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Metodika

Prace se zaméfi na posledni poznatky tykajici se biosyntézy a metabolismu cytokinin( a fyziologicke pro-
cesy, které v rostliné ovlivauji, véetné analytickych metod, které se pouzivaji pro stanoveni obsahu fyto-
hormond (Li a kol., 2000&#42236; Walters a McRoberts, 2006). Obecna ast se také bude vénovat rozboru
méné znamé schopnosti cytokinind naopak urychlit senescenci v souvislosti se zménou vnéjsich podmi-
nek, zejména prudkého navyseni svételného zareni a také jejich roli pfi ochrané napadené rostliny nebo
stresu (Vomacka a Pospisilova, 2003). Podstatnou ¢ast prace bude tvofit analyza vztahu rostlina x patogen
v souvislosti s produkci sledovaného fytohormonu, identifikace hmyzich patogen( a hlistic a miru jejich
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pripadech zodpovédna za produkci cytokininu (Erb a kol., 2012). Zavér bude vénovan praktickému vyuziti
cytokinin( v boji proti rostlinnym patogendm (Giron a kol., 2013).
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Abstrakt

Bakalatska prace se zabyva jednotlivymi fytohormony, jejich pisobenim na rostlinna pletiva,

jejich interakcim a vztahem vybranych fytohormonti, v tomto ptipad¢ cytokinint, k patogentim.

Prvni Cast bakalaiské prace je vénovana jednotlivym fytohormontim. Je zde shrnut jejich
vyznam v rostlinach, v nékterych ptipadech i jejich historie. Kratce je pozornost vénovana také

zpuisobu stanoveni cytokinint analytickymi metodami.

Dalsi ¢ast je vénovana pouze cytokininum, jejich syntéze i degradaci. Zvlastni pozornost je

vénovana senescenci rostliny, a zvlasté pak ulohy, jakou v tomto procesu cytokininy maji.

Duraz je ovSem kladen na ulohu téchto fytohormonu Vv interakci mezi rostlinnymi Skadci a
rostlinami. Prace se zabyva nejen moznosti, ze jsou rostlinni $ktidci schopni cytokininy

syntetizovat, ale také se zabyva, jakymi zplsoby a s jakym zamérem jsou pouZzity.

Prace se také zabyva moznym vyuzitim cytokininti v jednotlivych oblastech lidskych ¢innosti,

jako je zeméd¢lstvi ¢i zdravotnictvi.

Z&vér je pak vénovan shrnuti vSech ziskanych poznatki z jednotlivych studii.

Kli¢ova slova:

Fytohormony, cytokininy, senescence, rostlinni $kudci.



Abstract

Bachelor thesis deals with individual phytohormones, their effects on plant tissues, their

interactions and relation of selected phytohormones, in this case cytokinins, to pathogens.

The first part of the bachelor thesis is devoted to individual phytohormones. Their significance
in plants, in some cases their history, is summarized. There is a summary of the method for the

determination of cytokinins using analytical methods.

The cytokinins issue their synthesis and degradation is deeply discussed. Particular attention is
paid to senescence of the plants and the role of cytokinins in this process.
However, the main attention is focused on the role of these phytohormones in the interaction
between phytopathogens and plants and which part of the relationship is responsible for

cytokinin production.

In conclusion the main remarks from literature search are highlighted as well as possible use of

cytokinins in agriculture or health care.

Keywords:

Phytohormones, cytokinins, senescence, phytopathogens



Seznam pouzitych zkratek

AMK aminokyselina

ACC 1-aminocyklopropan-1-karboxylovéa kyselina
ATP adenosintrifosfat

BA 6-benzyladenin

BAP 6-benzylaminopurin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CE kapilarni elektroforéza

DHZ dihydrozeatin

DNA deoxyribonukleova kyselina

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
GC plynova chromatografie
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UHPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie
IAA kyselina idolyl-3-octova

IBA indol-3-méselna kyselina

iP NO-(A2-izopentyl)adenin

iPA izopentenyladenosin

MS hmotnostni spektrometr

LC kapalinova chromatografie

LHK histidin kindza

mT meta-topolin

MtCREI cytokininova odezva

oT orto-topolin

PAA kyselina fenyloctova

PGP fosfoglykoproteiny

PIN PIN-FORMED proteiny

pT para-topolin

pyratin 6-(furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)-purin
RNA ribonukleova kyselina

ROS reaktivni formy kysliku

SPE extrakce tuhou fazi

STH ristovy hormon

T-DNA transferova deoxyribonukleova kyselina
t-RNA transferova ribonukleova kyselina

tRNA-IPT tRNA-izopentyltransferaza
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1. Uvod

Hormony jsou nesmirné dilezité chemické slouceniny pro kazdy mnohobunéény organismus.
Slouzi k ptenosu informaci mezi jednotlivymi buiikami. Stejn¢ tomu je 1 u fytohormonu
rostliny. Ty hraji v zivoté rostliny zdsadni vyznam nejen v komunikaci, ale také v mnoha

dalsich aspektech, jako je naptiklad ochrana, vyziva a mnoho dal$ich.

Té&chto fytohormont se viak naudila vyuZivat cela fada patogent. Skadci skrze fytohormony
nuti rostlinu Kk jejich vyzive, a dokonce se jimi ochranuji pied obranou rostliny. Jakymi zptisoby
tak ¢ini, nebylo dosud zcela objasnéno.

Dalsi zahadou je souziti rostlinnych skiidct bakterie/hmyz. Jak jsou v tomto vztahu cytokininy

vytvafeny, zda se na syntéze podili i hmyz a do jaké miry tak ¢ini, je stale predmétem studie.

2. Cile prace
Bakalarska prace se zabyva shrnutim informaci ziskané z jednotlivych vyzkumu cytokinind.
Jejich vyuzitim nejen rostlinami, ale prevazné jejich patogeny. Cilem tedy je:

e Popis jednotlivych fytohormont rostliny a jejich funkci.

e Popis ulohy cytokininl v procesu senescence.

e Detailni analyza vyuzivani cytokinind rostlinnymi $kudci.

e Vyuziti poznatki v praxi.

3. Fytohormony
3.1 Historie

Pocatek zemédé@lstvi zcela zménil raz lidského spolecenstvi. Zacaly se vytvaret zemédélske
plochy, které ukotvily nase pfedky na jednom misté. Jak se zemédélstvi postupné rozvijelo,
vytvately se nové odridy plodin, lidé Gcelné piinaseli exotické druhy do novych oblasti a tim
utvareli zcela novy raz krajiny. S piibyvajicim poctem lidi, se zemédé€lci snazili o zvySeni

vynosu plodin. A tak vzrostl zajem o vytvoieni dokonalejsich, zdravéjsich a odolnéjsich odrud.

Zpocatku se véfilo, ze rast rostlin je ovlivnén vyzivou rostliny. J. von Sachs (1832-1897) ovsem

vyslovil domnénku, Ze rostliny, a¢ u nich samoziejmé vyziva hraje klicovou roli, jsou fizeny a



ovlivitovany chemickymi signaly a Ze za pomoci téchto chemickych signalit mohou jednotlivé

orgény rostliny mezi sebou komunikovat.

Tato myslenka vSak byla rozvinuta az profesorem R. Dostalem (1885-1973) a to za pomoci
fady morfologickych pokust (Prochazka et al. 1998). Jednim z pokusi byla i metoda, kdy se
kli¢ici rostliné hrachu odiizl kus vrchni ¢asti lodyhy a jedné z déloh. Vzniknuvsi pupen
nasledné rostl pouze v uzlabi chybéjici délohy, protoze mél zredukovanou vyzivu. Diky témto
pokustim, se v nasledujicich né€kolika letech nahromadilo mnoho informaci o latkach, které
ziskali obecny nazev; rustové regulatory. To byl vyznamny objev z hlediska hormond, protoze
pfevazna ¢ast téchto ristovych regulatord tvoii fytohormony (Prochdzka et al. 1998). Jak
postupné vyzkum pokracoval, ziskavali se dal$i informace a byla zkoumana i historie téchto
pro rostlinu nezbytnych chemickych latek. Z vyzkumu se usuzuje, Ze se rostlinné hormony
objevily kdysi davno u mensich forem Zzivota. Pfedpoklada se, ze tyto primitivni organismy

nemély pro fytohormony zadné vyuziti. Ztejmeé tyto latky vylucovaly do svého prostiedi, jako

vvvvvv

vvvvvv

primitivnich, rostlin. A tak doslo k evoluénimu vzniku mechanismi pro ptenos potiebnych
informaci a slozit&jsi systém reakci na vnéjsi podnéty. Evoluce pak nesahla po ni¢em jiném,
neZ po nepotiebnych a doposud nevyuzivanych fytohormonech (Psota et Sebanek, 1999).

S nastupem dokonalej$i ochrany rostliny, opét se opirajici o fytohormony, se vyvijely i
dnes primitivni organismy, na rozdil od téch pradavnych, nalezly vyuziti fytohormont, a to

pravé k vytvofeni parazitického vztahu s vys§imi rostlinami (Psota et Sebanek, 1999).

3.2 Zakladni pojmy
ProtozZe se jedna o velmi staré chemické slou¢eniny, jsou fytohormony nizkomolekularni latky,
které slouzi hlavné ke komunikaci. Tato komunikace probiha po celou dobu Zivota rostliny.
Fytohormony se v rostlinnych pletivech nachazeji v koncentracich mikromolech aZz

femtomolech na gram cerstvého rostlinného materialu.

Neni to vSak jen komunikace. Podileji se také na celé fad€ pro rostlinu dalezitych €innosti.
Reguluji rist v jednotlivych ¢astech rostliny, a to od kofent po terminalni vrchol. Rovnéz se

podileji na samotném vyvoji rostliny (Podlesakova et al., 2012).



Je mylné se domnivat, Ze rostlinné hormonalni chemické slouc¢eniny se funk¢nosti a syntézou
nikterak nelidi od Zivo&isnych. Zivo&isné hormony jsou velmi specifické, a i jejich tvorba
probiha na ur¢enych mistech. Piikladem takoveho mista je kuptikladu adenohypofyza, zlaza
s vnitini sekreci, ktera je schopna syntetizovat, mimo jiné, i rustovy hormon (STH). Naproti
tomu rostlina syntetizuje fytohomony na vicero mistech. Jeden druh fytohormonu tak neni
odkazany jen na jeden dany organ a v piipadé odstranéni urcité ¢asti rostliny tak nedochazi
k nedostatku téchto chemickych latek. Cytokininy jsou na ptiklad pfevazné syntetizovany
Vv kotenech, ale také mohou byt syntetizovany v mensi mite i v ostatnich ¢astech rostliny (Psota
et Sebanek, 1999). Divodem je mozna potfeba ochrany pied ztratou tak Zivotné dileZitych
fytohormontl, ostatné senescence rostlin by se v takovém ptipadé stala ziejmé nesmirné
problematickym procesem (Prochéazka et al. 1998). Takto je syntéza fytohormont odkazana

pouze na specializované buiiky, které se nachazeji viude v rostling (Psota et Sebanek, 1999).

Dal$im zajimavym rozdilem mezi fytohormony a Zivo€iSnymi hormony je ve funkénosti.
Zivogisné hormony jsou vyrazné specifické a jen uréité procesy jsou ovlivnény vicero moznymi
zpusoby. Nicméné hormony jako takové tidi vzdy jen jednu ¢innost, a¢ mnohdy zavislou na
jiné ¢innosti. Fytohormony tuto specifi¢nost nemaji (Prochéazka et al. 1998). Prikladem by opét
mohl byt STH, ktery ovliviiuje rlst Zivo€ichil. Jiné vyuZiti tento hormon nema. Oproti tomu
cytokinin zeatin ma hned n¢kolik funkci, jako je naptiklad senescence, kontrola bunééného

déleni a dalsi.

Fytohormony jsou schopny ovlivnit vicero casto velmi odlisnych biochemickych a
morfologickych procesti (Psota et Sebanek, 1999). Jeden konkrétni fytohormon se miize podilet
na fizeni i tfeba péti Cinnosti. Také nepiisobi samostatné. Jeden proces miiZze ovliviiovat n€kolik
druhti fytohormonil, ¢imz se opé€t sniZi nebezpeci zastaveni procesu vlivem nedostatku jednoho
konkrétniho fytohormonu (Podlesakova et al., 2012). O vysledném efektu tedy nakonec
rozhodne vzajemna koncentrace dvou ¢i vice fytohormont nezli koncentrace jednoho
samotného hormonu. Piiklad mlZe byt dormance semen, kterd je ovlivnéna vzdjemnym

pomérem giberelind a kyseliny abscisové.

Nepiijemnou vlastnosti pro vyzkum je, Ze mechanismus G¢inku rostlinnych fytohormont mtize
na rizné typy bun¢k reagovat zcela odlisné. Praveé rozmanitost fungovani fytohormont a jejich

zcela odlisné reakce na riizné typy bunék velmi znesnadiiuje jejich celkové pochopeni. I pies



to vSechno je ovSem mechanismus ucinku velmi blizky pisobeni zivociSnych hormont

(Prochézka et al. 1998).

Fytohormont je cela fada. Samotné endogenni fytohormony s regula¢ni aktivitou rozdélujeme

na pét zakladnich skupin.:

e Cytokininy
e Auxiny
e Gibereliny

e Kyselina abscisova

e Ethylen

Rostliny jsou také ovlivnény latkami, které maji regulacni funkce. Ptikladem je napftiklad

kyselina salicylova, kyselina jasmonova a dalsi.

(Dvotakova, 2015; Creelman et Muller, 1997; Prochazka et al. 1998).

3.3 Cytokininy
Zajem o tento druh fytohormont v poslednich letech zna¢né narostl, obzvlasté v kosmetickém
pramyslu. V rostlinnych pletivech se tento druh fytohormond vyskytuje ve velmi nizkych
koncentracich (az femtomolech), coz je jeden z divod, pro¢ objev cytokinint trval tak dlouho.
RovnéZ tato mira koncentrace zplsobuje nemalé problémy pii zkouméni cytokinind
v rostlinach (Dolezal et Strnad, 2017). | pfes nesnaze, byl tento druh fytohormont

identifikovan v téméf vSech znamych organismech (Spichal, 2012).

3.3.1 Historie
Objeveni cytokininu bylo pomérné narocné.
Prvni teorie vedouci k objevu cytokininu, vznikla roku 1882. Jednalo se o teorii buné¢ného
déleni, kdy by m¢l byt tento proces vyvolan jakymsi vnitinim Cinitelem. Co je vSak timto
Cinitelem a jak tato stimulace probiha, zistalo zahadou. Dalsi posun nastal v roce 1913 (Psota

et Sebanek, 1999), ale chemicka struktura spoustéci latky, nebo vibec zpiisob, jak probiha
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komunikace, byla stale neobjasnéna a ¢ekala na své objeveni. Roku 1913 se povedlo izolovat
latky z 1ykového pletiva. Kdyz poté byly tyto latky zkoumany, zjistilo se, Ze vyvolavaji bunééné
déleni v parenchymatickych pletivech. To vSak bylo vSe, co za tehdejSich podminek mohli
védci zjistit. Byl to az rok 1955, kdy byl objeven prvni cytokinin (Psota et Sebanek, 1999).
Tento objev byl nesmirné kli¢ovy pro védeckou biologickou obec. Diivodem nebyla zahada
buné¢ného déleni, diivodem byla potieba vyzkumu tkanovych kultur (metoda zkoumajici
bunécné kultury na mikrobialni urovni v prostfedi in vitro). Tkanové kultury byly totiz na
objevu cytokininu nesmirné zavislé, protoze butiky jednotlivych ¢asti rostlin se mohou d¢lit jen

za pritomnosti cytokininu. Proto byl objev cytokininii tak pfevratny.

Je zajimavé, Ze prvné objeveny cytokinin, nebyl izolovan z rostlinného pletiva. Tento objev
pochéazel z zivo¢isného vzorku, konkrétné ze spermii sledé. Timto cytokininem se stal kinetin.

Jeho ptesny chemicky nazev zni: 6-furfurylaminopurin, nebo také 6-furfuryladenin.

Kinetin se povedlo ziskat z nejbohatSiho zdroje na cytokininy, a to z autoklavované
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (Prochéazka et al. 1998). Ovsem to, zda se tento cytokinin
prirozené vyskytuje v rostlinach, nedokazal urcit zadny vysoce diimyslny analyticky pfistroj ¢i
metoda té doby. A z tohoto diivodu je za prvni objeveny endogenni cytokinin povazovan zeatin.
Ten byl objeven v nezralém endospermu kukutice az v roce 1973 (Prochéazka et al. 1998). Jedna
se 0 aromaticky cytokinin. Tento druh cytokinint byl dlouhy ¢as mylné povazovan za
sporadické slouceniny, které se vyskytuji jen v nékterych rostlinnych druzich (Dolezal et

Strnad, 2017).

Jak dochézelo k dalsim vyzkumtim, objevovaly se dalsi a dalsi cytokininy, které vzbuzovaly
zajem veédci. Kuptikladu v kulturdch in vitro byly spolu s kinetinem vyuzivany i dalsi pozd&ji
objevené cytokininy. Bud® se v kulturach vyuzival 6-benzyladenin (BA) nebo 6-
benzylaminopurin (BAP). BA a BAP byly po dlouhé roky povaZzovany za syntetické
cytokininy. To platilo az do roku 1972. V tomto roce totiz doslo k objevu o-hydroxy-
benzyladenin v listech topolu (Dolezal et Strnad, 2017). Tento nove objeveny cytokinin nem¢l
nijak vysokou aktivitu, proto tomuto objevu nebyla vénovana velka pozornost, ale povedlo se
diky nému prokazat, Zze aromatické cytokininy se v rostlinach pfirozené vyskytuji (Prochazka
et al. 1998). Tim se zcela zménil pohled na tyto fytohormony. Objev BAP Vv rostlinach jasné
naznacil, a pozdéji také prokdzal, ze aromatické cytokininy jsou daleko vyznamnéjsi a mezi
rostlinami rozsitenéjsi, nez se do té doby véfilo. Dalsi analogické struktury BAP prokazaly

vysokou biologickou aktivitu, ale nanesStésti to jiz byly latky pouze syntetické (Dolezal et



Strnad, 2017). Pravé potvrzeni o dulezitosti aromatickych cytokinini piinesl rok 1973, kdy R.
Horgan poprvé ziskal z listi topolu kanadského (Populus x robusta, dnes pojmenovan jako
Populus x canadensis) aromaticky cytokinin. Ten byl identifikovan jako 6-(2-
hydroxybenzylamino)-9-p-D-ribofuranosylpurin. Spolu stimto cytokininem byl objeven i
druhy, jenz byl identifikovan jako 2-methylthioglukosuranosylvovy derivat. Ten byl objeven

v plodech kornoutice africké (Zantedeschia aethiopica) (Dolezal et Strnad, 2017).

3.3.2 Druhy

Cytokininy jsou druhem fytohormond, které jsou odvozené od chemické slouceniny purinu.
Neni to vSak pravidlem. Mezi cytokininy jsou také fazeny chemické latky, které nemaji
purinovy zaklad ve své chemické struktufe, presto maji podobné vlastnosti jako cytokininy
(Psota et Sebanek, 1999). Do dnesnich dnt bylo objeveno vice nez 30 druhi endogennich
cytokinind. VSechny tyto endogenni cytokininy rostlin, vychazi strukturné z adeninu, ktery je
substituovan na aminokyselindich (AMK) v poloze 6. Pravé tato chemicka konfigurace je
podminkou pro bunéénou aktivitu, ktera je pro rostlinu nezbytnd. Nejvyssi aktivita vSak byla
zaznamenana u cytokinini, které maji izoprenoidni fetézec a dvojnou vazbu (Prochézka et al.
1998). N substituované derivaty adeninu, tedy pfirozené se vyskytujici cytokininy, mizeme
podle substituentu R? rozdélit na izoprenoidni cytokininy a aromatické cytokininy
(Podlesakova et al., 2012).

Mezi izoprenoidni cytokininy fadime N°-(A%-izopentyl)adenin (iP), dihydrozeatin (DHZ) a
zeatin. PfiGemz zeatin je ve své chemické strukture hydroxylovany iP, a to bud’ v pozici cis
nebo trans (Podlesakova et al., 2012). Mezi aromatické cytokininy nasledné fadime BA, BAP,
orto-topolin (0T), meta-topolin (mT) a para-topolin (pT) a jejich metabolity (Dolezal et Strnad,
2017).

Cytokininy, které maji ribdzu v poloze N-9 jsou nazyvany ribozidy a vazba kyseliny fosfore¢né

V poloze 5 na ribozu vytvaii ribotidy (Prochazka et al. 1998).
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Obrézek 1: Chemicky vzorec cytokinini navazanych v poloze N6 na adeninu (ChemSketch,
2017): a) Kkinetin; b) zeatin; c) 6-benzyladenin (BA), d) m-topolin.

Nezanedbatelné jsou také latky nazyvané anticytokininy. Ty jsou, jak je jiz patrné z jejich
nazvu, latky, které funguji jako blokatory funkci cytokinind. Anticytokininy jsou vyuzivany
hlavn& k porozuméni mechanismu t&inku jednotlivych jiz zminénych fytohormonti. Radi se
sem mnoho latek, nejéastéji se vSak jedna o pyrolové a pyrazolové derivaty s modifikovanym

postrannim fetézcem (Prochéazka et al. 1998).

3.3.3 Vyznam
V rostlinach plni jednotlivé cytokininy celou fadu funkci. Jak bylo jiZ zminéno dfive, nelze tyto
funkce pfic¢ist jen jim samotnym, ale na jednotlivych procesech se podili vice fytohormonti,

které pomahaji udrzovat tyto funkce ve (pro rostliny) spravné ¢innosti.
Konkrétné se cytokininy podileji na:

e Iniciace bunécného dé€leni

e Kontrola bunétného déleni

e Pienos zivin

e Starnuti rostlinnych pletiv



e Apikalni dormance
e Koordinace vyvoje kofent
e Klic¢eni semen
e Tvorba laterdlnich pupenti
e Determinace kveteni
e Tvorba ploda
e Expanze délozniho listu
(Taiz et Zeiger, 2010; Prasilova, 2016; Street et al. 2016; Dolezal et Strnad, 2017).

Zvlasté pii bunécném déleni a diferenciaci bunék je rostlina odkazéna na interakci mezi
cytokininy a auxiny (Dolezal et Strnad, 2017). Auxin se také podili na koordinaci vyvoje kotent

(Street et al. 2016). Takovéto interakce jsou ov§em mezi fytohormony zcela bézné.

3.3.4 Stanoveni cytokinini
Aby bylo mozZno cytokininy stanovit, je tieba tyto chemické latky nejprve extrahovat, k ¢emuz
se vyuzivaji rostlinna pletiva. Pfesto se nejedna o nijak vysoké koncentrace. I ta nejdokonale;jsi
extrakce pomuze ziskat cytokininy o koncentracich v pikomolech az femtomolech na jeden
gram 7ivé hmoty rostliny (DoleZal et Strnad, 2017). Tyto velmi nizké koncentrace délaji
z cytokininl velmi §patné stanovitelné chemické latky. DalSim diivodem této nesnadnosti je, Ze
Vv rostliné se nachazeji chemické slouéeniny, které maji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti

jako cytokininy (Podlesakova et al., 2012).

Pii prvnich pokusech stanovovat cytokininy v takto malych koncentraci se vyuZivalo
imunochemickych metod. Od druhé poloviny 90. let se pokrok ve stanoveni posunul s vyuzitim
hmotnostnich spektrometri (MS). Tyto MS byly objeveny jiz diive, bohuZel nemély potiebnou
citlivost pro stanoveni takto nizkych koncentraci. Teprve se zlepSenim citlivosti mohly byt
v tomto sméru pouzity. Diky tomu zacaly vznikat prvni citlivé instrumentalni metody ke
stanoveni nizko-koncentrac¢nich (az femtomol) rostlinnych cytokinint, ale ani tato citlivost
nebyla dostate¢ni. Ke stanoveni v téchto starSich typech MS bylo potteba vyuZzit az 10 g
¢erstvého rostlinneho materidlu. Postupné dochazelo ke zlepSovani technologii a tim i zvyseni
citlivosti analytickych metod. To snizilo spotiebu rostlinného materiédlu, ze kterého byly

cytokininy extrahovany. Dnes je koncentrace stroji slouzici k analytickym metodam posunuta
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az na buné¢nou uroven (za ptiznivych podminek jsou nékteré stroje schopny analyzovat latky
o latkovém mnozstvi 102'mol nebo hmotnosti 10%°g) (Dolezal et Strnad, 2017), coZz
pochopitelné velmi zlep$ilo moznosti stanoveni takovych latek s nizkou koncentraci, jako jsou

rostlinné fytohormony.

Jak v8ak bylo zminéno na za¢atku, jakkoli citliva analyticka metoda za¢ina nezbytnou extrakci.
| tato metoda méla jisty vyvoj. Nejcastéji se pouzivala extrakéni smés podle Bieleského. Ta je
vytvoiena z methanolu, chloroformu, kyseliny mravenci a samoziejmeé vody. Tyto substance se
misili v poméru 15:5:1:2. Je zifejmé, Ze nevyhodnou slozkou této extrakéni smési, je
chloroform. Ten mimo jiné zvySuje extrakci lipofilnich molekul a ty mohou pak nésledné
zkomplikovat cely proces ¢isténi. Samoziejmé méa chloroform dalsi neptiznivé vlastnosti, kvili
kterym se zacCala hledat nova extrakéni smés. Z téchto diivodii se postupné zacina prechdzet na
novou extrakéni smés, kterd obsahuje methanol, kyselinu mravenci a vodu, a to v poméru
15:1:4. Jak je patrné, tato smés obsahuje stejné chemické latky jako smés podle Bieleského, jen
neobsahuje chloroform a chemické slou¢eniny jsou v jiném poméru (Podlesakova et al., 2012).
Extrakci vSak cely proces teprve zacina. Ziskana smés totiz neobsahuje jen cytokininy, ale i
mnozstvi dalSich nezddoucich latek. Bylo tedy tfeba vymyslet metodu, kterou by bylo mozné
separovat cytokininy od ostatnich latek. Tou se stala extrakce tuhou fazi (SPE). Metoda SPE
vyuziva nepolarni sorbenty, iontoméni¢e nebo smésné sorbenty, které maji vlastnosti jak
nepolarnich sorbenti, tak iontoménici. Je proto tieba znat chemické vlastnosti latky, ktera ma
byt koneénym produktem. Metoda SPE je totiz zalozena na selektivni absorpci nezadoucich

latek a nasledné eluci pozadovaného analytu.

Jakmile jsou cytokininy prociStény, miiZze se prejit na koncovou analyzu. Tato chemicka
analyza byla provadéna za pomoci plynového chromatografu (GC) spojeného s MS. Po né&jaké
dobé vSak byla tato kombinace nahrazena presnéjSim kapalinovym chromatografem (LC). Ten
byl opét zakonfen MS. Tyto metody byly sice G¢inné, ale pomémné pomalé a zdlouhavé.
Urychleni tak pfinesla az vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (UHPLC), kterou opét
doplnil nezbytny MS. Ale i UHPLC zacala v posledni dob¢ nahrazovat kapilarni elektroforéza
(CE). CE (Metoda zalozena na separaci latek za pomoci elektrického pole) opét dopliuje MS.
Tato analyticka metoda slouzi nejen ke stanoveni fyzikalné-chemickych konstant cytokinind,

ale také k jejich koncentraci v biologickém materialu (Podlesakova et al., 2012).

Chromatografie je analytickd metoda, pro niz je typické déleni slozek smési mezi mobilni a

stacionarni fazi. Smés, jez je urCena ke stanoveni, je rozpusténa v mobilni fazi. Tou je bud’



kapalina, nebo plyn. Odtud rozliSeni typu chromatografiec — LC, GC. Mobilni faze nese
rozpusténou smés pres stacionarni fazi. Rychlost, jakou jednotlivé slozky stanovované smési
kolonou prochdzeji, je rtiznd. Pravé ona rychlost pomahd urcit, jaké latky jsou ve smési
obsazeny. Hmotnostni spektrometr je iontové-optické zatizeni, které jednotlivé ionty rozliSuje
za pomoci poméru hmotnost/ndboj. VySe popsané metody jsou vhodné ke stanoveni

koncentraci, ov§em nelze jimi rozpoznat cytokininy.

K rozpoznédvani jednotlivych skupin cytokininti byl dlouhou dobu vyuzivan postup, ktery
vytvoril na Ceskoslovenské akademii véd M. Strnad. Ten vytvofil originalni imunodetekéni
postup. Jak nazev napovida je tato metoda zalozena na interakci antigen/protilatka (dnes je tato
metoda pouzivana tfeba v t€hotenskych testech). Kazda ztéchto protilatek byla vysoce
specificka pro jednotlivé derivaty BAP. Proto byl tento analyticky postup vysoce citlivy a bylo
diky nému mozné detekovat jednotlivé aromatické cytokininy. A to i pfesto, Ze se i1 tyto
cytokininy nachazeli v koncentracich na femtomolarni Grovni (Dolezal et Strnad, 2017).
Pozdé¢ji se vsak preslo na jednodussi, rychlejsi a neméné presnou analytickou imunodetekéni
metodu nesouci ndzev enzyme-linked immunosorbent assay. Tato metoda je spiSe znama pod
svou zkratkou ELISA.

Postupem ¢asu se vytvofila rychlejsi a daleko citlivéjsi metoda pro stanoveni a detekcei celého
spektra aromatickych cytokininti. Tato metoda sestava z kombinace ELISA a UHPLC. Pravé
tato jedine¢na kombinace dvou vysoce citlivych metod dopomohla k objevu hydroxyderivata
BAP, které byly pojmenovéany jako topoliny (Dolezal et Strnad, 2017).

3.4 Auxiny

3.4.1 Druhy
Tyto fytohormony jsou rozdélovany jako pfirozené a syntetické. Stejné jako cytokininy, nebyly
auxiny objeveny, jen rostlinach. Vykytuji se také v bakteriich a fasach (Prochazka et al. 1998).
Mezi ptirodni auxiny patii kyselina fenyloctova (PAA) a kyselina idolyl-3-octova (IAA) (Erb
et al., 2012). PAA ma ovSem daleko niz$i ucinky nez IAA, ptestoze se v rostlinach vyskytuje
v daleko vysSich koncentracich. Nejvice PAA lze nalézt v plodech ovocnych stromu
(Prochazka et al. 1998).

Syntetickych auxinti je celéd fada, a tak bylo nutné je dale rozdé€lit do n€kolika skupin. Syntetické

auxiny proto délime na:
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e Naftalenove kyseliny

e Chlorfenolové kyseliny

e Benzooveé kyseliny

e Derivaty kyseliny pikolove

(Prochézka et al. 1998).

Stejné jako tomu bylo u aromatickych cytokinint, i zde nasledny vyzkum syntetickych auxini
odhalil, Ze né&které se v rostlinach pfirozené vyskytuji a hraji svou roli v chemicko-
fyziologickych procesech, které jsou pro rostlinu nezbytné. Mezi takové auxiny patii indol-3-
maselnd kyselina (IBA) a 4-chlor -1AA (Prochézka et al. 1998).
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Obrézek 2: Chemicky vzorec auxini (ChemSketch, 2017): a) kyselina idolyl-3-octova (1AA);
b)idol-3-maselna kyselina (IBA); c) 4-chlor-1AA; d) kyselina fenyloctova (PAA)

COOH

3.4.2 Historie
Auxiny jsou nejstar§imi objevenymi fytohormony viibec. Prvni nepiima zminka pochézi jiz od
Ch. Darwina z roku 1880. Ten ve svych studiich popsal jev, kdy posevnaty listek jednodélozni
rostliny, chranici prvotni vzrostny vrchol nazyvany koleoptile, se po odiiznuti nebo zakryti
vrcholu piestal ohybat za svétlem. Darwin tento pokus provedl na travé rodu chrastice

(Phalaris) (Psota et Sebanek, 1999). Oviem co jev zpisobuje a jak, Darwin neobjevil.
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Funkci auxint objevil az mezi lety 1926-1928 F. W. Weston (Prochéazka et al. 1998). Ten
k tomu opét pouzil koleoptile, tentokrat jeji vrchol, a agar (Psota et Sebanek, 1999). Pravé
z tohoto pokusu Weston prokazal, ze n¢jaka chemicka latka v rostliné dokaze prodlouzit rist
rostliny. Pravé odtud pozdé&ji ziskali auxiny sviij nazev. Auxin totiz fecky znamena prodluzovat
se. Ale stejn¢ jako v ptipadé¢ Darwina, ani Weston nebyl schopen nalézt strukturu ani jediného

auxinu.

Je zajimavé, Ze prvni auxin byl vyziskan z lidské moci. Jednalo se o auxin IAA a stalo se tak
roku 1931 (Psota et Sebanek, 1999). Je uvadén také rok 1933 (Prochéazka et al. 1998). Ale teprve
roku 1946 byl 1AA objeven v nezralé obilce kukufice. Tim se pozd&ji doslo k pravé povaze
auxinu a jejich vlastnosti v rostling. Nasledujici vyzkumy a pokusy prokazaly, ze se auxiny

vyskytuji i v dalsich vyssich rostlinach a rovnéz byly objeveny v bakteriich a fasach. Jednalo

auxiny byly postupné objevovany se zlepSujici se technologii analytickych metod. A tak

nasledné védci objevili IBA, 4-chlor-IAA a PAA.

3.4.3 Vyznam

Auxiny maji celou fadu vlastnosti. Zde jsou nékteré z nich:
e Stimulace prodluZovaciho ristu
e Bunécné déleni
e Diferenciace bunék
e Apikalni dominance
e Zakofenovani

e Morfologie nadzemni i podzemni ¢asti — rast jednotlivych ¢asti rostliny v ur¢itém tvaru.

(Prochazka et al. 1998; Erb et al., 2012).

3.4.4 Polarni transport
Auxiny jsou slabé organické kyseliny, které jsou ¢asteCné disociovany na bunécéné sténé a
v extracelularnim prostoru. Jejich transport probiha dvéma zcela odlisnymi mechanismy.
Nedisociované formy auxinl jsou schopny vyuzit mechanismu samostatného transportu do

plasmatické membrany. Tento transport probihd na dlouhé vzdélenosti a zajiStuji jej vodiva
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pletiva. Druhy mechanismus je ur¢en pro anionty a probihd za pomoci aktivnich nosici PIN-
FORMED (PIN). Jejich asymetricka lokalizace uruje smér toku auxint z buiky do bunky,

¢imz vytvaii flexibilni sit’ (Zazimalova et al., 2007).

Pin proteiny jsou odpovédné za polarni transport, kdy pomdhaji usmérnit tok auxini ze
vzrostlého vrcholu ke $picce kofene. Tam dochazi k obraceni sméru zpét nahoru. Za pomoci
tohoto toku pak rostlina ziskava ¢asové i prostorové informace, které ji pomahaji s fizenim

dalsiho vyvoje (Adamowski M., 2015).

Rovnéz jsou odpoveédné za spad auxint v rostling, ¢imz dochazi k intenzivnéjSimu ristu kofenti
na misté, kde se nachazi niz§i koncentrace tohoto druhu fytohormoni. U stonk je tento efekt
obréceny. Z ¢ehoz vypliva, ze auxiny maji na rust kofent inhibi¢ni efekt, kdyzto na nadzemni
¢asti maji naopak stimulacni efekt. Pfesto v obou pfipadech dochazi k ohybu rostliny, z ¢ehoz
vypliva, ze koten je fototropicky negativni (stdceni od svételného zdroje), nadzemni ¢asti jsou

pak fototropicky pozitivni (staCeni ke zdroji svétla) (Swarup et al, 2005).

IAA<IAA +H
pH=55
\ Difiize
\

Mitochondrie Q IAA—IAA +H

pH=7
Cytoplazma

Difaze “

auxiny
k Chloroplast
PINS I PINS

Obrazek 3: Schéma transportu ¢asteéné disociovanych auxini. Obrazek vytvoien v programu
malovani podle predlohy z (ZaZimalova et al., 2007).
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3.5 Ethylen
3.5.1 Historie

Ethylen byl objeven jiz roku 1901. Objevitelem se stal D. N. Neljubov a tento fytohormon se
povedlo izolovat ze svitiplynu. Teprve vSak ve tficatych letech byla tato chemicka slou¢enina

objevena v rostlin¢ a byla pfifazena k fytohormontim.

Kdyz v8ak doslo k objevu v rostlinach, znali védci jiz spoustu vlastnosti této chemické
slouceniny. Prilom ve zkoumani ethylenu v rostlinach a viibec nahlizeni na jeho funkce coby
fytohormonu, se stalo az s nastupem analytické metody GC. Ten umoznil studium ethylenu

Vv oblasti regulace rtstu a vyvoje rostliny (Prochazka et al. 1998).

3.5.2 Struktura
Ethylen ma celou fadu chemickych vlastnosti. Jedna se o nejjednodussi uhlovodik s dvojnou
vazbou, ktery je zapisovan jako CoHa. Je to nepolarni rozpoustédlo. Nositelem chemické
aktivity je dvojna vazba. Pravé diky tomu snadno ethylen oxiduje na ethylenoxid C2H4O, ten je
zndm také jako oxiran, na ethylenglykol C>HsO2 az na metanal CH20O, znaméjsi jako
formaldehyd. Ethylen je také schopen tvofit komplexy s té¢zkymi kovy. Obdobné vlastnosti ma

také propylen, ale je to mén¢ u¢inna chemicka slouc¢enina (Prochazka et al. 1998).

3.5.3 Fyziologické ucinky
Ethylen je jedinym fytohormonem, ktery se nachazi v rostlinach v plynné formé. V rostliné je
transportovan za pomoci prekurzoru 1-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny (ACC).
Z této latky se ethylen miiZze uvoliiovat a opét se na néj navazat, a to dle potieby rostliny.
Biologicky aktivni je ovSem ethylen pouze ve vazb& sreceptorem, jinak unika do
mezibunéénych prostor jako plyn a odtud priduchy opousti rostliny (Van de Poel et Van der
Straeten, 2014).

vvvvvv

vytvafi daleko vyssi koncentrace ethylenu. Ten nasledn¢ indikuje procesy zrani, také je dulezity
pii degradaci nejen Skrobu, ale také celuldzy a i pektind. Téz hraje urcitou roli pfi senescenci
(Prochazka et al. 1998). Ma vsak také vlastnost stresového hormonu. V okamziku jakékoli
stresové situace, rostlina navySuje tvorbu tohoto fytohormonu. Jedna se univerzalni reakci,

kterou spousti nadbytek vody, teplotni vykyvy, poranéni a celé dalsi fada dalsich situaci. Tvorba
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ethylenu v takovém piipadé z pravidla stoupa 20-60 minut od zapoceti jedné ze stresovych
situaci. Nadmérna produkce ethylenu vsak pietrvava rizné dlouho, maximalné v fadu hodin
(Prochézka et al. 1998). Ethylen je syntetizovan v celé rostliné a transportovan vodivymi

pletivy (xylémem).

3.6 Ostatni latky s regulacni funkci

Fytohormont je samoziejm¢é daleko vice. NaleZi sem také brassinosteroidy (Clouse et Sasse,
1998), polyaminy, oligosacharidy, kyselina abscisova (Morrison et al., 2015), strigolaktony
(Dvotakova et Vanek, 2015) dale kyselina jasmonova (Creelman et Muller, 1997), kyselina
salicylova (An et Mou, 2011) a dalsi fenolickeé latky (Prochazka et al. 1998).

Vsechny tyto hormony maji nezanedbatelnou funkci v rostlin€, podilejici se na vyvoji, rastu ¢i

obran¢ (Prochéazka et al. 1998).

3.6.1 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy jsou fytohormony, které Ize nalézt v pylu, semenech a mladych vegetativnich

organech rostliny.

Tento druh fytohormont se podili na riistu a vyvoji rostliny, bunééném délenti, etiolaci (vyvoj
rostliny bez pfistupu svétla. Rostlina je odkdzdna na zasobni latky) a dalSich nezbytnych
procesech (Clouse et Sasse, 1998). Tento druh fytohormonut také pomaha rostliné preckat
stresové situace, zpusobené jak abiotickymi, tak biotickymi €initeli. Naptiklad se podileji na
syntéze stresovych proteinti nebo na syntéze superoxiddismutazy, ktera pomaha odstranovat

nebezpecné kyslikové radikaly (ROS) (Lv, B. a kol., 2018).

3.6.2 Kyselina abscisova
Kyselina abscisovd, ktera je povazovana za stresovy hormon rostliny, a je tedy zapojena do
jejiho obranného systému. Tento fytohormon je také zodpovédny za schopnost rostliny umét se

pfizpusobit riznym enviromentalnim biotickym a abiotickym stresortim (Morrison et al., 2015).
Tento druh kyseliny patii do tfidy izoprenoidi, které se podili na ristu, vyvoji a pfizpisobeni
rostliny. Nachazi se ve vSech organismech, kromé téidy Archaea. Jsou zapojeny do procest

kli¢eni, tvorbé bocnich kofent, uzavirani pruduchi a dalsich. Syntéza tohoto fytohormonu

probiha v plastidech bunky (Danquah et al., 2013).
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3.6.3 Kyselina jasmonova
Kyselina jasmonova a jeji derivaty jsou schopny modulovat aspekty dozravani, podileji se na
tvorbé zivotaschopného pylu, ristu kofent, uchyceni Gponkt, senescenci (Vyli¢ilova et al.,
2015) a podileji se také na obrané rostliny proti nebezpe¢nym rostlinnym Skidcim (Creelman
et Muller, 1997) a chorobam, které zpusobuji (Chanclud et al., 2016).

Jasmonaty aktivuji geny, které se podileji na obrané a koduji geny zachovavajici proteiny
v rostling. Soucasné vSak potlacuji tvorbu genti podilejici se na tvorbé proteint, které jsou
zapojené do procesu fotosyntézy (Creelman et Muller, 1997). Methyljasmonét se dokonce
podili na systémové ziskané obrané (RAS) (Profotova, 2006). RAS je obrana rostliny proti
Sirokému spektru mikroorganismil a je srovnatelnd s imunitnim systémem savct, 1 kdyz se
jejich zakladni mechanismy zna¢né 1isi (Ganbari, 2005). Kyselina jasmonova se v nejvétsich
koncentracich nachézi mimo jiné v kvétech, rozvijejicich se reprodukénich organech, ve

zralejsi oblasti stonku, starSich listech, kofenech a dalSich (Creelman et Muller, 1997).

3.6.4 Kyselina salicylova
Kyselina salicylova je rovnéz fytohormon podilejici se na celé fadé vyznamnych procest
v rostliné. Jeji, v poslednich pér letech nejvice zkoumany pfinos, spo¢iva v obrané rostliny.
Jedna se o sekundarni metabolit, ktery je produkovan jak eukaryotickymi, tak prokaryotickymi
organismy. Tato chemické slou¢enina se fadi mezi fenolické latky, které maji aromatické jadro,
na niz je navazana hydroxylova skupina nebo jeji funkéni derivat. Lécivé ucinky kyseliny
salicylové byly znamy jiz v 5. stoleti pied n.1., kdy byla pfedepisovana Hippokratem, jako 1€k
od bolesti pii porodu. Roku 1885, némecky védec J. A. Buschner, izoloval z vrbové kury Zlutou
latku, ktera ziskala nazev salicin. Kyselinu salicylovou se vSak povedlo vytvofit az pozdé&ji R.

Piriem.

Kyselina salicylova se v rostliné podili na procesech buné¢ného dé€leni, termogenezi, kli¢eni
semen, buné¢ného rustu, obrané a jinych. Rovnéz se podili na SAR. Jeji zapojeni bylo objeveno
Vv rostliné tabaku, kde plsobi jako obrana proti tabakové mozaice (Schreiber, 1994). Ovsem
nékteré zapojeni do procesti tohoto fytohormonu miize byt nepiimé, protoZe kyselina salicylova
je vyrazné propojena se signalnimi drahami ostatnich fytohormond. Bylo prokazano, Ze pii
infekci dochazi k navyseni koncentraci kyseliny salicylové, a to nejen v oblasti napadeni. Jak
ovSem rostlina syntetizuje tento hormon, nebylo doposud zcela jasné vysvétleno (An et Mou,
2011).
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3.6.5 Strigolaktony
Strigolaktony jsou velmi slozité molekuly a patii mezi nejmlad$i objevenou skupinu
fytohormonti. Jejich vyznam spociva v regulaci vyhonkt a jejich vétveni. Rovnéz se podileji
na rustu kofent, hraji roli pii kliCeni semen a dalSich procesech. Strigolaktony jsou také
potiebné pii symbiotické interakci rostlina/paraziticky plevel, ¢i rostlina/patogenni mykorhizni
houba (Dvorakova et Vangk, 2015). Tyto fytohormony jsou syntetizovany pfevazné v kofenech
rostliny, a to ve velmi nizkych koncentracich (Dvotakova et Vanék, 2015).

4, Cytokininy
4.1 Biosyntéza a metabolismus cytokinind

Koncentrace cytokinin je ovlivnéna koncentraci dalSich fytohormonl. Zvlasté auxinu a
ethylenu (Prochazka et al. 1998). Nejvice cytokinini se nachazi v délicich se a rostoucich
pletivech rostliny (Prochézka et al. 1998). Hlavni syntéza cytokinint probiha v kofenech (Psota
et Sebanek, 1999). Z nich jsou cytokininy rozvadény xylémem do vech &asti rostliny. Piesto
nékteré organy rostliny mohou v mensi mife cytokininy také syntetizovat (Prochazka et al.
1998). V téchto mistech probihd v rostlindch biosyntéza izoprenoidnich cytokinini hlavni
cestou. V této cesté hraje kli¢ovou roly enzym, ktery nese nadzev izopentenyltransferaza.
Cytokininy jsou rovnéz soucasti transferové ribonukleové kyseliny (tRNA). Nalézaji se na

3¢-konci antikodonu.

Odtud vyplyvéa dalsi biosyntéza, kterd zahrnuje modifikaci tRNA. Tuto drahu se povedlo popsat
v kvasinkach a poté v rostlinach. Tato biosyntéza vyzaduje enzym tRNA-izopentyl transferazu
(tRNA-IPT). Tento enzym provadi degradaci tRNA, ktera vede k produkci cytokininu
(Chanclud et al., 2016). Naslednd oxidace dava vzniknout cis-zeatinu. Endogenni volné
cytokininy se vyhradné vyskytuji v trans- form¢. Kvuli nizké koncentraci tRNA Vv bunikéach a
kvuli aktivni zméné konfigurace cytokinini se tento druh ribonukleové kyseliny (RNA)
poklada za dilezity zdroj aktivnich cytokininli. Pfimé biosyntéza cytokininii je u urcitych
rostlin rovnéZz znama. OvSem takovéto rostliny obsahuji transformované pudni bakterie
Agrobasterium tumefaciens, které obsahuji gen pro izopentenyltransferazu. Takto vznikaji
cytokininy reakci A%-izopentenylpyrofosfatu a 5°-AMP. Tim je syntetizovan cytokinin N8-(A2-

izopentenyl)-adenozin-5°-fosfat (Prochazka et al. 1998). Cytokininy metabolizuji v Zivych
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systémech pomoci modifikace jejich purinové skupiny, N6-postranniho fetézce nebo dochazi
K Gplnému odstépeni. Tyto zmeény zpuisobuji nezvratnou ztratu cytokininové aktivity. Enzymu
podilejicich se na metabolismu cytokinind, bylo objeveno nékolik: 50-nukleotidaza, adenosin
nukleosidaza, adenin fosforibosyltransferaza a adenosinkyndza. Tyto enzymy byly postupné

objeveny v riznych druzich rostlin.

Roku 2007 byl objeven dals$i enzym modifikujici cytokininové adeninové ¢asti —
fosforibohydroldza. Tento enzym pteménuje cytokinové nukleotidy na jejich volné formy.
Uloha tohoto enzymu v metabolismu byla potvrzena v huseni¢eku rolnim (Arabidopsis

thaliana).

Vedle ribosylace a fosforibosylace je moznost modifikovat purinové ¢asti za pomoci
glukosylace. Na tomto procesu se podili enzym glukosyltransferaza. Vzniklé N-glukosidy
nejsou obecné aktivni a tento krok zplsobi nevratnou inaktivaci cytokinini. Jiné typy
glykosylace ovliviiuji N6-postranni fetézce, kdy dochéazi k modifikaci postranniho fetézce za

pomoci O-glukosyltransferdzy a O-xylosyltransferdzy (Spichal, 2012).

4.1.1 Konjugace a oxida¢ni degradace cytokininti

Nezvratna inaktivaci pomoci konjugace téchto fytohormont nastava vazbou glukozy na purin
Vv poloze 7 a 9. Ziejmé se tak déje u cytokinind, které nemize rostlina odbourat za pomoci
oxidace. Takovym ptikladem jsou aromatické cytokininy nebo derivaty DHZ (Prochazka et al.
1998). Inaktivace muze prob&hnout také za pomoci monosacharidu xylozy (Vyli¢ilova et al.,
2015). O-glukozidy jsou biologicky aktivnéjsi, nez N-glukozidy. O-glukozidy byly povazovany
za transportni a zasobni formu, ale zfejmé mohou pusobit piimo, i bez hydrolyzy (Prochazka et
al. 1998). Oxidace cytokinind je hlavni zpuisob, jakym rostlina cytokininy inaktivuje. Oxidace
cytokininii probiha za pomoci enzymu cytokinoxidazou. Diky tomuto enzymu dojde
K odstépeni postranniho izopentenylového fetézce. Tim dojde ke vzniku adeninu. Substratem
cytokininoxidazy jsou volné cytokininy jako je zeatin, izopentenyladenin a jejich N-glukozidy.
Cytokininoxidaza nedokaze stépit O-glukozidy, cytokininy s nasycenym postrannim fetézcem
a aromatické cytokininy. Tyto cytokininy jsou inaktivovany za pomoci konjugace (Prochazka
et al. 1998).
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4.2 Transport cytokinin
Syntéza cytokininti probiha pievazné v kofenech, hlavné ve vrcholné c¢asti. Tam jsou
transportovany nepolarn¢ xylémem do dalSich ¢asti rostliny, pfevazné do listt. V listech se
cytokininy piesouvaji do floému, odkud mohou byt transformovany az do bunék parenchymu
(Taiz et Zeiger, 2010). Transport je ve floému a xylému regulovan fotoperiodicky. Ziejmé je

tento transport také propojen s polarnim transportem IAA (Prochazka et al. 1998).

4.3 Mechanismus ucinku
Cytokininy vyuzivaji vazebnych proteini, kterych byla izolovana celd fada. Mezi né patii
rozpustné i membranové vazané proteiny. Zadny viak neni receptorem. Nejlépe byly
charakterizovany vazebné bilkoviny v obilovinach. V psenici (Triticum) se nachazi zna¢né
mnozstvi vazebného proteinu s vysokou afinitou k aromatickym cytokininim. Nizkou afinitu
vsak maji k zeatinu. Ugelem je zfejmé ochrana embrya. V dalich obilovindch vykazuji
receptory charakteristické vlastnosti, mezi néz patii reverzni specificka vazba a jeji korelace
s biologickou aktivitou. Velmi malo zndmy je pienos od receptorti cytokininii do buiky.
Pusobi-li cytokininy na chloroplasty, je ziejmé jako signalni molekula vyuzivana cyklicky

adenosinmonofosfat (CAMP) (Prochazka et al. 1998).

5. Vliv cytokininti na rostlinu

Cytokininy
AHK2 AHK2 AHK2 AHK2
AHK3 AHK3 AHK3 AHK3
CRE1/AHK4 CREI/AHK4 CRE1/AHK4 CREI/AHK4

l l l l

* Prodlouzeni

* Velikost semen * Obnoveni S * Tvorba listovych

* Kli¢eni chlorofylu Enmaml okorenc - pungk

* Metabolismus * fotomorfogeneze ~ 'egenerace kofenii  « R/ vetveni kofent
kligeni (in vitro)

Obrazek 4: Vliv cytokininovych receptori (zvyraznéné jsou ty, které maji na dany proces
vyraznéjsi vliv) na jednotlivé vybrané procesy Vv rostliné huseni¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana)
(obrazek tvoien v programu malovani 3D dle piredlohy (Riefler et al., 2006).
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5.1 Bunécné déleni
Cytokininy ovlivituji kontrolni pfechody mezi jednotlivymi cykly déleni bun¢k. Bylo objeveno,
zZe hladina zeatinu je nejvyssi na konci S faze, mitozy a G1 faze (Taiz et Zeiger, 2010). Také
maji vyznamny vliv na replikaci DNA, probihajici ve fazi S mitozy, kdy zvySuji mnozstvi
pocatku replikace. Pfepis DNA je urychlen a buné¢né déleni v pletivech je tak vice synchronni
(Prochazka et al. 1998). Cytokininy nejsou jediné fytohormony, které se podileji na buné¢ném

déleni. Spolu s cytokininy zde plsobi také auxiny a dalsi fytohormony (Taiz et Zeiger, 2010).

5.2 Regenerace organt

Jedna se o zakladni regeneracni proces in vitro a pochopitelné také in vivo. Cytokininy tento
proces neovliviiuji sami. Zde je zapotiebi spojeni cytokininll a auxintl. Jejich pomé&r nasledné
rozhoduje, jak bude regenerace probihat. Vyrovnany pomér mezi cytokininy a auxiny vytvaii
nediferencovana pletiva, kalus. Nadbytek cytokinind vyvola regeneraci pryti. Opacny ptipad,

nadbytek auxint, ovliviluje regeneraci kotenu (Prochédzka et al. 1998).

5.3 Senescence

Senescence je pro rostlinu nesmirné dilezity proces. Tento proces je velmi dobie
naprogramovany, koordinovany, a dokonce nezbytny. Pfi senescenci dochazi k degradaci
makromolekul a také k nezbytnému ptemisténi jejich slozek do urcitych ¢asti rostliny (Psota et
Sebanek, 1999). Jednou takovou slozkou je i dusik, ktery je obsaZzen ze 75 % Vv buiikach
chloroplastii. Do zna¢né miry se senescence podili na proteolyze a degradaci lipidi, bunéénych
stétn a AMK (Avila-Ospina et al., 2014). Z té&chto degradaci pak rostlina ziskava mastné
kyseliny a cukry (Vyli¢ilova et al., 2015).

Starnuti lista je okamzité viditelné. Tento proces totiz doprovazi zména barvy. Pfi senescenci
totiz dochazi k degradaci zeleného chlorofylu. Pravé tato degradace zpiisobuje zloutnuti listu.
Mitochondrie burnky je ovSem funkéni az do bunécné smrti (Avila-Ospina et al., 2014).
Zajimavym fenoménem pfi senescenci listu je ovSem barveny pfechod ze zelené na Cervenou
barvu listu. Cerveny efekt nastava v raném stadiu senescence. V tomto okamziku totiz dochazi
k syntéze antokyanind, ktera je zavisla na svétle. Tento chemicky proces spole¢né s degradaci
chlorofylu nasledné vytvaii &ervenou barvu (Vyligilova et al., 2015). Cervené zabarveni listi

za pomoci antokyaninii se v§ak vyskytuje jen u nékterych druhi rostlin, protoze antokyaniny
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jsou rozpustné ve vodé a nejsou proto ve vSech rostlinach. V ostatnich rostlinach ma tedy

cervené zbarveni listll na svédomi B-karoten (zluté az oranzové), ktery je rozpustny v lipidech

Senescence listu nemusi nutné znamenat zhorSeni stavu bunék. Také se potvrdilo, Ze degradace
listu neznamena nezbytné stav vedouci pouze ke smrti, ale jedna se o velice zvlastni a specificky
vyvojovy proces, ktery je doprovazen syntézou metabolitd a dalSich potfebnych molekul.
Prekvapivé tyto noveé vzniklé chemické slouceniny funguji dokonce jako ochrana listd
podléhajici senescenci. Ochrana degradujicich listd funguje proti sluneénimu zateni a hmyzu.
Senescence listl je regulovana za pomoci hormonalnich drah, které bud’ podporuji, nebo
naopak pozastavuji starnuti bunék. Tato regulace pochopitelné neprobiha za ptispéni jednoho
fytohormonu, ale jedna se o kombinaci ptisobeni n¢kolika naprosto odlisnych fytohormont,

které opét mohou ptisobit synergicky nebo antagonicky.

Skute¢né se na tomto procesu podileji snad vS§echny druhy fytohormont, které se v rostlinach
nachézeji. Fytohormony, které proces senescence urychluji, jsou plynny ethylen a kyselina
jasmonova. Na urychleni procesu se také podileji kyselina abscisova a kyselina salicylova
(dalezity je také tibytek koncentrace auxinu a cytokininti). Nékteré z téchto hormoni se podileji
i na obrang listi (Psota et Sebanek, 1999). Ke spusténi senescence také piispivaji negativni
vlivy, jako jsou napiiklad ROS (Vyli¢ilova et al., 2015). Naopak zpomaleni senescence listt
nalezi fytohormonum z druhu cytokinin, auxint a giberelind. Auxin se na senescenci podili
spiSe neptimo. Tento fytohormon totiz zabraniuje predc¢asnému odlouceni senescentniho listu
(Psota et Sebanek, 1999). Coz jen doklad4, ze senescence je pro rostlinu nesmirné délezity
proces a rostlina si timto procesem uchovava odumirajici list. V okamziku, kdy je auxinu

v daném listu méné, dojde k opadu.

Zpusob, jakym cytokininy zabratiuji v senescenci, spo¢iva v tom, ze udrzuji neporusenost
tonoplastu, coZ je cytoplazmatickd membrana, kterd ohranicuje vakuolu v rostlinné bunce.
V okamziku, kdy ma burika nedostatek cytokinin, dojde k poruseni tonoplastu a tim dochazi
k vyplaveni protedz a enzymu, které se podileji na $tépeni bilkovin, z vakuoly do cytoplazmy
buiiky (Psota et Sebanek, 1999).

Nejlépe tento stav charakterizuji rostliny, které nadmérné syntetizuji bakteridlni gen, ktery
koéduje izopentenyltransferdzu. Tento enzym je nesmirné dilezity, protoZe se podili na
biosyntéze cytokininti, pod kontrolou regulované senescence. Transgenni rostliny obsahovaly

daleko vyssi koncentrace cytokininti, a pravé kvili tomu vykazovaly vyrazné zpomaleni listi.
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Je piekvapené, ze v téchto starSich udrzovanych listech ur¢enych k odumieni, byla fotosyntéza

srovnatelna, jako fotosyntéza v mladych listech, které doposud senescenci nepodléhaly.

Obdobnou strategii maji i rostliny tabaku. Tento druh rostliny exprimuje gen kukufiéného
homeoboxu, ktery je provazany s promotorem, ktery je specificky pro senescenci. Rostliny
tabaku vykazovaly vyrazné zpomaleni senescence listd oproti béznym rostlinam. Rovnéz i
Vv tomto piipadé¢ byla v rostlin¢ tabdku obsazena vys$si koncentrace cytokinind, nez je u
ostatnich rostlin bézné (Lara et al., 2004). Pravé vysoké koncentrace cytokinini mohou na
listech zptsobovat efekt, pfipominajici ,zeleny ostrov‘. Jedna se o jev, kdy list postupné méni
barvu ze zelené na Zlutou, popiipadé ze zelené na Cervenou, ale mala ¢ast na listu si uchovava
zelené zabarveni. Pravé v téchto zelenych mistech se kumuluji vyssi koncentrace cytokinind,
které v tomto daném misté oddaluji senescenci, tedy oddaluji degradaci chlorofylu. Neni proto
ptekvapenim, Ze v téchto mistech nadéale probiha fotosyntéza bez jakéhokoli omezeni. Tento

jev ,zelenych ostrovii‘ je mozné pozorovat u listl napadenych rostlinnym skidcem.

Obdobny ucinek na listy maji také fytohormony gibereliny. Maji obdobny ucinek jako
cytokininy, tedy zpomaluji starnuti listd. Na rozdil od cytokinint, gibereliny zpomaluji
senescenci i v okamziku, kdy je proces jiz v poloving své cesty. Tedy, Ze je polovina chlorofylu
a bilkovin degradovana. Tato moznost gibrelini jen dokazuje, ze buniky v prvnich stadiich
senescence, jesté nelze povazovat za uréené€ k neodvratné smrti, ale ze jejich proces odumirani
Ize nejen oddalit, ale Ize jej dokonce zastavit. Pozdé&jsi vyzkumy tuto teorii prokazaly. Dokonce
tyto pokusy poukazaly na to, Ze nelze na senescenci pohliZet jako na kone¢ny proces, ale spise
na jakousi pfechodnou fazi, kterd nejen ze jde pozastavit ¢i zastavit, ale 1ze ji dokonce obratit.
Obrétit az do té miry, Ze dojde k Giplnému navraceni lisu do piivodniho stavu, ktery byl pted
zahajenim senescence (Rapp et al., 2015). Pfi jednom z pokust byly odstranény mladé listy
rostliny na vrcholu vyhonku. Pravé to vedlo k tomu, ze Zluté listy rostliny znovu ve velmi
kratkém Case zregenerovaly, ziskaly potfebnou zelenou barvu a staly se tak fotosynteticky
aktivnimi. Obdobné funguje, pokud do senescentniho listu je aplikovana dostatecna

koncentrace cytokinini.

Existuje také senescence, ktera je zpiisobena nedostatkem svétla. Bez svétla nemtize probihat
potiebna fotosyntéza a listy tak pfi dlouhodobému nepfistupu svétla zacnou odumirat. I tento
druh senescence je moZzné pozastavit, zastavit, ale také obratit. OvSem mozZnost obnovy je
V tomto piipadé ¢asové omezena. Pokud je rostlina, jejiz listy podléhaji senescenci, vystavena

svétlu, mize byt opét zregenerovana, ale jen za podminky, ze takova rostlina byla vystavena
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temnoté jen kratkou dobu (napf.: dva dny). Pokud rostlina pobyvala v temnoté déle jak ¢tyfi
dny, nelze proces senescence za pomoci osvétleni odvratit (Rapp et al., 2015). Toto zjisténi jen
nasleduje nezvratna, a tedy kone¢na faze. Obdobn¢ lze zastavit i senescenci kotyledony (délozni
listy). Toto zjisténi vyvstalo z pokusu na kotyledonu Inu, kdy byl odstranén vrchol rostouciho
vyhonku, a kotyledona se zacala opét obnovovat. Naslednym Setfenim bylo zjisténo, Ze proces
nasledné obnovy kotyledony nebyl zavisly na syntéze ¢i degradaci chloroplasti, ale na
plastidech kotyledony, které se po odiiznuti vyhonku, zacaly obnovovat (Rapp et al., 2015).

Vznik listu Odumfeni listu

- ——

Chlorofyl, fotosyntéza, aminokyseliny

Cukry

NH,~

Obrazek 5: Schématické znazornéni metabolickych procesi senescence. Znazornéni postupné
degradace chlorofylu. Koncentrace cukri, aminokyselin aj. béhem procesu senescence (obrazek
tvoi‘en v programu malovani dle piredlohy z (Avila-Ospina et al., 2014).

6. Produkce cytokininu pti napadeni patogenem

Na rozdil od Zzivocichd, jsou rostliny odkazany pouze a jenom na své okoli. Nemohou se
uto¢nikovi branit zuby, drapy a nemohou pied nim utéci. Vytvotily si tedy hned nékolik

strategii obrany.

Prvnim krokem obrany, je rozpoznani ohroZeni. Rostlina je schopné na zaklad€ patogennich ¢i
molekularnich vzord rozpoznat o jaky druh ohroZeni se jednd a reagovat na né&j. U bakterii
rozpoznéva rostlina flagellin, u hub chitin. Po tomto prvnim kroku rostlina za¢ina s obranou.
Ma hned né€kolik moznosti. Jednou z nich je v€asna akumulace ROS (Chanclud et al., 2016).

Mezi ROS patii vsechny druhy radikalnich forem kysliku, ale také chemické slouc¢eniny jako
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je naptiklad singletovy kyslik, nebo peroxid vodiku. ROS jsou velmi toxické chemické
slouceniny a zplsobuji rozpad bun¢k (kvili této vlastnosti jsou povazovany jako jeden
z moznych druhti 1é¢by rakoviny). ROS jsou kupodivu nebezpeéné i samotné rostliné, mohou
urychlit nastup senescence. OvSem predpoklada se, ze cytokininy jsou mimo jiné schopny
néjakym zpusobem interferovat s ROS. Dokonce byl proveden pokus s BAP a peroxidem
vodiku. Ukazalo se, ze BAP je schopen do uréité miry ochranit fotosynteticky systém, a

dokonce podporoval tvorbu sacharidii (Vyli¢ilova et al., 2015).

Rostlina je také schopna po rozpoznani larev hmyziho rostlinného skiidce dokonce piivolat
predatora, ktery se témito larvami zivi. Tuto schopnost ma naptiklad kukufice, ktera je schopna
rozpoznat housenky za pomoci volicitinu, ktery se nachazi ve slinach Sktdci. Kukufice po
rozpoznani navysSuje obsah kyseliny jasmonové v listech, ¢imz vyvolava zvySenou syntézu
volatilnich terpenoid (latky na bazi indolu). Tyto chemické slouceniny vabi vosy rodu
luméikovitych (Cotesia), které housenky, ohrozujicich rostlinu, nasledné¢ zneskodni (Van
Poecke et al., 2001).

Dalsi mozZnost obrany predstavuje posileni bunééné stény ohrozenych bunék rostliny. To
zamezi pfistupu patogenu k butice. Posledni, neméné€ ucinnou obranou, je tvorba metabolit
nebo enzymu s antimikrobidlnimi schopnostmi (Chanclud et al., 2016). Ve vSech téchto
ptipadech je ov§em rostlina zcela odkazana na fytohormony, které obranu fidi. Mezi tyto obrané
fytohormony patii kyseliny abscisova, Kyselina jasmonova, gibereliny, auxiny, ale také
cytokininy (Giron et Glevarec, 2014). Protoze obrana rostliny je pomérné ti¢inna, byli predatofi,

ale hlavné parazité, donuceni vytvofit strategie, které tyto obranné mechanismy piekonaji.

K ptekondni obrany rostlin se rostlinni $kidci naucili zasahovat do signalnich cest fytohormonti
za pomoci bilkovin, fytohormont nebo jejich analogt (Zhang et al., 2016). Mezi takto
vyuzivanymi fytohormony jsou i cytokininy (Erb et al., 2012).

Rostlinni $kudci nejsou odkazani jen na fytohormony. Jsou takeé schopni interferovat se
signaliza¢nimi kaskadami rostliny. Jsou schopni ovlivnit rozpoznani a transkripéni regulatory
rostlinné obrany. OvSem fytohormony hraji klicovou roli nejen v pfekonéani obrany, ale hlavné
ve vyzive a tak, at’ uz vyuzivaji jakoukoli cestu ke zmateni hostitele, vzdy ve vétsin€ ptipada
ke své vyziveé vyuziji néktery z fytohormont, obzvlasteé cytokinind (Giron et Glevarec, 2014).
Klicovou strategii pro Usp&$né vyuziti hostitele, spofiva ve vyuziti jiz existujicich
hormonalnich cest. Tato manipulace je mozna jen v piipadé, ze rostlinny Skidce produkuje

fytohormony, nebo donuti k jejich produkci hostitele (Morrison et al., 2015). Rostlinnych
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Skideu vyuzivajicich strategii cytokinini je celd fada. Jedna se o druhy hmyzu, hub, hlistic,
protistt, bakterii i vird. Anatomické i fyziologické procesy spojené s cytokininy byly v pribéhu
let pomérné dobie vysvétleny a objasnény. Ovsem jakym konkrétn€ zptisobem jsou cytokininy
V téchto parazitickych interakci pouzivané, se povedlo vysvétlit jen ve velmi malo systémech

(Giron et Glevarec, 2014).

6.1 Napadeni hlistici
Hlistice (Nematoda) zptsobuji v zemédélstvi ziejmé nejvétsi ztraty ze vSech rostlinnych
sktdcl. Primérné zplsobi vice nez 10 % z celkovych ro¢nich ztrat. U nékterych plodin, jako
jsou naptiklad banany, zptsobuji hlistice ztraty az 20 %. Nejvétsi podil na ztratach maji hlistice
napadajici kofenovy systém rostliny. Mezi takovéto druhy parazit patii hlistice Meloidogyne
spp. ¢i hlistice Globodera spp. a Heterodera spp (Siddique et al., 2015). Tyto druhy rostlinnych
Skiideti pronikaji do kofenovych bun€k a v daném misté napadeni vytvaii hyperbolické misto -

ohnisko.

Cyklus hostitelské buiiky je aktivovan pravé v pocatecni buiice napadeni hlistici. Postupné od
prvni buniky dochazi k aktivaci sousednich buné¢k a dalsich, az dojde k aktivaci vice nez stovek

buné¢k. Tato aktivace spo¢iva v nabuzeni bunék a ty pak vytvareji pro rostlinného Skidce Ziviny.

Piedpoklada se, ze této manipulace s hostitelskou rostlinou dosahuji hlistice za pomoci
fytohormonii, a to konkrétné za pomoci cytokinind. Tim hlistice nejenom aktivuji bunééné
déleni a donuti rostlinu ptivadét ziviny do mista napadeni, ale také oddaluji senescenci v listech
rostliny a tim prodluzuji délku parazitického souziti. Schopnost produkovat cytokininy, byla u
hlistic zatim prokazéana pouze in vitro. Zda vsak tento rostlinny sktidce uvoliiuje cytokininy i
do hostitelské buiiky a zda cytokininy opravdu hraji vyznamnou roli v tomto parazitickém
spojeni, nebyla mimo laboratofe prokazana. Probé&hlo v§ak jiZz n€kolik vyzkumi na toto téma
s prokazanym u¢inkem cytokininu. Konkrétné byla zkoumana paraziticka hlistice had’atko
fepné (Heterodera schachtii) v interakci s husenickem za pomoci cytokinin-citlivého
promotoru (Siddique et al., 2015). Tento konkrétni pokus prokézal, ze v oblasti napadeni
dochazi k tvorbé syncytia (také nazyvané soubuni). Pravé v tomto misté dochazi k aktivaci
cytokinint. Aktivace se vSak pfenasi do sousednich bun¢k. Praveé tyto bunky jsou postupné do
syncytia zaclenovany. Jakmile se tak stane, jsou aktivovany sousedni bufiky a tak dal po celou
dobu napadeni. Pfi infekci kotfenti pronikaji hlistice do kofenti v blizkosti $picky. Odkud se

hlistice pohybuji smérem k cévnim svazkim. Jakmile dosahnou cévniho svazku, donuti rostliny
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v kofenech vytvaret obii buiiky a podnécuje tvorbu syncytia. Toto misto slouzi hlistici jako
jediny zdroj zivin po cely jeji Zivotni cyklus, ktery trva nékolik tydni. Neni zcela ziejmé, jak
konkrétn¢ dochézi k aktivaci kofenovych bun€k do vysoce aktivnich mist a na ziviny nesmirné
bohatého mista. Ve vSech pfipadech vSak dochazi nejprve k aktivaci bunééného déleni za

pomoci cytokinind.

V pletivech napadenych hlisticemi dochazi k hypertrofii bunék, které obsahuji zvétsena jadra.
Mitdza tedy hraje vyznamnou roli pro rozvoj syncytia a pro rozvoj samotné choroby. Rozbor
genového klice bunééného cyklu a jejich inhibitor ukazal, ze mitoza je také nesmirné dulezita

pro rozvoj tohoto mista (Siddique et al., 2015).

6.2 Napadeni houbou

Hlistice zpasobuji velké ztraty, ale houby, napadajici rostliny, jsou rovnéz velkym problémem

mnoha zemédélskych oblasti.

Jednou z hub, kterd napadé rostliny, spoléhajici se na fytohormony je Magnaporthe oryzae,
kterd napada rize. Vyuziva k tomu pravé cytokininy, a to diky genu CKSI, ktery houba
obsahuje. Tento gen je nesmirné dilezity pro biosyntézu cytokinind. Pravé objev tohoto genu
potvrdil, Zze cytokininy se podileji na parazitni interakci mezi Magnaporthe oryzae a razi.
V okamziku, kdy Magnaporthe oryzae napadne razi, za¢ne s biosyntézou cytokinind, ktery
houba predava hostitelské rostlin€. Ten houb¢ zajisti snizenou obranyschopnost rostlinného
hostitele a zajisti tak snadnéjsi proniknuti do systému rostliny. Také v§ak navysi produkeci Zivin,

Mrve

infikovaného mista rostliny a dojde k vyzivé samotné houby (Chanclud et al., 2016).

Rostlinné patogeny vytvofily hned nékolik strategii, kterymi mohou manipulovat
s hostitelskymi biologickymi procesy béhem infekce. Kuptikladu (hemi)biotrofni patogeny
produkuji a vylucuji efektorové proteiny a metabolity, které zcela ucpavaji a zahlcuji
metabolismus infikované ¢asti rostliny. Pochopitelné tak ¢ini Cist€ ve sviij prospech. Mezi tyto
(hemi)biotrofni patogeny patii naptiklad houba Xanthomonas oryzae. I tato houba je ovSem
zavisla na vyrobé a tvorbé fytohormont, které k ni do infikované ¢asti ,stahuji® Ziviny rostliny
(Chanclud et al., 2016). Aby ovSsem bylo mozné infikovat jakoukoli ¢ast rostliny, musi byt
nejprve piekondna ochrana rostliny. Rostlina si dokazala postupem casu utvofit mechanismy,
kterymi dokaze rozpoznat molekularni struktury chitinu, ktery houby obsahuji. Houby se této

obrané evolu¢né nakonec dokazaly prizplsobit a vytvorily si latky, které chitinové receptory
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rostliny omezuji. Tim rostlina neni schopna v€as rozpoznat nebezpec¢i a zahgjit obrannou
strategii. Prikladem takové houby je i jiz zminéna Magnaporthe oryzae, ktera vylucuje chitin-
vazebné receptory, kterym jakoby receptory ,zaméstnd‘ a rostlina tak neziskéd z4dné varovani.
Jakmile houba, napadajici rostliny, piekona obrannou strategii svého vybraného hostitele,
zacina parazit manipulovat se slozkami hormondlnich cest rostliny. Nejprve zacne ovliviiovat
fytohormony, které zamezuji tvorbé chorob. Mezi tyto latky patfi kyselina jasmonova, ethylen,
ale také kyselina salicylova. Pak zaéne rostlinny $ktidce produkovat a ovliviiovat fytohormony,
které ovliviiuji vyvoj a vyzivu hostitele. Mezi tyto fytohomony se fadi cytokininy, auxiny a
gibereliny. Témito zptsoby fytogenni houba ovliviiuje homeostazu enzymu podilejici se na
hormonalnim metabolismu nebo produkci hormonalnich slou¢enin s podobnymi vlastnosti jako
maji fytohormony. Tim zcela piekonaji obranu hostitele a ovlivni nutriéni toky ve sviij prospéch

(Chanclud et al., 2016).

Mezi houby, napadajici rostliny, vyuzivajici kyselinu salicylovou a homeostazu kyseliny
jasmonové patii snét’ kukufiéna (Ustilago maydis) a Magnaporthe oryzae. Timto si parazit
pouze usnadituje Vvirulenci svého hostitele (Chanclud et al., 2016). Rostlina ma nékolik
vazebnych mist pro cytokininy. Slouzi k pfenosu signalu, a pravé tyto cesty jsou zékladem
cytokininové cesty. Pravé téchto signalnich drah se naucili rostlinni $kiidci vyuzivat ve svij
prospéch. Témito cestami nejen nuti hostitele ke své vyzive, ale také udrzuji buiky v
infikovaném misté pii Zivoté. Toto misto vytvaii na rostliné fotosyntetizujici misto se stalou
zelenou barvou. Pokud je infikovan list, ktery podléha senescenci, je toto infikované misto pied

senescenci ochranéno. Vznika néco, co se podobd ,zelenému ostrovu‘.

| houba Magnaporthe oryzae pouziva tyto strategie v napadeném hostiteli. Tyto strategie byli
u Magnaporthe prokazany in vitro, ale draha, kterou rostlinny sktidce biosyntetizuje cytokinin,
nebyla prozatim nalezena. Pokusy z roku 2016 s Magnaporthe oryzae nakonec prokazaly, ze
degradac¢ni cesta tRNA se podili na produkci houbovych cytokinind (Chanclud et al., 2016).

Houba snét’ kukuficna také stimuluje za pomoci fytohormond nekoordinované bunécného
dé€leni. To zplsobuje tvorbu nadort. V rdmci téchto nadord jsou ovSem cerné vytrusy houby

(Morrison et al., 2015).

Virulentni jsou rovnéz vlaknité houby, také nazyvané jako mikromycety. Tento druh hub
zpiisobuje nadorova onemocnéni rostlin. Je podezieni, Ze vyuZzivaji cytokininy, ale jejich role

v této invazi nebyla zatim objevena.
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Ne kazdy rostlinny sktdce je ovSem pro rostlinu jen Skodlivym. Nékteré rostliny se svymi
parazitujicimi houbami zacaly vytvafet symbiotické interakce. Jednou z takovych hub je i
Glomeromycota phylum. Mezi témito organismu dochazi k ptenosu zivin, kdy houba poskytuje
mineralni latky jako je napiiklad fosfor a rostlina organické latky, zvlasté sacharidy. Houby
mohou pfi této symbiotické interakci od svého hostitele spotiebovat az 20 % fotosyntézou
vytvotenych Zivin. Vyzkumy zabyvajici se touto symbiotickou interakci mezi rostlinou a
parazitujici houbou prokazaly, Ze houby zptusobuji vys$si koncentraci cytokinini v kofenech
rostliny. Tento nadbytek zpusobuje u rostliny zesilenou fotosyntézu a rist rostliny. Takovyto
pozitivni u¢inek v8ak rozhodné nelze ofekavat od vSech rostlinnych skudcu (Yurkov et al,

2017).

6.3 Napadeni bakterii

Dalsimi nebezpe¢nymi patogeny jsou bakterie. | tito parazité vyuzivaji fytohormony, a ¢ini tak
ptimo ¢i neptimo.

Bakterialni patogen Pseudomona syringae produkuje latku zvanou koronatin. Tato chemicka
latka ma naprosto stejné vlastnosti, jako ma fytohormon kyselina jasmonova. Koronatin
zpusobuje otevieni priduchi rostliny, ¢imz je zajistén prichod rostlinného skiidce do rostliny.
Dalsi strategie, kterou bakterie vyuZivaji, nespo¢ivd v uvolnovani jednoho konkrétniho
cytokininu, ale smési slozenou hned z nékolika cytokininti. Tuto strategii si osvojily také
aktinomycety nesouci ndzev Rhodococcus fascians (gram-pozitivni bakterie). Tato bakterie
vytvaii halky hned u nékolika druhu rostlin (Giron et Glevarec, 2014). V tomto ptipadé se smés
cytokinini vyuzivéa k tvorbé halky, navozuji opozdénou senescenci a zvysuji obsah AMK
Vv postizené oblasti. Také zvySuji uvoliiovani Zivin, potlacuji obranu rostliny a podporuji vznik
onemocnéni (Chanclud et al., 2016). Ve smési, kterou Rhodococcus fascians produkuje, jsou
obsazeny cytokininy — 2-iP, cis-zeatin, trans-zeatin, DHZ, jejich methylthio derivaty a jejich
ptislusné ribosidy (Pertry et al., 2009). Tato smés cytokininti pusobi synergicky, nikoli
antagonisticky, a z toho divodu toto mnozstvi cytokininti pfedéi produkci ostatnich rostlinou
produkovanych fytohormont. Divodu pro¢ tato bakterie produkuje takovou smés cytokinint,
je n€kolik. Prvnim divodem je, ze Rhodococcus fascians touto smési ovlivni degradaci
cytokinint. Tim zptsobi v postiZzené oblasti akumulaci tohoto druhu fytohormond. Navic, aby
se spustil poZadovany Gc¢inek, musi byt snizeny procesy, které potlacuji funkci cytokinind. A

to tak, aby nedoslo k fatadlnimu postizeni hostitele. Poslednim diivodem vyuziti cytokininové
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smési je ten, Ze tato smés aktivuje cytokininové receptory rostliny v riizném méftitku. To vede
ke spole¢nému ucinku vSech cytokinini na vyvoj rostliny (Chanclud et al., 2016). Tyto
receptory byly lokalizovany hlavné v endoplasmatickém retikulu. Zpusob, jakym jsou
cytokininy pfenaSeny pfes membranu, je doposud neznamy (Daudu et al., 2017). Je ovSem
nutné zminit, Ze pomér cytokininii v uvoliilované smési bakterii Rhodococcus fascians neni po
celou dobu choroby stejny, protoze bakterie vytvaii cytokininy velmi riznym a dynamickym
zpusobem. At uz je jakykoli pomér, vysledkem cytokinini je ovlivnéni signalizacnich cest,
které ovlivni transkripéni regulaci klicovych gent v hostitelské rostling. Tato transkripce je
zéavisla na bunécném déleni, ktery rostlina bézné cytokininy ovliviiuje. Nicméné zda jsou za
nadory ¢i za deformace organii rostliny odpovédné cytokininy, nebylo zcela prokdzano
(Chanclud et al., 2016). Co ovSem jisté je, ze v misté napadeni dochazi k vysoké akumulaci
cytokinint (disledkem je pfitomnost bakterie), které by mohly byt nakonec velmi Skodlivé.
Tato akumulace je s nejvétsi pravdépodobnosti vyvazena produkci méné aktivnich, a také méné
toxickych latek, kterymi jsou 2-methylthio derivaty. Derivaty jsou nejen mén¢ toxické, ale jsou
také hufe odbouratelné ze systému rostliny (i kdyz se v rostliné ptirozené vyskytuji), nez je
tomu u cytokininti. 2-methylthio derivaty produkované rostlinou jsou povazovany za produkty
degradace tRNA bez redlného fyziologického vyznamu. Je vsak zajimavé, ze tyto chemické
slouceniny jsou produkovany hned nékolika patogeny a tyto derivaty jsou dokonce zahrnuty do
priznakll rozvoje onemocnéni. A¢ tyto latky nemaji v rostliné zadny fyziologicky ucinek
(alespon nebyl zadny objeven), patogennim bakteriim pomahaji s ovlivnénim mechanismt

rostliny, kdy zabranuji $kodlivym az fatalnim dopadiim na hostitele (Giron et Glevarec, 2014).

Bakterie nezpisobuji rostliné za pomoci cytokinind jen halky. Nékteré druhy bakterii zpiisobuji
specifické struktury, které se nazyvaji kotenové hlizky. Vyzkumy prokazaly, Ze se cytokininy
podileji na samotné organogenezi téchto kotfenovych nddorti. Ptikladem bakterie, kterd
zpusobuje rostlinam toto onemocnéni, jsou bakterie z rodu Rhizobium. Jak se vSak prokazalo,
bakterie se neopira jen o pusobeni cytokinind, ale také vyuziva ke své parazitické Cinnosti 1
dalsi druh fytohormonii a t&mi jsou auxiny (Psota et Sebanek, 1999). Ze jsou cytokininy
odpovédné za tvorbu tohoto rostlinného onemocnéni, prokazal aZz objev cytokininovych
receptoru. Cytokininové odezva 1 (MtCREI) a Histidin kindza 1 (LHK1). Tyto receptory byly
objeveny hned ve dvou rostlinach, a to v Medicago truncatula a v lekninu japonském (Lotus
japonicus) (Giron et Glevarec, 2014). Tento druh onemocnéni zpisobuje mimo jiné i devét
kment rodu Rhizobium (Psota et Sebanek, 1999) Tyto kmeny se rozdéluji na &tyfi odlisné

skupiny — Sinorhizobium meliloti (gram-negativni bakterie), Sinorhizobium fredii (gram-
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negativni  bakterie), Sinorhizobium medicae (gram-negativni bakterie) a posledni
Mesorhizobium loti (gram-negativni bakterie) (Giron et Glevarec, 2014). Bylo prokazano, ze
vSechny bakterialni kmeny Rhizobium jsou schopny syntetizovat a vylu¢ovat smés cytokinint,
véetné bioaktivnich forem, jakou jsou iP a trans-zeatin. Cytokininy (trans-zeatin a iP)
produkované bakteriemi a zvlasté 2-methylthio derivaty, jsou produkovany pfes gen miaA a
tRNA izopentenyltransferazu (Giron et Glevarec, 2014). Nejsou to vSak jen smési cytokinint,
které patogeny vyuzivaji. Existuji bakterie, které produkuji jen ur€ity specificky cytokinin,
ktery je zasadni pro mechanismus Gspé$né invaze do rostlinného pletiva. Zda se, Ze geny, které
jsou odpovédné za syntézu cytokinind, Si patogenni bakterie nesou ve svych plazmidech. Mezi
takovéto bakterie patii napiiklad Agrobacterium tumefaciens (gram-negativni bakterie). Tyto
bakterie se vSak neopiraji jen o cytokininy, ale také o auxiny (Psota et Sebanek, 1999) a nejsou
zavislé jen na jedné specifické rostlin€. Naopak jsou schopny napadat vice druht rostlin (Giron
et Glevarec, 2014). Enzymy dulezité pro biosyntézu cytokininu jsou kodovany na transferové
deoxyribonukleové kyseliné (T-DNA) a v plazmidu v napadenych mistech v rostling. Pravé
diky T-DNA je cytokinin u Agrobacterium tumefaciens pienesen do genomu rostliny. Pfenos
cytokininti do rostliny opét zpusobuje akumulaci. I zde dochazi k tvorbé abnormalnich bungk,
anebo zde dochazi ke zpomaleni starnuti napadenych oblasti bakterii. Stejna strategie byla
objevena i u jinych bakterii ze stejného rodu, mezi néz patii Agrobacterium vitis (gram-

negativni bakterie) a Agrobacterium rhizogenes (gram-negativni bakterie).

Agrobacterium tumefaciens produkuje trans-zeatin, a to za pomoci genu, ktery neni pfenesen
do genomu rostliny. Produkce cytokininu byla také prokazana u Pseudomonas syringae (gram-
negativni bakterie), Ralstonia solanacearum (gram-negativni bakterie) a Erwinia herbicola
(gram-negativni bakterie). Tyto bakterie vytvareji na rostlin¢ halky (Giron et Glevarec, 2014).
Dalsi bakterii produkujici cytokininy je Corynebacterium fascians (gram-pozitivni bakterie).
Ta zpiisobuje na rostlingé sriist nékolika lodyh (Psota et Sebanek, 1999). Dalsimi
mikroorganismy, které jsou schopny napadat rostliny za pomoci cytokinintl, jsou také protista.
Piikladem takového organismu je napiiklad na&dorovka brukvovita (Plasmodiophora

brassicae).
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6.4 Napadeni hmyzem
Ani hmyzi rostlinni $ktidci se nespoléhaji pouze na jeden zptsob napadeni. Dva nejvyraznéjsi
zpusoby, jakym hmyzi druhy napadaji a parazituji na rostling, rozdéluji hmyz na dva typy. Na
minujici hmyz a na hmyz tvofici halky.
Parazitujici hmyz vytvarejici na hostiteli halky, zfejmé uvoliiuje fytohormon auxin. Tato teorie

vsak neni zcela jednozna¢né prokazana (Nabity, 2016).

Obrazek 6: Minujici hmyz v listu Fagus sylvatica (buk lesni); foto: doc. Ing. I. Tomaskova, Ph.D.

Minujici hmyz se ov§em take opira o fytohormony, k vyzivé pak o cytokininy (Erb et al., 2012).
V tomto ptipadé rostlinny Skidce oddaluje senescenci v misté napadeni a kvuli akumulaci
cytokininu v misté napadeni vytvaii zeleny usek na listu, ktery je stale schopen fotosyntézy, i
kdyz okolni burniky postupné odumiraji. Pravé do tohoto mista je rostlina skiidcem pfinucena
pfesouvat Ziviny. Rovnéz, jako uZ n€kolikrat bylo zminéno, i v tomto ptipadé¢ cytokininy snizuji
obranu rostliny (Nabity, 2016). Mezi minujici druhy hmyzu patii zastupci fadu
vzpiimenkovitych (Gracillariidae). Mezi tento rod patii vzpiimenka jirovcova (Cameraria
ohridella) a vzpifimenka Setikova (Caloptilia syringella) (Ktistek et Urban, 2004). Minujicimi

V tomto fadu jsou ovSem larvy v pocatecnim vyvoji.

Dalsim zastupcem fadu vzpiimenkovitych je také Klinénka jabloniova (Phyllonorycter
blancardella). Tento zastupce napada pouze jablont domaci (Malus domestica). | v tomto

ptipadé jsou parazitem housenky klinének, které minuji na listech jablong. Ve slinnych zlazach
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tohoto skodného hmyzu byla objevena smés cytokininti o vysoké koncentraci. Pii analyze smési
bylo zjisténo, ze se jedna o zeatin, iP a izopentenyladenosin (iPA). Tato smés pochopitelné
slouzi hmyzu k usnadnéni napadeni hostitele a jako v ostatnich pfipadech vytvaii specifické
zelené misto na jinak odumirajicim listu (Giron et Glevarec, 2014). Kromé cytokininové smési
produkuje klinénka jablonova také prekurzory kyseliny jasmonove. Je také schopna zménit
drahy kyseliny salicylové a inhibovat cesty kyseliny abscisové (Zhang et al., 2016). U hmyziho
sktidce drobnicka (Stigmella) byla také nalezena smés cytokinind. Stejné jako u predchozich
Skidecti i vtomto piipadé je minujicim larva. Tato smés cytokinint, byla objevena
v gastrointestindlnim traktu; a v labialnich (pyskovych) zlazach larvy. Analyza smési odhalila
IP, iIPA, zeatin a zeatin-ribosidu (Giron et Glevarec, 2014). Teorii o tom, pro¢ si minujici hmyz
osvojil endofagni chovani, je cela fada. Prostor obyvany Skiidcem slouzi nejen k vyzive, ale
ziejmé také jako ochrana proti utoku nepiatel, a navic by mohl umoznit rychlejsi vyvoj larvy.
Dlvodem této hypotézy jsou vyssi teploty uvnitt listu a dostate¢ny a rychlejsi pfisun Zivin
(Giron et al., 2007) Smés cytokinind neni jen dominantou minujiciho hmyzu. I hmyz tvofici
halky vyuziva cytokininy. Typickymi zastupci takového hmyziho skudce jsou Eurosta
solidaginis, ktery parazituje na Solidago altissima. | v tomto ptipadé vyuzivaji rostlinni Skidci
smés cytokinint. Jak se vyvijeji vytvoiené halky, méni se také pomér cytokinini v produkované

cytokininové smési. Piesto nejvice v této smési prevlada u Eurosta solidaginis cytokinin iPA.

Dalsim halko-tvornym zastupcem je pilatka hal¢iva (Pontania proxima). | u ni byla objevena
cytokininova smés, ktera obsahuje cytokininy typu ribosidu, konkrétné pak trans-zeatinrybosid
a iPA (Giron et Glevarec, 2014).

Jak je patrné, hmyzi rostlinni Sktdci i patogenni bakterie vyzivaji stejnou strategii —
cytokininové smeési. Jak vyzkum postupuje, zainaji byt zpochybiiovany vlastnosti
parazitujiciho hmyzu a stale vice a vice vyplyva, Ze nékteré z téchto funkci maji na svédomi
bakterie. Naptiklad se ukazalo, ze klinénka jablonova vytvaii symbiotické spojeni s rostlinnym
Sktidcem — bakterii rodu Wolbachia (gram-negativni bakterie). Pravé bakterie je odpovédna za
tvorbu cytokininové smési. Vyvstala proto otazka, jak moc jsou hmyzi Skiadci odkazani na
bakterie (Giron et Glevarec, 2014; Zhang et al., 2017).

6.5 Mutualistické souziti hmyzu a bakterie

Piekvapivym objevem byla symbioticka interakce mezi rostlinnymi $kiidci, a to konkrétné mezi

bakterii a hmyzem. Toto souZiti zpisobuje snadnéjsi prinik do hostitele a snadnéjsi naruseni
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fytohormonalni rovnovahy napadené rostliny. To vede az k naruseni morfologického a/nebo
biochemického usporadani hostitele. Evoluénim divodem spojeni bakterie/hmyz je ziejmé
biosyntéza cytokinini. Cytokininy v tomto sméru zpisobi snizeni obrany, snadné&jsi ziskavani
zivin z hostitele i ochranu pied senescenci. Jak hmyzi rostlinni $kudci, tak bakterie, napadajici
rostliny, maji spole¢né strategie. Oba jsou zavisli na vyuziti cytokininu pii invazi rostliny. Neni
ovsem zcela jasné, odkud jsou cytokininy syntetizovany. Zda tento druh fytohormont produkuji
jen bakterie ¢i hmyz, nebo jej produkuji oba dva najednou je v tento okamzik predmétem
dohadd. Také neni znama piesna funkce jednoho z partnerd. Kdo odpovida za produkci,
transport a dalSich procesy, které jsou s cytokininy spojeny, je take stale nejasné (Giron &
Glevarec, 2014). Je znamo mnoho druhti bezobratlych zivocichi, kteti maji z toho ¢i onoho
dtvodu symbioticky vztah s bakterii. Jsou znamy nejedny ekologické ¢i evolu¢ni uéinky a
divody, které z takovéhoto vztahu vyplyvaji. Jak se zdokonaluji moznosti vyzkumu, zacinaji
byt nékteré tradicni fenotypy, které byly do té doby spojovany s hmyzem, postupné ptipisovany
jejich symbiontiim, v nasem piipadé bakteriim. Ukazalo se, Ze bakterie, které tvoii symbiotické
usporadani s hmyzem, poskytuji v tomto vztahu nové metabolické vlastnosti, které hmyzu
chybi. Vétsinou do této kategorie spadaji latky, které zajist'uji lepsi pijem stravy z hostitelské
rostliny, lepsi vyuziti nutri¢nich zdroji, mohou poskytnout lepsi obranné mechanismy, proti
ohrozujicim faktorim jako je tfeba obranny mechanismus hostitele, nebo mohou zasadné
ovlivnit reprodukéni strategii hmyzu. Bakterie mohou také umoZznit hmyzu se rozvijet na
mistech, kde je omezeny zdroj zivin potfebnych k Zivotu. Takovym mistem je naptiklad dievo.
Bakterie také mohou dopomoci K ziskani zivin z rostlinnych §tav. Hmyz si ze symbidzy
s bakterii miZze rovnéz navysit rozsah hostitelskych rostlin a nebyt tak odkazany na jeden druh
(Giron & Glevarec, 2014).

7. Prakticke vyuziti
Cytokininy nachazeji praktické vyuziti hned v né€kolika oblastech. Jedno takové vyuziti spoéiva
Vv rostlinnych biotechnologiich, jako kultiva¢ni média. Diky cytokinintim Ize ziskat viruprosty
material, vyuziti somaklonalni variability a odvozeni rostlin z transformovanych a haploidnich
bunék. Cytokininy také stimuluji vétveni, ¢ehoz se vyuziva u okrasnych rostlin. V kombinaci
s gibereliny 1ze dokonce tvarovat plody, zvlasté u nékterych druhu jabloni. U obilovin, pokud
se cytokininy aplikuji v dobé kveteni, navysuji cytokininy pocet zrn v klasech. RovnéZz maji

pozitivni vliv na velkou produkci biomasy a je také prodlouZzena fotosyntetickd produktivita
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rostlin. Dal§im podstatnym vlivem je zvySeni odolnosti rostliny proti stresu (Prochazka et al.
1998). V 90. letech probéhla studie, ktera dokazala, Ze zména ve struktufe N6-substituovaném
adeninu miize vyrazné¢ pozménit jeho biologickou aktivitu v zivo¢isnych bunkach. Néekteré
endogenni cytokininy jsou slabymi a nespecifickymi inhibitory nékterych cyklin-
dependentnich kinaz. Pravé tyto kindzy jsou nesmirn¢€ dulezité pii bunééném cyklu.  N9-
disubstituované derivaty jsou schopny blokovat bunéény cyklus v piesn¢ danych bodech
bunééného déleni, tedy faze mezi C1/S a Go/M. Cytokininove ribosidy, maji navic cytotoxické
ucinky. Jsou schopny zpomalit buné¢ny rust a jejich dé€leni. Mohou rovnéz dopomoci rozpadu
nadorovych bun¢k (Dolezal et Strnad, 2017).

Roku 1998 bylo povoleno pouzivat chemikalie k regulaci rostlinného rastu. Tyto ptipravky se
pouzivaji dodnes K pfesazovani i transportu sazenic, zpusobuji omezeni ztrat pii sklizni,
prodluzuji skladovatelnost, stimuluji vynos plodin, usnadiuji mechanickou sklizen, stimuluji
tvorbu kvétnich pupentl a dalsi. Tyto chemické ptipravky, které se smé&ji pouzivat, jsou uvedeny
v Seznamu registrovanych prostiedkii na ochranu rostlin. Tento seznam probiha kazdoro¢ni
novelizaci. Novelizaci provadi Stdtni rostlinolékaiska sprava, diive uvadéna pod zkratkou
UKZUZ. Nékteré tyto piipravky maji chemickou strukturu totoznou s endogennimi cytokininy.
Diky tomu jsou rostlinami dobfe odbouratelné a nezanechéavaji po sob& skodliviny, které by

$kodili Zivotnimu prostedi (Psota et Sebanek, 1999).

Ukézalo se, ze zeatin a kinetin maji schopnost oddalit starnuti lidskych koznich fibroblastd.
Toto bylo také testovano u 9-tetrahydropyranylovych, a 9-tetrahydrofyranylovych derivata
cytokinintll. Jak pfesné kinetin na ZivociSnou buiiku plsobi, nebylo zcela objasnéno, jedna se
ovSem o velmi silny piirodni antioxidant, ktery méa schopnost chranit DNA a proteiny pied
ROS, které jsou jednim z nékolika faktorti starnuti a jedna se tak o velmi nebezpeéné latky.
Ukazalo se, ze navazanim vhodného substituentu do polohy N9, lze zvysit schopnost kinetinu
a navysit tak u¢innost proti starnuti. Dnes jsou tyto vlastnosti vyuzivany v kosmetickém
prumyslu v boji proti vraskam. Prikladem je 6-(furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)-purin
(pyratin). Pyratin nejen Ze bojuje proti vraskam, ale také snizuje hrubost pokozky, zabranuje

vysychani, a dokonce pisobi proti akné a rizi (Dolezal et Strnad, 2017).

Dal8im zajimavym zji§ténim, byl vliv cytokininl na rakovinné buiiky (Dolezal et Strnad, 2017).

Zda v8ak budou v tomto sméru piinosné ¢i nikoli, je zatim nejasné.
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8. Vysledné zhodnoceni

Senescence listu je pro rostlinu nesmirné dulezity proces, pii kterém dochazi k degradaci
makromolekul a vzniku pro rostlinu potfebnych slozek (AMK, cukry aj.). Skudci oviem
senescenci narusuji, za pomoci jimi produkovanymi fytohormony. To ohrozuje celou rostlinu

a dochazi tak ke zvySenému stresu, ptipadé k odumieni celé rostliny.

9. Diskuze
Studium sktidct v piirodé je pomérné obtizné. Sbér vzorki listh napadenych hmyzimi sktdci,
vzhledem k dob¢ vyskytu larev, je Casové omezen na podzimni obdobi. Nepiiznivé podminky
(dést, mraz, neschidny terén aj.) jsou rovnéz nepiijemné. Identifikace samotnych $ktidct (o
¢emz jsem se mohla sama piesvédéit) je nesnadné. Je tiecba znat druh stromu (a to jen za
piedpokladu, Ze je strom napadan pouze jednim druhem $ktdce) nebo vyckat, az se z larvy
stane dospélec. Aby se z larvy stal dospélec, je tfeba mu vytvofit idedlni podminky (napodobit
podminky v piirodé — nejprve chladngjsi teploty nad bodem mrazu, pozdé&ji teploty pod bodem
mrazu a nasledné postupny ptechod na teplejsi klima). Pokud se tyto podminky nedodrzi, larva
umird. Je rovnéz zajimavé sledovat, ze ne vSechny stromy jsou stejnomérn€ napadeny.
Piikladem jsou v tomto piipadé dva stromy v nasi zahradé. Dvé tiesné, vzdaleny od sebe dvacet
krokti. PrestoZe jsou stejné staré a maji stejné mohutné koruny, je pouze jedna kazdorocné
napadéana hned tfemi druhy neidentifikovanych rostlinnych $kidct. Rovnéz i jabloné v nasi
zahradé trpi kazdoro¢né rzi. Nicméné ani zde se neda mluvit o soumérnosti. Opét jsou jabloné
ve stejném stafi, nicméné jablon¢ vysazené na zapad¢ jsou napadeny vice, oproti stromum
rostoucich na vychodg¢. Je tedy ziejmé, ze Skidci si stromy vybiraji dle nékterych predpokladd,
které by mély byt pfedmétem zkoumani. Toto porozuméni by mohlo napovédét, jak se ucinnéji

proti rostlinnym sktidctim branit.

Ac¢ analytické metody a schopnost izolovat cytokininy zna¢n€ od prvnich let vyzkumu
pokrocily, jsou fytohormony stéle velkou nezndmou. VSichni autofi jednotlivych ¢lankd se
shoduji, Ze rostlinni Skidci vyuzivaji jednotlivé fytohormony ve sviij prospéch. Jak jsou vsak a
zda vibec (viz kapitola 6.5 mutualistické souziti hmyzu a bakterie) hmyzi $kidci schopni
cytokininy syntetizovat, nebylo v téchto ¢lancich objasnéno. Rovnéz nebylo nikde zminéno,
jak rostlina reaguje na necekané vysoké koncentrace cytokinini. Zda je pomér koncentraci

jednotlivych fytohormont natolik ovlivnén, ze rostlina tyto vysoké koncentrace povazuje za
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samoziejmé, Ci zda jsou pro rostlinu bézné, nebo je odbouravani cytokinini pfili§ pomalé,

nebylo uvedeno.

Je ztejmé, ze vSichni rostlinni $kidci vyuzivaji fytohormony stejnym zpisobem i za stejnym
ucelem. Konkrétné cytokininy témto sktidctim prevazné slouzi k nabuzeni bunécného déleni a
K udrzeni fotosyntézy v napadeném misté. Vzdy dochazi k pozastaveni senescence a tim
prodlouzeni infekce. Je také patrné, Ze rostlinni Sktidei vyuzivaji celou skalu fytohormont a
neopiraji se pouze o jeden druh ¢i o jeden konkrétni fytohormon jednoho konkrétniho druhu.
Ptikladem jsou v tomto ptipad¢ héalkotvorni hmyzi Sktdci, ktefi, jak se zd4, jsou schopny
produkovat jak cytokininy, tak auxiny. Nejednd se vSak jen o auxiny, které rostlinni Sktdci
spolu s cytokininy pouZivaji, ale také o gibereliny, kyselinu abscisovou, kyselinu jasmonovou
¢i kyselinu salicylovou. Protoze tyto interakce maji za nasledek velké ztraty v zeméde€lské
vyrob€, je nesmirné dulezité jednotlivé mechanismy pochopit a za jejich pomoci vytvofit

obranné prostiedky, které nebudou narusovat Zivotni prosttedi ¢i zdravi lidi, zvifat i rostlin.

Cytokininy by také mé&li mit schopnost navysit vynosy v zemédélské vyrobé. A¢ se geneticky
modifikované organismy (GMO) jevi jako nadé&je pted celosvétovym hladomorem (hrozici
kvuli nebezpecnému pielidiiovani), spojeni s cytokininy by mohlo dopomoci Kk lep$imu
vysledku hrozici krize (ani vliv téchto fytohormont na kvétenstvi ¢i plody nelze v tomto
piipadé opomenout). Rovnéz je otazkou, zda by cytokininy nemohli GMO zcela nahradit.
Mnoho lidi se ostatné GMO obava. At uz je napadaji z pozice zdravi ¢i nebezpeci mutace,
cytokininy by nemuseli pfedstavovat zddnou hrozbu a mohli by tak byt spolecnosti 1épe
pfijimani.

Neni to v8ak jen zemédélstvi, které se se zda byt pro vyuziti cytokinint klicové. Jejich vyuziti
v kosmetice je rovnéz velmi zajimavé a nuti k myslence, Ze pokud jsou cytokininy schopné
prodluzovat zivotnost fibroblasta v lidskych buiikach jaky dopad na organismus jako takovy,
by jest¢ mohli mit. A nejen cytokininy, ale fytohormony obecné. Zminky, Ze by cytokininy
mohli byt dalsi moZnosti 1écby rakoviny, se ostatné ozyva stale Castéji a n€které prameny

dokonce uvadéji, ze tento vyzkum jiz probiha.

Neékteré druhy fytohormonti jsou navic schopné pomoci rostliné piizpiisobit se okoli
(brassinosteroidy). Pochopeni téchto fytohormont a jejich mozné vyuziti by mohlo pfinést
feSeni pro ohrozené druhy rostlin. Také by mohly sehrat Glohu u potencionalné ohrozenych

druht, které nebudou schopny se zménam Vv ptirod¢ piirozené ptizplisobit.
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10. Zavér

Vyzkum fytohormoni se ukazuje jako klicovy. Jejich vyuziti v oblasti zemédélstvi neni
nikterak zanedbatelné a mohou se stat feSenim v nejednom krizovém okamziku. At uz jako
ochrana pro ohrozené, ¢i kriticky ohrozené druhy rostlin, ¢i mozné rozsiteni plodin na extrémni
stanovi$té, nebo navyseni produkce mohu fytohormony sehrat svou tilohu jen za piedpokladu,
ze jim zcela porozumime. Rostlinni $kiidci by ndm v tomto piipad€ mohli byt velmi napomocni.
Jejich schopnost ovlivnit rostliny by se mohla stat Sablonou pro nase budouci ¢iny. Ochrana
rostlin bude v budoucnu ¢im dal vice potfebna, kviili zménam klimatu. A€ je v tento ¢as velmi
upozadéna (ochrana zvitat je spolecnosti vice a ochotnéji pfijimana) je nezbytnd pro mnoho
dalSich druhii. VZdyt piiroda jako takova, je komplexni a ztrata ur¢itého druhu miize zpustit

nebezpecény dominovy efekt, majici vliv na cely ekosystém, a tedy i na lidi.

Zajimavym efektem fytohormont je vliv na zivocisné buriky. Jejich piinos v kosmetice je zatim
jen pocatek jejich piipadného vyuzivani v tak dilezitém oboru, jako je medicina. Vliv
Cytokininli na rakovinotvorné bunky, by mohl pomoci nejednomu nemocnému ¢loveku, ale
rovnéz by mohlo byt feSenim pro takovy ohroZeny druh, jakym je d’abel medvédovity
(Sarcophilus harrisii), jehoz ohrozuje ptenosna forma rakoviny. Pravé ptiklad s d’ablem je
varovanim, ze rakovina se mutize stat pfenosnou. A¢ lidé timto typem rakoviny trpét nemohou,
nikdo nemutize vylouéit mozZnost, Ze se v budoucnosti neobjevi. Mit Iék, by mohlo byt pro lidstvo

(i dalsi tvory) rozhodujici.

Pochopeni fytohormoni, je v soucasnosti vSak dilezité hlavné pro zeméde€lce. Ro¢ni Ubytek
plodin je vlivem sktdci vysoky (v nékterych piipadech je Ubytek Grody az 70 %). Zda za
ohroZenim stoji hmyz ¢i ptipadné bakterie (nebo oba dva), je podstatné vyzkoumat, nebot’ boj
s t¢émito Skidci, jak je patrné z kaZzdoro¢niho ubytku plodin, neni v dne$ni dobé& efektivni.
Ekonomické ztraty a nedostatek potravin se lidé snazi ovlivnit za pomoci hnojiv a pesticidu.
Naruseni ptirody a dal$i ekonomické naklady jsou toho sekundérni reakci. Efektivnéjsi ochrana
rostlin, pfipadné nardst Grody, za pomoci fytohormonti by mohl zlepsit ekonomiku a piispét

nejen ke zdravéjsi piirodé, ale také k lepSim socidlnim podminkdam nékterych lokalit.

At uz ovSem vyuzijeme fytohormony jakkoli, zajem o né v poslednich letech stoupa. Je jen
otazkou Casu, nez budou jejich tajemstvi zcela objevena a stanou se nedilnou soucasti naSich

¢innosti.
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11. Pfinos prace
V této praci jsem méla moznost shrnout nékteré poznatky z interakce mezi rostlinnymi skiidci
a hostitelskou rostlinou. Pochopit, jak reaguje rostlina na napadeni i to, jak je Skiidce schopen
rostlinu ovlivnit. Uvést jednotlivé vlastnosti fytohormont, jejich vyuziti Skiidci a moznosti,
které nd&m mohou poskytnout. V praci jsou rovnéz zahrnuty moznosti a nazory, které vyplyvaji
Z jednotlivych ¢lanka, naptiklad vyuziti cytokinini v 1écbé rakoviny, ¢i vyuziti hormont

k ochrané ohroZenych druhi rostliny.

Pochopeni jednotlivych procesi, kterych se cytokininy Gc¢astni, bylo rovnéz dulezité. Shrnuti
procesu senescence, bunééného déleni, ale také obrany rostliny, jsou podstathnym voditkem

k pochopeni, jakymi mechanismy, jsou rostliny $kiidcem napadeny a jak (pro¢) jsou ohrozeny.
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