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Cytokininy jsou rostlinné hormony, které se podileji na
ristu a vyvoji rostlin. Hladina cytokininti v rostlinach
musi byt striktné regulovéna. Jednim z mechanismi je
jejich degradace. Ireverzibilni degradaci cytokinini
zajistuji cytokinin dehydrogenazy (CKX). V Arabidopsis
thaliana se vyskytuje 7 izoforem CKX, které mohou byt
rozdéleny z hlediska rozdilné distribuce na vakuolarni
(CKX1, CKX3), asociovan¢ s ER a apoplastické (CKX2,
CKX4, CKX5, CKX6). Pouze jedna izoforma je cCisté
cytosolickd (CKX7). Rostliny snadprodukci CKX se
obecné vyznacuji vétsim kotfenovym systémem, diky
kterému mohou mimo jiné efektivnéji Celit stresovym
faktorim v podob¢ nedostatku vody a mineralnich latek.
Dil¢im cilem diplomové prace bylo detailné
charakterizovat a porovnat kofenovy systém linii A.
thaliana s nadprodukci genit CKX1 a CKX2 s uml¢enymi
lintemi ckx2 a ckx3 a s kontrolnimi rostlinami Col-0,
pfedev§im z hlediska délky primarniho kofene, poctu
lateralnich kotfent a thli mezi primarnimi a lateralnimi
koteny. Vysledky ukézaly, Ze linii s nejvétSi délkou
primarniho kofene a s nejvétsi Cetnosti laterdlnich kotfenti
je CKX2 nadprodukujici linie. Vysledky navic ukézaly, ze
cytokinin-deficientni rostliny maji vertikalnéji
orientované laterdlni kofeny. Linie sumlenymi geny
ckx2 a ckx3 a linie s nadprodukei genu CKX2 a kontrolni
rostliny Col-0 byly pouZity pro stanoveni celkového
obsahu cytokinini ve vakuoldch metodou UHPLC-
MS/MS. NejvySsi obsah celkovych cytokinini byl
naméfen ve vakuolach nadprodukujicich linii CKX2 —
konkrétné byla pozorovana zvySend hladina O-glukosidd,
N-glukosidii, THZ, trans a cis-zeatinu. Vysledky mohou
piispét k objasnéni mechanismu skladovani cytokinini ve
vakuolach.

Arabidopsis thaliana, cytokinin dehydrogenazy, kofenova
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Cytokinins are plant hormones resposible for
regulation of the cell division and development.
Cytokinin levels are regulated by metabolic
degradation of the hormone, which is catalyzed by
cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX) enzymes.
The CKX gene familily of Arabidopsis thaliana is
comprised of seven members, which differ in the
subcellular localization of their protein products.
CKX2, CKX4, CKXS5, and CKX6 are processed by
the plant secretory pathway, while CKX1 and CKX3
proteins are targeted to vacuoles and only CKX7
isoform 1s localized to the cytosol. Enhanced
expression of CKX genes causes increased root
growth phenotype. The enlarged root system may be
accountable for better drought tolerance and
positively influences the uptake and accumulation of
nutrients. Transgenic Arabidopsis plants
overexpressing CKX/ or CKX2 and T-DNA knock-
out lines ckx2 or ckx3 were used in this work as a tool
for studies of associated system root architecture.
Specifically, primary root length, number of lateral
roots, and gravitropic set-point angles were measured
in transgenic and control Col-0 plants. The results
showed that CKX2 overexpressing plants produced
the greatest number of lateral roots as well as the
largest primary roots. In contrast, the cytokinin-
deficient plants have shifted their lateral roots to a
near vertical gravitropic setpoint angle (GSA). The
total quantities of the vacuolar content of cytokinins
from ckx2 and ckx3 loss of function mutants, CKX2
overexpressing line, and Col-0 control were
determined. The cytokinin content was measured by
ultra-high performance liquid chromatography—
electrospray tandem mass spectrometry (UHPLC-
MS/MS) system. The results showed that several
cytokinin forms were enriched in vacuoles of the
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CKX2 overexpressor. Specifically, we observed
enhanced accumulation of cytokinin O-glucosides, N-
glucosides, DHZ, and cic and trans zeatin. These
results may contribute to better understanding of the
mechanism of the cytokinin transport and storage in
vacuoles.
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Cile prace

1)

2)

3)

4)

5)

Vypracovani  literd&rni  reSerSe na  téma  cytokininy, zejména
kompartmentalizace a metabolismus cytokinini.

Ziskani homozygotnich linii Arabidopsis thaliana s T-DNA inzerci v genech
CKX2 a CKX3.

Izolace vakuol z linii Arabidopsis thaliana nadprodukujicich sekre¢ni formu
CKX2 a vakuolarni formu CKX3 cytokinin dehydrogenazy.

Izolace vakuol z umlcenych linii Arabidopsis thaliana, s T-DNA inzerci v
genech pro vakuolarni formu CKX3 a sekrecni formu CKX2 cytokinin
dehydrogenazy.

Fenotypizace kofenové architektury rostlin Arabidopsis thaliana s
nadprodukci geni CKXI, CKX2 a CKX3 a umlcenych linii Arabidopsis
thaliana v genech CKX2 a CKX3.



2 Uvod

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které se podileji na spravném vyvoji a rastu
rostlin. Mezi nejvyznamnéjsi fyziologické u€inky cytokininl patii stimulace bunécného
déleni, negativni regulace ristu kofenil a pozitivni regulace ristu nadzemnich casti
rostlin, zvySeni kapacity sinku, zpomaleni starnuti Listi ¢&i zvySeni tolerance
vuci extrémnim podminkdm Zzivotniho prostfedi (zasolend puada, sucho). Cytokinin
dehydrogendzy (CKX) jsou enzymy, které udrzuji hladinu cytokininli ve fyziologickém
rozmezi tim, ze je ireverzibiln¢ degraduji. Nadprodukce ¢i umleni isoforem CKX je
vhodny pfistup pro pochopeni vyznamu cytokinini v rostlindch. Pfi zménach exprese
vybraného genu CKX se paralelné méni 1 koncentrace cytokininil v rostlinach. Nedostatek
¢1 nadbytek cytokininil se projevi zménami na urovni morfologie nadzemni a kofenové

¢asti rostlin.

V modelové rostlin€ huseni¢ku rolnim (4rabidopsis thaliana) se nachazi 7 genl
koédujicich ptislusné izoformy CKX. Jednotlivé izoformy jsou velmi rozdilné z hlediska
substratu, ktery preferencné degraduji, vlastni regulace exprese, a 1i§i se rovnéz bunéénou
lokalizaci, ktera je determinovédna signalnimi peptidy na N-konci proteinu. Izoformy
CKX2, CKX4, CKX5 a CKX6, u kterych se signalni peptid naléza, jsou sekretovany do
apoplastu. Naproti tomu izoforma CKX7, ktery nedisponuje zddnym signalnim peptidem,
zustava v cytosolu. Izoformy CKX3 a CKX1 jsou lokalizovany ve vakuoldch na zaklad¢
degenerovan¢ aminokyselinové sekvence, také nazyvané NPIR, ktera se nachdzi v N-

terminalni ¢asti proteinu (Nakamura a Matsuoka, 1993).

Diplomova prace si klade za cil statisticky vyhodnotit fenotypovy projev
nadprodukce (,,overexpressing line”, OE) CKXI, CKX2 a CKX3 na kofenovou
architekturu Arabidopsis thaliana. Kofeny budou hodnoceny z hlediska velikosti tthlt
mezi lateralnimi kotfeny a hlavnim kotfenem, délky primarniho kofene a poctu lateralnich
kotfentli. Fenotypizace bude provedena paralelné na uml€enych liniich (,,knock-out line*,
KO) ckx2 a ckx3. Cilem fenotypizace bude zjistit, jaky je vliv nadprodukce/umlceni

jednotlivych izoforem CKX na strukturu kofene.

Dal$im cilem diplomové prace je zjistit, jak nadprodukce nebo umlfovani
vybranych izoforem CKX ovliviiuje hladinu cytokininii v buiice, a to zejména ve
vakuolach, kde se pifirozené vyskytuji izoformy CKX1 a CKX3. U vybranych linii a
kontrolnich rostlin bude provedena izolace vakuol, které budou pouZity pro méfeni

obsahu cytokininll ve vakuole a v cytosolu.
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3 Soucasny stav problematiky

3.1 Arabidopsis thaliana

Huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana) je dvoud€loznd rostlina z Celedi
brukvovitych, ktera je ptibuzna nékterym druhlim zeleniny, jako je fedkvicka, fepka nebo
zeli, nema vSak zemédé€lské vyuziti. Z pohledu molekularni biologie je to vSak jedna
z nejCastéji vyuzivanych modelovych rostlin, slouzicich k funk¢éni analyze jednotlivych
genti. Diivodem, pro€ si na poli molekularni biologie vydobyla tak vysoké postaveni, je
predevsim nizky pocet chromozomu a malé velikost genetické informace Citajici pouhych
125x10° bazi. Tato velikost odpovida desetinasobku velikosti genomu kvasinky, je
srovnatelna s velikosti genomu octomilky, je vSak pfiblizné¢ 26x mens$i nez je velikost
lidského genomu. Vzhledem k relativné malé velikosti genomu a vzhledem k védeckému
vyznamu této modelové rostliny se Arabidopsis thaliana stala historicky prvni rostlinou
s kompletné prectenou sekvenci genomické DNA, kterd byla ziskana jiz vroce 2000.
Dlivodem relativné malé velikosti genetické informace je nizké zastoupeni repetitivnich
DNA sekvenci, coz ptispiva k snadné mutagenezi genomu a rychlé identifikaci genti. Pro
genetické studie v A. thaliana jsou k dispozici vysoce ucinné transformacni metody
pro ptipravu T-DNA mutantll a transgennich linii. Mala velikost genomu vSak neni
jedinou podminkou, kterou musi modelovy organismus spliiovat. Dalsi vlastnosti je
prostorova nenarocnost A. thaliana, diky které lze péstovat velké mnozstvi jedincli na
malé ploSe. Z ¢asovych divodi je dal§im pfedpokladem kratkéd generacni doba, ktera se
u A. thalina pohybuje kolem Sesti az osmi tydn od vykli¢eni. Tak Ize ziskat n€kolik
generaci v pribéhu jednoho roku, pfi¢emz jedna rostlina vyprodukuje az n€kolik tisic
semen (Repkova, 2007). Vysoky pocet semen je vyhodny pro mutagenezi. Za
predpokladu, Ze jsou semena mutovdna soucasng, se totiz vyznamné zvysi
pravdépodobnost tspésné mutageneze (Koornneef a Meinke, 2010). Rostliny A. thaliana
také neprodukuji nektar, a tim jsou neatraktivnimi pro hmyz. V disledku této indispozice
se u nich evolu¢né vyvinula samosprasnost (The Arabidopsis Genome Iniative, 2000),

(Snusnad a Simmons, 2009).

3.2 Cytokininy
Cytokininy jsou ptirozené se vyskytujici rostlinné hormony, nezbytné pro rist a
vyvoj rostliny. Prvni zminka o existenci latky regulujici rist rostlin byla uvedena v praci
Gottlieba Haberlandtera (1913). VSiml si, Ze pokud necha plisobit floémovou mizu na
nedélici se bunky parenchymu, nabydou opét schopnosti délit se. Pfedpokladal tedy, ze
11



floém obsahuje rozpustnou latku, zodpovédnou za indukci bunééného déleni. Cytokininy,
jako hormony bunééného déleni, byly ovSem objeveny a popsany az o 42 let pozdéji,
diky rozvoji technik rostlinnych tkanovych kultur v laboratofi profesora Folke Skooga.
Folke Skoog se zabyval predev§im problematikou vlivu externé ptidanych chemickych
latek na iniciaci rastu kalusu a formaci pupenti na fezu stonku tabaku. Zajimavych
vysledki dosahl po ptidani adeninu do média s kulturou a hormonem auxinem. Diky
pritomnosti adeninu byl potlaten inhibicni efekt auxinu a doSlo k intenzivnimu ristu
kalust a tvorb& pupent (Skoog, 1951). Pozitivni vliv adeninu na formaci pupent a rast
kalusu pfispél k intenzivnimu studiu riznych derivath purind, jako potencidlnich
rustovych faktorti. Vysledkem studii byl objev 6-furfurylaminopurinu (kinetinu), ktery
byl ziskan z autoklavovanych vzorkt spermatu herinki, a podporoval déleni rostlinnych
bunék v in vitro podminkach (Miller a kol., 1955). V piirozenych podminkach se nachazi

jen ve velmi malych koncentracich v DNA Zzivoc€icht i rostlin.

Na zaklad€ ziskanych poznatkii byly cytokininy definovany jako latky, které
v pfitomnosti auxinl stimuluji bunééné déleni. Po objevu kinetinu bylo snahou mnoha
vyzkumi objevit pfirozené se vyskytujici cytokininy. Tento cil byl velmi ambicidzni
zejména kvali nizké koncentraci cytokininli, kterd se vrostliné pohybuje
fadoveé v nanomolarnich mnoZstvich. Pro objeveni cytokininli bylo proto zapotiebi
extrahovat a frakcionizovat desitky kilogrami rostlinného materidlu. Historicky prvni,
piirozené se vyskytujici hormon, byl ziskdn v roce 1963 z 60 kg kukuti¢nych zrn, a to
v mnozstvi pouhych 0,7 mg. Od této rostliny byl pak odvozen ndzev zeatin (Prochazka,

1998), (Letham, 1963), (Kaminek, 2015), (Osugi a Sakibara, 2015).

3.2.1 Struktura cytokinini

Ptirozené se vyskytujici cytokininy jsou zhlediska chemické struktury
N-substituované derivaty adeninu, které se vyskytuji viadé metabolickych forem.
Pfedev§im jako volné baze, ribosidy, nukleotidy a N- a O-glukosidy. Struktura a
konformace postranniho fetézce je rozhodujici pro miru biologické aktivity. Pfikladem
muze byt trans-zeatin, ktery vykazuje signifikantné vyssi aktivitu nez jeho cis-izomer
(Haberer a Kieber 2002). Na zédklad¢ typu postranniho fetézce jsou cytokininy
klasifikovany jako isoprenoidni, nebo aromatické, které se v ptirodé ptili§ nevyskytuji
(Kakimoto, 2003), (Mok a Mok, 2001). Nejvyssi aktivitu vykazuji cytokininy
s isoprenoidnim fetdzem v poloze N° s dvojnou vazbou na postrannim Ffetézci

(Prochazka, 1997). Isoprenoidni cytokininy se déli na dva typy. Prvnim znich jsou
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cytokininy s isopentenylovych postrannim fetézcem v poloze N°. Druhym typem
isoprenoidnich cytokininii jsou tzv. zeatinové, jejichZz isopentenylovy fetézec je
hydroxylovany. V zavislosti na tom, kterd ze dvou methylovych skupin je
hydroxylovana, rozliSujeme konfiguraci cis nebo trans. Aktivita se zvySuje, pokud je

hydroxylace methylové skupiny v poloze trans (Kakimoto, 2003).

Aktivita cytokinind je vyznamné ovlivnéna modifikacemi, které jsou vyznamné
predeviim u N° postranniho fetézce, protoze i mala substituce vyraznd ovlivni aktivitu
cytokinini. Mezi cast¢ modifikace tramns-zeatinového typu fetézce patii redukce, za
vzniku dihydrozeatinu (DHZ), O-acetylace nebo glykosylace, kterd mize probihat na N°,
N’, N’ poloze purinu za vzniku N-glykosidi, nebo na hydroxylovém fetézci za vzniku O-
glykosid. Rozdil mezi trans-zeatinem a DHZ spociva vresistenci DHZ
vuci enzymatickému Sté€peni cytokinin dehydrogendz (Mok a kol., 2000), (Mok a Mok,
2001). Trans-zeatin vznika z isopentenyladeninu (iP) prostfednictvim ¢rans-hydroxylace
za Ucasti cytochromi P450 CYP735A1 and CYP735A2. Pfi inaktivaci obou enzymi
dochazi ke zpomaleni rGstu nadzemnich casti rostlin, aniz by byla ovlivnéna celkova
hladina cytokinint. Cis-izomer zeatinu vykazuje v Arabidopsis a dalSich dvoudéloznych
rostlindch niz§i aktivitu nez jeho trans-izomer a je nachylnéjsi k oxidaci (Kiba a kol.,

2013).

Metabolické formy cytokinini jsou velmi rlznorodé. NejvySsi afinitu
k cytokininovym receptorim a tim 1 nejvyssi biologickou aktivitu vykazuji volné baze
cytokinind. Aktivita je snizena vazbou ribézy v poloze N°, za vzniku ribozidd, pravé tak
jako vazbou kyseliny fosfore¢né v poloze N° za vzniku ribotida. K deaktivaci cytokinini
piispiva také vazba s cukernou slozkou v glykosyla¢ni reakci, katalyzované enzymem
UDP-glykosyltransferdzou. Konjugace je realizovana na N ¢i O pozici cytokininu za
vzniku odliSnych forem glykosidl, s riznymi biologickymi funkcemi (Zalabdk a kol.,
2011). N-glykosidy jsou charakteristické nizkou biologickou aktivitou ale vysokou
stabilitou. Naproti tomu O-glykosidy snadno podléhaji deglykosylaci a tim se ucastni
kontroly homeostazi aktivnich cytokininii (Binns, 1994). Ke zna¢nému sniZeni aktivity
nebo k jeji Uplné ztrat€ vedou zmény v poctu uhlikii na postrannim fetézci, nebo

modifikace adeninového skeletu (Prochazka a kol., 1998), (Sakibara, 2006).

3.2.2 Biosyntéza
Koncentrace cytokininti se li§i v pribéhu rlstu a vyvoje rostliny a také
v jednotlivych Castech rostlin. Mistem nejintenzivngjsi biosyntézy cytokininll je apikalni
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meristém nadzemnich ¢asti rostlin, kofenova Spicka a zrajici zrna (Osugi a Sakakibara,
2015), (Corbesier a kol., 2003). Biosyntéza cytokininll je fizena vnitfnimi 1 vnéjSimi
faktory. Mezi vnitini faktory patfi plisobeni jinych fytohormond, ¢i faze bunécného cyklu
(Redig a kol., 1996). Mezi vnéjsi faktory fadime podminky prostiedi, obsah minerdlnich
latek, zejména dusikatych (Samuelson a kol., 1992), ¢i stresové faktory, napiiklad
v podobé nedostatku vody (Yang a kol., 2001). Koncentrace cytokininii je regulovana
predevsim jejich degradaci, kterou umoziiuji cytokinin dehydrogenazy (CKX), a rychlosti

biosyntézy, dé€lici se na biosyntézu ptimou a neptimou (Kakimoto, 2003).

3.2.2.1 Piima biosyntéza

Klicovym enzymem  biosyntézy cytokinini  vrostlinach je enzym
izopentenyltransferaza (IPT), jehoZ enzymaticka aktivita byla poprvé zaznamenana
v extraktu z hlenky (Dictyostelium discoideum). Pozd&ji byl enzym nalezen také jako
soucast genetické informace Ti-plazmidu bakterie Agrobacterium tumefaciens, konkrétné
genu tmr. Tuto skutecnost dokladd experiment, pfi némz byla genem ¢mr transformovana
bakterie Escherichia coli. Bylo prokazano, ze extrakt z transformované E. coli katalyzuje
produkci isopentenyladenosin-5-monofosfatu (iPMP) z hydroxymetylbutenyl difosfatu
(DMAPP) a adenosin-5-fosfatu (AMP) (Akiyoshi a kol., 1984).

Prvnim  krokem  biosyntézy isoprenoidnich  cytokinini je  vneseni
dimethylalyldifosfatu nebo hydroxymetylbutenyl difosfatu na N° polohu adenosin-5-
fosfatu (AMP, ATP, ADP) za vzniku isopentenyladenosin-5-monofosfatu (iPMP). Tato
reakce je katalyzovana enzymem IPT (Santner a kol., 2009), (Binns, 1994), (Hirose a
kol., 2007). iPMP je prekurzorem vSech forem cytokininti. Hydroxylaci isopentenylového
postranniho fetézce a redukci dvojné vazby vznikaji zeatin ribotidy nebo dihydrozeatin.
Konverzi ribotidd na aktivni volné béaze zajiStuje genova rodina enzymu
fosforibohydrolaz LOG (lonely guy). V A. thaliana se vyskytuje sedm gent kodujicich
izoformy LOG. NaruSeni exprese geni vede k tézkym morfologickym defektim jak
nadzemni, tak 1 kofenové Casti rostlin, a také k naruseni apikdlniho meristému (Kuroha a
kol,, 2009). Cytokininy s hydroxylovanym postrannim fetézcem mohou byt
glykosylované, za vzniku O-glukosidl nebo O-xylosidi (Kende a Zeevaart, 1997).

3.2.2.2 Neptfima biosyntéza
Cytokininy se vyskytuji také jako integralni soucast nékterych molekul tRNA, a to
vzdy vedle 3'-konce antikodonu (Kaminek, 2015). Jsou tedy jedinymi fytohormony, které

jsou soucasti proteosyntetického aparatu rostliny, a mohou byt tedy, byt v omezeném
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mnozstvi, syntetizovany v kterékoli rostlinné buiice (Kincl a Krpes, 2006), (Prochazka a
Sebanek, 1997). Tato tRNA vznika N-prenylaci skrze vneseni izopentenylového fetézce
na adenylovy zbytek tRNA za ucasti enzymu izopentenyl:tRNA-transferazy. Produktem
reakce je izopentenyladenosin, ktery je obvykle modifikovan hydroxylaci terminélni

metylové skupiny za vzniku cis-zeatinu (Prochazka, 1997).

Nepiima biosyntéza cytokininii neni z fyziologického hlediska pfili§ vyznamna a
zaujima nanejvys 40% z celkové biosyntézy (Kakimoto, 2003). Divodem je nedostatek
molekul tRNA, obsahujicich cytokinin, ze kterych by nebylo mozné vyprodukovat
dostate¢né mnozstvi cytokinini na pokryti celkové potfeby rostlin (Haberer a Kieber,
2016). Kromé& toho vznika nepiimou biosyntézou piedev§im cis-zeatin, ktery ma
v ptipad¢ A. thaliana velmi nizkou aktivitu ve srovnani s trans-zeatinem (Kaminek,

1997).

3.2.3 Transport

3.2.3.1 Transport na dlouhou vzdalenost

K tomu, aby mohla rostlina optimaln€ zareagovat na ménici se podminky
prostiedi, naptiklad zménou morfologie ¢i fyziologickych déj, je nutnd komunikace
vzdalenych ¢asti rostliny. U ¢lov€éka probihd komunikace prostfednictvim elektrickych
signal, zatimco urostlin je zajiSténa chemickymi signdly/posly. Cytokininy jsou
primarné¢ syntetizovany v kofenovych vrcholech a odtud jsou transportovany do
nadzemnich ¢asti rostlin, kde vyvolaji odpovidajici fyziologicky ucinek podle potieb
rostliny. Experimenty zaloZené na expresni analyze enzymtt CYP735A1, CYP735A2 ana
pozorovani izotopov€ znaCenych cytokininli potvrzuji, ze distribuce cytokininli neni
rovnomérna (Takei a kol., 2004). Trans-zeatinové (tZ) formy cytokininii se vyskytuji
predev§im v xylému (Hirose a kol., 2008), je tedy pravdépodobné, ze slouzi k akropetalni
signalizaci, vedouci od kofeni smérem k nadzemnim ¢astem rostliny. Ve floému jsou
lokalizovany zejména cytokininy, zalozené na isopentenyl-adeninu (iP) a cis-zeatinu (cZ)
(Corbesier a kol.,, 2003). Tyto cytokininy ziejmé¢ slouzi k systémové signalizaci.
Transport cytokininii izce souvisi s polarnim transportem IAA a je fotoperiodicky
regulovan. Protichidnym transportem cytokinind a auxini je fizena morfogeneze rostlin

(Prochéazka a kol., 1998).

Pomérné nedavno byl identifikovan gen AtABCGI14 (ATP-binding cassette
transporter in Arabidopsis), ktery se vyznamné podili na akropetdlnim transportu
cytokininl, syntetizovanych v kofenu rostlin. 4tABCGI4 je exprimovan v buikéach
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pericyklu a stelarnich bunkach kotfene. Ukézalo se, ze pokud je gen umlCen, pak je
vyrazn€ narusen transport trans-zeatinu z kofene do nadzemnich ¢asti rostlin, coZz vede
k vyvojovym a rastovym vadam rostlin (Zhang a kol., 2014), (Notaguchi a Okamoto,
2015).

3.2.3.2 Transport na bunécné urovni

Transport cytokininli pfes plazmatickou membranu bunék umoZziuji purinové
permeazy (PUP). Byly objeveny pfi experimentech s kvasinkami mutovanymi v genu f7y,
zodpovédného za transport purind. Kvasinky v diisledku této mutace nemohly pfijimat
adenin z média. Gen fty byl nahrazen geny z cDNA knihovny Arabidopsis thaliana.
Selekci kvasinek, rostoucich na médiu s obsahem adeninu, a naslednou sekvenaci jejich
genetické informace, byly objeveny dva nezavislé cDNA klony. Sekven¢ni analyzou bylo
zjisténo, ze se jedné o klony, kédujici stejny genovy produkt, v podobé vyse uvedenych
purinovych permedz AtPUP1 a AtPUP2. Transportér AtPUP1 vykazuje vysokou afinitu
také k alkaloidim (kofein a nikotin), derivatim purinu (hypoxantin) a fytohomoniim
(zeatin a kinetin). Tyto substraty jsou zaroven kompetitivnimi inhibitory transportu
cytokininl skrze purinové permedzy PUP (Burkle a kol, 2003). Transport je stimulovan
acidifikaci a probihd proti sméru gradientu, prostfednictvim protonové pumpy. K jeho

realizaci je tudiZ nezbytna energie (Gillissen a kol., 2000), (Burkle a kol, 2003).

Uvedené permeédzy jsou soucasti velké rodiny membrdnové lokalizovanych
purinovych permeaz AtPUP1-AtPUP15 (Gillissen a kol., 2000). Expresni analyzou vSech
permeaz Arabidopsis thaliana bylo pozdé€ji ukazano, Ze nejvyssi podil na transportu
cytokinini pies plazmatickou membranu bunék ma permeaza AtPUPI14, kterd vynika
vysokou expresi ve vSech rostlinnych organech v pribéhu riznych vyvojovych fazi
rostliny. Vysledek analyzy potvrdil také fenotyp rostlin, mutantnich v genu AtPUP14,
ktery se projevoval naruSenou morfologii kofend, embryi a apikdlniho meristému

nadzemnich c¢asti rostlin (SAM) (Ziircher a kol., 2016).

Dal§im transportérem je nukleosidovy transportér (ENT), ktery pravdépodobné
zajistuje transport cytokininovych nukleosidi. U A. thaliana bylo nalezeno osm ENT
transportéri, které se vyskytuji na membrané tonoplastu. Kromé toho byly nalezeny také

u savcl, hub a bakterii (Kudo a kol., 2010).
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3.3 Prenos signalu

Cytokininy ovliviuji fyziologické pochody na urovni exprese cilovych gent.
K tomu, aby po navéazani cytokinini na receptor doslo k iniciaci exprese cilovych gend,
je nutny pienos fosfatu v ramcei signalizacni kaskady (tzv. phosphorelay system), ktery se
u cytokininovych receptori spousti pomoci membranové vazanych receptorovych
histidin kindz (HK), které funguji na principu dvoukomponentniho systému (TSC).
V A. thaliana se nalézaji tf1 cytokininové HK receptory: AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4,
které pfenaSeji signal na histidin-fosfotransferové proteiny. Signaliza¢ni kaskada konci na
regulatorech odpovédi typu B (typ-B ARR = Arabidopsis response regulator), které jsou

lokalizované v jadre a piimo aktivuji expresi cilovych genti (Osugi a Sakakibara, 2015).

Pfenos signalu zacina vazbou biologicky aktivniho cytokininu na extracelularni
doménu CHASE histidinkindzy (AHK), kterd se nachdzi na plazmatické membrang
bunék. Pfedpoklada se, Ze tato interakce vyvola konformaéni zménu, ndsledkem které
dojde k autofosforylaci intracelularni domény AHK na aminokyseliné His. Od His je
fosfatova skupina pfenesena na piijimaci (Receiver) doménu, konkrétné na kyselinu
asparagovou. Fosfat je skrze maly protein tzv. AHP dopraven do jadra, kde dochazi
k fosforylaci jadernych proteind, s funkci transkripénich faktor. Existuji dva typy
transkripCnich proteinti, ARR typu B a ARR typu A. Fosforylaci transkripéniho proteinu
ARR-typu B dochazi k expresi cilovych genil, zapojenych do primarni cytokininové
odpovédi. ARR-typu A postradd vazebnou doménu na DNA, pokud je tedy fosforylovan,
dochazi ke kompetitivni inhibici cytokininové odpovédi. Obdobnou funkci plni také 26s
proteazom, ktery degraduje ARR2 za soucasné stabilizace ARRI1. Mezi dalsi inhibitory
patii proteiny KISS ME DEADLY (KMDs), které se podileji na degradaci ARR1, ARR2
a ARRI12. Detailni mechanismus jejich pisobeni vSak dosud neni zcela objasnén
(Aoyama a Oka, 2003), (Punwani a kol, 2010), (Kim a kol., 2013), (Kieber a Schaller,
2014).

3.3.1 Kompartmentalizace CK

Veskeré déje, probihajici v zivych organismech, se odehravaji v tzv. bunéénych
kompartmentech neboli bunéénych organelach, které jsou vzijemné oddéeleny
semipermeabilnimi  membranami. Kompartmentace umozZiuje vytvofit optimalni
podminky pro realizaci jednotlivych enzymaticky katalyzovanych reakci, a také chrani
buiiku pfed Cinnosti lytickych enzymi. Transport latek do bunéénych kompartmentii

klade vysoké naroky na spotiebu energie, protoze je uskuteciiovan proti smeru gradientu.
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Kompartmentace se vztahuje také na cytokininy, které tak mohou cilené¢ regulovat

fyziologické déje v bunce.

3.3.1.1 Cytokininy v chloroplastu

V chloroplastech se vyskytuje Siroké spektrum cytokininti (ribotidy, ribosidy,
N-glukosidy), které se ucastni fady fyziologickych déji. Zabranuji degradaci chlorofylu,
podporuji proteosyntézu a ucastni se pfemény etioplastu na chloroplast za ptitomnosti
svétla. V porovnani s celou bunikou byl v chloroplastech naméfen mirné¢ zvysSeny obsah
biologicky aktivnich volnych bazi, ribosidi, nukleotidi a vysoky obsah
zeatin-N’-glukosidu. V chloroplastech mladych listi se vyskytuje piiblizng o 81% vice
cytokinind, nez u zralych listti (Benkova a kol., 1999).

Chloroplasty jsou také mistem biosyntézy cytokinind. V chloroplastech modelové
rostliny A4. thaliana se nachazeji Ctyfi IPT enzymy (IPT1, IPT3, IPTS, IPTS), které
katalyzuji prvni krok biosyntézy izopentenyladeninu (iP) a frans-zeatinu. Ostatni enzymy
se vyskytuji v mitochondriich (IPT4) a v cytosolu (IPT8). Kromé enzymi se v plastidech
vyskytuje také dimethylallyl difostat, ktery je nezbytnym substratem pro biosyntézu vyse
uvedenych cytokininli, a cytokininové metabolity (volné baze, ribosidy, N-glukosidy).
Ptitomnost metabolitii naznacuje dilezitou roli chloroplasti v udrZzovani homeostéze

cytokinini (Cortleven a Schmiilling, 2015).

3.3.1.2 Cytokininy ve vakuole

Vakuoly jsou bunéfné organely, ohrani¢ené membranou oznaCovanou jako
tonoplast, a jsou vyplnény roztokem, ktery se sklada z vody, soli, cukrii a rozpustnych
proteinii. Vakuoly se podileji na udrzovani stalého osmotického tlaku, prostfednictvim
akumulace nedisociovanych molekul rOznych latek a iontl v tonoplastu, jejichz
koncentrace znacné prevysuje koncentraci v cytoplazmé. Neékteré vakuoly se podileji na
odbouravani makromolekul a imobilizaci fenolickych latek, xenobiotik a enzymi. Proto
je lze funkéné ptirovnat k lysozymim zivoCiSnych bunék. Vakuoly jsou zasobarnou
biomolekul, napfiklad lytickych enzyma a rostlinnych barviv (antokyani), ale také
inaktivovanych konjugatl glukosy nékterych fytohormontl, mezi které patii 1 cytokininy

(Prochazka a kol., 1998), (Kiran a kol., 2012).

Ve vakuole se nachazi 7% vSech cytokinin@i, zatimco v bunice (kromé vakuoly)
jsou zastoupeny pouze 3%. Ostatni cytokininy jsou lokalizovany extracelularné (Jiskrova

a kol., 2016).
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Nejcastéjsi formou cytokininii ve vakuolach jsou N-glukosidy (#rans-zeatin-N7-
glukosid, isopentenyl-N7-glukosid), které jsou charakteristické nizkou aktivitou a
vysokou stabilitou. Dal§im typem cytokinini jsou O-glukosidy, které jsou ve vakuole
zastoupeny ve formé frans-zeatin O-glukosidu (tZOG), cis-zeatin O-glukosidu (cZOG) a
cis-zeatin ribosid-O-glukosidu (cZROG). O-glykosidy zeatinu (ZOG) jsou rezistentni
viuci CK dehydrogenaze a jsou lehce konvertovatelné do aktivniho stavu prostfednictvim
reakce, katalyzované enzymem B-glukosidazou. Tato reakce je stézejni pro regulaci poolu
cytokinini ve vakuolach. Funkci O-glykosidl je tedy zasobit buiiku aktivnimi cytokininy
a podilet se na udrzovani jejich homeostdze. Spektrum cytokinini ve vakuole je ve
srovnani s buné¢nymi kompartmenty bohatsi o nékteré formy ribosida (cis-zeatin ribosid-
5’-monofosfat, isopentenyladenin ribosid-5-monosfat), které jsou vyznamnymi
transportnimi cytokininy v xylému (Letham a Palni, 1983), (Prochazka a Sebanek, 1997),
(Binns, 2004), (Kiran a kol., 2012), (Jiskrova a kol., 2016).

3.3.1.3 Cytokininy v endoplazmatickém retikulu (ER)
Experimenty ukazaly, ze vétSina cytokininovych receptorti je umisténa na povrchu
vnitrobunéénych membran (Wulfetange a kol.,, 2011), zejména na membranach ER.
Lokalizace receptorii na membranach ER pfinasi fadu vyhod, pfedevs§im rychlej$i iniciaci

exprese cilovych genti.

Pokud signal mifi zreceptoru, lokalizovaného na plazmatické membrang, pak
musi urazit mnohem vétsi vzdalenost, nez signdl mifici z receptoru endoplazmatického
retikula, ktery nemusi piekonavat velké tiseky, dané zejména ptitomnosti velké centralni
vakuoly. Z hlediska cytokininové signalizace a zahajeni exprese cilovych genti jsou proto
receptory endoplazmatického retikula daleko efektivnéj$i (Geldner a Robatzek, 2008),
(Wulfetange a kol., 2011).

Mikroskopickéd analyza epidermalnich bunck tabaku, odvozenych od mezofylu,
s expresi fluorescenné znacenych cytokininovych receptorti ukazala, ze membranou
s nejveétsim poctem vSech tii receptort AHK je membrana endoplazmatického retikula.
Tento zaver podporuje také hodnota pH, ktera se v lumen ER pohybuje kolem 6,5. Tato
hodnota je optimdlni pro vytvofeni vysoce afinitni vazby cytokinin zeatinu k receptorim

AHK3 a AHK4 (Caesar a kol., 2011), (Wulfetange a kol., 2011).

Pokud je nejvice cytokininovych receptorti lokalizovanych na membrané ER, pak
si muzeme klast otazku, jakou zde cytokininy plni funkci. Zdali je tento kompartment
prostorem pro uskladnéni ¢i degradaci cytokininli, nebo zdali jsou v ném cytokininy
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biologicky aktivni a podili se na percepci a signalizaci. Jako pravdépodobnéjsi se jevi
spiSe druhd moznost. Tento pfedpoklad mize byt podlozen experimentem s mutantnimi
liniemi A4. thaliana v genech AHK2 a AHK3. Tyto geny byly nahrazeny mutovanymi geny
AHK?2 resp. AHK3, ozna¢enymi polypeptidovou znackou myc (tzv. c-myc tag). Znacené
receptory plné€ nahradily funkci mutantnich receptorti, coz se ve vysledku projevilo na
obnoveni pfirozeného fenotypu. Zaroven se ukdazalo, Ze mistem pulsobeni receptor
se znaCkou myc byla pravé membrana ER (Wulfetange a kol., 2011), (Kieber a Schaller,
2014).

Podle vysledkli z nedavnych vyzkumt se v ER nachéazi slozky tucastnici se
signalizace, distribuce a percepce dalSich hormonti, mezi které patii naptiklad auxin ¢i
etylen. Je tedy pravdépodobné, Ze ER je bunénym kompartmentem urenym pro
komunikaci mezi hormony a propojeni signalnich drah (tzv. cross-talk) (Friml a Jones,

2010).

3.3.2 Vyznam cytokinini v rostlinach

vysoké koncentrace cytokinini ve vSech intenzivné rostoucich, meristematickych
pletivech. Diky ménicim se hladindm cytokininl je regulovan také bunécny cyklus.
Ptikladem muze byt replikace, kterd je soucdsti S-fdze, kdy se Cinnosti cytokinini
zkracuje délka replikonti (pocatkii replikace) a tim dochdzi k vyraznému urychleni
ptepisu DNA (Prochazka, 1998). Aplikace cytokinini na urcité misto rostliny také
ovlivni tok aminokyselin a cukri, které se zacnou do tohoto mista pfesunovat. Cytokininy
tedy slouzi ke zvySeni sily sinku. Fyziologicky vyznam cytokinint spo¢iva také v inhibici
apikalni dominance, zpomaleni starnuti, ¢i negativni regulaci kofenoveého rilstu.
Kofenova architektura mutantnich rostlin 4. thaliana nadprodukujicich cytokinin
dehydrogendzu 1 (AtCKX1) byla ve srovnani s kontrolnimi rostlinami vyvinutéj$i a
robustnéjsi (Obr. 1). Také nadzemni ¢ast mutantnich rostlin byla poznamenéana snizenym
mnozstvim cytokinin. U stonkd doSlo k silné redukci apikdlniho meristému, coZ se
v disledku projevilo zakrslou velikosti rostlin, a k vyraznému zpomaleni vyvoje listi,
spolecné s redukci listové plochy (Prochazka, 1998), (Werner a kol., 2001), (Werner a
kol., 2003).
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CKX1 Wild type

Redukce listové plochy

Vétsi délka primarniho kofene

Vice lateralnich kofena

Obr. 1.: Mutantni rostliny A. thaliana nadprodukujici AtCKX1, ve srovnani s WT, foto:

Martina Kostkova

Cytokininy ovliviiuji fyziologické pochody zejména ve spolupraci s ostatnimi
fytohormony. Spole¢né s auxiny jsou nezbytnou slozkou kultivaénich médii, urcenych
k regeneraci rostlin in vitro nebo k udrZeni a odvozeni tkanovych kultur (Prochazka a
Sebanek, 1997). Pomér cytokininii a auxind v médiu je rozhodujici pro pribéh
regenerace. Pokud jsou koncentrace obou hormonid vyrovnané, pak dochazi
k neorganizované proliferaci a vzniku kalusu. Pfi vy$§im poméru cytokininli dochézi

k regeneraci prytl, v nadbytku auxina jsou regenerovany kotfeny (Prochazka, 1998).

Cytokininy maji praktické vyuziti v zemédé€lstvi. Pouzivaji se naptiklad pro
stimulaci vétveni okrasnych rostlin, nebo ve spolupraci s gibereliny ke tvarovani
nekterych odrid jabloni. Aplikace cytokininli v dobé kveteni vede ke zvySeni poctu zrn
v klasech. Cytokininy mimo jiné zvysuji celkovou produkci biomasy tim, ze prodluzuji
obdobi fotosyntetické aktivity rostlin, a zvySuji odolnost rostlin vii¢i stresovym faktoram

(Prochéazka, 1998).

3.4 Cytokinin dehydrogenazy

Cytokinin dehydrogenazy (CKX) jsou enzymy, které katalyzuji oxida¢ni Stépeni
postrannich fetézctt N° cytokininu. Tato reakce vede k ireverzibilni degradaci cytokinind,
ktera hraje vyznamnou roli pfi regulaci hladiny biologicky aktivnich cytokinin(

v rostlinach. Prvni zminka o aktivit¢ CKX pochazi zroku 1971, kdy byla popséna
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pfeména znaceného izopentenyladeninu na adenin v bunééném extraktu tabaku (Paces a
kol., 1971). Totozna enzymaticka aktivita byla detekovéana také u zrn kukufice seté (Zea
mays). Podle molekularniho kysliku, ktery enzymy potiebuji ke své ¢innosti a podle typu
Stépeného substratu ziskal tento enzym oznaceni cytokinin oxidaza (Whitty a Hall, 1974),
(Schmiilling a kol., 2003). Objev CKX strhl pozornost mnoha laboratofi celého svéta.
Bohuzel se tyto enzymy kvili extrémné malému mnoZstvi v rostlinném materidlu obtizné
ziskavaly. Proto zlstaly vlastnosti a mechanismy katalytické reakce enzymu dlouha 1éta

neobjasnény (Galuszka a kol., 2001).

Diky pokroc¢ilym chemickym analyzdm schopnym detekovat enzymovou aktivitu
v malém mnozstvi vzorku bylo nésledné zjisténo, Ze katalytickd reakce CKX neni
podminéna molekularnim kyslikem. Dokonce neni pravidlem, Ze se v pribéhu reakce
tvofi peroxid vodiku. Proto bylo navrhnuto alternativni a korektn&j$i pojmenovani

enzymu jako cytokinin dehydrogenaz (Galuszka a kol., 2001).

Cytokinin dehydrogendzy jsou z hlediska chemické struktury flavoproteiny
s kovalentné¢ navazanou FAD skupinou, ktera slouzi jako kofaktor. Pfirozenymi substraty
jsou isopentenyladenin a zeatin, véetné jejich ribosylovanych forem. Molekulova velikost
CKX se pohybuje v rozmezi 56 az 64.9 kDa. Rozdily mohou byt dané posttranslacnimi
modifikacemi. CKX se vyskytuji v glykosylované nebo neglykosylované forme, které se
1i8i pH optimem. Velky rozptyl pH optima mezi obéma formami pfispivd k rozdilné
distribuci CKX v intraceluldrnim prostoru (Schmiilling a kol., 2003). VSechny enzymy
preferencné Stépi substraty, které se skladaji z isoprenoidniho fetézce s dvojnou vazbou.
Pokud substratu dvojnd vazba chybi, pak se vyrazné snizi reakéni rychlost. Tyka se to
pfedevsim O-glykosylovanych derivati cytokininu, dihydrozeatinu nebo syntetickych
cytokininl, které maji na postrannim fetézci aromaticky kruh (Srivastava, 2002),

(Galuszka a kol., 2006).

3.4.1 Lokalizace izoenzymiu CKX v Arabidopsis thaliana

Navzdory nizké homologii CKX je piiblizné 1/3 sekvence aminokyselin vysoce
konzervovana. Konzervovana sekvence se z velké ¢asti tyka domény, kterd se vaze ke
kofaktoru FAD, a z mens$i ¢asti aminokyselin na C a N konci. Sekvence, vyskytujici se na
N-konci proteini, obsahuje signdlni motivy zodpovédné za rozdilnou lokalizaci CKX, a
proto je vyuzivana pro odhad lokalizace pomoci pocitatovych algoritmti (Schmiilling a
kol., 2003). S pouzitim programt TargetP a PSORT byl zjisténo, ze cytokinin
dehydrogendzy AtCKX2, AtCKX4, AtCKXS5, AtCKX6 jsou sekre¢nimi enzymy, zatimco
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AtCKX1 a AtCKX3 jsou lokalizovany v mitochondriich (Nakai a Horton, 1999),
(Emanuelsson a kol., 2000). Tento zavér vyvratila fluorescencni analyza konstruktl
AtCKX1-GFP a AtCKX3-GFP, ktera zaradila oba izoenzymy do vakuol. Vysledek
analyzy potvrzuje také kyselé pH ve vakuolach, které je optimalni pro ¢innost enzymil

(Werner a kol., 2003).

Lokalizace AtCKX1 a AtCKX3 ve vakuolach je podminéna signalni sekvenci,
kterou se odlisuji od CKX urcenych k sekreci. Signalni sekvence se od sebe ¢astecné lisi,
a tim jsou proteiny dale rozdéleny do tfi skupin. Prvni skupina proteinti se nachdzi v
lytickych vakuolach, a jejich spoleCnym rysem je signalni sekvence na N-termindlnim
konci spolu s konsensudlni sekvenci aminokyselin, nazyvanou NPIR (Nakamura a
Matsuoka, 1993). Dalsi skupina proteini se vyznacuje signdlni sekvenci na
C-terminalnim konci, a vyskytuje se v zasobnich vakuoldch. Posledni skupinu
charakterizuje strukturdlni doména uvniti proteinu. Tento motiv se vSak nevyskytuje

u zadného z proteintt AtCKX (Werner a kol., 2003), (Schmiilling a kol., 2003).

Apoplastické AtCKX jsou charakteristické kratkou signalni sekvenci na N-konci,
diky které sméfuji do endoplazmatického retikula a nasledné sekre¢ni cestou do apoplastu
(Werner a kol.,, 2003). Zde se mohou podilet na regulaci koncentrace cytokinint,
potiebnych pro aktivaci cytokininovych receptori, umisténych na plazmatickych
membranach bunék (Hedden a Thomas, 2008). Proteinem, ktery nelze zatradit do skupiny
vakuolarnich ani sekre¢nich enzymi, je AtCKX?7, ktery se kvili chybé&jici signalni

sekvenci vyskytuje v cytosolu buiiky (Kollmer a kol., 2014).

3.4.2 Funkce izoenzymu CKX

Cytokinin dehydrogendzy slouzi k regulaci intracelularni hladiny biologicky
aktivnich cytokinini tim, ze je ireverzibiln¢ degraduji. Nutno poznamenat, Ze tento
zpusob neni jedinym, a u mnoha rostlinnych druhii ani pfevazujicim zpisobem degradace
cytokinind. Pfikladem mutze byt fedkvicka seta (Raphanus sativus), u niz je inaktivace
uskutecnovana glykosylaci cytokinini na pozici N7 a N9 za ucasti enzymu
N-glykosyltransferazy (Entsch a Letham, 1979). Koncentrace CKX se méni v zavislosti
na vyvojovych fazich rostliny. Nejmensi koncentrace byla naméfena v pribéhu casné

faze kli¢eni zrn a zrani ovoce (Srivastava, 2002), (Schmiilling a kol., 2003).

Rada fyziologickych funkci cytokinini byla objasnéna na zakladé zvyseni

koncentrace cytokininii v rostlinach, at’” uz tradicnim obohacenim riistového média o
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cytokininy (Skoog a Miller, 1957), nebo zvySenim koncentrace cytokinini v rostlinach
prostrednictvim metod genového inZenyrstvi (Bartrina a kol., 2011). Tento pfistup vSak
nemusi byt zcela objektivni. V disledku zvySeného mnozstvi cytokinini v rostlinach
mize dojit ke spusSténi pochodii, které za normalnich okolnosti nejsou regulovany
cytokininy, coZ v kone¢ném disledku zkresli vysledky experimentu. Piedpoklada se tedy,
7e experimenty zaloZené na sniZeni koncentrace cytokininli v rostlinach budou vice
informativni. Jednou z metod, jak Ize koncentraci cytokinini snizit, je podpofit

katabolismus cytokininti prostfednictvim nadprodukce CKX (Werner a kol., 2003).

3.4.3 Nadprodukujici linie Arabidopsis thaliana pro genovou rodinu CKX
Nadprodukce enzymti CKX v rostlinach Arabidopsis thaliana vede ke snizeni
hladiny cytokininii projevujici se rozmanitymi abnormalitami na urovni vSech fazi
rostlinného ristu a vyvoje. Transgenni rostliny AtCKX jsou charakteristické zvySenym
katabolismem cytokinini, a snizenou expresi reportérovych genlt ARRS5:GUS

(B-glukuronidaza) (Werner a kol., 2003), (Werner a kol., 2010).

3.4.3.1 Korenova fenotypizace
Cytokininy jsou negativnimi regulatory kofenového systému. Kotfeny rostlin se
zvySenym katabolismem cytokininl jsou charakteristické vétsi délkou, rychlejSim ristem
a zvysenou tvorbou lateralnich kotfend (Obr. 1). Tyto morfologické znaky jim umoZznuji
ziskéavat vodu a mineralni latky 1 z méné¢ Grodnych ptd. Poznatky o funkcich jednotlivych
CKX by tedy mohly mit velké vyuziti v oblasti zemédélstvi (Eckardt, 2003), (Ioio a kol.,
2007), (Werner a kol., 2010).

3.4.3.1.1 Vliv cytokininli na meristém kotfene

Jednou z nejpozoruhodnéjSich vlastnosti rostlin je schopnost rlist a regenerovat po
dobu n¢kolika let az staleti. Za tuto vlastnost jsou zodpovédné zarodecné bunky
vyskytujici se v meristematickych pletivech, které jsou aktivni po cely zivot rostliny
(Prochazka, 1998). Zarode¢né¢ buiiky produkuji nediferencované bunky, které po
diferenciaci vlastni rozmanité funkce, slouZici k regeneraci nebo k postembryonalnimu
ristu rostliny. Pro udrZeni optimalni velikosti a dlouhodobé aktivity meristému je nutné

zajistit rovnovahu mezi proliferaci a diferenciaci bunék.

Cinnost kotfenového merist¢ému (RAM) je regulovana koordinovanou ¢innosti
giberelinti, auxini a cytokinini. Mistem pusobeni cytokinini je transientni zona,

lokalizovand mezi proximdlnim meristémem a zdénou prodluzovaci. Dlkazem je

24



fenotypova analyza rostlin A. thaliana, transformovanych genem CKX1I, se specifickym
promotorem ROOT CLAVATA HOMOLOG 2 (RCH?2). Exprese promotoru je omezena
pouze na pletiva transientni zony kotfene. Fenotyp mutantnich rostlin byl srovnatelny
s rostlinami s pozménénou biosyntézou cytokininli v disledku mutace genu IPT. Fenotyp
se naopak nezménil u rostlin, transformovanych genem CKXI s promotorem RCHI,

aktivnim pouze v meristematickych buiikkach kofene (Ioio a kol., 2007),

(Prochazka, 1998).

Zvysend degradace cytokininii v rostlinach vede k naruSeni rovnovdhy mezi
proliferaci a diferenciaci bun¢k. Diferenciace bun¢k je zpomalena a rychlost proliferace
je neumérné zvysena. Mikroskopickéd analyza mitotické aktivity bunék RAM, provedena
ctvrty den po germinaci, ukazala, Ze pocet délicich se bunék u rostlin A/CKX1 je ptiblizné
49,7, zatimco u kontrolnich rostlin pouze 33,4. Nadmérnd proliferace vyustuje
hromadénim nezralych bunc¢k v meristému, ktery se v dasledku toho zacne rozpinat.
Pocet meristematickych bunck se mize zvysSit az Ctyfnasobné (Werner a kol., 2003),

(Schmiilling a kol., 2003).

Kofeny osm dnl starych rostlin 35S:4tCKX1 a 355:AtCKX3 byly ve srovnani
s kontrolnimi rostlinami az o 20-90% vé&étsi. Kromé& délky se u rostlin 355:4tCKX1 a
35S:AtCKX3 sedminasobné zvysila tvorba lateralnich a adventivnich kotfenti. U rostlin
AtCKX2 a AtCKX4 pak signifikantné vzrostl pocet kofenli adventivnich. Celkova délka
kofenového systému rostlin 355:4AtCKXI a 35S:AtCKX3 vzrostla tfikrdt a u rostlin
AtCKX2 a AtCKX4 jeden a pul krat (Werner a kol., 2001), (Werner a kol., 2003), (Werner
a kol., 2010), (Ioio a kol., 2007), (Kieber a Schaller, 2014).

Cytokininy nejsou pouze negativnimi regulatory rlstu kofenti, ale jsou také
pozitivnimi regulatory zrani meristému. Pokud je totiZ naruSena signalizace cytokinini,
napiiklad mutaci genit AHP, pak dochdzi ke zkraceni primarniho kofene, naruseni vyvoje

vodivych pletiv i fertilité (Hutchison a kol., 2006).

Na regulaci rlstu kofene a velikosti meristému maji velky podil také gibereliny a
auxiny. Role auxinli spoc¢iva v regulaci proliferace buné€k, lokalizovanych v kofenovém
meristému, a Cinnosti giberelinl je kontrola elongace bunck. Mechanismus vzajemného
pusobeni cytokinind, auxinti a giberelinii spo¢iva v regulaci mnozstvi proteinu SHY2,
ktery potlacuje Cinnost auxini. P&t dnli po germinaci je v proximalnim meristému

zvySena koncentrace giberelinli, které potlacuji expresi proteinu ARRI1. Ptibuzny
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transkripéni faktor ARR12, plsobici v transientni zoné€, snizuje koncentrace SHY?2. Diky
tomu je umozZnén polarni transport auxinil, zprosttedkovany PIN proteiny. Auxiny pisobi
stimula¢né na biosyntézu giberelinli v proximalnim meristému. Vysledkem této kaskady
je proliferace bunck v proximalnim meristému, ktera pievazuje nad bunécnou
diferenciaci a tim dochdzi k intenzivnimu riistu meristému. Po patém dnu germinace se
vSak situace zméni. Koncentrace giberelinl klesa, a tim je zah4jena exprese genu ARRI.
Spolupraci obou proteini ARRI, ARRI12 je iniciovana exprese genu SHY2, ktery
potlacuje PIN zprostiedkovany polarni transport auxini, vcetné biosyntézy giberelind.
Vysledkem je pokles proliferace a zvySeni diferenciace buné¢k tempem, které odpovida
rychlosti bunééného déleni (Ubeda-Tomas a kol., 2008), (Ubeda-Tomas a Bennett, 2010),
(Moubayidin a kol., 2010), (Kieber a Schaller, 2014).

3.4.3.1.2 Cytokininy a vliv na laterdlni kofeny
Cytokininy jiz v ¢asnych vyvojovych stadiich rostliny fidi rast lateralnich kotent,
které jsou obvykle zaklddany v pericyklu (Prochazka, 1998). Rust je antagonisticky

regulovan plisobenim auxinu a cytokininu.

Laterdlni kofeny rostou za normalnich okolnosti akropetalné. Diky tomuto
ristovému znaku ma kotenovy systém charakteristicky kuzelovity tvar. Pozice lateralnich
kofenli u mutantnich rostlin AtCKX je ndhodna, proto kuzelovity vzhled postradaji.
Diivodem mitize byt rozdilnd rychlost ristu lateralni kotfent, nebo nekoordinovana

iniciace kotenovych primordii (Ioio a kol., 2003), (Werner a kol., 2003).

Kvili stale se zhorSujicim klimatickym podminkdm a potravinové krizi jsou
zemédélcl nuceni péstovat zemédélské plodiny na méné kvalitnich ptidach, za vétSiho
vytézku a nizSich ndklada. Splnit tyto pozadavky je velmi obtiznym tkolem. Zemé&d¢lci
obvykle sdhnou po hnojivech, kterd jsou energicky narocnd na ptipravu a nejsou piilis
levnou zalezitosti, a k hojnému zavlazovani pidy vodou, které je na n¢kterych lokalitach
velky nedostatek. Pokud by mély rostliny vyvinutéj$i kofenovy systém, pak by mély
snaz$i pristup k minerdlnim latkdm a Iépe by zvladaly stresové podminky. Vétsiho
kofenového systému Ize docilit s vyuzitim poznatkii o negativni regulaci koteni
cytokininy. Problémem je, Ze cytokininy nepatii mezi specificky plisobicimi hormony a
ovliviiuji kromé kotene fadu jinych organti, v€etné nadzemnich ¢asti. Snizeni hladiny
cytokinini v rostlinach by se proto odrézelo naptiklad na sniZzené kapacit¢ sinku. Mladé
organy by tak nemély dostatek aminokyselin a cukrl k adekvatnimu vyvoji. Zptsobem,

jak pozitivné ovlivnit riist kofent a zarovenn minimalizovat inhibi¢ni vliv cytokinind na
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nadzemni ¢asti rostlin, by mohla byt nadprodukce genit CKX/ a CKX3, které jsou aktivni
zejména v kotfenovych c¢astech rostliny. Bylo potvrzeno, Ze rostliny OE CKX/ a OE
CKX3 maji daleko vyvinutéjsi kofenovy systém, diky kterému jsou tolerantnéjsi k suchu,
prave tak jako k nedostatku zivin, protoze mohou vazat vice mineralnich latek (Werner a

kol., 2010).

3.4.3.2 Fenotypizace nadzemnich casti rostlin
Cytokininy jsou obecné znamymi pozitivnimi regulatory nadzemnich Casti rostlin.
Rastové anomalie u rostlin se zvySenou degradaci cytokininii jsou duasledkem
morfologickych zmén stonkového apikdlniho meristému (SAM), ktery je zodpovédny za
postembryonalni vyvoj vSech orgédnii nadzemnich casti rostlin, vcetné listd, kvétd a

stonku.

Hlavnimi proteiny, které se podileji na organizaci SAM, jsou KNOTTED-LIKE
(KNOX) homeoboxové transkripéni faktory. Mechanismem jejich piisobeni je regulace
hladiny cytokinini a giberelint. KNOX proteiny sniZzuji mnozstvi giberelinu tim, Ze
potlacuji expresy genu, kodujiciho oxidazu GA20, a zaroven zvySuji hladinu cytokininu

tim, Ze indukuji expresy genu IPT7 (Kyozuka, 2007).

Hladina cytokininl je regulovana také ve spolupraci genu LOG, jehoz produktem
je enzym, konvertujici neaktivni cytokininové ribotidy na aktivni volné baze.
Prostiednictvim genu LOG, ktery je lokalné exprimovan v SAM, se zvySuje koncentrace
biologicky aktivnich cytokininli, nutnych pro spravnou ¢innost meristému (Kurakawa a

kol., 2007).

Zvysena degradace cytokininl se projevuje morfologickymi zménami v SAM, do
kterych je zahrnuto snizené mnozstvi meristematickych bunck a snizeni jejich velikosti.
Navzdory pozménéné morfologii neni postihnuta struktura ani organizace SAM.
Fenotypovym projevem nedostatecné funkce SAM je predevSim zakrsly vzrust rostlin,
pomalejsi zakladani novych listi a redukce listové plochy (Obr. 1) (Werner a kol., 2003),
(Kurakawa a kol., 2006), (Kieber a Schaller, 2014).

Cytokininy se podileji na regulaci ptrechodu bunc¢k nediferencovanych
(kmenovych), které vznikly ¢innosti bun€k meristematickych, na bunky diferencované, se
specializovanymi funkcemi. Pokud je hladina cytokininli naruSena, dochazi k pomalejsi
diferenciaci bunck a listovych primordii v SAM (Werner a kol., 2001), (Werner a kol.,
2003).
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Kromé¢ abnormalit vegetativnich ¢asti rostlin se nadprodukce CKX projevuje také
na reproduktivnim vyvoji rostlin. Kveteni rostlin 355:4¢CKX1 a 35S5:4AtCKX3 bylo ve
srovnani s wild-typem pfiblizn€ o 5 tydni opoZzdéno. V ojedinélych piipadech rostliny
nekvetly viibec, a zlstaly ve vegetativni fazi. Z hlediska struktury a morfologie se kvéty
mutantnich rostlin nijak neliSily od wild-typu. Rozdil byl patrny v mnozZstvi pylu, které
bylo v pocate¢nich fazich kveteni minimalni. V pozdégjSich fazich kveteni zacaly rostliny
produkovat pyl v mnozstvi, dostatecném pro samooplozeni, ale stale malém ve srovnani
s normalnimi rostlinami. Zajimavosti byla velikost seminek rostlin 35S:4tCKXI] a
35S:AtCKX3, které ptiblizn¢ dvakrat prevySovala béznou velikost zrn wild-typu (Werner
a kol., 2003), (Eckardt, 2003).

3.4.1 Umlcené linie Arabidopsis thaliana pro genovou rodinu CKX

V genomu Arabidopsis thaliana se nachazi 7 geni kodujicich enzymy CKX.
Pokud jsou tyto geny jednotlivé vyfazovany z funkce, tedy kdyz ptipravujeme tzv.
knock-out mutanty, naptiklad prostfednictvim T-DNA inzerce, pak se zainaji projevovat
morfologické zmény souvisejici s nadbytkem cytokinini v rostlindch. Umlcené linie jsou
cennymi zdroji informaci o funkcich cytokininii. Diky nim bylo naptiklad zjisténo, Ze
cytokininy pozitivné reguluji aktivitu apikdlniho meristému stonku (SAM), od které se
mimo jiné odviji mnoZstvi trody.

Transgenni rostliny se zvySenym obsahem cytokininii charakterizuje zakrslost,
odlisny tvar listli, vy$§i obsah chlorofylu, a vétvenéjsi stonek (Schmiilling a kol., 2003),
(Werner a kol., 2003). Podobn¢ jako u rostlin, nadprodukujicich CKX, je vyvoj a rast
umléenych linii vyrazné zpomalen (Bartrina a kol, 2011). Dusledkem je Spatné
zakotenovani rostlin. Uvedené¢ morfologické znaky se projevuji v ptipadé, ze hladina
cytokininid neni prili§ vysoka. Pokud koncentrace cytokininii 2-4x piesdhne fyziologickou
hladinu, obvykle v disledku mutace vice geni CKX, pak se u rostlin projevi
morfologické zmény, nasledkem kterych obtizné regeneruji, a zaroveil nemaji dostatek

chlorofylu pro dalsi vyvoj (Prochazka, 1998).

V experimentu Bartriny a kol. (Bartrina a kol., 2011) se ukézalo, ze uml¢ovani
jednoho izoenzymu CKX neni z hlediska fenotypu rostliny nijak vyrazné. Viditelna
zména morfologie nastdva az v okamziku mutace dvou CKX, pfi¢emz jednim z nich musi
byt izoenzym CKX1,2 nebo 3. Nejvétsi zmény fenotypu byly zaznamenany u rostlin
s dvojitou mutaci v izoenzymech CKX3 a CKXS5. Projevovaly se konkrétné veétSim

primérem stonku, zvétSenou plochou kvéth a korunnich listkdt (o 40%), a vétSim
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mnozstvim kvétd. Disledkem morfologickych zmén reprodukénich organii rostlin bylo
zvySeni primérného poctu zrn (z 65 na 110). U mutanti CKX3 CKXS5 stoupla Groda
v priuméru o 55%. Ke stejnym zavérim dospél 1 Zalewski (Zalewski a kol., 2010)., ktery
na zakladé RNA umlcovani enzymli CKX jeCmene potvrdil, Ze se snizujici se aktivitou
CKX roste mnozstvi zrn. Konkrétné o 131 az 142,8%. RNA umlcovani je vhodnéjsi

alternativou pro sniZeni exprese genti obilovin, z divodu velkého genomu a polyploidie.

3.4.1.1 Korenova fenotypizace

Jak jiz bylo uvedeno, cytokininy jsou negativnimi regulatory kotfenového ristu a
vyvoje. Potvrzuji to experimenty, zalozeny jak na sniZené koncentraci cytokinina
v rostlinach, tak na zvySené koncentraci, které¢ Ize docilit n€kolika zplsoby. At uz
tradicné pouzivanym piidanim cytokinini do Zivného média (Laplaze a kol., 2007), ¢i
nadprodukci genli, zapojenych do biosyntézy cytokinini (Medford a kol., 1989),
(Kuderova a kol., 2008), nebo umlcovani CKX (Bartrina a kol., 2011). Fenotypové
projevy zvySené hladiny cytokininll se vyrazn€ neméni v zavislosti na vybrané strategii, a
patii mezi né redukovana délka primarniho kofene, souvisejici se sniZzenym mnozstvim
délicich se bunék meristému, a pokles tvorby laterdlnich kofenti (Medford a kol., 1989).
U homozygotnich mutantti v genu IPT kleslo primérné mnozstvi lateralnich kotfent az o
82%. Bylo ukazano, Ze tento projev souvisi s poklesem distribuce auxinu béhem vyvoje
laterdlnich kotfent v disledku naruSeni exprese genu PIN. Proteiny PIN, jejichz funkci je
transport auxind, tak zméni orientaci na plazmatické membrané bunck. Tato orientace je
kriticka pro tok auxint do lateralnich kofenli a tvorbu auxinového gradientu, nezbytné¢ho
pro spravnou funkci bunék v jednotlivych zonach kotene, vcetné¢ bunék lateralnich

primordii (Marhavy a kol., 2014), (Laplaze a kol., 2007), (Kieber a Schaller, 2014).

Lateralni kofeny jsou ve srovnani s primarnim kofenem vice citlivé na odchylky
hladin cytokininti. K fenotypovym zménadm dochazi jiz pfi koncentraci 0.1 uM, zatimco
k redukci primarniho kofene je nutnd koncentrace nad 1 pM (Laplaze a kol. 2007),

(Kuderova a kol., 2008).

3.5 CKXv jinych organismech
Prvni zminka o aktivité cytokinin dehydrogendz pochéazi z roku 1971, kdy Paces
(1971) pozoroval konverzi zna¢en¢ho isopentenyl adeninu na adenin v extraktu tabaku.
Vzhledem k velmi malému mnoZzstvi CKX v rostlinnych organismech bylo velmi obtizné
enzym ziskat a urcit jeho vyskyt u riznych rostlinnych druhi. Vyznamnym milniku ve
vyzkumu CKX byl rok 1999, kdy byla poprvé vyizolovana cDNA CKX z kukuftice (Zea
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mays). Diky tomuto uspéchu bylo mozné manipulovat s koncentraci cytokininl
v rostlinach a zkoumat, jakou funkci plni CKX pfi vyvoji a rlstu rostliny. Izolace cDNA
byla tedy bezpochyby velkym pfinosem pro rostlinnou biologii a mimo jiné umoznila
urcit piitomnost CKX u dalSich organismii prostiednictvim PCR, bez nutnosti slozité
izolace a purifikace (Houba-Hérin a kol, 1999). Mezi organismy, u kterych byla
zaznamenana pritomnost CKX, patii nejen rostlinné druhy ale také kvasinky
(Saccharomyces cerevisiae) nebo jeden ze zastupci hlenek (Dictyostelium discoideum)
(Schmuling a kol., 2003). Pomoci analyzy BLAST bylo objeveno 17 genti, kddujicich
CKX, pticemz v A. thaliana se vyskytuje pouze sedm znich. CKX se u raznych
rostlinnych druhti 1i$i svou velikosti, kterd se pohybuje v rozmezi 56 az 64.9 kDa a je
zpusobena posttranslacnimi modifikacemi. U vétSiny rostlinnych druhii se CKX vyskytuji
ve formé glykoproteini. Glykosylace ptispiva ke stabilit¢ proteinli, umoznuje jejich
transport a reguluje enzymatickou aktivitu. Glykosylované i neglykosylované formy se
vyrazn€ 1iSi pH optimem, které piispivd kodlisné distribuci CKX v buiice.

Neglykosylované CKX se vyskytuji v tabaku nebo ve fazoli (Phaseul)
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie
- 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina (MES), (Duchefa, Nizozemi)
- Agar (himedia, Indie)
- Agarosa (Amesco, USA)
- Celulasa z Trichoderma viride (Sigma-Aldrich, USA)
- Dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrét (Penta, CR)
- Dimethylsulfoxid (DMSO), (Duchefa, Nizozemi)
- D-mannit (manitol), (Penta, CR)
- dNTPs (Fermentas, Kanada)
- Dodecylsiran sodny (SDS), (Penta, CR)
- Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), (Penta, CR)
- Ethanol (Penta, CR)
- Ethidium bromid (neolab, Némecko)
- Ficoll (Sigma, USA)
- Gotaq G2 Flexi Polymerasa + pufr (Promega, USA)
- Hydroxid sodny (Penta, CR)
- Chlorid sodny (Lachner, CR)
- Chloroform (Lach-ner, CR)
- Kyselina ethylendiamintetraoctova (Penta, CR)
- Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, USA)
- Kyselina octova (Lachema, CR)
- Kyselina sirova (Lachner, CR)
- LB Broth (Sigma-Aldrich, USA)
- Macerozym R-10 z Rhizopus sp. (Serva, Némecko)
- MiliQ voda (destilovana, demineralizovana)
- Murashige a Skoog medium s vitaminy (Duchefa, Nizozemi)
- Neutral red (Sigma)
- Runase free voda (Qiagen, Némecko)
- Sacharosa (Lachner, CR)

- Tris (Duchefa, Nizozemi)

31



4.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy 5034/120 (Biometra, Némecko)

Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko)

Automaticke pipety (Eppendorf, Némecko)

Biirkerova komurka (Marienfeld, Némecko)

Centrifuga ROTANTA 460R (Hettic, Némecko)

Centrifuga 5417R (Eppendorf, Némecko)

Digitalni vahy Traveller TA302 (Ohaus, Svycarsko)

Dokumentacni systém chemidoc MP (biorad, USA)

Dokumentacni systém Alpha Digi, program Alpha digidoc RT (biorad, USA)
Elektromagneticka michacka (Boeco, Némecko)

Elektroforeticka komiirka pro horizontélni elektroforézu (Biometra, Némecko)
Gel-Doc EZ (Bio-Rad, USA)

Inkubator 37°C (Medline Scientific, Némecko)

Kapalinova chromatografie Acquity UPLC I-class system (Waters, USA)
Laboratorni predvazky KRD S3102 (BEL engineering, Italie)

Laminarni box (Merci, Ceska republika)

Magnetickd michacka RH basic Ikamag (IKA, Némecko)

Mikroskop Olympus CX21FS3 (Olympus, Japonsko)

MS/MS Xevo TQ-S (Waters, USA)

Nylonova sitka 70 pm (Falco, USA)

Oscila¢ni mlyn Retsch MM 400 (Ceské republika)

Ph metr (Eutech Instruments, Singapur)

SPE kolonky SPE-ed SPE cartridges (USA)

Spektrofotometr NanoDrop (Thermo Scientific, USA)

Rotacni ttepacka Rotator SB3 (Stuart, UK)

Termocycler T-gradient (Biometra, Némecko)

Ttepacka Orbit 1000 (Amerika)

Ultracentrifuga Hitachi CS 150 NX (Japonsko)

Vakuovy koncentrator centrivap (Labconco, USA)

Vortex (Labnet, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
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4.3 Roztoky a chemikalie

4.3.1 Roztoky pro agarosovou elektroforézu

TAE puft:

40 mmol.I-1 Tris-acetat

I mmol.I-1 EDTA; pH 8

1% agarosovy gel

1% agarosa v TAE pufru

4.3.2 Roztoky k izolaci vakuol

Roztoky

SloZeni

pH

Roztoky
k upravé pH

Podminky

0,5M EDTA
30% Ficoll fresh

1M mannitol
50 mM MES
0,1% Neutral Red solution

0,2 M sodium phosphate

0,2 M sodium phosphate

Lysis buffer fresh

Vacuole buffer fresh

9,3 g EDTA v 50 ml H,O
2,25 g ficollu + 7,5 ml H,O

72,87 g mannitol v 400 ml H,O
2,14 MES v 200 ml H,O

0,01 g Neutral red

20 ul 1% kyseliny octové

5 ul chloroform

10 ml H,O

8 ml NaH,PO, . 2 H,O

zasobni roztok

(250 ml H,O + 7,8 g NaH,PO, .2 H,0)
42 ml NazHPO4 L7 H20

zasobni roztok

(250 ml H,O + 17,9 g Na,HPO, .12 H,0)
2,65 ml NaH2P04

47,35 ml Na,HPO4

3 ml 1 M mannitol,

375 ul sodium phosphate
5 ml 30% Ficoll,

300 ul EDTA

75 ul Neutral red,

6,25 ml H,O

4,5 ml 1 M mannitol
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4% Ficoll solution fresh

Wash buffer fresh

Protoplast enzyme solution

fresh

Poznamka: Roztoky, u nichz je uvedeno fresh, je nutné ptipravit v den izolace

250 pl 0.2 M sodium phophate

40 u10,5 M EDTA

5,21 ml H,O

4,5 ml vacuole buffer

3 ml lysis buffer

60 ml 1 M mannitol
30 ml 50 mM MES

60 ml H,O

0,6 U/mg celulase

3 U/mg maceroenzym

0,09 g CaCl (bezvody)

30 ml Wash buffer

4.3.3 Chemikalie pro pripravu MS média

Slozky MnozZstvi na 11 (g)
Sacharéza 10

Phytagel 5,7-6

MS + vitaminy | 4,3

MES 0,5

4.3.4 Chemikalie pro izolaci DNA

Reagencie SloZeni Koncentrace

Extraké¢ni pufr | TRIS-HCI 200 mM
NaCl 250 Mm
EDTA 20 mM
SDS 0,5%

TE TRIS 10 mM
EDTA 1 Mm

CIA ISOAMYLALKOHOL (1) | pomér 1:24

CHLOROFORM (24)
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4.3.5 Slozeni cytokininového standartu

MnozZstvi na 1 vzorek (ul)

BRIG 2,5
N-glukosid 7G 2,5
O-glukosid OG | 5
N7-glukosid NT 5
Metanol 5
Celkovy objem | 20
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4.4 Metody

4.4.1 Rostlinny material

Za ucelem studia cytokinin dehydrogenaz byla pouzita semena rostlin Arabidopsis
thaliana, ekotypu Col-0, nadprodukujici CKXI, CKX2, CKX3 a CKX7-GFP pod
kontrolou konstitutivniho 35S promotoru a dale umlcené T-DNA linie ckx2 I
(SALK 083761), ckx2 2 (SALK 068485), ckx3 1 (SALK 050938), ckx3 2
(GK _157A04-013241) a ckx3 3 (GK_736B02-023555). Linie CKX1, CKX2 a CKX3 byly
ziskany ve spolupraci se skupinou profesora Wernera z univerzity Freie Universitdt (FU)
v Berliné¢ (Werner a kol., 2003), semena T-DNA linii ckx2 a ckx3 byla objednana
z kolekci T-DNA inzer¢nich mutanti SALK a GABI KAT. Pfed zahdjenim experimenti
bylo nutné rostlinny material namnozit, pfedevS§im z divodu nizké kli¢ovosti, zapti¢inéné
vysokym staiim semen. U T-DNA inzer¢nich mutanti bylo nutné ziskat homozygotni

linie, potfebné pro dalsi experimenty.

4.4.2 Sterilizace semen

Kazdé praci se semeny predchazela jejich sterilizace. Semena, urCena ke
sterilizaci, byla v dostatecném mnoZstvi vsypana do sterilni zkumavky (1,5 ml).
K semeniim byl pfidan 1 ml 70% etanolu. Semena byla za stdlého pievraceni zkumavky
promyvana 1 minutu. Poté byl etanol odebran. Semena byla dale promyvana v 1 ml 96%
etanolu analogickym zpisobem. Po odpipetovani etanolu byla semena ponechana

v oteviené zkumavce ve flowboxu az do Gplného vysuseni.

4.4.3 Sazeni semen

Po sterilizaci byla semena jednotlivé nanaSena sterilnim paratkem na Petriho
misky s zivnym médiem MS (slozeni v kap. 4.3 roztoky a chemikalie). Semena byla
pokladana tak, aby vzdalenost mezi nimi odpovidala pfiblizné¢ 1 cm. Timto zplsobem
bylo na jedné misce vyseto piiblizné 30 semen. Po naneseni semen byla miska uzaviena
neprodySnou paskou a ponechdna 2 dny v horizontalni poloze za tmy pfi teploté 4°C, za
ucelem synchronizace kliceni. Po uplynuti dvou dnli byly misky se semeny pfeneseny do

kultiva¢ni komory (fytotron) (teplota 23°C, 16h svétlo/8h tma).

4.4.4 Analyza GSA
Za ucelem métfeni thll mezi laterdlnim a primarnim kofenem (GSA, ,,Gravitropic

Set-point Angle*) byly rostliny ponechdny ve fytotronu (teplota 23°C, 16h svétlo/8h tma)
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az do vytvofeni dostatecného mnozstvi lateralnich kofend pro analyzu (minimalné 15
lateralnich kofenti). Poté byly kofeny naskenovany pomoci programu WinRHIZO.
Analyza GSA byla provedena s pouzitim programu Imagel. Na jednotlivych rostlinach
byly méfeny vSechny thly mezi hlavnim a lateralnim kofenem (Obr. 2). Z naméfenych
uhla bylo stanoveno, jaké procento z nich odpovida hodnotdm 0-30°, 31-50°, 51-70°, 71-
90°, 91-110° a 111-180°. Hodnoty, nalezici jedné linii, byly spole¢né vyneseny do grafu.

Obr. 2.: Piiklad stanoveni uhlu mezi laterarnim a primarnim kotfenem (zkr. GSA =

gravitropic set-point angle) programem ImageJ.

4.4.5 Fenotypizace koienové ¢asti analyzovanych rostlin

Fenotypizace kofene byla provedena u vybranych nadprodukujicich a uml¢enych
linii a porovnana s kontrolnimi rostlinami Col-0. Semena rostlin byla vysazena na kulaté
Petriho misky s 1x MS médiem (sloZeni v kap. 4.3 roztoky a chemikalie). Po tfidenni
vernalizaci pti teploté 4°C byly misky umistény do fytotronu. Po dvou tydnech ristu byly
rostliny pfesazeny na ¢tvercové Petriho misky s 1x MS médiem. Misky byly umistény
horizontéaln¢€, aby rast kotfene probihal pouze na povrchu agaru. Na jedné Petriho misce
byly umistény ti1 rostliny, nalezici jedné mutantni linii spolecné se tfemi rostlinami
kontrolnimi (Col-0). Pro kaZzdou mutantni linii bylo provedeno 15 opakovani. Koteny
byly naskenovany pomoci pocitatového skeneru programem WinRHIZO. Snimky byly
pouzity pro analyzu délky primarnich kotfenll a stanoveni poctu lateralnich kotend. Délka
primarnich kofenli byla métfena prosttednictvim programu Imagel. Z namétenych hodnot
byla vypocitana primérna hodnota, kterd byla vynesena do grafu spolecné s primérnou

hodnotou pftislusnych kontrolnich rostlin.
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4.4.6 PCR genotypizace

Pro realizaci experimentii byla objedndna semena Arabidopsis thaliana s T-DNA
inzerénimi mutacemi v genech CKX2 a CKX3. Ckx2 I (SALK 083761), ckx2 2
(SALK 068485) ckx3 1 (SALK 050938) T-DNA inzer¢ni mutanti byly ziskdny
z kolekce SALK (Salk Institute Genomic Analysis Laboratory). Mutantni linie ckx3 2
(GK _157A04-013241) a ckx3 3 (GK 736B02-023555) byly ziskédny z kolekce GABI
KAT (Rosso a kol., 2003) (Tab. 1). T-DNA inzer¢ni linie nabizeji funk¢ni charakterizaci
genll skrze jejich cilené uml¢ovani. Nevyhodou T-DNA sbirek je ovSem nejednoznacnost
v poméru mezi homozygotnimi a heterozygotnimi inzercemi a je tedy nutno vzdy

zafixovat linie do homozygotniho stavu.

Tab. 1: PouZité primery a sekvence nukleotidi

Primery Sekvence

KO CKX3 1R GATTTCCTAAACCGAGTTCGAACCG

KO CKX3 1L CCTCTAAAAACCGATATTAATTCTTGTGC
KO CKX3 2R GCAAAGCCATGCCAGGTGTC

KO CKX3 2 L CGGGTCAACTGAATTTTTTATT

KO CKX3 3R CGAGGCTTTTCCCATACAATTTAAAC
KO CKX3 3L TAAGGGTTTGAATGGTTACGGCG

KO CKX2 1R CTTTCCACTTTACAACTGTACGAGCG
KO CKX2 1L TCTTCGTTTAATGATCACTTTAATCACGG
KO CKX2 2R CGTAAGTCTTCGAAACACAAAATGCG
KO CKX2 2 L GCCTACGAGATGTCACTAAAGTGTTG
Lbal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

Za ucCelem ovéfeni poctu inzerci v objednanych liniich (homozygotni vs
heterozygotni inzerce) byla semena T-DNA inzer¢nich mutanti (tab. 1) vysterilizovéna, a
zasazena na kulaté Petriho misky s MS médiem. Nasledné byly rostliny presazeny do

zeminy a byla provedena kontrolni PCR (kapitola 1. 1. 5. 2).

4.4.6.1 Izolace DNA
Pro izolaci genomické DNA Arabidopsis thaliana byly odebrany listy o praméru
pfiblizné 4 mm. Rostlinny material byl vlozen do zkumavky typu eppendorf (1,5 ml),

spolecné s jednou wolfram-karbidovou kulickou. Kuli¢ky je nutné predem promyt v 70%
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etanolu a nasledné v destilované vod€. Do zkumavky se vzorkem a s kulickou bylo
piidano 300 pl extrakéniho pufru a 120 pl CIA (chloroform : isoamylalkohol
v objemovém poméru 24 : 1). Zkumavky se vzorky byly vloZzeny do plastovych drzaka
mlynkil Retsch Mixer Mill 200. DrZzéky byly upevnény do mlynkl a ptikryty plastovym
krytem. Byl nastaven poZadovany cas a frekvence otacek (20 sekund, 50 ot./s).
Rozdrcend listova pletiva byla centrifugovana 3 minuty pfi 14 000 rpm. Supernatan byl
odebran do ¢isté zkumavky (1,5 ml). Bylo ptfidano 750 pl 96% etanolu. Poté byly vzorky
inkubovany 10 minut pii teploté¢ -20°C. Po wuplynuti této doby byly vzorky
centrifugovany 7 minut pi1 14 000 rpm. Supernatan byl odebran a pelet byl promyt ve
200 pul 70% etanolu. Nasledovala centrifugace 5 min pii 14 000 rpm. Etanol byl odebran.
Zkumavky s pelletem byly vlozeny do flow-boxu a ponechdny az do plného vysuSeni
zbylého etanolu. Pellet byl rozpustén v 50 ul TE pufru. Vysledna koncentrace DNA byla

stanovena na spektrofotometru NanoDrop.

4.4.6.2 PCR

Pocet T-DNA inzerci v pouzitych CKX liniich byl analyzovan pomoci techniky
PCR. Podle poctu vzorkil a zvoleného objemu reakce byl nejprve pfipraven premix, ktery
se skladal zH,O DNA/RNA free, MgCl,, GoTag polymerazy, reakéniho pufru a
ptisluSnych primeri (tab. 2). Reak¢éni smés byla pfipravovdna na ledu. Premix byl
rozpipetovan do specialnich, tenkosténnych PCR zkumavek po 48 ul. Na zavér byl piidan
vzorek. PCR smés byla kratce promichana na vortexu a centrifugovana. Zkumavky
s PCR reak¢ni smési byly inkubovany v termocykleru za stanovenych podminek (tab. 3).
Pro kazdym vzorek byly ptipraveny dvé reakéni smési liSici se pouzitymi primery. Prvni
reakéni smés se sklddala z primert forward a reverse, které byly genové specifické a
lisily se v zavislosti na pozici T-DNA inzerce (Obr. 3). Amplifikace prob&hla pouze
v ptipad¢ absence T-DNA inzerce v pfislusném genu CKX (pokud je inzerce ptitomna,
PCR amplifikace nemiize probéhnout z divodu nadmérné velikosti amplikonu). Ke druhé
reakci byla pouzita dvojice primera Lbal a genové specifick€ého reverse primeru (Obr. 3).
Primer Lbal byl komplementdrni k sekvenci T-DNA, v disledku cehoZ mohla
amplifikace probéhnout pouze u mutantnich rostlin s T-DNA inzerci. Negativni kontrolou

byla DNA WT Arabidopsis thaliana.

39



—1
forward - T-DNA inzerce
| —

A

Gen CKX

700 — 1000 bp

Obr. 3.: Schématické znazornéni trojic primera (forward, Lbal, reverse). Primer Lbal je

komplementarni k T-DNA inzerci, primery forward a reverse byly specificky navrZzeny

pro kazdou mutantni linii zvIast' v zavislosti na pozici T-DNA inzerce. Pfi pouZiti

primerd reverse a forward dochazi k amlifikaci DNA pouze v pfipadé absence T-DNA

inzerce, za vzniku amplikonu o velikosti 1000 bp. Pokud sekvence T-DNA inzerci

obsahuje, pak se amplifikace neuskute¢ni, z divodu nadmérné velikosti amplikonu (8000

bp), ktery se vramci jednoho cyklu nestihne nasyntetizovat. Druhd amplifikace

s pouzitim primeru Lbal, komplementdrniho k T-DNA inzerci, naopak probchne za

tvorby produktu o velikosti 700 — 1000 bp.

Tab. 2: Pfiprava 50 pl reakéni smési

Reak¢ni smés Mnozstvi (ul)
H,O 8,5

5x pufr GoTag Flexi 4

MgCl; (25mM) 3

Nukleotidy (10mM) 0,4

Primer forward (Lbal) 1

Primer reverse 1

GoTag polymeraza 0,1
Templatova DNA 2
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Tab. 3: Podminky PCR reakce

Pocatecni denaturace 95°C 2 minuty

Denaturace 95°C 30 sekund

Nasednuti primeri (,,Annealing®) | 56°C 30 sekund 36 cykla
ProdluZovani (,,Extension*) 72°C 1 minuta

Dokonceni syntézy 72 °C 10 minut

4.4.6.3 Gelova elektroforéza
Separace produktt PCR byla provedena na 1% agar6zovém gelu
(0,8 g agarozy/80 ml TAE pufru) s barvivem ethidium bromidem v pracovni koncentraci
0,5 - 1pg/ml. Vzorky byly naneseny na gel spolu s DNA markerem o velikosti 1Kb
(Obr. 4) a pozitivni kontrolou ve formé genomické DNA Arabidopsis thaliana.
Elektroforéza probihala pfi napéti 120 V piiblizn€ 20 minut. Vizualizace separovanych
molekul nukleovych kyselin byla provedena v prochazejicim UV svétle na UV-

transiluminéatoru.

Obr. 4: Pouzity velikostni standart — Marker GeneRuler 1kb Plus DNA ladder.

4.4.7 Izolace vakuol

Vakuoly byly izolovany zhomozygotnich rostlin ckx2 I (SALK 083761),
ckx3 1 (SALK 050938), OE CKX2, Col-0 v pocate¢nim stadiu kveteni (ptiblizné 35 dnti
od germinace). Pro izolaci vakuol byly pouzity 2 gramy listii (,,mokra vaha®). Listy byly

podélné roziezany skalpelem na prouzky o tloustce 2 milimetri. Nakrajené listy byly
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vlozeny do Erlenmeyerovy baiiky o objemu 100 ml a macerovany v 30 ml roztoku,
obsahujiciho celulazu a maceroenzym (Protoplast enzym solution — slozeni v kap. 4.3
roztoky a chemikalie). Pro lepsi prinik enzyml do listovych pletiv bylo do uzaviené
banky aplikovdno vakuum na 20 minut. Poté byl vyvod Erlenmeyerovy baiky uzavien
parafilmem. Smés byla macerovdna na tfepacce pi1 70 rpm a pokojové teploté az do
uvolnéni protoplastlit (3-4 hodiny). Uvoliujici se protoplasty bylo nutné pravidelné
kontrolovat pod svételnym mikroskopem. Hrubd protoplastova suspenze byla
prefiltrovana sitem s otvory o velikosti 150 um do zkumavky o objemu 50 ml. Poté byl
filtrat promyt v 5 ml promyvaciho roztoku a centrifugovan 6 minut pfi 500 rpm a teploté
25°C. Supernatan byl odstranén a pelet resuspendovan v 30 ml promyvaciho roztoku.
Promyvani bylo jedenkrat zopakovano. Nasledné bylo k peletu ptidano 10 ml lyza¢niho
pufru. Pro dosazeni lyze bun€k bylo nutné smés nékolikrat prudce propipetovat.
Zlyzovana smés byla napipetovana do ultracentrifugacnich zkumavek v mnozstvi 2,5 ml.
Vzorek byl ptevrstven 1,5 ml roztoku Vacuole solution (slozeni v kap. 4.3 roztoky a
chemikalie). Tteti vrstvou byl Ficoll solution, ktery byl pfidan v mnozstvi 0,5 ml (Obr.
5). Roztoky bylo nutné nanaSet velmi pomalu, aby doslo k vytvoreni gradientu, kli¢ového
pro separaci vakuol. Doba od pfidani lyza¢niho pufru po vlozeni vzorkii do centrifugy by
neméla presahnout 10 minut. Smés byla vloZzena do ultracentrifugy, vychlazené na 10°C,
a centrifugovana 50 minut pti 71 000 rpm. Po ukonceni ultracentrifugace byly vakuoly
analyzu metodou LC-MS/MS (Obr. 5). Vakuoly byly viditelné¢ diky neutrdlni Cerveni,
ktera je jednou ze slozek lyza¢niho pufru. Neutralni Cervein je barvivo s relativné nizkou
molekulovou hmotnosti, které penetruje intaktnimi protoplasty do nitra buiika a poté je

ionizovano nizkym pH uvnitf vakuol. Zde se kumuluje, a poskytuje kontrast vici

protoplastu.
A Ficoll B Ficoll
——— _ .
Lo% Fo%
1 7 =1 vakuoly
r4% 71000 rpm 4%
50 minut
-10% -10%
—_—
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Obr. 5.: A: Ukazka gradientu, vytvoieného na zdkladé¢ rGznych koncentraci ficollu
v roztocich. B: Vyizolované vakuoly jsou cervené zbarveny a objevuji se mezi 4% a 0%

ficollem (Pfevzato a upraveno od Trentmann a Haferkamp, 2013).

4.4.8 Pocitani vakuol pomoci Biirkerovy komiirky

Mnozstvi vyizolovanych vakuol bylo stanoveno na 1 ml suspenze prostfednictvim
Biirkerovy komtrky. Pocitaci sit’ Biirkerovy komurky se sklada z 9 velkych ctverci
o ploge 1 mm’, které se dale déli na 16 mensich &tvercd, o plose 0,04 mm” (Obr. 6). P
pocitani vyizolovanych vakuol byl nejprve nanesen maly objem vakuolové suspenze
mezi podlozni a kryci sklo. Pfipravena pocitaci komirka byla vloZena do zorného pole
svételného mikroskopu. Vakuoly byly pogitany ve &tvercich o plose 0,04 mm’. Pii
pocitani vakuol se zapocitavaly pouze ty, které se nachazely uvniti ¢tvercli o uvedené
ploSe nebo ty, které se z vnitini nebo vnéjsi strany dotykaly dvou stanovenych stran, aby
se zabranilo dvojimu pocitani Castic.

Pro stanoveni mnoZzstvi vakuol v 1 ml suspenze byl pouzit vypocet:

X:a-lOOO
n-v

X...koncentrace vakuol v 1 ml suspenze
a...stanoveny pocet vakuol

n...pocet spocitanych ¢tverc

V...objem poé&itaného &tverce (0,004 mm’)

Obr. 6: Pocitaci sit’ Bilirkerovy komirky. Vakuoly byly pocitany ve ctverci A
o rozmérech 0,2 x 0,2 mm, plose 0,04 mm?, hloubce 0,1 mm a objemu 0,004 mm”.

Spocitané vakuoly byly zamrazeny vtekutém dusiku a skladovany pii

teploté -80°C.
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4.4.9 Priprava vzorkua pro LC-MS/MS analyzu

Pro LC-MS/MS analyzu je nutné vzorky vakuol vycistit od balastnich proteint,
které¢ by mohly negativné ovlivnit vysledek méfeni. Vzorky byly rozmrazeny na ledu.
Poté byly vloZzeny do kapalného dusiku a opét rozmrazeny. Byl zméfen presny objem
vzorkl. Vzorky se zndmym objemem byly rozdéleny na triplikaty. Ke vzorkiim bylo
pfidano 20 pl cytokininového standartu a 1 ml Bieleskiho roztoku (sm&s MeOH / H,O /
chloroformu v objemovém poméru 15 : 4 : 1). Vzorky byly inkubovany na rota¢ni
tfepacce 30 min pii 4°C a poté centrifugovany pii 20 000 rpm, 15 minut. Vysrazené
proteiny zustaly ve formé peletu na dn€ zkumavky, a supernatan byl odebran do Cisté

zkumavky (15 ml), kde byl zftedén 14 ml 1M roztoku HCOOH.

SPE kolonky bylo nutné pfipravit pro interakci se vzorkem pomoci série tii
promyti. Prvnim promyvacim roztokem bylo organické rozpoustédlo MeOH, které bylo
na kolonku aplikovano v objemu 2 ml. Poté byla kolonka promyta 2 ml H,O a na zavér
2 ml 1M roztoku HCOOH. Na ptipravené¢ SPE kolonky byl aplikovan vzorek. Poté, co se
veSkery analyt sorboval na pevné fazi, byly kolonky promyvany 2 ml 1M rozpoustédla
HCOOH. Po promyti byl analyt uvolnén zpevné faze ptidanim 3 ml elu¢niho
rozpoustédla ve formé¢ 80% MeOH. Vzorky byly odpafeny do sucha na odparce a
nasledné resuspendovany v 50 ul 5% MeOH. Vzorky byly kratce zvortexovany a 5 minut
sonifikovany. Poté byly napipetovany do zkumavek s mikrospiny a centrifugovany 5 min
pi1 7500-8000 rpm. Purifikované vzorky byly napipetovany do insertu ve vialce a opét

centrifugovany 10-15 min.

4.4.10 LC-MS/MS analyza

Purifikované vzorky, rozpusténé v organickém c¢inidle MeOH byly pouzity
k analyze slozeni cytokinini metodou ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie
(UHPLC) ve spojeni tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Metoda UHPLC
patii mezi nejmoderné;si typy kapalinové chromatografie, jejiz vyhody vyplyvaji z2 pm
castic, tzv. sub-2-mikronovych ¢astic, z kterych se sklddaji kolony a vysokého tlaku,
ktery dosahuje hodnot 150 MPa. Analyzované latky byly davkovany do chromatogramu
Acquity UPLC I-Class System a separovany na reverzni fazi. Reverzni kolona
o rozmérech 2,1 x 50 mm se sklada z nepolarnich skupin, mobilni faze je polarng;si.
Reverzni systém slouzi k zadrzovani prevazné nepolarnich slozek analyt. Celkovy run-

time, vCetné ekvilibrace trval 5 minut.
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Byla sledovéana odezva detektoru vzniklych iontd po ionizaci elektrosprejem
v zaznamu kladnych iontd [M+H]+. Podminky v pozitivnim ESI ionizaénim modu jsou
nasledujici: napéti na kapilaie — 0,35 kV, Desolva¢ni a zdrojova teplota — 600/150 °C,
Desolvaéni a zdrojovy priitok plynu (argon) — 1000/150 1 hr™', jontova energie 1/2 0,5/1,0
V, vstupni/vystupni napéti 0,5 V, kolizni priatok plynu — 0,2 ml min 1, rozliSeni LM/HM
2,8/14,75, doba méteni prechodu jednotlivého iontu (dwell time) — 0,01 s. Zakladni

parametry nataveni pro kazdy CK zvlast’ jsou uvedeny v tab. 4.

Tab. 4: Parametry nastaveni intového zdroje ESI pro kazdy CK jednotlivé: MRM
(Multiple Reaction Monitoring), napéti vkladané na vstupni kuzel (cone voltage), kolizni
energie (collision energy), retencni Cas (retention time), mez detekce (LOD = Limit of

Detection), linearni dynamicky rozsah (Linear dynamic range).

Cone Collision b

CKs MRM voltage energy Retentic_m time® LOD Linear dynamic
) ) (min) (amol) range (fmol)
tZ 220.1>136.1 23 18 1.918 £+ 0.001 10.0 0.05-1000
tZR 352.2>220.1 28 19 2.411 + 0.002 5.0 0.01-1000
296 3822>201 30 20 1661£0004 50 001-1000
cZ 220.1>136.1 23 18 2.147 + 0.004 5.0 0.01-500
cZR 352.2>220.1 28 19 2.586 + 0.002 10.0 0.05-1000
cZ9G 382.2>220.1 30 20 1.805 + 0.003 1.0 0.01-500
DHZR 35422221 26 20 2.573 £ 0.002 50.0 0.1-1000
DHZ9G 38422221 26 21 1.798 £ 0.006 5.0 0.01-500
P 2041>1361 22 16  3823+0004 100  005-1000
iPR 336.2>204.1 28 18 4.077 +0.002 5.0 0.01 - 1000
iP9G 366.2>204.1 30 20 3.291 + 0.003 10.0 0.05 - 500
BA 226.1>=91.0 32 22 3.681 + 0.005 10.0 0.05 - 500
BAR 358.2>=226.1 27 20 3.882 + 0.003 10.0 0.05 - 1000
BAOG  3882>2261 32 22 3104£0004 50 001-1000
oT 242.1>136.1 22 26 3.341 £ 0.002 10.0 0.05-1000
oTR 374.2>242.1 32 19 3.542 £ 0.003 5.0 0.01-1000
oT9G 404.2 >242.1 34 23 2.812 +0.002 10.0 0.05-1000
mT  2421>107.0 32 22 2571+0003 100  0.05-500
mTR 374.2>242.1 32 19 2.912 £ 0.002 5.0 0.01-1000
mT9G 404.2 >242.1 34 23 2.179 £ 0.004 5.0 0.05 - 1000
pT . 242.1>136.1 22 16 2.323 £ 0.003 1.0 0.01-500
pPTR 3742>242.1 32 19 2.732+0.003 1.0 0.01 - 1000
pT9G 404.2 >242.1 34 23 1.985 + 0.003 5.0 0.05 - 1000

A _ hodnoty jsou uvedeny se smérodatnou odchylkou (+/- SD) (n = 10), ® Limit detekce —

pomér signalu k Sumu (signal-to-noise ratio) 3:1.
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5 Vysledky

5.1 PCR genotypizace mutanti

PCR genotypizace byla provedena u dvou az tfitydennich rostlin Arabidopsis
thaliana s T-DNA inzerci v genech CKX2 a CKX3 a dle pouzitych primert byly od sebe
odliSeny rostliny homozygotni, heterozygotni a ptipadné téz wild type netransgenni
rostliny (Obr. 7). Genotypizace byla provedena z umlcenych linii (Tab. 5). T-DNA
inzerce se nachazely v kodujicich oblastech genu CKX3. V ptipadé¢ genu CKX2 musely
byt vzhledem k nedostatku jinych dostupnych linii pouZzity inzerce v nekodujici oblasti
genu (Obr. 8 a Obr. 9). Predchozi studie ovSem jednoznacné ukazaly, ze tyto dvé T-DNA
linie jsou funk¢éni (Bartrina et al). Produkty PCR byly nasledné¢ separovany a
vizualizovéany na gelu (Obr. 10). Z homozygotnich rostlin (Tab. 6) byla odebrana semena,
ktera byla pouzita k propagaci materialu. Dalsi generace odvozena od téchto rostlin byla

pouzita ke kotfenové fenotypizaci a k izolaci vakuol.
Tab. 5: Pouzité linie Arabidopsis thaliana s T-DNA inzerci v genech CKX2 a CKX3

T-DNA inzer¢ni linie | Kolekce katalogové Cislo

ckx3 1 SALK_050938
ckx3 2 GK_157A04-013241
ckx3 3 GK_736B02-023555
ckx2 1 SALK_ 083761
ckx2 2 SALK_068485

WT Heterozygot Homozygot
1000 bp —_ —
500 bp — —

Obr. 7: Schématické znazornéni moznych vysledkt PCR genotypingu pii1 pouziti genove

specifickych primert pro geny CKX2 a CKX3 a primeru LBal (WT = wild-type)
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Obr. 8: Schématické znadzornéni genu CKX3 (At5g56970) a dostupnych T-DNA

inzer¢nich linii. V ramci této prace byly testovany umlcené linie SALK 050938,

GK 157A04-013241 a GK_736B02-023555.
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Obr. 9: Schématické znadzornéni genu CKX2 (At2g19500) a dostupnych T-DNA

inzer¢nich linii. V ramci této prace byly testovany umlcené linie SALK 083761 a

SALK 068485
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Tab. 6: Pocet ziskanych rostlin z T-DNA umléenych linii s inzercemi v genech CKX2 a

CKX3 a pocet ziskanych rostlin v homozygotnim stavu

T-DNA inzer¢ni linie = Celkovy poc€et rostlin = Homozygotni rostliny
ckx2 1 14 6
ckx2 2 15 2
ckx3 1 6 2
ckx3 2 11 0
ckx3 3 14 0
L | Homozygot | | Homozygot Heterozygot Homozygot | ¢

Lo D uale. Lagie D ol ] 2aleiel

1 9 2 :
e @ "- s
ﬂ'*.«'tOOA

!“

A
3 H H|H H]JH]|H|C
.- S4® § s - i
“" ® e & - o =
B . - a8 . - * . - . " n o

! l nl Sibibs i
- : ‘ , ;
c|| .....-‘Q.i.l.u‘p.o
Obr. 10: Elektroforeogramy — vysledky PCR genotypingu u T-DNA inzer¢nich linii.
A: T-DNA inzer¢ni linie ckx3 I (SALK 050938), B: T-DNA inzeréni linie ckx2 1
(SALK 083761), C: T-DNA inzer¢ni linie ckx2 2 (SALK 068485). Primerova smés 1:
Forward + reverse primer, genové specifické. Primerova smés 2: Lbal FW primer +
genove specificky reverse primer. Primerové smési 1 a 2 se na elektroforeogramech
pravidelné¢ stfidaji pro jednotlivé analyzované rostliny, jak je znazornéno na

elektroforeogramu A. C = pozitivni kontrola (genomickd DNA Arabidopsis thaliana

Col-0 WT). L = ladder 1 kb Plus. H = homozygot.
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5.2 Fenotypizace korenové casti

Cytokininy jsou negativnimi regulatory kofenového systému. Dil¢im cilem
diplomové prace bylo zjistit, jakym zplisobem budou koifeny reagovat na zménu
koncentrace cytokinintli, zptisobenou nadprodukci ¢i umléenim vybranych forem CKX.
Stanovované morfologické znaky se tykaly délky primdrniho kotene, poctu lateralnich
kofeni a uhli mezi laterdlnimi kofeny a primdrnim kofenem (GSA). Kotfenova
fenotypizace byla provedena u T-DNA linii ckx2 I (SALK 083761) a ckx3 1
(SALK 050938), u kterych se podafilo odvodit homozygotni linie. Dale jsem pro
fenotypizaci pouzila naprodukujici linie CKX/ a CKX2, kde se rovnéz podatilo ziskat

homozygotni rostliny. Kontrolni rostlinou byla Arabidopsis thaliana Col-0.

5.2.1 GSA

Rostliny byly péstovany ve fytotronu na ctvercovych Petriho miskach s MS
médiem ve vertikdlni poloze. Kofeny mésic starych rostlin byly snimany skenerem
pomoci programu WinRHIZO a poté byly pouzity pro analyzu Uhli mezi primarnim
kofenem a laterdlnimi koteny (zkr. GSA = gravitropic set-point angle) (Obr. 11).
Programem, pouzitym k méteni GSA, byl ImageJ. U kazdé rostliny bylo stanoveno, jaké
procento z naméfenych thli spadd do rozmezi 0-30°, 31-50°, 51-70°,71-90°, 91-110°,
111-180°. Hodnoty, nalezicimi ptisluSné linii, byly vyneseny do grafu (Graf 1). U kazdé
linie byly analyzovany thly 90 — 100 rost
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Grafy 1.: Analyza GSA u nadprodukujici linie CKX/ a u umlCenych linii ckx2 1
(SALK 083761) a ckx3 1 (SALK 050938), v porovnani s WT rostlinami Col-0. Na ose
X jsou uvedeny uhly, na ose Y jsou vyznaCena procenta. Graf ukazuje, jaké procento

naméienych uhla spada do ptisluSnych uhlovych rozmezi

Obr. 11: Ptiklad vyhodnoceni tthlové vzdalenosti mezi lateralnim a primarnim kofenem
(zkr. GSA = gravitropic set-point angle) v programu ImageJ.

Z grafl vyplyva, ze u WT jsou lateralni kofeny orientovany horizontalnéji (71 —
90°) nez u linii ckx2 1 (SALK 083761) a ckx3_1 (SALK 050938). Velké mnozstvi uhlt

rovnéz spadd do rozmezi 91 — 110°. U rostlin CKX/ jsou kofeny orientovany spise

vertikalnéji, kdy nejvice thli spada do rozmezi 51 — 70°. Lateralni kotfeny rostlin ckx2 1
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a ckx3_1I jsou ve srovnani s Col-0 vertikalnéji orientované s maximem thli v oblasti 51 —

90° (obr. 12).

| |
| | |

WT Col-0: OE CKXI: ckx2 1, ckx3 I:
Horizontalni orientace Vertikalni orientace Mirné vertikalni orientace

Obr. 12: Schématické znazornéni vysledkl analyzy GSA, provedené u rostlin ckx2 [
(SALK 083761), ckx3 1 (SALK 050938) a u nadprodukujici linie CKX/ v porovnani
s WT Col-0.

5.2.2 Analyza délky primarniho kofene a po¢tu lateralnich koreni

Délka primarniho kofene je determinovdna prodluZovanim bunék v zoné
prodluZzovaci a také frekvenci bunééného déleni v meristematické zoné kotene. Na
regulaci obou parametriit maji podil také cytokininy. Nasim zadmérem tedy bylo zjistit, do
jaké miry se zméni kofenova architektura u linii se zvySenou ¢i snizenou hladinou
cytokininl v disledku umlceni gentt CKX2 a CKX3 ¢i naopak u linii nadprodukujicich
CKX1 a CKX2. Kofenovd fenotypizace byla provedena u mésic starych rostlin,
kultivovanych na ¢tvercovych Petriho miskdch s MS médiem ve vertikalni poloze. Na
jednu misku byly vzdy umistény tfi rostliny mutantni, spolu se tfemi rostlinami
kontrolnimi, aby byly zajistény stejné podminky ristu (Obr. 13). U kazd¢ transgenni linie
bylo provedeno 15 opakovani. Kofeny byly naskenovany systémem WinRHIZO. Délky
primarnich kofenli byly méteny prosttednictvim programu ImagelJ. Z hodnot, ndleZicich
jedné transgenni linii, byl vypocitdn primér. Primérnd hodnota byla vynesena do grafu

spolu s hodnotami ptislusnych rostlin wild-type (Graf 2).
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KO CKX2_1 KO CKX3_1

OE CKX1 OE CKX2

Obr. 13: Ukazka fenotypizovanych rostlin Arabidopsis thaliana. Na kazdé ctvercoveé
Petriho misce je prvni trojice rostlin sloZzena z pfisluSnych mutantd — ckx2 I
(SALK 083761), ckx3 1 (SALK 050938), OE CKX1, OE CKX2 a druha trojice z rostlin
kontrolnich WT Col-O0.
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Graf 2.: Analyza délek primarnich kofend a poctu laterdlnich kofenil u tfitydennich
rostlin OE CKXI, ckx2 1 (SALK 083761), ckx3 1 (SALK 050938) ve srovnani s
rostlinami WT Col-0. Na ose X jsou uvedeny transgenni linie spolu s kontrolnimi
rostlinami WT, které byly péstovany za stejnych podminek, a tudiz mohou byt mezi
sebou porovndvany. Na ose Y je vyznaCena prumérna délka primérnich kofent
v jednotkach cm. U tabulek, zobrazujicich praimérny pocet lateralnich kofent, je na ose Y

uveden prumérny pocet lateralnich koteni na jedné rostling.

Vysledky kotfenové fenotypizace potvrdily negativni vliv cytokinini na
kotenovou architekturu. Nasledujici vycet naméfenych hodnot, ziskanych z primérnych
délek primarnich kofeni a poctu lateralnich kofenli, je uveden vzdy ve vztahu

k ptisluSnym hodnotam WT Col-0.
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Vysledky ukazaly, ze u rostlin s nadprodukci CKX/ je primarni kotfen delsi
v pruméru o 0,5 cm, zatimco u linii OE CKX2 o 0,61 cm. Primarni kofeny u uml¢enych
linii ckx2 1 (SALK 083761) jsou kratsi o 0,52 cm a u linii ckx3_1 (SALK 050938) 0 1,2
cm. Z analyzy poctu lateralnich kotfenti (LR) vyplyva, Ze u rostlin OE CKX1 je v praméru
o jeden lateralni kofen vice. U linii OE CKX2 byl pocet LR vyssi o 2. U linii ckx2 1 byl
pocet LR mensi v priméru o 1,2, a u linii ckx3 1 (SALK 050938) byl pocet snizen o 2,3
(graf 5-8).

5.3 1Izolace vakuol

Vakuoly byly izolovany metodou, zaloZzenou na osmotickém a tepelném naruSeni
protoplasti A. thaliana, odvozenych z mezofylu (Robert a kol., 2007). Vakuoly byly
zachyceny na pomezi 0 — 4% ficolu (Obr. 15). Vakuoly byly izolovany z transgennich
rostlin ckx2 1 (SALK 083761), ckx3 I (SALK 050938), OE CKX2, OE CKX7, WT
Col-0, v pocatecnim stadiu kveteni (pfiblizn€¢ 35 dnli od germinace). V prib&hu izolace
vakuol byly také odebrany protoplasty (Obr. 14). PocCet vakuol a protoplastti na 1 ml byl

stanoven v Biirkerové komtrce (Tab. 7).

Tab. 7: Pocet vyizolovanych vakuol a protoplastii na 1 ml suspenze.

Linie Pocet Linie Pocet
vakuol/ml protoplastii/ml
KO ckx2 1 386 363 KO ckx3 1 576 388
KO ckx3 1 387916 OE CKX2 529 166
OE CKX2 ;gé ééé OE CKX7-GFP 486111
219 000 OE CKX3 324 074
OF CKX3 203703 WT Col-0 418 981

OE CKX7-GFP | 304 166
WT Col-0 225000
WT Col-0 252000
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Obr. 14: Mikroskopické snimky, ziskané v pribéhu izolace vakuol: (A, B) Uvolnéné
protoplasty, odvozené z mezofylu, po 4 hodinach macerace v roztoku, obsahujiciho
macerazu a celulazu. (C, D) uvolnujici se vakuoly po piidani lyza¢niho ¢inidla do smési

protoplasti. Métitko = 20 um.

vakuoly

Obr. 15: Vyizolované vakuoly jsou zachyceny na hranici 0 — 4% ficollu. Jsou cervené

zbarveny diky neutralni ¢erveni, kterd je slozkou lyza¢niho pufru.
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5.4 Stanoveni celkovych cytokinini metodou LC-MS/MS
Celkové ckx2 1
(SALK 083761), ckx3 1 (SALK 050938), OE CKX2, WT Col-0 prosttednictvim ultra

slozeni cytokinini bylo stanoveno z vakuol linii

vysokou¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS). Vzorky vakuol byly pfed samotnou analyzou rozdéleny na
triplikaty a preciStény pies SPE kolonky. Vysledky analyzy jsou uvedeny v tab. 8,
grafu 3. Jednotky koncentranich hladin jsou vyjadieny v jednotkach fmol/100 000
vakuol. Naméfené koncentrace u triplikatli jsou zprimérovany, a uvedeny spolu se
smérodatnou odchylkou (Primér + SD). V tabulkdch je také uvedena relativni
smérodatnd odchylka (RSD).
(dvoupéarovy, shodné rozptyly; "*"- 0.05 > p > 0.01, "**"- 0.01 > p > 0.001, "***"- p <

0.001).

Statické vyhodnoceni bylo provedeno T-testem

Tab. 8: Stanoveni obsahu O-glukosidli, N-glykosidd, tZ, CZ, DHZ, iP a celkovych
cytokinini ve vakuolach linii ckx2 I (SALK 083761), ckx3 I (SALK 050938), OE
CKX2, WT Col-0.
dihydrozeatin, iP = N6-(A2-isopentenyl)adenin.

CK = cytokininy, tZ = trans-zeatin, ¢Z = cis-zeatin, DHZ =

Vzorek Celkové CK O-glukosidy Celkové CK N-glukosidy Celkové cytokininy
WT:Col-0 47,31 50,31 + 4,82 826,96 869,66 + 108,18 1134,73 1158,19 *+ 96,19
WT:Col-0 46,51 RSD 10% 763,78 RSD 12% 1053,87 RSD 8%
WT:Col-0 57,10 1018,24 1285,97
OE:CKX2 109,93 103,69 * 4,43 923,20 902,40 + 16,49 1701,05  1645,35 + 101,18
OE:CKX2 100,06 RSD 4% | 882,87 RSD 2% | 1503,35 RSD 6%
OE:CKX2 101,07 Hokk / 0,0003 901,12 - / 0,6940 | 1731,64 *k / 0,0078
KO:CKX2 31,37 31,54 + 0,69 | 743,93 659,60 * 63,17 | 930,98 824,79 * 81,60
KO:CKX2 32,45 RSD 2% | 642,95 RSD 10% | 810,81 RSD 10%
KO:CKX2 30,78 / 0,0055 591,92 - / 0,0767 732,56 * / 0,0202
KO:CKX3 38,18 31,68 + 5,00 732,69 711,65 * 53,70 906,35 950,87 + 33,01
KO:CKX3 30,84 RSD 16% 764,32 RSD 8% 985,29 RSD 3%
KO:CKX3 26,01 / 0,0192 637,93 - / 0,1380 960,96 * / 0,0449
Vzorek Celkové tZ-typy Celkové cZ-typy Celkové DHZ-typy Celkové iP-typy
WT:Col-0 657,87 638,38 * 22,16 107,41 125,76 * 14,25 53,54 64,67 + 11,24 315,91 331,35 *+ 62,04
WT:Col-0 607,38 RSD 3% 127,72 RSD 11% 60,40 RSD 17% 264,28 RSD 19%
WT:Col-0 649,89 142,16 80,06 413,86
OE:CKX2 777,59 744,53 + 89,35 | 399,02 392,79 t 4,49 | 186,56 197,10 % 8,60 | 337,89 310,93 * 19,39
OE:CKX2 622,39 RSD 12% 390,73 RSD 1% RSD 4% 293,13 RSD 6%
OE:CKX2 833,62 - / 01783 | 388,62 **x /00000 [ 207,63 *x -/ 00002 [ 301,76 - / 0,6798
KO:CKX2 545,36 484,32 * 47,49 126,67 112,25 *+ 11,99 123,16 111,87 * 8,01 135,78 116,35 + 14,70
KO:CkX2 478,07 RSD 10% 112,76 RSD 11% ..106,96 RSD 7% 113,02 RSD 13%
KO:CKX2 429,54 * /  0,0142 97,31 - / 03629 | 105,47 ** /00084 | 100,24 ** / 0,0088
KO:CKX3 567,62 625,56 * 41,44 97,18 89,74 + 8,69 114,33 112,31 * 1,62 127,22 123,26 + 8,91
KO:CKX3 646,93 RSD 7% 94,47 RSD 10% 112,24 RSD 1% 131,64 RSD 7%
KO:CKX3 662,13 - / 0,7192 77,55 * / 00379 | 110,36 ** /00040 | 110,92 ** -/ 0,0093
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Vysledky ze stanoveni sloZeni cytokininli ve vakuolach metodou UHPLC-MS/MS
ukazuji signifikantné vyS$s$i hodnoty O-glukosidii u rostlin s nadprodukci CKX2 ve
srovnani s WT Col-0 i KO ckx2 1 (SALK 083761) a KO ckx3 1 (SALK 050938). Dalsi
rozdily mezi liniemi jsou patrné v obsahu cis-zeatinu a dihydrozeatinu. Obsah obou
metabolitd je zvySen u vakuol linii s nadprodukci CKX2. U této linie byl také naméfen
mirné zvySeny obsah N-glukosidl a trans-zeatinu (tZ). Hodnoty cytokininli ve vakuolach
linii ckx2 1 a ckx3 1 se vyrazn€ neliSily. Vyjimkou byl obsah tZ, ktery byl mirn€ zvysen
u linie ckx3 1 (SALK 050938).
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Graf 3: Grafické zobrazeni vysledkii UHPLC-MS/MS analyzy celkovych O-glukosidi,
N-glukosidi a celkovych cytokininl ve vakuolach linii KO ckx2 1 (SALK 083761), KO
ckx3 1, OE CKX2 a kontroly WT Col-0. Na ose X jsou uvedeny jednotlivé linie, na ose
Y je uveden obsah O-glukosidl, N-glukosidi a celkovych cytokininti na 100 000 vakuol

ve fentomolech.

5.5 CKX7-GFP

Ptfed zahdjenim experiment bylo nutné ovétit linie s nadprodukci CKX7-GFP,
zdali jsou opravdu transgenni. Do rostlin byl vnesen spolecné s genem CKX7 také gen
pro GFP. Protein GFP (green fluorescent protein) je geneticky upraveny protein
z meduzy (Aequorea victoria), a charakterizuje jej zelend fluorescence po vystaveni
modrému svétlu. Prostfednictvim této znacky byla analyzovéna exprese genu CKX7
v desetidennich rostlinaich 4. thaliana. Zelena fluorescence byla pozorovana

v kotenovych $pickach pod mikroskopem (Obr. 16).
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Obr. 16: Mikroskopické analyza kotfenové Spicky linii OE CKX7-GFP. Zelena barva je

zpusobena fluorescenci proteinu GFP po vystaveni modrému svétlu.

OE CKX7 WT Col-0

Obr. 17: Ukazka fenotypu tfitydennich rostlin OE CKX7-GFP ve srovnani s WT Col-0.

Mikroskopickd analyza potvrdila nadprodukci genu CKX7 v rostlinach A.
thaliana, prostfednictvim zelené fluorescence proteinu GFP v kofenovych Spickach (Obr.
16). Linie OE CKX7-GFP maji velmi vyrazny fenotyp, charakterizovany abnormalné
nevyvinutym kofenovym systémem — nebyla proto provedena piresnd kvantifikace znak
jako o ostatnich pouzitych linii (Obr. 17). Z tohoto ditvodu byly linie pouZzity pouze pro

izolaci vakuol, odvozenych z mezofylu.
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6 Diskuse

Jednim z velmi zdvaznych zeméd¢€lskych problémt soucasné doby je degradace
pud. Degradaci pid rozumime pokles ¢i Gplnou ztratu pidni Grodnosti. Degradace ptud
vznikéd v disledku kontaminace pud, Ubytku organické pudy, acidifikace, zhutnéni pld,
salinizace, ztraty biodiverzity apod. Tento problém by mohl byt vyfeSen posilenim
kotfenoveého systému rostlin, diky kterému by rostliny mély moZnost pfijimat mineralni
latky a vodu i z méné kvalitnich zemédélskych pid, které v CR zaujimaji ptiblizné 60%.
Diplomova prace byla zaméfena na fenotypizaci rostlin 4. thaliana nadprodukujicich a
umlcujicich jednotlivé formy CKX, se zaméfenim na kofenovou cast. Vysledky ukazuyji,
ze nadprodukce a uml¢eni cytokinin dehydrogendz ma zasadni vliv na délku primarniho

kofene a mnozstvi lateralnich kofent.

6.1 Délka primarniho korene

Délka primarniho kofene je determinovana aktivitou meristému a elongaci bunék
vzéné prodluzovaci. Cytokininy jsou klicovymi reguldtory aktivity kofenového
meristému. Tvrzeni dokladd prace loio a kol. (2007), kdy bylo zjisténo, Ze exogenni
aplikaci cytokininti dochazi k redukci kofenového meristému v diisledku snizeni poctu
meristematickych bunck. Cytokininy jsou také negativnimi reguldtory kotenové
elongace, coz doklada prace Medforda a kol. (1989), kde bylo prokdzano, Ze u rostlin
Arabidopsis thaliana s chimerickym genem pro IPT dochdzi k 68% sniZeni rychlosti
kotfenové elongace. Problematikou se zabyval také Beemster a Baskin (2000), ktefi
potvrdili negativni vliv exogenné ptidaného cytokininu na aktivitu a mnozstvi délicich se
bunck kotenového meristému. Vysledky diplomové prace ukazaly, Ze kofeny tfitydennich
rostlin, nadprodukujicich CKXI, jsou piiblizn€ o jeden centimetr delSi nez koteny
kontrolnich rostlin Col-0. Vysledek koreluje se zdvérem Wernera a kol. (2003), ktefi
zjistili, ze elongace kofenl rostlin A. thaliana, nadprodukujici CKXI pod kontrolou
promotoru WRKY6 (zkracené¢ W6), byla zvySena az o 50 %. U rostlin OE CKXI pod
kontrolou konstitutivniho promotoru 35S byla elongace zvySena o 60%. Efekt
pozorovany piedklddané diplomové praci byl tedy niz§i nez v uvedenych pracech, coz
mize byt vysvétleno rozdilnym vyvojovym stadiem rostlin. Werner a kol. (2003) se také
zabyvali celkovou velikosti kofenové soustavy rostlin 4. thaliana OE CKX1 v porovnani
s kontrolnimi rostlinami Col-0. Za timto u¢elem byly ob¢ linie péstovany v hydroponii 95

dnti. Zjistilo se, ze u rostlin OE CKX1 bylo mnozstvi kofenové hmoty o 40% vetsi. VEtsi
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kotfenovy systém byl pozorovan také u ahk2 a ahk3 mutantli, coz souhlasi s uvedenymi
vysledky (Riefler a kol., 2006). Pfedmétem z4djmu loio a kol. (2007) bylo zjistit pti¢inu
vét§iho kofenového systému u rostlin se snizenou koncentraci cytokininii v disledku
nadprodukce CKXI! pod kontrolou promotoru ROOT CLAVATA HOMOLOG 2
(RCH2). Bylo zjisténo, Ze pticina tkvi ve vy§§im mnozstvi bunék kofenového meristému,

ktere je zplisobeno ubytkem cytokinind v transientni zoné.

Werner a kol. (2003) se dale zabyvali tim, zda vétSi kofenovy systém bude
piedstavovat benefit pro rostliny z hlediska efektivnéjSiho ptijmu vody. Za timto ucelem
nadprodukujici CKX1 tabakové linie byly po dobu 26 dni vystaveny nedostatku vody
spole¢né s kontrolnimi rostlinami Col-0. Bylo zjisténo, Ze 42% CKXI rostlin dané
podminky ptezilo, a po dodani vody zacalo opét rist, zatimco u kontrolnich rostlin
piezilo pouze 25% stresovanych rostlin. Mohutnéj$i kofenovy systém také umozinuje
rostlindm cCerpat vice minerdlnich latek na odliSnych typech ptd, vcéetné pud
s nedostatkem dusiku, ¢i snadbytkem kadmia. Koncentrace elementarnich prvki,
zahrnujici zinek, siru a mangan, métfena u listd rostlin tabaku s nadprodukci CKX/7 a 4.
thaliana s nadprodukci CKX3 byla signifikantné vy$$i nez koncentrace, naméfena u
kontrolnich rostlin Col-0 (Werner a kol., 2010). Rostliny CKX1 mély také vice chlorofylu
na pudach s nedostatkem magnesia. Vysledek se shoduje s praci Rieflera a kol. (2006),
ktera ukazuje snizené mnozstvi chlorofylu u rostlin s T-DNA inzerci v genech pro
cytokininové receptory. Linie nadprodukujici CKX/ pod kontrolou promotorii 35S a
WRKY6 jsou odoln€jsi vici nedostatku vody v souvislosti s poklesem vodniho

potencialu a osmotického potencionalu v listech (Mackova a kol., 2013).

6.2 Lateralni kofeny

Rast lateralnich kotfent je antagonisticky regulovan ¢innosti cytokininu a auxinu.
Cytokininy jsou negativnimi regulatory vyvoje lateralnich kofenli zejména tim, ze
inhibuji bunééné déleni v kotfenovém pericyklu, které je mistem vzniku laterdlnich
kofenli (Muraro a kol., 2011), (Wightman a kol., 1980). Experiment, zaméfeny na vliv
zeatinu a kinetinu na vyvoj lateralnich kotfen ryze seté (Oryza sativa) ukazal, zZe
cytokininy inhibuji tvorbu laterdlnich kofenli, a ziroveil vyznamné stimuluji jejich
elongaci (Debi a kol., 2005). Vysledky diplomové prace souhlasi s vySe uvedenymi
zavery. ZvySena degradace cytokininl vlivem nadprodukce CKX/ se projevila zvySenou
tvorbou laterdlnich kofent. Primérny pocet laterdlnich kotent tfitydennich rostlin A.

thaliana CKX1 byl 6,25, zatimco u rostlin Col-0 pouze 4,43. Opacna situace nastala
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v ptipad¢ umlcenych linii A. thaliana ckx2 a ckx3, kde dochazi k nartastu koncentrace
endogennich cytokininii. Ttitydenni rostliny Col-0 mély v priméru o jeden lateralni
kotfen vice v porovnani s liniemi ckx2 1 ckx3. Vlivem cytokininli na lateralni kofeny se
také podrobné zabyval Laplaze a kol. (2007). Bylo zjiSténo, Ze hustota lateralnich kotenti
(LR) desetidennich rostlin A. thaliana, pdstovanych na médiu s 107 puM kinetinu,
dosahuje 0,1 LR/cm v porovnani s 0,5 LR/cm u rostlin, péstovanych na médiu bez
exogenn¢ dodané¢ho cytokininu. Prace Wernera a kol. (2003), zaméfena na kvantifikaci
lateralnich kotenli ukazuje, ze mnozstvi LR u AtCKX1 a AtCKX3 je 7 x vétsi ve srovnani
s rostlinami kontrolnimi. Vét§i mnozZstvi lateralnich kotent vykazovaly také ahk2 a ahk3

mutantni linie, coz souhlasi s vysledky obou experimentt (Riefler a kol., 2006).

6.3 GSA

Kotenové vétveni je kritické pro efektivni pfijem mineralnich latek a vody. Uhly
mezi laterdlnim a primarnim kofenem jsou v odborné literatufe oznaCovany take jako
ngravitropic set-point angle® (GSA). GSA je velmi dynamicky a v prabéhu vyvoje
rostliny se méni v zavislosti na svétle (Digby a Firn, 2002), teploté¢ ¢i nutriCnich
podminkach. Laterdlni koteny A. thaliana jsou vertikalnéji orientované v pfipad¢é nizsi
koncentrace fosfatu (Bai a kol.,, 2012) a v pfipadé nedostatku nitratu jsou naopak
orientované horizontalnéji. Na orientaci kofenli maji vliv také hormony. Bylo zjisténo, Ze
pfi nizké hladiné auxinli v médiu je orientace kotenii A. thaliana spiSe vertikalngj$i,
zatimco u fazole ptevazuje orientace horizontdlni. Diplomova prace byla zamétfena na
studium uhla rostlin OE CKX1, v uml¢enych liniich ckx2 a ckx3 a u kontrolnich roslin
Col-0. Uhly kontrolnich rostlin se nejéastdji pohybovaly vrozmezi 71 — 90°C. Ve
srovnani s ostatnimi liniemi bylo velké mnoZstvi uhli naméteno také v rozmezi od 90 —
111°. Uhly rostlin CKXI byly vertikalngji orientované s nejvétsim mnoZzstvim whld
vrozmezi 51 — 70°. Rostliny s uml¢enymi formami CKX jsou ve srovnani s rostlinami

kontrolnimi orientované vertikaInéji.

Bylo zjisténo, ze GSA je regulovan tokem auxinti (Roychoudhry a kol., 2017).
Vzhledem k antagonistickému ptsobeni auxinu a cytokininti je pravdépodobné, Zze u CK
deficientnich rostlin doSlo k naruSeni poméru auxinii a cytokinind, coz pfimo vedlo
k auxinem-ovlivnéné zméné orientace Uhli vertikdlnim smérem. Vysledky jinych
experimentll, zaméfenych na méteni GSA, ukazuji, Ze kotfeny rostlin jsou orientovany
vertikalnéji za zvySené teploty, po vystaveni UV zéfeni, za snizeného obsahu fosfatu ¢i

zvySené koncentrace soli. Mechanismus a uc¢el GSA dosud neni zcela objasnén, a je
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predmétem vyzkumi. Vzhledem k vysledkim vSak nelze vyloucit souvislost mezi

vertikalni orientaci kofenti a plisobenim stresovych faktorti na rostlinu.

6.4 Stanoveni cytokininu ve vakuole

Glukosylace je vyznamnym mechanismem, ktery se podili na homeostazi
cytokinind, kterd musi byt striktné regulovdna. Glukosylace miize probihat na atomu
dusiku €1 kysliku molekuly purinu za vzniku pfislusnych konjugatt, liSicich se
biologickou aktivitou. Enzymem, za jehoz ptitomnosti glukosylace probihd, je O-
glukosyltransferaza (UGT). U modelové rostliny 4. thaliana byly popsany tti izoformy
enzymu: UGT85A1, UGT73C5, UGT73C, jejichZ spole¢nym substratem je DHZ a zeatin
v obou konfiguracich (Hou a kol., 2004). Vlastnosti O-glukosylovanych derivati je
rezistence viucCi izoformam enzymu CKX. Tyto formy mohou byt v pfipadé potieby
konvertovany zpét do biologicky aktivnich forem prostfednictvim enzymu B-glukosidazy
(Brzobohaty a kol., 1993). Bylo zjisténo, ze zeatin-O-glukosidy (ZOG) jsou spolu
s inaktivnimi konjugaty uskladnény ve vakuolach. Dlkazem je prace Kirana a kol.
(2012), kteti ziskali transgenni tabak (Nicotiana tabacum) s nadprodukci genu pro B-
glukosiddzu, lokalizovanou uvnitf vakuol. Na zdkladé kvantifikace cytokininii v
transgennich zrnech, péstovanych na médiu obohaceného o zeatin, byl stanoven velmi

nizky obsah zeatin-O-glykosidi, ¢imZ byla prokazéana jeho lokalizace uvnitt vakuol.

Cilem diplomové prace bylo 1épe pochopit roli cytokininti ve vakuolach. Za timto
ucelem byly vakuoly izolovany z listti nadprodukujicich linii Arabidopsis thaliana OE
CKXI, OE CKX2, OE CKX3 a OE CKX7-GFP a z umlcenych linii ckx2 1
(SALK 083761) a ckx3 1 (SALK 050938) a z kontrolnich rostlin Col-0. Dostate¢né
mnozstvi vakuol, vhodné pro stanoveni LC-MS/MS se do soucasné doby podatilo ziskat
z linii OE CKX2, ckx2 1 (SALK 083761) a ckx3 1 (SALK 050938), Col-0. Zajimavych
vysledki bylo dosazeno pii stanovovani obsahu O-glukosidi. U vakuol linii CKX2 byl
naméien vyssi obsah O-glukosidll ve srovnani s vakuolami ostatnich linii. Vysledky lze
logicky interpretovat tim, ze v pifipadé zvySené degradace cytokininii je homeostdza
udrzena prostfednictvim nadprodukce forem, které jsou rezistentni viici CKX. Naopak u
glukosidl, ktera byla jesté nizs§i nez v ptipadé¢ kontrolnich rostlin Col-0. Na zdkladé¢
vysledki se pool cytokinini ve vakuole zda byt vyznamnych pro udrzovani fyziologické

hladiny cytokinint.
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N-glukosidy jsou formy, které v rostling pfevazuji v ptipadé vysoké koncentrace
cytokinind. N7 a N9 glykosidy jsou charakteristické nizkou aktivitou a rezistenci vici
glukosidazdm, ¢imz se odliSuji od O-glukosidi. Konjugaty N-glukosidli se hromadi ve
starSich pletivech. N-glukosylace tak vede k ireverzibilni inaktivaci cytokinint.
Predpoklada se tedy, ze plni funkci detoxikaéni v ptipadé€, Ze se koncentrace cytokininl
zvy$i (Letham a Palni, 1983). Vysledky z LC-MS/MS analyzy ukazaly, Ze nejvyssi obsah
N-glukosidi je ve vakuolach linii OE CKX2, v kterych byl zaroven stanoven nejvyssi
obsah celkovych cytokininii. Nejmens$i koncentrace byla naopak naméfena u T-DNA
inzerénich linii ckx2 1 a ckx3 1 s nejmenSim obsahem celkovych cytokininti. Rozdily
mezi WT kontrolou a OE jsou zanedbatelné¢, a KO nejsou rovnéz nijak vyznamné

snizeny, celkova hladina N-glukosidl se tedy ve vakuolach ptili§ neméni.

Pozoruhodnou skuteCnosti je, Ze nejvét§i obsah celkovych vakuolarnich
cytokinini byl naméfen ve vakuoldch liniit OE CKX2, zatimco u linii ckx2 I a ckx3 1,
kde bylo ocekdvano nejvétsi mnozstvi cytokininti, byl obsah nejmensi ze vSech
stanovovanych vakuol. Werner a kol. (2010) ukézali, ze konstitutivni nadprodukce
jednotlivych enzymiit CKX vedla ke 30 — 70% sniZeni celkového mnozstvi cytokinini,
vcetn¢ forem, které nebyly substraty nadprodukovaného enzymu. Jednalo se ovSem o
celkovy pool cytokinini v celé rostliné — tzn v buiice 1 mimo buitkku. Nami ziskané
vysledky jsou zatim specificky ziskany pouze z vakuol. Nase vysledky tedy naznacuji, ze
v ptipad¢ naprodukce CKX2 izoformy dochdzi pravdépodobné ke zvySenému transportu
cytokininii do vakuol (zvlast O-glukosidi a CKX rezistentnich forem), kde jsou tyto
formy uskladnény. V ptfipadé umlcenych linii jsou naopak cytokininy z vakuol zvySené

odc¢erpavany.

Dalsi stanovovanou formou cytokininii byl dihydrozeatin (DHZ), ktery je ve
form¢ dihydrozeatin-O-glukosidu (DHZ7G) skladovan ve vakuolach. To doklada
experiment Fusselera a Zieglera (1988), ktefi naméfili zvySeny obsah dihydrozeatin-O-
glukosidu (DHZOG) ve vakuolach suspenzni kultury merliku ¢erveného (Chenopodium
rubrum) po pridani radioaktivné znaceného DHZ do média. DHZ vznika pfeménou tZ za
ucasti enzymu zeatin reduktazy. Nasycené cytokininy s N6 postrannim fetézcem, mezi
které nalezi 1 DHZ, jsou charakteristické vysokou biologickou aktivitou a rezistenci vici
CKX (Martin a kol., 1989). ZvySena koncentrace DHZ v rostlindch s nadprodukci CKX2

ziejme souvisi se snahou rostlin o udrzeni biologické aktivity cytokininti prostfednictvim
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zvySeni koncentrace CKX rezistentnich forem. Hypotéza je také v souladu s nizkymi

hladinami DHZ ve vakuolach linii s uml¢enymi CKX.

Trans-zeatin a isoprenoidni cytokininy jsou charakteristické vysokou biologickou
aktivitou, proto jsou dilezitymi regulatory cytokininové homeostazy. Nachazeji se
pfedevsSim intracelularngé. Vysoké koncentrace tZ 1 1P, ziskané z méfeni cytokininl ve
vakuolach linii OE CKX2, odpovidaji vysledkiim préace Jiskrové a kol. (2016), v niz byla
stanovena Ctyfnasobné vyssi koncentrace vakuolarnich cytokinint v liniich OE CKX1 ve
srovnani s WT. Vysoka koncentrace tZ u linii nadprodukujicich CKX, ziejm¢ souvisi s
nizkou afinitou tZ k t€émto enzymium. Tento fakt potvrzuje také experiment Motyky a kol.
(2012), kde byla posilena aktivita CKX endogennim piiddnim cytokinini do média
s buné¢nou kulturou, z niZ bylo nésledné stanoveno celkové slozeni cytokininti. Vysledky
ukézaly zvySenou koncentraci tZ, ale také formy DHZ, charakteristické jiz zminovanou

rezistenci vaéi CKX.
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7 Zavér

Byla provedena kotfenova fenotypizace rostlin A. thaliana s nadprodukci genti
CKXI a CKX2, v uml¢enych liniich ckx2 1 (SALK 083761) a ckx3 1 (SALK 050938) a
u rostlin Col-0. Fenotypizace byla zaméfena na délku primarnich kotend, pocet
laterdlnich kotfenti a thly mezi primarnimi a hlavnimi kofeny (GSA). Ze stanovovanych
linii byla hodnota primérné velikosti primarniho kofene a poctu laterdlnich kofent
nejveétsi u linie OE CKX2, a tato izoforma CKX tak pfedstavuje vhodného kandidata pro

dalsi charakterizaci a genové manipulace.

Dilé¢im cilem diplomové prace byla analyza GSA u linii ckx2 1 (SALK 083761),
ckx3 1 (SALK 050938), OE CKXI a Col-0. Vysledky ukazaly, ze sklon lateralnich

kotent: linii OE CKX1 je vyrazné vertikalni ve srovnani s ostatnimi liniemi.

V rdmci praktické ¢asti byla dale provedena izolace vakuol a stanoveni jejich
cytokininového obsahu zlinii OE CKX2, ckx2 1 (SALK 083761), ckx3 1
(SALK 050938) a Col-0. Zvysledkti vyplyva, Ze nejvyssi mnozstvi celkovych
cytokinind, zejména O-glukosidi, N-glukosid, DHZ, trans a cis zeatinu, obsahuji
vakuoly linie OE CKX2. Za ucelem objasnéni role cytokininii va vakulach pokracuje
méfeni koncentrace cytokinini v dalSich nadprodukujicich a mutantnich liniich, ve

vakuolach 1 v celych bunkach.
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8 Seznam zkratek

A. tumefaciens — Agrobacterium tumefaciens
AMP,ATP, ADP — adenosin-5-(mono, di, tri)fosfat
ARR — arabidopsis response regulator
ATABCG14 — ATP — binding cassete transporter in Arabidopsis
CE — kolizni energie

CK — cytokininy

CKX — cytokinin dehydrogenaza

Col — columbia (ekotyp)

CV — napéti na vstupnim kuZzelu

CYP — cytochrom P450

cZ — cis-zeatin

DHZ — dihydrozeatin

DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleové kyselina
E. Coli — Escherichia Coli

EI — elektronova ionizace

ER — endoplazmatické retikulum

ESI — ionizace elektrosprejem

Fw — primer ve sméru 3" — 5" (forward)

GFP — green fluorescein protein

HK - histidinkizaza

1P — isopentenyladenin

1IPMP — isopentenyladeosin-5-monofosfat

IPT — isopentenyltransferazy

KMDs — kiss me deadly

KNOX — knottdle like protein

KO — knock-out line

LOD — limit detekce

LOG — lonely guy

OE — overexpressing line

PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
PUP — purinové permeézy

rpm — ota¢ky za minutu (rotation per minute)

SAM - shoot apical meristem
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RAM - root apical meristem
RCH2 — root clavata homolog2
tZ — trans-zeatin

UV — ultrafialové zéateni

Z0G — o-glukosidy zeatinu
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