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Cytokininy, plnici v rostlinach funkci hormonu, jsou
syntetizovany také u cyanobakterii, které jsou
povazovany za  pravdépodobné  predchudce
chloroplastt. U Nostoc PCC 7120 byly objeveny geny
kodujici proteiny metabolismu cytokininG. U proteinu
cytokinindehydrogenasy, jez degraduje cytokininy na
adenin nebo N°-substitutuovany adenin a aldehyd
odvozeny od postranniho fetézce, nebyla dosud
prokazana enzymova aktivita. Proto byla provedena
studie, jejimz cilem bylo zjistit, zda a jak Nostoc
metabolizuje cytokininy. Tritiem znacené cytokininy
isopentenyladenin, isopentenyladenin ribosid
a benzyladenin, které vstoupily z média do bunék,
byly zcela metabolizovany. Vzniklé slouceniny byly
po precidténi extrakci na pevné fazi separovany
HPLC/UV metodou a radioaktivita v jednotlivych
frakcich byla méfena scintilaénim detektorem.
NejvétSi Cast radioaktivity byla nalezena ve smési
dvou metabolitli, z nichz jeden byl pravdépodobné
adenin. Druhy detekovany metabolit nebyl
identifikovan. V navazujici studii budou cytokininy
separovany na vhodnéjSi koloné a neznamé
metabolity identifikovany hmotnostnim
spektrometrem.
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Cytokinins, functioning as plant hormones, are
also synthesized in cyanobacteria, which are
considered to be likely precursors of
chloroplasts. The genes coding proteins of
cytokinin  metabolism were discovered in
cyanobacteria Nostoc PCC 7120. Enzyme
activity of a putative cytokinindehydrogenase,
the protein that degrades cytokinins to adenine
or N°-substituted adenine and aldehyde derived
from side chain, has still not been
demonstrated. Therefore, a study aimed to
determine, whether and how cytokinins are
metabolized by Nostoc, was performed.
Tritium-labeled cytokinins isopentenyladenine,
isopentenyladenine riboside and
benzyladenine, which were taken by cells from
the media, were completely metabolized. The
resulting compounds were, after purification by
solid phase extraction, separated by HPLC/UV
method and the radioactivity in resulting
fractions was measured by scintillation
detector. The largest portion of radioactivity
was found in a mixture of two metabolites, one
of which was probably adenine. The second
detected metabolite was not identified. In the
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Cile prace

Teoreticka cast:

e Shrnout dosavadni poznatky o vyskytu a metabolismu fytohormonu
u cyanobakterii.
e \Vypracovat prehled znamych poznatkl o cyanobakteriich jako

pravdépodobnych pFedcich chloroplastu rostlin.

Prakticka cast:

o Precisténi cytokininovych metabolitl z kultivatniho média a bunék
cyanobakterie Nostoc PCC 7120 extrakci na pevné fazi.

e Separace metabolitd metodou HPLC/UV a analyza frakci pomoci
scintilaéniho detektoru.

e Urcit zda a jakym zplsobem Nostoc PCC 7120 metabolizuje cytokininy.
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1 Cyanobakterie

1.1 Obecné vlastnosti

Kmen Cyanobakterie se tradi¢né déli podle morfologického hlediska do péti fadu:
Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales a Stigonematales. Z tohoto
hlediska se uvazuje: zpusob déleni, pfitomnost heterocyt a tvar buriky a viaken (Knoll,
2008).

Jedna se o skupinu, ktera je morfologicky i ekologicky velmi rozmanita, nebot se
cyanobakterie nachazeji jak na pousti, tak i v polarnich oblastech. NejenZe snaseji
extremni teploty a hodnoty pH, ale také vysoké koncentrace chloridu sodného
(Kalina & Varia, 2005).

Cyanobakterie (téZ sinice) se fadi mezi gramnegativni prokaryotické buriky
méfici obvykle v priiméru 0,5-1 um. Patfi mezi oxidativné fotoautotrofni organismy
schopné fixovat vzdusny dusik. Diky schopnosti fotosyntézy je jejich vyvoj spojen se
vznikem atmosféry obsahujici kyslik. K fixaci dusiku je zapotfebi anaerobni prostfedi,
ve kterém je aktivni enzym nitrogenasa. Anaerobni prostifedi zajistuji specializované
bunky heterocyty. Vytvofené dusikaté latky poskytuji cyanobakterie v symbiéze svému
hostiteli. Pravé symbidéza, do niz vétSina sinic ochotné vstupuje, hrala ve vyvoji
fotoautotrofnich organismu zasadni roli, nebot touto interakci pravdépodobné vznikly
chloroplasty (vice v kapitole: Endosymbioticky plavod chloroplastu) (Kalina & Vana,
2005; Madigan et al., 2009).

Obrazek 1: Nostoc PCC 7120 (pfevzato z Flores & Herrero, 2010)



Cyanobakterie produkuji biologicky aktivni sekundarni metabolity — cyanotoxiny,
které mohou zpUsobovat i smrtelné otravy. Toxické uCinky se jizZ mohou projevit pfi
kontaktu s vodou obsahujici cyanobakterie, pfipadné jejim pozitim. Pfi jejich
pfemnozeni ve vodach bohatych na fosfore¢né a dusikaté latky vznika tzv. vodni kvét.
Tyto bakterie jsou schopné se udrzet na povrchu hladiny, nebot obsahuji aerotopy
tvofené plynovymi méchyfky nachazejicimi se v cytoplasmé (Kalina & Vana, 2005).

Cyanobakterie jsou vyuzivany v biotechnologickych procesech pro svuj vysoky
obsah protein( v susiné. Lyofilizovana suSina se pouziva jako dieteticky potravni
doplnék, dale modry fykocyanin mlze nahrazovat radionuklidy pfi sledovani
metabolickych procesu (Kalina & Vana, 2005).

Cyanobakterie, mimo schopnosti fixovat vzdusny dusik (Hussain & Hasnain,
2011), produkuji rostlinné hormony a dalSi biologicky aktivni latky jako jsou vitaminy,
aminokyseliny, polypeptidy, polymery, antibakterialni a antifungalni latky
a exopolysacharidy, které maji kladny ucinek na péstovani ryze, pSenice, kukufice
a baviny. Néktefi zastupci rodd Microcystis, Nostoc, Oscillatoria a Anabaena naopak
produkuji toxické mikrocystiny, kterymi 8kodi rostlinam (Osman et al., 2010). Kromé
jiného pravé fytohormony podporuji rast rostlin zvySenim koncentrace rostlinnych
endogennich cytokinind a auxinli, nebot cyanobakterie mimo jejich biosyntézy maji
schopnost je uvolfiovat v rhizosfére, odkud je rostlina absorbuje (Hussain & Hasnain,
2011). Biofertilizace cyanobakteriemi spolu s chemickymi hnojivy zvySuje Kkliivost
semen, rlst kofenu i nadzemni €asti, metabolické procesy a snizuje vliv rizikovych

faktoru zivotniho prostfedi (Osman et al., 2010).

2 Metabolismus fytohormonu u cyanobakterii

Fytohormony se déli do péti zakladnich skupin: cytokininy, auxiny, gibberelliny,
kyselina abscisova a ethylen. Mimo né muzeme dale uvést polyaminy,
brassinosteroidy, jasmonaty, kyselinu salicylovou a v posledni dobé& objevené
strigolaktony (Frébort et al., 2011). Fytohormony jsou dulezité latky regulujici
fyziologické procesy v rostlinach, napf. kli¢eni, rast, vétveni, dormanci, senescenci,
kveteni, zrani plodu, dale ovliviiuji expresi genu, syntézu ruznych metabolitd
a v neposledni fadé zvySuji odolnost vici klimatickym cinitelim, jak je shrnuto
v recentni publikaci Tsavkelova et al. (2006).

Na typu interakce mezi bakterii (pravdépodobné i cyanobakterii) a rostlinou

zavisi dostupnost cytokinini a dalSich hormonu pro rostlinu. Bakterie Ize rozdélit na
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volné se vyskytujici v oblasti kofene a zijici s rostlinou v symbiotickém vztahu
(Stirk & van Staden, 2010). Latky produkované volné Zijicimi organismy ovliviuji
rostlinu v mensi mife, nebot uvolnéné fytohormony mohou byt na cesté ke kofenim

metabolizovany jinym mikroorganismem (Bashan & Holguin, 1997).

2.1 Cytokininy

Cytokininy patfi mezi slouCeniny odvozené od adeninu. Adenin je v poloze
N® substituovan isoprenoidnim Fetézcem nebo aromatickym jadrem (Obr. 2). Do
skupiny isoprenoidnich cytokinint lze zafadit N°-(A*-isopentenyl)adenin (iP), trans-
zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a dihydrozeatin (DHZ) (Sakakibara, 2006). K aromatickym
cytokinindm patfi benzyladenin (BA), ortho-topolin (0T), meta-topolin (mT) (Strnad,
1997), ortho-methoxytopolin  (MeoT) nebo  meta-methoxytopolin  (MemT)
(Tarkowska et al., 2003).

V organismech se cytokininy vyskytuji v biologicky aktivni a neaktivni formé.
Neaktivni formu reprezentuji cytokininy modifikované na adeninu nebo postrannim
fetézci vazbou s molekulami sacharid. Modifikace jsou nezbytné pro jemnou regulaci

koncentrace aktivnich cytokinin( (Auer, 1997).

CH,
| e CH,
= =7 TCH4
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)\ ¥
QP T
#
A S
H
NEé-benzyladenin N&(A%isopentenyl)adenin NE{AZ-isopentenyl)adenin ribosid

Obrazek 2: Struktura vybranych cytokinint

Cyanobakterie pravdépodobné& obsahuji minimalni geneticky aparat potfebny
v metabolismu cytokininU a rostliny tyto geny patrné ziskaly lateralnim pfenosem pfi
endosymbidze (Schmdiilling et al., 2003; Frébort et al., 2011). Do sou€asné doby nebyla

metabolismu cytokinind u cyanobakterii vénovana pfiliSna pozornost.
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2.1.1 Biosyntéza cytokinint

Biosyntéza cytokinini u bakterii probiha jako v rostlinach de novo syntézou
a degradaci tRNA, presto v8ak existuje nékolik rozdilu.

Prvnim krokem de novo syntézy u rostliny Arabidopsis thaliana je navazani
dimethylallyldifosfatu  (DMAPP) nebo hydroxymethylbutenyldifosfatu (HMBDP) do
polohy N°® na adenosin 5'-fosfat (AMP, ADP nebo ATP), ktery je katalyzovan
adenylatdimethylallyltransferasou  (IPT, EC 2.5.1.27) (Sakakibara, 2006).
U cyanobakterie Nostoc PCC 7120 a Anabaena variabilis ATCC 29413 se nachazi
IPT, vysoce homologni k rostlinné IPT (Frébort et al., 2011). Méfenim afinity IPT
A. thaliana a Agrobacterium tumefaciens k akceptoru ATP/ADP a AMP se Zzjistilo, ze
rostlinna IPT upfednostiiuje ATP/ADP, ovSem bakterialni ma pro zménu vysokou
afinitu k AMP. Ukazalo se, ze geny pribuzné s geny kodujici IPT u A. tumefaciens se
nachazeji také v Nostoc (Kakimoto, 2003). U A. thaliana byly nalezeny dva geny
CYP735A1 a CYP735A2 kdédujici cytochrom P450 monooxygenasu (EC 1.14.14.2),
ktera katalyzuje hydroxylaci iP nukleotidd na tZ nukleotidy, jenz jsou dalSimi kroky
pfeménény na tZ (Takei et al., 2004).

Cytokininy také vznikaji degradaci tRNA. Byly zjiStény v hydrolyzatech tRNA
nesouci antikodon, ktery je komplementarni ke koddénu zalinajici uracilem.
V antikodénu se nachazi prenylovany adenosin (Sakakibara, 2006). Timto zpusobem
se ziskava v rostlinach maximalné 40 % cytokinin (Kakimoto, 2003). Podstatné vétsi
roli hraje degradace tRNA pravdépodobné u cyanobakterii a bakterii obecné.
U Acaryochloris marina MBIC 11017, Microcoleus chthonoplastes PCC 7420,
Nodularia spumigena CCY 9414 se predpoklada, Ze syntézu cytokinini katalyzuje
pouze  tRNA-dimethylallyltransferasa  (tRNA-IPT, EC 2.5.1.75). Rovnéz
Nostoc PCC 7120 a Anabaena variabilis ATCC 29413 maji geny pro tRNA-IPT
(Frébort et al., 2011). Miyawaki et al. (2006) experimentalné potvrdili u A. thaliana, ze
tRNA-IPT je vyznamnym zdrojem cZ. Mimo cZ se hydrolyzou tRNA nejspi$ ziskava

malé mnozstvi iP, ktery je poté pfeveden na tZ.

2.1.2 Degradace a deaktivace cytokinint

Vrostlinach  jsou cytokininy nevratné oxidacné degradovany reakci
katalyzovanou cytokinindehydrogenasou (CKX; EC 1.5.99.12) na adenin nebo
N°-substituovany adenin a aldehyd odvozeny od postranniho fetézce. U rdznych druhd
vysSich rostlin je CKX kédovana rodinou genli. Geny homologni k rostlinnym genim

byly rovnéz nalezeny v cyanobakteriich Nostoc PCC 7120, Anabaena variabilis

! Né&kteti autofi pouzivaji také oznaéeni Anabaena PCC 7120.
-12-



ATCC 29413, Acaryochloris marina MBIC11017, Microcoleus chthonoplastes PCC
7420 a Nodularia spumigena CCY 9414 (Frébort et al., 2011). Porovnanim sekvenci
hypotetickych CKX proteind  vySe uvedenych cyanobakterii se ZmCKX1
(cytokinindehydrogenasa kukufice) a AtCKX7 (cytokinindehydrogenasa A. thaliana)
vyplyva, ze jejich homologie k ZmCKX1 a AtCKX7 se pohybuje jen kolem 20 %
(Smékalova, 2008). Ve struktuie proteinu CKX poblizZ N-konce se nachazi u vétsiny
rostlin konzervovana sekvence tfi aminokyselin GHS. His105 (Cislovani vztazeno
k sekvenci aminokyselin u proteinu ZmCKX1) je kovalentné vazan kofaktor FAD
(flavinadenindinukleotid) pfes  8-methylovou skupinu alloxazinového  kruhu
(Malito et al., 2004). U Nostoc PCC 7120 byl na stejném misté objeven motiv GYT
a FAD pravdépodobné vytvafi vazbu s tyrosinem. Dale u Nostoc v misté vazani
substratu neni pfitomna aminokyselina Asp169 (Frébort et al. 2011), jez se nachazi ve
vazebném misté substratu a kterd vytvari vodikovou vazbu s N°® substratem
(cytokininem) a spolu s Glu288 vytvafi par, ktery usnadnuje oxidaci
(Malito et al., 2004). Po sérii pokusu k prokazani enzymové aktivity hypotetické CKX
u Nostoc PCC 7120 se ji ovSem nepodafilo zaznamenat. Neni tedy jisté, zda protein
kédovany genem s homologii k rostlinné CKX nema v mikroorganismu jinou funkci
(Smékalova, 2010).

Cytokininy se kromé degradace CKX deaktivuji i glykosylaci. K N-glukosylaci
irreverzibilng dochazi na adeninu v pozici N°, N’ a N°. Ke glykosylaci také pfispiva
O-glukosylace, ktera probiha na hydroxylové skupiné postranniho fetézce zeatinu.
V tomto pfipadé se vSak jedna o vratny proces. Deglukosylaci katalyzuje enzym
B-glukosidasa (EC 3.2.1.21), ktera nema schopnost Stipat N-glukosidy, mimo téch
vazanych v N* pozici (Sakakibara, 2006).

DalSim zpUsobem deaktivace je fosforibosylace cytokining, ktera je katalyzovana
adeninfosforibosyltransferasou (APRT; EC 2.4.2.7) (Sakakibara, 2006).

2.1.3 Analyza cytokinintl u sinic

Stirk et al. (1999) za pomoci biotesti a chromatografickych metod potvrdili
pfitomnost iP v cyanobakterii Arthronema africanum (fad Oscilatoriales).

O tfi roky pozdéji Stirk et al. (2002) obdobnym zpusobem jako v pfedchozim
pfipadé detekovali cytokininy u Calothrix (fad Nostocales) a Phormidium animale (fad
Oscilatoriales). VSechny druhy obsahovaly vysokou koncentraci zeatin( a jejich ribosid
derivat(l. Téz byly detekovany iP a iPR (N®-(A%-isopentenyl)adenin ribosid).

HPLC-MS analyzou cytokininll u péti druht cyanobakterii Anabaena, Oscillatoria,

Phormidium, Chroococcidiopsis a Synechosystis bylo uréeno pét cytokininu: tZ, cZ, ZR
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(zeatin ribosid), ZOG (zeatin-O-glukosid) a DHZR (dihydrozeatin ribosid) (Obr. 3).
Nejvyssi koncentrace cytokininl v burice i v médiu se nachazela u Chroococcidiopsis.
U Oscillatoria a Phormidium byly cytokininy vyluCovany do média minimalné. ZOG byl
pozorovan pouze Vv kultufe u Chroococcidiopsis. Poprvé byl u cyanobakterii, konkrétné
u Anabaena a Chroococcidiopsis detekovan DHZR. ZR nebyl zjistén vlbec
u Synechosystis, ale nejvétsi zastoupeni z cytokinind meél u Oscillatoria. Naopak
u tohoto druhu mél nejmensi podil tZ, i u ostatnich druhl s vyjimkou Phormidium
dosahl pouze mensinového zastoupeni. cZ nebyl detekovan pouze u druhu Anabaena
(Hussain et al., 2010).

MZOG MDHZR MZR HcZ MtZ

100% -
80%
60%
40%
20%

0%

Obrazek 3: Znazornéni podilu jednotlivych cytokinind u druh(: Ckl = Anabaena,
Ck2 = Oscillatoria, Ck3 = Phormidium, Ck4 = Chroococcidiopsis, Ck5 = Synechosystis.
Provadél se rozbor endogennich cytokininl (A) a cytokinind uvolnénych do kultivaéniho
média (R) (Hussain et al., 2010).

Pfidanim exogenniho kinetinu ke kultufe Anabaena doliolum se Zzjistilo, Ze
stimuluje tvorbu pigmentd, rdst a fixaci molekularniho dusiku v heterocytech (Kapoor &
Sharma, 1981).

Selivankina et al. (2006) jako prvni prokazali in vitro vliv exogennich BA a tZ na
transkripéni aktivitu RNA polymerasy u cyanobakterie Synechocystis PCC 6803.
Cyanobakterie pravdépodobné obsahuiji faktory, které indukuji cytokininovou aktivaci
transkripce. Tyto faktory jsou zfejmé obdobou k chlCBP (chloroplastické proteiny
vazajici cytokininy), které se nachazeji v rostlinnych chloroplastech, kde aktivuji RNA
a DNA polymerasy (Kulaeva et al., 2000). DalSim experimentem zjistili, Ze chICBP
izolovany z jeCmene také aktivoval transkripci u sinic (Selivankina et al., 2006). Mimo
jiné cyanobakterie také zifejmé vlastni receptory pro percepci cytokininovych signald,
které jsou ov8em odliSné od receptorld, jenz se nalézaji v rostlinach
(Frébort et al. 2011).

-14 -



Metabolismus cytokininG ovliviuji i jiné rostlinné hormony, proto v dalSich

podkapitolach budou struéné popsany auxiny a ostatni fytohormony.

2.2 Auxiny

Jedna se o skupiny riznorodych latek, které se vyznacuji pfevazné aromatickym
systémem — naftalenem, fenylem nebo indolem (Bajguz & Piotrowska, 2009). Auxiny je
mozno rozdélit do dvou skupin: endogenni a syntetické. Za hlavni endogenni auxin se
oznaCuje Kyselina indol-3-octova (IAA), dale se do této skupiny fadi kyseliny
4-chlorindol-3-octova (4-ClI-1AA), indol-3-maselna (IBA) a fenyloctova (PAA). Pod
pojmem syntetické auxiny se rozumi heterogenni syntetické latky pUsobici jako auxiny
(Simon & Petrasek, 2011).

Obdobné jako u cytokinini se i auxiny vyskytuji ve formé konjugatli a rovnéz
timto  zpusobem usmériiuji  koncentraci biologicky  aktivnich auxind
(Bajguz & Piotrowska, 2009).

2.2.1 Biosyntéza a degradace auxinu

U cyanobakterii se auxiny syntetizuji nékolika zpUsoby. Tfi cesty zaviseji na
pritomnosti tryptofanu a pouze jedna nepotfebuje k syntéze IAA tryptofan (Tsavkelova
et al., 2006).

U Nostoc PCC 73102, Nostoc 268, Nostoc PCC 9229 a Nostoc azollae se
syntetizuji auxiny cestou, kde nejprve dochazi k deaminaci tryptofanu na
indol-3-pyruvat, ktery je poté katalyticky dekarboxylovan na indol-3-acetaldehyd.
Poslednim krokem je oxidace na IAA (Sergeeva et al., 2002). U Chlorogloea fritschii
(Fad Stigonematales) (Tsavkelova et al., 2006) zagina syntéza dekarboxylaci tryptofanu
na tryptamin, jenz je posléze pfeveden na indol-3-acetaldehyd, a nakonec opét
oxidovan na IAA (Spaepen et al., 2007). Posledni typ syntézy zavisly na tryptofanu byl
v pfipadé cyanobakterii identifikovan u Synechocystis PCC 6803 a Synechococcus
WHS8102 (Sergeeva et al., 2002). Tryptofan zde dvéma rdznymi reakcemi pfechazi na
indol-3-acetonitril, ktery je hydrolyzovan na IAA. U cyanobakterii se syntetizuje IAA
také nezavisle na tryptofanu. V mechanismu této cesty je stale mnoho
nezodpovézenych otazek. Vi se ale, ze jako prekurzor IAA slouzi indol nebo

indol-3-glycerolfosfat (Spaepen et al., 2007).
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Bakterie mohou auxiny také degradovat, bud’ pfeménou na neaktivni formu nebo
mineralizaci, jiz ziskavaji uhlik nebo dusik. Zatim nebyly objeveny vSechny geny

kodujici enzymy zapojené do odbourani (Leveau & Gerards, 2008).

2.2.2 Analyza auxint u sinic

Stirk et al. (2002) také provedli analyzu auxind. U druhd Calothrix a Phormidium
animale fazolovym biotestem detekovali pouze velmi malou aktivitu auxing.

Ve stejném roce Sergeeva et al. (2002) analyzovali pfitomnost auxinu
u 34 cyanobakterii (16 volné zijicich a 18 symbiotickych). Pomoci Salkowskiho
kalometrie zjistili auxiny u 38% volné Zijicich a 83% symbiotickych cyanobakterii. Dale
metodami ELISA a GC-MS zméfili, Ze volné Zijici cyanobakterie vykazovaly nizsi
koncentrace endogennich a exogennich |IAA oproti symbiotickym. Také zjistili, Ze
u obou skupin exogenni tryptofan pozitivné ovliviiuje biosyntézu auxind, ale negativné
jejich vylu€ovani do prostfedi.

Obdobny experiment prokazani auxind provedli Hussain et al. (2010)
UPLC-ESI-MS/MS analyzou u péti druhd cyanobakterii Anabaena, Oscillatoria,
Phormidium, Chroococcidiopsis a Synechosystis. Mimo jiné bakterie druhu Anabaena
produkovaly nejvice IAA a vpofadi za nimi nasledoval druh Synechosystis.
U Anabaena, Oscillatoria a Phormidium pfeviadala akumulace auxind nad jejich
uvolhovanim. To ovSem neplatilo pro Synechosystis a Chroococcidiopsis.

Auxiny u cyanobakterii podporuji rist a rozvoj (Tsavkelova et al.,, 2006)
a v neposledni fadé u Anabaena doliolum stimuluji fixaci dusiku (Kapoor & Sharma,
1981).

2.3 Ostatni hormony

K nejrozsifenéjSim hormonum v pfirodé patfi gibberelliny. Poprvé byla aktivita
gibberelini potvrzena pomoci GA-biotestu u cyanobakterie Phormidium foveolarum
(Gupta & Gupta, 1973). Také Cylindrospermum a Anabaenopsis z fadu Nostocales
syntetizuji gibberelliny. Exogenni gibberelliny plsobici na rod Anabaena stimuluji rdst
afixaci dusiku (Tsavkelova et al., 2006). U Microcystis aeruginosa (fad
Chrooccoccales) vysoka hladina exogenniho gibberellinu A; (GA3) stimuluje rust
a tvorbu mikrocystinu (Pan et al., 2008). Funkce a biosyntéza téchto hormonu

v bakteriich zatim nebyla zcela prozkoumana.
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Ani o dalSim hormonu, kyseliné abscisové (ABA), neni pfili§ znamo. Byla
detekovana u jedenacti druhG cyanobakterii. V rostlinach pusobi ABA jako stresovy
hormon. Nékolika experimenty se doslo k zavéru, ze odpovéd na stres u cyanobakterii
nutn€ neznamena zvySeni endogenni hladiny ABA (Hartung, 2010). Exogennim
pusobenim hormonu na Anabaena HA 101 se snizila propustnost cytoplasmatickeé
membrany pro ionty a proteiny (Huang, 1991). Dale ABA pozitivné ovlivriuje tvorbu
heterocyt a c¢innost nitrogenasy v Nostoc 6720 (Smith et al., 1987). Obdobnych
vysledkl bylo dosazeno rovnéz u Nostoc muscorum a Trichormus variabilis
(Hartung, 2010).

Stejné jako v pfedchozich pfipadech ani o ethylenu v cyanobakteriich neni
publikovano pfili§ informaci. Tento hormon byl u cyanobakterii studovan
Huang & Chow (1984).

3 Endosymbioticky ptlivod chloroplastt

Jiz vroce 1885 si Schimper v8iml analogii mezi plastidy a volné Zijicimi
cyanobakteriemi. Na zaCatku dvacatého stoleti ,Mereschkowsky vyslovil hypotézu
o0 symbiéze dvou plazem v burice rozsivek. Ktéto teorii se védci vratili az
v padesatych letech, kdy byla prokazana geneticka autonomie chloroplasti
(Kalina & Vana, 2005).

3.1 Fotosynteticky aparat u sinic a vyssich rostlin

Fotosynteticky aparat sinic je tvofen plochymi méchyiky — thylakoidy
obklopenymi fotosyntetickou membranou. Tyto méchyiky se v burice vétSinou nalézaji
pod buné&nou sténou nebo v protoplastu. Na vnéjSi strané membrany thylakoidu jsou
vazany polokulovité proteinové komplexy - fykobilizomy pfedstavujici anténni systém,
ktery sbira svételnou energii a pfenasi ji do reakéniho centra fotosystému Il. Ten spolu
s fotosystémem | vyplfiuje vnitfni prostor thylakoidu. Fykobilizomy se skladaji ze ti
fykobiliprotein: modrého allofykocyaninu a fykocyaninu a €erveného fykoerytrinu. Dale
jsou zastoupeny i jiné fotosyntetické pigmenty jako B-karoten, zeaxantin, echinenon,
kantaxantin a myxoxantofyl. V cytoplasmé je ulozen chlorofyl a, ktery je pro

cyanobakterie nepostradatelny (Kalina & Vana, 2005).
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U Gloeobacter violaceus thylakoidy chybi a pigmenty jsou tudiz soucasti
plazmatické  membrany. U  Prochloron,  Prochloroccoccus, Prochlorothrix
a Acaryochloris chybi fykobilizomy a thylakoidy jsou podobné jako v chloroplastech
srostlé. Kromé chlorofylu a se vyskytuje u skupiny Prochloron, Prochloroccoccus,
Prochlorothrix také chlorofyl b, u Prochloroccoccus chlorofyl ¢ a u Acaryochloris
chlorofyl d (Kalina & Vana, 2005).

U vysSich rostlin fotosyntéza probiha také na membrané thylakoidu, které se ale
nachazeji v chloroplastech, jejichz velikost se pohybuje mezi 2-5 ym. Tato organela je
obklopena dvéma membranami vzdalenymi 5-10 nm (Keegstra et al.,, 1984).
Membrany uzaviraji hustou tekutinu — stroma, ve které jsou thylakoidy naskladany na
sebe a tvofi tzv. grana. Na rozdil od cyanobakterii se chlorofyly a a b nachazeji

v thylakoidni membrané (Campbell & Reece, 2005).

3.2 Endosymbioticky vznik plastidu

Uvodem je nutno zminit, Ze o endosymbidze plastid(i neexistuji ve fosilnich
nalezech zadné pfimé dukazy (Bergman et al., 2008). Plastidy se podle zpUsobu
endosymbidzy déli na primarni, sekundarni a terciarni (Howe et al., 2008).

Primarni plastid vznikl fagocytézou volné Zzijici cyanobakterie nefotosyntetizujici
burikou Protozoa obsahujici jadro, cytoskelet a mitochondrie (Obr. 4) (Cavalier-Smith,
1982).

Ve vyS8Sich rostlinach je wvnitfni membrana chloroplastu homologni
k cytoplazmatické membrané cyanobakterii, ale plvod vnéjSi membrany je nejisty.
Podoba se vSak bunétné sténé cyanobakterii (Keegstra et al., 1984), nebot u vnéjsi
membrany  byla prokazana pfitomnost  galaktolipidl a karotenoidU
(Jurgens & Weckesser, 1985) a také byl pfed nékolika lety u nékterych cyanobakterii
nalezen protein homologni k chloroplastidovému proteinu Toc75 (,translocon of the
outer membrane of the chloroplast) (vice mechanismus importu proteind do
chloroplastu) (Reumann et al., 1999; Moslavac et al., 2005). Nicméné hlavni lipidova
slozka vnéjSi membrany chloroplastu fosfatidylcholin, ktery je eukaryotického typu,
spiSe podporuje teorii, Ze membranu syntetizuje nefotosyntetizujici eukaryoticka burika
(Bolter et al., 1998).

VétSina védcl podporuje monofyleticky puvod primarniho plastidu (vznikl
jedinkrat z jediné pavodni cyanobakterie), ale néktefi autofi napf. Nozaki et al. (2007)

a Stiller et al. (2007) se spiSe priklanégji k polyfyletickému pavodu. Podle monofyletické
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hypotézy obsahuji primarni plastid tfi hlavni skupiny organismu: Chloroplastida (zelené

fasy a rostliny), Rhodophyta a Glaucophyta (Howe et al., 2008).

membrana

Protozoa (biciliata) potravni vakuoly

Cyanobakterie peplidoglykan ztrata membrany potr. vakuoly

vznik:
triosa-fosfatoveho transportéru
protei-import mechanismus

ztrata fykobilizom
shlukovani thylakoidu

Chloroplastida

Obrazek 4: Plvod primarniho plastidu. Cyanobakterie obsahujici fykobilizomy byla
fagocytovana burnikou Protozoa (biciliata) a pfemé&néna na organelu. Poté doslo
k eliminaci membrany potravni vakuoly, coZz umoznilo vyvoj mechanismu importu
proteind a triosa-fosfatového transportéru. Pouze Glaucophyta si zachovala
peptidoglykan. Chloroplastida nasledné ztratila fykobilizomy a thylakoidy vytvofily
grana. K tomuto nedos$lo u Rhodophyta (pfevzato z Cavalier-Smith, 2000).

Daldi skupiny eukaryot ziskaly plastidy, které obsahuji tfi nebo &tyfi membrany
ato procesem sekundarni nebo terciarni endosymbiozy. PFi vzniku sekundarniho

plastidu dochazi k pohlceni fotosyntetické eukaryotické bunky heterotrofni
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eukaryotickou burikou. Ve vétSiné pfipadd dochazi ke ztraté jadra fotosyntetické
eukaryotni buriky. Pokud dojde ke ztraté sekundarniho plastidu z fotosyntetické
eukaryotni bunky a nahrazeni plastidem z jiného zdroje vznika terciarni plastid. Na
rozdil od plvodu primarniho plastidu neni pochyb, Ze tyto procesy v evoluci probéhly
nékolikrat (Howe et al., 2008).

3.2.1 Transport genu do jadra a potencialni symbiont

Evoluéni analyzou A. thaliana bylo zjisténo, ze chloroplasty kéduji jen 5-10 %
celkového genomu cyanobakterie. Nékteré dalSi geny byly pfeneseny do jadra nebo
byly zcela ztraceny. U A. thaliana pfedstavuji pfenesené geny pfiblizZné 18 % jaderného
genomu (Martin et al., 2002). Pro uspesny pfenos genl z chloroplastu do jadra je
nutna pfitomnost mechanismu, ktery poté importuje proteiny kédované geny
cyanobakterie do chloroplastu (Soll & Schleiff, 2004). Rovnéz bylo zjisténo, Ze vice jak
polovina proteind kddovana geny cyanobakterii neni importovana zpét do plastida, ale
v organismu rostlin prevzaly jiné rlznorodé funkce - jakymi jsou odolnost
vlici chorobam nebo intracelularni transport proteini (Martin et al., 2002).

Podle Larkuma et al. (2007) pfedstavuje monofyleticka hypotéza zjednoduSeni
toho, co se skute¢né udalo. Navrhli tzv. ,model nakupni tasky“, jenz naznacuje, Ze
u nékterych nestabilnich endosymbiontll mohlo dojit k jejich lyzi. Pravé lyzi mize DNA
snadno vstoupit do hostitelského jadra a pretrvat v ném, pfestoZze se endosymbiont
v burice jiz nenachazi. Pokud poté dojde k uspésné endosymbibéze, vznika hybridni
plastid, kde vétSina proteinu, které byly transportovany do plastidu, pochazi od
uspésného endosymbionta a nékteré od neuspésného. V rozboru genomu A. thaliana
se ukazalo, Ze jaderny genom obsahoval geny ze tfi druhd cyanobakterii:
Synechocystis PCC6803, Prochlorococcus marinus MED4 a Nostoc punctiforme
ATCC 29133, nicméné vétSina protein0 se shodovala s proteiny N. punctiforme
(Martin et al., 2002). Dal8imi potencialné uspésnymi symbionty také mohou byt Nostoc
PCC 7120 a Anabaena variabilis ATCC 29143. Po¢et homolognich genl cyanobakterie
pfevedenych do rostliny zfejmé souvisi s velikosti genomu cyanobakterie. Nicméné je
nutno zminit, ze velikost genomu nema vliv na sekvencéni podobnost srovnavanych
proteini cyanobakterie a rostliny (Deutsch et al., 2008). Mimo jiné vyznamnou roli hraje
také lateralni pfenos gend mezi cyanobakteriemi, ktery je velmi hojny
(Zhaxybayeva et al., 2006). Z vysledkl experimentd vyplyva, Ze za predchudce
plastidi 1ze s nejvétSi pravdépodobnosti oznacit vlaknité cyanobakterie, jez tvofi

heterocyty a poskytuji hostiteli dusik (Deutsch et al., 2008).
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Je nutno zminit, Ze tyto vysledky jsou vrozporu s vysledky experimentu
provedenym Deschamps et al. (2008), ktefi navrhli, ze u pfedkd rostlinné FiSe se
nachazi geneticky aparat zodpovédny za tvorbu Skrobu, ktery bézné maji rostliny.
Syntéza a ukladani Skrobu byly prokazany u jednobunécéné cyanobakterie Cyanothece
ATCC 51142 patfici do fadu Chroococcales, ktera netvofi heterocyty, a jsou tedy
povazovany za potencialniho plvodce plastidi, protoze podporuji jejich
.Jjednobunéény“ charakter. Syntézou Skrobu Casové oddélily fixaci dusiku a tvorbu
kysliku. Tyto schopnosti ztratily kratce po endosymbioze, protoze doSlo k pfenosu
genq, které koduji enzymy zodpovédné za syntézu Skrobu, do jadra eukaryotni buriky
dfive, nez byl vyvinut mechanismus importu proteind do chloroplastu. Pouze gen
zodpovédny za expresi enzymu glukosa-1-fosfatadenyltransferasy (AGPasa,
E.C. 2.7.7.27) nebyl pfeveden, protoze je pevné spjat s fotosyntézou. Aby produkty
genu prevedenych do jadra mohly katalyzovat syntézu Skrobu, je nutna okamzita
pritomnost ADP-glukosy v cytosolu hostitele (Deschamps et al., 2008). ZjednoduSené
Ize fFici, ze ADP-glukosu a jiné uhlikaté produkty vznikajici pfi fotosyntéze
v cyanobakterii mize hostitel pfijimat vyménou za AMP pomoci triosa-fosfatového
transportéru, ktery byl okamzité po uskuteénéni endosymbidzy vytvofen v plasmatické
membrané cyanobakterie z dosavadnich cukernych nukleotidovych transpotéra
transmembranového systému hostitelskym organismem. Vznik transportéru je
povazovan za rozhodujici krok v nevratném spojeni cyanobakterie a eukaryotni buriky
(Deschamps et al., 2008; Weber et al., 2006).

3.2.2 Mechanismus importu proteint do chloroplastu

Hlavni mechanismus importu proteini se nachazi na obou membranach
chloroplastu a sklada se z TOC (,translocon of the outer membrane of the chloroplast®)
a TIC (,translocon of the inner membrane of the chloroplast®) komplexu. Jadro TOC
komplexu se sklada z Tocl59, Toc34 a Toc75. Toc 159 a Toc34 jako primarni
receptory pro prekurzory jsou nedilnou soucasti GTPasy a dale se vazou na Toc75,
ktery svou strukturou vytvari kanal. Kromé téchto hlavnich komponent tvofi TOC
komplex také Toc64 a Toc12 (Andrés et al., 2010).

VétSina protein( zapojenych v metabolickych drahach v chloroplastu je kddovana
jadernymi geny. Chloroplastické proteiny jsou syntetizovany jako prekurzory v cytosolu,
které obsahuji na N-konci transitni peptid, jehoz sekvence je nutna pro rozpoznani
chloroplasty (Andrés et al., 2010).

Prekurzory mohou byt na TOC komplex dopravovany &tyfmi cestami. Nékteré

preproteiny mohou byt posttranslaéné fosforylovany, ¢imz umozniuji jejich rychlejsi

-21 -



transport. Fosforylované preproteiny se vazou na cytosolarni Hsp70 (protein tepelného
Soku) a regulacni protein 14-3-3, které je pfednostné dopravi na GTP regulované
receptory Toc34 a Toclb59, kde dochazi k jejich defosforylaci. Na receptory se pfimo
vazou také nékteré z nefosforylovanych prekurzor(. DalSi ¢ast nefosforylovanych
prekurzort se v cytosolu vaze na Hsp90 a je dopravovana na koreceptor Toc64, ktery
interaguje s Toc34. Ten prekurzory prevadi na Toc75. Ctvrtou cestou jsou za pomoci
Hsp70 dopravovany preproteiny, které neobsahuji transitni peptid. Tyto preproteiny
neprochazeji membranou, ale jsou v ni lokalizovany. Preporteiny s transitnim peptidem
prochazeji membranou pres kanal Toc75 za spotfeby ATP na TIC komplex, ktery je za
hydrolyzy ATP dopravi do stromy, kde jsou transitni peptidy odstépeny peptidasami
a v posledni fadé poskladany pomoci chaperon do funkéni podoby (Andrés et al.,
2010; Soll & Schleiff, 2004).

Toc75 tvofi kanal B-valcového typu, ktery je ohranien 16 transmembranovymi
B-skladanymi listy (Soll & Schleiff, 2004). Strukturni homolog k proteinu Toc75
izolovaného z hrachu se nachazi také ve vnéjSi membrané Synechocystis PCC 6803
(oznaCen SynToc75), ale jejich vzajemna homologie je pouze 21%. Synechocystis také
pravdépodobné syntetizuje proteiny homologni k Toc34 a Tic22, ktery je soucasti TIC
komplexu (Reumann et al., 1999), ale Tocl59 a Tic110 byly zfejmé& syntetizovany
de novo v eukaryotnich burikadch, nebot se zatim nenadly Zzadné jejich homology
v cyanobakteriich. ACkoliv existuje homologie mezi Toc75 a SynToc75, jejich funkce je
odlidna (Bdlter et al., 1998). Pfestoze SynToc75 na rozdil od Toc75 jednoznacné
neupfednostriuje smér transportu (Soll & Schleiff, 2004), zjistilo se, Zze exportuje (Bolter
et al., 1998) toxicky hemolysin a adhesin z cyanobakterii (Reumann et al., 1999). Az
spojenim Toc75 s Toc34 a Toc159 ziskal specificnost pro import proteint. Téz TIC
komplex a chaperony poskytuji hnaci silu pro import (Obr. 5) (Soll & Schleiff, 2004).
Omp85 (,outer membrane protein“) jako homologni protein k Toc75 byl také
proteomickou analyzou nalezen ve vnéjS§i membrané Nostoc PCC 7120
(Moslavac et al., 2005).
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Cyanobakterie Chloroplast

Obrazek 5: Srovnani translokatoru cyanobakterie Synechocystis PCC 6803
a chloroplastu. Transport proteini u cyanobakterii je zajis$t€én pouze proteinovym
kanalem SynToc75, ktery proteiny exportuje z organismu, kdeZto u chloroplastu je
jejich import zajistén TOC a TIC komplexem (Soll & Schleiff, 2004).

3.3 Endosymbiéza z pohledu souc¢astné symbioézy

Informace o mechanismu endosymbiozy a vyvoji symbidzy Ize ziskat na zakladé
souCasnych vztahu cyanobakterii s Gunnera a Azolla slouzicich jako modelové
systémy symbidzy. PfedevSim druhy Nostoc vykazuji vysoké symbiotické schopnosti,
které mohou pfetrvavat 2,1 miliard let od prvniho kontaktu (Bergman et al., 2008).

Symbiéza s Gunnera predstavuje jedineCny  vnitrobunéCny vztah
s krytosemennou rostlinou, ktera ma vyvinuté selektivni Zlazy pro vstup cyanobakterii.
Mechanismus rozpoznani cyanobakterii pfi symbioze a jejich vstup do rostlinné buriky
je zatim viceméné neznamy. Cyanobakterie maji schopnost se rychle adaptovat na
vnitfni prostfedi rostliny a stejnou tendenci zaujimaji i ve snaze stat se opét volné
Zijicimi mikroorganismy. Tato adaptace vede ke zméné fenotypu cyanobakterii, kdy
dochazi k diferenciaci vegetativnich bunék cyanobakterii na pohyblivd hormogonia,
ktera vstupuji do rostlinné buriky. Poté nasleduje opét pfeména bunék na vegetativni
vlakna s heterocyty. Cyanobakterie uvniti rostlinné buriky maji mnohem vétsi pocet
heterocyt nez volné Zijici mikroorganismy (Bergman et al., 2008).

Vztah mezi volné se vznaSejici vodni kapradinou Azolla s cyanobakteriemi
pravdépodobné rodu Nostoc a Anabaena pfedstavuje dalSi typ trvale udrzované

symbidzy. Cyanobakterie zde ziji vné bunék listu a zcela ztratily schopnost volné Zit,
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coz je zfejmé zpUsobeno ztratou nebo umicenim ¢asti jejich genomu. Dalsi vlastnosti
této symbiozy je to, Zze Azolla umoZzZhuje vertikalni pfenos cyanobakterii mezi
generacemi rostlin (Bergman et al., 2008).

Rostliny bunéCnymi a molekularnimi zménami, které byly rozhodujici
i u pfedchudce chloroplastu, navozuji v cyanobakteriich symbioticky fenotyp. Tyto
zmény souviseji pfedevdim s bunéfnym délenim u cyanobakterii a diferenciaci jejich
bunék. Na rozdil od sou¢asné symbidzy, kdy jsou stimulovany procesy v metabolismu
dusiku, byla pfi endosymbiéze nejspi§ podporovana fotosyntéza a naopak potlacovan

metabolismus dusiku (Bergman et al., 2008).
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4 Metody a material

4.1 Priprava biologického materialu

Trittem znagené cytokininy byly ziskany z Izotopové laboratofe Ustavu
Experimentalni botaniky AV CR. Jejich radioaktivita byla po vhodném fedé&ni (1:100)
ovéfena pomoci scintilaéniho detektoru LS 6500 (Beckman; Brea, CA, USA) a Cistota
pomoci kapalinového chromatografu Alliance 2695 (Waters; Milford, MA, USA)
spojeného s detektorem fotodiodového pole 2996 (Waters; Milford, MA, USA), ktery
detekuje slouceniny v rozmezi vinovych délek od 210 nm do 600 nm. Cytokininy iP
a BA byly ziskany od firmy Sigma (St. Louis, MO, USA) a iPR od firmy OIChemIm
(Olomouc, CR). Cyanobakterie Nostoc PCC 7120 (The Pasteur Culture Collection of
Cyanobacteria; Pafiz, Francie) byly kultivovany v 50 ml bezdusikatého média (BG11o;
slozeni: 0,18 mM K:HPO4.3 H20; 0,3 mM MgSO04.7 H20; 0,25 mM CaCl..2 H:0;
0,03 mM kyselina citronova; 0,03 mM citronan amonno-zelezity; 0,38 mM Naz2COs,
0,003 mM NazEDTA.2 H20; 1 ml smési stopovych prvka (2,86 g/l HsBOs; 1,81 g/l
MnClz.4 H20; 0,222 g/l ZnSO47 H0; 0,390 g/l NazMoOs.2 H20; 0,079 g/l
CuS0a4.5 H20; 0,0494 g/l Co(NOs)2.6 H20); pH 7,4) nebo dusikatého média (BG11,
sloZeni: BG11o+ 17,65 mM NaNOg) v pfitomnosti jednoho z cytokinind (iP, iPR, BA).

V kazdé experimentalni sadé byly cyanobakterie kultivovany: bez pfitomnosti
cytokininu, v pfitomnosti 5 umoll™ cytokininu a v pfitomnosti 5 umoll™ cytokininu
a tritiem znaCeného cytokininu o celkové radioaktivit¢ 240 000 — 250 000 DPM.
Zasobni roztok cytokininu byl pfipraven v dimethylsulfoxidu (DMSO). VSechna
kultivaéni média obsahovala pfiblizné stejné mnozstvi DMSO (0,07 %). Z takto
pfipravenych médii bylo 10 ul analyzovano pomoci HPLC (kontrola pfidaného mnozstvi
cytokininu). Poté byla média inokulovana kulturou Nostoc PCC 7120 tak, aby
obsahovala 0,1 pg chlorofylu na 1 ml média. Sou¢asné byl proveden kontrolni
experiment, pfi kterém byla ovéfena stabilita cytokinin za podminek kultivace: 50 ml
média obsahujiciho odpovidajici mnozstvi znaCeného a neznaceného cytokininu bylo
inkubovano bez pfitomnosti cyanobakterie za stejnych podminek jako inokulovana
média. MnozZstvi tritiem znacenych cytokininl pfidanych do média bylo ovéfeno pomoci

scintilaéniho detektoru.
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4.2 Kultivace cyanobakterie Nostoc PCC 7120

Cyanobakterie Nostoc PCC 7120 byly kultivovany v kultivacni komofe SANYO
MLR 350H (Osaka, Japonsko) 30 dni, pfi teploté 24°C s rezimem den/noc 16/8 hodin.

Intenzita osvétleni byla nastavena na 25 pmolm™s™ a vihkost vzduchu na 60 %.

4.3 Uprava biologického materialu

Nejprve byly kultury cyanobakterii 15 minut centrifugovany pfi 24 150 g a teploté
4°C. U kazdého supernatantu (média), ktery byl odlit, bylo zkontrolovano mnozstvi
zbyvajiciho cytokininu pomoci HPLC a aktivita tritiem znacenych slouc€enin scintilaénim
detektorem. Médium bylo poté zmrazeno do dalSi analyzy pfi — 25°C. Bunky byly
kvantitativné prevedeny do mikrozkumavek a 10 minut centrifugovany pfi 23 500 ¢
a teploté 4°C. Vznikly supernatant byl odebran a usazené bunky byly nasledné promyty
1 ml destilovanné vody, zvortexovany a znovu 10 minut centrifugovany za stejnych
podminek. Odstfedény supernatant byl pak opét odebran. Postup byl opakovan jesté
jednou.

Dale byly buriky zlyzovany, po pfidavku 1 ml Bielského pufru (60 % CH;OH,
25 % CHCI3, 5 % HCOOH, 10 % H,0), zmrazenim v kapalném dusiku a naslednym
rozmrazenim pfi teploté 42°C. Tento proces byl opakovan celkem pétkrat.

Takto upravené buriky byly 30 minut extrahovany pfi teploté 4°C na rotatoru
a poté 5 minut centrifugovany pfi 20 630 g a 4°C. Vznikly supernatant byl kvantitativné
pfeveden do Cistych mikrozkumavek, k peletu byl pfidan 1 ml Bielského pufru a cely

postup extrakce byl jesté jednou zopakovan.

4.4 Precisténi vzorka extrakci na pevné fazi (SPE)

Bunécné extrakty byly precistény na kolonkach Mega BE-SCX (1g 6ml; Varian;
Palo Alto, CA, USA) metodou vychazejici z postupu uvedeného v Novak et. al (2003).
Sorbent byl aktivovan 5 ml methanolu a nasledné ekvilibrovan 5 ml ekvilibraéniho
roztoku (50 % CH3;OH, 2 % HCOOH, 48 % H,0). Poté byl na kolonky nanesen vzorek.
Po jeho projiti byla dale kolonka promyta nejprve 5 ml Bielského pufru a pak stejnym
mnozstvim methanolu. Eluce byla provedena 4 ml elu¢niho pufru (60 % CH3;OH, 40 %

4 M NH) a eluat byl jiman do pfedem pfipravenych zkumavek. Na zavér byly vzorky
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odpafeny na rotaéni vakuové odparce (Thermo Electron Corporation; Waltham, MA,
USA) dosucha.

Média a kontrolni vzorky (5 umoll™ neznageného cytokininu a pfislusné mnozstvi
znaceného cytokininu v 50 ml média BG110 nebo BG11), které nebyly kultivovany, byly
prec€istény na kolonkach StrataX C18 (33 um, 0,5 g; Phenomenex; Torrance, CA,
USA). Sorbent byl aktivovan 3 x 5 ml methanolu a ekvilibrovan 3 x 5 ml redestilované
vody. Poté bylo naneseno 40 ml média a pruchozi frakce byla jimana do pfipravenych
zkumavek. Poté byly kolonky promyty 5 ml redestilovanné vody. Zachycené cytokininy
a jejich metabolity byly eluovany 2 x 5 ml methanolu do zkumavek.

V prachozich frakcich vzorkd médii a kontrolnich vzorkd a eluatech byla ovéfena
aktivita tritiem znacenych slouCenin. Ke 400 pl média nebo 100 ul eluatu ve
scintilaCnich zkumavkach bylo pfidano 1,5 ml scintilaéniho koktejlu Ecolite (MP
Biomedicals; Santa Ana, CA, USA). Smés byla zvortexovana a aktivita tritia zmérena

scintilaénim detektorem. Nakonec byl eluat stejné jako v pfedchozim pripadé odparen.

4.5 Analyza metaboliti pomoci HPLC

Odpaiené vzorky obsahuijici extrakt z bunék byly rozpustény ve 150 ul a vzorky
média v 200 pl smési (5 % methanolu a 95 % 15mM kyseliny mravenéi, pH 4). Vzorky
byly vortexovany a rozpoustény pomoci ultrazvuku. Po rozpusténi bylo k méfeni
radioaktivity odebrano 10 pl do scintilacnich zkumavek a k nim bylo pfidano 2 mi
scintilaéniho  koktejlu. Zbytek vzorku byl kvantitativné pfeveden do Cisté
mikrozkumavky a 2 min centrifugovan pfi 9 600 g. Cisty supernatant byl pouzit pro
HPLC méfeni.

Pro HPLC analyzu cytokinini byla pouzita metoda vychazejici z postupu dle
Novak et. al (2003). K jejich analyze byla pouzita kolona Symmetry C18 (5 pm,
2,1 x 150 mm; Waters; Milford, MA, USA), na kterou bylo nastfiknuto 80 ul extraktu
bunék a 20 ul média. Teplota kolony byla pomoci termostatu udrZzovana na teploté
30°C. Mobilni faze na pocatku se skladala ze 2 % roztoku A (methanol) a 98 % roztoku
B (15 mM HCOOH upravend NH,OH na pH 4). SloZzeni mobilni faze ve 31. minuté
odpovidalo 60 % roztoku A a 40 % roztoku B a ve 32. minuté tvofil mobilni fazi pouze
roztok A, kterym byla kolona minutu promyvana. Poté bylo slozeni mobilni faze
pfevedeno do pocateCnich podminek. Pratok mobilni faze byl nastaven na 0,25 ml/min.
Cytokininy a jejich metabolity byly detekovany pomoci detektoru fotodiodového pole
v rozmezi 210-600 nm. Data byla zpracovana pomoci softwaru Masslynx (Waters;

Milford, MA, USA). U vzork(, které obsahovaly tritiem znacené cytokininy, byly frakce
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béhem HPLC separace sbirany po jedné minuté sbéraem frakci LKB Frac 100
(Pharmacia; Peapack, NJ, USA), ve kterych byla po pfidani 2 ml scintilaCniho koktejlu

méfena aktivita znaCenych slou€enin pomoci scintilatiho detektoru.

5 Vysledky a diskuze

5.1 HPLC/UV analyza obsahu cytokininli v médiu pred a po kultivaci

Pfed inokulaci bylo nejprve 10 ul média obsahujici 5 pmoll* nezna&eného
cytokininu analyzovano pomoci HPLC/UV. Méfeni bylo opétovné provedeno po ftficeti
dnech kultivace. Z vysledkd méfeni je u obou médii zfejmé, Ze iP pfiblizné z jedné
tfetiny vstoupil do bunék. iPR nebyl detekovan, avSak ve chromatogramu byl nalezen
pik odpovidajici iP, ktery pfedstavoval pfiblizné jednu tfetinu obsahu plochy piku iPR.
Tato skuteCnost plyne z pfemény iPR na iP vlivem metabolickych procesd. BA se
nachazel v BG1llo médiu v téméF stejném mnozstvi jako pfed kultivaci, na rozdil
od BG11 média, kde vlivem &aste¢ného vstupu do bunék bylo jeho mnozstvi vyraznéiji

snizeno (Obr. 6 a 7).
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Obrazek 6: Obsah cytokininu pfed a po kultivaci v médiu BG11o0 inokulovaném kulturou

Nostoc.
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Obrazek 7: Obsah cytokinint pfed a po kultivaci v médiu BG11 inokulovaném kulturou

Nostoc.

5.2 Radioaktivita u vzorkll média a extraktu z bunék

Soucasné s analyzou HPLC/UV byla ve vzorcich média obsahujicich tritiem
znacené cytokininy zméfena radioaktivita tritia pfed a po kultivaci scintilaCnim
detektorem (Obr. 8 a 9). Také mnoZstvi radioaktivné znacenych slou€enin pfitomnych
v proslych frakcich, jako i v eluatech po precisténi SPE a v rozpusténém odparku
vzorkll média bylo méfeno scintilacnim detektorem (Tab. 1). Radioaktivita ve vzorcich
obsahujicich extrakt z bunék byla méfena pouze po rozpusténi odpaifeného eluatu
z SPE sorbentu vroztoku 5 % methanolu a 95 % kyseliny mravenc¢i z divodu
pfitomnosti barviv, ktera rusila stanoveni.

Naméfené hodnoty radioaktivit znaCenych sloucenin pfed kultivaci ukazuji, Ze
celkova radioaktivita v médiu obsahujici [*H]iP se pohybovala v rozmezi
200 000-230 000 DPM, u [*H]iPR se jednalo o rozmezi 240 000-260 000 DPM.
V médiu obsahuijici [PH]BA byly zméfeny hodnoty aktivit od 300 000 do 340 000 DPM
(Obr. 8 a 9). Ackoliv jsou hodnoty celkové radioaktivity po kultivaci pouze pfiblizné,
nebot’ nebyl znam pFesny objem média (cca 43 ml) v disledku jeho odparu. U vzorku
obsahujicich znaCené cytokininy, které byly inokulovany kulturou Nostoc, lze
pozorovat, Ze radioaktivita po kultivaci klesla, i kdyZ v pfipadé [*H]BA se jednalo pouze
o0 mirny pokles. Po porovnani s meédii bez Nostoc, kde hodnoty radioaktivity byly
srovnatelné s hodnotami pfed kultivaci, lze wvyslovit zavér, Ze ¢ast znacCenych
cytokinind vstoupila do bunék. Srovnanim inokulovanych médii po kultivaci s médii
pred kultivaci bylo zjisténo, ze u [°H]iP a [*H]iPR do bunék vstoupilo pfiblizné

20-30 % znacenych cytokininu, u BA ubylo v médiu pouze pfiblizné 10 % radioaktivity
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(Obr. 8 a 9). Po porovnani obou typt médii je vidét, Ze v BG11 je pokles radioaktivity
vyraznéjsi nez v BG11o.
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Obrazek 8: Celkova radioaktivita cytokinind v médiich BG110 pfed a po kultivaci v

pritomnosti a nepfitomnosti kultury Nostoc.
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Obrazek 9: Celkova radioaktivita cytokinini v médiich BG11 pfed a po kultivaci

v pritomnosti a nepfitomnosti kultury Nostoc.

Ve frakcich prochazejicich pfes SPE sorbenty byla naméfena u vSech vzorku
nizka radioaktivita. Radioaktivita byla vysSi (15-40 % celkové radioaktivity pfed SPE)
v pfitomnosti kultury, nez v médiu bez Nostoc (7-15 %). Nostoc pravdépodobné
metabolizuje puvodni cytokininy na slou€eniny, které se nezadrzuji na sorbentu,
pfipadné je uc€innost SPE snizena v pfitomnosti biologického materialu (Tab. 1).
Radioaktivita, ktera byla zméfena ve frakcich kontrolnich vzork( pfipravenych pro
kontrolu ucinnosti SPE, byla niz8i (4-10 %) neZ v inkubovanych médiich bez Nostoc.
Zfejmé dochazi k vyméné tritia mezi cytokininy a vodou. Jinymi slovy lze fici, ze SPE
byla ucinna pfiblizné z 90 % (Tab. 2).
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Pro separaci metabolit HPLC metodou byly pouzity precisténé vzorky média,
které ve 20 pl obsahovaly v pfipadé pfitomnosti kultury Nostoc pfiblizné radioaktivitu
10 000 DPM, vyjimkou byly vzorky obsahujici [*H]BA, kde bylo mnoZstvi radioaktivity
v analyzovaném vzorku okolo 20 000 DPM.

Tabulka 1: Celkova radioaktivita v prub&hu ¢isténi vzork( média pro HPLC analyzu.

Radioaktivita (DPM)

Vzorek Pred SPE ProSla frakce  Eluat RozpusStény odparek Nastrik
s 171603 44505 80554 117092 11709
Nostoc + ["H]iP 148461 62433 67439 104836 10484
S [3H]iP 207534 26807 163126 173552 17355
§ 214179 29691 85968 182729 18273
184959 46095 158414 143278 14328
S Nostoc + [*H]iPR
3 184044 65535 127573 132767 13277
€
"% [3H]'PR 249968 39783 227245 196423 19642
< 1
g 218467 34723 209557 210948 21095
S
264232 44310 252125 232620 23262
g Nostoc + [3H]BA
263464 43178 237974 209617 20962
3 292687 34338 258936 212848 21285
[*H]BA
302396 28705 273460 212339 21234
3 .. 160950 52772 119690 105636 10564
Nostoc + ["H]iP
136423 67050 92704 74090 7409
[3H]'P 199993 27869 187689 170724 17072
i
L=D 201166 25781 159553 172166 17217
«Q 3 .. 163114 27288 99232 84145 8415
€ Nostoc + ["H]iPR
-_g 139146 49599 81046 82021 8202
£
v 3 222054 39451 208244 201636 20164
® [*H]iPR
% 219778 38944 216482 198192 19819
S 3 269712 56862 235064 212038 21204
Nostoc + ['H]BA
274688 57157 230857 216046 21605
[3 ] 290988 37947 264904 233556 23356
H]BA
289254 38879 279384 247737 24774
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Tabulka 2: Celkova radioaktivita v prub&hu cisténi kontrolnich vzorkd. Vzorky, pro

kontrolu ucinnosti SPE, byly pfipraveny bezprostfedné pfed jejich isténim SPE.

Radioaktivita (DPM)

Kontroly Pred SPE ProSla frakce  Eluat  RozpusStény odparek Nastrik
[3H]iP 177524 16910 158078 140323 14032
[*HliPR 194202 7383 210402 193057 19306
[3H]BA 228145 17284 256008 222371 22237

Radioaktivita, zméfena po rozpusténi odparenych vzorkl extrakti bunék ve
150 pl smési (5 % methanolu a 95 %15 mM kys. mravenci, pH 4), odpovidala pouze
pFiblizné 2 % puvodni radioaktivity v médiu bez kultury Nostoc po kultivaci. Protoze
nebylo mozné ovéfit mnozstvi cytokininu vstoupeného do burnky a ani radioaktivitu
béhem disticiho procesu v téchto vzorcich scintilaénim detektorem 2z ddvodu
zabarveni, nelze fici, kolik cytokininu pfesné vstoupilo do bunék a zda Nostoc
metabolizuje pfidany cytokinin na slou€eniny, které se zadrzuji na sorbentu a nasledné
se neeluuji nebo jim pfimo prochazeji. Radioktivita v 80 pl vzorkd pouzitych pro HPLC
analyzu nebyla, mimo dvou vzork(, vét§i nez 3000 DPM (vysledky zde nejsou

uvedeny).

5.3 HPLC/UV analyza metabolismu cytokinina v kultivaénim médiu

Pro HPLC analyzu vzorkl média bylo pouzito 20 ul. V pfipadé, ze média
obsahovala radioaktivné znacené slouceniny, byly jejich frakce sbirany po jedné
minuté a radioaktivita v nich proméfena scintilacnim detektorem. Naméfena data byla
poté zpracovana do podoby grafu. Z grafu Ize vycist, Ze pfevlada trend nizSich hodnot
radioaktivity v médiu inokulovaném kulturou Nostoc nez v médiu bez kultury. Tento
trend podporuji vysledky ziskané v pfedchozich méfenich.

V kultivaénich médiich BG11oa v kontrolnim vzorku, do kterych byl pfidan [*H]iP,
byla vchromatogramech nalezena sloucenina sretenénim ¢asem 4 min
a v odpovidajici frakci byla naméfena zvySena radioaktivita. Tato slou¢enina méla
absorp€ni maximum pfi 261 nm, jez odpovida adeninu (Obr. 10, 12). Adenin byl vSak
CasteCné nebo zcela ziskan samovolnym rozkladem iP v zasobnim roztoku. Protoze
naméfend radioaktivita ve frakci odpovidajici eluci adeninu v médiich bez Nostoc
a v kontrolnim vzorku byla vy8Si nez v inokulovanych médiich (Obr. 12A, 12B, 13A,
13B), Ize pfedpokladat, ze adenin byl spotfebovan burikou jako bézna slouc€enina jejiho

metabolismu. ZvySena radioaktivita byla také naméfena ve frakci v Case mezi 26. a 27.
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minutou, kde eluuje slou€enina s reten¢nim ¢asem 26,5 minut a absorpénim maximem
pfi 268 nm (Obr. 12A, 12C) PrfestoZe absorpéni maximum této slouéeniny odpovida
oblasti, ve které absorbuji cytokininy, nelze Fici, o kterou slouéeninu by se mohlo
jednat, nebot ji neodpovida zadny ze standardnich cytokinind. Dalo by se uvazovat
o cytokininu iP N°-glukosidu, ktery pfi této vinové délce ma sice maximum, ale jeho
retencni Cas je 25,1 minut (Obr. 10). Tato neznama slou€enina, ktera nebyla
detekovana v médiich BG11 (Obr. 13), bude v dalSich experimentech identifikovana.
Stejné tak byla ve vS8ech médii obsahujicich [*H]iP, jako i v kontrolnim vzorku
naméfena aktivita mezi 17. — 19. minutou. Vzhledem Kk pfitomnosti zvySené
radioaktivity i v kontrolnim vzorku se jednalo o samovolny rozklad produktu iP.
V chromatogramech médii bez kultury Nostoc a kontrolniho vzorku byl nalezen pouze
pik odpovidajici iP. Cytokinin iP opousti kolonu v ase mezi 28. a 29. minutou (Obr. 12,
13).

V chromatogramech médii BG11o a BG11 bez kultury Nostoc, ktera obsahovala
*HiPR byly nalezeny piky odpovidajici adenosinu a iPR (chromatogram zde neni
uveden). Témto pikim také odpovidala aktivita detekovana scintilaénim detektorem
(Obr. 14B, 15B). Tyto sloucCeniny nebyly nalezeny v inokulovaném médiu, nebot
adenosin byl spotfebovan burikou Nostoc pfi riznych metabolickych cestach a iPR byl
také zmetabolizovan na iP. iP byl eluovan mezi 28. a 29. minutou (Obr. 14C, 15C).
V inokulovaném médiu BG11lo se obdobné jako v BG1llo médiich obsahujicich iP,
nachazela slou€enina s retenénim €asem 26,6 minut a s maximem 269 nm (14C),
ktera obsahovala radioaktivni zna¢ku (14A). Tato slou¢enina se nenachazela u média
BG11 (15A, 15C). Bylo zvaZovano, zda se nejedna o iP N°-glukosid. Nicméng,
zminény konjugat iP se eluuje v retenCnim Casem 25,1 minut a vykazuje maximum
268 nm (Obr. 10). Prestoze byla u média BG110 zméFena mirné zvySena radioaktivita
mezi 4. a 5. minutou (Obr. 14A), odpovidajici pik nebyl nalezen (Obr. 14C). U BG11
média byl sice nalezen pik s retenénim ¢asem 3,9 min a maximem absorpce pfi
264 nm, ale zfejmé se nejedna o adenin (Obr. 15A, 15C).

U médii obsahujicich [°’H]BA byla naméfena radioaktivita ve frakcich, které
odpovidaji slouceniné s retencnim ¢asem pfiblizné 28 minut a maximem pfi 269 nm.
Jedna se pravdépodobné o BA (Obr. 11, 16, 17).
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Obrazek 12: Metabolismus iP cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v médiu BG11o.

(A) Radioaktivita v jednotlivych frakcich béhem HPLC analyzy média inokulovaného

kulturou Nostoc. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych analyzou média ([°H]iP a iP
inkubovano bez Nostoc). (C) Separace média po kultivaci Nostoc v pFitomnosti [*H]iP.

Data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm.
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Obrazek 13: Metabolismus iP cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v médiu BG11.

(A) Radioaktivita v jednotlivych frakcich béhem HPLC analyzy média inokulovaného

kulturou Nostoc. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych analyzou média ([°H]iP a iP

inkubovano bez Nostoc). (C) Separace média po kultivaci Nostoc v pFitomnosti [*H]iP.

Data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm.
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Obrazek 14: Metabolismus iPR cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v médiu BG11o.
(A) Radioaktivita v jednotlivych frakcich béhem HPLC analyzy média inokulovaného
kulturou Nostoc. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych analyzou média ([*H]iPR a iPR
inkubovano bez Nostoc). (C) Separace média po kultivaci Nostoc v pfitomnosti [*H]iPR.

Data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm.
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Obrazek 15: Metabolismus iPR cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v médiu BG11.

(A) Radioaktivita v jednotlivych frakcich béhem HPLC analyzy média inokulovaného

kulturou Nostoc. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych analyzou média ([*H]iPR a iPR

inkubovano bez Nostoc). (C) Separace média po kultivaci Nostoc v pfitomnosti [*H]iPR.

Data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm.
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Obrazek 16: Metabolismus BA cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v médiu BG11o.
(A) Radioaktivita v jednotlivych frakcich béhem HPLC analyzy média inokulovaného
kulturou Nostoc. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych analyzou média ([*H]BA a BA
inkubovano bez Nostoc). (C) Separace média po kultivaci Nostoc v pfitomnosti [°H]BA.

Data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm.
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Obrazek 17: Metabolismus BA cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v médiu BG11.

(A) Radioaktivita v jednotlivych frakcich béhem HPLC analyzy média inokulovaného

kulturou Nostoc. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych analyzou média ([*H]BA a BA

inkubovano bez Nostoc. (C) Separace média po kultivaci Nostoc v pfitomnosti [*H]BA.

Data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm.
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5.4 HPLC/UV analyza metabolismu cytokininu v buiikach Nostoc

Pro HPLC analyzu extraktd z bunék bylo pouzito 80 pl precisténého extraktu.
V pfipadé, Ze cyanobakterie byla kultivovana v pfitomnosti radioaktivné znacené
slouceniny, byly rozdélené frakce sbirany v 1-minutovych intervalech a radioaktivita
v nich proméfena scintilaénim detektorem. Naméfena data byla poté zpracovana do
podoby grafu. Z grafu Ize vypozorovat, Ze v zadnych burnkach nebyl pfitomen pivodni
pfidany cytokinin a radioaktivita byla zabudovana do jinych metabolitd. Hlavni cilem
prace bylo zjistit, zda jsou cytokininy metabolizovany na adenin nebo adenosin.
U vS8ech extraktl z bunék byla naméfena nejvySSi radioaktivita ve frakcich, které
eluovaly z kolony pfiblizné mezi tfeti a patou minutou. Jednalo se zfejmé o smés dvou
slou€enin s absorpénimi maximy 259 a 331 nm (Obr. 19D). Neni jisté, zda slou¢eninou,
ktera absorbuje pfi 259 nm, je adenin, protoZe jeho maximum lezi za podminek
separace pfi vinové délce 261 nm. Nelze ani s jistotou Fici, do které slou€eniny byla
radioaktivita zabudovana, nebot’ se jedna o velmi polarni latky, které nebylo mozné na
pouzité koloné dobre rozdélit.

Cytokininy iP, iPR a BA se v cyanobakterii Nostoc PCC 7120 metabolizuji na
neznamou polarnéjsi slouceninu s absorpénim maximem 331 nm, jejiz identita bude
v dalSich experimentech zkoumana. Anjard & Loomis (2008) popsali, ze cytokinin iP se
u prvoka Dictyostelium discoideum pfeménuje na diskadenin (Obr. 18). Jedna se
o derivat iP, u néhoz byla biotestem detekovana cytokininova aktivita. U tohoto prvoka

vyvolava rychly proces sporulace a pusobi jako inhibitor kli¢eni.

A
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=
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OH
Obrazek 18: Diskadenin
V extraktech z bunék, do kterych vstoupil [*H]BA, byla radioaktivita zvy$ena také

ve sbiranych frakcich mezi Sestou a sedmou minutou (Obr. 21A, 21B). V odpovidajicim

piku sretenénim ¢asem 5,9 minut (Obr. 21C) byla detekovana smés blize
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nespecifikovanych slou€enin s absorpénimi maximy 234, 277 a 340 nm (data zde
nejsou uvedena).

Ve srovnani s médii, kde byly ve sbiranych frakcich zméfeny srovnatelné
hodnoty radioaktivit u duplicitnich vzork(. U extraktd bunék byly hodnoty radioaktivit
velmi razné. Jednim z duvodld muze byt nejednotny pocet extrahovanych bunék
a rozdéleni znaCenych slou¢enin do dvou po sobé nasledujicich frakci v dusledku

nestability reten¢nich ¢asu polarnégjsich sloucenin.

Byla také provedena kultivace Nostoc bez pfitomnosti exogennich cytokining.
Vzorky média a extraktd z bunék byly po precisténi SPE separovany HPLC/UV
metodou. V chromatogramech extrakttd bunék byly znazornény obdobné slouceniny
jako u ostatnich vzorkd. U vzorki média nebyly pozorovany slou€eniny s retenénimi
Casy, které se nachazely u vzorkd médiich kultivovanych v pfitomnosti cytokinin(i (data

nejsou znazornéna).
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Obr. 19: Metabolismus iP cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v bufkach. (A) Radioaktivita

v jednotlivych frakcich béhem HPLC separace extraktt z bunék kultivovanych v BG11o

médiu. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych separaci extraktt z bunék kultivovanych

v BG11 médiu. (C) Separace extrakti bunék Nostoc po kultivaci v médiu BG11o

v pfitomnosti [*H]iP. (D) Spektrum celého piku s retenénim &asem 3,97 minut.

Chromatograficka data jsou znazornéna pfi vinové délce 268 nm.
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Obr. 20: Metabolismus iPR cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v bunkéach.
(A) Radioaktivita v jednotlivych frakcich béhem HPLC separace extraktd z bunék
kultivovanych v BG11o médiu. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych separaci extrakt(
z bunék kultivovanych v BG11 médiu. (C) Separace extraktl bunék Nostoc po kultivaci
v médiu BG11o v pFitomnosti [°H]iPR. Chromatografickd data jsou znazornéna pfi

vinové délce 268 nm.
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Obr. 21: Metabolismus BA cyanobakterii Nostoc PCC 7120 v burikach.
(A) Radioaktivita v jednotlivych frakcich béhem HPLC separace extraktd z bunék
kultivovanych v BG11o médiu. (B) Radioaktivita ve frakcich ziskanych separaci extraktl
z bunék kultivovanych v BG11 médiu. (C) Separace extraktd bunék Nostoc po kultivaci
v médiu BG11o v pfitomnosti [°*H]BA. Chromatograficka data jsou znézornéna pfi

vinové délce 268 nm.
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6 Zaveéer

V uvodu teoretické Casti bakalafské prace bylo pojednano o charakteristickych
vlastnostech cyanobakterii s popisem jejich vyznamu pro rostliny. Navazujici kapitola
byla vénovana typickym rostlinnym hormondm, predevSim cytokininlm a jejich
metabolismu, se zaméfenim na cyanobakterie. Zavér patfil problematice v niz byly
diskutovany cyanobakterie jako predchldci rostlinnych chloroplasti. V této souvislosti
pak byly zminény hypotézy o endosymbidze cyanobakterii. Také byl popsan transport
genl cyanobakterii do jaderného genomu rostlin a mechanismus importu proteind,
kédovanych témito geny, zpét do chloroplastu.

V praktické ¢asti byl studovan metabolismus cytokinin( pfi kultivaci cyanobakterie
Nostoc PCC 7120 v pfitomnosti tritiem znaCenych a neznacenych cytokininQ
isopentenyladeninu, isopentenyladenin ribosidu a benzyladeninu. Pfi precisténi
cytokininovych metabolitd z kultivacniho média extrakci na pevné fazi pouze mala ¢ast
znacenych metabolitd proSla sorbentem popfipadé z néj nebyla vyeluovana, avsak
u extraktl z bunék nebyla vytéznost pfi SPE pfili§ vysoka. Precisténé vzorky byly
separovany metodou HPLC/UV a sesbirané frakce byly nasledné analyzovany pomoci
scintilaniho detektoru. Ve vSech médiich byl zjistén puvodni cytokinin v mensim
mnozstvi nez pFed kultivaci, iPR dokonce zcela z metabolizoval na iP. Lze
predpokladat, Ze znagené cytokininy pravdépodobné vstoupily do bunék, ve kterych ale
jejich mnozstvi nebylo mozné stanovit. Na zakladé ziskanych vysledk( je mozno
poukazat na skuteCnost, Zze mezi pravdépodobné metabolity cytokinini vySe
uvedenych bunék muze byt zfejmé zafazen adenin a jina, zatim neznama sloucenina
koelujici s adeninem. Cytokininy jsou také nejspi§ metabolizovany na slou€eniny, které
jsou vyrazné polarnéjsi nez cytokininy.

V dalSich experimentech budou metabolity cytokinind separovany na vhodnéjsi

koloné a identifikovany pomoci hmotnostniho spektrometru.
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7 Seznam pouzitych zkratek

iP
iPR

tZ

cZ

ZR

BA

ZOG
DHZR
DMAPP
HMBDP
ATP (ADP, AMP)
IPT
tRNA-IPT
CKX
ZmCKX1
AtCKX7
FAD
clCBP
IAA
ABA
TOC
TIC

Hsp

GTP
SPE
HPLC
DPM
[*H]iP
[*H]iPR
[*H]BA

N®-(A%-isopentenyl)adenin
N®-(A%-isopentenyl)adenin ribosid
trans-zeatin

cis-zeatin

zeatin ribosid

benzyladenin

zeatin-O-glukosid

dihydrozeatin ribosid

dimethylallyldifosfat
hydroxymethylbutenyldifosfat

adenosin tri (di, mono)fosfat
adenylatdimethylallyltransferasa
tRNA-dimethylallyltransferasa
cytokinindehydrogenasa
cytokinindehydrogenasa Zea mays (kukufice)
cytokinindehydrogenasa Arabidopsis thaliana
flavinadenindinukleotid

chloroplastické proteiny vazajici cytokininy
kyselina indol-3-octova

kyselina abscisova

translokator vnéj$i membrany chloroplastu
translokator vnitini membrany chloroplastu
protein tepelného Soku

guanosintrifosfat

extrakce na pevné fazi

vysokoucinna kapalinova chromatografie
pocet rozpad(l za minutu

tritiem znadeny N°-(A*-isopentenyl)adenin
tritiem znaceny N°-(A*-isopentenyl)adenin ribosid

tritiem znacCeny benzyladenin
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