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Rastlinny organizmus, podobne ako ZzivociSny, obsahuje
radu signalnych a metabolickych drah, ktoré mu zaistuju
dostato¢ny prisun latok potrebnych pre svoj rast a vyvin,
ale aj hormonov, bez ktorych by nebol schopny existencie.
Rastliny si vytvorili unikatny spdsob prepravy tychto latok
v podobe symplastickej  (bunkovej) a apoplastickej
(medzibunkovej) cesty. Je dokazané, ze v tychto Castiach
sa zhromazd’uji fytohormoény v réznych koncentraciach,
ktoré regulujii metabolické a signalne drahy. Pochopenie
cielené¢ho riadenia fytormonalnych metabolickych drah —
ich zastavenie, spustenie, regulacia — je otdzkou dlhodobého
vyskumu. Cielom tejto prace bolo izolovat’ symplast
a apoplast zkoreniov ale aj nadzemnej Ccasti rastliny
aukazanie rozdielov v zastipeni ujednych zhlavnych
rastlinnych hormoénov — auxinov a cytokininov — vich
koncentracnych hladindch pomocou metody kvapalinovej
chromatografie spojenej s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC/MS-MS). Existuje mnoho vyskumov
zameranych na metabolické drahy, reguléciu, rast a vyvoj
rastlin. Preto d’al§im ciel'om préace bolo spojenie poznatkov
z uz dosiahnutych vyskumov a rozsirenie o nové vysledky
zamerané na Specifické ovplyviovanie vytypovanych
biosyntetickych drédh pomocou syntetickych inhibitorov.
Vysledkami tejto prace su taktieZ auxinové a cytokininové
profily zo syplastu a apoplastu ziskanych z koretiov a listov
a urcenie rozdielov v ich distibucii.

Fytohormony, homeostaza, symplast, apoplast, bunkova
suspenzna kultara, bunkové kompartmenty, LC-MS
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The plant organism, like animals, contains several
signaling and metabolic pathways that provide a
sufficient supply of substances that are necessary for
its growth and development. One of these groups are
hormones, without which plants could not exist. Plants
have created unique modes of substance transport in
the form of symplastic (cellular) and apoplastic
(intracellular) pathways. In these parts, plants
accumulate phytohormones in different concentration
levels, regulating metabolic and signalling pathways.
To understand the management of phytohormonal
metabolic pathways: 'stop' and 'go' signals and their
regulation are a long-term research question. The aim
of this work was to isolate symplast and apoplast from
roots and shoots and to show the differences in the
occurence of the main phytohormones — auxins and
cytokinins — in their concentration levels by liquid
chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (LC/MS-MS). There are several studies
of metabolic and regulatory pathways combined with
an impact on plant growth and development. For this
reason, the following aim was to combine knowledge
from various scientific researches and add new facts
about how synthetic inhibitors specifically affect
selected biosynthetic pathways. The results of this
work were also auxin and cytokinin profiles from
symplast and apolast isolated from roots and shoots
and determination of differences in their distribution.
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ZOZNAM SKRATIEK

1-NAA — kyselina naftyl-1-octova

2,4-D — kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova

4-CI-IAA — kyselina 4-chlor-indol-3-yloctova

ABA — kyselina abscisova

ABCB — ATP-binding CASSETTE subfamily B glykoproteiny
ABCB/MDR/PGF — MULTIDRUG RESISTANCE/phosphoglycoprotein
ABCG — ATP-vdzobn¢ kazetové transportéry

ABP1 — AUXIN BINDING PROTEIN 1

AHKs — ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASEs

AHPs — ARABIDOPSIS HISTIDINE TRANSFERASEs
ARF — AUXIN RESPONSE FACTOR

ARRs — ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORSs
ASK1 — ARABIDOPSIS SKP1 HOMOLOG1

AtCKX — cytokinin oxidaza/dehydrogenédza u Arabidopsis
Ath-Col-0 — Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia-0

Aux — auxin

Aux/IAA — AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID
AUX1/LAX — AUXIN RESISTANT 1/LIKE AUX aminokyselinova permeaza
CK1 — CYTOKININ INDIPENDENT1

CKs — cytokininy

CKX — cytokinin oxiddza/dehydrogenaza

CUL1 - CULLINI

CZ — cis-zeatin

DHZ — dihydrozeatin

GFP — green fluorescent protein

GUS - B-glukuronidaza

HPLC — vysokoucinné kvapalinovéa chromatografia

IAA —kyselina indol-3-yloctova

IAAla — N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-alanin

IAAsp — N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-asparagova kyselina
IAGlu — N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-glutamova kyselina
IALeu — N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-leucin

IAOx- indol-3-ylacetaldoximovi

IAPhe — N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-fenylalanin

[ATrp — N-(1H-indol-3-ylacetyl)-L-tryptofan

IAM - indol-3-ylacetamid

IBA — kyselina indol-3-ylmaslova



IBR5 — INDOLE 3-BUTYRIC ACID RESPONSE 5
INCYDE - 2-chloro-6-(3-methoxyfenyl)aminopurin

1P — N6-izopentenyladenin

iPRDP — izopentenyladenozin-5"-difosfat

iPRTP — izopentenyladenozin-5"-trifosfat

IPT — izopentenyltransferazy

IPyA — indol-3-ylpyrohroznova kyselina

LC — kvapalinova chromatografia

LC-MS/MS — kvapalinova chromatografia spojena s tandemovou hmotnostnou spektrometriou
LOG - enzym LONELY GUY

MS — hmotnostné spektrometria

MSP — viacstupiiova fosforylacna signalizacné kaskada
NBD — 7-nitrobenzofuran

NPA — kyselina N-1-(naftyl)ftalamova

oxIAA — 2-oxindol-3-yloctova kyselina

oxIAA-Glc — 2-oxoindol-3-acetyl-1-O-B-D-glukéza

PAA — fenyloctova kyselina

PAT — polérny auxinovy transport

P-DME — fosfodimetylethanolamin

PIF - PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR
PILS — PIN LIKES proteiny

PIN — PIN FORMED proteiny

PUP — PURINE PERMEASE

RBX — RING-BOX PROTEIN1

RFP — red fluorescent protein

SAURs — SMALL AUXIN UP RNAs

SCFTIR1/AFB — Skp1-Cullin-F-box

SKP2A — S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2A
TIR1/AFB — TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX
TRA — tryptamin

Trp — tryptofan

TSR — targer-site resistance

tZ — trans-zeatin

UGT — UDP-glukotransferaza

UHPLC — ultra-vysokot¢inna kvapalinova chromatografia
WATI — Walls are thinl

YFP — yellow fluorescent protein

YUCCA — flavin monooxygenaza



1 UVOD A CIELE PRACE

Syntetické inhibitory, zname tiez pod ndzvom herbicidy, su latky inhibujuce rast a vyvoj
rastliny. V pol'nohospodarstve su pouzivané uz dlhé roky, no v poslednom case sa kladie
doraz na ich redukciu, nakol'’ko mézu posobit’ ako zdraviu skodlivé latky. Vzhl'adom k tomu
sa tato diplomova praca zaobera ucinkami syntetickych inhibitorov odvodenych
od rastlinnych hormoénov, predovsetkym INCYDE a Roskovitinu. Jedna sa o skupinu latok,
ktoré ucinkuju ako inhibitory metabolickych drah rastlinnych hormoénov, pricom ich G¢inok
spociva v priamom posobeni na rast a vyvoj rastlin, ¢im sme schopni znizit’ riziko doteraz
pouzivanych herbicidnych latok.

Je dokazané, Ze rastlina mé iné rozlozenie fytohormoénov v bunkovom (symplastickom)
priestore, nez v medzibunkovom (apoplastickom) priestore. Na zaklade tohto poznatku bol
navrhnuty postup izolacii tychto frakcii, ktory vSak musel byt optimalizovany radou
postupnych krokov.

Tato diplomova praca sa snazi objasnit’ postupy izolacii bunkovych a medzibunkovych
priestorov, prepojenie biosyntetickych drah fytohormoénov, ich inhibiciu a vizualizaciu
po ucinkoch spominanych syntetickych inhibitorov a taktiez cieli na dynamické zmeny

homeostazy horménov v rastlinnom modeli Arabidopsis thaliana.

Ciele prdce:

Cielom prace bolo S§tidium vplyvu inhibitorov biosyntetickych a metabolickych drah
fytohormonov na dynamické zmeny homeostdzy hormoénov v rastlinnom modeli
Arabidopsis thaliana; zoznamenie sa s technikami izolacie symplastu a apoplastu;
metabolické profilovanie rastlinnych hormoénov z oSetrenych rastlin metédou kvapalinovej

chromatografie spojenej s tandemovou hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Rastlinné hormény

Rastlinné hormony, odborne fytohormoény, su prirodzene sa vyskytujicou skupinou
organickych latok o nizkych koncentracidch navézujucich sa na receptor, ktoré ovplyvituju
fyziologické procesy v rastline. Fytohormoény su teda substancie, ktoré st prendSané
rastlinnym organizmom z jedného miesta na druhé, preto su hlavnym prostriedkom, ktory

v rastline kontroluje fyziologické odpovede, transport a syntézu latok (Davies, 2010).

2.1.1 Auxiny

Auxiny st jedny z prvych objavenych rastlinnych horménov. Nizka molekulovd hmotnost’,
ktorou auxiny disponuju, im umoznuje zapojenie sa do roznych procesov ovplyviiujlicich
napriklad rast, metabolizmus, embryogenézu, bunkové predlZzovanie a iné (Sauer et al.,
2013). Medzi hlavnych zastupcov endogénne sa vyskytujicich auxinov zarad’ujeme
kyselinu indol-3-yloctovi (IAA), kyselinu indol-3-ylmaslova (IBA), 4-chlérindol-3-
yloctovu kyselinu (4-CI-IAA) a fenyloctovt kyselinu (PAA) (Sauer et al., 2013). Kedze
vo svojej Struktare obsahuji indolovy aromaticky kruh a karboxylovi skupinu, preto ich
zarad’'ujeme medzi organické kyseliny. Karboxylova skupina je protonizovana na nizke pH,
¢im znizuje polaritu molekuly (IAA™ + H" & TAA-H). V tejto protonizovanej forme moze

diftziou I'ahko prenikat’ cez bunkové membrany (Ljung, 2013).

2.1.1.1 Auxinovy signal

Auxinova signalizacia reguluje bunkovu odpoved’ na rdzne podnety, ktoré st vytvéarané
kombinaciou auxinového metabolizmu a transportu. Auxin méze modulovat’ transkripén
regulaciu, no takisto transkripne nezavisli odpoved’ (Frydrich, 2018). Pre pochopenie
auxinovej signalizacie bol klI'i¢ovy objav receptorovej drahy TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE-AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN (TIR1/AFB) (Dharmasiri et al.,
2005; Kepinski a Leyser, 2005) (Obr. 1).

TIR1/AFBs radime do rodiny F-box proteinov, ktoré spolu s d’al§imi pridruzenymi
proteinmi (ARABIDOPSIS SKP1 HOMOLOG1 (ASK1), CULLINI (CUL1), RING-BOX
PROTEIN1 (RBX)) tvoria ubiquitin protein-ligizovy komplex Skpl-Cullin-F-box
(SCFTRVAFB) ‘TIR1/AFBs viaze IAA, formuje koreceptorovy komplex s AUXIN/INDOLE-

3-ACETIC ACID (Aux/IAA) represorovymi proteinmi, ktoré negativne reguluji auxinovi
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signalizaciu. Pri nizkych hladinach IAA, proteiny Aux/IAA s korepresorom TPL mdzu
viazat AUXIN RESPONSE FACTOR (ARFs), skupinu transkripénych faktorov, ktora
reguluje auxin regulujuce gény (Obr.1). Pri vysokych hladinach IAA zoskupenie
koreceptorového komplexu (TIR1/AFB)-IAA-(Aux/IAA) cieli Aux/IAA proteiny
k degradacii cez 26S proteazoém a ARFs sa z tohto dovodu mézu volne viazat’ na gény
obsahujuce sekvencie TGTCTC v promotoroch vedice k aktivacii alebo represii
transkripcie (Obr. 1). Cim védsie je ¢islo Aux/IAA génovych odpovedi a ARFs, tym
je odpoved’ komplexnejSia v zavislosti na auxinovych hladinach, Specifite a sile TIRI-
Aux/IAA a Aux/IAA-ARF interakcii (Ljung, 2013).

Zatial’ ¢o signalna TIR1/AFB draha je uz na molekuldrnej urovni vysvetlena (Wang
a Estelle, 2014), funkcie ostatnych faktorov zohravajtcich rolu v odpovedi na auxinové
stimuly neboli doposial’ uplne pochopené (Powers a Strader, 2016). Jedna sa napriklad o:
(1) F-box protein S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2A (SKP2A), ktory by
mohol prepojovat’ auxiny s regulaciou bunkového delenia; (2) SMALL AUXIN UP RNAs
(SAURs) proteiny, ktoré su pravdepodobne zapojené v predlzovani buniek; (3) INDOLE 3-
BUTYRIC ACID RESPONSE 5 (IBRS), ktory defosforyluje mitogénom aktivované
proteinkindzy a reguluje tak schopnost’ reagovat’ na auxinové podnety; a (4) AUXIN

BINDING PROTEIN 1 (ABP1).

Cytosol

Nucleus

ER Polyubiquitin

AW
High auxin:

265 praheasumeDO
L ':A \7 O O
A s
@ SEF“;“ eg: on

o
Extracellular space / Q™ @

Cell wall loosening (C {"‘(
Regulation of endocytosis
and cytoskeleton 4/

Obr. 1. Hlavné komponenty auxinovej percepcie a signalizacie (prevzaté z Ljung, 2013).
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2.1.1.2 Biosyntéza a metabolizmus auxinov

L-Tryptofan (Trp) — ddlezitd aminokyselina generovana Sikimatovou drédhou, je hlavnym
prekurzorom pre auxinové biosyntetické drahy. Biosyntéza IAA (Obr.2) moéze byt
uskuto¢iiovand dvoma drdhami — Trp-zavislou drahou, ktord zahfiia indol-3-
ylacetaldoximovt (IAox), indol-3-pyrohroznovu kyselinu (IPyA), tryptaminova (TRA)
a indolacetaminovii (IAM) drahu alebo Trp-nezavislou drédhou. U Trp-nezavislej drah
sa predpoklada, Ze pochadza z indolu alebo indol-3-glycerolfosfatu (Korasick et al., 2013;
Péncik et al., 2018).

Pre biosyntézu auxinov a taktiez pre vyvoj rastlin je dolezité brat’ do tivahy aj geneticky
vplyv ¢i uz génov alebo celych génovych rodin, ktoré moézu aktivovat’ alebo inaktivovat
dréhy dolezité pri biosyntéze a metabolizme. Z rastlin boli izolované gény, ktoré
sa podiel'ajii na premene indol-3-acetamidu (IAM) na IAA, o ktorych sa do nedavna
myslelo, ze existuju len v bakteridlnom genoéme. Tato vyssie popisana konverzia IAM na

IAA je nutna pre spravne delenie rastlinnych buniek. Nalez génu atamil u Arabidopisis,

<+ e e Chorismate
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TSA1 ry
+5> IGP 2 Indole 4
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. on
HO_ o
CYP7982,3 NH,
Y
...... N
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TARS v
o)
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Non|ie s
AMIT : av
PyA IAAId
s § Yuocas
3
h.’ O 4 .........
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N
| A OH
GH3s | N
H —_— N A
amide-linked 1AA ILRT,ILLZ, H &
\—/: 1AR3 .« \ 1AA IBA
amide-linked oxIAA 4 Jogamt,
A :
o] 0 o]
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Obr. 2. Schéma Trp-zavislej drahy pre biosyntézu IAA (upravené podla Péncik et al., 2018).
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ktory kdéduje hydroldzu indol-3-acetamid a protein o 425 aminoskupinach tak naznacuje
existenciu novej cesty biosyntézy v rastlinach (Mano et al., 2010). IPyA a d’alsie popisované
biosyntetické drahy u Arabidopsis st druhovo $pecifické. Na IPyA drahe sa podiel'a enzym
YUCCA - flavin monooxygenaza (Zhao, 2012). Pri nadprodukcii YUCCA bol
zaznamenany zvySeny narast auxinov (Zhao, 2012). Genetické a fyziologické analyzy
demonstruji, ze YUCCA katalyzuje azamedzuje opidtovnému kroku v Trp-zavislej
auxinovej biosyntentickej drahe. U Arabidopsis bolo popisanych 11 YUCCA génov, ktoré
sposobuju charakteristické fenotypy nadprodukcie. Inaktivacia samotného yucca génu nema
ziaden vplyv na vyvojové procesy rastliny, zatial' o vyradenie z funkcie celej génovej
rodiny vedie k porucham embryogenézy, rastu, kvitnutia a tvorbe cievnych vzorov (Zhao,
2012).

Nedavno bolo ukazané, ze homeostaza IAA (Obr. 3) je silne regulovana rozpustnymi
cukrami (Sairanen et al., 2012), pri¢om tato regulacia je sprostredkovana prostrednictvom
transkripéného reguldtora PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR (PIF), ktory ma
vplyv na prediZenie hypokotylov poéas skorého vyvoja semenadikov (Lilley et al., 2012).
V cytoplazme méze byt IAA modulovana konjungéciou, oxidaciou a zriedka aj metylaciou
(Ludwig-Miiller, 2011; Zhang, Peer, 2017; Skalicky et al., 2018). Po biosyntéze, a ¢asto tiez
po transporte mozu auxiny podliehat’ degradacii oxidéaciou a néasledne konjungaciou, ¢im
sa ziskaji hlavné metabolity 2-oxindol-3-yloctova kyselina (0xIAA) a 2-oxoindol-3-acetyl-
1-O-B-D-glukoza (oxIAA-Glc) (Péncik et al., 2018). Riadenie vol'nej IAA je pravdepodobne
sposobené ¢innostami v cytoplazme, syntézou kompartmentov alebo transportom (Skalicky

et al, 2018). TAA modze byt ufinkom UDP-glukézatrasferazy konvertovana

blosynthe5|s

degradal:on

transport _:, lAA — IAAsp, IAGIu

R GHJ
ILL UGT  |aA-Trp
= inhibitor of IAA
IAR GH3
ILL UGT Conjugates
ester amide protein IAP1
Conjugates

ester amide

Obr. 3. Schéma zasahu auxinovych konjungdtov do auxinového metabolizmu (prevzaté z Ludwig-Miiller,

2011).
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na glukosylestery, u¢inkom aminokyselinovych syntetaz na aminokyselinové konjungéty,
ktoré bud’ hydrolyzuju naspat’ na vol'ni TAA (IAA-leucin, IALeu; IAA-alanin, IAAla; TAA-
fenylalanin; IAPhe) alebo st prekurzormi degradécie (IAA-glutamat, IAGlu; IAA-aspartat,
IAAsp). V poslednom pripade mozu byt inhibitormi auxinového pdsobenia (IAA- tryptofan,
[ATrp) (Ludwig-Miiller, 2011).

2.1.1.3 Auxinovy transport a distribucia

Auxiny sprostredkovavaju interakcie medzi bunkami, pletivom a orgdnmi bud’ kratkymi
alebo velmi dlhymi interakénymi spojmi. Charakteristickym znakom pre tento transport
je jeho polarita. Jej dolezitost’ je v priestorovom vyvoji rastlinného tela. V dosledku toho hra
polarny auxinovy transport (PAT) klI'acovu tlohu pri iniciacii a udrzovani buniek, no taktiez
sleduje axialnu polarizaciu (Peer, 2011). Priestorova distribicia auxinu je regulovana
na bunkovej urovni kontrolou biosyntézy, transportu, reverzibilnej konjungacie,
kompartmentalizacie a katabolizmu. Strata niektorého ztychto mechanizmov je casto
vyvazovand kompenzaénymi homeostatickymi reakciami, ktoré vSak moézu viest
k morfologickym alebo fyziologickym zmenam (Zhang et al., 2016). Transport na dlhé
vzdialenosti sa odohrava cez dve fyziologicky priestorovo oddelené drahy. Prvou je auxin
translokovany tokom s ostatnymi metabolitmi do floému. Druhou je nasledne
transportovany smerom dole ku korefiovym Spickdm a z nezrelého tkaniva do vrcholu listu
omnoho pomalSie pomocou PAT (Davies, 2010).

Prechod auxinov cez membrany je limitovana Styrmi r6znymi rodinami transportérov,
ktoré zahffiaju intercelularny a intracelularny transport. Prvou skupinou je rodina AUXIN
RESISTANT [I/LIKE AUX aminokyselinovd permeadza (AUXI1/LAX) transportérov,
objavena pri izolacii Aux1 mutanta. Jednd sa o protdnové symportéry zodpovedné za prenos
auxinu z apoplastu do bunky alebo do endoplazmatického retikula (ER). Druhou je ATP-
binding cassette subfamily B (ABCB) zo skupiny membranovych proteinov MULTIDRUG
RESISTANCE/phosphoglycoprotein (ABCB/MDR/PGP). Je lokalizovana v plazmatickej
membrane a zohréava tilohu pri ATP-riadeného vtoku a vytoku auxinu. Dal$ou je rodina PIN-
FORMED (PIN) proteinov, ktora zohrdva tlohu v urcovani auxinového toku
v embryondlnom a postembryonalnom vyvoji. Poslednou skupinou je proteinova rodina
PIN-LIKES (PILS), ktord reguluje hromadenie auxinov v endoplazmatickom retikule
(Ranocha et al.,2013, Skalicky et al., 2018). Specifickym druhom trasportéru je exportér
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Walls are thinl (WATT1). Jedna sa o membranovy protein, zarad’ovany do rodiny exportérov
fosfodimetylethanolaminu (P-DME). Vyskytuje sa vsade v rastline, no jeho ucinok
je spojeny predovsetkym s vaskularnymi tkanivami, a to vratane xylémovych ciev a vlakien
pri tvorbe sekundarnej bunkovej steny. Analyza proteinu spojena s fuziou GFP ukazala,

7z¢ WATI je lokalizovany hlavne do tonoplastu (Ranocha et al., 2010).

2.1.2 Cytokininy

Cytokininy su v dnesnej dobe dobre preskimanou skupinou rastlinnych hormonov.
Vo svojej Struktire maju niekol’ko réznych postrannych retazcov, no hlavnou Struktirou
je adenin modifikovany v pozicii N® (Osugi a Sakakibara, 2015). Prirodzene vyskytujiice
sa cytokininy mozeme rozdelit’ podl'a vedl'ajSicho ret'azca na izoprenoidné a aromatické.
Medzi prirodzene vyskytujice sa cytokininy v rastline radime N°-izopentenyladenin (iP),
trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ), dihydrozeatin (DHZ) a topoliny. iP a tZ zohravaji hlavna
rolu v Arabidopsis a v mnohych d’al$ich rastlinnych druhoch kvoéli svojej vysokej afinite
k receptorom. V rastline plnia ulohu vo vSetkych vyvojovych fazach od klicenia
az po senescenciu (Antoniadi, 2014). Koncentrécie cytokininov sa liSia v zavislosti na ¢asti
a faze vyvoja rastliny. NajintenzivnejSim miestom vyskytu st apikdlne meristémy

nadzemnych ¢asti rastliny a mladé pletivo (Osugi a Sakakibara, 2015).

2.1.2.1 Cytokininovy signaling

Cytokininova signalna draha je realizovana viacstupniovo. Reguluje expresiu génov a taktieZ
aktivitu proteinov (Davies, 2010). V procese signalnej drahy (Obr. 4) zohravaji dolezit
ulohu CYTOKININ INDIPENDENT! (CK1), ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASEs
(AHKs), ARABIDOPSIS HISTIDINE TRANSFERASEs (AHPs) a ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATORs (ARRs). AHKs su cytokininové receptory lokalizované
transmembranovo. Pozostdvaji ztroch domén- CHASE, histidin kindzy a prijimaca.
Cytokininy st snimané pomocou transmembranovych receptorov AHK, nésledne
su prenaSané cez fosforylovant skupinu AHP na nukledrne ARR (Ziircher a Miiller, 2016).
Cytokinin-vdzobné testy, fluorescencné fuzne proteiny a biochemické frakcionacia ukézali,
ze velka vicsina cytokininovych receptorov je lokalizovana v endoplazmatickom retikule,
¢o naznacuje Ustredntl tlohu tohto kompartmentu v cytokininovej signalizacii (Wulfetange

etal., 2011).
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Obr. 4. Schéma cytokininovej signalizacie (prebrané z Ziircher a Miiller, 2016).

2.1.2.2 Biosyntéza a metabolizmus cytokininov

Vsetky prirodzene vyskytujuce sa cytokininy sa modzu v rastline nachadzat v podobe
vol'nych bazi, nukleosidov alebo mono-, di-, tri- nukleotidov (Obr. 5). CK nukleotidy potom
mozu pomocou enzymu ,,LONELY GUY* (LOG) fosfohydroldzovat’ na vysoko aktivne
volné formy (Kurakava et al., 2007). Tieto cytokininové formy mozu tvorit’ reverzibilné
alebo ireverzibilné konjungaty s cukrami alebo aminokyselinami (Bajguz a Pietrowska,
2009). Konjungaty moézeme dalej rozdelit na konjugaty s adeninovym zvySkom
a konjungéty s postrannym retazcom (Bajguz a Pietrowska, 2009).

Klacovymi enzymami katalyzujicimi prvy krok biosyntézy cytokininov
su izopentenyltransferdzy (IPT). IPT sprostredkovavaju konjungaciu izopentenylovej
skupiny adeninribotidu s poziciou naN® za vzniku izopentenyladenozin-5'-di- alebo
-trifosfatu (iPRDP alebo iPRTP) (Kakimo, 2001).

Cytokinin oxidaza/dehydrogenaza (CKX) katalyzuje ireverzibilni degradaciu,
a vmnohych rastlinnych druhoch je zodpovedna za hlavni metabolickt inaktivaciu

cytokininov. Enzymom je flavinadenindinukleotid, ktory selektivne Stiepi N® postranné
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Obr. 5. Schéma moznych preskupovani cytokininovych bdz, nukleosidov a nukleotidov (prevzaté z Bajguz
a Pietrowska, 2009).

retazce. Prirodzenym substratom su iP atZ, zahrilujuce aj ich ribozylované formy
(Schmiilling et al., 2003).

U Arabidopsis- AtCKX génova rodina zahriiuje 7 €lenov, ato AtCKXI1-AtCKX7.
Zmienené proteiny majui podobnu velkost (60 kDA), konzervované vézobné miesto
pre kofaktor flavinadenindinukleotid a malé, vysoko konzervované domény, ktoré
zohravaji hlavnii Ulohu pri rozpoznavani substratu a prenose elektronov. Rozne
subcelularne lokalizécie proteinov AtCKX potom naznacujii jednotlivé N-termindlne
signalne peptidy (Werner, 2013). CKX proteiny sa vyskytuji v Arabidopsis prevazne vo
vakuolach (AtCKX1 a AtCKX3), endoplazmatickom retikule (AtCKX1) alebo v apoplaste
(AtCKX2, AtCKX4, AtCKXS5 a AtCKX6), s vynimkou AtCKX7, ktory nedisponuje
signalnym peptidom indukujucim jeho cytozolicku lokalizaciu (Galuszka et al., 2008,
Niemann et al., 2018). Klonovanie prvych CKX génov v roku 2001 umoznilo $tadium
endogénnych funkcii cytokininov v rastlinach, vytvorenim ich deficiencie prostrednictvom
nadprodukcie CKX. Rastliny konstitutivne exprimujiuce CKX z prométora 35S, vykazuju
znizeny obsah cytokininov, ¢o vedie k trpasli¢iemu fenotypu. Ten je charakterizovany
tvorbou pomaly rasticich zakrpatenych stoniek s malymi listami, zva¢Senim koreniového
systému, a vyraznymi zmenami v oblasti hypokotylu (Spichal, 2012).

Ocakéva sa vSak, Ze vSetky sekretované CKX enzymy s0 posttranskripcne
modifikované glykosilaciou (Galuszka et al., 2008). Jednym ztakychto enzymov
je uridindifosfatglykosyltransteraza (UGT), ktord tiez reverzibilne deaktivuje molekulu
cytokininu jej konjungaciou s cukrovou skupinou, predovSetkym glukézou v polohe

O- alebo N7- a N9-. Spitnd aktivacia (deglykosilacia), je katalyzovana Specifickymi
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B-glukozidazami na N7- a O-poziciach (Zalabak, 2013). U Arabidopis rozoznavame 3 UGT
deaktivacie cytokininov in vivo ato UGT76C1, UGT76C2 a UGT85A1. UGT85A1
sa Specificky exprimuje v senescentnych listoch, zatial ¢o UGT76C2 sa aktivuje rychlo,

ako reakcia na exogénne aplikovany CK (Smehilova et al., 2016).

2.1.2.3 Cytokininovy transport

Na konci 20. storo¢ia boli popisané 3 velké skupiny proteinov zodpovednych
za translokacnu aktivitu cytokininov. Prvym typom s purinové permeazy (PUP), ktoré
sprostredkovavaju vychytdvanie CK v plazmatickej membrane. Konkrétnym prikladom
je PUP14, ktory prijima bioaktivne cytokininy z apoplastu a inhibuje vizbu cytokininov
na receptory lokalizované v plazmatickej membrane. Druhym typom su ekvilibracné
nukleozidové transportéry (ENT) zodpovedné za vychytavanie adenozinu v plazmatickej
membrane a tonoplaste. Poslednym je G-podrodina ATP-vdzobnych kazetovych
transportérov (ABCG ) podielajucich sa na prenose CK z korenov do listov (Skalicky et al.,
2018).

2.2 Symplast a apoplast

2.2.1 Symplasticka draha

Symplast je vysoko usporiadany a prepojeny priestor v rastlinach tvoreny cytoplazmami
jednotlivych buniek, ktory tvori kompaktni siet pozdiz rastliny ako cez floém,
tak prostrednictom priameho spojenia medzi susediacimi bunkami, ktoré st obvykle
v jenom organe (Obr. 6). Symplast je na svojom mieste drzany tuhou kostrou — apoplastom
(Coneco a Galon, 2011). Tento transport vyuziva plazmodezmy, Specifické tunelové
prepojenia medzi cytoplazmou a bunkami, pricom je regulovany pomocou syntézy
a degradacie kalozy v usti plazmodesmy (Robert a Friml, 2009). Symplastickd konektivita
je rozhodujuca pre iniciaciu meristémov lateralnych korenov. Je regulovana glukanédzami
asociovanymi s plazmodezmami, v ktorych sa vyskytuje kaloza, ktora slizi ako simulator
molekuldrneho toku. Preto sithrnne mozno povedat, ze zmeny v symplastickom transporte
pocas vyvoja lateralnych korenov koreluju so zmenami uloZzeného vapnika, ¢o vypoveda
o nutnosti pritomnosti tohto i6nu pri reguldcii symplastickej konektivity (Benitez-Alfonzo

etal., 2013).
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Obr. 6. Schéma popisujuca symplaticku a apoplasticku drahu v rastline. Upravené podla (Lv et al., 2019)

2.2.2 Apoplasticka draha

Apoplast, alebo tiez medzibunkovy priestor je ddleZitou sucastou rastliny pre rozvadzanie
mineralov a Zivin rozpustenych vo vode (Obr. 6). Vo vicsine korenov je vSak tento rozvod
zivin blokovany kaspariho prizkami v endodermis (Zhan et al., 2017). Okrem tohto
transportu sa apoplast zapéja aj pri obrane rastliny voci patogénom, percepcii a transdukecii
enviromentalnych signalov (Yu et al., 1999; Witzel et al., 2011). V listovej casti
apoplasticka tekutina obsahuje organické kyseliny malat, citrat a askorbat. Z anorganickych
kationov sa v nej vyskytuju prevazne vapenaté, draselné a horecnaté kationy. Zastipenie tu
maju aj anorganické anidny, a to chlorovy, dusi¢nanovy, siranovy a hydrogénuhli¢itanovy
anion (Lopez-Millan et al., 2001). Proteiny pritomné v apoplaste odrazaju Sirokti funként
rozmanitost’ rastlin. Stidie o dynamickej zmene zloZenia apoplastickych bielkovin odhal'uju
nové poznatky o zasobovani rastliny zivinami pri zraneni, nedostatku vody, patogénnej
odpovedi apri zloZzeni xylému. Navzdory ich biologickej vyznamnosti je zabranené
skimaniu apoplastickych proteinov vzhladom knizkej pocetnosti v porovnani

s koncentraciami intracelularnych proteinov (Witzel et al., 2011).

2.2.3 Uloha fytohorménov v apoplaste a symplaste

Fytohormony zohravaju dolezita tlohu ako v apoplaste, tak aj v symplaste. V roku 1971
Achim Hager a Robert Cleland navrhli hypotézu rastu zaloZzenu na kyselinach. Tato teoria
vysvetluje dynamiku expanzie buniek a organov v rastlinach na zéklade apoplektického
posunu pH. Predpokladali, Ze prirodzene sa vyskytujici hormon — auxin (konkrétne TAA)
indukuje extrakciu protonov do apoplastu pomocou hydrolyzy vézieb a H" idny sa nasledne

uvolnia do apoplastu ako sucast’ faktorov rozvoltnujucich steny (WLF). Nasledne toto
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apoplektické okyselenie indukuje cely rad enzymatickych reakcii, ktoré modifikuja
rozt'aznost’ bunkovych stien rastlin (Hager et al., 1971, Cleland, 1971). Signaly na transport
fytohormonov su sprostredkované pomocou signalizacnych peptidov a proteinov,
ako su transkripéné faktory, mRNA a siRNA, nasledne pomocou cukrov, rastlinnych
virusov, ribonukleoproteinov a nizkomolekularnych latok. Taktiez vyuzivaju apoplastické,
symplastické alebo transceluldrne transportné mechanizmy na pohyb cez tkaniva ¢im
sprostredkovavaji nebunkovu autonémnu signalizaciu (Robert a Friml, 2009).

Niekol’ko hormoénov, ako su napriklad auxiny alebo kyselina abscisova (ABA)
su slabymi kyselinami, apreto su ciasto¢ne pritomné v proténovanych formach
vo fyziologickych podmienkach pH, ktoré sa mézu pomerne l'ahko Sirit’ cez membrany.
Preto sa povodne predpokladalo, ze k transportu auxinu a ABA z apoplastu do buniek
dochadza difiziou cez plazmatickii membranu. Dnes uz je vSak potvrdené, ze diftizia hra len
¢iasto¢nt tlohu in vivo a pre spravne dodanie horménu su potrebné transportéry (Park et al.,
2017). PAT moéze integrovat’ rdzne signaly na irovni jednotlivych transportujucich buniek
a generovat’ lokdlne maximad a gradienty auxinu, ktoré st nastrojom mnohych
fyziologickych ¢i vyvojovych procesov. Tento jedinecny transportny mechanizmus
signalnej molekuly do velkej miery pod¢iarkuje pozoruhodnu vyvojovu plasticitu rastlin,
ktora umoznuje ich rast a schopnost’ prispdsobit’ sa meniacim sa prostrediam (Robert
a Friml, 2009).

Regulaciu rastu v apoplaste klasifikujeme do 4 faz (Sakurai, 1998):

a) stimulécia rastu degradaciou necelul6znych polysacharidov pésobenim auxinu

b) stimulacia rastu syntézou polysacharidov bunkovej steny v reakcii na giberelin

¢) priama regulacia celul6zovych mikrofibril pdsobenim giberelinu

d) zastavenie rastu pomocou vytvarania zosietovania medzi fenylpropanoidmy,
proteinmi bunkovych stien, neceul6znymi polysacharidmi a celul6zou.

Najnovsie dokazy tiez naznacuju, Ze uzavretie floémovej symplastickej konektivity
modifikuje bazipetalny transport cytokininu, ktory ovplyviiuje polarny transport auxinu
a vaskularny vzorec v koreiiovom meristéme (Alfonso, 2014). Vyskumy z poslednych rokov
ukazuju, Ze existuje PUP14, ktory prijima z apoplastu bioaktivne cytokininy znizuje ich
dostupnost’ a tym sa znizuje taktiez miera signalizicie. To ma za nasledok redukciu
pravdepodobnosti vizby cytokininov na receptory lokalizované v plazmatickej membrane.
To naznacuje, Ze PUP14 je termindtor cytokininovej transdukcie signdlu z apoplastu (Park

etal., 2017).
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2.3 Syntetické inhibitory
Syntetické inhibitory rastlin, v§eobecne zname aj pod ndzvom herbicidy, su chemické latky
pouzivané najméa v pol'nohospodarstve nielen na odstranenie burin, ale aj ako latky, ktoré
urychl'uju zrenie ¢i zber plodin. Rozoznavame dve velké skupiny herbicidov - organické
a syntetické herbicidy (Délye et al., 2013; Quareshy et al., 2017). Herbicidy maju cely rad
Skodlivych ucinkov na T'udské zdravie, nakolko vela znich obsahuje toxické az
karcinogénne primesy. Za urcitych okolnosti mozu tieto latky kontaminovat aj vodné toky,
¢o ma na svedomi d’alekosiahle ekologické disbalancie. Preto sa v sticasnej dobe kladie
doraz na obmedzovanie takychto latok ¢i uz v pol'nohospodarstve alebo domacom pouziti.
Pri dlhodobom pouzivani herbicidov na rastliny dochadza k vytvoreniu rezistencie voci
tymto chemickym latkam. Rozozndvame 2 hlavné mechanizmy, ktorymi sa rastliny
vysporiadavajii s u¢inkami herbicidov. Prvy znich je target-site resistance (TSR) —
mechanizmus zvySujuci expresiu cielového proteinu. Zasahuje do 3D Struktiry cielového
proteinu, ¢o zamedzi vdzbe herbicidu na tento protein. Druhy, non-target-site resistance
(NTSR) zasahuje do Strukturdlnych zmien vdzobného miesta herbicidu. Zahriiuje procesy
diferencialnej absorbcie, translokdcie alebo neutralizacie -cytotoxického produktu
generovaného aplikéciou hebicidu (Délye et al., 2013; Quareshy et al., 2017). Po absorbcii
herbicidu musi byt’ rychlo translokovany z miesta absorbcie do miesta ucinku. Ak sa tak
nestane, herbicidy sit pomocou chemickych procesov premenené na netoxické alebo menej
toxické metabolity (Coneco a Galon, 2011). V praxi st pouzivané syntetické inhibitory
cytokininové, ktorym je v tejto praci venovana samostatna kapitola, tak aj inhibitory
auxinove, ktoré boli objavené skor, avSak v pol'nohospodarstve si vyuZzivané vo vicSom
mnozstve. Medzi najznamejSie zarad’'ujeme kyselinu 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D),
kyselinu N-1-(naftyl)ftalamova (NPA) alebo kyselinu naftyl-1-octovll (1-NAA) (Zhang et
al., 1995; Delbarre et al.,1996; Rubery 1990). 2,4-D je pomaly prestupujicou latkou cez
plazmaticki membranu. Je prijimana vstupnym prenaSaCom, no nie je preukdzaneé,
ze z bunky aj vystupuje. Jej uloha je predovsetkym v blokovani transportnych dréh bunky
(Imhoff et al., 2000). Aplikacia 1-NAA podporuje konverziu cytokininov zeatinového typu
na derivaty adeninu hlavne u rastlin tabaku, priCom bol nasledne aj preukazany uGc¢inok
1-NAA na narast aktivity cytokinin oxidazy v podmienkach in vitro (Zhang et al., 1995).
NPA zarad’'ujeme do skupiny latok nazyvanych fytotropiny. St to latky, ktoré inhibuju
gravitropické a fototropické reakcie a polarny transport auxinu tym, ze blokuji funkciu

auxinového vystupného prenaSaca (Rubery, 1990).
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2.3.1 Cytokininové inhibitory

Medzi cytokininové inhibitory zarad’ujeme tie, ktoré poOsobia proti prirodzene
sa vyskytujucim degradaénym procesom v rastline. Tymito syntetickymi inhibitormi
mozeme zasahovat’ ako do metabolizmu, signalnych drah, tak do transportu. Bolo dokézané,
ze moduléciou stavu CKs sme schopni ovplyvnit’ dolezité vlastnosti rastlin, ako velkost
koretiového systému, generativny vyvoj organov, velkost apocCet semien, abioticki
a biotickul odolnost” voci stresu, celkovy vynos a dokonca aj zvysit’ pocet reprodukénych
organov, a tak zvysit’ produkciu rastlin (Koprna et al., 2016).

Jednym z nich je INCYDE (inhibitor of cytokinin degradation), po chemickej stranke
znamy ako 2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurin (Obr. 7). Jedna sa o chemicku latku,
ktora posobi ako inhibitor cytokininovej degradacie na urovni cytokinin
oxidazy/dehydrogenazy (Obr. 8), konkrétne na CKX2 (Zatloukal, 2008). Spichal et al.,
(2012) preukazali jeho schopnost’ inhibicie CKX nielen in vitro ale aj in vivo a taktiez
schopnost obnovit' prirodzeny fenotyp u rastlin so zvysenou expresiou CKX. Uginnost’ tejto
latky bola preukdzana tym, Ze bol pozorovany pozitivny vplyv na pocet kvetov a znizenie

hladiny oxida¢ného stresu malondialdehydu (Aremu et al., 2014).

F NH, @
a
—0 F OH HO NF SN
LA

Obr. 7. Struktiirne vzorce Incydu (vlavo) a Roskovitinu (vpravo)

Druhym CK inhibitorom je ROSKOVITIN, z chemického hl'adiska 6-benzylamino-2-
(R)[1-(hydroxymethyl) propylamino]-9-isopropylpurin (Obr. 7), s vyraznym inhibi¢énym
ucinkom na N-glykozilaciu cytokininov (Obr. 8), ¢o vedie k zvySeniu mnozstva aktivnych
cytokininov. Spolu so svojimi analogmi taktieZ vykazuje inhibi¢né ucinky cyklin-
dependentnych kinaz, ktoré st zapojené do progresu bunkového cyklu (Dwivedi et al.,
2010). V priebehu bunkového cyklu reverzibilne blokuje G1/S a G2/M fazu (Planchais et
al., 2000).
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Obr. 8. Schéma pésobenia cytokininovych inhibitorov v metabolickej drahe cytokininov (upravené podla
Ziircher a Miiller, 2016) — A, INCYDE (Zatloukal et al., 2008) 2); B, Roskovitin (Monanté et al., 2013,
Dwivedi, 2010). AMP — adenozinmonofosfat, CYP732A4 — cytochréom P450 monooxygendza 7354, DMAPP
— dimethylalyl difosfat, IPT — izopentenyltransferdaza, LOG — enzym LONELY GUY,

2.4 Vizualizacia cytokininového signalingu
Homeostdza aktivnych cytokininov v bunkach rastlin je dand pomerom degradacie,
uvol'novania a konjungécie cytokininovych foriem a baz (Schmiilling et al., 2003; Galuszka
et al., 2004). Ireverzibilnii degradaciu katalyzuje CKX odstiepenim postranného retazca,
zatial' ¢o glykosilacie su aktivované glykosiltransferazami (Hou et al., 2004). Genom
Arabidopsis thaliana koduje 7 CKX proteinov, ktoré sa liSia v subcelularnej lokalizacii
a substratovej Specifite. V tejto proteinovej rodine detekujeme gén ckx7, ktory sa stal
stredobodom zaujmu, ako doposial’ nezndmy a nepopisany gén. Preto bol nan pouzity
B-glukuroniddza (GUS) reportérovy gén. Pomocou toho bolo zistené, ze vyskyt pCKX?7 je
vo vaskulature a v embryondlnom vaku, pricom v neskorSich vegetativnych $tadidch uz
detekovany nie je (Kollmer et al., 2014).

Cytokininy tiez regulujii viacstuptiovil fosforylaénti signalizaénti kaskadu (MSP)
vézbou a aktivaciou pribuznych receptorov, hybridnych kinaz s cykldzami a His-kindzou
asociovanou so senzorickou extracelularnou doménou viazucou ligand. V Arabidopsis

st tieto kroky sprostredkované génmi ahk2, ahk3 aahk4, popripade CKIl. Signal je
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nasledne prenasany cez ARR, priCom rozoznavame typ A, typ B a typ C (Ziircher et al.,
2013). Reguléatory odozvy typu B, posobiace ako transkripéné aktivatory, sprostredkovavaju
koneény krok v MSP (Obr. 4). Na zaklade tychto poznatkov bol zostrojeny dvojzlozkovy
signalizacny senzor TSC:GFP, ktory je ovplyvitovany transkripcnou aktivitou regulatorov
typu B. AvSak v procese pouzivania sa zistilo, Ze jeho expresia je slaba napriklad
v apikdlnom meristéme koreiia, alebo v transgénych rastlinach je jeho uloha utlmena. Preto
bol vyvinuty silnejsi druh senzoru, ato TSCn:GFP. Tento typ reportéru vykazuje silné
a dynamické rozloZenie green fluorescent protein (GFP) signalu, konzistentné s percepciou
cytokininov. Expresia GFP je okrem toho stabilnd po generacie, o umoznuje krizenie
s roznym genetickym pozadim. Okrem GFP je v§ak moznost’ pouzitia aj yellow fluorescent
proteinu (YFP) alebo red fluorescent proteinu (RFP).

TSCn predstavuje vyrazné zlepSenie pri reportovani transkripéného vystupu
fosforylovanych signalizaénych sieti v Arabidopsis, kukurici a d’alSich rastlinach, ktoré
vykazuju Specifické vazbové molekuly DNA, ktoré sa viazu na regulatory odozvy (Ziircher
et al., 2013). Preto boli vyvinuté testy na zachovanie jeho $pecifickosti zahihajuce variacie
v pocte vdazobnych miest, fazovania a identite hrani¢nych nukleotidov (Tao et al., 2017).
TSCn sa dokaze spajat’ s viacerymi druhmi reportérovych proteinov. Z najviac skimanych
su GFP a GUS. Je dokazané, ze synteticky prométor TSCn:GUS je mozné aktivovat’ len
pomocou cytokininov. Auxiny, kyslina giberelova ani kyselina abscisova tento synteticky
prométor aktivovat’ nedokazu (Tao et al., 2017).

Luciferaza sa ako reportér ¢asto pouziva na monitorovanie rychlo sa meniacej génovej
expresie, napr. pri pozorovani cirkadidlnych javov. Jej vyhodou v porovnani s proteinmi
emitujicimi fluorescenciu je, Ze nevyZaduje na excitaciu oZiarenie svetlom. Z tohto dovodu
detekcia luciferdzovej aktivity neovplyviiuje fyziologicky stav rastlin, ktoré su zvicsa
na svetlo citlivé. DalSou jej vyhodou v porovnani s ostatnymi je, ze ma kratii polcas
rozpadu, z ¢oho vyplyva, Ze poskytuje rychlejSie ¢asové rozliSenie reakcii. Luciferaza sa
teda pouziva ako bioluminiscencnd sonda na detekciu rychleho pohybu systémovych
signalov vyvolanych abiotickym stresom pozdiz listov a stoniek (Yamamoto et al., 2017).

Na vizualizaciu cytokininovych signalnych drah sa okrem regulac¢nych, fluorescen¢ne
znacenych proteinov naskytuje moznost’ vyuzitia malych molekual-prob. Kubiasova et al.
(2018) mnavrhli fluorescen¢né derivaty 1P v kombinacii s fluorescenénymi probami
napojenymi cez 2- alebo 6-uhlikové mostiky na pozicidch C2 alebo N9 purinoveho skeletu.

Medzi tieto proby zarad’'ujeme znacku 7-nitrobenzofurdn (NBD). VSetky tieto iP derivaty
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boli testované vzhl'adom ku afinite cytokininového receptoru CRE1/AHK4. Ukézalo sa,
ze spojenie iP s fluorescenc¢nou znackou vo viacerych pripadoch narusilo vdzbu na receptor.
Jednym z fungujucich derivatov je kombindcia NBD a iP naviazand cez N9 a pomocou
2-uhlikového mostika. Vytvorena proba ma emisné maximum v zlto-zelenej Casti spektra
pri 528 nm, ¢o je vhodné na kolokalizciu s fluorescenénymi markermi emitujicimi

v rozsahu &ervenej vinovej dizky (Kubiasova et al., 2019).
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Biologicky material
Pre nizSie uvedené experimenty boli pouzité rastliny Arabidopsis thaliana ekotyp
Columbia-0 (Ath-Col-0) a mutantna linia TSCn:GFP (Ziircher et al., 2013).

3.2 Chemikalie

Agar — Duchefa Biochemie B. V. (Nizozemsko)

Amoniak (25%) — Merck KGaA (Nemecko)

Anti-rabbit IgG-HRP — Agrisera (Svédsko)

Chemiluminiscenény substrat AgriseraELC Bright — Agrisera (Svédsko)

Deionizovana voda — pripravenda v Direct-Q® 3 UV

Dimethyl sulfoxid — Acros organics (Belgicko)

Hydroxid sodny p.a. — Lach Ner s.r.o (Ceska republika)

Ethanol (96%) — VWR Chemicals (Francuzsko)

Kyselina chlorovodikova (38%) — Lach—Ner s.r.0. (Ceska republika)

Kyselina mrav¢ia (98%) — Sigma Aldrich (Nemecko)

Kyselina octova (99,8%)— Sigma Aldrich (Nemecko)

Kyselina dusi¢né (65%) — Lach—Ner s.r.o. (Ceska republika)

MES (kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonové) — Carl Roth GmbH (Nemecko)

INCYDE — Laboratof riistovych regulatort (Ceské republika)

Inertné izotopicky znacené Standardy cytokininov pridavané do vzoriek v latkovom
mnozstve: 0,25 pmol CK bazi (['3Cs]cZ, [*Cs]tZ, [*H3]DHZ, [*He]iP), CK ribosidov
([*Hs]tZR, [*H3;]DHZR, [*H¢]iPR) a CK N-glukosidov ([*Hs]tZ7G, [*Hs]tZ9G,
[’H3]DHZ9G, [*He]iP7G, [*He]iP9G); 0,5 pmol CK O-glukosidov ([*Hs]tZOG,
[’H7]DHZOG, [*Hs]tZROG) aCK nukletidov ([?HsJtZRMP, [*H;]DHZMP,
[?H6]iPRMP); 5 pmol auxinov ([*Ce]IAA, ['3CsJoxIAA, [*Cs]IAAsp, [1*C6]IAGIu) —
Olchemim (Ceska republika)

Marker molekulovych hmotnosti — Precision Plus Protein Dual Color standards (USA)

Methanol (> 99,9%) — Merck KGaA (Nemecko)

Murashige-Skoog médium — Duchefa Biochemie B. V. (Nizozemsko)

NH4OH — Sigma Aldrich (Nemecko)

Protilatka proti Aktinu — Agrisera (Svédsko)
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Sachar6za — Lach-Ner s.r.0. (Ceska republika)

Roskovitin — Laboratof riistovych regulatora (Ceské republika)
trans-Zeatin — Sigma Aldrich (Nemecko)

Tween® 20 — Lach—Ner s.r.o. (Ceska republika)

Roztoky a pufre:

Vodné roztoky boli pripravované v deionizovanej vode.

0,1% DMSO — Na 250 ml %2 MS média bolo pouzitych 200 pl DMSO

0,8% DMSO — Na 20 ml %2 MS média bolo pouzitych 20 ul DMSO

1M HCOOH — Na 250 ml roztoku bolo pouzitych 9,625ml HCOOH a 240,375ml H>O.
1M HCI — Na 100 ml roztoku bolo pouzitych 91,9 ml H>O a 8,1 ml 37% HCL

50% HNOs3 — Na 250 ml roztoku bolo pouzitych 192,25ml HNOs a 57,75ml H>O

5% methanol — K 95 ml H>O bolo pridnych 5 ml methanolu.

10% methanol — K 90 ml H>O bolo pridanych 10 ml methanolu

Extrakény pufor (modifikovany Bieleski pufor) — 75% methanol, 5% kyselina mravcia
Mobilné fazy:

0,1% kyselina octovd v MeOH
0,1% kyselina octova v deionizovanej vode
15mM kyselina mrav¢ia — 566 ul HCOOH doplnené H>O do 1 1 a adjustovana
pridavkom 25% NH4OH na pH 3,95

% MS médium pre kultivaciu rastlin: 2,2 g/l Murashige-Skoog soli a vitaminy, 10 g/l
sachardza, pH = 5,7 upravené pomocou MES, popr. IM KOH, 1,1% agar (pri priprave
tekutého 2 MS média nebol agar pridavany)

MS médium pre kultivaciu rastlin: 4,4 g/l Murashige-Skoog soli a vitaminy, 10 g/
sachar6za, pH = 5,7 upravené pomocou MES, popr. IM KOH

0.35M NH4OH — Na 250 ml roztoku bolo pouzitych 6,25 ml (25% NH4+OH) a 243,75ml
H2O

0.35 M NH40OH v 60% MeOH — Na 250 ml roztoku bolo pouzitych 150 ml MeOH, 6,25
ml (25% NH4OH) a 93,75ml H,O

LSB — 4x koncentrovany vzorkovaci pufor

Okyseleny methanol — methanol s pridavkom 1% kyseliny mravcej

Steriliza¢ny roztok — 0,01% roztok TWEEN 20.v 70% EtOH

TBS-T — tris pufrovaci fyziologicky roztok s pridavkom Tweenu® 20
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3.3 Pomocky a pristroje

Pomécky:

100um sitko Cellector Tissue Sieve — Thermo EC (USA)

Elektroforeticky set Mini-PROTEAN Tetra cell, PowerPac Basic Power (USA)

Falkonové zkumavky (15 ml)

Injekéné striekacky (3 ml)

Laboratorne sklo — odmerny valec, kadicky, sklenené skimavky — Fisherbrand (USA)

LC kolony - UPLC® BEH Shield RP18 (150 x 2,1 mm, velkost’ ¢astic: 1,7 pm) — Waters
(USA); Kinetex C18 100 A (50 x 2,1 mm, velkost’ ¢astic 1,7 um) — Phenomenex (USA)

Micro Spin Filter (Nylon, 0,2 pm) — Chromservis s.r.o. (Ceska republika)

Mikroskiimavky — Eppendorf (Nemecko)

Nitrocelul6zova membréana — Sanra Cruz Biotechnology (USA)

Oasis® HLB kolony, 30 mg/1 ml — Waters (USA)

Oasis® MCX kolény, 30 mg/1 ml — Waters (USA)

Set pre WB Mini Trans-Blot Cell — Bio-Rad (USA)

Pristroje:

Analytické vahy Satorius Weighing Technology GmbH (Nemecko)

Autoklav Labo MLS-3781L — Sanyo (Japonsko)

Centrifiiga Beckman Coulter Alegra 64R — (USA)

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge — Thermo Scientific (Nemecko)

Direct-Q® 3 UV — Merck KGaA (Nemecko)

Konfokalny mikroskop Zeiss Ism 800 (Nemecko)

Laminarny box Heraguard™ ECO — Thermo Fischer Scientific (USA)

Magnetick4 miesatka MM7 (Ceska republika)

Membranova vyveva Mini Laboport Vacuum Pump — KNF Neuberger GmbH (Nemecko)

pH meter Oakton® pH 700 Benchtop Meter, elektroda polyplast Hamilton — Cole-Parmer
(USA)

Program ImageJ 1.52a

Rota¢nd mieSacka na mikroskimavky — Stuart rotator SB3 BioCote (UK)

Sada automatickych pipiet — Eppendorf, Brand a k nim prislichajuce Spicky

SPE manifold Visiprep™ - Supelco (USA)

Skener Perfection V550 Photo — Epson (Japonsko)
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Stolna centrifiga Microstar 17 — VWR (USA)

Systém UHPLC-MS/MS — Acquity UPLC I-Class System (Binary solvent manager, Sample
manager) — Waters (USA) s hmotnostnym detektorom Xevo™ TQ-S — Waters MS
Technologies (UK)

Ultrazvukovy kupel’ Transsonic 310 — Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co.( Nemecko)

Vakuova komorka Visiprep™ — Supelco-Sigma Aldrich (Nemecko)

Vakuova rota¢éna odparka Rotavapor® R-200 — Buchi Labortechnik AG (Svajéiarsko)

3.4 Metédy a postupy

3.4.1 Vysev rastlin Arabidopsis na fenotypizaciu

Vysev rastlin Ath-Col-0 a mutantnych linii TSCn:GFP prebiehal po sterilizacii semien

na kultivaéné dosky s /2 MS médiom.

A. Sterilizacia semien
Sterilizacia bola zahajena umiestnenim dostatoéného mnozstva semien Arabidopsis
do cistej mikroskimavky s pridavkom 1 ml steriliza¢ného roztoku (0,01% Tweenu
v 70% ethanolu). Takto pripravena mikroskimavka bola umiestnena na rotacnu
mieSacku po dobu 10 mintt. Nésledne bol odpipetovany sterilizacny roztok a semena
premyté 3-4x sterilnou vodou.

B. Priprava MS média

Na vysev semien bolo pouZzité plné a /2 MS. Po navéazeni a rozpusteni vSetkych zloziek
bol pridany 1,1% agar. Pripravené médium bolo autoklavované. V pripade média na test
inhibicie rastu koreiia bolo /2 MS médium po autoklavovani a schladnuti obohacované
pridavkami cytokininovych inhibitorov (INCYDE, Roskovitin, tZ a znaény tZ)
vo zvolenej koncentrécii (10nM, 100nM, 1uM, 10uM).

C. Vysev semien
K semenam Arabidopsis po sterilizacii bola pridana sterilna voda. Nasledne boli semena
vysadyované na dosky s /2 MS médiom s 1,1% agarom automatickou pipetou po 100 ul
v jednom rade v hornej ¢asti dosky. Vysiate kultivacné dosky boli potom previazané
po hranach predySnym leukoplastom a zabalené do hlinikovej folie a prenesené do 4°C
za ucelom synchronizécie kli¢enia semien. Po dvoch diloch boli dosky umiestnené
do fytotronu vo vertikalnej polohe. Rastliny rastli v podmienkach 23°C, pri fotoperiode

16 hodin svetlo, 8 hodin tma.
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3.4.2 Izolacia symplastu a apoplastu (Antoniadi et al., submitted)

Izolacia symplastu a apoplastu bola robena z koreiiov a prizemnej ruzice listov z 8-dilovych
rastlin podl'a Antoniadi (2014). Rastlindm boli odrezané korene tesne pod listami. Rastlinny
materidl bol zvazeny na laboratérnych vahach a nasledne oplachnuty na 100um sitku
v deionizovanej vode. Rastlinny materidl bol na filtry osuseny v bunicitej vate a umiestneny
do pripravenych 15ml falkon s 3ml injekénou striekackou zbavenej piestu (Obr. 9)
udrziavanych na lade. Nasledne prebehla centrifugacia pri 900 xg po dobu 20 minut
pri4°C. Tymto krokom bola vyizolovana apoplasticka frakcia. Striekacka bola premiestnena
do novej falkdny, zabalend do 2 vrstiev alobalu a zmrazend v tekutom dusiku. Nasledne bola
ponechand pri laboratornej teplote az do uplného rozmrazenia. Po rozmrazeni prebehla
centrifugécia pri 2500 x g po dobu 15 minut pri4°C. Tymto krokom sa ziskala symplasticka
frakcia. Apoplatickd aj symplasticka frakcia boli prenesené do mikroskimaviek
a zamrazené najskor skokovo v tekutom dusiku a nasledne boli uchovavané v -80° C.
V pripade optimaliza¢nych krokov sa vyizolované frakcie zachytavali bud’ do methanolu

alebo okyseleného methanolu pred krokmi centrifugacie.

injekéna striekacka

15 ml falkéna

biologicky material (korene, listy)

10ul Spicka

Obr. 9. Schéma popisujuca zlozenie falkony na izoldaciu sympastu a apoplastu.

3.4.3 Test inhibicie rastu primarneho korena

Test inhibicie rastu korenia bol realizovany na 8-dnovych rastlinach. Bolo pouzité 2 MS
médium rozdelené na viaceré Casti, ktoré boli vyautoklavované, a ndsledne do nich boli
pridané syntetické inhibitory (INCYDE, Roskovitin) v jednotlivych koncentraciach
od 10 nM po 10 uM a 0,08% DMSO ako kontrola. Po zatuhnuti média nani boli vysiate
semend tak ako bolo popisané vyssie. Rastliny na oSetrenom médiu syntetickymi inhibitormi

rastli po dobu 8 dni. Po uplynuti tejto doby boli rastliny naskenované na skenery a presna
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diZka primarnych korefiov bola zmerana v programe ImageJ 1.52a. Déta boli spracované

a Statisticky vyhodnotené v Exceli (t-test).

3.4.4 Konfokalna mikroskopia

Konfokalna mikroskopia bola robena na 5-diiovych rastlinaich mutantnej linie TSCn:GFP,
ovplyvilovanych syntetickymi inhibitormi (INCYDE, Roskovitin) po 16 hodinovej
inkubdcii v tekutom %2 MS médiu. Tekuté médium bolo pridané do 6-jamkovej kultivacnej
dosky, pricom k nemu do kazdej jamky bol pridany iny synteticky inhibitor v stanovenej
ucinnej koncentracii. U INCYDE bolo pracované so 100nM koncentraciou a u Roskovitinu
bolo pracované s 1uM koncetraciou. Ako negativna kontrola bolo zvolené 0,1% DMSO.
Do jamiek s pripravenym médiom bolo pinzetou prenesenych 8 semenacikov 5-dilovej
mutantnej linie, ktora réastla na 2 MS médiu. Semenaciky boli postupne vyberané
na mikroskopické sklicko, zakvapnuté médiom zjamiek a preloZzené krycim sklickom.
Kedze bol pouzity konvertovany konfokalny mikroskop Zeiss lsm 800, sklicka boli
vkladané do mikroskopu krycim skli¢kom nadol a pozorované pri excitaénej vinovej dizke

488 nm.

3.4.5 Detekcia proteinov
Detekcia proteinov vo vzorkdch vyizolovanych frakcii symplastu a apoplastu bola
prevedend z ddvodu zistenia a moZného vyli€enia kontamindcii medzi jednotlivymi

frakciami.

A. Priprava vzorky
Vzorka bola zmieSana spolu s 4x koncentrovanym vzorkovacim pufrom (LSB) v pomere
1:3. Nasledne vlozena na 5 minut do termobloku nastaveného na teplotu 95 °C a nakoniec

zcentrifugovana po dobu 5 minut na 10000 rpm.

B. Elektroforéza
Takto pripravend vzorka bola nenesend na vopred pripraveny gél, ktory pozostaval zo 4%
zaostrovacieho a 12% deliaceho gélu. Na gél bol taktiez napipetovany marker
molekulovych hmotnosti a pozitivna kontrola (celkovy proteinovy extrakt z rastlin

v LSB). Elektroforéza bola na zaciatok separacie spustena pri napati 90V po dobu
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30 mint a nésledne, po prechode vzorky do deliaceho gélu, bolo upravené napétie

na 120 V po dobu 100 mintt.

C. Western-blott
Po rozdeleni proteinov vzoriek symplastu a apoplastu v polyakrylamidovom géli bola
zostavena aparatura western-blott sandwich metodu. Proteiny boli prenesené z gélu

na nitrocelul6zovit membranu pri prade 290 mA po dobu 2 hodin.

D. Detekcia
Proteiny na membrane boli nasledne nespecificky zafarbené v Ponceau S roztoku
pre kontrolu prenosu a odfarbené v Tris pufrovacom fyziologickom roztoku s pridavkom
Tweenu® 20 (TBS-T). Daldim krokom bola blokacia volnych vizbovych miest
na membrane v 5% mlieku v TBS-T (m/V) po dobu 1 hodiny. K membrane sa
po zastabilizovani pridala primarna krali¢ia protilatka proti Aktinu v 1% mlieku v pomere
1:2500, pricom pdsobenie primarnej protilatky trvalo lh. Néasledne bola membréna
premyta 3x v TBT-T pufri abola pridana sekundarna kozia protilatka konjugovana
s chrenovou peroxidazou na 1 hodinu, taktieZ pripravend v 1% mlieku v pomere 1:10000.
Opit’ nasledovali 3 premyvacie kroky a nakoniec bola membrana detekovana pomocou
chemiluminiscen¢ného substratu v detekénom zariadeni (Luminiscent image analyzer

LAS-4000).

3.4.6 Extrakcia a purifikacia pre LC-MS/MS analyzu auxinov a cytokininov
A. Priprava vzoriek- Vzorky na preCistovanie a analyzu auxinov a cytokininv boli
pripravované dvojakym spdsobom:

I. Z tekutého materialu — K tekutym vzorkam bolo pridané¢ dvojnasobné mnozstvo
interného Standardu (kapitola 3.2). Nésledne vzorky boli zcentrifugované na 20000 x g
po dobu 15 minut v 4 °C. Po uplynuti ¢asu boli vzorky supernatantu okyselené 1M
HCOOH tak, aby sa pH vzoriek bolo 2,7.

Il.Z pevného materialu — Vzorky velkych navazok pevného materidlu boli
zhomogenizované v trecej miske s ti¢ikom pod tekutym dusikom a rozvazené
a analytickych véhach po 20 mg. Ku vzorkdm bolo pridané vhodné mnoZzstvo
interného Standardu a extrakény pufor (modifikovany Bieleski pufor) s 3 keramickymi
gulockami. Vzorky boli umiestnené na gulovy mlyncek po dobu 5 mintt pri 27 Hz
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v 4 °C. Nasledne boli vzorky sonikované 3 minuaty v l'adovom kupeli po dobu 4 minut
a umiestnené na oto¢ny koloto¢ na 30 minut pri otackach 15 rpm v 4 °C. Poslednym
krokom v priprave vzoriek bola 15 minatova centrifugacia pri 20000 rpm v 4 °C,
pricom supernatant bol premiestneny do sklenenych skiumaviek s 2,5 ml IM HCOOH,
aby ich vysledné pH bolo <2,7.

B. SPE purifikacia pomocou Oasis® MCX kolény (30 mg/1 ml) pre stanovenie
cytokininov — MCX purifikacia prebichala v 4 krokoch tak ako ukazuje Obr. 10. Prvym
krokom bola kondicionacia kolon 1 ml methanolu, 1 ml H>O, 1 ml 50% HNOs, 1 ml
H>Oa Iml IM HCOOH. Druhym krokom bolo nanésanie okyselenej vzorky (pH < 2,7).
Dalsim krokom bolo premyvanie kolén 1 ml IM HCOOH a nasledna eltcia analytov.
Vystup z tejto Casti bol zachytavany do sklenenych skumaviek. Elucia prebiehala 1 ml
0,35 M NH4OH a2 ml 0,35 M NH4OH v 60% MeOH. Takto pripravené vzorky boli

umiestnené do vakuovej odparky a odparené do sucha.

1) kondicionicia 4) elucia
NT, B, OG
2) nanadanie vzorky

3) premyvanie

! !

Odpad Vakova odparka

Obr. 10. Schéma SPE purifikacia pomocou Oasis® MCX (30 mg/ml).

C. SPE purifikicia pomocou Oasis® HLB kolény (30 mg/1 ml) pre stanovenie auxinov
— HLB purifikacia prebiehala v 4 krokoch ako ukazuje Obr. 11. Prvym krokom bola
kondicionacia kolon 1 ml 100% methanolom, 1 ml H>O a 0,25ml okyselenou vodou 1M
kyselinou chlorovodikovou (5 pl/ml). Druhym krokom bolo nanasanie okyselenej vzorky
(pH < 2,7). Premyvacia faza bola urobena 2 ml 5% methanolu. Poslednym krokom bola
elicia vzoriek do skelnenych skiimaviek pomocou 2 ml 80% methanolu. Takto precistené

vzorky boli odparené do sucha vo vakuovej odparke.
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Obr. 11. Schéma SPE purifikéicia pomocou Oasis® HLB (30 mg/ml).

D. Priprava vzoriek pre LC-MS/MS analyzu — Odparené vzorky boli rozpustené v 40 pl
5% methanolu (pre analyzu cytokininov) a v 50 pl 10% methanolu (pre analyzu auxinov).
Nasledne boli preplachnuté na trepacke a umiestnené na 5 minut do sonika¢ného kupela
a opat’ boli premiesané. Vzorky boli filtrované v skimavkach Micro Spin Filter (0,2um)
a centrifigované po dobu 5 mintt pri 7500 rpm. Po tomto kroku boli prenesené do Micro
Insert skimaviek auzavret¢ do vialiek. Takto pripravené vzorky boli premerané

na hmotnostnom spektrometri.

3.47 UHPLC-MS/MS

Detekcia analytov prebiehala na syst¢éme UHPLC-MS/MS ionizéciou latok elektrosprejom
v pozitivnom méde ESI(+) za optimalizovanych MS podmienok na pristroji Acquity UPLC®
I-Class System coupled to a Xevo™ TQ-S MS (Waters, Milford, USA). Parametre
hmotnostného spektrometra boli nastavené nasledovne: teplota zdroja (150 °C), desolvacna
teplota (600 °C), prietok desolva¢ného plynu (dusik) 1000 I/h, napitie v kapilare 1 kV.
Stanovenie endogénnej hladiny fytohormoénov v izolovanych vakuoldch prebiehalo
pomocou viacndsobného monitorovania reakcie (SRM) protonovaného prekurzora
a prislusnych produkovanych ionov (Novak et al,. 2012; Novak et al., 2017). Kvantifikacia
metabolitov bola uskutonend pomocou izotopovej zried'ovacej metoddy a vsetky data boli

spracované programom MassLynx™ (verzia 4.1, Waters).

A. Stanovenie auxinov (podl'a Péncik et al., 2018) — Pre separaciu auxinov bola pouzita
chromatografickd koléona KINETEX (C18, 1,7um, 50 X 2,Imm) vytemperovana
na 30 °C. Mobilnou fazou bol methanol (A) a redestilovand voda (B), oboje s pridavkom

0,1% kyseliny octovej. Celkovy ¢as kazdej analyzy bol 15 minut pri prietoku 0,2 ml/ min.
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Pred kazdym meranim bola koléna kondiciovand na pociatocné podmienky analyzy
(10:90, A:B). Vzorky boli ulozené v autosampleri pri 4 °C. Gradientova elucia prebiehala
v tomto poradi: 2x bol gradient metddy (0 min — 10% A, 10 min — 50% A, 11 min — 55%
A, 12,5 min — 100% A, 13,5 min — 10% A) spusteny bez nastreku vzorky, nasledne boli
aplikované vzorky po 10 pl.

. Stanovenie cytokininov (podl'a Novak et al., 2017) — Nastrek kazdej vzorky na reverznu
kolénu &inil 10 ul (Acquity UPLC® BEH C18, 1,7 um, 150 x 2,1 mm). Kolénovy
termostat bol nastaveny na 45 °C. Separacia vzoriek prebiechala 20 minut v gradiente
methanolu (A) a 15 mM mrav¢ane aménnom (pH 3,95 , B) pri rychlosti 0,35 ml/min:
0 min — 10% A:B), 10 min — 23% A, 15 min — 36% A. Na konci elucie bola kolona
premyta 100% A (2 min) a ekvilibrovana na pociato¢né podmienky (10:90, A:B) po dobu

3 minnt.
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4 VYSLEDKY

4.1 Metéda izolacie symplastu a apoplastu
Prvym ciel'om tejto prace bolo izolovat’ symplast a apoplast z roznych Casti rastliny a ukazat’

rozdiely v zastipeni cytokininov a auxinov pomocou metody LC/MS-MS.

4.1.1 Optimalizacia izolacie symplastu a apoplastu

Optimalizacia bola zapocatd stanovenim vhodného rastového média a mnozstva
biologického materialu potrebného k izolacii symplastu a apoplastu. Pri ur¢ovani vhodného
média bolo rozhodované medzi /2 MS médiom a plnym MS médiom. Pre experimenty bolo
vybrané 2 MS médium, nakolko rastliny mali 1,4-ndsobne dlh§i primarny koren
(Tabu/ka 1), a tym mnozstvo materialu na izolaciu vzrastlo v porovnani s pouzitim plného

MS média. Z tohto dovodu boli ostatné experimenty robené len z korenov.

Tabulka 1. Dizka primdrného koreiia u 8-diiovych rastlin Arabidopsis rasticich na plnom MS a % MS médiu.
Hodnoty sii vyjadrené ako priemer £ SD (n=8).

Dizka (mm)
Plné MS médium 8.60+2.00
2 MS médium 12.23+2.76

V d’alSej fazi boli porovnavané zastipenia cytokininovych, tak aj auxinovych
metabolitov v symplaste a apoplaste izolovanych z koreniov a stoniek rastlin. Podl'a postupu
popisaného vysSie boli izolaty podrobené¢ SPE purifikacii a analyze na kvapalinovej
chromatografii spojenej s tandemovou hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS). Data
ziskané touto analyzou boli d’alej vyhodnotené v kontexte normalizacie dat, celkovych
hormondlnych profilov a zastupenia jednotlivych CK typov a IAA metabolitov.

Prvym kritériom postupov izolacii bola normalizacia vypocitanych dat. Ako naznacuju
vysledné objemy jednotlivych frakcii (Tabu/ka 2), vytaznost’ izolacie symplastu a apoplastu
bola celkom variabilna. K izolacii jednotlivych frakcii bolo navazenych 3,0 g korenov
alebo 0,3 g stoniek a bolo ziskanych 10-400 ul apoplastu alebo 10-100 pl symplastu. Této
vysokd variabilita je v Tabul'ke 2 vyjadrena relativnou smerodajnou odchylkou (RSD).
Velké rozdiely vo vytazkoch izoladcie negativne ovplyviujii vysledni normalizaciu

LC-MS/MS dat. Velké rozdiely vo vyhodnocovani nastdvali v pripade vztiahnutia dat
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na objem (pmol/ml). Vzhl'adom k znaénym rozdielom vytaznosti izolacii boli vysledné
fytohormonalne koncentracie vzt'ahované na vahu v jednotkach pmol/g Cerstvej hmoty

&h).

Tabu/ka 2. Hmotnost  rastlinnych pletiv pouzitych kizoldacii a objemy ziskanych apoplastickych
a symplastickych frakcii . Hodnoty si vyjadrené ako priemer £ SD (n=3).

Rostlinny ~ Hmotnost’

materidl (e &h] RSD [%] Frakcia Objem [pl] RSD [%]

Koren 2,96 £ 0,64 22 Apoplast 103 £ 95 92
Symplast 27 +45 169

Stonka 0,31 +0,05 17 Apoplast 300 + 100 33
Symplast 57 +40 71

Ako je vidiet’ podl'a uvedenych grafov (Obr. 12), najvacsie zastipenie v cytokininovych
profiloch maju N-glukosidy a v auxinovych profiloch oxIAA v koretloch a oxIAA-Glc
v stonkach. Ziskané hormonalne profily boli pre jednotlivé izolaty vel'mi podobné, lisili sa
vsak v celkovych koncentracnych hladinidch. VacSie mnozstvo izolovanych cytokininov
bolo detekované v apoplastickej frakcii izolovanej z koreniov. Pri porovnani celkovych
koncetratnych hladin CK metabolitov vysledky ukazali az 6,5-ndsobné zvysenie.

U symplastickej frakcie boli koncentra¢né hladiny CK metabolitov porovnateI'né, len frakcia
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Obr. 12. Koncentracné hladiny (pmol/g ¢.h.) cytokininovych a auxinovych metabolitov v symplaste
a apoplaste izolovannych z koreitoch a stoniek 8-driovych rastlin Arabidopsis rastiicich na % MS médiu. A-B,
Apoplastickd frakcia, C-D, Symplasticka frakcia.
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izolovana zo stoniek obsahovala 4x viac CK O-glukosidov. Je zaujimavé, Ze u auxinovych
profilov je velkd podobnost’ v koncentracnych hladinach u vSetkych TAA metabolitov
okrem oxIAA-Glc. Jej endogénne koncetracie boli v oboch izolovanych frakciach zo stoniek
odlisné az o dva koncetracné rddy a dosahovala az nanomolarnych hladin.

Dal$ou moznostou postdenia ziskanych vysledkov je porovnanie distribucie CK-typov
a IAA metabolitov v apoplastickych a symplastickych frakciach (Obr. 13). Podobna
distribicia cytokininov je patrnd v oboch izolatoch zkorefiov s najvy$$im zastipenim
CZ-typov, ktora je nasledovana tZ- a iP-typmi. U frakcii izolovanych zo stoniek je zrejma
zhoda v CK distribucii s podobnym percentudlnym zastipenim jednotlivych CK typov.
U auxinovych metabolitov je viditelnd zhoda u izolovaného apopalstu a symplastu
7o stoniek s 95-96% zastiipenim oxIAA-Glc. Najvacsi rozdiel v distribucii sledovanych
fytohormoénov ukazuju vysledky TAA metabolitov v apoplastickych a symplastickych
izolatoch z korenov Arabidopsis (Obr. 13B). Podiel auxinov v apoplaste na jeho celkovom
metabolickom profile bol v porovnani s jeho percentudlnym zastupenim v symplaste nizsi
a kompenzovany vysSim zastipenim IAA metabolitov, napr. oxIAA a oxIAA-Glc v pomere
1:1. Podobny distribuény vzorec nebol detekovany v korenovom symplaste, kde bol
objaveny vysoky podiel katabolitov oxIAA nasledovany volnou IAA (az 20%) ajej
glukosylesterom (24%).
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Obr.13. Distribucia (%) celkového obsahu cytokininovych typov (A) a auxinovych metabolitov (B)
V apoplastickych a symplastickych frakciach izolovanych z jednotlivych casti rastliny (koren a stonka).
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4.1.2 Stanovenie Cistoty apoplastu

Detekcia markerového proteinu bola pouzitd ku stanoveniu Cdistoty vyizolovanych
korenovych frakcii symplastu a apoplastu 8-diiovych rastlin Ath-Col-0. Tento experiment
bol zaloZeny na zist'ovani pritomnosti kontaminécii v apoplaste, popripade ich vyvratenie.
Bola pouzita protilatka proti cytozolarnemu proteinu Aktinu o molekulovej hmotnosti
41,6 kDa (https://www.agrisera.com/shop?funk=visa_artikel&artnr=AS13%202640),
ktora sluzi na potvrdenie pritomnosti markerového proteinu v cytoplazme. Bolo
predpokladané, ze protilatka bude detekovana len v symplastickej frakcii. Ako ukazuje
Obr. 14 tato hypotéza bola potvrdena, avSak vyrazny signal zaznamenavame posunuty
v ramci molekulovej hmotnosti vzhl'adom k pozitivnej kontrole. Apoplasticka frakcia bola

teda Cista, bez pritomnosti markerového proteinu v cytoplazme.

37kDap ™

25 kDa p »

Obr. 14. Detekcia markerového proteinu Aktinu v apolastickej a symplastickej frakcii. Vlavo na obrdzku je
zndzornend molekulova hmotnost podla markera molekulovych hmotnosti. V pravo nasledne vzorky v poradi
1- pozitivna kontrola, 2-3- apoplasticka frakcia, 4-5- symplasticka frakcia.

4.1.3 Izolacia symplastu a apoplastu po zrazani methanolom
Vzhladom k velkym odchylkam ziskanych objemov z izoldcie symplastu a apoplastu
(Tabu/ka 2) boli urobené experimenty zameriavajlce sa na znizenie variability vyslednych
fytohomonalnych hladin v korenioch. Preto bol d’alej optimalizovany zvoleny postup zberu
izolovanej frakcie pomocou precipitacie vzorky priamo v izolacnom kroku. Testovany bol
zachyt apopalstickych a symplastickych frakcii do 98% methanolu alebo okyseleného
methanolu, ktory obsahoval 1% kyseliny mravciu.

V prvom kroku boli stanovované optimalne navazky biologického materidlu. 1zolacie
boli robené podla postupu popisaného v kapitole 3.4.2 so zmenou v centrifugacnych krokov,

kde bol do falkon pred centrifugaciou pridany methanol. Boli testované navazky
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Obr. 15. Izoldcia apoplastu a symplastu do neokyseleného methanolu pri réznych navazkach vstupného
rastlinného pletiva (100, 300 a 600 mg ¢.h.). Hodnoty sit vyjadrené ako priemer = SD (n=3).

100, 300 a 600 mg ¢.h. z 8-dnovych rastlin a pre nasledné stanovenie cytokininov bola
spracovana polovica izolatu (Obr. 15). Vysledky ukazuju podobné CK profily pri navazke
100 a 300 mg ¢&.h. pre obe izolované frakcie. Vplyv vys$sej navazky (600 mg ¢.h.)
na stanovené koncentracné hladiny CKs bol cCiastocne zrejmy pre apopalstickii a uplne
pre symplastickt frakciu (Obr. 15). Objavené CK hladiny boli pravdepodobne zniZené
vplyvom matri¢ného efektu spdsobeného vyssou navazkou rastlinného pletiva.

Dalej bol testovany vplyv precipiticie vzorky v izolatnom kroku pri pouziti
okyselené¢ho methanolu. Pre zjednoduSenie vyhodnotenia nameranych dat boli porovnavané
koncentra¢né hladiny skupin CK metabolitov (Obr. 16). Pri aplikacii zrazania vzorky
pomocou organického rozpustadla vysledky ukazovali podobné metabolické profily
a trendy, avSak neprecipitované vzorky poskytovali vacsiu variabilitu vysledkov. Preto bolo
zachytavanie vzoriek do okyseleného methanolu zaradené ako d’al$i krok do protokolu

1zolacie symplastu a apoplastu.
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Obr. 16. Izoldcia symplastu a apoplastu do methanolu okyseleného 0,1% kys. mravéou v porovnani
so Standardnym izolacnym protokolom bez precipitdcie vzorky. Hodnoty sii vyjadrené ako priemer = SD (n=3).
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4.1.4 Apoplastické a symplastické cytokininové profily

Optimalizovany protokol izolacie apoplastu a symplastu kombinovany s precipitaciou
izolatu v okyselenom methanole bol nakoniec pouzity ku stanoveniu koncentracnych hladin
isoprenoidnych cytokininov v jednotlivych frakciach. Distribucia CK metabolickych skupin
a jednotlivych CK typov je uvedena na Obr.17. V oboch izolovanych frakciach bol
objaveny najvyssi podiel CK N-glukosidov, d’alej CK ribosidov a nuklotidov. Zastupenie
len v jednotkach percent bolo stanovené u CK baz a O-glukosidov. Je zaujimavé,
ze distribucia CK metabolitov sa v oboch izolovanych frakciach lisi (hlavny rozdiel v CK
ribosidoch), zatial’ ¢o u CK typov je ich percentudlne zastipenie vel'mi podobné. Z CK typov
boli najviac zastipené CZ-typy (az % podielu) a d’alej iP- a tZ-typy (15-18% a 6-8%). DHZ-

typy boli pritomné v menej ako 1,5%.
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tZ-typy cZ-typy DHZ-typy iP-typy
Obr. 17. Distribucia (%) cytokininovych metabolickych skupin a ich typov v apoplaste (A) a symplaste (B)
izolovanom z koreriov 8-diiovych rastlin Ath-Col-0.

Jednotlivé koncentracné hladiny vSetkych detekovanych cytokininov st zhrnuté
v Tabulke 3. V oboch izolatoch boli kvantifikované vsetky CK typy aich metabolické
formy. Len CK ribosidy O-glukosidy neboli detekované v apoplaste. Endogénne hladiny CK
baz boli u vSetkych CK typov, nésledne boli detekované CK ribosidy a nukleotidy.
Pri porovnani CK koncentraénych hladin bol objaveny radovy rozdiel medzi apoplastickou
a symplastickou frakciou. Narast u CK béz aribosidov bol 5-nasobny, u dalSich CK
metabolitov v rozmedzi 10-30x. Percentualne zastupenie jednotlivych CK metabolitov
je uvedené v Prilohe A. Okrem vysokého podielu CK 7-glukosidov v oboch frakcidch (az
76%) bol objaveny rozdiel zastipenia pre tZR aiPR (narast v apopolaste) aich
odpovedajucich nukleotidov (zvysenie v symplastickej frakcii). Vysledky CK profilovania
v apoplaste a symplaste demonstrovali pouzitelost’ izolacného protokolu a funkénost’ jeho

prepojenia s LC-MS/MS metodou.
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Tabulka 3. Endogénne hladiny cytokininov (pmol/g ¢.h.) v apoplaste a symplaste izolovanom z korenov
8-driovych rastlin Ath-Col-0. Hodnoty su vyjadrené ako priemer + SD (n=3).

Koncentracia cytokininov [pmol/g ¢.n.]

Apoplast Symplast

Baza 0,13+ 0,02 0,52 + 0,04
Ribosidy 0,98+ 0,18 483 +1,78
Nukleotidy 0,33 +0,01 424 +1,70
N-glukosidy 2,72+ 0,30 29,57+ 9,14
O-glukosidy 0,060 + 0,014 1,30 + 0,35
Celkové cytokininy 4,24+ 0,34 40,46 + 12,83
tz 0,0064 + 0,0020 0,032 + 0,009
tZR 0,074 + 0,007 0,24 + 0,08
tZR5'MP 0,024 + 0,009 0,17 + 0,05
tZOG 0,027 + 0,004 0,55+0,16
tZROG n,d,* 0,032 + 0,001
tZ7G 0,12 +0,01 1,41 0,42
tZ9G 0,024 + 0,005 0,85+ 0,26
tZ-typy 0,27 +£0,01 3,28 +£0,99
cZ 0,091 + 0,008 0,29 + 0,02
cZR 0,77 + 0,17 4,04 + 1,46
CZR5'MP 0,32 + 0,02 3,17+ 1,11
cZ0G 0,030 + 0,006 0,61 +0,14
cZROG n,d, 0,090 + 0,033
cZ7G 2,05+0,18 20,24 + 5,03
cZ9G 0,043 + 0,003 0,99 + 0,28
cZ-typy 3,31+0,23 29,42 +791
DHZ 0,0014 =+ 0,0000 0,006 + 0,001
DHZR 0,0071 + 0,0033 0,042 + 0,014
DHZR5'MP n,d, n,d,
DHZOG 0,0020 + 0,0001 0,023 + 0,008
DHZROG n,d, n,d,
DHZ7G 0,040 + 0,011 0,45+0,13
DHZ9G 0,0020 + 0,0000 0,091 + 0,037
DHZ-typy 0,051 + 0,011 0,61+0,12
iP 0,036 + 0,008 0,19+ 0,01
iPR 0,13 + 0,05 0,52 +0,14
[PR5'MP 0,029 + 0,001 0,90 + 0,23
iP7G 0,41 + 0,04 4,89 +1,22
iP9G 0,032 + 0,008 0,66+ 0,17
iP-typy 0,61 +0,11 7,16 +1,48

*n.d. — nedetekované
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4.2 Efekt syntetickych inhibitorov na metabolizmus cytokininov v koremoch

Dal§im ciel'om prace bol vyskum zamerany na $pecifické ovplyviiovanie vytypovanych CK
biosyntetickych drah pomocou syntetickych inhibitorov. Vplyv vybranych CK inhibitorov
(INCYDE a Roskovitin) bol testovany z pohl'adu inhibicie rastu primarneho korena a Sirenia

CK signalu.

4.2.1 Stanovenie u¢innej koncentracie inhibitorov

Na zaciatku bola stanovena koncetracia inhibitorov, ktora negativne ovplyvnila rast
korenového systému. Inhibicia rastu primarneho korena bola robend na korenioch rastlin
Ath-Col-0, ktoré rastli na médiu oSetrenom syntetickymi inhibitormi po dobu 8 dni. Boli
zistené¢ pozadované koncentracné hladiny uUc€inku jednotlivych inhibitorov (INCYDE,
Roskovitin) na fenotyp ako ukazuju vysledky na Obr. 18. Ako kontrola bolo pouzité Y2 MS
médium s 0,08% DMSO. tZ o koncentracii 100 nM bol v tomto pripade pouzity ako
pozitivna kontrola. Bolo zistené, Zze INCYDE dosahuje uc¢innosti v 100nM koncentracii.
Utinnost’ v tomto pripade je zhodna stZ. V pripade Roskovitinu bol zisteny vyrazngjsi

inhibi¢ny Gc¢inok na dlzku primarnych koretiov v koncentracii 1uM.
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Obr. 18. Zistovanie nic¢innej koncentrdcie pouzitého inhibitoru. (A-B) Test zavislosti dizky primdrnych korerov
na koncentracii pouzitych inhibitorov — Roskovitinu (4) a INCYDE (B). Testovana koncentracna Skala bola
10 nM - 100 uM -1 uM - 10 uM, kontrola %> MS médium s 0,08% DMSO a tZ o koncentracii 100 nM. Vysledky
fenotypizacie boli spracované a Statisticky vyhodnotené pomocou t-testu (*p < 0.05, ***p < 0.001; pocet
meranych korefiov, n = 18-20) so signifikantnym vysledkom. (C) Ukazky vyrezov skenov, ktoré poshizili
k vyhodnoteniu presnych dlzok primdarnych koreiiov v programe ImageJ. Usecka odpoveda dizke koreiia 1 cm.
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4.2.2 Stadium vplyvu inhibitorov na cytokininovy signaling

Utinné koncentrécie inhibitorov, ktoré boli zistené v predchadzajicom teste, boli pouzité
ku stadiu vplyvu Roskovitinu a INCYDE na cytokininovy signaling Sireny v korenove;j
Spicke. Konfokalna mikroskopia bola robena na 5-dnovych rastlinach mutanta TSCn:GFP
po 16 hodinovej inkubacii v tekutom MS médiu s pridanymi syntetickymi inhibitormi
(100nM INCYDE alebo 1uM Roskovitinu). Po nasnimani jednotlivych koretiov bola
urobena kvantifikacia fluorescencie z poriadenych fotografii v programe Imagel, a to na
ploche korena, tak aj v pericykle, nakolko je dokazané, ze intenzity fluorescencie sa mozu
v tychto oblastiach lisit’. Kvantifik4cia bola robena pre TSCn, kde zachytdvame prevazne
cytokininové signalizacie. Na Obr. 19. vidime zavislost' intenzity fluorescencie GFP
na dizke korefa reprezentujiicu cytokininovi signaliziciu a vyslednu signalizaciu

v korenoch osetrenych INCYDE, Roskovitinom a 0,1% DMSO ako kontrolou. Z Obr. 19B
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Obr. 19. Zavislosti intenzity fluorescencie na dizke korena po pouziti TSCn:GFP po oSetreniach syntetickymi
inhibitormi- INCYDE [0,1uM] a Roskovitin [1uM]. Pre potreby tlace bol vSetkym fotkam z konfokdlneho
mikroskopu v rovrakom pomere upraveny jas a kontrast.
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je zrejmé, ze signalizécia sa po oSetreni jednotlivych syntetickych inhibitorov 1isi v rdmci

snimania kalyptry, meristematickej a elongaénej zény pozdiz prokambia.
4.2.3 Vplyv syntetickych inhibitorov na cytokininové profily

4.2.3.1 Rastliny Arabidopsis oSetrené syntetickymi inhibitormi

V d’alsom kroku bolo zistované, ako syntetické inhibitory ovplyvituji CK metabolismus.
Profilovanie bolo robené z celych rastlin Ath-Col-0, ktoré rastli po dobu 8-dni na 2 MS
médiu oSetrenom syntetickymi inhibitormi (INCYDE a Roskovitinom) o réznych
koncentraciach. Koncentratna rada bola zvolend na zéklade testov inhibicie rastu
primarneho korena (kapitola 4.2.1.) od 10nM do 10uM. Na Obr. 20 je ukazana CK
distribucia pre vybrané uc¢inné koncentracie pouzitych inhibitorov ako je ukazané vo
vysledkoch fenotypizacie (Obr. 18), v pripade INCYDE sa jednalo o 100nM koncentraciu
a u Roskovitinu o 1uM koncentréciu. V oboch pripadoch pozorujeme nemennu distribtciu
o podobnom rozloZeni metabolitov, pricom najvacsie zastupenie vidime v N-glukosidoch
a najmensie v cytokininovych bazach. Az 10-nasobné zvysenie aplikovanych koncentracii
inhibitorov meni metabolické proflily CKs. Priloha B ukazuje vsetky grafy s testovanymi

koncentraciami INCYDE a Roskovitinu, na ktorych vidime vplyv na metabolizmus

B C
Mock 1 uM Roskovitin 0.1 pM INCYDE

68% 70% 73%

19% 18% 15%

5,9% 5,2% 5,1%

1,6% 1,9% 2,3%

CK baze = CKribosidy = CK nukletidy = CK N-glukosidy m CK O-glukosidy

Obr. 20. Distribucia cytokininovych metabolitov (%) u 8-diiovych rastlin po aplikacii syntetickych inhibitorov
pri ich ucinnej koncentrdcii IuM Roskovitinu (B) a 100nM INCYDE (C). Ako kontrola bolo CK profilovanie
robené z celych rastlin Ath-Col-0, ktoré rdstli po dobu 8-dni na % MS médiu s DMSO (A, Mock).
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cytokininov oproti kontrole. Podobne mozno zhrnut’ aj profily CK-typov (Priloha C), kedy
sa opat meni ich metabolické¢ zastipenie az pri najvyssSich koncetraciach. Je teda
prekvapivé, ze testované koncetracie inhibitorov, ktoré st uc€inné v inhibicnom teste rastu

primarneho korenia, nemajt vplyv na celkovy CK metabolismus v rastlinach Ath-Col-0.

4.2.3.2 1Izolacia symplastu a apoplastu z rastlin oSetrenych syntetickymi inhibitormi

Izolacie boli robené z korenov 8-diovych rastlin Ath-Col-0, ktoré rastli na 2 MS médiu
osetrenom syntetickymi inhibitormi (100nM INCYDE, 1uM Roskovitin). Ako kontrola bolo
pouzité 2 MS médium s pridavkom 0,1% DMSO. Z grafov na Obr. 21. je viditena
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Obr. 21. Distribucia (%) cytokininovych metabolitov (A) a ich typov (B) a celkova koncentrdcia endogénnych
cytokininov (C) V izolatoch apoplastu a symplastu po oSetreni syntetickymi inhibitormi (100nM INCYDE
a 1uM Roskovitinom). Ako kontrola bolo pouzité ¥ MS médium s 0,1% DMSO (Mock). Hodnoty sii vyjadrené
ako priemer £ SD (n=3).
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zna¢na variabilita medzi apoplastickymi a symplastickymi frakciami, ale taktiez medzi
pouzitymi syntetickymi inhibitormi. U apoplastickych frakcii pozorujeme v porovnani
s kontrolou znizenie zastupenia ribosidov u INCYDE i Roskovitinu, které je kompenzované
zvySenim CK N-glukosidov. Dochadza tiez k 2-4 nasobnému nérastu v zastupeni CK baz
(Obr. 21A). U symplastickych frakcii pri oSetreni oboma inhibitormi sa zvysuje obsah CK
N-glukosidov a CK ribosidov (Obr. 21C), ich podiel na celkovom zastipeni sa ale 1isi
(Obr. 21A). Po aplikacii INCYDE rozlozenie CK baz, O-glukosidov a nukleotidov zostava
v symplaste pomerne konStantné. AvSak u symplastu izolovaného z rastlin rasticich
na Roskovitine je podiel CK nukletidov 2x znizeny.

Zmena v profiloch u CK typov nie je vyrazna, ale je tu zrejmy trend nérastu zastipenia
cZ-typov hlavne v symplastickej frakcii (Obr. 21B). Aj ked’ CK homostéza na trovni celych
rastlin po oSetreni u¢innymi koncetraciami syntetickych inhibitorov nebola ovplyvnena
(Kapitola 4.2.3.1), vysledky CK profilov v apoplaste asymplaste ukdzali vicsiu
dynamickost’ a vplyv na CK metabolismus (Priloha D). Je zaujimavé, ze celkové mnoZstvo
cytokininov po oSetreni inhibitormi vykazovalo rozdielne trendy. Zatial'¢o v apoplaste bolo

detekované mnozstvo CKs 3x niZSie, usymplastu doSlo aZz k 5-ndsobnému néarastu

(Obr. 21C).

48



5 DISKUSIA

Ucelom tejto diplomovej prace bolo potvrdenie hypotéz o efektivnosti ovplyvnenia rastlin
syntetickymi inhibitormi a 0 moznosti izolacie symplastu a apoplastu, ktoré neboli doposial’
sktimané na urovni vedeckych publikacii.

Experimenty izolacie symplastu a apoplastu boli robené z 8-dnovych rastlin Ath-Col-0
podla protokolu uvedeného v dizertacnej praci Antoniadi (2014). Pomocou vyvinutych
LC-MS/MS metdd boli stanovené koncentracné hladiny a distribucia cytokininovych
a auxinovych metabolitov v symplaste a apoplaste izolovannych z koretiov a stonky
Arabidopsis  (Obr.12 aObr.13). Objavené metabolické zastipenie oboch
fytohormonalnych skupin bolo zhodné s publikovanymi profilmi cytokininov (Novak et al.,
2008; Svacinova et al., 2012) a auxinov (Novak et al., 2012; Péncik et al., 2018).

Bolo vsak zistené, ze protokol je nutné optimalizovat’ za i¢elom upresnenia vysledkov
profilovania rastlinnych hormoénov. Optimalizacia bola vztahovana na vyber vhodného
rastového média, biologického materidlu, jeho mnozstva, purifikdciu a normalizaciu
ziskanych dat.

Pri vybere vhodného média bolo rozhodované medzi 2 MS médiom a plnym MS
médiom (Murashige and Skoog, 1962). Rastliny v oboch pripadoch vykazovali dobré
vysledky. AvSak z vysledkov inhibicie rastu primarneho korena a naslednych izolécii, bolo
za vhodné rastové médium zvolené % MS médium, nakolko dizka priméarneho korefia bola
vacsia (Tabul'ka 1), o bolo vyhodnejsie pre nasledujtice experimenty vzhI'adom k mnoZstvu
biologického materidlu a k faktu, Ze 2 MS médium je zdkladnym pouZivanym médiom
v rastlinnej fyziologii (Bidarigh a Azarpour, 2013). V otdzke vhodnosti biologického
materidlu boli zvolené za vhodnejSie korene nez listy z dovodu vyraznejSieho fenotypu
po aplikacii  syntetickych inhibitorov (Obr. 18C) a jednoduchsieho metabolického
profilovania vd’aka absencii fotosyntetickych farbiv (Tarkovska et al., 2014). Vzhl'adom
k vel'kej wvariabilite objemov izolovanych apoplastickych a symplastickych frakcii
(Tabulka 2) boli vysledné CK profily normalizované na vahu vstupného rastlinného
materialu. Bolo tak dosiahnuté nizSej variability vysledkov. Vel'ké rozdiely v objemoch
izolatov mohli byt sposobené nedokonalym vysusenim biologického materialu po oplachu
v destilovanej vode pred samotnou izolaciou. Aj ked boli cytokininy kvantifikované
metddou izotopického zriedovania (Rittenberg a Foster, 1940) za pomoci stabilne
izotopicky znafenych S$tandardov (Novak et al., 2008), pridavok tychhto internych

Standardov bol mozny az v extrakénom kroku po zéachyte frakcii. Izolacia symplastu
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a apoplastu je teda zatazena chybou. Preto sa naskytuje rieSenie v podobe navySenia
biologickych opakovani a zameranie sa na sledovanie vytaznosti, pricom vhodnym rieSenim
by mohlo byt stanovenie celkovych proteinov vo vzorke pomocou napr. pomocou
Bradfordovej metody.

Velké variabilita vSak nebola zistena len pri kroku izoldcie symplastu a apoplastu.
Endogénne koncetracné hladiny cytokininov stanovené¢ pomocou LC-MS/MS vykazovali
vel'ké odchylky medzi vzorkami, preto bolo pristipené k zrazaciemu kroku. Pouzitie
vhodného extrakéného rozpustadla je zadsadny pre minimalizdciu moznej enzymatickej
degraddcie, zniZenie hladin interferujacich latok a efektivnu extrakciu analytov z rastlinnych
tkaniv (Hoyerova et al., 2006). Pre extrakciu cytokininov z komplexnych biologickych
matric je najviac vyuZivany methanol v kombinacii s réznymi aditivami (Tarkowski et al.,
2004; Hoyerova et al., 2006). Preto boli izolaty najskor zraZané do 96% methanolu, pricom
boli skimané 3 rdzne navazky biologického materidlu pouZzitého k izoldcii symplastu
a apoplastu. Bolo zistené, Ze s narastajicou navazkou klesd koncentracia detekovatel'nych
metabolitov (Obr. 15.). Vi¢sie mnozstvo materialu sposobuje zvySenie negativneho vplyvu
matrice vzrorky, €o zapri¢iiuje zmenSenie pomeru signalu analytu k Sumu pozadia
(Simura et al., 2018). Stanovovana vysledna koncentricia analytov je potom nizsia
aneodpoveda skutoénym endogénnym hladinam (Svainova et al., 2012). Vyhoda
prezraZania izolatov v priebehu ich zberu do mikroskiimavky bola preukazana porovnanim
CK profilov vo vzorkach s pridavkom a bez pridavku okyseleného methanolu (Obr. 16).
Aplikécia tohto kroku viedla pravdepodobne ku zvySeniu G¢innosti extrakcie a zamedzeniu
enzymatickej degradacie vzoriek (Ljung et al.,, 2010). Ztohto dévodu boli dalSie
experimenty robené snavdzkami vrozmedzi 0,1-0,2 g ¢.h. za pouzZitia okysleného
methanolu ako extrakéného ¢inidla.

Izolaty symplastu a apopastu boli taktiez podrobené skimaniu cistoty pomocou
Western- blottingu. Bola pouzita protilatka proti cytozolarnemu markeru aktinu, ktora by
podla hypotézy mala byt detekovatel'na len v symplastickej frakcii a v apoplastickej frakeii
by sa nemala vobec vyskytovat (osobna komunikécia s firmou Agrisera). Z vysledkov
na Obr. 14. je zrejmé, ze tato hypotéza bola potvrdena, a protilatka bola detekovana len
v symplastickej frakcii. To znamena, Ze apoplast nebol kontaminovany symplastom. AvSak
bolo spozorované, Ze vyrazny signal v symplastickej frakcii je detekovany posunom
o molekularnu hmotnost’” oproti kontrole. Tato odliSnost mohla byt sposobena vézbou
primarnej protilatky na Stiepny produkt cielového proteinu Aktinu kvoli vysokej

proteolytickej aktivite zapri¢inenej naruSenim rastlinného pletiva pri izolécii. Detekcia
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Cistoty apoplastickej frakcie vSak nebola urobend, nakol'ko doposial’ neexistuje vhodna
protilatka pre marker vyskytujuci sa unikatne v apoplastickej tekutine. Existuju vSak sudie
(Yu et al., 1999), ktoré potvrdzuji 10% kontaminaciu symplastom, no doposial’ nemame
moznost protilatky, ktord by to potvrdila. D4 sa len polemizovat o moznosti vyuZzia
napr. Bradfordovej metody na zistenie mnozstva proteinov vo vzorke.

Vysledné profily CK metabolitov v izolatoch apoplastu a symplastu (Tabulka 3)
odpovedaju zndmym biosytetickym drdham (Spichal, 2012). Taktiez distribicia CK
metabolickych skupin (Obr. 17) a vysoky podiel CK N-glukosidov je v stlade
s publikovanymi profilmi pre celé korene (Svac¢inova et al., 2012). Je ddlezité poznamenat’,
ze detailné CK profily pre symplast a apoplast neboli doposial’ publikované.

Po vykonani vSetkych optimalizacnych krokov bolo pristipené k experimentom so
syntetickymi inhibitormi. Pre Gi€ely tejto diplomovej prace boli vybrané syntetické inhibitory
blokujiice metabolizmus cytokininov. INYCDE ako blokator degradacie pomocou CKX
(Zatloukal, 2008) a Roskovitin ako inhibitor N-glykosilaénych dréh v rastline (Dwivedi et
al., 2010). Inhibitory v tychto experimentoch boli pridavané priamo do rastového média
a rastliny na nich rastli po dobu 8-dni.

Prvym krokom bolo zistenie uc¢innych koncentracii danych inhibitorov, pri ktorych
rastliny vykazovali vyrazny fenotyp. Zo Stadie Koukalova (2015) bolo zistené, Zze INCYDE
dosahuje ucinnej inhibi¢nej koncentracie v 100 nM a zo Stidie Monanté a Menand (2013)
bola zistend uc¢inna koncentracia 1puM Roskovitinu. Z tohto dévodu bola zvolena
koncentracné rada od 10nM az po 10uM koncentracie. Ako pozitivna kontrola pre tieto
experimenty bol zvoleny 100nM tZ. Literatira uvadza, Ze vysokeé hladiny cytokininov mozu
sposobovat’ oxida¢né poskodenie rastlin a navodzovat apoptdézu uz pri koncentraciach
v radoch desiatok mikromolov (Novak et al., 2013; Carimi et al., 2005). Uskuto¢nenym
experimentom (Obr.18.) bolo potvrdené, Ze rastliny pri tychto uc¢innych koncentraciach
inhibitorov (100nM INCYDE a 1uM Roskovitin) vykazovali zniZzenu schopnost’ rastu,
az zakrslost” koreniového systému. Tento fenotypovy znak naznacuje, Ze boli zablokované
cytokininové degradacné drahy, ¢o viedlo ku zvySeniu koncentracie aktivnych baz, a tym
padom rastlina stracala vitalitu (Deikman a Hammer, 1995).

Dalej bol skumany vplyv inhibitorov na signalizaciu cytokininov. Pre tieto ucely bola
vyuzitd konfokalna mikroskopia s pouZzitim mutantnych linii TSCn:GFP. Pri pouZiti tejto
linie pozorujeme signalne dréhy cytokininov v dizke korefia vratane peryciklu (Ziircher et
al., 2013). Ako ukazuju vysledky na Obr. 19., kazdy zo skimanych inhibitorov ma int

distribiciu  signalizacnych drah. Aktivne signaliza¢né drahy po pdsobeni INCYDE
51



su rozlozené najviac v korenovej Spicke a pericykle, pretoze to su Casti korena, kde
sa najviac vyskytuju metabolicky degradacné cesty kontrolované CKX, na ktoré INCYDE
ucinkuje (Antoniadi et al., 2015). Prepojenie G¢inkov Roskovitinu s CK signalizaciou
a N-glykosilaciou nie je zuvedenych vysledkov uplne jasné. Pozorujeme TSCn:GFP
signalizaciu prevazne v korefiovej $picke a pozdiz pericyklu. V rovnakych ¢astiach korena
(napr. v korenovej Spicke) sa predpoklada lokalizacia N-glykosilaénych drah, ¢o by malo
suvisiet’ s koncetracnymi maximami cytokininov a celkovou CK homeostazou (Antoniadi et
al., 2015).

Dalej bol $tudovany vplyv syntetickych inhibitorov na cytokininové profily
u oSetrenych rastlin. Prekvapivo sa distribicia CK nezmenila u rastlin, ktoré vykazovali
znizenu schopnost’ rastu po aplikacii 100nM INCYDE a 1uM Roskovitinu (Obr. 20). Zmeny
v CK profiloch boli detekované az u rastlin pestovanych s pridavkom inhibitorov vo vyssich
koncetraciach (Priloha B). Zaujimavym faktom vsak je, Ze INCYDE ako synteticky inhibitor
na cytokininovej baze (Zatloukal, 2008) vykazuje so zvySujicimi sa koncentraciami vac¢si
podiel cZ typov metabolitov a znizuje sa podiel iP a tZ typov (Priloha C). Tento fakt mdze
byt’ spdsobeny zvysenym stresom v rastline (Schifer et al., 2015). Taktiez sa moze jednat’
o postupné zastavovanie CK biosyntézy z doévodu zvySenej inaktivacie aktivnych
cytokininov pomocou glykosilacie, ¢o je vysledkom c¢iastocnej kompenzécie inhibovanych
CKX drah (Werner a Schmiilling, 2009). Doposial’ su to vSak len domnienky, nakol’ko stale
chybaji v odbornych publikaciach detailné informécie o tom, aké mnoZzstvo cytokininov
je odburavané metabolickou CKX cestou. V pripade Roskovitinu sme inhibiciu
N-glukosilacie na irovni CK metabolitov nepozorovali tak ako v inej Studii (Dwivedi, 2010).
Fenotyp vSak moze byt spdsobeny toxickou koncentraciou alebo ovplyvnenim radom
dalsich fyziologickych procesov (Planchais et al., 2000).

Popri experimentoch vplyvov syntetickych inhibitorov bola urobend izolacia symplastu
a apoplastu zrastlin oSetrenych tymito latkami (Obr.21.). Bolo skimané, ako sa menia
zastipenia metabolitov cytokininov. Bolo zistené, Ze aj ked’ homeostaza CK na trovni
celych rastlin po oSetreni U¢innymi koncentraciami syntetickych inhibitorov nebola
ovplyvnend, vysledky CK profilov v apoplaste a symplaste ukazali vic¢Siu dynamickost
a vplyv na CK metabolizmus. Toto zistenie tak ako v predchaddzajicom pripade nie je moZné
jednoznacne definovat’, nakol’ko je to v rozpore s ocakavanim podla dostupnych ¢lankov
(Aremu et al., 2015; Monanté a Menand, 2013). Nedokazeme posudit, ¢i sa jedna
o inhibi¢ny alebo toxicky ucinok tychto inhibitorov, preto sa pontika moznost’ opakovania

tohto experimentu.
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6 ZAVER

Diplomova praca naplnila stanovené experimentane ciele - stadium vplyvu syntetickych
inhibitorov na dynamické zmeny homeostdzy v rastlinnom tele, zoznamenie sa s technikami
izolacie symplastu a apoplastu a metabolické profilovanie rastlinnych horménov pomocou
metddy kvapalinovej chromatografie spojenej s tandemovou hmotnostnou spektrometriou.

V metodach technik izolacie symplastu a apoplastu bolo uskuto¢nenych niekol'ko
optimalizacnych krokov pre ucely presnejSiecho fytohormonalneho profilovania.
Bolo zistené, ze vyhovujucim médiom pre rast rastlin a naslednt izoladciu symplastu
a apoplastu je 2 MS médium a vhodnym biologickym materidlom je korenovy systém
8-ditovych rastlin, priCom izoldty je vhodné zachytavat do okyseleného methanolu
s internymi Standardami pred samotnou purifikdciou a kvantifikéciou. Taktiez bolo zistené,
ze vhodnym postupom pri vyhodnocovani je vztahovanie latkového mnoZzstva na vahu
rastlinného materialu a nie na objem izolovanej frakcie.

Izol4cie symplastu a apoplastu boli prevedené tspesne. Boli v nich zahrnuté aj kroky
Stidia C¢inkov syntetickych inhibitorov. Boli objavené koncentracie INCYDE
a Roskovitinu prejavujuce sa po fenotypovej stranke v Gcinku na signdlne dréhy.
Fenotypovo rastliny vykazovali zakrpateny vzrast. Konfokalna mikroskopia, ako nastroj
pouzity na detekciu signalnych drah a transportu tychto latok potvrdila ich rozloZenie
do metabolickych miest v tele rastlin. V pripade pouZzitého INCYDE vidime ucinnost’ tejto
latky ako fenotypovo, tak aj metabolicky, no v pripade Roskovitinu pozorujeme ucinky
hlavne na urovni fenotypu. Tento jav mozZe byt spdsobeny tym, Ze Roskovitin je latka
primarne urcend na inhibiciu bunkového cyklu, preto nemusi priamo ovplyviiovat
metabolizmus cytokininov. V tomto pripade mézeme cisto len diskutovat’ o tom, ¢i sa jedna
o inhibi¢nu dévku alebo pre rastlinu toxicku latku. Kazdopadne, na presné potvrdenie tychto

domnienok by bolo potrebné vykonat’ niekol'’ko d’alSich, nadvézujticich experimentov.
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8 PRILOHY

Priloha A — Distribucia (%) cytokininovych metabolitov rozdelenych podl'a jednotlivych

Apoplast

Symplast

CK typov vo frakciach apoplastu (A) a symplastu (B) izolovanych z korenov
8-dnovych rastlin Ath-Col-0. tZ, trans-zeatin; cZ, Ccis-zeatin, DHZ,
dihydrozeatin; iP, isopenetnyladenin; R, ribosid; 5’MP, 5°-monofosfat; OG, O-
glukosid; 7G, 7-glukosid; 9G, 9-glukosid.
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Priloha B — Distribuciua cytokininovych metabolitov (%) u 8-diiovych rastlin Ath-Col-0 po aplikacii syntetickych inhibitorov (INCYDE
a Roskovitin) v jednotlivych koncentraciach od 10 nM po 10 uM. Ako kontrola boli rastliny Ath-Col-0 pestované po dobu 8-dni na

%> MS médium s 0,08% DMSO (Mock). B, CK baze; R, CK ribosidy, NT, CK nukleotidy, NG, CK N-glukosidy; OG, CK O-
glukosidy.
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Priloha C — Distribucia CK-typov (%) u 8-diovych rastlin Ath-Col-0 po aplikacii syntetickych inhibitorov (INCYDE a Roskovitin) v jednotlivych
koncentraciach od 10 nM po 10 uM. Ako kontrola boli rastliny Ath-Col-0 pestované po dobu 8-dni na 2 MS médium s 0,08%
DMSO (Mock). tZ, trans-zeatin; cZ, cis-zeatin, DHZ, dihydrozeatin; iP, isopenetnyladenin.
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Priloha D — Distribucia (%) cytokininovych metabolitov rozdelenych podla jednotlivych
CK typov vo frakciach apoplastu (A) a symplastu (B) izolovanych z korenov
8-diiovych rastlin Ath-Col-0 po aplikacii syntetickych inhibitorov (INCYDE

a Roskovitin) v porovnani s kontrolou 2 MS médium s 0,08% DMSO (Mock).
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