii nebo toxickymi
uhlovodiky (Auger et al.,, 2013). Pudni mikroorganismy jsou také schopny
antagonisticky puasobit viaci rostlinnym pathogenim produkci antibiotik nebo
interferenci s pathogennimi signaly a virulenci (Haas a Défago, 2005). Dilezitost,
téchto pozdéji zjiSténych prospéSnych vlastnosti, ptidnich mikrobt je ilustrovana na
ptikladu existence pfirozené tlumivych pud, které jsou nasyceny pathogeny, ale i piesto
rostliny v téchto padach vzkvétaji a zistavaji zdravé (Mazzola, 2004).

Mnohem vice specializované jsou symbiotické interakce vedouci k tvorbé
rhizobii nebo uzlikl s aktinobakteriemi, které fixuji atmosfericky dusik a distribuuji ho
jako amonny kationt po rostlinném organismu. Na oplatku rostlina bakteriim poskytuje
uhlik ziskany fotosyntézou (Seipke et al., 2011). V udrzitelném zemédélstvi se zacinaji
uplatiiovat cenénd mikrobidlni biohnojiva, kterd jsou uptednostiiovana pted hnojivy
chemicky vyrobenymi. Biohnojiva dokazou zlepsit kvalitu pidy a zvysit jeji urodnost a
rostlinnou vyrobu (Wu et al., 2005).

Kromé pozitivniho vztahu mezi mikroby a vykonnosti zeméd¢€lstvi nesmime
zanedbat také negativni stranku fytopathogent, které maji Casto v zeméd¢€lstvi

destruktivni dopady. Nelze pochybovat o tom, ze bakterie, houby a ostatni
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mikroorganismy zpusobujici rostlinné choroby, méli jiz v minulosti dramaticky dopad
v podobé masivnich hladomortu (Fisher et al., 2012). Krom¢ Skodlivého efektu maji
fytopathogeny i pozitivnéjsi stranku. Bakterie zminéné v podkapitolach nize maji
potencial byt uzite¢né, jak v oblasti zvySené ekologické a udrzitelné rostlinné produkce,

tak i v biotechnologickych aplikacich (Tarkowski a Vereecke, 2013).

2.4.1 Agrobacterium tumefaciens a Agrobacterium rhizogenes

Tyto dva bakterialni kmeny byly na zacatku 20. stoleti popsany jako puvodci
zpusobujici nadorova onemocnéni rostlin (Smith a Townsend, 1907). Zastupci stejného
rodu Rhizobiacae (o-Proteobakterie), ktefi jsou parazity Sirokého spektra hostitelt,
zahrnujici zejména dvoud€lozné dieviny a byliny. Agrobacterium tumefaciens
parazituje na vice nez 600 rostlinnych druzich a 100 raznych rodech (De Cleene a De
Ley, 1976). Zatimco A. rhizogenes dle De Cleenea a De Leye (1981) reaguje na 260
rostlinnych druhd, které mizeme zatadit do 60 riznych rodi.

U rostlin infikovanych A. tumefaciens se v misté poranéni vytvoii nadorové
vyrastky (Obr. 12), zatimco A. rhizogenes zptsobuje masivni proliferaci kofent
nesoucich velké mnozstvi adventivnich kotent, které ptipominaji vlasky (Gelvin, 1990).
Pathogeny lze charakterizovat dle jejich plasmidi. Charakterizace agrobakterii je vSak
obtizna, protoze v jejich buiikach jsou pfitomny vzajemné zaménitelné tumorogenni a
rhizogenni plasmidy. Finan¢ni Gjma zpisobena péstiteliim, fytopathogennimi kmeny
Agrobacteria, se objevuje Vv celosvétovém métitku a to zejména v oblasti ovocnych
Skolek, péstovani ofechil a zeleniny. Hlavni ekonomické ztraty byly zaznamenany ve
vinafstvi a sadafstvi ovocnych stromt (Putawska, 2010). Hlavnim divodem
ekonomickych ztrat v sadafstvi je tvorba nadorového opasku, ktery znemoziiuje
transport vody a nutrient, coZ vede k redukovanému rlstu, zhorSeni vitality nebo
dokonce Kk pfedcasnému uhynuti rostlinného organismu. V oblasti kvétinafstvi
infikované rostliny rostou pomaleji, jsou zakrnélé, maji zluté listy a nejsou schopny
produkovat zdravé kvéty. V piipadé€, ze nador odumfte, zistavaji na rostlinach rany. Tato
mista se vzapéti mohou stat cilem jinych pathogennich bakterii, které dale ovliviuji
zdravi a vynos rostliny (Escobar a Dandekar, 2003).

V soucasné dob¢ neexistuje zadna t¢inna chemické kontrola. Na zaklad¢ tohoto
faktu Burr a Otenn (1999) postuluji, Ze je téméf nemozné Agrobacterium ze skolek a
ovocnych Skolek vymytit Uplné. Velky duraz je kladen na prevenci, ktera zahrnuje

vhodné kultivacni metody nebo pouziti neinfekénich populaci rostlin. Slibnym
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pfistupem v biologické kontrole miize byt aplikace antagonistického kmene
Agrobacterium radiobacter, ktery je schopen produkovat antibiotikum agrocin 84 (Kim
et al., 2006).
Tyto fytopathogenni kmeny velmi zaujaly ptirodovédce nékolika zvlastnimi
vlastnostmi:

a) bakterie maji Siroké spektrum hostiteli

b) své hostitele nezabiji, ale pouze spousti bunécné a tkanové déleni

¢) priznaky infekce jsou zachovany i po odstranéni bakterie

d) zvétseni organii v médiu bez hormoni ptetrvavalo
Dodnes zustava Agrobacterium pfirozenym genetickym inzenyrem, ktery je schopen
vpravit urcitou ¢ast nador vyvolavajiciho tzv. Ti-plasmidu a zaclenit jej do genomu

hostitelské rostlinné bunky (Chilton, 2001).

Obr. 12: nadorovy vyrustek (‘‘crown gall*‘) indukovany Agrobacteriem tumefaciens (pfevzato z
www.rhs.org.uk)

2.4.2. Fytopathogenni druhy bakterii ¢eledi Streptomyces

Streptomycety jsou Gram-pozitivni bakterie patfici do kmene Actinobakterii. VétSina
druhti ¢eledi Streptomyces jsou pidni saprofyté rozkladajici nerozpustné komponenty
ostatnich organismu jako je celulosa nebo chitin, které se pak zacleniuji do kolobéhu
uhliku (Loria et al., 2006). Vsudypiitomnost Streptomycet mtizeme snadno rozpoznat na
zakladé zemitého zapachu pudy, ktery je zptsoben vylucovanim geosminu (Seipke et

al., 2012). Clenové rodu Streptomyces jsou vyznamni zejména jejich nadprodukci
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sekundérnich metaboliti, které jsou velmi uzitecné v medicing. Tyto latky sebou nesou
bohaté antimikrobidlni, antifungicidni, antinddorové a imunosupresivni vlastnosti.
(Bérdy, 2005) Dalsi jejich dileZitou vlastnosti, pro které je uvaddime jako modelové
prokaryontni organismy, je slozity zivotni cyklus. Na pocatku Zivotniho cyklu se
bakterie nachdzi ve vegetativni vlaknité fazi, ze které se dale formuje anténni hyfa a
v zavéru dochazi ke sporulaci (Joshi a Loria, 2007).

Ackoli se fytopathogenni druhy Streptomycet vyskytuji v celém rodu pomérné
vzacné, jsou schopny indukovat nekrotické strupovitosti (Obr. 13) podobné 1éze, které
vedou ke snizeni vytézku plodin a tim zptisobuji ztraty v zemédé€lstvi. Fytopathogenni
Streptomycety nejsou specifické z hlediska hostitele ani tkang, které napadaji. Jejich
nejveétsi dopad je na cibuloviny a hliznaté rostliny zejména brambory. Mezi dale ¢asto
napadené druhy patii okopaniny a kofenova zelenina jako fepa (Beta vulgaris), mrkev
(Daucus carota), pastinak (Pastinaca sativa), fedkev (Raphanus sativus), tufin
(Brassica napobrassica) a vodnice (Brassica rapa) (Dees a Wanner, 2012).

Primérnim zdrojem infekce hliz jsou spory pfitomné v ptdé vstupujici do
hostitelského organismu skrze lenticely. Fytopathogenni Streptomycety napadaji
hliznaté a kotfenové tkané skrze hyfy, pro které neni vyzadovano poranéni nebo
pfirozené se vyskytujici oteviené misto napadeného organismu. Po kolonizaci, rostlinné
buiikky zacinaji kolabovat v disledku piisobeni bakteridlnich fytotoxind, zastavi se
elongace a dochazi k suberizaci. Poranéni se za¢ne hojit abnormalni tvorbou korkovych
bunck. Nové vznikla korkova vrstva v§ak nezabrani bakterialni aktivité. Pfedpoklada se,
ze bakterie rozkladd odumftelou tkan, z niz ziskdva potifebné ziviny. To ji umoziuje
napadeni dalsi hlizy a rozsifovani 1ézi (Acuna et al., 2001). Vysledné strupovité 1éze
mohou byt povrchové, zvySené, sitovité, cervenohnédé nebo hluboké. Tyto vady
znehodnocuji vzhled brambor, ¢imz ovliviiuji jejich kvalitu a tim 1 na trh, kde se
umyvaji a bali bramborové vyrobky (Loria et al., 2006).

Snaha o kontrolu strupovitosti brambor je velmi komplikovand, protoze vyvoj
priznakt ovlivituje mnoho faktorti, které dosavadni metody nebyly schopny efektivné
nebo spolehlivé zachytit (Dees and Wanner, 2012). V soucasné dobé neni zadna
z péstovanych odrid brambor pln¢ rezistentni vici Celedi Streptomyces. Nicméné
nékteré odridy vykazuji zvysSenou toleranci a vici témto bakteriim se brani glykosylaci
bakterialniho fytotoxinu, thaxtominu A (Acuia et al., 2001). Proto jedinym od

budoucna uclinnym prostiedkem detoxikace je pouziti takto odolnych odrad
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v kombinaci s ostatnimi doposud pouzivanymi metodami obrany (Dees and Wanner,
2012).

Obr. 13: strupovitost brambor zplusobend rodem  Streptomyces (pievzato z
http://www.omafra.gov.on.ca/)

2.4.3. Pseudomonas syringae

Rod Pseudomonas fadime do kmene y-Proteobakterie a zahrnujeme do skupiny
rostlinnych saprofytt. Saprofyté, zahrnuji druhy podporujici rostlinny rist, jakoz i
pathogenni druhy, které kolonizuji povrch i vnitini rostlinné tkané stejného hostitele.
Dnes existuje pies 20 platné popsanych kmeni fytopathogennich Pseudomondd, z nichz
notoricky znama je Pseudomonas syringae. Tento nejznaméjsi zastupce inhibujici rust
rostliny, vyvolava rizné ptiznaky onemocnéni jako je hniloba, nekroza (Obr. 13) a jiné
1éze az k vyvoji dystrofii, jako jsou halky a nadory (Preston, 2004).

Pseudomonas syringae byla poprvé izolovana z Sefiku obecného (Syringa
vulgaris) vroce 1899 Beijerinckem (Hirano a Upper, 2000). Soucasny vyznam P.
syringae je zejména v oblasti védecké a hospodaiské, kde se tento pathogen vyskytuje
mezi nejvyznamnéj$imi rostlinnymi pathogeny (Mansfield et al., 2012). P. syringae je
velmi rozmanity komplexni druh s dal$imi vice nez 50 druhy, které se liSi na
podbunééné tirovni a mohou byt rozdilni na urovni pathogenity, nikoli na urovni
taxonomické (Hofte a De Vos, 2007). Tyto druhy zplsobuji na hostitelskych
organismech skvrnitost, nekrozy a vznik nadorovych utvard. Nemoci muze podlehnout
fada hostitelskych organismii od dvoudéloznych pres jednodé€lozné, traviny az po

dieviny (Kennelly et al., 2007). Nicmén¢, jednotlivé izolaty kmenti Pseudomonas
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syringae maji pouze uzké rozmezi hostitelti a u nehostitelskych rostlin mohou vyvolat
hypersenzitivni odpovéd’, ktera se posléze muze preménit na stalou (Baltrus et al.,
2011). P. syringae je dobie ptizpusobitelny epifyt. V soucasnosti se piedpoklada, Ze
epifyticka populace slouzi jako primarni inokulum pro obrat bakterii do pathogenniho
zpusobu zivota. Pathogenita je zahajena vstupem do hostitelského organismu jeho
pfirozenymi otvory, jako jsou priaduchy nebo lenticely. V prvnich dnech onemocnéni se
bakterie mnozi zejména v mezibunéénych prostordch a obyvaji rostlinné tkan¢ jako
hemibiotrofové a pozdéji spousti vznik 1€zi a plné propuknuti onemocnéni, které mtize u
nékterych hostitelt zpisobit i bunécnou smrt (Hirano a Upper, 2000).

Pro ziskéani informaci o zptisobu determinace virulence a hostiteli se v dnesni
dobé vyuziva sekvenacni ptistup, ktery poskytuje moznost navrhu genomové sekvence
riznych rodl. Z dosavadnich analyz genomu je ziejmé, Zze je zde velmi uzky nebo
zadny vztah mezi pathogenem a hostitelskym organismem (Baltrus et al., 2011). Ackoli
bylo jadro genomu identifikovano, za kli¢ové faktory virulence jsou povazovany rozdily
zejména v efektorech III. typu a toxinech, které jsou naptic¢ jednotlivymi zéastupci velmi
variabilni. Dal$i znatelny rozdil, zpisobeny ztratou, ziskdnim nebo pierusenim
ziskanych gent, je v obsahu plazmidi (O’Brien et al., 2011).

Proteiny efektorového typu III jsou do cytoplasmy hostitele vpraveny sekre¢nim
systtmem, ktery pifipomina jehlu a je kodovan hrc/hrp geny, seskupenymi
v pathogennim ostrové. V hostiteli dochazi k interakcim s mnoha proteiny a cili na
mnoho eukaryotickych procest. Efektory potlacuji, moduluji obrannou odpovéd nebo
se podileji na indukci symptomi (Deslandes a Rivas, 2012). V ptipadé€, Ze hostitelsky
organismus rozpozna proteiny efektoru III typu, dojde ke spuSténi imunitni odpovédi
(McHale et al., 2006). Rizné toxiny mohou mit za cil hostitelskou plazmatickou
membranu, ve které indukuji vznik pord. Nové vzniklymi pory mohou unikat Ziviny a
zpusobovat nekrdzu, napt.: syringomycin nebo syringopeptin. Tyto latky pak mohou
blokovat syntézu aminokyselin a jako antimetabolity mohou zpiisobit chlorézu a
nekrdzu, napf.: tabtoxin a phaseolotoxin. Koronatin ma vliv na otevirani priduchti, ¢imz
vytvaii piistupové body pro jiné pathogenni bakterie (Raaijmakers et al., 2006). Dalsimi
virulentnimi  faktory jsou exopolysacharidy a adhesiny, dale také produkce
pektolytickych enzymi a auxinu. (O’Brien et al., 2011)

Hodné diskutovanou se v posledni dob¢ stala velmi neobvykla schopnost P.
syringae. Pseudomonddy jsou schopny ledové nuklea¢ni Cinnosti. Prostiednictvim

tvorby proteinovych ledovych krystalkli, spojenych s vnéjsi membranou. Diky témto
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proteinovym agregatim ziskaji bakterie schopnost pusobit jako jadra schopny
katalyzovat tvorbu ledu vrozmezi od 0 do -5°C. Navzdory tomu, Ze role tvorby
ledovych krystalki je stale pfedmétem diskuzi, jejich vliv na dieviny je nezanedbatelny.
Vlivem agregati dochdzi k poskozeni a nésledné invazi do rostlinné tkané, ktera byva

spojena se systémovou infekci a naslednym vznikem zanétt (Hirano a Upper, 2000).

Obr. 14: nekréza na listech rajcete zpusobena fytopathogenni bakterii Pseudomonas syringae
(ptevzato z http://www.science.oregonstate.edu/)
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2.5 Rhodococcus fascians
R. fascians je Gram-pozitivni rostlinny pathogen, ktery fadime do Aktinomycet,

skupiny s velmi vSestrannym sekundarnim metabolismem (Nett et al., 2009).

2.5.1 Rhodococcus fascians a jeho vliv na produkci okrasnych rostlin

Patologie R. fascians ma velmi podobné projevy jako infekce zpisobena jednotlivymi
rody Agrobacteria. Nejvyraznéjsim projevem infekce je tvorba nadori na listech
nazyvana ‘‘leafy gall*‘(Obr. 15). Tyto zmnozené bunky ptredstavuji proliferujici se tkan
skladajici se zmalych vyhonkt, které jsou posléze inhibovany. Infekce muze vést
k ristu malych a deformovanych listl, ke ztraté apikalni dominance, sristani stonkd,
k redukci kveteni a zakrnélému ristu (Depuydt et al., 2008). Prvni vyskyt listového
nadoru byl zaznamenan vroce 1927 na hrachoru vonném, protoze symptomy
onemocnéni byly velmi podobné projevim infekce zptsobené Agrobacteriem. Védci se
domnivali, Ze jde pouze o jiny specializovany rod Agrobacteria (Brown, 1927). Trvalo
témét 10 let, neZz bylo zjisténo, Ze tuto infekci zpisobuji oranzové bakterie (Tilford,
1936) a az Goodfellow (1984) wvyfeSil taxonomické postaveni. Stejné jako
Agrobacterium ma R. fascians Siroké spektrum hostiteld. Jeji pole pisobnosti zahrnuje
vice nez 160 druht patficich do 40 rodd, z nichz postihuje predevsim dvoudélozné, ale
napada i jednodélozné (Depuydt et al., 2008).

Ekonomické dopady zplsobené infekci R. fascians se nachazi v oblasti
pestovani okrasnych rostlin. Tyto kvétiny jsou chorobou zni¢eny natolik, ze jsou
neprodejné a tak dochazi k obrovskym ztratam (Depuydt et al., 2008). Historicky bylo
toto onemocnéni zaznamenano u péstitelit zastupcii okrasnych rodt Tropaeolum,
Petunia, Dahlia, Chrysanthemum, Pelargonia, Lily, Fresia, Brassica, Impatiens, Hebe a
Dianthus (Miller et al., 1980). Kromé toho, Ze R. fascians Skodi péstitelim okrasnych
rostlin, jeho onemocnéni postihuje 1 plodiny zahradkait jako jsou jahody, hlavkovy
salat, melouny a Spenat (Faivre-Amiot, 1967). Problémem v mapovani finan¢nich skoda
je neochota péstitelit sdélovat informace o poctu napadenych rostlin, protoze by byla
ohroZena jejich reputace. Kromé toho, jsou také listové nadory diagnostikovany chybné
a jsou prisuzovany zastupcim rodu Agrobacterium. Nebo jsou zaménovany za G¢inky
rustovych regulatorti, které také mohou zptisobovat docasnou deformaci. Na zakladé dat
z univerzity v Oregonu vime, Ze problém s infekci zptisobenou R. fascians je pomérné

trvaly problém (Serdani et al., 2013).
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Bohuzel =zatim nejsou dostupné zadné prostfedky k eliminaci tohoto
onemocnéni. Poté co je pathogen zavlecen do péstitelské skolky, 1ze se ho jen obtizné
zbavit a Casto je nutné zlikvidovat celou trodu (Depuydt et al., 2008). Nemoc se Sifi
zejména skladovanymi plodinami a reprodukénim materidlem, zamoienou ptidou nebo
vodou urcenou k zavlazovani. Proto, aby se tato infekce nezavlekla, musi péstitelé
dodrzovat striktni hygienicka pravidla. Jenom timto zpisobem se mohou péstitelé zatim
branit (Putnam a Miller, 2007).

Podobné jako Agrobacterium, R. fascians svého hostitele neusmrcuje, ale pouze
indukuje proliferaci tkani. Proto se predpokladalo, ze R. fascians mize byt Gram-
pozitivnim protéjskem Agrobacteria. Nicméné, po pisobeni antibiotické 1écby, na
listech neztistavaly nadorové buiky (Vereecke et al., 2000). Goethals (2001) poukazuje
na fakt, ze nedochazi k transferu DNA do genomu hostitelské bunky.

Obr. 15: nadorové buiky (‘‘leafy gall*‘) indukované bakterii Rhodococcus fascians (pfevzato z
http://www.science.oregonstate.edu)
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2.5.2 Molekularni podstata vzniku nadorovych bunék

Francis et al. (2012) zjistili, ze pathogenni charakter bakteric Rhodococcus fascians
zavisi na pfitomnosti linedrniho plasmidu, ktery je u kmene D188 oznacovéan jako
pFiD188. Inicia¢ni krok interakce je nejasny, protoze neni ziejmé, jak se nepohybujici
se bakterie pfiblizi k hostitelskému organismu. Po pfiblizeni dochazi k interakci
snadnéji, kdyz je rostlinny organismus poranény. R. fascians je snadno pfizpusobitelny
epifyt, tvofici na povrchu rostlin biofilm, ktery zpocatku nevyvolava onemocnéni
(Cornelis et al., 2001).

Dle Depuydta et al. (2009) je znamo, ze rostlina reaguje na epifytni okoli
zménou svého primarniho metabolismu. Na tuto zménu vzapéti reaguje R. fascians
pfehodem do pathogenni faze Zivotniho cyklu. Cornelis et al. (2001) dodavaji, ze pod
epifytnimi koloniemi se vytvofi pfistupova mista, kterymi bakterie pronikne do
hostitelského organismu. Pro piechod z epifytni faze do faze endofytni je zapottebi
funk¢niho att operonu, ktery kdéduje produkcei autoregulacnich signald, které fidi expresi
penetrace, ale i jiné hlavni virulentni geny (Stes et al., 2013).

Dalsim krokem je exprese fas operonu, ktery nese dominantni informace o
virulenci. V duasledku exprese bakterie produkuje smés 6 cytokinind (isopentenyladenin,
cis-zeatin, trans-zeatin a jejich 2-methylthio derivaty). Dle Pertry et al. (2009b, 2010)
bylo zjisténo, ze smés téchto cytokinini pusobi na rostlinny organismus Synergicky.
Sekrece cytokinin Vv rostlinnych tkanich aktivuje komplikovanou signalni kaskadu,
ktera vede k aktivaci spicich pomocnych meristémii. Obnoveni funkce ma za nasledek
bunécné déleni rostlinného kortexu, jehoz dalSim dusledkem je tvorba novych pryti
(De O’Manes et al., 2001).

Prosttednictvim cytokinini R. fascians piinuti hostitelsky rostlinny organismus
produkovat auxiny a putrescin. Tyto latky pak podporuji u€innost signalti vyvolavajici
symptomy infekce (Stes et al., 2012). Vzniklé zdufeniny tvofi prostor, ve kterém se R.
fascians metabolicky pfizpusobi, ¢imz je velmi zvyhodnéna v porovnani s jinymi
pathogennimi bakteriemi. Tento typ interakce mizeme nazvat metabolickou zménou

stanovisté (Vereecke et al., 2002).

2.5.3 Geny fas operonu
Srovnanim dvou témét isogennich kmenii, D188 virulentni pfirozené se vyskytujici
“wild type‘‘ a D188-5 bez plasmidu, bylo zjisténo, Ze zakladni hladina cytokinini byla

syntetizovana drahou koédovanou chromozomalné. Nicméné, Pertry et al. (2009b)
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pozorovali u kmene D188 vyssi hladiny cytokininli, a z toho lze usuzovat, ze dalsi
biosyntetick4 draha iP, cZ, tZ, 2MeScZ a 2MeStZ je kodovana v linearnim plasmidu.
Sekvenéni analyzou byl identifikovan fas operon (Obr. 16), ktery se sklada z Sesti gend
a je domnéle zahrnut do biosyntézy cytokininil a zaroven je tedy nezbytny pro virulenci
(Crespi et al., 1992).

FasA je velmi podobny P450 cytochrom monooxygenase. N-terminalni konec
FasB koresponduje s 4-Fe-3S ferredoxinu Aktinomycet, zatimco C-konec je homologni
s a-podjednotkou pyruvatdehydrogenasy. FasC je naopak podobny p-podjednotce. Casti
B i C fas operonu maji vazebné misto pro kofaktor, thyaminpyrofosfat (Crespi et al.,
1994). FasD je isopentenyltransferasa, ktera zprostfedkovava prvni krok biosyntézy
cytokinini (Crespi et al., 1992). FaskE vykazuje homologii s rostlinou cytokinin
oxidasou/dehydrogenasou (Schmiilling et al., 2003). Nakonec cast FasF, ktera ma
nizkou sekven¢ni podobnost s glutathion S-transferasou (Goethals et al., 2001).

GResEs

Obr. 16: Schematické znazornéni fas operonu. (ptevzato z Pertry et al., 2010)
Funkce jednotlivych geni fas operonu:

FasA — P450 monooxygenasa

FasB — ferredoxin/pyruvatdekarboxylasa (o)

FasC — pyruvatdekarboxylasa (jB)

FasD — isopentenyltransferasa

FaskE — cytokininoxidasa/dehydrogenasa

FasF — lysindekarboxylasa/fosforibohydrolasa
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2.5.3 Fas operon a produkce cytokinini
Biochemicka analyza ukézala, ze FasD enzym produkujici cytokininy je srovnatelny
s rostlinnou Ipt (Abe et al., 2007). Relativné nizké hodnoty katalytické konstanty maji
za nasledek inhibice enzymu svym produktem. Zaroven se lze domnivat, ze in Vivo
dochdzi ktvorbé komplexu s proteinem, ktery pak mulze prevadét cytokininy
produkované FasD. FasD mize produkovat iP a tZ in vitro, ale pravdépodobné neni
schopen produkovat hydroxylované cytokininy. V rostlinném organismu tomu vSak byt
nemusi, protoze jsou zde jiné podminky a jina dostupnost prekurzort. Jiné podminky
mohou stimulovat FasD k produkci cytokininti zeatinového typu (Perty et al., 2010).
Rozsahlé biochemické studie rostlinnych CKX enzymi identifikovaly specifické
cytokininy vazajici domény, u nichz se ptredpoklada, Ze urcuji substratovou specifitu pro
interakci s molekulami cytokinint (Werner et al., 2006). Pro efektivni degradaci je
nutnd pritomnost paru Asp-Glu, ktery se poté nachazi v blizkosti Ng atomu cytokinind
(Malito et al., 2004). Par karboxylat-karboxylat mize sdilet proton, ktery ve vazebném
misté stabilizuje amino skupinu substratu. FasE bakterie R. fascians ma na rozdil od
rostlin pfitomen par Asp-Gln, ktery neni schopen sdilet proton a teoreticky tim sniZuje
katalytickou t¢innost. CKX enzymy preferujici cytokininové baze obvykle obsahuji Glu
residuum na pozici, kde dochazi k reakci s Ng atomem purinového kruhu, zatimco
preference pro Ng atom glykosidi a cytokininovych nukleotidu je typicka pro Ala nebo
Ser residua (Galuzska et al., 2007). FasE ma na této pozici Gln, ktery je velikostné
podobny Glu, ale nese opacny naboj, ktery odpuzuje atom Ng. Navic konzervovany
motiv Asn/Tyr-Leu (Phe) v rostlinnych CKX, ktery je soucasti substrat vazajici kavity,
je u FasE nahrazen Ser/Val-Asn, coz mize mit za nasledek rozdilnou substratovou
specifitu. Navzdory vSem atypickym residuim v cytokinin-vazajici doméné, FasE se
ukazuje jako fungujici CKX enzym se silnou afinitou vaéi cytokininim
isopentenyladeninového typu a je tak schopen degradovat iP produkované fas
operonem. Dale se predpoklada, ze FasE dolad’uje sloZeni cytokininového spektra,
produkovaného R. fascians béhem infekce, coz mize byt zasadni pro vyvoj symptomd.
Tento fakt byl dokazan aplikaci 6 cytokinini do in vitro kultury R. fascians, kde doslo
k okamzitému vycerpani cytokininl isopentenylového typu, zatimco cytokininy
zeatinového typu a jejich 2-MeS derivaty byly mnohem vice rezistentni vuci
oxidativnimu Stépeni. Alternativné muze FasE odstraiiovat piebytecné produkty FasD,
¢imz prispiva ke zpétnovazebné inhibici a zaroven zajiStuje kontinudlni produkci
cytokininli. Nakonec muze FasE fungovat také jako detoxikacni enzym, ktery rozklada
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nedekretované cytokininy v bakteridlni cytoplazmé a tim u¢inné zabraniuje nahromadéni
cytokininu v toxickych koncentracich (Pertry et al., 2010).

Goethals (2001) ptedpokla, ze FasF se svou fosforibosylhydrolasovou aktivitou
neni zapojen do dodavani prekurzort. Piesto se ukazalo, ze v in vivo podminkach
dochdzi ke zvySeni aktivity fosforibosylhydrolasy, které je zodpovédné za uvolnéni tZ,
2MeStZ, ¢Z a v mensi mife jest¢ 2MeScZ z jejich nukleotidovych prekurzori. Lze tedy
predpokladat, Zze hladiny cytokininli zeatinového typu jsou urceny aktivitami FasD-
FasA a FasF. Srovnanim hladin exprese FasA a FasF v ustaleném stavu bylo dokdzéano,
zZe pii interakcei s rostlinou obé tyto cesty prispivaji k udrzeni symptomu infekce (Pertry
et al., 2010).

Na zakladé biochemickych parametrii a cytokininovych profili 1ze predpokladat,
7ze tRNA slouzi jako bazédlni zdroj, ale nijak nezvySuje hladinu Sesti zakladnich
cytokininti zajist'ujicich pathogenitu. Hladiny c¢Z, tZ a 2MeStZ jsou absolutné zavislé na
fas operonu. FasA a FasD velmi ovliviwji hladinu 2MeScZ, z ¢ehoz lze usuzovat, ze
k biosyntéze vSech pathogenitu zptusobujicich cytokinini dochazi de novo. V modelu
Pertry (2010) je FasD klicovym enzymem syntézy iP (pravdépodobné i tZ) a zaroven
slouzi jako prekurzor pro jiné fas enzymy. U FasA se lze domnivat, ze jako P450
monooxygenasa hydroxyluje iP a syntetizuje tZ a cZ. FasA ¢éast operonu je schopna
hydroxylovat i chromozomalné produkovany 2MeSiP, ¢imZ dava vzniknout 2MeScZ a
pravdépodobné i 2MeStZ. Enzymy, které se podili na methylthiolaci iP, tZ a cZ a
ziskavani  methylthio derivatl, zatim nebyly identifikovany. FasF, jako
fosforibohydrolasa pfedstavuje alternativni cestu vzniku cytokininl zeatinového typu.
CKX aktivita FasE je nezbytna pro spravné fungovani FasD enzymu. (Pertry et al.,
2010) Podobny reakéni mechanismus fas proteini vykazuje Streptomyces
turgidiscabies. Tento pathogen zptsobujici strupovitost je zatim jedinym objevenym
pathogenem nesouci fas operon (Joshi a Loria, 2007).

Otazka rozvoje symptomu Uzce souvisi s funkénimi moduly a konkrétni smési
cytokinint. FasD je klicovym krokem virulence a tedy i v produkci cytokinina (Obr. 17)
jako pocatek iniciace symptomil. Absolutné dulezity pozadavek virulence je kladen na
FasA ¢ast operonu, ktera zajist'uje brzkou a silnou expresi cytokinini zeatinového typu,
jako centralnich molekul v modulaci vyvoje rostlin (Pertry et al., 2009b). Produkce
zeatinli zprostiedkovana FasF neni esencialni pro indukci symptomd, ale pro jejich
udrzeni v pozd¢jSich fazich infekce. Aktivita FasE se zd4 byt dilezita pro t¢innou

iniciaci hyperplazie. Na zaklad¢ téchto poznatki Pertry (2009b) dosla k zavéru, ze
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virulence neni otdzkou specializovanych molekul, ale je dana pouze koncentraci a

pomgérem.
AMP(ADP/ATP)+DMAPP chromosome/tRNA
FasD l l
adenine  Fask i zakladni hladiny iP 2MeSiP
+ «— |iP tZ, cZ, 2MeScZ
3-methyl-2butenal
FasA-C FasA-C FasA-C
v ’) v
tZ cZ > 2MeScZ
FasF /" T FasF 2MeStzZ
tZR5MP CcZR5MP

Obr. 17: Navrh modelu produkce cytokinint fas operonem. (ptevzato z Pertry et al., 2010)
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2.6 2-methylthio derivaty cytokininu

Cytokininy se v rostlinném organismu vyskytuji ptedev§im jako volné baze, nukleosidy
nebo nukleotidy a dale jako cukerné konjugaty substituované v poloze N7 nebo Ng
purinového kruhu (N-glukosidy) nebo na hydroxylovaném postrannim fetézci (O-
glukosidy). Cytokininy se vyskytuji ve volné form¢ v rostlinach ale i v pathogennich
bakterii napadajici rostliny. Dale také mohou existovat jako slozky nékterych tRNA
téméft vSech organismt (Mok a Mok, 2001).

Cytokininy maji hydrofobni 2-methylthio derivaty (2MeS derivaty) (Tab. 1),
které se nachdzi v ptilehlé oblasti antikodonu v tRNA, jehoz rozpozndvaci kodony
zacinaji uracilem (Bjork et al., 1987) a pravdépodobné maji vliv na ptesnost translace
(Diaz a Ehrenberg, 1991). Vzhledem K jejich nizké koncentraci, ve které se pfirozené
vyskytuji, je nutné vyvinout u¢innou metodu analyzy pro studium jejich biologické

funkce (Tarkowski et al., 2010).

Tab. 1: Struktury, obecné nazvy a zkratky vybranych 2-MeS cytokinint (pievzato z Tarkowski,
2010)

Ry
/
HN
6
5 N’
1 AN
N| \>8
HSC\S > N/4 N9
3 AN
R,
R, R, obecny nazev zkratka
CH,
T H 2-Methylthio-isopentenyladenin 2MeSiP
—CH; CHs R 2-Methylthio-isopentenyladenosin 2MeSiPR
CH,OH
o H 2-Methylthio-trans-zeatin 2MeStZ
—CH, CHs R 2-Methylthio-trans-zeatin ribosid 2MeStZR
CH,
T H 2-Methylthio-cis-zeatin 2MeScZ
—CH, CH,OH R 2-Methylthio-cis-zeatin ribosid 2MeScZR
R: B-D-ribosa
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2.6.1 Biosyntéza 2MeS derivati cytokininu

Transferové RNA ze vSech organismu obsahuji modifikované nukleosidy, které jsou
tvofeny ze Ctyf béznych nukleosidi adenosinu, guanosinu, uridinu a cytidinu.
V soucasné dobé bylo objeveno na 100 modifikovanych nukleosidd, které jsou
charakteristické pro rizné organismy.

Mathevon et al. (2007) objevili a charakterizovali prvni Zelezo-sira obsahujici
enzym zapojeny do modifikace tRNA (Obr. 18). Tento enzym je produktem miaB genu
a katalyzuje tézkou prfeménu C-H vazby na C-S vazbu b&hem thiomethylace
isopentenyladenosinu na 2MeS-isopentenyladenosin. Donorem methylové skupiny
v invitro podminkach je S-adenosylmethionin (SAM) (Gefter, 1969). Dle Grosjeana
(1985) se tento nukleosid nachazi na pozici 37, vedle antikodonu na pozici 3, témét ve
vSech eukaryotickych bakterialnich bunikach, které ¢tou kodony zacinajici uridinem.

Tento enzym je zavisly také na podminkach, ve kterych katalyzuje tuto reakci. U
aerobn¢ kultivovanych bakterii tRNA obsahovala 2MeS-(cis-hydroxy)-iP, zatimco
bakterie Salmonely kultivované anaerobné obsahovaly pouze 2MeSiP. K hydroxylaci
postranniho fetézce 2MeSiP dochazi tedy pouze v aerobnich podminkach. Kdyz jsou
bakterie kultivovany v limitnim nedostatku zeleza nebo cysteinu, jejich tRNA obsahuje
ptevazné iP, spise nez 2MeSiP a 2MeS-(cis-hydroxy)-iP. Bakterie nejsou za téchto
podminek methylthiolace iP. V zavislosti na zménach biosyntetickych drah
aminokyselin, miZe dochazet k modifikaci nukleosidi. Pfedpoklada se, ze tyto zmény
uzce souvisi s elektronakceptornimi drahami aerobniho a anaerobniho zptisobu Zivota

(Buck a Ames, 1984).
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Obr. 18: Biosyntéza 2-MeSiP (pfevzato z Mathevon et al., 2007) DMAPP - dimethylallyl
disfofat, SAM — S-adenosylmethionin

2.6.2 Analyza 2MeS derivata cytokininu

Ackoli je dnes znamo vice jak 50 cytokininti z riznych biologickych zdroji, stale neni
k dispozici metoda, ktera by umoznovala spolehlivou kvantifikaci vSech znamych
cytokininti. Tarkowski (2010) se ve své praci zamétuje na analyzu hydrofobnich 2MeS
derivati cytokinini, vzhledem k jejich vyznamu v procesu interakce bakterie
s rostlinou.

Vyvinutd metoda LC-MS/MS umoziiuje chromatografické rozdéleni Sesti 2MeS
derivatt s citlivou detekci hmotnostni spektrometrii. Ve srovnéani s jinymi technikami
LC-MS/MS nabizi dobré rozliSeni, dostateCnou selektivitu a uspokojivou citlivost.
Jedinou nevyhodou je dlouhy cas separace. Tento problém lze vyiesit vyvojem UPLC-
MS/MS metody, kterd je pfislibem rychlejsiho a citlivéjsSiho pfistupu s vySSim

chromatografickym rozliSenim.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

agar (Sigma Aldrich, USA)

amoniak (Merck Millipore, Némecko)
citronan sodny (VWR Chemicals, USA)
citronova kyselina (Sigma Aldrich, USA)
histidin (Alfa Aesar, USA)

hovézi extrakt (HiMedia, Indie)
kvasni¢ny extrakt (Becton, Dickinson and Company, USA)
methanol (Biosolve, Francie)

mravenci kyselina (Fluka, USA)

octova kyselina (Lach:ner, CR)

pepton (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
sacharosa (Lach:ner, CR)

siran amonny (Sigma Aldrich, USA)

siran hote¢naty (Lach:ner, CR)

standardy 2MeS derivati cytokinint (OlChemIm, CR)

- 2MeStZ - ’Hs 2MeStZ
- 2MeSiP - Hg 2MeSiP
- 2MeStZR - ’Hs 2MeStZR
- 2MeScZR - ’Hs 2MeScZR
- 2MeSiPR - ’Hg 2MeSiPR

sukcinat sodny (Sigma Aldrich, USA)

3.2 Pouzité pristroje a materialy

autoklav (Tuttnauer, Slovenska Republika)

bakteriologicka klicka (Copanltalia, Italie)

centrifuga (Thermo Scientific, USA)

hmotnostni spektrometr (Shimadzu, Japonsko)

kolona Hypersil GOLD C,4 150 x 2,10 mm, 1,9 um (Thermo Scientific Fisher, USA)
kolona Acquity UPLC BEH Cy5 50 x 2,10 mm, 1,7 um (Waters, Irsko)

laboratorni vahy (OHAUS, Svycarsko a Radwag, Polsko)

laminéarni box (Faster S. r. L., Italie)
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magneticka michacka (Biosan, LotySsko)

membranové Cerpadlo

orbitalni tfepacka s inkubaci (Biosan, LotySsko)

pH metr (Elmetron, Polsko)

pipety (Eppendorf, Némecko)

promyvacka

serologické pipeta (P-lab, CR)

SPE kolony Strata-X 33u polymeric reversed phase, 100 mg/3 ml (Phenomenex, USA)
sterilni filtr (Labicom, CR)

ultra-G¢inny kapalinovy chromatograf (Shimadzu, Japonsko)
vakuova odparka (Eppendorf, Némecko)

vakuova komiirka (Supelco, USA)

vortex (Biosan, Lotyssko)

46



3.3 Metody

3.3.1 Kultivace kmenu Rhodococcus fascians

V prvnim kroku bylo pfipraveno pro jednotlivé kmeny (D188, 21D5, D5, MTRI1 a
MTR?2) 5 Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 250 ml, na jejichz hrdlo byla ptfipevnéna
folie pro autoklavovani. Kromé Erlenmeyerovych banc¢k bylo potieba vyautokldvovat

odmérné valce. V neposledni fadé bylo nutné sterilovat pripravené médium (Tab. 2).

Tab. 2 Slozeni YEB média pro zakladni kultivaci

slozka koncentrace (g.I™)
hovézi extrakt 5
kvasni¢ny extrakt 1
pepton 5
sacharosa 5
siran hotecnaty 0,002
agar 14

Vyautokldvované médium bylo rozlito ve flow boxu do sterilnich plastovych
Petriho misek. Po vychladnuti média bylo na misky pomoci bakteriologické klicky
rozetteno 20 pl zasobnich hluboce zamrazenych glycerolovych roztokl jednotlivych
kmenti Rhodococcus fascians. Misky byly poté kultivovany 2-3 dny ve tmé pfi teploté
28°C.

V dalsim kroku byla pfipravovana kultura v tekutém médiu. Opét byl
vyautokldvovan potfebny pocet Erlenmeyerovych banék a odmérnych valct.
Vysterilizovano bylo i YEB médium, do kterého nebyl pfidan agar. Po vychladnuti
média bylo nalito 100 ml tekut¢ho YEB média do Erlenmeyerovy baiikky a pomoci
bakteriologické klicky bylo sterilné pfeneseno malé mnoZstvi kultury z tuhého média.
Prekultura byla kultivovana 2 dny ve tmé pti 28°C na tiepacce pti 150 rpm.

Narostla prekultura byla 10-krat nafedéna do Cerstvého tekutého YEB média a

kultivovéna za stejnych podminek pies noc.

3.3.2 Indukce produkce cytokinini bakterialnimi kmeny Rhodococcus fascians

Po kultivaci byla YEB tekuta kultura ptelita do sterilnich falkon po 50 ml. Po vyvazeni
byly falkony centrifugovany pti 6 000 rpm po dobu 10 minut. YEB médium bylo odlito
a pelet byl rozttepan v 10 ml MinA média (Tab. 3). MinA médium bylo autoklavovano

bez sukcinatu sodného a histidinu. Tyto dvé slozky byly sterilovany filtraci a ptfidany aZ
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do vyautoklavovaného média. Roztfepany pelet v MinA médiu pielijeme do sterilnich
Erlenmeyerovych ban¢k a doplnime MinA médiem.

Takto pfipravena tekutd kultura v indukénim médiu byla kultivovana ptes noc ve
tmé pii 28°C za tiepani pii 150 rpm.

Druhy den bylo tekuté médium opét centrifugovano pii 6 000 rpm po 10 minut.

Supernatant byl ptelit do falkon a zamraZen pro naslednou analyzu.

Tab. 3 Slozeni MinA média pro indukci produkce cytokinint

slozka koncentrace (g.I™)
kyselina citronova 0,8616
citronan sodny 1,7352
siran amonny 1
siran hote¢naty 0,25
sukcinat sodny 3,241
histidin 0,776

3.3.3 SPE purifikace

Pro SPE purifikaci byly pouzity kolony Strata-X od firmy Phenomenex. SPE purifikace
byla provedena na 100 mg/3 ml kolonkach v systému obracenych fazi. Vakuova komora
byla pfipojena pfes promyvacku k vakuové pumpé. Jednotlivé SPE kolonky byly
umistény na viko vakuové komiirky pti zavienych ventilech.

Jako prvni byla provedena aktivace sorbentu 3 ml methanolu pfi mirném
pratoku, regulovanym tlakem v komoie. Po aktivaci byla provedena ekvilibrace
sorbentu 4 ml vody. Po ekvilibraci byly naneseny 2 ml vzorku spoleé¢né s 50 pl internich
standardi klasickych cytokininti o koncentraci 1.107" mol.I*. v piipad¢ MeS-cytokinina
byl pouzit stejny postup, ale na kolonku bylo nandSeno 10 pl internich deuteriem
znacenych standardd. Po naneseni vzorku bylo nezbytné udrzovat pratok piiblizné
kapka za sekundu, aby bylo mozné jednotlivé analyty zachytit.

Necistoty byly odstranény promytim kolonek 10 ml vody a zvySenim tlaku
v komoie byl sorbent vysusen do sucha. Analyty byly z kolony vymyty 4 ml elu¢niho
¢inidla (Tab. 4) do pripravenych zkumavek ve vakuové komurce. Sorbent byl opét
vysuSen do sucha zvySenim tlaku.

Zkumavky s analyty byly umistény do vakuové odparky a odpaieny do sucha.
Zkumavka s odparkem byla zaparafinovana a umisténa do mraziciho boxu, aby

nedochazelo k rozkladu analytt pied kvantitativni analyzou.
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Tab. 4 SloZeni eluéniho ¢inidla

slozka hmotnostni podil sloZky
methanol 80 %
voda 18 %
kyselina octova 2%

3.3.4 Priprava standardu 2-methylthio derivati cytokinini

Pro pfipravu standardnich roztoki byly pouzity standardy od firmy OIChemIm. Do
vialek bylo navazeno na 6-ti mistnych analytickych vahach pfiblizn€¢ 0,35 mg kazdé
z latek. Takto navazené standardy byly rozpustény ve vypocteném mnozstvi (Tab. 5)
N,N-dimethylformamidu (DMF). Tyto objemy byly pipetovany pomoci hamiltonovych
pipet 0 objemech 1 000 a 100 pl.

Tab. 5 Navazena mnozstvi jednotlivych standardi a objem DMF pro pozadovanou koncentraci
2.10°M

standard navazené mnozstvi molekulova objem
(mg) hmotnost rozpoustédla (ul)
2MeStZ 0,46 265,34 867
2MeSiP 0,33 249,34 662
2MeStZR 0,35 397,46 440
2MeScZR 0,33 397,46 415
2MeSiPR 0,37 381,46 485
’Hs 2MeStZ 0,33 270,34 610
’Hg 2MeSiP 0,35 255,34 685
’Hs 2MeStZR 0,34 404,46 420
’Hs 2MeScZR 0,46 404,46 569
’Hg 2MeSiPR 0,34 387,46 439
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3.5 Priprava kalibra¢ni Fady 2Me-S derivatii cytokinini

Ze zasobniho roztoku jednotlivych standardii o koncentraci 2.10° M byly pfipraveny
zied'ovaci mezikroky. Ze zasobniho roztoku kazdého z neznacenych standardii bylo
odpipetovano 75 ul. Dale bylo pridano 1 050 ul DMF a byl ptipraven zasobni roztok
neznalenych standardd o koncentraci 1.10* M. Z roztoku o koncentraci 1.10* bylo
ptipraveno odpipetovanim 2 ul a pfidanim 198 pl DMF 200 pl roztoku o vysledné
koncentraci 1.10° M.

Pii piipravé znacenych standardi bylo zkazdého zasobniho roztoku
odpipetovano 10 pl a ke 40 ul bylo ptidano 160 ul DMF. Z této smési o koncentraci
1.10* M bylo odpipetovan 2 pl a doplnény 198 pl DMF na roztok o vysledné
koncentraci 1.10° M.

Z takto pripravenych zasobnich roztokti byla pfipravena kalibraéni fada

znacenych i neznacenych 2MeS derivata cytokinint dle Tab. 6.

Tab. 6 Kalibra¢ni fada standardt 2MeS cytokinind, pipetované objemy zfedénych zasobnich
roztokl, DMF a vysledné koncentrace jednotlivych bodt kalibracni fady

koncentrace objem smési  objem smési objem
kalibraéni  koncentrace  vychoziho  neznafenych deuterovanych DMF
bod (mol.I™" roztoku 2MeS 2MeS (celkovy

(mol.I™) cytokinini cytokinint objem

(uh) (uh) 100 pl)
1 1.10° 1.10° 1 1 98
2 0,5.10” 1.10°® 5 1 94
3 1.10”7 1.10° 10 1 89
4 0,5.10° 1.10°® 50 1 49
5 1.10°® 1.10* 1 1 98
6 0,5.10° 1.10* 5 1 94
7 1.10° 1.10* 10 1 89
8 5.10° 2.10° 2,5 1 84
9 10.10° 2.10° 5 1 69
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3.6 Kvantitativni UHPLC-MS analyza klasickych cytokinini

Odparek po SPE purifikaci byl rozpustén ve 150 pl 80% MeOH. Rozpustény vzorek byl
zvortexovan a poté vlozen na 5 minut do ultrazvukové 1dzn€. Poté byl vzorek opét
zvortexovan. Takto rozpustény vzorek byl ze zkumavek napipetovan do total-recovery
vialek pro HPLC analyzu. Vzorky ve vialkach byly odpafeny na vakuové odparce, pti
laboratorni teploté do sucha.

Odparek byl opét rozpustén ve 20 pl mobilni faze, kterou byly oplachnuty stény
vialky. Takto rozpusténé vzorky byly centrifugovany po dobu 1-2 minut.

Kvantitativni analyza byla provedena na syst¢ému UHPLC s hmotnostni detekci
pii podminkach gradientové eluce (Tab. 7). Jako slozka A byla zvolena 15 mM kyselina
mravenci, jejiz pH bylo upraveno roztokem NaOH na hodnotu 4. Jako slozka B byl
pouzit methanol.

Na kolonu bylo nastfiknuto 10 pl vzorku, ktery byl analyzovan po dobu

5,50 minut pfi pratoku 0,5 ml/min a

Tab. 7 Procentuelni zastoupeni slozky A mobilni faze v prubéhu gradientové eluce

¢as (min) zastoupeni sloZky A
0-4,0 90 %
40-4.2 55 %
42-43 100 %
43-55 90 %

Kvantitativni analyza byla zakoncena hmotnosti detekci v rezimu multiple-
reaction-monitoring (MRM) (Tab. 8). Detekce probé&hla pii napéti kapilary + 3 kV,
teploté zdroje 120°C a odparovaci teploté 550 °C. Prutok plynu v kuzelu byl 70 1/hod,
zatimco prutok odpafovaciho plynu byl nastaven na hodnotu 600 1/hod. Jako kolizni
plyn byl pouzit argon o pritoku 0,21 ml/min. Metoda byla pfevzata od Novak et al.,

2008 a modifikovana dle moznosti naSich analytickych pfistroji.
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Tab. 8 Prechody a kolizni energie cytokinini pti MRM

cytokinin piechod kolizni energie (eV)
iP 204,10 > 136,00 16,0
D¢ - iP 210,10 > 137,00 16,0
iPR 336,15 > 204,05 18,0
D¢ - iPR 342,15 > 210,05 18,0
tZ+cZ 220,10 > 136,00 18,0
BCstz +°Cs ¢z 225,10 > 141,00 16,0
cZR 352,15 > 220,05 16,0
tZR 325,15 > 220,05 19,0
Ds tZR 357,15 > 225,05 20,0

52



5 ZAVER
Tato bakalaiska prace pojednava v teoretické ¢asti o rostlinnych hormonech,
cytokininech, jejich iloze v rostlinném organismu a pii interakci s pathogenni bakterii

Rhodococcus fascians

Pomoci ultrau¢inné kapalinové chromatografie byly stanoveny profily
klasickych cytokininli v péti vybranych kmenech bakterie R. fascians. Z téchto profila
je ziejmé, ze fas operon je nezbytny pro virulenci, ale biosynteticka draha cytokinint je
kodovana i v genomové DNA a K produkci cytokinini dochazi i v nepfitomnosti fas

operonu.

Pro zjisténi profilli 2-methylthio derivatd cytokinint bylo nutné dokoncit vyvoj
UHPLC-MS/MS metody. Proti pivodni HPLC-MS/MS je nova metoda rychlejsi,

selektivné;jsi a citlive;si.

S vyuzitim nové optimalizované metody byly stanoveny profily 2-methylthio
derivati cytokinind v péti kmenech R. fascians. Ackoli absolutni hodnoty hladin
hormont nekoresponduji s diive publikovanymi vysledky Pertry et al., 2009b, pomér

mezi volnymi bazemi a jejich ribosidy zlstal zachovan.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2MeScZ
2MeSiP
2MeStZ
4-CI-1AA
ABA
ACN
ADP
AMP
ATP
BA

CE
CKX

cZ

cZR
DMAPP
DMF
ELISA
ESI
FAD
GA1l
GC
HMBDP
HPLC
IAA
IBA

iP

iPMP
iPR
iPRTP
LC

MS
PAA
RP
SAM
SPE
tRNA
tZ

tZR
UHPLC

2-Methylthio-cis-zeatin
2-Methylthio-isopentenyladenin
2-Methylthio-trans-zeatin

kyselina 4-chlor-indol-3-octova
kyselina abscisova

acetonitril

adenosindifosfat

adenosinmonofosfat

adenosintrifosfat

benzyladenin

kapilarni elektroforéza
cytokininoxidasa/dehydrogenasa
cis-zeatin

cis-zeatinribosid
dimethylallylpyrofosfat
dimethylformamid

enzyme-linked immunosorbent assay
ionizace elektrosprejem
flavinadenindinukleotid

giberelin

plynovéa chromatografie
4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyldifosfat
vysoce-uc¢inna kapalinova chromatografie
kyselina indol-3-octova

kyselina indol-3-maselna
isopentenyladenin
N®-(A%-isopentenyl)-adenosin-5"-monofosfat
isopentenyladenosin
isopentenyladenosin-5’-trifosfat
kapalinova chromatografie

hmotnostni spektrometrie

kyselina fenyloctova

obracena faze

S-adenosylmethionin

purifikace na pevné fazi

transferova ribonukleotidova kyselina
trans-zeatin

trans-zeatinribosid

ultra-u¢inna kapalinova chromatografie
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