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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Vliv dusikaté vyzivy na rist cyanobakterii

Cyanobakterie piedstavuji riznorodou skupinu gramnegativnich bakterii schopnych oxygenni
fotosyntézy (Margulis, 1975) a zaroveii se jednd o domnélé predchiidce chloroplastl
eukaryotickych rostlin (Wallace, 1982; Pakrasi, 1995). Pfitom se na zaklad¢ fosilnich dikazl jedna
z hlediska evolu¢niho vyvoje o velmi starobylé organismy, které se na Zemi objevily vice jak pred
3 miliardami let (Adams, 2000). Mnoho druht sinic je schopno fixace dusiku. Nicméné, oxygenni
fotosyntéza a fixace dusiku jsou neslucitelné procesy, protoze enzym nitrogenasa je inaktivovana
kyslikem. Sinice pouzivaji pfevazné¢ dva mechanismy pro odd¢leni této Cinnosti: biologickymi
cirkadialnimi hodinami se od sebe oddé€li ¢asové, mnohobunéénosti a buné¢nou diferenciaci se
oddéli prostorové (Toepel a kol., 2008).

Dulezitym objevem bylo to, Ze sinice obsahuji gramnegativni bunéénou sténu, kterou tvori
dvé odlisné membrany, plasmaticka a vnéjsi, a peptidoglykanova vrstva, kterd je mnohem silngjsi
nez u jinych gramnegativnich bakterii a zaroven je mezi témito membranami ulozena (Hoiczyk a
Hansel 2000). Vn&jsi bunéna sténa je obohacena glykokalyxem, ktery chrani buiku pied
vysousenim, fagy a predatory. Sinice také obsahuji rozsdhlou vrstvu vnitinich thylakoidnich
membran. Fylogenetické studie sinic prokazaly, Ze genetické vztahy jsou nékdy v rozporu s
morfologickou klasifikaci (Lyra a kol.,, 2001; Iteman a kol., 2002; Gugger a Hoffmann,
2004). Porovnani morfologickych a genetickych tdaji vede totiz k tomu, ze v disledku
nedostatecnych udajii o sekvenovaném kmeni mize dojit ke ztraté nékterych dulezitych vlastnosti,
jako jsou ptitomnost plynovych vacku (Lehtimaki a kol., 2000) nebo i forma kolonie (Gugger a
kol., 2002) pti dlouhodobé laboratorni kultivaci, coz komplikuje identifikaci.

V piitomnosti zdroje dusiku jako je dusi¢nan nebo amoniak, roste Nostoc sp. kmen PCC
7120 (Casto nazyvana také Anabaena sp. PCC 7120) jako dlouhé vlakno obsahujici stovky
fotosyntetizujicich vegetativnich bun€k (Obr. 1A). V nepfitomnosti dusiku (Obr. 1B) produkuje
heterocyty, coz jsou diferencované bunky fixujici dusik, které se tvofi v polopravidelnych
intervalech mezi tiseky vegetativnich bunék (Kumar a kol., 2009) a slouzi k fixaci vzdusného
dusiku. Nostoc se ukazal byt excelentnim modelem pro studium stanoveni osudu
buriky, diferenciace a diferencialni genové exprese béhem prokaryotického mnohobunééného

vyvoje (Kumar a kol., 2009).
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Obrazek 1 Tvorba heterocyt u Nostoc PCC 7120 (upraveno z Kumar a kol., 2009)

Sinice predstavuji klicové biokatalyzatory v N, cyklu (Vitousek a kol., 2002). Mezi bézné uzivané
zdroje dusiku u sinic (Obr. 2) patii dusi¢nany, dusitany, amoniak, n€které¢ druhy jsou schopny
vyuZzivat mocovinu nebo fixovat atmosfericky dusik, dalsi se mohou také prizptisobit argininu nebo
glutaminu. Dusitany a dusi¢nany jsou redukovany nitrat a nitritreduktasami, enzymy zavislymi na
ferredoxinu, arginin je metabolizovan kombinaci mocCovinového cyklu a arginasové drahy, a
mod&ovina je degradovana pomoci ureas obsahujich Ni**. Amoniak piitomny v prostiedi nebo
vznikly metabolismem ostatnich zdroji dusiku je za¢lenén do uhlikatych sloucenin postupnou
reakci glutaminsyntetasy (GS) a glutamatsyntasy (GOGAT). Exprese mnoha genti v asimilaci

dusiku je podrobena regulaci a je aktivovana transkripénim faktorem NtcA (Flores a kol., 2005).

8e- isocitrat

NADP*
NADPH NADP* '%
GDH \ A o, NADPH

2-oxoglutarat

enzym
Nitrogenasa

urea

Obrazek 2 Metabolické drahy dusiku u cyanobakterii (upraveno z Muro-Pastor a Florencio, 2003).

Reakce katalyzovana glutaminsyntetasou (GS) zahrnuje ATP-dependentni amidaci glutamatu, ¢imz se ziska glutamin.
Glutamatsyntasa (GOGAT) nasledné katalyzuje redukei oxoglutaratu za vzniku dvou molekul glutamatu. Uhlikovy skelet
pozadovany pro asimilaci amoniaku je ziskdn z oxoglutaratu, ktery je syntetizovan isocitratdehydrogenasou (IDH),
enzymem citradtového cyklu. V nékterych sinicich také probiha pfimd aminace oxoglutaratu katalyzovana
glutamatdehydrogenasou (GDH). Jeji centralni postaveni v metabolismu déla GS-GOGAT cestu citlivou na regulaci
rozdilnymi podminkami prostiedi, zejména dostupnosti dusiku a uhliku. Transkripéni faktor NtcA hraje klicovou roli v

regulaci asimilace dusiku prostiednictvim regulace GS.
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2.1.1. Asimilace dusi¢nanu a dusitanu

Pfijem sloucenin obsahujicich dusik vyskytujicich se v prostfedi ¢asto v nizkych koncentracich (1
uM) do bunék probiha skrz permeasy, které jsou lokalizovany V cytoplasmatické membrané.
Ukazalo se, ze na pfijmu dusi¢nanti, dusitanu (Omata a kol., 1993; Luque a kol., 1994) nebo
mocoviny (Valladares a kol., 2002) se u fady cyanobakterii podili viceslozkovy ABC typ permeas.
ABC typ permeas je potfebny k transportu argininu a glutaminu (Quintero a kol., 2001). Tyto
permeasy vyuzivaji ATP k fizeni aktivity a koncentracnimu pienosu jejich substratt. Intracelularni
dusi¢nan je postupné redukovan na dusitan a amoniak pomoci nitratreduktasy a nitritreduktasy,
které jsou produkty narB a nir gentt (Rubio a kol., 1996, Luque a kol., 1993). Tyto geny jsou u
fady cyanobakterii seskupeny spoleéné s geny kodujicimi nitratpermeasu za tvorby nir operonu

(Frias a kol, 1997). Asimilace nitratu je potlatena v pfitomnosti amoniaku, ktery predstavuje

vvvvvv

2.1.2. Fixace dusiku

Mnoho sinic dokaze fixovat atmosféricky dusik za aerobnich podminek i ve velkém mnozstvi.
Biologicka fixace dusiku je katalyzovdna enzymem nitrogenasou, ktera se sklada ze dvou
metaloproteind, proteinu zeleza (Fe) a proteinu molybden-zeleza (MFH). Molekula dusiku se
skladd ze dvou atomt dusiku spojenymi trojnou kovalentni vazbou, diky ni je molekula velmi
inertni a nereaktivni. Nitrogenasa katalyzuje rozbiti této vazby ptidanim tfi vodikovych atomi ke
kazdému atomu dusiku (Stephen a kol., 2011). Zatimco nékteré vlaknité sinice (napt. Nostoc)
omezi nitrogenasu na heterocyty, diferencované buiiky specializované pro samotnou fixaci dusiku,
nekteré dalsi vlaknité kmeny stejné jako jednobunécné, poskytuji aktivitu nitrogenasy ve tme.
(Capone a kol., 1997).

Transport elektront k nitrogenase byl u heterocytickych sinic detailné¢ prostudovan.
Heterocyty maji velice aktivni cyklickou fosforylaci zavislou na ferredoxinu a fotosystému I
(Bothe, 1969), ktera generuje ATP potiebny pro fixaci dusiku. Tyto bunky maji nékolik Fe-S
proteinii podobnych ferredoxinu (Fdx). Jeden z nich, specidlni FdxH, je exprimovan pouze v
heterocytech a slouzi jako pfenase¢ elektroni na nitrogenasu. Nicméné mutanti s mutacemi v FdxH
mohou rovnéz provadét fixaci dusiku vysokou rychlosti (Masepohl a kol., 1997), coz naznacuje, Ze
tento protein mize byt nahrazen jinymi. Dalsi ferredoxinu podobny protein, FdxB (PatB), je
specificky exprimovan v heterocytech (Jones a kol., 2003). Redukéni ekvivalenty pro redukci
ferredoxinu mohou byt syntetizovany nékolika reak¢énimi cestami (Obr. 3).

V heterocytech, které jsou vystaveny svétlu, mize byt ferredoxin redukovan fotosystémem I. Dalsi
moznosti je, zZe NAD(P)H a dehydrogenasa nebo H, a pfijimaci hydrogenasa (viz nize) miizZe

privadét elektrony na plastochinon (nebo blizko n¢ho). Ve tm¢ mutze byt ferredoxin redukovan
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NAD(P)H a NAD(P)H:ferredoxin oxidoreduktasou (FNR) pfitomnou v heterocytech a
vegetativnich buiikach.

Redukce ferredoxinu mtize byt také dosazena pyruvat — fosforoklastickou reakci. Zde jsou
pyruvat a koenzym A $tépeny na acetyl koenzym A a CO, a zbylé 2 elektrony jsou pfeneseny na
ferredoxin. Reakce je katalyzovana enzymem pyruvat:ferredoxin oxidoreduktasou (PFO), ktery se
bézné¢ vyskytuje v anaerobnich organismech, a to jak v obligatnich (Clostridium), tak ve
fakultativnich (Escherichia coli). U samotnych sinic se vyskyt PFO nadale zkouma. Enzym byl
pivodné pozorovan u Anabaena variabilis (Leach a kol., 1971), mnohem podrobnéji byl ale
pospan u Anabaena cylindrica (Neuer a kol., 1982), kdy extrakty z této sinice katalyzovaly redukci
methyl viologenu (jako umélé nahrady ferredoxinu) zavislou na pyruvatu za vzniku CO, a syntézy
acetohydroxamatu. Reverzni reakce, syntéza z pyruvatu z acetyl koenzymu A, CO; a redukovaného
ferredoxinu, byla také prokazana (Bothe a kol., 2010).

Pyruvate: Ferredoxin
oxidoreductase

Glucose-6-P Pyruvate
dehydrogenase
Glucose-6-P
Na
5 Ferredoxin | Nitrogenase
lsocitrate 'Yy
dehydrogenase ‘e 2NH3+Hy
Isocitrate i
Ferredoxin: :
> A NADP* reductase E '
T + + Photosystem |
- by
Malate ¢
dehydrogenase '
Malate :
' 3
' "
. NADH oxidase C ¢ o b
.................... Ay a% ytochrome be
T e o --+ NADH complex, PQ
'
' GAP
o dehydrogenase
Glyceraldehyde-3-P
Nitrogenase Uptake hydrogenase
H Ha

Obrazek 3 Vytvaieni reaktantl pro fixaci N, u cyanobakterii (pfevzato z Bothe a kol., 2010)

Mnoho neheterocytickych sinic je schopno fixovat dusik, ale prakticky vSechny z nich tak c¢ini
pouze za anaerobnich podminek, nebo piesnéji za snizené koncentrace kysliku. Ukazalo se, ze v
nékterych z nich probihaji tyto dvé nekompatibilni reakce odde€lené: fotosynteticka fixace CO,
probihd za svétla a fixace N, probihd za tmy. Proto neni v noci nitrogenasa vystavena
fotosynteticky produkovanému kysliku a vétsina kysliku ze vzduchu je vyuzita v procesu respirace
za vytvofeni anaerobnich podminek, a to zejména v hustych kulturach nebo v biofilmech. Nicméné
ne vSechny neheterocytické sinice vykazuji tento cirkadianni rytmus (Bothe a kol, 2010) a fixace

dusiku za svétla ziistava u téchto cyanobakterii zahadou
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2.1.3. Asimilace amoniaku

Amoniak vstupuje do bunky dvéma zptsoby, difuzi v ptipadé plynné formy NH; nebo za pomoci
specifickych permeas v piipadé formy NH,". Velkym zjisténim byl fakt, e enzym
glutamatdehydrogenasa zaclenujici amoniak, je u sinic pfitomen pouze v malém mnozstvi, nebo
zcela chybi (Hoare a kol., 1967; Pearce a kol., 1969). Hlavni metabolickou drahu asimilace
amoniaku u sinic pfedstavuje draha glutaminsyntetasa-glutamatsyntasa GS-GOGAT (Obr. 3). Tato
draha reprezentuje spojovaci krok mezi metabolismem uhliku a dusiku. Prvni enzym GS-GOGAT
drahy, glutaminsyntetasa (GS), syntetizuje glutamin z glutamatu a amoniaku katalytickou reakci,
ktera vyzaduje energie ATP a bivalentni kationty (Mg®, Mn?"). Aktivita a syntéza GS je
regulovana v reakci na C a N signaly. U cyanobakterii je GS modulovana na transkripcni a
posttranskripéni trovni v zavislosti na zasobeni uhlikem a dusikem. Oba regula¢ni systémy jsou
pod kontrolou transkripéniho faktoru NtcA, ktery u sinic kontroluje transkripci genti regulovanych
dusikem. NtcA také potlacuje syntézu dvou inhibi¢nich polypeptidi (IF7 a IF17), které¢ inaktivuji
GS ptimou protein-proteinovou interakci (Muro-Pastor a kol., 2003).

U cyanobakterii existuji dva rozdilné typy glutaminsyntetas. Prvni typ je kddovany genem
glnA, druhy genem gInN. Glutamatsyntasa syntetizuje glutamat z glutaminu, pfenosem jeho
amidové skupiny na 2-oxoglutarat. U fotosyntetickych organismt byly objeveny dva typy GOGAT
drah. Prvni typ vyuziva ferredoxin, druhy NADH jako donor elektronii. Isocitratdehydrogenasa
(IDH) je enzym odpovédny za syntézu 2-oxoglutaratu, metabolitu potiebného pro funk¢énost GS-
GOGAT cyklu. 2-oxoglutarat syntetizovany IDH vstupuje ptimo do GS-GOGAT cyklu, protoze

cyanobakterie maji neuplny citratovy cyklus a 2-oxoglutarat neni spotiebovan pro tvorbu energie.

2.1.4. Asimilace mocoviny

Mocovina predstavuje dulezity zdroj dusiku pro mnoho mikroorganismt, zahrnujicich nékteré
bakterie, kvasinky, houby a fasy. Ackoli nékteré kvasinky a ftasy rozkladaji mocovinu
prostfednictvim ATP a enzymu amidolyasy, vétSina mikroorganismit vyuziva amidohydrolasu
obsahujici Ni** nebo ureasu (Valladares a kol., 2002).

Soucasné znalosti o asimilaci mocoviny u cyanobakterii zahrnuji identifikaci strukturnich
genl a gend kodujici prenaseCe mocoviny. Strukturni geny ureA, ureB a ureC mohou kdédovat
typické bakterialni ureasy a také pridatné geny potiebné k produkci a aktivaci ureasy, enzymu,
ktery nese bi-nikl centrum, které bylo identifikovano v fad¢ cyanobakterii, napt. Nostoc PCC 7120.

Pfenos mocoviny je zprostfedkovan sekundarni permeasou, Amt (Montesinos a kol., 1998;
Vazquez-Bermudez a kol., 2002). Mocovina je degradovana na NH," a CO, bakterialni ureasou
obsahujici nikelnaté ionty. Jsou-li cyanobakterialni bunky inkubovany v pfitomnosti omezené
koncentrace mocoviny, ale s dostate¢nych zasobenim uhlikem, vyciti buiiky vysoky pomér C a N,

ktery uréuje expresi genti kddujici permeasy a enzymy potiebné k efektivni asimilaci mocoviny
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nebo asimilaci alternativnich dusikatych zdroji. Tato aktivace genové exprese potiebuje

transkrip¢ni faktor NtcA (Vega—Palas a kol., 1990).
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2.2. Interakce mezi cytokininy a dusikem ve vyvoji rostlin

2.2.1. Cytokininy

U objevu cytokininti (CK) stala hlavné laboratof F. Skooga jiz ve 20. letech minulého stoleti. Prvni
izolovana latka byla pojmenovana kinetin, a to podle své schopnosti regulovat cytokinesi
(Galuszka a kol., 2008). Pritomnost jednotlivych druhti cytokinind zavisi na rostlinném druhu a
rostlinné tkani (Hirose a kol., 2008), rovnéz také vyvojové fazi (Emery a kol., 1998; Quesnelle a
Emery, 2007) a environmentalnich podminkach (Takei a kol., 2001; Vyroubalova a kol., 2009).
Cytokininy fadime mezi rostlinné hormony, které spolu s auxiny hraji roli v kontrole
vyvojovych procest v rostlinich jako je bunécné déleni a diferenciace, tvorba a rlst kotent,
apikalni dominance a senescence (Hoyerova a kol., 2006). Také ovliviiuji vyvoj chloroplastt, opad
listd a reakce rostliny na stresové podminky (Mok a Mok, 2001). Cytokininy, stejn¢ jako dalsi
signalizacni molekuly, ptisobi pii velmi malych koncentracich (1-50 pmol /g Cerstvé hmoty,
Galuszka a kol., 2008). Z chemického hlediska jsou piirodni cytokininy derivaty adeninu, které
maji na pozici N® isoprenoidni nebo aromaticky postranni fetézec (Frébort a kol., 2011).
Cytokininy s isoprenoidnim postrannim fetézcem (Obr.4) nejcastéji piedstavuji nejcastéji se
vyskytujici typy, mezi které zatazujeme N6-(A2-isopentenyl)-adenin (iP), trans-zeatin (tZ), cis-
zeatin (cZ) a dihydrozeatin (DHZ). Od ostatnich isoprenoidnich cytokininti (tZ, cZ a DHZ), u
kterych je fetézec zakoncen hydroxylovou skupinou, se N6-isopentenyladenin odliSuje tim, Ze nese

nemodifikovany postranni fetézec dimethylallylu (Sakakibara, 2006).
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Obrazek 4. Struktura isoprenoidnich cytokinind
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Do skupiny aromatickych CK patii kinetin, benzyladenin a 0-, m-, p-topolin a jejich methoxy-
derivaty (Obr. 5) (Mok a Mok 2001; Sakakibara, 2006).
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Obrazek 5. Struktura aromatickych cytokinint

Vétsina prirodnich CK je ptitomna jak ve formé volnych bazi, tak ve formée nukleotidii, nukleosidu,

konjugatu s xylosou, glukosou nebo aminokyselinovym zbytkem, jako je alanin (Spichal, 2012).
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2.2.2. Biosyntéza cytokinini

Cytokininy jsou syntetizovany zejména v kofenech, ale také ve stoncich rostlin (Letham, 1994;
Nordstrom a kol., 2004). Podstatou primarni biosyntézy CK jsou reakce katalyzované enzymy
isopentenyltransferasami (IPT), které se vyskytuji ve formach adenosinfosfat-IPT a tRNA-IPT
(Werner a Schmitilling, 2009).

Adenosinfosfat-IPT katalyzuje pfenos isopentenylu z dimethylallyl pyrofosfatu (DMAPP)
nebo 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfatu (HMBDP) na N° adenosin 5'- mono-, di- nebo
trifosfatu (Kakimoto, 2001). Produkem této biosyntézy jsou isopentenyladenosin-5"-fosfaty. tRNA-
isopentenyltransferasa katalyzuje N-prenylaci adenosinu vazaného na tRNA (Kasahara a kol.,
2004). Nasledny krok biosyntézy CK spociva v hydrolytické aktivaci cytokininovych nukleotidi za
pomoci fosforibohydrolasy (tzv. Lonely Guy; LOG). LOG je enzym, ktery byl poprvé popsan u
ryze (Oryza sativa) a jehoz ukolem je odstépeni ribosa 5'-monofosfatu z CK nukleotidu. Svou
expresi je mapovan predevsim ve $pi¢ce vrcholového meristému stonku (Kurokawa a kol., 2007).
Cytokininy odvozené od tZ jsou syntetizovany z iP nukleotidd, které jsou hydroxylovany za tcasti

cytochromu P450 monooxygenasy (Takei a kol., 2004). (Obr. 6)
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Obrazek 6. Schéma biosyntézy a metabolismu cytokininil (pfevzato z Werner a Schmiilling, 2009)
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V rostlinach existuji dvé drahy pro syntézu prekurzorid isoprenoidnich CK (Obr. 6). Melavonatova
draha (MVA) pusobici také v zivocisich, houbach, archea i nékterych bakteriich zacina kondenzaci
tfi molekul acetyl-CoA a naslednou redukci na mevalonat. Tato redukce je inhibovana statiny
(napt. lovastatin nebo mevastatin). Mevalonat je nasledné¢ dvakrat fosforylovan za vzniku
mevalonat-5-difosfatu. Dalsi fosforylace je pohanéna isopentenylfosfatem (IPP), ktery izomerizuje
na DMAPP. Methylerythritolfosfatova draha (MEP) lokalizovana v plastidech za¢ina kondenzaci
pyruvatu a glyceraldehyd-3-fosfatu produkujici 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat. Ten je nasledné
preveden na methylerythritol fosfat. Tento krok je katalyzovan enzymem reduktoisomerasou, ktery
je inhibovan phosphidomycinem (Proteau, 2004). Methylerythritol fosfat je konjugovan
s cytidylfosfatovou Casti, po které nasleduje dalsi fosforylace, uvoliiovani cyklického monofosfatu
CMP a cyklizace. Snizeni vynosut HMBDP, ktery mize byt dale redukovan na isopentenyl
pyrofosfat, a dokonce v mensi mife na DMAPP. Ikdyz je uroveit HMBDP v plastidech 5 krat vyssi
nez DMAPP, mohou oba pracovat jako prekurzory cytokinind (Sakakibara a kol, 2004).

Z biologického hlediska nejvice aktivni cytokininy odvozené od tZ a iP jsou Vv rostlinach
produkovany pievazné biosyntetickou drdhou lokalizovanou v chloroplastech pomoci ATP/ADP
IPT. I kdyz se mlizeme setkat s n¢kterymi rozdily, probiha biosyntéza CK u bakterii v podstaté jako
u rostlin: de novo syntézou a degradaci tRNA. Nostoc PCC 7120 a Anabaena variabilis ATCC
29413 maji geny pro tRNA- i de novo IPT, vysoce homologni k rostlinnym IPT (Frébort a kol.,
2011). Méfenim afinity IPT Arabidopsis thaliana a Agrobacterium tumefaciens k akceptoru ATP,
ADP a AMP bylo zjisténo, ze rostlinna IPT upfednostiiuje ATP a ADP, zatimco bakterialni [PT ma
pro zménu vysokou afinitu k AMP. Cytokininy také vznikaji degradaci tRNA. Byly zjistény v
hydrolyzatech tRNA nesouci antikodon komplementarni ke kodénu zacinajicimu uracilem. V
antikodonu se nachazi prenylovany adenosin (Sakakibara, 2006). Timto zptusobem se ziskava v

rostlinach maximalné 40 % cytokinind (Kakimoto, 2003).

2.2.3. Degradace a inaktivace cytokinint

Nedilnou soucast v regulaci cytokininové aktivity v rostlinach ptedstavuje proces degradace, ktery
je katalyzovan cytokinindehydrogenasou (CKX). Kli¢ova role spoc¢iva v odstranéni postranniho
fetézce cytokininu na C6 uhliku. Vznika tak adenin a vedlej$i postranni tetézec. Purinova baze
mize byt dale vyuzita v dalSich metabolickych drahach, naptf. v syntéze mastnych kyselin.
Spochnost oxidovat v§echny typy cytokinint, napiiklad O-glukosidy nebo cytokininy s nasycenym
aromatickym fetézcem, je u SCX znacné omezena (Taiz L, Zeiger E, 2010; Machackova I, 1998).

Tyto cytokininy mohou byt inaktivovany konjugaci glukosy v pozicich N3, a N9 na adeninovém
kruhu (Sakakibara, 2006).
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2.2.4. Signalni draha cytokinini

Rozhodujicim a klicovym mechanismem pro vnitrobunéény pienos signalu zalozenym na
fosforylaci proteinti proteinkinasami je dvoukomponentni systém (two-component regulatory
system) neboli TCS, ktery vyuzivaji zejména prokaryotické organismy jako reakci na extracelularni
signal (Hoch 2000; Stock, Robinson a kol., 2000). Byl také objeven u rostlin, kvasinek, a hub.
Pivodné byl tento systém studovan na bakteridlnim systému, kde slouzi jako mechanismus
kontroly genové exprese v odpovédi na pfirodni podminky. Mechanismus pfenosu signalu v TCS je
zalozen na prenosu fosfatové skupiny mezi histidinem (His) a asparaginem (Asp) (Imamura a kol.,
1999). TCS se skladd ze dvou samostatnych proteind: histidinkinasového senzoru (HK) a
regulatoru odpovédi (RR, response regulator), ktery je charakteristicky ptritomnosti pfijimaci
domény. Autofosforylace His zbytkli u bakterii nastane v pfenasecové doméné. Tim dojde
k ptevedeni fosfatové skupiny na aspartat ptijimaci domény (Kakimoto, 2003). Nékteré bakterie
vyuZzivaji systémy, ve kterych se vyskytuji senzorové HK, nesouci piijimaci doménu (Kato a kol.,
1997), a zaroven jsou obvykle lokalizovany ve vnitini membrané bakteridlnich bunék. Faktory
podilejici se na TCS systému u eukaryot jsou mnohem komplikovanéjsi. Eukaryotické HK jsou az
na n€kolik HK (S1nl1 Saccharomyces cerevisiae a dalsi) lokalizovany v cytoplazmatické membrané
(Kanamaru, 2011). Obsahuji dale histidin fosfopienaseCovy protein (HPt) domény, které nesou
fosforylovany histidinovy zbytek, podilejici se také na pienosu fosfatu (Kato a kol., 1997).
Zahajeni signalizacni kaskady je zptisobeno vazbou biologicky aktivnich CK na doménu CHASE
histidinkinasového receptoru a autofosforylaci histidinu. Na pfijimaci doménu je poté pienesena
fosfatova skupina Asp — zbytku a poté na AHP protein (Arabidopsis histidin phophotransfer
protein). Signal je dale pfenesen na regulator odpovédi (Werner a Schmiilling, 2009).

Vstupni ATP Pi o
signal m / Vystup
H -all»
Vstupni Prenasecova Prijimajici Vystupni
doména domeéna doména doména

Histidin kinasa (HK) Regulator odpovédi (RR)

Obrazek 7 Model dvouslozkového systému (upraveno z Kakimoto, 2003)
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2.2.5. Osud rostliny fizeny dusikem

Dusik predstavuje dilezity bioelement, ktery byl zaclenén do biosféry pomoci asimilacnich procesi
na zaklad¢ ptisobeni mikroorganismt a rostlin (Merrick a Edwards, 1995). Dusik tvoii dilezitou
limitujici zivinu pro rist a vyvoj rostlin (Kamada-Nobusada a kol., 2013). Po chemické strance je
molekula N, velmi stabilni a k jejimu zapojeni do ob&hu v zivych organismech je nepostradatelna
jeji redukce na amonné ionty. Samotna redukce molekularniho dusiku probiha jen u nemnoha
prokaryotnich organismii napt. pudnich bakterii rodi Azotobacter a Clostridium nebo sinice rodu
Nostoc (Zehnalek a kol., 2006).

V biosféfe je pak pfitomen v riznych chemickych formach. Je absorbovan z pidy
Vv anorganické formé v podobé dusi¢nanu nebo amonnych iontd, nebo organické formé, nejcastéji
jako volna aminokyselina (Vance, 2001; Miller a Cramer, 2004). U rostlin se vyskytuje pievazné
ve form& amonnych iontti (NH,"), dusitanti (NO?%) a dusi¢nanti (NO*).

N, vstupuje do biologického cyklu tfemi smeéry: biologickou fixaci, atmosférickou
(spontanni) fixaci a Haber-Boschovou primyslovou fixaci. Aminokyseliny, mocovina, malé
polypeptidy a dal§i biomolekuly obsahujici dusik mohou byt poté uvolnény zpét do Zivotniho
prostfedi pomoci rozkladu organické hmoty. Tyto organické formy N mohou byt také vyuzity pro
rostliny a jiné organismy (Jones a kol., 2005).

Dostupnost anorganického dusiku v rhizosféie je rozhodujicim faktem urcujicim rychlost
rustu a vyvoj rostliny (Takei a kol., 2002). Pfitomnost anorganickych dusikatych zdroji se 1isi v
zavislosti na pudnich podminkach. Hlavni formu ve vSech pfirodnich pidach predstavuji
dusi¢nany, zatimco NH,;" mohou pfevazovat za méné piiznivych podminek, napf. v ryzovych
polich. Metabolismus a signalizace CK jsou uzce spojeny s dostupnosti dusiku (Ruffel a kol.,

2011).

2.2.6. Biosyntéza CK v pritomnosti dusi¢nanu

Bylo prokazano, ze kyselina abscisova (ABA), auxiny, a CK hraji roli v koordinaci potieby a
ziskavani dusiku. Obecné se da fici, Ze se systém piijmu sklada znizko a vysoko afinitnich
transportértt dusiku kédovanych skupinou gent zrodiny NRT1la NRT2. Exprese NRT gent je
regulovdna mnoha signaly. Napfiklad, AtNRT2.1, ktery utvéaii hlavni Cast systému vysoko-
afinitnich transportéri dusiku, je indukovan dusi¢nanem a cukrem, a potlacovan asimilacnimi
produkty dusiku a CK (Kiba a kol., 2011).

Exogenni aplikace cytokinini muize Castecné piekonat limitujici efekty rlstu zplsobené
nizkou hladinou zasob dusiku v jitrocelu vétSim (Kiba a kol.,, 2011). Zasobeni dusi¢nanem
zpisobuje zvySeni obsahu CK v mize xylému (také v kofenech a vyhoncich) kukufice (Takei a
kol., 2001), coz naznacuje, ze CK funguje jako dalkovy signal mezi vyhonkem a kofenem (Kiba a
kol., 2011). Podobné souvislosti byly zaznamenany také u Arabidopsis (Takei a kol., 2004). Kromé

toho bylo zjisténo, Ze kliceni semen Arabidopsis péstovany pii vysokych koncentracich dusi¢nant
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HN (high nitrate), 10 mM) obsahuje vyssi hladiny CK, nez jaké by obsahoval za nizké koncentrace
dusi¢nant (Miyawaki a kol., 2004; Matsumoto-Kitano a kol., 2008).

V piitomnosti dusi¢nanu se zvysuje exprese jednoho z AtIPT genti (AtIPT3). Akumulace
CK v ptitomnosti dusiku byla zna¢né utlumena u atipt3 mutantu, coZ znaci, ze AtIPT3 je klicovy
determinant biosyntézy zavislé na dusiCnanech (Miyawaki a kol., 2004; Takei a kol., 2004).
Exprese AtIPT3, ktera je podminéna pfitomnosti dusi¢nantl, byla také pozorovana v izolovanych
vyhoncich. Microarray analyza ukazala, ze exprese AtIPT3 zavisla na dusiku je casteCné
zprostiedkovana NRT1.1/CHL1 (NRT1.1) proteinem, ktery funguje jako transportér dusicnand a
zaroven indikator dusi¢nant (Liu a kol., 1999; Ho a kol., 2009; Wang a kol, 2009). Exprese AtIPT3
probihd ve floému celé rostliny, a tento vzorec exprese se prekryva s NRT1.1 expresi v kofenech.

Ve vyhoncich je NRT1.1 exprese detekovana pouze v mladych listech (Guo a kol., 2001).

2.2.7. Regulace prijmu dusiku CK

CK, které jsou produkovany lokaln¢ v kofenech, nebo translokovany ve vyhoncich mohou
signalizovat dostatek pfitomného dusiku. V této souvislosti je jednou znavrzenych roli CK
negativni regulace genil, které ovliviiyji ptijem dusiku. Microarray analyzy ukézaly, ze exogenni
aplikace CK potlacuje u Arabidopsis dva AtNRT2 geny (2.1 a 2.3), tii geny ovliviiujici transport
amonnych iontl, tfi geny ovliviiujici transport aminokyselin a transportni gen pro mocovinu
Protoze trovné exprese AtNRT1 dobfe koreluji s nizkoafinitni a AtNRT2 s vysokoafinitni
transportni aktivitou dusi¢nand je pravdépodobné, Ze represe AtNRT gent cytokininy vede ke
snizeni aktivity pfijmu dusi¢nand (Kiba a kol., 2011).

CK potlacuje expresi vSech kotfenovych AtNRT gentll. Represe byla pozorovana jak za HN
(high nitrate), tak LN (low nitrate) podminek, z ¢ehoz vyplyva, Ze cytokininovy efekt je nezavisly
na stavu dusiku Vv rostliné. Na druhou stranu, u dalSich fytohormonti nebyla pozorovana tak
konzistentni represe, coz naznacuje, ze efekt cytokinind je specificky (Kiba a kol, 2011).

Také bylo zaznamenano, ze CK negativné reguluje dal§i geny vztahujici se k ziskavani
zivin (pro Arabidopsis), jako jsou vysokoafinitni fosfatové transportni, vysokoafinitni transportni
geny siranti (SULTR1:2 a SULTR1:4), a geny aktivujici se pfi nizké hlading Zeleza (IRT1, FRO2 a
FIT). Podobna regulace byla také zaznamenana u ryze, coz ukazuje, Ze regulace genti vztahujicich
se kziskavani zivin cytokininy je béznym mechanismem jak u dvoudé€loznych, tak u
jednodéloznych rostlin. Efekt CK na AtNRT geny je zprostfedkovan cytokininovymi receptory;
dvojity mutant receptoritt CRE1 a AHK3 vykazoval snizenou citlivost k represi cytokininy (Kiba a
kol., 2011).
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2.3. Metody chemické analyzy cytokinint

Nejcastéji pouzivanou metodu pro analyzu fytohormond piedstavuje plynova nebo kapalinova
chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii, radioimunoanalyzou nebo enzymovou
analyzou (MacDonald a kol., 1985; Strnad a kol., 1992). Zéasadni krok celé analyzy spociva
v disledné ptipravé vzorkd zahrnujici sbér materidlu, extrakci, prekoncentraci a purifikaci.
V dnes$ni dobé jsou pro analyzu pouzivany pievdzné metody kapalinové chromatografie nebo
kapilarni elektroforézy (Tarkowski a kol., 2009). U imunoanalytickych metod je vzdy nutné pocitat
s kfizovou reaktivitou protilatek, pro kvantitativni analyzu se proto vyuziva chromatografické
ptedseparace vzorkli (Tarkowski a kol., 2004). Kritickym ukazatelem je zde prevazné kvalita
pouzité protilatky, vyhodou pak moznost jejiho opakovaného pouZiti. Zivotnost se pii spravném
zachédzeni pohybuje v rozsahu 2-5 let (Tarkowski, 2011). Na druhou stranu nejsou tyto protilatky
schopny rozpoznavat CK O-glukosidy, N7-glukosidy a nukleotidy, které musi byt piipadné
oddéleny konven¢nimi SPE metodami a enzymaticky Stépeny [-glukosidasou, respektive
alkalickou fosfatasou (Novak a kol., 2003). V soucasné dob¢ predstavuje kombinace vysokot¢inné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS) vysoce
pouzivanou metodiku v této problematice (Zhang a kol., 2001; Chiwocha a kol., 2003; Bredmose a
kol., 2005; Ge a kol., 2005). V analyze fytohormonu se stale Cast&ji uplatiuje spojeni kapilarni
elektroforézy s hmotnostni spektrometrii (CE-MS) (Podlesakova a kol., 2012).

2.3.1. Priprava vzorki

Kli¢ovym postupem v kterékoliv chemické analyze je priprava vzorki a to pfedev$im u analytd
ptitomnych ve stopovém mnoZzstvi nebo na urovni ultra-stopové ve slozitych matricich. Aby se
zabranilo enzymatické degradaci CK, zejména defosforylaci nukleotidd, je nutné, aby byl rostlinny
material zamrazen tekutym dusikem a skladovan pfi teploté -80 stupnii nebo extrahovan vhodnym

rozpoustédlem (Tarkowski a kol., 2009).

2.3.2. Extrakce a purifikace

Hlavnim tkolem vSech extrakénich procest je prevedeni latek do extrakéniho Cinidla tak, aby v
jejich prubéhu nedoslo k degradaci latek a aby byl extrakéni vytézek prijatelné vysoky pro
pozadované spektrum metaboliti — cytokininové nukleotidy, volné baze, ribosidy, N-glukosidy a
O-glukosidy. Diky tomu jsou vét$inou pro extrakci volena rozpoustédla jako methanol, ethanol a
aceton ¢i viceslozkové extrakéni soustavy (Tarkowski a kol., 2009), mezi nimiZz ma kli¢ové
postaveni extrak¢éni smés podle Bieleského, ktera je sloZzena z methanolu, chloroformu, kyseliny
mraven¢i a vody vpoméru 12:5:1:2 (Bieleski, 1964) a ktera vytvaii pfiznivé podminky pro
potlaceni defosforylace CK mononukleotidi. Velkou nevyhodou tohoto rozpoustédla predstavuje

fakt, Ze chloroform zvySuje extrakci lipofilnich molekul, které mohou nasledné zkomplikovat
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¢isténi. V poslednich letech se pouziva extrakéni smés obsahujici pouze methanol, kyselinu
mravenci a vodu (15:1:4) (Hoyerova a kol., 2006). Nezbytnou soucasti postupu je také piidani
nejmén¢ jednoho odpovidajiciho vnitiniho standardu pro sledovani moznych ztrat pfi samotném
¢isténi cytokininl (Ljung a kol., 2004). Preventivni opatfeni proti degradaci CK je zaloZeno na
ztraté funkce enzymu za snizené teploty, nejcastéji v rozmezi 4 °C az -20 °C (Tarkowski a kol.,
2009).

Po samotné extrakci je provedena extrakce tuhou fazi — solid phase extraction (SPE).
Predstavuje metodu, jejimz cilem je oddé€leni rozpusténych latek v kapalin€ na zakladé chemickych
a fyzikalnich vlastnosti. Cely proces probiha v plastové kolong, ktera je naplnénda pevnym
sorbentem (Klouda, 2003). Stacionarni fazi mizeme rozdélit na anexy a katexy, podle jejich
schopnosti zadrzovat ionty (anexy zadrzuji anionty). Na SCX sorbentu dochazi k zachyceni vSech
forem CK, jejichz purinova jadra nesou kladny naboj. DEAE interaguje s fosfatovymi skupinami
CK nukleotidt, zatimco zbytek smési prote¢e na C18 kolonu, kde jsou na zakladé hydrofobni
interakce zachyceny CK baze, ribosidy a glykosidy (Novak a kol., 2003, obr. 8).

Poslednim krokem purifikace je vysoce specifickd imunoafinitni chromatografie (IAC)
zalozena na interakci protilatka - antigen, kterd poskytuje selektivné obohaceny vzorek, ¢imz
vyrazné zvySuje limity detekce stopovych analyz (Hauserovd a kol., 2005). Imunoafinitni
chromatografie nabizi nejvykonnéjsi metodu pro ¢isténi specifické tiidy cytokininovych metabolit
(MacDonald a Morris, 1985). Protilatky s nizkou specifitou zplsobi navazani Sir§iho spektra
cytokininti. Nicméné i tyto protilatky nevazi N7 a O-glukosidy cytokinint (Banowetz, 1994; Jordi a
kol., 2000), které je tteba analyzovat oddélené (Corbesier a kol., 2003). Cytokinin O-glukosidy a
nukleotidy vymyté zIAC kolony, mohou byt pfeiStény za pouziti stejného typu kolon po
hydrolyze f-glukosidasou nebo alkalickou fosfatasou. Vysledkem purifikace jsou tedy tii frakce:
frakce nukleotidli, O-glukosidii a frakce bazi a ribosidd (Novak a kol., 2003).

2.3.3. Kapalinova chromatografie

Ve vyzkumu rostlinnych hormond se pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie -
hmotnostni spektrometrie (HPLC/MS) dafi kromé piresné identifikace rozdilnych cytokinind také
soucasn¢ kvantifikovat velmi Siroké spektrum cytokininti v jednom kroku. Disledkem toho se pak
tento pristup stava standardem v analyze cytokininii v rostlinném materialu (Nordstrom a kol.,
2004).

Vyse uvedend hmotnostni spektroskopie — na rozdil od imunologickych metod (RIA a
ELISA) je také vhodna pfi stanoveni CK nukleotidi a O-glukosidi, které nejsou dobie rozpoznany
protilatkami (Saenz a kol., 2003; Novak a kol., 2003). Vzhledem k vysoké selektivit¢ hmotnostni
spektrometrie mohou byt rGzné cytokininy detektovany a stanoveny v ¢astecné purifikovanych

vzorcich (Hoyerova a kol., 2006).
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Zavedeni metody UPLC priineslo vyssi separa¢ni ucinnost, rozliSeni a selektivitu (Nguyen a
kol., 2006; Wu a kol., 2007; Novakova a kol., 2009). Rychla chromatograficka separace a nizka
koncentrace analytu ve vzorku vyzadovala citlivou a rychlou skenovaci metodu, kterou poskytla
tandemova  hmotnostni  spektrometric ~ (MS/MS). Moderngj$i  ultra-a¢inna  kapalinova
chromatografie (UPLC) pfinesla vyrazné zkraceni doby analyzy diky mens$i velikosti Castic o
velikosti 2 um (UPLC) a dale umoziuje dostateénou separaci CK véetné jejich isomerd, pii¢emz se
obvykle vyuziva systému reverznich fazi a gradientové eluce. Z chromatografické kolony jsou
analyty kapilarou pfivadény do iontového zdroje MS, ktery ma za ukol prevést molekuly
rozpus$téné v mobilni fazi na ionty v plynném stavu. Z celé tady ioniza¢nich technik je diky svym
pfednostem (vysoka citlivost, nizké pozadi) vyuzivana zejména ionizace elektrosprejem
(Tarkowski a kol., 2009). V tomto piipad¢ je nezbytné zajistit, aby byla mobilni faze tékava a
nedoslo ke kontaminaci iontového zdroje krystaly soli. Vhodnou mobilni fazi je zejména
mravencan amonny (pH=4,0) v kombinaci s methanolem (Novak a kol., 2003). lonty nasledné
pokracuji do analyzatoru, vyhodou je pouziti piistroje umozinujiciho sledovani produktu rozpadu
iont (MRM)), jako je trojity kvadrupol nebo kvadrupol s analyzatorem doby letu, jelikoz detekce v
tomto rezimu je vysoce selektivni. Prekurzorovy iont o zvoleném poméru m/z je v kolizni cele
ptistroje rozbit srdzkou s molekulou inertniho plynu a dile je monitorovdn pouze signal

odpovidajici jeho charakteristickému fragmentu (Tarkowski a kol., 2011).
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3. Experimentalni Cast

3.1. Biologicky material

Pro experiment byla pouzita kultura Nostoc sp. PCC 7120 (dale jen Nostoc 7120).

3.2 Pracovni roztoky a material

BG 11, médium (hydrogenfosforecnan draselny 0,031g; heptahydratsiranu hotecnatého 0,04 g;
chlorid vapenaty 0,028 g; kyselina citronova 0,006 g; zelezity citrat amonny 0,006 g; EDTA 0,001
0; uhli¢itan sodny 0,02 g; smés stopovych prvka (H;BO; 2,86 g; MnCl, - 4H,0 1,81 g; ZnSO, -
7H,0 0,222 g; Na,MoO, - 2H,0 0,390 g; CuSO, - 5H,O 0,079 g; Co(NOs),"6H,0O 0,0494 g;
destilovana voda) A5 1 ml, destilovana voda 1 1)

BG 11 médium (BG11, + dusi¢nan sodny 1,5g)

B-glukosidasa (2,31 U/mg), Sigma-Aldrich, USA

Alkalicka fosfatasa (+3,5 U/mg), EIA Grade, Invitrogen, USA

Bielsky extrakéni pufr (60 % methanol + 25 % CHCI; + 10 % H,0 + 5 % HCOOH)

SCX elu¢ni pufr (60 % methanol, 40 % 4 M NHj)

Equilibra¢ni smeés SCX (50 % methanol + 2 % HCOOH)

PBS (50 mM NaH,PO, - 2 H,0, 15 mM NaCl; pH 7,2)

100 mM hydrogenuhlicitan sodny (pH 9,6)

IM mraven¢an amonny (pH 5)

10 mM mraven¢an amonny (pH 5)

Standardy: [“Cs]tZ, [*Hs]tZR, [*Hs]tZ9G, [*Hs]tZOG, [*Hs]tZROG,[*Hs]tZRMP, [**Cs]cZ,
[*H;]DHZ, [*Hs]DHZR, [*Hs]DHZ9G, [*H;]DHZOG, [*Hs]DHZRMP, [*HgliP, [*He]iPR,
[*Hg]iP9G,[*Hg]iPRMP, (Laboratof ristovych regulatort, Univerzita Palackého, Olomouc)

Chlorid sodny, Lachner, Ceska Republika

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, Lachner, Ceska Republika

Hydrogenuhliitan sodny, Lachner, Cesk4 Republika

Octan amonny, Sigma Aldrich, USA

15 mM mravencan amonny, pH = 4,0

DEAE-Sephadex A25 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

C18 SPE kolony (100 mg, 1 ml), Varian, USABond Elut — SCX, 100 mg/1 ml (Varian, USA)
Preimunni (PI) kolony s agarosovym gelem Affi-Gel 10 (Bio-Rad Labs, Hercules, USA)
Imunoafinitni (IA) kolony s agarosovym gelem Affi-Gel 10 (Bio-RadLabs, Hercules, USA)
s monoklonalnimi protilatky anticytokininu NZRD (Laborator ristovych regulatord, Univerzita

Palackého, Olomouc)
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3.3 Pristrojové vybaveni

Kapalinovy chromatograf Acquity UPLC® System (Waters, Milford, MA, USA)

Tandemovy hmotnostni spektrometr Xevo TQ-S MS (Waters MS Technologies, Manchester, UK)
Detektor 2996 PDA (Waters, Milford, MA, USA)

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko)

Ultrazvukova lazent Elmasonic S10 (Elma, Némecko)

Laminarni flowbox biohazard (Viterbro, Italie)

Inkubator INB 400 Memmert (Memmert GmbH & Co, Némecko)

3.4. Metody

3.4.1. Stanoveni obsahu chlorofylu

Bylo zcentrifugovano 0,5 ml kultury Nostoc 7120 po dobu 5 min pti 13 000 ot/min a teploté 4°C.
Bylo odebrano 0,4 ml supernatantu a ke zbytku pfidano 0,9 ml 100 % methanolu. Smés byla
promichana na vortexu a inkubovana ve tm¢ po dobu 10 min. Vzorek byl poté zcentrifugovan opét
pti 13 000 ot/min 5 min. Zméfenim absorbance extraktu pti vinovych délkach 665 nm a 750 nm byl
zjistén obsah chlorofylu dle vztahu (Meeks a Castenholz, 1971):

Chlorofyl a (ug/ml) =2 * 12,7 * (Ages — Azs0)

3.4.2. Priprava biologického materialu

Za sterilnich podminek byla do Erlenmayerovych banék o objemu 100 ml obsahujicich 50 ml
média inokulovana sinice Nostoc 7120 tak, aby koncentrace chlorofylu byla 0,1 pg /ml. Bakterie
byly kultivovany v 50 ml bezdusikatého média (BG11p) nebo média obsahujiciho dusi¢nan sodny
(BG11) v kultiva¢ni komofe SANYO MLR 350H (Sanyo; Osaka, Japonsko) 28 dni, pti teploté
24°C s rezimem den/noc 16/8 hodin. Intenzita osvétleni byla 35 umol m? s (nizka) nebo 270
umol m? s™ (vysoka). Vlhkost vzduchu byla 60 %. Po 4 tydnech kultivace byly buiiky sklizeny
centrifugaci (15 min, 13 000 ot/min, 4°C). Bunky byly sklizeny 10 min pfed koncem temné faze
nebo 5 hodin po vystaveni svétlu. K ptiblizn€ 0,5 g kazdého vzorku v centrifugacnich kyvetach
bylo ptidano 15 ml Bielskieho extrakéniho pufru a smés internich standardi (30 pl 107 M bazi, 50
ul 107 M nukleotidti a 50 pul 10" M O-glukosidi). Vzorky byly extrahovany pies noc pii — 20°C .
Druhy den byly vzorky centrifugovany 15 min pii 4°C a 13 000 ot/min. Supernatanty byly odlity
do banék, k peletu bylo ptidano dalich 15 ml Bielskieho pufru a po promichéni smési na vortexu
byly vzorky reextrahovany 30 minut pti — 20 °C. Poté byly vzorky centrifugovany a supernatanty

odlity k odpovidajicim vzorkiim z prvni extrakce.
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3.4.3. Purifikace cytokininii z bunék Nostoc

3.4.3.1. Purifikace pomoci SCX kolonek

Prvni purifikaéni krok spocival v pouziti iontoménice SCX (z anglického strong cation exchange).
Kolonky SCX (1g/6ml) byly aktivovany 5 ml mehtanolu a ekvilibrovany 5 ml ekvilibracniho
roztoku pro SCX. Poté na n¢ byly naneseny extrakty jednotlivych vzorkd. Po promyti 5 ml
Bielského pufru a 5 ml methanolu byly vzorky eluovany do zkumavek 4 ml elu¢niho roztoku pro

SCX a odpateny na 0,5 ml vodné faze v centrifugacni vakuové odparce.

3.4.3.2. Purifikace pomoci DEAE Sephadexu a C18 kolon

Pro dal$i precisténi cytokinind byly pfipraveny kolonky s DEAE Sephadexem a C18. Prazdné
kolonky a frity byly oziveny 5 ml methanolu a 5 ml vody. Posléze byly tyto kolonky proplachnuty
destilovanou vodou a 1M mraven¢anem amonnym. Do takto pfipravenych kolonek bylo pipetou
naneseno mnozstvi DEAE Sephadexu tak, aby vysledna hladina v rezervoaru ¢inila asi 1 ml nad
fritou. Nasledné byla na gel vlozena druhd frita, ktera byla dotlacena za pomoci Spicky tésn¢ nad
hladinu gelu. Kolony byly poté promyty 2 ml vody a 4 ml 10 mM mraven¢anu amonného. Za
pomoci ultrazvuku byly odparky vzorkt rozpustény ve 4 ml 10 mM mravencanu a nasledné
zvortexovany. Mezitim byly 2 ml methanolu aktivovany kolonky CI18 (100 mg/ 1 ml) a
ekvilibrovany 4 ml 10 mM mravencanu amonného. Stejnym roztokem byl rezervoar kolony
naplnén o piebyte¢nou kapku, pomoci které byly obé kolony vzajemné spojeny (Obr. 8) a promyty
10 ml 10 mM mravenéanu amonného. Na spojené kolonky DEAE-Sephadex a C18 byly naneseny
rozpusténé odparky vzorkl, posléze byly promyty jesté dal§Simi 6 ml 10 mM mravencanu
amonného. Frakce nukleotidl byla zachycena na DEAE-Sephadexu, zatimco frakce volnych bazi a
O-glukosidii na sorbentu C18. Posléze byly kolonky rozpojeny a DEAE Sephadex kolonky byly
spojeny s novymi C18 kolonkami, které byly aktivovany a ekvilibrovany stejné, jako v pfedchozim
ptipadé. Na DEAE Sephadex bylo naneseno 10 ml 1 M mraven¢anu amonného, ¢imz doslo k eluci
nukleotidi z DEAE Sephadexu a jejich zachyceni na spodni koloné¢ C18. Na zavér se pracovalo
pouze s C18 kolonkami. Z nich byly zachycené cytokininy eluovany do zkumavek pomoci 4 ml
80% methanolu + 2% kyseliny octové. Finalni frakce (eluaty) byly odpateny do sucha pii 37°C na

centrifugacni vakuové odparce.

3.4.3.3. Imunoafinitni chromatografie

Posledni purifika¢ni krok spocival v imunoafinitni chromatografii. Pfed samotnou purifikaci na
imunoafinitnich kolonkach byly zafazeny preimunni (PI) kolony, za jejichZ pomoci jsou z extraktl
odstranény slouCeniny interagujici nespecificky s matrici. Mezi kazdym vzorkem byla provedena
regenerace kolon postupné 9 ml vody, 3 ml methanolu, 9 ml vody a 6 ml PBS. Odpatené vzorky

bazi a O- glukosidl byly rozpustény v 50 pl 70% EtOH a 450 pl PBS. K vzorkim bylo ptidano 500
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ul PBS, které byly nasledné naneseny na preimunni kolony. Po projiti preimunnimi kolonami byly
vzorky nasledné 5 x prokapany ptes imunoafinitni kolonku (pii patém naneseni byly vzorky 30 min
inkubovany s matrici). V tomto kroku doslo k oddéleni O-glukosidu, které zistaly v promyvacim
roztoku. Baze byly ziskany eluci 3 ml MeOH (-20 °C). Eluaty jednotlivych frakei byly odpafeny do

sucha ve vakuové odparce.

3.4.3.4. Enzymatické Stépeni

Princip tohoto kroku je zalozen na §tépeni O-glukosidovych (OG) a nukletidovych (NT) frakei
enzymy [-glukosidasou nebo alkalickou fosfatasou, za ucelem pfevedeni na volné baze.
K odpafenym OG frakcim bylo pfidano 200 pl 100 mM NH,COOCH; (pH 5,0) a poté 50 ul B-
glukosidasy ve 100 mM pufru (0,1 mg/1 g zivé hmoty). Vzorky byly inkubovany v termostatu za
tmy pii 37 °C. Po hodinové inkubaci bylo ke vzorkim ptiddno 750 pl PBS. Vzorky byly
opakované nandSeny na IA kolonky (viz imunoafinitni chromatografie). OG frakce byly eluovany
100% MeOH (-20 °C) a odpateny do sucha. K odpafenym vzorkim NT frakci bylo pfidano 20 pl
70% EtOH, 180 ul 100 mM hydrogenuhli¢itanu sodného a 50 pl alkalické fosfatasy (AP). AP je
enzym, jehoz hlavnim ukolem je odstepit fosfatové skupiny nukleotidli za vzniku ribosidl. Vzorky
byly inkubovany ve tmé (2 hod. pti 37 °C), poté bylo ptidano 250 pl PBS a vzorky byly ¢istény na
PI a imunoafinitni kolonce. Po promyti kolon byly NT frakce eluovany 3 ml MeOH (-20 °C).

Eluaty byly odpaieny do sucha ve vakuové centrifugacni odparce a skladovany pti — 20 °C.

3.4.4. Stanoveni cytokininovych metabolitii metodou UPLC- MS

Pro stanoveni cytokininli metodou UPLC-MS/MS byly vSechny vzorky rozpusStény ve 20 pl smési
MeOH s 15mM NH,COOH, pH 4 (10:90) a ptevedeny do vialek s mikro-insertem o objemu 0,1
ml. Na kolonu s reverzni fazi (BEH C18, 2,1 x 50 mm, 1,7 um; Waters) bylo nastfiknuto vzdy 15
pl kazdého vzorku. Separace pfi pritokové rychlosti 0,5 ml/min, teploté kolony 40 °C a linedrnim
gradientu methanolu a 15 mM mravencanu amonného (pH 4,0) v poméru od 10:90 do 100:0 trvala
8 minut. Po kladné ionizaci byl analyt detekovan MS/MS v rezimu MRM. Analyza byla provedena
dle nasledujicich podminek: teplota zdroje/odpatovaciho plynu 120/550 °C; napéti na kapilate 2,1
kV; prutok plynu v kuZelu/po odpatfeni 6001/h; LM/HM rozliSeni 12,5; energie iontd 1 0,9 V;
energie iontt 2 0,5 V; vstupni napéti 2,0 V; vystupni napéti 2,0 V a napéti nasobice 650 eV. Jako
kolizni plyn byl pouzit argon. Pro jednotlivé pifechody bylo napéti kuzele, kolizni energie a doba
prodlevy optimalizovana pro maximalni citlivost. Doba prodlevy pro kazdy MRM kanal byla
vypoétena na 16 skenovacich bodu na pik, béhem této doby bylo mezikanalové zpozdéni 0,1 s a
doba cyklu byla 0,55 — 0,65 s. Méfeni bylo provedeno na kapalinovém chromatogafu Acquity
UPLC™ System s detektorem 2996 PDA a hmotnostnim analyzatorem XEVO TQ MS (metoda
modifikovana podle Novak a kol., 2008).
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4. Vysledky a diskuze

Pfitomnost cytokininii u cyanobakterii byla publikovana v né€kolika studiich, které analyzovaly
vyskyt cytokininti napf. u Phormidium animale, Calothrix, Arthronema africanum, Anabaena,
Chroococcidiopsis, Synechocystis (Stirk a kol., 1999; Stirk a kol., 2002; Hussain a kol., 2010).
Analyzy ukazaly rizny obsah trans- a cis-zeatinu, zeatin ribosidu, zeatin O-glukosidu, a
Anabaeny, kde nebyl detekovan vibec (Frébort a kol., 2011). Sinice vykazuji reakci na vnéjsi
pridani CK podporou rustu (Kapoor a Sharma 1981, Suzuki a kol., 2004) a zvySenim rychlosti
transkripce (Selivankina a kol., 2006). Studie v oblasti metabolismu cytokininti u cyanobakterii
stale nejsou uzavrenou zalezitosti. Do dne$ni doby nebyly zdaleka objasnény vzajemné interakce a
mechanismy. Muzeme se pouze domnivat, ze nékteré sinice obsahuji minimalni geneticky aparat
potfebny pro fizeni biosyntézy a metabolické kontroly hladiny CK, ktery se pozdéji vyvinul do

Z uhlu pohledu vztahu mezi genetickym aparatem a cytokininem je nutné uvést i aplikaci
cyanobakterii, protoze jsou schopny syntetizovat rizné druhy rostlinnych hormonti: kromé vyse
uvedenych cytokinini lze rovnéz uvést i auxiny, gibereliny, kyselinu abscisovou, ethylén a
jasmonaty (Hussain a kol., 2010). Bakterie ptispivajici k vyzivé rostlin maji pozitivni vliv na jejich
rist a jsou obvykle nazyvany ,rast podporujici bakterie“ (PGPB). Ne¢které PGPB mohou
produkovat fytohormony, jako jsou indol octova kyselina (IAA), cytokininy a gibereliny, a tak
zvySovat hladinu hormont v rostliné¢ (Long a kol., 2008; Islam a kol., 2009).

O funkci cytokininii u cyanobakterii neni prozatim piili§ znamo. Na zaklad¢é praci
publikovanych u rostlin (Zhang a kol., 2010; Mizuno, 2004) jsme se pomoci analyzy CK v burnikach
cyanobakterie kultivované za rtznych podminek pokusili uréit, zda u cyanobakterii existuje
souvislost mezi metabolismem cytokinintl, svételnymi podminkami a zdrojem dusiku pro vyzivu.
Pro ziskani vstupnich dat k objasnéni problematiky funkce cytokininti byly stanoveny metabolity
cytokinint v butikach Nostoc sp. PCC 7120, které byly kultivovany v bezdusikatém médiu (BG11,)
nebo v médiu obsahujicim dusi¢nan (BG11) (Rippka a kol., 1979), po dobu 28 dni v ristové
komofte pfi teploté 24° C, v rezimu 8/16 h den/noc a pii vlhkosti 60%. Noctoc byl kultivovan bud’
pfi nizké (35 pmol m? s*) nebo vysoké (270 pumol m? s™) intenzité osvétleni. Metabolity
cytokinint byly ve vzorcich stanoveny s vyuzitim UPLC-MS/MS. Koneéné vysledky byly

statisticky zpracovany.
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Obrazek 8. Vliv svétla na obsah cytokinini v cyanobakterii Nostoc kultivované v dusikatém médiu pfi nizké intenzité
osvétleni. A) cytokininy odvozené od tZ, B) cytokininy odvozené od c¢Z, C) cytokininy odvozené od DHZ, D) cytokininy
odvozené od iP.

Obrazek 8A ukazuje koncentraci CK odvozenych od tZ v pmol/g ¢erstvé hmotnosti za situace, kdy
byla cyanobakterie Nostoc kultivovana v dusikatém médiu za nizké intenzity osvétleni. Pred
koncem temné faze byla koncentrace tZ 0,53 pmol/g, tZOG 0,21 pmol/g, tZR 0,012 pmol/g,
tZROG nebyl detekovan a koncentrace tZRMP cinila 0,18 pmol/g. Koncentrace CK po 5 hod
osvétleni se u vSech derivati tZ zvysila. Nejvyssi koncentraci jak pred koncem temné faze, tak 5
hodin po osvétleni vykazoval tZ, nejnizsi tZROG. V porovnani s Obr. 9A, kdy byly sinice
kultivovany na dusikatém médiu pii vySSi intenzité osvétleni je patrné, Ze koncentrace tZ
v buitkach odebranych ptfed koncem temné faze je 6,5 krat vétsi nez po 5 hodinach osvétleni.

Koncentrace tZ v buiikach odebranych z bezdusikatého média za nizké i vysoké intenzity osvétleni
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se zvySuje po 5 hodinach osvétleni v porovnani s odbérem po temné fazi (Obr. 10A, 11A). O
poznani vyssich koncentraci derivatii tZ dosahovaly buriky kultivované v dusikatém médiu za nizké
a vysoké intenzity osvétleni. Jejich koncentrace byla v priméru 2 krat vét§$i nez u bunék
kultivovanych v bezdusikatém médiu. Pozitivni vliv svétla na koncentraci derivati tZ byl pro
Nostoc nejvyssi v dusikatém médiu za nizké intenzity osvétleni (Obr. 8). V obrazku 8B pozorujeme
koncentraci CK odvozenych od cZ v pmol/g ¢erstvé hmotnosti u cyanobakterie Nostoc kultivované
v dusikatém médiu za nizké intenzity osvétleni. Nejvyssi absolutni hodnota CK byla pozorovéana u
cZRMP 74,69 pmol/g , nejnizsi u ¢cZROG 2,85 pmol/g a ¢ZR 3,1 pmol/g. Nejvyssi relativni
prirustek koncentrace bun¢k odebranych pfed koncem temné faze a po 5 hodinach osvétleni byl
zaznamenan u ¢cZROG 5.27 krat, nejnizs$i u cZRMP 1,96 krat. Pii kultivaci za zvySené intenzity
osvétleni byla nejvyssi koncentrace CK u bun¢k odebranych pied koncem temné fize a po 5
hodinach osvétleni zaznamenan u cZRMP 2,43 pmol/g, nejniz§i u cZROG 0,31pmol/g. V
bezdusikatém médiu pfi nizké intenzité osvétleni (Obr. 10B) je pozorovatelny narist u vSech typt
cytokininl derivatu cZ bunék po 5 hodindch osvétleni. Nejvyssich hodnot dosahoval cZRMP. Pi
kultivaci v bezdusikatém médiu za sniZzené intenzity osvétleni (Obr. 11B) byla nejvyssi
koncentrace pozorovéana opét u cZRMP (43,21 pmol/g), kde byl zaznamendn i nejvyssi absolutni
ptirdstek, nejnizsi absolutni hodnota byla u cZR a cZROG. V dusikatém médiu pii vysoké intenzité
osvétleni (Obr. 9) byl vliv svétla vyrazné niz$i v porovnani s podminkami kultivace na
bezdusikatém médiu za zvysSené intenzity osvétleni (Obr. 10)., a byl jak pozitivni (metabolity
odvozené od DHZ a iP) tak negativni (metabolity odvozené od tZ a cZ). Vyjimkou byl obsah
derivatl iP v buiikach kultivovanych v bezdusikatém médiu pfi nizkém osvétleni (Obr. 10D), kde
se koncentrace cyanobakterie snizila, u iPRMP dokonce zvysila.

V obrazku 8C pozorujeme koncentraci derivati DHZ v pmol/g Cerstvé hmotnosti u
cyanobakterie Nostoc kultivované v dusikatém médiu pii nizké intenzité osvétleni. Nejvyssich
absolutnich hodnot po 5 hodinach osvétleni vykazoval metabolit DHZRMP (3,71pmol/g), stejn¢
jako u kultivace Nostoc v bezdusikatém médiu za nizké tak vysoké intenzity osvétleni. Pouze
v piipad¢ kultivace na dusikatém médiu pii vysoké intenzité osvétleni byly zaznamenany
srovnatelné koncentrace u DHZRMP a DHZR (1,47 a 1,45 pmol/g). Nejvyssi relativni nartst
koncentrace za nizké intenzity osvétleni a kultivaci v dusikatém médiu oproti pocate¢nimu stavu
byl pozorovan u DHZRMP, nejnizs§i u DHZROG.

V obrazku 8D sledujeme koncentraci CK odvozenych od iP v pmol/g Cerstvé hmotnosti.
Zde je zfejmé, Ze nejvyssi koncentrace nabyva metabolit iP, koncentrace pfi odbéru pred koncem
temné faze Cini 82089 pmol/g a po 5 hodinach osvétleni 87824 pmol/g. Metabolit iPR vykazuje po
5 hodinéch osvétleni pokles oproti plivodnimu stavu, iPRM naopak nariist. Ve vSech piipadech
kultivace, jak na dusikatém médiu za nizké i vysoké intenzity osvétleni, tak bezdusikatém médium
za nizké a vysoké intenzity osvétleni lze pozorovat vétsi koncentrace oproti kultivacim pivodnim.

V téchto ptipadech lze vypozorovat, ze kli¢ovou roli hraje svétlo, jelikoz koncentrace vSech
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metabolitli se postupné zvySuje, vyjimku predstavuji cyanobakterie kultivované v pfitomnosti iPR

kultivované v dusikatém médiu za zvySené intenzity osvétleni, kdy jejich koncentrace svétlem

klesla.
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Obrazek 9. Vliv svétla na obsah cytokininid v cyanobakterii Nostoc kultivované v dusikatém médiu pii vysoké intenzité
osvétleni. A) cytokininy odvozené od tZ, B) cytokininy odvozené od cZ, C) cytokininy odvozené od DHZ, D) cytokininy

odvozené od iP.
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Obrazek 10. Vliv svétla na obsah cytokininti v cyanobakterii Nostoc kultivované v bezdusikatém médiu pti nizké
intenzité osvétleni. A) cytokininy odvozené od tZ, B) cytokininy odvozené od cZ, C) cytokininy odvozené od DHZ, D)
cytokininy odvozené od iP.
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Obrazek 11. Vliv svétla na obsah cytokininii v cyanobakterii Nostoc kultivované v bezdusikatém médiu pii vysoké
intenzité osvétleni. A) cytokininy odvozené od tZ, B) cytokininy odvozené od cZ, C) cytokininy odvozené od DHZ, D)
cytokininy odvozené od iP.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze svétlo pii nizké intenzité osvétleni indukuje u cyanobakterie syntézu
cytokininll nezavisle na zdroji dusikaté vyzivy. Naopak pii vysoké intenzit¢ osvétleni je svétlem

indukovand biosyntéza cytokinini potlacena pfitomnosti dusi¢nanu.

Zdroj dusiku nema na celkovy obsah cytokininl v cyanobakterii Nostoc zasadni vliv, oproti
rostlinam, které reaguji na pritomnost dusiku zvysenim biosyntézy cytokinind, jak jiz bylo zminéno
v kapitole (2.2.6.). Intenzita metabolismu dusiku u rostlin je rozhodujicim faktorem pfi
pfemistovani dusikatych sloucenin do riznych ¢asti rostlin (Zehnalek a kol., 2006). Jeho

nedostatek plisobi u rostlin silnou inhibici vegetativniho rdstu (Vanék a kol., 2002).
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5. Zavér

V teoretické ¢asti bakalatské prace byla vénovéana pozornost poznatkiim o interakci cytokininil a
dusikaté vyzivy u rostlin a poznatkiim o odezvé sinic na rizné zdroje dusikaté vyzivy. Byly zde
také shrnuty informace o cytokininech a jejich biosyntéze a degradaci.
V praktické ¢asti byla kultivovana sinice Nostoc PCC 7120 v bezdusikatém médiu nebo v médiu
obsahujici dusi¢nany za riznych svételnych podminek. Extrakci na pevné fazi byly z bunék
precistény cytokininové metabolity. K samotnému stanoveni byla pouzita ultrat¢inna kapalinova
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. V témét vSech vzorcich byly
detekovany rizné metabolity cytokinin, kromé N9, ktery nebyl detekovan vibec. Da se
predpokladat, ze nami urcené cytokininy vznikly metabolismem cyanobakterie. Studie v oblasti
metabolismu cytokininl u cyanobakterii stale nejsou uzavienou zalezitosti. Do dnes$ni doby nebyly
zdaleka objasnény vzajemné interakce, principy a mechanismy. Z dosazenych vysledki se nam
potvrdilo, Ze pfi vysoké intenzité osvétleni nedochazi k tak vyrazné indukci syntézy CK jako pii
nizké intenzité nebo bez dusiku. Celkové mizeme konstatovat, ze koncentrace vSech typt CK u
Nostoc reaguje na svétlo a to bud’ vyraznym nartistem, v dusikatém a bezdusikatém médiu za nizké
intenzity osvétleni, nebo mirnym poklesem u kultivace na bezdusikatém médium za zvySené
intenzity osvétleni u DHZRMP, cyanobakterii kultivovanych v pfitomnosti cytokinini odvozenych
tZ, a dale u cZ, cZR, DHZ, iPR kultivovanych na dusikatém médiu za zvysené intenzity osvétleni.
V dalsich studiich by bylo vhodné provést analyzy v rGznych casovych intervalech po
osvétleni a po setméni. Diky tomuto budou vzorky odebrany ve stejné dobé, jako pii jiz

provedeném experimentu, abychom si mohli ovéfit, zda jsou experimenty reprodukovatelné.
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