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Seznam zkratek
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ADP
AMP
ATP

B
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cytokininové baze

benzyladenin

oktadecylova faze vazana na nosici
cyklin-dependentni kinaza
cytokininy
cytokininoxiddza/dehydrogendza
cis-zeatin

cis-zeatin-7-glukosid
cis-zeatin-9-glukosid
cis-zeatin-O-glukosid

cis-zeatin ribosid

cis-zeatin ribosid-5"-monofosfat
cis-zeatin ribosid O-glukosid
dihydrozeatin
dihydrozeatin-7-glukosid
dihydrozeatin O-glukosid
dihydrozeatin ribosid-5"-monofosfat
dimethylalyldifosfat

ionizace elektrosprejem

hmotnost Cerstvé hmoty

plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
vysoce-uc¢inna kapalinova chromatografie
imunoafinitni chromatografie
isopentenyladenin
isopentenyladenin-7-glukosid
isopentenyladenin-9-glukosid
isopentenyladin ribosid
isopentenyladenin ribosid-5"-monofosfat
isopentenyltransferaza
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IS interni standard

LC-MS kapalinové chromatografie spojena s hmotnostni
spektrometrii

LOG lonely guy

MCX smésna faze kombinujici kationtové-vyménny nosic s
reverzni fazi

MEP methylerythritolfosfatova draha

MRM selektivni zaznam vice iontovych reakci

mT meta-topolin

MVA mevalonova draha

NG cytokininové N-glukosidy

NT cytokininové nukleotidy

0G cytokininové O-glukosidy

oT ortho-topolin

R cytokininové ribosidy

SDB-RPS styren-divinylbenzenovy kopolymer

SPE extrakce tuhou fazi

tRNA transportni ribonukleova kyselina

tRNA-IPT tRNA-isopentenyltransferaza

tZ trans-zeatin

tZ7G trans-zeatin-7-glukosid

tZ9G trans-zeatin-9-glukosid

tZOG trans-zeatin O-glukosid

tZR trans-zeatin ribosid

tZR5'MP trans-zeatin ribosid-5"-monofosfat

tZROG trans-zeatin ribosid O-glukosid

UDPG uridindifosfatglukoza

UDPX uridindifosfatxyloza

UHPLC ultra-vysoce ti¢inna kapalinova chromatografie

UHPLC-MS/MS ultra-vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii

WT wild-type



1 Uvod a cile prace

Rostlinné hormony jsou organické latky, podilejici se na mnozstvi fyziologickych procest,
které probihaji v rostlinném organismu.

Nejprve byly definovany jako slouceniny, které jsou transportovany z jedné casti
organismu do druhé (Went & Thimann, 1937). Tento popis vychazi z konceptu savcich
hormonti, ov§em po dal§im zkoumdni neni piesné platny pro rostlinné hormony, jelikoz ty
mohou byt jak transportovany do riznych rostlinnych tkani, tak mtzou pisobit ve tkani,
ve které byly syntetizovany (Davies, 2010). Nyni jsou rostlinné hormony definovéany jako
skupina pfirozené se vyskytujicich sloucenin ovliviiujici fyziologické procesy pfi nizkych
koncentracich (Davies, 2010).

Rostlinné hormony jsou jiz témét celé staleti znacné zkoumény a diky témto
vyzkumtm doslo k objeveni mnoZstvi novych informaci o jejich funkci a struktuie. Pomoci
neustale se vyvijejicich novych analytickych metod jsme schopni 1épe zkoumat rostlinné
hormony do hloubky a tyto ziskané informace o jejich G¢incich poté vyuzit v dalsich védnich
oborech.

Cilem této bakalatrské prace je sezndmit se s rostlinnymi hormony se zaméfenim
na cytokininy. Soucasti prace je také aplikace purifikac¢nich a analytickych metod pro
stanoveni endogennich hladin danych cytokinini u 10-ti dennich rostlin Arabidopsis
thaliana, péstovanych za upravené intenzity svétla - normalni intenzity (kontrola), 10krat
snizené intenzity a ve tm¢. Arabidopsis thaliana je vyznamnym modelovym organismem
ve vyzkumu. Pro stanoveni a kvantifikaci endogennich hladin cytokininti byla vyuzita
metoda tzv. Stagetip purifikace, ktera byla doplnéna o citlivou analytickou techniku
UHPLC-MS/MS.



2 Teoreticka Cast

2.1 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou vyznamna skupina rostlinnych hormont, které zastavaji mnoho funkci
Vv rostlinach. Jsou hlavnimi regulatory d€leni bunck, ovliviiuji senescenci listl, apikalni
dominanci, vyvoj kvétu nebo kliceni semen (Prochazka et al., 1998).

Vroce 1913 prisel Gottlieb Haberlandt jako prvni s myslenkou, Ze existuje
specificky faktor, ktery pozitivné reguluje déleni bunék (Miller et al., 1955). Pfi svém
pokusu si povSiml, Ze rozpuSténé latky putujici floémem vyvoldvaji d€leni bunék
u nedéliciho se parenchymatického pletiva bramboru (Kaminek, 2015). V 50. letech
minulého stoleti Folke Skoog a jeho spolupracovnici testovali latky, které méli schopnost
délit tkan u tabaku. Pii svém vyzkumu zjistili, ze jedna z bazi nukleovych kyselin, adenin,
ma podporujici efekt na déleni bun€k. Jako prvni CK byl objeven derivat adeninu,
6-furfurylaminopurin, ktery pojmenovali kinetin. Kinetin ovSem neni pfirozené se
vyskytujici rostlinny regulator, ale je produktem oxidace DNA (Kaminek, 2015; Miller et
al., 1956).

V roce 1955 Skoog se svymi kolegy navrhl obecny pojem kininy pro latky, které
vykazovaly stejny typ biologické aktivity jako kinetin. Posléze ale nazev zménili na
cytokininy, protoze ¢asto dochéazelo k zaméné s zivoc¢isnymi kininy (Skoog et al., 1965).

Prvni pfirozené se vyskytujici cytokinin byl objeven Lethamem, ktery dokazal
z endospermu mladé kukuftice ziskat latku v krystalické formé, kterd mé aktivitu podobnou
Kinetinu. Jednalo se o trans-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin a pojmenoval ji
zeatin (Letham, 1973).

Od doby jejich objevu jsou CK intenzivné studovany, kdy bylo objeveno mnozstvi
novych latek patficich do této skupiny a v souCasnosti probiha mnozstvi vyzkumul

zabyvajicich se funkci téchto fytohormoni. (Spichal, 2012).

2.2 Chemicka struktura

P#irodni CK jsou derivaty purinové baze - adeninu, kde na dusiku N°®- maji substituovany
postranni fetézec, ktery mize byt isoprenoidni nebo aromaticky. ISoprenoidni fetézec mtize
byt nasyceny nebo nenasyceny (Spichal, 2012). Mezi témito CK pievazuji CK
s nenasycenym vedlej$im fetézcem (Mok & Mok, 2001). Podminkou biologické aktivity CK

10



je jejich konfigurace. Je prokazano, ze CK s nenasycenym isoprenoidnim fetézcem jsou
aktivngj$i nez ty s nasycenym fetézcem (Prochazka et al., 1998). Témét vSechny organismy
jsou schopné CK tvofit, ovSem pouze u rostlin je znamo, ze maji ptimy vliv na signalizaci
a rust bun¢k (Kieber & Schaller, 2018).

CK jsou v rostlinach obsazeny pii velmi nizkych koncentracich, v rozsahu fmol —
pmol na gram cerstvé hmoty (FW). Mohou se vyskytovat ve vice formach, a to jako volné
baze, nukleosidy, nukleotidy, N-glukosidy nebo O-glukosidy. CK podle svych metabolitt
mohou byt rozd¢leny do tii hlavnich kategorii: aktivni formy, transloka¢ni formy a zasobni
a inaktivované formy (Davies, 2010).

Za aktivni formy jsou povazovany volné baze. K tomuto zavéru se dosSlo po
provedeni biotestu za pouziti Funaria Hygrometrica, kdy volné baze jako tZ a iP byly
aktivnéjsi oproti jejich ribosidim (Sakakibara, 2010; Spiess, 1975). Nukleosidy jsou diky
jejich mnozstvi v xylému a floému brany jako translokaéni formy. Sacharidové konjugaty
(O-glukosidy, N-glukosidy) jsou povaZovany za zasobni a inaktivované formy CK
(Sakakibara, 2010).

Nejb&znéjsimi isoprenoidnimi CK u rostlin jsou trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ), N8-
(A%-isopentenyl)-adenin (iP) a dihydrozeatin (DHZ) (Sakakibara, 2006). Isoprenoidni CK
maji navazany postranni isopentenylovy fetézec (Feng et al., 2017). Nejhojnéji se
vyskytujicim CK je zeatin, ktery ma hydroxylovany postranni fetézec a diky pfitomnosti
dvojné vazby se miize vyskytovat ve dvou isomernich formach, cis a trans. Ve vyssich
rostlinach se vyskytuji obé tyto formy, které jsou schopné ménit svou konfiguraci na zakladé
enzymu zeatin isomerazy. Trans-zeatin ma vys$i biologickou aktivitu, ovSem i Cis-zeatin
zastava v rostlinach vyznamnou roli (Taiz & Zeiger, 2006).

Aromatické CK maji na N®- pozici navazanou benzylovou nebo hydroxybenzylovou
skupinu. Do této skupiny se fadi benzyladenin (BA), topoliny a kinetin. Topoliny jsou
hydroxy-derivaty benzyladeninu (Spichal, 2012), znichZz mezi nejvice aktivni patii
meta-topolin (mT), ortho-topolin (0T), a methoxy-derivaty BA (Feng et al., 2017; Strnad,
1997; Tarkowska et al., 2003). Aromatické derivaty se v rostlinach vyskytuji jen omezene¢.

Kromeé ptirozené se vyskytujicich CK existuji také synteticky piipravené CK. Do této
skupiny se fadi zejména derivaty odvozené od fenylmocCoviny. Tyto slouCeniny maji aktivitu
srovnatelnou se zeatinem a jsou stabilngjsi (Mok & Mok, 2001). Nejaktivnéjsi jsou

N,N’-difenylmocovina, N-fenyl-N"-pyridylmocovina a tidiaruzon (Prochéazka et al., 1998).
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Gonoral etructure

of CKs Ry R; R, Compound Abbreviation
H - N .gopantanyladaning iR
CHy  me-R - Wasapestendadennsine PR
_/=( MG - Nlisopentenyladenine-7-glucoside iP7G
CHa MG - rf-isapanlenylaaanina-ﬂglumid& iPEG
M-RF - W -isopentenyladenosine-5-monophosphate  (IPMP
H H  lrars-zoalin i
MR H frams-zeatin nhoside tZR
CHOR; NG H  feans-zealin-T-gluceside 127G
_/=< MG H  frams-zeatin-S-glucoside 290G
CHy H G frang-raatin O-glucoside 120G
My=F G Irang-zeatin nboside Q-glucoside fragielc]
M-RF  H frams-zeatin dbosida-5-monaphosphate tZP
H H «cis-zeatin ford
HOR: R H c.i_s-zaat!n riboside ) cZR
_\=<: M3 H  gis-zeatin-S-gluceside Poridslel
H 5 oE-zeatn U-glucoside CLUGE
riHy MR G wimegealin riboside Geylugoside CERDG
| MR 1l ciz-zeatin riboside-5'-monophosphate sk
Hllq’" R H H dihydrozeatin OHZ
!sh_h _..hl: CHYOR, N.,—Ii H dihydrozeatin riboside DOHZIR
1= = T MG H dinydrozeatin-g-glucoside OHENS
é - l| s —/_<CH H &  dihydrozeatin S-glucoside OHZOG
“‘E‘N’ “""r;-l * My-F & dibydrozcatin riboside O glusosids DHZRGG
é h 'l.R N.-RP H dihydrmireatin rbosida-R-moanophosphais MHAAP
o ]
H - MN-benzyladening B
Ng-R - N-benzyladenosing BAR
Ma-l5 - W-penzyladenine-3-glucoside [Z1 %]
/{_Q M-3 - h'E-I.lu'llaylmJElllille-?'-HIul..uiuilJEl BATO
M- - Mf-bc nzyladening-0-gluceside BADC
M.-RP - A benzyladenssina-B-monophosphate Bapip
HO, H - orho-lopolin o
MNg-R - artho-topolin riboside aTR
/_Q Meli - onto-lopolin-g-glucoside aTeG
OH [} - meta-tapalin il )
Me-R - mela-tapalin iboside mTR
MGG = mata-tapalin-9-glecnside mTas
/_Q_OH H - para-topalin T
Mg-R - para-topalin riboside pTR
] H - kinptin K
/‘U NeR - kinetin rboside KR
NG - kinetin-9-glucaside KaG

Obr. 1: Struktura isoprenoidnich a aromatickych cytokininti. Pfevzato z: Svacinova et al., 2012

H = vodik, R = g-D-ribofuranosyl, G = g-D-glukopyranosyl, RP = -D-ribofuranosyl-5-monofosfat.
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2.3 Biosyntéza

CK vznikaji zejména v kofenové Spicce, ovSem posledni studie naznacuji, ze k syntéze muze
dochazet v riznych ¢astech rostliny (Smith et al., 2017). Biosyntéza CK je mozna dvéma
riznymi drahami, kdy jedna draha syntetizuje CK de novo (tzv. pfima draha), za to druha
draha vytvati CK degradaci tRNA (Feng et al., 2017; Haberer & Kieber, 2002).
Zjednodusené schéma biosyntézy CK je zobrazeno na obr. 2.

V piimé draze je prvnim krokem isopentenylace adenosinu pienosem
isopentenylového Useku z dimethylalyldifosfatu (DMAPP) na ATP, ADP nebo AMP (Taiz
et al, 2006, Sakakibara, 2006). Enzymem katalyzujicim tento pfenos je
isopentenyltransferaza (IPT) (Kakimoto, 2003). IPT vyuziva DMAPP vznikajici ze dvou
alternativnich drah. Prvni je methylerythritolfsfitovd drdha (MEP), kterd probiha
v plastidech, druha je mevalonova draha (MVA), probihajici v cytosolu (Kasahara et al.,
2004). U Arabidopsis podle studii vznika vétsina CK tZ-typu pomoci MEP drahy (Kasahara
et al. 2004; Kieber & Schaller, 2014). Po navazani isopentenylového useku na ATP, ADP
nebo AMP vznikaji isopentenylfosfaty (iPRTP, iPRDP, iPRMP), které mohou byt pomoci
enzymu cytochromu P450 CYP735A pteménény na tZ hydroxylaci vedlejSiho fetézce
(Kieber & Schaller, 2014). Pteména cytokininovych ribotidd do jejich volné aktivni formy
je zprosttedkovana dvéma drahami, kdy prvni vyuziva jednostupnové reakce pomoci
enzymi patiicich do rodiny LONELY GUY (LOG). Druha dvoustupiiova draha je zaloZena
na hydrolyze nukleotidi, kdy se nejprve odstépi fosfatova skupina a v druhém kroku dochazi
k odstépeni sacharidové jednotky (Feng et al., 2017).

Draha, pti1 kter¢ CK vznikaji pomoci tRNA, je nejprve katalyzovana tRNA
isopentenyltransferazou (tRNA-IPT), ktera navaze isopentenylovy fetézec z DMAPP na
NE- pozici nukleotidu napojeného na 3’-konec antikodon tRNA (Feng et al., 2017). Vznik
aktivnich forem je poté stejny jako u pfimé drahy. Produktem drahy vyuzivajici tRNA jsou
zejména cis formy cytokinind.

O biosyntéze aromatickych cytokininii toho prozatim neni mnoho znamo,
ale pfitomnost jak volnych forem, tak nukleosidl, nukleotidii a glukosidii naznacuje,
ze alesponl €ast jejich metabolické drahy je podobnd jako u isoprenoidnich CK. OvSem
katalytické enzymy, které by ovliviiovaly syntézu aromatickych CK, zatim nebyly objeveny

(Feng et al., 2017).
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MEP draha

l

MVA drdha HMBDP

A/

MEP draha

l

MVA drdha HMBDP

v/

DMAPP DMAPP

+ +
ATP/ADP/AMP tRNA
IPT tRNA-IPT
iPRTP/iPRDP cZRTP/cZRDP
CYP735A
iPRMP — ,tZRMP cZRMP
LOG iPR LOG tZR  “ * @R LOG

iP tZ “ = cZ

Obr. 2: Schéma biosyntézy cytokininti (upraveno dle Spichal, 2012): Pfima draha — ptenos isopentenylového
fetézce z DMAPP na ATP/ADP/AMP katalyzovan isopentenyl transferazou (IPT) za vzniku
isopentenylribosidii. Nasleduje odstépeni fosfatové skupiny za vzniku iPRMP, ktery se dale preménuje pies
iPR na iP, nebo se muze pteménit ptimo na iP za pomoci enzymu LONELY GUY (LOG). iPRMP se za pomoci
enzymu P450 cytochromoxidazy (CYPP'735A) pfeménuje na tZRMP, ktery se dale pfeménuje analogicky.
Nepiima draha — reakce DMAPP s tRNA katalyzovana enzymem tRNA-isopentenyltrasferazou (tRNA-IPT).
Dale analogicky s ptimou drahou. Muze byt také zapojen enzym zeatinizomeraza, ktery zajistuje preménu

mezi tZ a cZ.

2.4 Metabolismus cytokininii

CK jsou metabolizovany v rostlinach pomoci riiznych modifikaci, které se d¢ji na molekule
adeninu nebo na postrannim fetézci. Modifikace jsou strukturni zmény, které vedou ke
snizeni nebo zvyseni jejich aktivity a tim k jejich regulaci (Spichal, 2012). K modifikaci na
adeninu patii fosforylace, defosforylace, N-glykosylace a N-alanylace. Na postrannim
fetézci dochazi k O-glykosylaci (Feng et al., 2017).

Pfeménu mezi bdzi, nukleosidem a nukleotidem zajist'uji enzymy purinového
metabolismu, i kdyz obvykle maji vyssi afinitu vic¢i adeninu, adenosinu a AMP, nez vici
cytokininim (Mok & Mok, 2001). Mezi tyto enzymy patii 5’-nukleotidaza,

14



adenosinnukleosidaza, adenosinfosforylaza, adeninfosforibosyltransferaza a adenosinkinaza
(Spichal, 2012). 5'nukleotiddza pieménuje CK znukleotidd na volné baze.
Adenosinfosforylaza formuje nukleosidy z volnych bazi CK. Nukleotidy mohou byt
vytvoieny znukleosidi pomoci adenosinkinazy, nebo pifimo =z volnych bazi
adeninfosforibosyltransferazou (Mok & Mok, 2001).

U N-glykosylace se na N3-, N’- nebo N°- pozici adeninu pfipojuje sacharidové ¢ast
pomoci enzymu N-glukosyltransferazy (Feng et al., 2017). K navazani dochazi prioritné
v poloze N'-, ale pomér relativnich mnozstvi N’- a N°-glukosidd se 1i§i u réiznych typu
cytokinini (Mok & Mok, 2001). N-glykosylaci dochazi k inaktivaci cytokininu, kdy
v biotestech N-glukosidy, kromé N3-glukosidfi, nevykazuji zadnou aktivitu (Taiz et al.,
2006), oviem N3-glukosidy mohou byt pfeménény na volné baze pomoci S-glukosidazy
(Brzobohaty et al., 1993; Spichal, 2012). Tato modifikace se povazuje za nevratnou, protoze
prozatim nebyly v rostlinach objeveny N-glukosylhydrolazy (Feng et al., 2017). Jedna se
0 inaktivaéni cestu zejména pro CK, které nejsou oxidacné odbouravany, jako jsou
aromatické CK a CK s nasycenym vedlej$im fetézcem (DHZ) (Prochazka et al., 1998).

N-alanylace je proces, pii kterém se na N°- pozici adeninu vaze alanylovy fetézec za
pomoci transferazy, ¢imz dochazi k inaktivaci molekuly. Donorem je O-acetyl-L-serin (Mok
& Mok, 2001). Fyziologicky vyznam této modifikace zatim neni zcela znam (Sakakibara,
2010).

O-glykosylace hraje velkou roli v regulaci hladiny aktivnich cytokinind. Dochazi
k navazani sacharidové ¢asti na hydroxylovou skupinu zeatinového a dihydrozeatinového
postranniho  fetézce. Prozatim jsou znamé dvé O-glukosyltransferazy, a to
O-glukosyltransferaza, ktera jako donor sacharidové ¢asti  vyuziva UDPG
(uridindifosfatglukoza) a UDPX (uridindifosfatxyloza), a O-xylosyltransferaza, ktera jako
donor vyuziva pouze UDPX. Tyto enzymy jsou vysoce specifické, rozpoznavaji je jen zeatin
a dihydrozeatin. Vysoka specifita enzymii naznacuje, ze O-glykosylace je pesné regulovany
proces (Mok & Mok, 2001; Spichal, 2012). Takto vznikaji inaktivni zasobni formy CK, které
mohou byt zpétné aktivovany enzymem fS-glukosidazou (Taiz & Zeiger, 2006).

Mezi dalsi modifikace postranniho fetézce zeatinu patii jeho nasyceni a izomerace.
Pti nasyceni dochézi ke vzniku dihydrozeatinu za pomoci enzymu reduktézy. Tento enzym
je schopny redukovat dvojnou vazbu postranniho fetézce zeatinu (Spichal, 2012) a je vysoce
specificky k volné formé trans-zeatinu. Isomeraci dochazi k pfeméné cis-formy na

trans-formu zprostiedkovanou isomerazou (Mok & Mok, 2001).
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V prib¢hu metabolismu CK mize dochazet také k jejich degradaci. Ta je
zprostfedkovana prevazné oxidaci cytokininoxidazou/dehydrogenazou (CKX), ktera
katalyzuje odstépeni N-isoprenoidniho postranniho fetézce a vznika adenin. Substraty CKX
jsou volné formy zeatinu, iP a jejich ribosidy, nukleosidy a N-glukosidy (Mok & Mok, 2001;
Prochazka et al., 1998). Také aromatické cytokininy jsou oxidovany, ovSem s nizsi reak¢ni
rychlosti (Frébortova et al., 2004; Galuszka et al., 2007; Spichal, 2012). O-glukosidy a CK
S nasycenym postrannim fet¢zcem (DHZ) jsou vici CKX rezistentni (Prochdzka et al., 1998;

Sakakibara, 2010).

2.5 Funkce cytokinina

| kdyZ se za hlavni G€inek CK povazuje jejich vliv na bunétné déleni, tak dale mohou
ovlivilovat, at’ uz stimulovat nebo inhibovat, velké mnozstvi fyziologickych, metabolickych,
biochemickych a vyvojovych procest v rostlinném organismu (Taiz & Zeiger, 2006). Mezi
procesy regulované CK patii zejména déleni bunék, apikalni dominance, senescence listl,

vyvoj kvéti a kliceni semen.

2.5.1 Déleni bunék

Stimulace bunécného déleni je jednim z hlavnich u¢inkti CK. Jejich vyssi hladiny je mozné
najit ve vSech meristematickych tkanich, které obsahuji rychle se délici buiky. Oproti tomu
se nizké hladiny vyskytuji v tkanich, kde je bunény cyklus zastaveny (Kieber & Schaller,
2014; Mok & Mok, 2001). CK jsou schopné stimulovat cyklin-dependentni kinazy (CDK),
a krom¢ toho maji také vyznamny vliv na replikaci DNA v S-fazi bunééného cyklu, kdy
zvySuji mnozstvi pocatkt replikace, ¢imz dochazi k urychleni piepisu DNA (Prochazka et
al., 1998).

Stejné jako ostatni eukaryotni organismy, i rostliny obsahuji enzymy CDK a jejich
regulacni podjednotky, cykliny, které jsou dilezité pro regulaci bunécného cyklu. Gen
Cdc2, ktery koduje hlavni CDK, je regulovan auxinem. Takto indukovany enzym je ovSem
inaktivovan a kK jeho aktivaci je potieba odstranit fosfatovou skupinu z jeho molekuly za
pomoci enzymu fosfatazy Cdc25, ktera je aktivovana za pomoci CK. Zde muzeme vidét
potencialni propojeni mezi auxiny a CK, které takto reguluji ptechod z G2-faze do M-faze

bun&éného cyklu (Taiz & Zeiger, 2006).
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CK také zvysuji expresi genu CYCD3, ktery koduje cykliny typu D (Soni et al., 1995,
Taiz & Zeiger, 2006). To predstavuje dilezity mechanismus schopnosti CK stimulovat

déleni bun¢k pravé pies navysSeni exprese dané¢ho genu (Taiz & Zeiger, 2006).

2.5.2 Apikélni dominance

Apikalni dominance je jev definovan jako nadvlada vrcholu lodyhy nad postrannimi pupeny.
Tento proces je fizeny auxiny, které inhibuji rust lateralnich pupend. Naproti tomu CK
pusobi jako antagonisté auxinti, kdy potlacuji apikélni dominanci a stimuluji vétveni stonku
(Prochazka et al., 1998). Tato hypotéza byla ovéfena u rostlinnych mutantti, u kterych
dochazelo k nadprodukci CK, kdy tito mutanti byli vice rozvétveni. (Taiz & Zeiger, 2006).

U rostlin se vyskytuji 2 apikalni meristémy: apikalni meristém stonku (SAM - shoot
apical meristem) a apikalni meristém kofene (RAM - root apical meristem). Tyto vrcholy
obsahuji meristématické buiiky schopné se délit. CK zastavaji v téchto meristémech riznou
funkci, kdy v pfipadé stonkového meristému stimuluji proliferaci bunék, u kotenového

meristému stimuluji jejich diferenciaci (Kieber & Schaller, 2014).

2.5.3 Senescence

Senescence je proces, pfi kterém dochazi k odumirani listt, kdy listy postupné ztraci
chlorofyl, RNA, lipidy a proteiny. CK jsou schopny senescenci oddalovat, coZ mizeme
nejlépe demonstrovat na segmentech listll, kdy listy oSetieny CK ziistavaji stale zelené,
ptestoze ostatni listy Zloutnou a odumiraji (Prochdzka et al., 1998). Mladé listy jsou schopné
si vytvaret vlastni CK, ovSem dosp¢lé listy netvoii témét zadné, Cili potiebuji CK
transportované z kotenti, aby mohli oddalit senescenci (Taiz & Zeiger, 2006).

Vliv CK na senescenci byl sledovan na experimentu s transgennimi rostlinami
tabaku. Tyto rostliny mély ipt gen, ktery je zodpovédny za produkci enzymu IPT,
modifikovany specifickym promotorem (Psaci). Timto spojenim doSlo k vytvofeni
autoregulacniho systému. Ten zajist'oval, Ze v rostlindch byla dostacujici hladina CK pro

inhibici senescence, ale pfitom nedochazelo k nadprodukci CK (Gan & Amasino, 1995).
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2.5.4 Regenerace organti

CK maji vliv na morfogenezi rostliny a na regeneracni procesy po poranéni. Tyto procesy
zajistuje souhra CK s auxiny, kdy v zavislosti na poméru téchto dvou skupin fytohormont
rostou rizna pletiva a ¢asti rostliny. V ptipad¢€ vyrovnaného poméru vznika nediferencované
pletivo, takzvany kalus. Pokud je vice CK nez auxinu, dochazi k regeneraci a rtstu pryta,
Vv pfipadé vyssi koncentrace auxinii nez CK dochazi k regeneraci a ristu kotenti (Prochazka
et al. 1998; Taiz & Zeiger, 2006).

Tento efekt riznych pomért byl pozorovan naptiklad u nadort vyvolanych bakterii
Agrobacterium tumefaciens, kdy zpasobil mutaci jeji T-DNA v Ti-plazmidu. Pokud dochazi
k mutaci genu pro syntézu CK, dochazi ke zvyseni koncentrace auxint vuéi CK a k rtstu
kofent. Pokud dojde k mutaci v genu pro syntézu auxint, dochazi ke zvyseni koncentrace

CK vu¢éi auxinim a k rastu stonku (Taiz & Zeiger, 2006).

2.6 Cytokininy a abioticky stres

Jelikoz jsou rostliny pfisedlé organismy, musely si vytvofit mnoZstvi ochrannych
mechanismu, diky kterym jsou schopny rozpoznat a chranit se pied zménami prostiedi, jako
je sucho, zmény teplot nebo salinita (Pavlu et al., 2018). Mezi tyto mechanismy patii
I signalizace pomoci hormont, jako napi. kyselinou abscisovou (ABA), ktera byva
oznacovana jako primarni stresovy hormon, a reguluje velké mnozstvi mechanismil vedouci
Kk vyssi toleranci vuci stresu. VIiv na odpoveéd rostliny maji i dal$i hormony, jako ethylen,
gibereliny, auxiny, ale i cytokininy (Zwack & Rashotte, 2015).

Funkce CK je spojovana s mnozstvim abiotickych stresti (Bielach et al., 2017).
U CK je obecné povazovano, ze hraji negativni roli pfi zvladani stresu, ale existuji ndznaky,
ze CK mohou hrat jak negativni, tak i pozitivni roli. Diky analyzam endogennich hladin CK
u rostlin pod urcitym stresem jsme schopni vyvodit, ze hladiny CK po vystaveni stresu
nejprve nardstaji a nasledné dochazi k jejich poklesu nebo se muze stale drzet vyssi hladina
Vv zévislosti na druhu stresu. Vyssi hladiny CK se drzi v ptipad¢ vystaveni rostlin vaznéjSim

podminkam (Zwack & Rashotte, 2015).
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2.6.1 Svétlo jako abioticky faktor

Svétlo je pro rostliny dulezité nejenom jako nositel energie pro fotosyntézu, ale také mize
nést informaci o ro¢nim obdobi, ¢asti dne a ovliviiovat smér rastu rostliny. Zaroven se miize
chovat i jako stresovy faktor, a to v piipadé, Ze je svétla velké nebo malé mnozstvi, nebo je
upraven denni cyklus (Cortleven et al., 2019)

V ptipad¢, ze je vliv velkého mnozstvi svétla, dochazi k poskozeni fotosyntetického
aparatu a dalSich bunéénych komponent. Rostliny maji vyvinuté urcité ochranné
mechanismy proti tomuto druhu stresu, jako je rozptyleni piebyteéného mnozstvi svétla
v podobe¢ tepla, pohyb listi mimo pisobici svétlo ¢i existence cyklického elektronového
transportniho fetézce (Cortleven et al., 2019; Takahashi & Badger, 2011). I pfes tyto
mechanismy ale dochazi vlivem svétla k fotopoSkozeni, kdy jednim z hlavnich cila tohoto
poskozeni je protein D1, ktery je soucasti reak¢éniho centra fotosystému Il (Edelman &
Mattoo, 2008).

Naproti tomu nizké mnozstvi svétla zase indukuje takovou odpoveéd’, kdy se rostlina
snazi vyhybat stinu (Shade avoidance syndrome). V tomto ptipadé dochazi k ristu
hypokotylu na ukor listt (Yang & Li, 2017).

Funkci svétla je také davat rostliné informaci o ¢asti dne a regulovat periodické
hodiny. V piipad¢, ze dojde k prodlouzeni svételné periody, zacinaji se objevovat Stresové
symptomy nésledujici noc. Tomuto se fika fotoperiodicky stres (Nitschke et al., 2017;

Cortleven, 2019).

2.6.2 Reakce cytokininti na svételny stres

Diky mnozstvi vyzkum, zabyvajicich se vlivem svétla na rostlinu a na obsaZené hladiny
CK muzeme fict, ze CK jsou podstatnym faktorem v ochrané rostliny proti svételnému
stresu. Ve studii, ktera vyuzila rostlinné mutanty s vyfazenymi CK receptory ahk2 a ahk3,
a také CK-deficientni 35S:CKX4 transgenni rostliny, bylo zjist€no, ze tito mutanti maji
oproti volné zijicim (wild type - WT) rostlindam vyS$$i senzitivitu na svétlo, niZsi
fotosyntetickou aktivitu a dochézi u nich ke zvySenému fotopoSkozeni po expozici vysoké
intenzité svétla (Cortleven et al., 2014).

CK jsou dilezité pro ochranu rostlin proti vysoké intenzité svétla. U mutantnich

rostlin s nedostatkem CK pozorujeme snizenou fotoochranu, naopak zvysenou fotoinhibici.

Také doSlo ke snizeni antioxidativni kapacity a poSkozeni urCitych fotoprotektivnich
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mechanismu (Cortleven et al., 2014, 2019). CK podporuji antioxidativni ochranu
Vv chloroplastech, a tim zajiStuje jejich del§i zivotnost. To bylo pozorovéno u listl
transgennich rostlin tabaku, které mély zvysSené hladiny CK (Prochdzkova, Haisel
&Wilhelmova, 2008).

Pokud je rostlina vystavena nizké intenzité svétla, dochazi k poklesu hladin CK, a to
nasledné zplsobi inhibici rustu pupent. V ptipadé dodani exogennich CK dochazi k jejich
ristu a zvySeni jejich poctu (Corot et al., 2017). Pfi nizké intenzité jsou CK také jednim
z mechanismu pro prizptisobeni fotosyntetické aktivity (Boonman et al., 2009).

V piipadé pozménéné fotoperiody bylo pozorovano, ze rostliny s nedostatkem CK
vykazuji silnou reakci na prodlouzeni svételné periody dne. V rostlinach doslo k aktivaci
nckolika stresovych genl, sniZzeni ucinnosti fotosystému II a v listech zacal proces
programované bunééné smrti. Diky témto zjiSténim je mozné usoudit, Ze CK jsou dileZitym

faktorem pti ochrané rostliny proti fotoperiodickému stresu (Nitschke et al., 2017).

2.7 Metody analyzy cytokinint

Pro studium CK a jejich biochemickych procesi je dilezité jejich stanoveni a kvantifikace
v rostlinach. CK se vyskytuji ve stopovych koncentracich, v rozsahu od fmol/g do pmol/g
Cerstvé hmoty (FW), zatimco latky v matrici interferujici s CK se vyskytuji v mnohem
vyssich koncentracich. Tento pomér CK a interferujicich latek predstavuje nejvetsi prekazku
V jejich analyze, a proto je dulezité zvolit vhodné analytické a chemické principy extrakce
a purifikace pro provedeni spravné a presné analyzy (Tarkowska et al., 2014)

Pro spravnou purifikaci CK je nutné znat jejich chemické vlastnosti. VSechny CK
jsou schopné se ionizovat pii zméné pH. V piipadé, Ze pH < 3, maji CK kladny naboj, diky
aminoskupiné vyskytujici se na pozici N°. Oproti tomu NH-skupina na imidazolovém kruhu
zajistuje CK zaporny naboj pii pH > 11. No-vedlejsi fetézec CK zase zajistuje jejich
hydrofobni charakter (Dobrev & Kaminek, 2002). U CK je dtlezité brat také ohled na jejich
metabolity, které maji rizné vlastnosti. Napiiklad nukleotidy jsou vice polarni a méné
hydrofobni nez glukosidy, které jsou zase vice polarni a méné hydrofobni nez baze
aribosidy. (Tarkowska et al., 2014).

Pted samotnou extrakci a purifikaci CK je nutné materidl zhomogenizovat. V piipadé
analyzy rostlinnych pletiv se nejcastéji pouziva homogenizace rozetienim V tfeci misce
za pritomnosti kapalného dusiku (Prochazka et al., 1998), kdy nizké teplota (-196 °C)

zabranuje dal$im enzymatickych a chemickym procesum (Ljung et al., 2010).
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Pro uc¢innou extrakci CK je nutné pouzit vhodné cinidlo vzhledem Kk jejich
chemickym vlastnostem. Jako extrakéni ¢inidla se pouzivaji napiiklad 80% metanol, 70%
etanol nebo Bieleski pufr, ktery je nejpouzivanéjsi (Novak et al., 2008). Bieleski pufr je
smésné extrak¢ni Cinidlo slozené z metanolu, chloroformu, kyseliny mravenéi a vody
v poméru 12:5:1:2. Nevyhodu pfinasi pfitomnost chloroformu, ktery zvySuje extrakci
lipofilnich latek komplikujicich purifikaci. Po srovnani ¢inidel (80% metanol, Bieleski pufr,
modifikovany Bieleski pufr: metanol:voda:kys. mraven¢i 15:4:1) se nejvyhodné&j$im
¢inidlem pro extrakci CK jevi modifikovany Bieleski pufr bez obsahu chloroformu
(Hoyerova et al., 2006). Ke vzorku se pridavaji interni standardy (IS), diky kterym lze
pozorovat piipadné ztraty v prubéhu extrakce a purifikace a zdroven umoznuji kvantitativni
stanoveni endogennich hladin cytokinint (Ljung et al., 2010).

Po extrakci nasleduje precisténi vzorku, kdy ze vzorku potiebujeme odstranit
interferujici 1atky a zaroven mit co nejvétsi zisk daného typu fytohormonu (Ljung et al.,
2010). Pro purifikaci se nejcastéji vyuziva SPE extrakce, kdy jsou SPE kolonky naplnéné
sorbentem, ktery zachytava latky na zékladé hydrofobnich, polarnich nebo iontovych
interakci. V posledni dob¢ jsou stale vice popularni SPE kolonky obsahujici tzv. smésné
faze, které obsahuji ve vod¢ smacitelny polymer s obracenou fazi a ptislusny iontomeénic,
¢imz dochazi k snizeni poctu potfebnych purifikacnich krokt (Tarkowska et al., 2014). Pro
purifikaci CK se vyuzivaji MCX kolonky, které jako stacionarni fazi obsahuji silny
kationtové-vyménny nosi¢ a oddéluji cytokininy od auxinl a kyseliny abscisové (ABA)
(Dobrev & Kaminek, 2002). Vzorek muze byt dale purifikovan pomoci imunoafinitni
chromatografie (IAC) za vyuziti imobilizovanych monoklonalnich ¢i polyklonalnich

Vyvinuti vysoce selektivnich a citlivych analytickych metod, jako je plynova nebo
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, umoznilo stanovovat
a kvantifikovat rostlinné hormony v miligramovych mnozstvich rostlinnych pletiv (Ljung et
al., 2010). Diky tomu mohlo dojit k vyvinuti miniaturizovanych purifika¢nich metod, mezi
které patii metoda StageTip (Stop and go extraction Tip) (Svacinova et al., 2012). Tato
metoda byla nejdiive pouZivand v proteomice pro zakoncentrovani, purifikaci
a prefrakcionaci proteint a peptida pied jejich vlastni analyzou (Rappsilber et al., 2003).
U rostlinnych vzorkt jsme diky této miniaturizované metodé schopni analyzovat rostlinné
hormony z navazek 1 — 5 mg FW. StageTip metoda je zalozena na vlastnim naplinovani

bézné 200ul pipetovaci Spicky vhodnym sorbentem vykrojeného z SPE extrakéniho disku.
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StageTip metoda predstavuje rychlou, efektivni a levnou metodu purifikace fytohormont
(Svacinova et al., 2012).

V neposledni fad¢ je dulezitou slozkou analyzy CK spravné zvolena separacni
a detek¢ni metoda. Mezi nejvice pouzivané metody se fadi separa¢ni techniky plynové
a kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS a LC-MS). Od
70. let 20. stoleti se jako prvni separacni technika pro stanoveni CK vyuzivala plynova
chromatografie (GC), ktera ve spojeni s hmotnostni spektrometrii dodava spolehlivé
a presné vysledky. OvSem velkou nevyhodou této techniky, i na ukor jeji robustnosti, je
komplikovangjsi priprava vzorku, nebot’ CK nejsou tékavé latky, a proto musi byt nejdiive
derivatizovany pied jejich vlastni analyzou (Tarkowski et al., 2009). Proto plynovou
chromatografii nahrazuje stale popularnéjsi vysoce-uc¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC) (Ljung et al., 2010). Pii této metodé dochazi k separaci CK na reverzni stacionarni
fazi, kterou byva nejcastéji C18 (Novak et al., 2003). V poslednich letech doslo také k vyvoji
ultra-vysoce ucinné kapalinové chromatografie (UHPLC), ktera vyznamné zkracuje dobu
analyzy pfi zachovani ¢i zvySeni separacni UcCinnosti (Novak et al., 2008). Mezi dalsi
pouzivané techniky pro stanoveni CK patii také imunoanalytické metody RIA a ELISA,
které predstavuji citlivou a levnou alternativu (Strnad et al., 1992).

Jak uz bylo feCeno vySe, separacni techniky se nejcastéji zapojuji s hmotnostni
spektrometrii. V hmotnostnim spektrometru jsou molekuly ionizovany v iontovému zdroji,
kde vznikaji ionty, které jsou analyzovany a nasledné detekovany (Ljung et al., 2010). Mezi
ioniza¢ni techniky pro CK patii termosprej (TSI), chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI), bombardovani urychlenymi atomy (FAB) a elektrosprej (ESI), ktery je
Vv piipad¢ analyzy CK nejpouzivanéjsi (Novak et al., 2003). V poslednich letech se vyuziva
pro zvyseni citlivosti detekce tandemové uspoiadani (MS-MS) (Ljung et al., 2010), které
jako analyzator vyuziva trojity kvadrupdl (QqQ) a pracuje v modu zdznamu vice iontovych

reakci (MRM — multiple reaction monitoring) (Tarkowski et al., 2009).
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3 Experimentélni ¢ast
3.1 Chemikalie

e Redestilovana voda z Millipore Simplicity™

e Sachardza p.a., Penta (Praha, Ceska Republika)

e Murashige & Skoog médium, Duchefa Biochemie (Haarlem, Nizozemi)

e Plant agar, Duchefa Biochemie (Haarlem, Nizozemi)

e Kyselina dusi¢na (68 %), VWR Chemicals S. A. S. (Fontenay-sous-Bois, Francie)

e Aceton p.a., Lachner (Neratovice, Ceska Republika)

e Ethylalkohol pro UV spektroskopii (99,8%), Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceska
republika)

e Tween® 20, Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko)

e Kyselina mraven¢i p.a., Honeywell (Seetze, Némecko)

e Kyselina mravenci 98% - 100% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
e Hydroxid amonny 25% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

e Metanol (>99,9%) gradient grade for liquid chromatography, LiChrosoly, Merk
KGaA (Darmstadt, Némecko)

e Metanol hypergrade pro LC-MS , LiChrosoly, Merk KGaA (Darmstadt, Némecko)

e JIzotopicky znacené cytokininové standardy, Laboratof ristovych regulatort
Univerzity Palackého (Olomouc, Ceska republika)

baze (B): [B*Cs]cZ, [F*Cs]tZ, [2Hs]tZR, [?Hs]tZ9G, [?H3]DHZ, [?H3]DHZR,
[?H3]DHZ9G, [*He]iP, [*HeiPR, [?He]iP9G, [°H7]BAP, [?H7]BAPR,
[2H7]BAP9G, [®°Na]mT, [*°®N4]oT, [*Na]pT, [®°N4]JmTR, [**N4]0TR,
[*N4]pTR, [*®N4]mT9G, [°N4]oT9G, [**N4]pT9G, [P°N4]K

O-glukosidy (OG): [*Hs]tZOG, [?Hs]tZROG, [?H7/]DHZOG

nukleotidy (NT): [?Hs]tZRMP, [?Hs]DHZRMP, [?Hs]iPRMP,
[’H7]BAPRMP

.Roztoky

e Modifikovany Bieleski pufr (75 % metanol + 5 % kyselina mravenci + 20 %
redestilovana voda — 750 ml/l metanolu + 50 ml/I kyselina mravenci + 200 ml

redestilované vody)
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Steriliza¢ni roztok (70% etanol + 0,1% Tween20 — 9,99 ml/10 ml 70% etanolu +
0,01 mI/10 ml Tween20)

50% kyselina dusi¢na (735 ml/l kyseliny dusi¢né + 265 ml/1 redestilované vody)
0,5M roztok hydroxidu amonného v 60% metanolu — elu¢ni roztok CKs (0,775
ml/10 ml hydroxidu amonného + 6 ml/10 ml metanolu + 3,225 ml/l redestilované
vody)

15 mM mravencan amonny (pH 3,95) (0,566 ml/l kyseliny mravenci, pH upraveno
25% roztokem hydroxidu amonného)

10% metanol (1 ml/10 ml metanolu + 9 ml/10 ml redestilované vody)

Stacionarni faze pro SPE purifikaci a kolona pro kapalinovou chromatografii:

Empore™ Styren divinyl benzen (SDB-RPS), 47mm Extrakéni disky, Supelco,
Bellefonte, PA, USA

Empore™ Cation, 47mm Extrakéni disky, Supelco, Bellefonte, PA, USA

Pro UHPLC separaci pouzita kolona s reverzni fazi Waters UPLC® BEH C18 (1,7
um: 2,1 x 150 mm), Waters (Milford, MA, USA)

3.2 Pristroje

Autoklav Sanyo MLS-378 1L, Sanyo (Japonsko)

Stolni laboratorni rotator Stuart SB3-BB Scientific, Keison Products (Chelmsford,
Velka Britanie)

Kulovy mlynek MM301, Retsch® & Co. KG (Hann, Némecko)

Ultrazvukova lazenn Transsonic T310, ELMA® Schmidbauer GmbH (Singen,
Némecko)

Centrifuga Avanti™ 30, Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

Centrifuga Hettlich Micro 220R, Hettlich GmbH (Tuttingen, Némecko)

Vakuova rotaéni odparka Trigon-plus® RCT1010, Thermo Electron Corporation —
k 2006 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Millipore Simplicity™ water purification system, Milipore Corp (Billerica, MA,
USA)

Analytické vahy, Sartorius Weighing Technology GmbH (Goettingen, Némecko)
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e pH metr CyberScan 500, Oakton® (Vernon Hills, IL, USA)
Inkubator IN 30, Memmert GmbH & Co. KG (Schwabach, Némecko)

e Acquity UPLC® I-class systém (Waters, Milford, MA, USA) v zapojeni s Xevo™
TQ-S MS (Waters MS Technologies, Manchester, UK) vybaveny ionizaci
elektrosprejem ESI. Data zpracovana MassLynx™ software s TargetLynx™
programem (verze 4.2, Waters, Milford, MA, USA)

e Flowbox laminarni Heraguard ECO 1.2, Thermo Electron LED GmbH
(Langenselbold, Némecko)

e Fytokomora Percival AR-100L3, Percival Scientific (Perry, IA, USA)

e Mixer Vortex typ Wizard, Velp Scientifica (Usmate, MB, Italie)

3.3 Rostlinny material

Jako rostlinny material byly pouzity desetidenni semenacky intaktni Arabidopsis thaliana
(ekotyp Columbia, wild type). Semenacky byly kultivované za ruznych svételnych
podminek, kdy byly umisténé pod fotosynteticky aktivni zafeni (PAR) o rGzné intenzité

(100 umol.st.m?2, 10 pmol.s.m2, tma), dalsi podminky kultivace viz. nize.
3.4 Vysev, kultivace a sbér

Na vysev 10dennich semenackt A. thaliana bylo pfipraveno MS (Murashige a Skoog)
médium obsahujici 10 g sacharézy (cm = 29,214 mmol/l), 2,2 g MS médium s vitaminy
(0,22 % m/v) a 1 | destilované vody. Roztok byl poté upraven na pH 5,6. K tomuto roztoku
se ptidalo 7 g Agaru (0,7 % m/v) (Murashige & Skoog, 1962). Semena byla vysterilizovana
sterilizanim roztokem a vyseta na MS médium do kultivaénich desek, které byly dva dny
uskladnény Vv lednici pii 4 °C. Vyseté desky byly poté kultivovany ve fotokomote pii 21 °C
pii fotoperiodé 16 h svétlo/8 h tma a vlhkosti 50 %. Po deseti dnech doslo ke zméné
kultivacnich podminek, kdy u jedné sady desek byly ponechany pivodni podminky intenzity
svétla (100 umol.s.m?), druh4 sada byla piekryta 4 vrstvami filtraéniho papiru, ¢imz byla
intenzita dopadajiciho svétla snizena na 10 pmol.st.m? a posledni sada desek byla
ponechana ve tm¢. Tma byla zajiSténa obalenim desek v ¢erné folii a uzavienim v Krabici.
Sklizeni rostlinného materidlu pro experiment probihala sklizenim vzdy 1 kultiva¢ni desky

pro dané podminky (kontrola, nizka intenzita svétla, tma). Vzorky byly sbirany 1. az 4. den.,
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vzdy uprostied svételné faze, tj v 14 hodin. Rostlinny material byl sesbiran, omyt, vysusen
a okamzité zmrazen Vv kapalném dusiku. Takto sesbirany rostlinny material byl uskladnén

pii -70 °C v hlubokomrazicim boxu.

3.5 Mikroextrakce a Purifikace

Zmrazeny rostlinny materidl byl homogenizovan ve tieci misce kapalnym dusikem,
rozvazen na tfi technické replikaty do 2 ml mikrozkumavek, po 1 -2 mg FW. K navazenému
vzorku byly ptidany 3 homogeniza¢ni kulicky, 0,5 ml modifikovaného Bieleskiho pufru jako
extrak¢éniho ¢inidla a 20 pl smési internich standarda (0,25 pmol bazi (B), ribosida (R), 7- a
9-glukosida (7G, 9G), a 0,5 pmol O-glukosidii (OG) a nukleotidd (NT)). Vzorky byly
promichany a 3 minuty homogenizovany na kulovém mlynku pii 27 Hz. Poté byly na
3 minuty vloZeny do ultrazvukové 14zn¢ a nasledovala extrakce na laboratornim rotatoru po
dobu 30 minut pfi teploté 4 °C. Po extrakci byly vzorky centrifugovany (15 000 rpm, 15 min,
4 °C) a supernatant byl poté sesbiran do novych 1,5ml mikrozkumavek.

Pted samotnou purifikaci byly pfipraveny Stagetip kolonky. Do béznych 200ul
pipetovacich Spic¢ek byly vlozeny 4 vrstvy kationtové-vyménného sorbentu a 4 vrstvy
SDB-RPS sorbentu (styren-divinylbenzenovy kopolymer). Pro purifikaci vzorkd byl pouzit
modifikovany purifika¢ni protokol pro Stagetipy popsany ve Svacéinova et al. (2012). Pro
aktivaci sorbentti bylo do Stagetipovych $pi¢ek naneseno 50 ul acetonu a centrifugovano
(2 200 rpm, 10 min, 8 °C). Za stejnych centrifuga¢nich podminek byl proveden i dalsi krok
aktivace pomoci 50 pl metanolu. Nasledovalo promyti 50 pl redestilované vody (2 300 rpm,
15 min., 8 °C), kondicionace sorbenti byla provedena 50 upl 50% kyseliny dusi¢né
(2 500 rpm, 20 min., 8 °C) a op&tovné promyti 50 ul redestilované vody (2 500 rpm, 20 min.,
8 °C). Ptred nanesenim vzorku bylo jesté naneseno 50 pl modifikovaného Bieleskiho pufru
(2 600 rpm, 20 min., 8°C). Na takto ptipravené Stagetipy byly opakované nanaseny vzorky
a centrifugovany (4 500 rpm, 30 min., 8 °C). Po naneseni byly kolonky promyty 50 ul
redestilované vody (3 500 rpm, 20 min, 4 °C) a 50 pl metanolu (3 500 rpm, 20 min, 4 °C).
Po dokonéeni téchto krokti byly vyménény spodni ¢asti mikrozkumavek, do kterych byly
poté eluovany CK pomoci 50 pl 0,5M roztoku hydroxidu amonného v 60% metanolu.
Vyeluované vzorky CK byly ptevedeny do 2ml vialek se 100ul inzertem, odpateny pomoci
vakuové odparky do sucha a rozpustény ve 30 pl 10% metanolu pro UHPLC-MS/MS

méreni.
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3.6 Identifikace a stanoveni

Pro identifikaci a stanoveni CK hladin byla pouzita ultra-vysoce ucinna kapalinova
chromatografie a hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem vybaveny elektrosprejem.
Separace probihala za upravenych podminek dle Svacinova et al. (2012). Vzorky o objemu
10 pl byly nastiiknuty a separovany na kolon¢ s reverzni fazi (kolona ACQUITY UPLC
BEH Shield, RP 18, 1,7 um, 2.1 x 150 mm). CK byly separovany nasledujicim linedrnim
gradientem: 0 min, 5:95 (A:B) — 4 min isokraticka eluce, 5:95 (A:B) — 10 min linearni
gradient, 20:80 (A:B) — 15 min linearni gradient, 50:50 (A:B) — 15.50 min, 99:1 (A:B) —
16.00 min 99:1 (A:B) — 16.50 min, 5:95 (A:B) — 17.00 min, 5:95 (A:B) s pouzitim
100% metanolu (A) a 15mM mravenéanu amonného (pH 3,95; B) jako mobilni faze pii
rychlosti pritoku 0,400 ml/min a teploté kolony 55 °C. Na konci gradientu byla kolona
promyta 100% metanolem a znovu uvedena do plivodnich podminek (Svacinova et al.,
2012).

Separované CK byly nasledné analyzovany tandemovou hmotnostni spektrometrii
(MS/MS). CK byly elektrosprejem ionizovany v rezimu ESI+ a analyzovéany trojitym
kvadrupolem. Retenéni ¢asy separovanych CK byly sledovany v MRM oknech: 6.00 — 10.30
minut, 10.30 — 12.60 minut, 12.60 — 13.80 minut, 13.80 — 15.20 minut. Parametry pro MRM
byly nastaveny nasledovné: teplota zdroje 150 °C; teplota desolvataéniho plynu 600 °C;
pritok desolvataéniho plynu 600 l/h; napéti v kapilate 0,75 kV (Novak et al., 2008).
Vysledky byly vyhodnocovany pomoci software MassLynx za pouziti metody standardniho
isotopového fedéni. Byl stanoven pomér endogennich CK a znac¢enych standardd, ktery byl
posléze pouzit pro kvantifikaci endogennich hladin CK, zaloZené na znamé koncentraci

znacenych internich standarda (Plackova et al., 2015).
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4  Vysledky

Vystupem bakalafské prace bylo srovnani endogennich hladin CK u rostlin Arabidopsis
thaliana péstovanych pod odlisnymi svételnymi podminkami — tma, nizkad intenzita,
kontrola. Vzorky CK byly méfeny pomoci UHPLC-MS/MS, kde byly detekovany
metabolity CK trans-zeatinového, cis-zeatinového, dihydrozeatinového
a isopentenyladeninového typu. Aromatické CK ve vzorcich detekovany nebyly.

Z detekovanych metabolitd se jednalo konkrétné tZ-typ: tZ, tZOG, tZR, tZROG,
tZ7G, tZ9G a tZR5'MP, cZ-typ: cZ, cZOG, cZR, cZROG, cZ7G, cZ9G A cZR5'MP, DHZ-
typ: DHZOG, DHZ7G, DHZRS5'MP a iP-typ: iP, iPR, iP7G, iP9G a iPR5"MP. Stanovené
hladiny CK jsou uvedeny v tabulce 1, 2 a 3.

28



aoi> ao> aoi> ao1> dIN, Sdd!
600 F ¥I'T 600 ¥ 20T .00 ¥ OTT 210 F 0471 96d!
9¢'T F 2¢ST 190 F 2.1 8/'0 ¥ €6'TI 20T F 8¥81 9/d!
GO0 F 2.0 900 ¥ T.0 020 F 197 0T0 F 260 dd!
v00 F 870 GT0 ¥ 8.0 8T0 ¥ 160 LTO F 0TT d!
aoi> ao> aoi> aoT> dIN,S9ZHA
GZ0 F L€ GT0 ¥ /8¢ Ge'0 ¥ 90°€ 850 ¥ €IV 9/ZHA
200 ¥ 120 100 F 2€0 200 ¥ €T0 200 ¥ 8T0 90ZHA
aoT> aoT> aoT> 90T F T¢I dIN,SdZ9
200 F TTC 600 F 2C¥ 220 F 95¢ 120 F 29¢ 9629
0L F ¥L6T LTO F G9¥T ST F 598 €Tz F w01 9,79
1.0 F 87§ 900 ¥ /9°€ €20 ¥ GLT aol> 90YZ0
0T0 F &¥7T 00 ¥ 2871 S0 F TI9T /S0 F 96C yzo
200 F 660 G00 F 90 100 ¥ S¥0 IT0 ¥ /S0 90270
aol> aol> aol> aol> Z9
aoT> aoT> aoT> aoT> dIN.SdZ}
GE'0 F 999 990 F 12§ 0S50 F 8¥'S 190 ¥ G£'8 9621
VTT F LTI ¥S5'Z F 0Z€T 08T F G9'€T 6.0 ¥ 9061 9.2}
€00 F 80¢C €60 F SC¥ aol> aoT> 90422
00 ¥ L6€ 820 ¥ 2€¢ 600 ¥ T.0 880 F S¥T 4z
220 F 6S°€ 00T F 80 100 F 197C GT0 F /€€ 9021
100 F G€0 ¥T0 F 8€0 vZ0 F S0 aoT> 2
[m4 By1owd] 30VHLINIONOM NNINIMOLAD
dAL
usp 'y usp ‘¢ usp 'z usp T NIF4S NId

90)239p wdNwWI| pod = QO T> “BY[AYOPO pujepoIWSTFRIoUpoy euruinid :nrea) oA Auesd

nosl APafsAA un oA yoKueAoisad eurljey) sisdopigely YoruI[ISol A QUIUI0IAD YIAUBAONAIOP AUIPR[Y IUUSTOPUS JUSJQUWIRN] T (el

29



190 F 106 100 F 1.8 2.0 T 89§ ¥T0 F 80°€C dINL Sd!
G20 T 89¢C 0T0 T 927 Ge0 ¥ OLT GZ0 F 0£¢ 96d!
€0T F IESe 6ST T 9LET 100 ¥ 6001 €9T F 6.8T 9/d!
6T0 F T.C 090 T 887¢ Ge0 ¥ 022 1.0 F 219 dd!
100 F 2271 100 F 0L0 000 F /0T ST0 T 960 d!
ao> €0 F Ove ao> ao1> dN.SIZHA
2€0 F €8¢ 600 F 28T 900 F 26T V0 F Y0¥ 9/7ZHAd
000 F /E0 7100 F ST0 100 ¥ €20 200 F /20 90ZHA
ao> ao> ao> ao1> dIN.SUZ9
880 F SLT GE0 F 9LC 100 + €27 690 F ¥TE 9629
890 F S8YT €/'0 T 996 GE0 F LvOT 122 F ¥EVT 9/79
150 F 6T°¢ 7100 T SC'T aol> aol1> 90YZ9
190 ¥ 222 920 T LLT 080 F S6'7 120 F §§¢C yzo
200 ¥ 690 €00 F 250 900 ¥ 250 900 F S0 9079
100 ¥ €90 00 T €70 €10 ¥ €90 800 F S9°0 Z9
ao> 10 F LTV ao> €€0 T 956 dIN.SIZ)
LE0 F 88§ GL0 F Ty vE0 F v 210 F 166 9621
060 F SZ¥T 70 F 008 87’0 F LEL LT F ST6T Y4
ao> ao> ao> €€0 F 0S¢ 9047}
600 F SZT 050 F 8T°¢ 900 ¥ 080 870 F E¥'E Hz
IT0 F 8¥¢ G690 F 8Z°¢ yT0 F SL'T 180 F Wy 9021
200 F €20 ao> ao> 200 F ¥€0 2
[m4 6/10wd] 30VHLINIONOM NNINIMOLAD
dAL
uap usp ‘g usp 'z usp 'T NIF9S Nad

9oya19p Wi pod = QOT> ‘®YIAYopo puwepoigusteioupoy purgwnid :nrea) oA Auesd nosl Apafs&A (,-w'.s jown Q1)

B[19AS Ajzuojur 9yziu ez yoAueAao1sd eueljey sisdopigely UI[ISOI n QUIUIN0JAD YOAURAONIOP AUIPR[Y IUUISOPUD QUIJIWIRN] Z "Rl

30



867 F 62VI STV + 291 [T F OVET GGT F ¢6€T dIN, Sdd!
70 F I€T 70 F 10C 8T'0 F 9€¢ 620 F 86T 96d!
v’z F 9922 66'C F 8681 627 F vl2e LS0 F 296GT 9/d!
8TT F SG'8 20 F GEY G50 F IT'S 020 F Try dd!
820 F 99T 200 F 9.0 ¥T0 F 060 800 F €8T d!
aoT> aoT> aoT> T1€0 F 9v'C dIN,SIZHA
880 F €£°€ GZ0 F 6TC GT0 F /T€ 920 F 69¢ 9/ZHA
200 F 220 200 ¥ .10 €00 F 620 200 ¥ 220 90ZHA
920 F 8507 9T0 F Z¥el 9zC F 9ZYT aoT> dIN,SdZ9
GO0 F SO0°€ 00 F 2T G0 F 8FE 920 F 6V 9629
G680 F STVT 92T F 9L 990 F v¥TT 220 F vE6 9,79
€90 F 9L°€ aol> aol> aoT> 90429
G690 F 2€TT vZ0 ¥ IV 820 F TI6°€ 020 F 16T qzo
€00 F 960 900 F V0 900 F L0 00 F €90 90270
900 F 080 GT0 ¥ 190 aol> aoT> Z9
ao1> aoi> ao1> 250 F 109 dIN, U2}
T0T F 6£9 G/'0 ¥ 08€ 160 F G6'9 /S0 F 66G 9621
ITT F 8.1 950 ¥ 108 29T F 20°LT €6'0 ¥ BTET 9,71
€20 F 61C 900 F TI¥T 000 * T0°€ 620 F 9T°C 9042}
800 F 9T IT0 ¥ S9C 0’0 F GL'€ IT0 ¥ €v'E 4z
GT0 ¥ YOS 600 F V8T 800 F 9EV €10 F SO'€ 9021
aoT> aol> €00 F OV0 100 F €£0 2
[m4 B/10wd] 30VH1INIONOM NNINIMOLAD
dAL
usp usp ¢ usp 'z usp T NII49S Nad

80)918p Wianwi| pod = @0T1> ‘BAAYopo pwepoiusFeoupoy puruinid :nrea) oA Auesd nosl Apa[sfA (ej0auoy) ,.w'.s'jowr 00T
B[IQAS Alizuojul ez oAueAolsad euelpey) sisdopigely YOBUI[ISOI A NUIUINOIAD YOAUBAON)IP AUIPE[Y JUUSTOPUD QUIJQWEN € "0el

31



Pfi porovnani hladin cZ-, tZ-, DHZ- a iP-typu v semenaccich péstovanych za tmy (Obr. 3)
anizké intenzity (Obr. 4) s kontrolnimi hladinami (Obr. 5) byly v pfipad¢ tmy i nizké
intenzity detekovany niz$i koncentra¢ni hladiny CK nez v pfipadé kontroly.

I kdyZ u tmy i nizké intenzity byly prvni den naméfeny vyssi hladiny, posléze ovsem
doslo k jejich vyraznému poklesu u vSech sledovanych CK typd, kromé typu
dihydrozeatinového. Tento pribéh mohou vysvétlovat dvé mozné hypotézy. V piipadé prvni
hypotézy doslo k nartistu hladin z diivodu kratkodobého stresu, kdy poté pfi setrvani stresu
doslo k jejich naslednému poklesu (Zwack & Rashotte, 2015). Druhou hypotézou je
moznost, Ze rostlina v prvnim dni jes$té nebyla zcela zadaptovana na zménu novych
svételnych podminek, kdy prvni den byl sbiran jiz po 8 hodinach od zmény. Tuto hypotézu
nam mohou potvrdit zejména hladiny nukleotidi u semenacki péstovanych ve tmé (Obr. 6),
kdy doslo k jejich detekci pouze v 1. den sbéru.

U vsech pozorovanych podminek se hladina DHZ-typu pohybovala kolem 5 pmol/g
FW a v prubéhu méteni se vyznamné neménila, z ¢ehoz se da usuzovat, ze DHZ-typ nema

zasadni vliv na zvladani stresu.

Tma

pmol/g FW

[ ] ] [

1. den 2. den 3.den 4. den
Den sbéru

miZtyp BcZtyp OiPtyp ODHZtyp

Obr. 3: Hladiny tZ-, cZ-, DHZ- a iP-typi CK detekovanych v pribéhu 4 dnti u semenacku A. thaliana

pestovanych ve tme

Hladiny cZ-typu ve tmé byly prvni den na hodnoté 34,81 pmol/g FW, druhy den doslo k
vyznamnému poklesu témét na polovi¢ni hodnotu (15,01 pmol/g FW) a v nasledujicich
dnech hladina vystoupala opét na téméf stejnou hladinu jako v prvnim dni. U tZ-typu se

hladiny pohybovaly v rozmezi od 22,96 — 33,72 pmol/g FW. cZ-typ i piesto, Ze nevykazuje
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az tak vyraznou biologickou aktivitu, tvofil spole¢né s tZ-typem nejvyssi podil CK
Vv rostlindch péstovanych za tmy. Divodem téchto vysokych hladin mize byt hypotéza
vyslovena Gajdosovou et al. (2011). Ta fika, Ze CK cZ-typu mohou hrat vyznamnou roli pii
udrzovani bazalni aktivity potfebné pro pieziti rostliny. Tuto hypotézu dale rozsifuje
Janeckova et al. (2018) ktera navrhuje, Ze pti nedostatku energie v podobé ATP/ADP/AMP
se rostlina uchyluje k pouziti MV A biosyntetické drahy, kterou se vytvaii CK cZ-typu. MVA
draha, na rozdil od MEP drahy, vyuziva jiné prekursory nez ATP/ADP/AMP. Tuto hypotézu
podporuji také vysledky od Cermanové (2020).

Hladiny iP-typu se pohybovaly v priméru kolem 17,63 pmol/g FW a byly vyrazné
nizsi nez v piipad¢ kontroly, kdy se jejich primérna hodnota pohybovala kolem 43,1 pmol/g
FW. Nizké hladiny iP-typu mohly byt opét zpusobené nedostatkem energie pro MEP
biosyntetickou drahu a preferovanim biosyntézy cZ-typu oproti tZ- a iP-typim, jak je

popsano vyse.

Nizka intenzita

ful o
=
2 —
o
1. den 2.den 3.den 4. den
Den sbéru

EtZtyp BcZtyp OiPtyp ODHZtyp

Obr. 4: Hladiny tZ-, cZ-, DHZ- a iP-typi CK detekovanych v pribéhu 4 dn u semenackd A. thaliana

péstovanych za nizké intenzity svétla (10 umol.st.m2)

U rostlin péstovanych za nizké intenzity svétla (Obr. 4) byly nejvyssi hladiny detekovany
u iP-typu. Stejné jako v ptipadé tmy doSlo po prvnim dnu k vyraznému poklesu a nasledné
K postupnému nartstu hladin vsech CK. Kromé prvniho dne byly detekovany pftiblizné
stejné hladiny tZ- i cZ-typu. K vyznamnym trendim doslo ale u hladin iP-typu, které se
pohybovaly v rozmezi od 20,71 — 51,25 pmol/g FW, kdy nejvyssi hladina byla detekovana

opét v prvni den sbéru, tedy jen 8 hodin po adaptaci na nové podminky. Koncentracni
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hladiny iP-typu byly sice niz$i nez u kontroly, ale naopak vyssi nez u tmy, coz naznacuje,
ze 1 kdyz rostlina pfijima svétlo o niz$i intenzité, presto ziskava dostatek energie pro

biosyntézu CK.

Kontrola

[o2]
o

pmol/g FW
N
o o
=N
—f—
——

= N w
o o o
T T T

K
i
I

!

1. den 2. den 3.den 4. den
Den sbéru

EtZtyp EcZtyp OiPtyp ODHZtyp

Obr. 5: Hladiny tZ-, cZ-, DHZ- a iP-typi CK detekovanych v pribéhu 4 dnli u kontrolnich semenacka A.
thaliana (intenzita svétla 100 umol.s*.m2)

Kontrolni semenacky mély nejvyssi hladiny detekovany u iP-typu, které se pohybovaly
v pruméru kolem 43,1 pmol/g FW. V prib¢hu tietiho a ctvrtého dne doslo ke zméné poméru
mezi tZ- a cZ-typem, kdy zacala nartstat hladina cZ-typu az na hodnotu 45,62 pmol/g FW,
a naopak hodnota tZ-typu klesla. Tato zména poméru jednotlivych izomeri mohla byt

zpusobena aktivitou enzymu zeatin-isomerazy (Spichal, 2012).

Hladiny CK typu jsou tvofeny vyskytem rdznych metaboliti, kde jejich porovnani je
zobrazeno na obr. 6, 8 a 9. Metabolity jsou rozd¢leny na skupiny aktivni CK (baze (B) a
ribosidy (R)), zasobni CK (O-glukosidy (OG), ribosid-O-glukosidy (ROG), N-glukosidy
(NG)) a posledni skupinu tvoii nukleotidy (NT).
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Obr. 7: Hladiny iPR5"MP detekované u semenacku A. thaliana péstovanych za riznych svételnych podminek

Nukleotidy, kam se fadi monofosfaty, jsou povazovany za biosyntetické CK (Spichal, 2012).
U rostlin péstovanych za tmy byla pouze prvni den detekovana hladina cZR5 'MP, ktera
dosahovala hodnoty 17,21 pmol/g FW. Oproti tomu iPR5S'MP (Obr. 7) se V rostlinach
nevyskytoval viibec, coZ znamena, ze rostlina nezahgjila novou biosyntetickou drahu.

Hodnoty téchto nukleotidii podporuji hypotézu popsanou diive, ze rostliny nebyly prvni den
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sbéru adaptovany na zménu svételnych podminek. Podobnych vysledkd, které podporuji tuto
hypotézu o adaptaci, bylo dosazeno i u Cermanové (2020).

U semenacku péstovanych ve tmé se vyskytovaly zejména zasobni CK, které se
pohybovaly v rozmezi 51,71 — 78,06 pmol/g FW. Zasobni CK zde pfedstavuji O-glukosidy
(Obr. 10) a N-glukosidy (Obr. 11), s vyraznou ptevahou N-glukosidd. Oproti tomu aktivni
CK se u tmy vyskytovaly s konstantni, ale nizkou koncentracni hladinou, v priméru jen
5,73 pmol/g FW. Tyto hodnoty naznacuji vliv svétla na biosyntézu CK. Rostlina péstovana
ve tmé neziskava energii a nesyntetizuje nové CK, misto toho tvofi pfevazné zasobni formy

CK (Janeckova et al., 2018).
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Obr. 8: Hladiny CK aktivnich (B, R), zasobnich (OG, ROG, NG) forem a nukleotidii v semenaccich A. thaliana

péstovanych za nizké intenzity (10 umol.st.m?)

V piipadé nizké intenzity svétla (obr. 8) byly jiz detekovany vyssi hodnoty aktivnich CK nez
u tmy. Tyto hladiny se pohybovaly v priméru kolem 10,22 pmol/g FW. Také byly naméfeny
hladiny nukleotidi, které se pohybovaly v rozmezi od 5,58 — 32,44 pmol/g FW, kdy nejvyssi
hodnoty byla opét naméfena prvni den sbéru. Stanovené hodnoty jsou nizsi nez hodnoty
U kontrolnich semenackt (Obr. 9). Na zaklad¢ téchto hladin je mozné usoudit, Ze rostlina ma
za nizké intenzity svétla sice snizenou aktivitu, ale piesto je schopna syntetizovat nové CK.

Nejvyssich koncentra¢nich hladin bylo opét dosazeno u zasobnich CK, u nichz prvni
den sbéru byla naméfena hodnota 79,63 pmol/g FW. Druhy den doslo k vyraznému poklesu

jejich hladin témét na polovinu, 38,83 pmol/g FW, a od tfetiho dne dochéazelo opét
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k naslednému zpétnému nardstu. Podobny pribéh byl detekovan jak u O-glukosidi (Obr.
10), tak i u N-glukosidt (Obr. 11).
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Obr. 9: Hladiny CK aktivnich (B, R), zasobnich (OG, ROG, NG) forem a nukleotida Vv

kontrolnich semenacécich A. thaliana

U kontrolnich semenackti se hladiny aktivnich CK pohybovaly Vrozmezi od
11,97 — 25 pmol/g FW. CK nukleotidy se vykytovaly téméf na stalé koncentrac¢ni hladiné
s pramérnou hodnotou kolem 25,77 pmol/g FW a zasobni CK se pohybovaly od
48,37 — 76,94 pmol/g FW. Porovnani hladiny O-glukosidi a N-glukosidii je znazornéno
vobr.10a 11.
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svételnych podminek

N-glukosidy
z
o S
: B B
1. den 2.den 3.den 4. den

Den sbéru

B Tma 0ONizka intenzita OKontrola

Obr. 11: Hladiny N-glukosidi (N7G, N9G) detekované u semenackd A. thaliana péstovanych za riznych

svételnych podminek

Mezi zasobni CK patii reverzibilni O-glukosidy, které mohou byt pomoci S-glukosidazy
preménény zpét na aktivni formy, a N-glukosidy, které jsou ireverzibilni formou (Spichal,
2012). U semenacki péstovanych za tmy doslo k vyraznému narustu hladin O-glukosida
béhem tietiho dne z hladiny kolem 5 pmol/g FW na hladinu + 13 pmol/g FW. Oproti tomu
hladiny N-glukosidi se pohybovaly primérné kolem 57,95 pmol/g FW a nevykazovaly az
tak vyrazny narust.
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U vsech tii podminek se hladiny O-glukosidii pohybovaly v hodnotach do 13 pmol/g
FW, oproti tomu hodnoty N-glukosidi byly vyrazné vyssi. Nejvétsi podil u N-glukosidi
tvotily N’-glukosidy, které se pohybovaly v desitkach pmol/g FW, nebot’ pozice N’ je
prioritni pozice v procesu glykosylace (Hou et al., 2004; Mok & Mok, 2001). Na druhou
stranu, N°-glukosidy se pohybovaly pouze v jednotkach pmol/g FW.
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5 Diskuse

Ve vyse uvedenych vysledcich jsou zobrazeny rozdily v endogennich hladinach CK u rostlin
péstovanych za ruznych svételnych podminek. U kontrolnich semenacki a u semenacku
pestovanych pii nizké intenzité svétla se nejvice vyskytuji CK iP-typu, diky ¢emuz je mozné
usuzovat, ze je zde funkéni biosyntéza (JaneCkova, 2017). Oproti tomu u semenackl
péstovanych za tmy doslo k nartistu cZ-typu. Tento typ CK nejspiSe hraje vyznamnou roli
pii udrZeni bazalni aktivity rostliny (Gajdosova et al., 2011).

U tmy a nizké intenzity svétla doslo k poklesu aktivnich CK a nukleotidi oproti
kontrole. Ve tmé se nukleotidy krom¢ prvniho dne nevyskytovaly. Oproti tomu jsou zvySené
hladiny zasobnich CK, z ¢ehoz Ize vyvodit, Ze za snizeného nebo zadného svétla prevliada
inaktivace a degradace nad biosyntézou (Janeckova et al., 2018).

Pfi méfeni v pribchu dnil byly u tmy 1 nizké intenzity prvni den detekovany zvysené
hladiny CK a druhy den doslo k jejich vyraznému poklesu. Tento pribéh dava podnét
K hypotéze, Ze rostliny prvni den nebyly zcela zadaptovany na zménu svételnych podminek

a metabolizovaly se jesté podle podminek ptivodnich.
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6 Zavér

Cilem bakaléiské prace bylo stanoveni endogennich hladin cytokininli v semenaccich
A. thaliana péstovanych za riznych podminek intenzity svétla. Pro jejich purifikaci byla
pouzita miniaturizaéni metoda Stagetip, ktera je levnou a ucinnou metodou zajistujici
analyzu z miligramového mnozstvi rostlinného materialu. Cytokininy byly poté detekovany
pomoci metody UHPLC-MS/MS.

Rostliny se setkdvaji se zménami intenzity svétla bézné v pribéhu celého Zivota.
Svétlo je podstatnym faktorem pro jejich rust a vyvoj. Pii sledovani vlivu svétla na hladiny
cytokininl je patrné, ze pii jeho snizeni nebo uplné absenci dochézi také ke snizeni
cytokininovych hladin a ke zméné poméri mezi metabolity. Vyznamny nartst cZ-typu
u rostlin péstovanych ve tmé ukazuje, Ze tento typ cytokinind je dilezitym typem pro
udrzovani zivotaschopnosti rostliny béhem poklesu intenzity svétla. Zarovein bylo zjisténo,
Ze cytokininova biosyntéza a metabolismus jsou vyznamné ovliviiovany svételnymi
podminkami, ve kterych rostlina roste.

Cytokininy jsou vyznamnou skupinou rostlinnych hormond, které zajist'uji v rostliné
mnozstvi procesl a maji nezastupitelny vyznam. V souc€asnosti probihd mnozstvi vyzkumi
objasnujicich jejich strukturu, metabolismus, funkce, interakce s dalSimi latkami a reakce na
vnéjsi vlivy. Tyto informace je mozné dale vyuzit v fadé védnich obort. | pfes veskery
vyzkum je stale fada poznatkd, které nebyly jesté zcela prozkoumany. Tato bakalatska prace

by tak mohla byt napomocna k dalsimu studovani interakci mezi svétlem a cytokininy.
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