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1 UVOD A CILE

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou pfirozené se vyskytujici metabolity rostlin pracujici jiz pti velmi
nizkych koncentra¢nich hladinach hrajici klicovou roli pfi regulaci riznych fyziologickych procest a
majici vliv na jejich rast a vyvoj (Davies, 2010). Mezi nejvyznamnéjsi rostlinné hormony fadime auxiny
a cytokininy, které jsou mimo jiné klicovymi regulatory ristu a celkového vyvoje rostlin. Zaroven oba
tyto fytohormony reguluji vzajemnou syntézu, coz je prokazdno mechanismem vzijemné a zpétné
regulace hladin jak auxint, tak cytokininil (Jones a Ljung, 2011).

Podrobnéjsi studie jedné z klicovych skupin fytohormond, konkrétné cytokinind, zacaly jiz
v roce 1948, kdy védci Caplin a Steward (1948) objevili v kokosovém mléce slouceninu ovliviiujici
proliferaci a de€leni bunék. Timto objevem se nechali inspirovat védci Skoog, Miller a jejich
spolupracovnici, ktefi identifikovali vysoce aktivni stimulator bunécného déleni — kinetin (Miller et al.,
1955). Nejvétsim prevratem v objeveni pfirozené se vyskytujicich cytokininti v rostlinnych tkani byl
objev zeatinu z nezralych kukufi¢nych zrn (Letham, 1963).

Obecné cytokininy hraji v rostlinach dulezitou roli predevsim jako signalni molekuly na velké
vzdalenosti, ale zdroven i v buiikach jejich vzniku (Fathy et al., 2022). Podileji se na procesech
bunécného déleni a diferenciace, organogeneze, apikalni dominance a senescence (Akhtar et al., 2020).
Jednotlivé typy cytokinini a jejich aktivita se mohou liSit mezi riznymi druhy rostlin a jejich tkdnémi,
zaroven zalezi na odliSnych vyvojovych stadiich a vnéjsich podminkach prostredi. Jejich obsah a druh
metabolitu maze byt ovlivnén i svételnymi podminkami a jednotlivymi ro¢nimi obdobimi v souvislosti
s cirkadiannim rytmem.

Cirkadianni rytmus rostlin je zalozen na vzajemné interakci vice komponent a regulac¢nich
mechanismii, které vedou k cyklickému 24hodinovému kolisani (Greenham a McClung, 2015).
Vyzkumy provadéné na rtznych druzich rostlin napoméahaji porozumeéni jejich chovani a zaroven
vlastnimu vyvoji cirkadiannich rytmt béhem evoluce (Anwer a Davies, 2013; McClung, 2013). Mimo
jiné se cirkadianni rytmus podili i na regulaci Siroké skaly jednotlivych procesd probihajicich
v rostlinach, jako napf. pii fotosyntéze, bunécném cyklu, doby kveteni a podili se také na stresovych
reakcich reagujicich na podnéty prostiedi a ¢asu. Tento jev zajiStuje spravné rozdéleni zdroji pro
zlepSeni kondice a preziti rostlin (Singh a Mas, 2018).

Cilem bakalatské prace bylo vypracovani literarni reSersSe zabyvajici se cytokininy a jejich vlivu
na rust a vyvoj rostlin v souvislosti s cirkadiannim rytmem. Néplni experimentalni ¢asti prace byla
aplikace purifikacnich a analytickych metod, na zakladé, kterych jsou stanoveny endogenni hladiny
jednotlivych typd cytokininti v modelové rostlin€ Arabidopsis thaliana péstované pii rtznych
svételnych podminkach béhem ¢tyt rocnich obdobi. Soucésti prace bylo porovnani vlivu riznych
svételnych podminek a rocnich obdobi na endogenni hladiny cytokininti. Zjisténé poznatky mohou

podavat informace o metabolismu a syntéze cytokininti se souvislosti s cirkadiannim rytmem rostlin.



2 LITERARNI PREHLED
2.1 Fytohormony

Jedna se o tfidu signalnich molekul produkovanych v rostlinnych organismech pracujicich ve velmi
nizkych koncentracich (pmol.g' — fmol.g™"). Jednotlivé fytohormony jsou u¢inné v mistech jejich
produkce a také v cilovych oblastech, do kterych jsou transportovany (Vildanova ef al., 2014). Mezi
rostlinné hormony fadime - auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou, ethylén, kyselinu
jasmonovou, brassinosteroidy, kyselinu salicylovou a strigolaktony ( Williams, 2011). Kazdy z
uvedenych fytohormont hraje dilezitou roli v odliSnych procesech zivotniho cyklu rostlin (Sezgin a
Kahya, 2018). Hlavni funkci fytohormonti je regulace specifickych bunéénych procestu v rostlinnych
bunkach od jejich ristu, pies biotické a abiotické reakce na podnéty a vng&jsi prostiedi, az po jejich smrt
(Vildanova et al., 2014).

Syntéza nékterych specifickych hormont, jako napt. kyseliny abscisové (ABA), byla objevena
nejen u rostlin, ale i u sinic, hub, riznych zvifat a lidi (Blaser ef al., 2016). Téz se ucastni riznych
vyvojovych procest, jako napt. dormance semen a pupent, reguluje otvirani a zavirani pruducht a
pusobi v reakci na stres a vykazuje antagonisticky vztah s gibereliny (pti dormanci nebo kli¢eni)
(Spence et al., 2015). Gibereliny (GA) se podileji na podpoie rustu rostlin, urychluji riist vyhonk a fadi
se k hormonuim vylu¢ovanym b&hem stresovych podminek (Bari et al., 2009). Ethylen je jediny plynny
rostlinny hormon pomahajici pii kli¢eni semen, kveteni, dozravani plodi a opadu listi. Kyselina
jasmonova (JA) spolu s piibuznymi molekulami odvozenymi od cyklickych mastnych kyselin hraji
kli¢ovou roli pfi regulaci obrannych a vyvojovych procest rostlin. Dale je dulezita pro kontrolu
metabolickych aktivit, reprodukci a obranu proti mikrobialnim chorobam a hmyzu. JA je syntetizovana
Vv reakci na rizné stresy, kterymi mtize byt herbivorie nebo napadeni patogeny a jako odpovéd’ na tyhle
stresové podminky, rostlina produkuje tékaveé derivaty jasmonata (methyljasmonat,(+)-7-isojasmonoyl-
I-isoleucin) (Loake et al., 2017). Mezi jeden z nejdutilezitéjsich typt fytohormonti se fadi auxiny, které
plni fadu dtlezitych funkci v rostlindch, napt. pfi déleni rostlinnych bun€k, ristu bun€k, stimulaci
diferenciace cévnich tkani a zpomaleni starnuti listd (Davies, 2010). Mezi jedny z dalSich
nejdilezitéjsich fytohormoni se fadi i cytokininy hrajici zasadni roli pti bunééném déleni, diferenciaci
a fadé biologickych procest, jako napt. pti apikalni dominanci, starnuti listt, diferenciaci chloroplastt
apod. (Voller et al., 2017; Hwang et al., 2012).



2.3 Cytokininy

Jsou znamé rostlinné hormony, které se vyskytuji, jak v ptirozené, tak i v syntetické form¢. Bézn¢ jsou
tyto fytohormony piitomné v rostlinnych tkanich a hraji roli v mnoha dtlezitych rostlinnych procesech
(Strnad, 1997; Mok a Mok, 2011). Mezi jejich hlavni funkce mizeme zatadit roli pfi bunééném déleni,
diferenciaci a fad¢é dalSich procest jako napt. starnuti listd, apikalni dominance (vétveni stonku),
transport Zivin, diferenciaci chloroplastti a aktivaci meristémt (Hwang et al., 2012; Argueso et al.,
2012). Mohou téz stimulovat diferenciaci i riist axilarnich pupent a hraji roli v interakci s biotickymi a
abiotickymi faktory (Argueso ef al., 2012). Na cytokininech je zavisla rychlost fotosyntézy a biogeneze
chloroplasttl, t¢Z mohou oddalovat starnuti kvéta (Xiao-Ping et al., 20006).

Ve spojeni s auxiny jsou zakladem regeneracnich procesi, ve kterych je dulezity pomér
zastoupeni téchto jednotlivych fytohormont (Prochézka, 1998). Jestlize je pomér auxini a cytokinint
vyrovnany, tvoii se nediferencovana pletiva, tzv. kalus. V piipadé¢ nadbytku cytokinind dochazi
k regeneraci prytu a nadbytek auxind zase vede ke regeneraci kofene (Miller et al., 1956).

Nedostatek cytokinint je zodpovédny za nizsi vzrist apikdlniho meristému (primarni délivé
pletivo) nebo mize zpusobovat zakrnéni vyhonkt. Prostfednictvim signalnich drah hraji cytokininy
dilezitou roli pfi morfogenezi, signdlni transdukci a reaguji na riizné enviromentalni stresy, jako je napf-.

sucho, salinita a teplota (Ha et al., 2012).

2.3 Struktura cytokinini

Cytokininy jsou adeninové derivaty obsahujici v poloze N6- postranni fetézec ovlivhujici jejich
biologickou aktivitu. Podle typu postranniho fetézce mizeme cytokininy rozdélit na isoprenoidni ¢i
aromaticke.

Prvnim objevenym cytokininem byl kinetin, izolovan ze spermatu sled¢ a pojmenovan podle
své schopnosti ptispivat k bunécnému déleni (Miller et al., 1955; Miller et al., 1956). Cytokininy, které
maji jako substituent v poloze N6- isoprenoidni fetézec a dvojnou vazbu se povazuji za latky s nejvyssi
biologickou aktivitou (Kaminek, 1992).

Obecné nejhojnéji se vyskytujicim cytokininem v Arabidopsis je zeatin, ktery existuje ve dvou
konfigura¢nich forméach, a to v trans- a cis- konfiguraci. Trans-zeatin je aktivnim cytokininem u vSech
rostlinnych druhti, kdeZto cis-zeatin ma nizsi biologickou aktivitu napf. u Arabidopsis (Spichal ef al.,
2004; Romanov et al., 2006; Heyl et al., 2012).

Obecné mezi isoprenoidni cytokininy fadime - trans-zeatin (¢Z), cis-zeatin (cZ), dihydrozeatin
(DHZ) a N8-(A %-izopentenyl) adenin (iP). Cytokininy se mohou vyskytovat jako volné béze, jez jsou
biologicky aktivni formou. U dalSich cytokininovych metabolitil, ribosidu a ribotidti, dochazi k poklesu

jejich biologické aktivity. V ptipadé ribotidl je to disledek piitomnosti fosfatové skupiny (Tarkowski
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et al., 2004). SniZeni az iplna ztrata biologické aktivity mize byt zplisobena i zménou poctu uhliki
v postrannim fetézci ¢i pii modifikaci adeninové kostry (Prochazka, 1998).

Sptazenim postranniho fetézce cytokinini se sacharidy vznikaji O-glukosidy, které predstavuji
neaktivni, ale stabilni skladovaci formy cytokinin. Za pomoci enzymu pS-glukosidazy a O-
glykosyltransferazy je regulovana hladina aktivnich cytokinint. Pii O-glykosilaci dochézi k navazani
sacharidové skupiny (glykanu) na hydroxylovou skupinu ribézového zbytku cytokininu. Mezi
cytokininy schopné tvofit O-glukosidy se fadi zeatin, dihydrozeatin, topolin nebo hydroxylované
derivaty fenylmocoviny (Brzobohaty ef al., 1993; Mok and Mok, 2001).

Pomoci procesu N-glykosylace vznikaji N-glukosidy, které¢ se mohou vazat na atomech dusiku
v pozici N3-, N7-, N9- purinového kruhu. N-glukokonjugaty v pozici N7- a N9- nejsou Stépeny pomoci
enzymu fS-glukosidazy, a tudiz maji velmi nizkou nebo zadnou biologickou aktivitu. N-glykosylace je
v tomto piipad¢ v podstaté nevratna (irevezribilni) a jedna se o tzv. inaktivované formy cytokinind
(Letham et al., 1973; Mok and Mok, 2001). Naproti tomu v pozici N3- mize za katalyzy f-glukosidazy
dochazet k preméné glukosidi na volné baze (Brzobohaty ef al., 1993).

Mezi dalsi cytokininy patii i cytokininy s aromatickym postrannim fetézcem, kam se fadi
kinetin (K), 6-benzyladenin (BA) a jeho hydroxylované derivaty meta-, ortho- a para-. Na zakladé jejich
objevu v listech topolu byla tato skupina pojmenovana topoliny (Strnad ef al., 1977) a na zaklad¢ jejich
chemické struktury se fadi mezi aromatické cytokininy spolu s jejich methoxyderivaty (Strnad et al.,

1993).



Obecna struktura

cytokinini R R: Slouéenina Zkratka
H - N -isopentenyladenine iP
CH:  NgR - N'-isopentenyladenosine iPR
_/=< N-G - If—isopentenyladenine-7-gluooside iP7G
CH, NgG - N-isopentenyladenine-9-glucoside iP9G
Nge-RP - N-isopentenyladenosine-5-monophosphate  iPMP
H H trans-zeatin tz
Ng-R  H trans-zeatin riboside tZR
CH:OR; NG H trans-zeatin-7-glucoside tZ7G
_/=< NG H trans-zeatin-9-glucoside 129G
CH; H G trans-zeatin O-glucoside ZOG
Ng-R G trans-zeatin riboside O-glucoside tZROG
Ng-RP  H trans-zeatin riboside-5-monophosphate tZMP
H H cis-zeatin cZ
CH.OR, R H cl:s-zealin riboside . cZR
_\=< Ne-G H cis-zeatin-9-glucoside cZ9G
cH H G cis-zeatin O-glucoside cZ0G
4 Ne-R G cis-zeatin riboside O-glucoside ¢ZROG
R No-RP  H cis-zeatin riboside-5'-monophosphate cZMP
o 1
H';‘ /Rz H H dihydrozeatin DHZ
6 CH.OR NgR  H dihydrozeatin riboside DHZR
INZ \5/9‘\\ ORy oG H dihydrozeatin-9-glucoside DHZ9G
; 1' /8 o H G dihydrozeatin O-glucoside DHZOG
\?N/ \2‘ Hs Ng-R G dihydrozeatin riboside O-glucoside DHZROG
IIR \R No-RP H dihydrozeatin riboside-5"-monophosphate DHZMP
2 2
H - Nf-benzyladenine BA
Ne-R - ANP-benzyladenosine BAR
Ns:-G - N’-benzyladenine-3-glucoside BA3G
N~G - MN-benzyladenine-7-glucoside BA7G
Ne-G - MN-benzyladenine-9-glucoside BA9G
Ng-RP - I\f-benzyiadenosine-S’-monophosphate BAMP
HO H - ortho-topolin oT
Na-R - ortho-topolin riboside oTR
Ns-G - ortho-topolin-9-glucoside oT9G
S H - meta-topolin mT
Ng-R - meta-topolin riboside mTR
Ng-G - meta-topolin-9-glucoside mT9G
OH H - para-topolin pT
Ng-R - para-topolin riboside pTR
(o) H - kinetin K
/\@ NeR - kinetin riboside KR
Ne-G - kinetin-9-glucoside K9G

Obr. 1: Seznam a struktura isoprenoidnich a aromatickych cytokinini a jejich metabolitti
(pfevzato a upraveno podle Svacinova et al., 2012)

H = vodik, R = -D-ribofuranosyl, G = f-D-glukopyranosyl, RP = f-D-ribofuranosyl-5 "-monofosfat



2.4 Biosyntéza cytokinini

Hlavni ¢asti rostliny, kde probiha biosyntéza cytokinintl, jsou kofeny. Cytokininy jsou rozvadény z
kotfent do nadzemnich ¢asti rostlin pomoci xylému. Za urcitych podminek mize dochazet k tomu, ze
nékteré rostlinné ¢asti za¢nou produkovat cytokininy samovoln¢ a stavaji se tak autonomnimi. Misto s
nejvyssi hladinou cytokininti nalezneme v intenzivné se délicich a rostoucich pletivech. Koncentrace
jednotlivych cytokind muze byt ovlivnéna i dal§imi rostlinnymi hormony, jako napf. vyssi hladinou
auxind ¢i ethylenu, které jsou zodpovédné za potla¢eni akumulace tohoto typu fytohormonti (Prochazka,
1998). Hladina cytokinini se méni v prib¢hu jednotlivych fazi bunécného cyklu, pfi riznych
vyvojovych stadiich ¢i na reakcich na podnéty z vnéjsiho prostiedi. Piikladem mize byt G2 nebo M
faze bunécného cyklu, kdy dochazi k pfechodnému zvySovani hladin cytokinind v rostlinach (Redig et
al., 1996).

Kvili nehybné povaze rostlinného téla, mimo tropismu, vyzaduji rostliny vysoce ucinné
mechanismy pro aklimatizaci na ménici se podminky prostfedi a pro komunikaci mezi jednotlivymi
organy téla rostliny. Kromé rizné specifickych fytohormont vyuzivaji rostliny i klasické hormony, jako
napf. steroidy, oligopeptidy, ¢i slouceniny podobné eikosanoidim (Cedzich et al., 2008).

Pro biosyntézu isoprenoidnich cytokininti existuji dvé metabolické drahy. Prvni je spojena s
degradaci tRNA (nepiima) a druhd drédha je spojena s isopentenylaci volnych nukleotidii adeninu
(ptimd), kdy dochazi k prenosu isopentenylové skupiny z dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP) nebo
hydroxymethylbutenyldifosfatu (HMBDP) na N6- adenosindifosfat (ADP) nebo adenosintrifosfat
(ATP). Poprvé byla tato draha objevena u Dictyostelium discoideum (Taya et al., 1978), ktera produkuje
discadenin slouzici jako inhibitor kli¢eni spor (Nomura and Tanaka, 1977). Pfima biosyntéza probiha
dvéma zakladnimi drahami. Jedna se o drahu mevalonatovou (MVA), ktera se odehrava v cytosolu
eukaryot (Lichtenthaler, 1999; Rohmer, 1999) nebo drahu methylerythritol fosfatovou (MEP), ktera je
lokalizovana v bakteriich a plastidech (Sakakibara, 2006).

Za zacatek biosyntézy u isoprenoidnich cytokininl je povazovana prenylace N6-aminoskupiny
volnych adenosinovych nukleotidit (AMP, ADP nebo ATP) nebo prenylace adenosinfosfatu vazaného
na tRNA. Reakce jsou katalyzovany dvéma riznymi tfidami dimethylallyltransferdz, zndmé jako
isopentenyltransferazy (IPT). Prvni tfidou je adenylatova IPT (EC 2.5.1.27) katalyzujici pfenos
isopentenylové skupiny na AMP a adenylatova IPT (EC 2.5.1.112) katalyzujici prenos isopentenylové
skupiny na ADP/ATP (Takei et al., 2001; Kakimoto, 2001). Obé IPT ziskavaji isopentenylovou skupiny
z DMAPP podilejici se na tvorbé iP. Druhou tiidou je tRNA IPT (EC 2.5.1.75) katalyzujici pienos
isopentenylové skupiny na adenosinfosfat. (Persson et al., 1993).

Isopentenyladenin ribosid-5‘-mono-, di- a trifosfat (iPRS’MP, iPR5’DP, iPR5’TP) jsou
katalyzovany pomoci adenylatovych IPT a muze dochazet k jejich hydrolyze za vzniku pfislusnych
nukleotidii /Z za uc¢inku monooxygenazy cytochromu P450 (Frébortova et al., 2021). Vzniklé
ribosid- 5‘-monofosfaty z tRNA degradace nebo produkci adenylatovych IPT mohou byt pfeménény na



volné baze za pomoci specifického enzymu fosforibohydroxylazy (EC 3.2.2.n1) (Kurakawa et al.,
2007). Tento enzym je té€Z zndm pod ndzvem ,,0samely chlap* (,,lonely guy* - LOG). Mimo jiné se tento
enzym podili na transformaci trans- a cisZR5’MP na ptislusné volné baze.

Isopentenyladenin ribosid (iPR), vdzan na tRNA, mize podléhat modifikaci pomoci enzymu
tRNA 2-methylthio-N6-dimethylallyladenosin syntazy (EC 2.8.4.3) (Esberg et al., 1999) a tRNA 2-
methylthio-N6-isopentenyladenosin hydroxyldzy (EC 1.14.99.69) (Persson ef al., 1993). Za vysledek
této reakce je povazovan vznik tRNA 2-methylthio iPR (2MeSiPR), cis-zeatin ribosidu (cZR) a tRNA
2-methylthio-cis-zeatin ribosidu (2MeScZR) (Frébortova et al., 2021).

Na preméné nukleotidii na ribosidy a baze se podili nejen enzym LOG, ale i dal§i enzymy
bézného metabolismu purinid — fosfatazy, nukleotidazy, nukleosiddzy, kinazy a fosforibosyltransferazy
(Frébortova et al., 2021).

U Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 7 IPT gen (AtIPT1, AtIPT3-AtIPTS) podilejicich
se na biosyntéze cytokinini (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001; Sun et al., 2003) a exprimovanych
v celé fadé rostlinnych organti a typti bunék (Miyawaki et al., 2004; Takei et al., 2004a). Produkty te€chto
gend, jako napf. isopentylat ATP a ADP (Kakimoto, 2001; Sakakibara 2006), reprezentuji vétSinu
cytokinind iP a ¢Z typu (Miyawaki ef al., 2006). Pravé nizka afinita At/PT k AMP naznacuje, ze vétSina
ptirozeného iPR5’MP je tvotena defosforylaci iPR5’DP a iPR5’TP nebo fosforylaci isopentenyladenin
ribosidu (iPR) pomoci adenosinkinizy nebo konjugaci fosforibosylového zbytku (Mok a Mok, 2001).
Jako jedna z cest pro ziskavani cytokininl byla navrzena degradace isopentylované tRNA. U Arabidopis
se vyskytuji dva geny, tRNA-IPT, AtIPT2 a AtIPT9, které katalyzuji isopentylaci tRNA a téz jsou velmi
dilezité pro syntézu cytokininti cZ-typu (Golovko et al., 2002; Miyawaki ef al., 2006).

Prvni charakterizace /PT genu byly provedeny v Agrobacterium tumefaciens (Akiyoshi et
al. 1984; Barry et al. 1984), u kter¢ se vyskytuji dva IPT geny — Tmr a Tzs. Gen Tmr je kédovan v T-
DNA plazmidu Ti a gen 7Zzs se nachdzi v oblasti virulence Ti-plazmidu nopalinového typu, jehoz hlavni
roli je posilit u€innost prenosu T-DNA (John a Amasino, 1988; Powell et al., 1988). Gen Tmr je
integrovan do jaderného genomu hostitele, kdezto gen 7zs plisobi v bakteridlnich buiikdch. Oba geny
pouzivaji jako substrat vyhradné AMP, nikoli jiné adenosinfosfaty.

Reak¢éni draha iPR5’MP ve vyssich rostlinach se pravdépodobné podoba té, ktera se vyskytuje
u D. discoideum a A. tumefaciens (Sakakibara, 2006). [PT geny byly dale identifikovany jak u
Arabidopsis (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001), tak i u dalSich rostlin jako napt. u petinie (Zubko et
al.,2002) moruse (Abe et all., 2007), kukufice (Brugiére et al., 2008), ryze (Sakamoto et al., 2006) nebo
chmele (Sakano et al. 2004).

HMBDP je produktem methylerythritolfosfatové (MEP) drahy, kdezto DMAPP je syntetizovan
jak MEP drahou, tak i drahou MVA. Pokud je substratem pro biosyntézu DMAPP, jako primarni produkt
vznika iP nukleotid. Pfimym ptsobenim /PT na HMBDP poté vznika ¢Z nukleotid. Dfive nez byla
objevena MEP draha, byla MVA povazovana za jedinou znamou drahu produkujici isoprenoidni

prekurzory DMAPP a isopentenyldifosfat ve vysSich rostlinach (Sakakibara, 2006). Akumulace
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cytokinind je vyrazné snizovana inhibitorem MVA drahy — lovastinem (Laureys et al., 1998; Laureys et
al., 1999). Tento proces potvrzuje mySlenku, ze MVA dréha je zdrojem isoprenoidnich postrannich
retézcl.

Hydroxylace isopentenyladeninového typu je klicova pro biosyntézu ¢Z. Enzym katalyzujici
tuto reakci nebyl doposud identifikovdn, zndmé jsou pouze monooxygenazy cytochromu P450 —
CYP735A1 a CYP735A2, které se podileji na biosyntéze tZ. Oba tyto enzymy cytochromu P450
vyuzivaly v in vitro podminkach spiSe isopentenyladeninové nukleotidy nez nukleosidové formy a volné
baze. Na zakladé toho dochazelo k produkci nukleotidii Z-typu a ne k produkci cis-izomerii (Takei et

al., 2004b).

2.5 Metabolismus cytokinint

Cytokininy jsou metabolizovany modifikaci purinové skupiny, Gpravami na N6- postrannim fetézci,
popfiipadé pfeménou v zZivych organismech. Strukturni zmény mohou vést k reverzibilni ¢i ireverzibilni
ztraté biologické aktivity a zaroven urcuji funkci a usporadani odpovidajiciho metabolitu cytokininu
(Spichal et al., 2012). Na pfeméné adenosinového skeletu se podileji enzymy se Sirokou substratovou
specifitou a schopnosti rozeznavat adenosin. Piikladem téchto enzymu je 5¢-nukleotidaza (EC 3.1.3.5),
adeninfosforibosyltransferaza (EC 2.4.2.7) a adenosinkindza (ADK, EC 2.7.1.20), které byly objeveny
u riiznych rostlinnych druhit (Mok and Mok, 2001). Adenosinkinaza (ADK) patti mezi jeden z klicovych
enzymu v regulaci hladiny adenosinu a je zodpovédna za ptevod cytokininovych ribosidi na pFislusné
nukleotidy (Kwade et al., 2005). V roce 2007 byl objeven enzym LOG, ktery se mimo jiné téastni
biosyntézy cytokinini a zna¢né se podili i na metabolismu cytokinini (Kurakawa et al., 2007). Tento
enzym je zodpovédny za prevadéni neaktivnich cytokininovych nukleotidt na volné baze a jeho dilezita
role pro metabolismus byla potvrzena u Arabidopsis thalina (Kuroha et al., 2009; Tokunaga et al.,
2012).

2.5.1 Glykosylace

Cytokininy se mohou v rostlinach vyskytovat ve formé volnych bazi nebo jako odpovidajici nukleosidy
¢i nukleotidy. Behem metabolismu cytokininli dochazi ke konjugaci cytokinintl, coz zahrnuje procesy
jako napt. O-xylosylaci, O-glukosylaci nebo N-glykosylaci (Mok et al., 2000; Martin et al., 2001;
Letham et al., 1979; Veach et al., 2003).

Glykosylace byla pozorovana jako modifikace v polohach N3-, N7- a N9- purinového kruhu.
Enzymem zodpovédnym za N-glykosylaci probihajici na atomech dusiku v pozici N7- nebo N9-

purinového kruhu je glukosyltransferaza (EC 2.4.1.118) (Entsch et al., 1979). Jako donory glukosylu
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tento enzym pouziva uridin difosfat glukézu (UDPG) a uridin trifosfat glukozu (UTPG) (Hosek et al.,
2020; Spichal, 2012). Zvlastni metabolickou skupinou jsou N3-glukosidy, které nevykazuji aktivitu pii
biologickych testech a predpoklada se, Ze glykosylace v pozicich N7- a N9- je zodpoveédna za nevratnou
inaktivaci cytokininil (Kieber a Schaller, 2018) N9-glukosidy jsou povazovany za preferované substraty
nekterych izoforem cytokininoxiddzy/dehydrogendzy (CKX, EC 1.5.99.12) (Galuszka et al., 2007;
Kowalska et al., 2010). V ptipadé N3-glukosidt dochézi k vyjimce, pfi které je tento glukosid preménén
na volnou bézi za pomoci S-glukosidazy (EC 3.2.1.21) (Brzobohaty et al., 1993).

U Arabidopsis byly identifikovany dva enzymy — UGT76C1 (UDP-glukosyltransferaza 76C1)
a UGT76C2 (N-glukosyltransferaza), které glykosyluji celou fadu cytokininti jako napft. tZ, cZ, DHZ,
iP, BA i kinetin (Hou et al., 2004). Tyto enzymy upifednostiiuji glykosylaci v polohach N7- pred NO-
(Wang et al., 2011), coz zodpovida za rozdilnou koncentraci cytokininovych N-glukosylati v
jednotlivych ¢astech Arabisopsis (Sakakibara et al., 2005) a odpovida to majoritnimu vyskytu N7-
glukosidu.

O-glykosylace cytokininii piedstavuje reverzibilni krok, ktery vede k jejich rychlé deaktivaci
diky odstranéni O-glukosylové skupiny pomoci f-glukosidazy (EC 3.2.1.21) (Brzobohaty ef al., 1993).
Je katalyzovana pomoci O-glukosyltransferaz, které rozpoznavaji tZ, cZ, nebo DHZ (Zaveska et al.,
2021), ale nemaji zadnou aktivitu vici napt. ribosidum (Dixon et al., 1989; Turner et al., 1987). Pro
pribéh této reakce je dulezitd pfitomnost hydroxylové skupiny na postrannim fetézci. Enzymy
zodpovédnymi za O-glukosylaci jsou zeatin O-glukosyltransferaza (ZOG, EC 2.4.1.203) (Dixon et al.,
1989) ziskana z embryi fazole mesicni (P. lunatus) a zeatin O-xylosyltransferaza (ZOXT, EC 2.4.2.40)
(Turner et al., 1987) ziskand z embryi fazole obecné (P. vulgaris). Jako donory ZOG vyuziva UDPG i
uridindifosfatxylozu (UDPX), kdezto O-xylosyltransferdza vyuziva pouze UDPX. Obé tyto transferazy
rozpoznavaji substraty cytokininii vysoce specifickym zptisobem. Jako substraty slouzi pouze trans-
izomer zeatinu nebo parcidlni dihydrozeatin (Spichal, 2012). Diky pfisné substratové specifité se da
tict, ze O-glykosylace je velmi piesné regulovatelny proces a chrani cytokininy pied Stépenim
postranniho fetézce cytokininoxidazou/dehydrogenazou (CKX) (Armstrong, 1994; Kudo et al., 2010).
Jedinym donorem cukerné slozky je v tomto ptipadé UDPG (Martin et al., 2001). O-glykosylované
cytokininy lze velmi jednoduse pfeménit na aktivni formu cytokininti, a to za pomoci B-glukosidaz
(Brzobohaty et al., 1993). O-glukosidy ptedstavuji sice neaktivni, ale stabilni skladovaci formy
cytokinini (Mok and Mok. 2001).

2.5.2 Postranni retézec a jeho modifikace
Kli¢ovou metabolickou regulaci u nékterych organismu se stalo nevratné stépeni postranniho
fetézce N6-, které mize mit vyznamny vliv na aktivitu cytokinint. Postranni fetézec jednoho

z isoprenoidnich cytokinind, konkrétn¢ trans-zeatinu, mize byt redukovan za vzniku dihydrozeatinu,



konjugovaného s O-glukosidy nebo miiZze byt pfeveden na cis-zeatin ¢i §té€pen za pomoci CKX (Nogué
et al., 2003)

Identifikovany enzym byl oznacen jako cytokininoxiddza (CKX), kterd byla poprvé klonovana
z jader kukufice seté - Zea Mays (Houba-Hérin et al., 1999; Morriss et al., 1999). Akceptorem elektroni
u tohoto enzymu byl atom kysliku (Whitty a Hall, 1974; Hare a Van Staden, 1994). Z-typy (tZ, cZ) a iP-
typy cytokininti obsahuji nenasyceny N6- postranni fetézec, ktery mize podléhat $tépeni za pritomnosti
CKX, naproti tomu DHZ, BA a K jsou vti¢i tomuto Stépeni odolné. Za vyhodné substraty, které podléhaji
Stépeni CKX mohou byt povazovany volné baze a jejich ribosidy. Dalsi substituce funkénich skupin na
purinovém kruhu zabratuji §tépeni cytokininoxiddzou/dehydrogenazou, podobné jako je tomu u N- a
O-glykosylace (Schmiilling et al., 2003; Werner et al., 2006).

Zeatin reduktaza (EC 1.3.1.69) je vysoce specificky enzym podilejici se na preméné trans-
zeatinu na dihydrozeatin za ptitomnosti kofaktoru nikotinadenindinukleotidfosfatu (NADPH). Na
redukci ¢Z, tZR, iP, nebo zeatin O-glukosidu se tento enzym nepodili. Zeatin reduktaza byla izolovana
ze semen fazole obecné (Phaseolus vulgaris) (Martin et al., 1989). Diky rezistenci DHZ proti
cytokininoxidazam, hraje zeatin reduktaza vyznamnou roli v homeostézi cytokinint.

Dalsi dualezity gen podilejici se na metabolismu cytokininil byl izolovan z kukufice a kdduje
enzym cis-zeatin O-glukosyltransferazu (cisZOG), ktery neni schopen rozpoznavat DHZ ¢i tZ.
Vyznamnym modifika¢nim enzymem identifikovanym ve fazoli (Phaseolus) (Bassil et al., 1993) je
enzym specificky pro cis-zeatin, a to cis-trans-zeatin izomeraza. Ukolem toho enzymu je pievod cis-
izomeru na trans- izomer. Jeho vyznamna role se projevuje pii regulaci cytokininové aktivity, jelikoz
prevadi méné aktivni cis-zeatin na vysoce aktivni trans-zeatin. Pro spravnou funkci této izomerazy je
dulezita pritomnost flavinadenindinukleotidu (FAD) nebo flavinmononukleotidu (FMN), dithiothreitolu
¢i vlivu svétla. Tato reakce mize probihat i bez pfitomnosti této izomerazy, ale prubéh je vsak znaéné

zpomalen (Nogué et al., 2003).

2.5.3 Degradace cytokinint

Degradace je jednim zklicovych procest v metabolické draze, ktera udrzuje hladiny
cytokininovych metabolit a zaroven je zodpovédnd za jejich distribuci v rostlinnych systémech.
Regulace degradace cytokininli je ¢astecné zavisla i na dalSich metabolickych pfeménach, jimz
molekuly podléhaji a na substratové specifit¢ CKX (Armstrong, 1994). Za kompletni a nevratnou
inaktivaci cytokininl je zodpovédny enzym cytokininoxidaza/dehydrogenaza (CKX), kterd zaroven
hraje dilezitou roli pfi regulaci nebo omezeni ucinku cytokinini. Jedn4 se o flavoprotein s kovalentné
vazanou molekulou FAD, ktery oxidativné §tépi N6- postranni fetézec cytokininli (Galuszka et al.,
2001). Oxidativnim Sté€penim se vytvaii adenin a odpovidajici nenasyceny aldehyd odvozeny od

postranniho fetézce (Frébortova et al., 2004; Brownlee et al., 1975; Galuszka et al., 2001).

10



Aktivita enzymu CKX byla poprvé identifikovana v roce 1971 v tkani tabaku (Paces et al.,
1971). Nésledn€ byl enzym CKX izolovén i z mnoha dal$ich rostlinnych druhi (Galuszka et al., 2000)
a u nekterych nizsich organismi, napt. u mechu - Funaria hydrometrica (Gerhauser a Bopp, 1990),
slizu - D. discoideum (Armstrong a Firtel, 1989) a kvasinek - Saccaromyces cerevisiae (Van Kast a
Laten, 1987). OvSem vyskyt v té€chto organismech neni zatim zcela potvrzen (Schmiiling et al., 2003).
Vyssi koncentrace CKX se nachéazi v kotenech oproti jinym rostlinnym organtim, napt. ve vyhoncich
rostlin (Jones and Schreiber, 1997). OvSem nejleps§im zdrojem jsou semena rostlin (Galuszka et al.,
2001; Jones et al., 1992).

U Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 7 navzijem se liS§icich gent pro
cytokininoxiddzu/dehydrogenazu (AtCKX1-AtCKX7) (Schmiiling et al., 2003). Kazdy z téchto 7 genii
je exprimovan na odlisnych mistech rostlinného téla, v riznych vyvojovych stadiich a v odlisnych
rostlinnych pletivech (Werner et al., 2003). Geny AtCKX2, AtCKX4, AtCKX5 a AtCKX6 jsou
pravdépodobné cileny na sekre¢ni drahu rostlin, coz bylo ovéteno lokalizaci AtCKX2-GFP (Werner et
al., 2003). Tyto geny jsou vétsinou lokalizovany v apoplastu. AtCKX1 a AtCKX3-GFP jsou zacileny na
vakuoly, kdezto AtCKX7 nema zadnou cilovou sekvenci a s nejvétsi pravdépodobnosti se vyskytuje
v cytosolu (Werner et al., 2003), coz je v korelaci s intracelularni expresi rekombinantniho proteinu v E.
coli a Pichia pastoris (Kowalska et al., 2010). Diky hydrofobnimu N-terminalnimu signalnimu peptidu,
jsou jednotlivé geny zacileny do uvedenych ¢asti rostlin, tedy do apoplastu a vakuol. Geny AtfCKXI a
AtCKX2 jsou lokalizovany na chromozomu 2, geny A{CKX3 a AtCKX7 na chromozomu 5, AtCKX4 na
chromozom 4, AtCKX5 na chromozomu 1 a A#CKX6 na 3 chromozomu. VSechny uvedené proteiny se
podobaji svoji velikosti (60 kDa), ale naopak se li§i v aminokyselinové identité, ktera se pohybuje mezi
34,3% (AtCKX4 a AtCKX7) a 65,9% (AtCKX2 a AtCKX4). Rozdilnost v aminokyselinovych sekvencich
ptispiva k riznorodosti izoenzymt A¢CKX (Frébort et al., 2011).

2.6 Transportni cesty cytokininii

Cytokininy jsou transportovany napiic rostlinnymi buiikami, a to i na dlouhé vzdalenosti od mista jejich
syntézy smérem k cilovym buitkdm za ucelem pienosu signalu. Dusledkem pfenosu cytokinini na
dlouhé vzdalenosti je nerovnomérna distribuce jednotlivych druht cytokinini ve floému a xylému.
Podle provadénych analyz se cytokininy trans-zeatinového typu vyskytuji s vyssi frekvenci v xylému,
a naopak cytokininy iP-typu byly detekovany spise ve floému (Hirose et al., 2008; Matsumoto-Kitano
et al., 2008). Pficinou této nerovnomérné distribuce cytokininti je exprese CYP735A v kotfenech
rostliny. Tato cytochrom monooxygenaza hydroxyluje cytokininy iP-typu na cytokininy ¢Z-typu (Takei
et al., 2004b).

Existuji dvé cesty transportu bazipetalni a akropetalni. Bazipetalni je charakteristicka pro

transport cytokinini iP-typu syntetizovanych ve vyhoncich rostlin, tedy prostiednictvim floému.
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Naopak akropetalni cesta je charakteristickd pro cytokininy tZ-typu transportovanych z kotentl
prostfednictvim xylémové mizy (Hirose et al., 2008; Osugi et al., 2017; Zhang et al., 2014).

Identifikace prvnich gent zapojenych do cytokininové signalizace trvala vice nez 40 let. Prvnim
identifikovanym mutantem u Arabidopsis thaliana byl CYTOKININ INDEPENDANT 1 (CKI1)
(Kakimoto, 1996). Objeveny CKI1, kodujici integralni membranovy protein, ktery se podoba
bakteridlnim dvouslozkovym histidin-kindzédm, je odpovédny za jedno z prvnich vniméni signalizace
cytokinind (Yamada, 2001). Za jako prvni objeveny cytokininovy receptor se oznacuje CYTOKININ
RESPONSE 1 (CRE1) (Inoue et al., 2001) ziskany pomoci screeningu mutanti Arabidopsis.

Znamé jsou tfi druhy cytokininovych transportérii — purinové permedzy (PUP), ekvilibracni
nukleosidové transportéry (ENT) a transportéry ,,ATP-binding cassete* podskupiny G (ABCG) (Borgi
et al., 2015; Girke et al., 2014; Kudo et al., 2010).

Prvnim identifikovanym PUP transportérem byl PUPI1. Zjistilo se, Ze kromé schopnosti
transportovat adenin mize PUP1 transportovat napt. kinetin nebo zeatin a v mensi mife i jejich ribosidy
(Gillissen et al., 2000). Postupné byla identifikovana cela nova rodina téchto membranovych proteinti o
21 clenech (Schwacke et al., 2003). Dalsimi vyznamnym clenem je PUP2, ktery je schopny
transportovat obsahlé spektrum cytokinini —¢Z a cZ, iP K, BA a v mensi mite i #ZR (Biirkle et al., 2003).

U Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 5 proteind patiicich mezi nespecifické transportéry
(AtENTI1, AtENT3, AtENT4, AtENT6 a AtENT7). Tyto proteiny vykazuji Sirokou substratovou
specifitu a transportuji purinové nukleosidy (adenosin a guanosin) a pyrimidinové nukleosidy (cytidin
a uridin). Transport mize byt inhibovan deoxynukleosidy a z ¢asti i nukleobazemi (Mohlmann et al.,
2001; Wormit et al., 2004; Li et al., 2003). Transportni proteiny AtENT3, AtNT6 a AtNT8 se mimo jiné
Ucastni i transportu cytokininovych ribosidt. Pro iPR vykazuji tyto proteiny vyssi afinitu nez pro tZR

(Hirose et al., 2007; Sun et al., 2005).

2.7 Signalni transdukce cytokinini a jejich receptory
U mikroorganismt je znamo, ze vyuzivaji tzv. dvouslozkovy systém (TCS — ,,two component systém*)
pro zménu exprese gend, aby reagovaly na rizné podnéty a zlepsily svoji schopnost vnimat prostredi a
adaptovat se na né&j (Stock et al.,2000; Gao a Stock, 2009; Cheung a Hendrickson, 2010).
Dvouslozkovy systém se sklada ze dvou proteinil — histidinkinazy (HK) spojeny s membranou
a regulatorem odezvy (RR) lokalizovanym v cytoplazmé. Jednotlivé histidinkinazy hraji roli pfi detekci
signalu v oblasti senzoru a nasledné prenasi dany signal dale do cytoplazmy (Appleby et al., 1996;
Cheung a Hendrickson, 2010). Rostliny si vyvinuly podobny, ale vicestupiiovy fosforylacni systém,
ktery je slozen z histidinkinazy, histidinfosfotransferovych proteini (HP) a regulatort odezvy (RR)
(Grefen a Harter, 2004). V priubé¢hu vicestupiiového fosforylacniho systému dochazi ke kontinualnim

fosforylacnim dé&jam, které se pribézné stidaji mezi histidinovymi a aspartatovymi zbytky (Hwang et
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al., 2012). Vicestupnovy fosforylacni systém je vyuzivan pravé cytokininy pro jejich signalni
transdukeci, také za i€asti na bunécném déleni, starnuti listi a apikalni dominanci (Pils a Heyl, 2009).
Daéle je fosforylacni systém rostlinou vyuzivan k pienosu stresovych signali pravé prostfednictvim
cytokinind (Mochida et al., 2010).

Vazba cytokininu na pfislusny receptor je zodpovédnd za konformacni zménu, kterd zptsobi
autofosforylaci konzervovaného histidinového zbytku umisténého v cytosolové casti ptislusného
receptoru. Signal pokracuje ptfes kanonicky aspartat v C-termindlni Césti proteinu a nasledné je
transdukovéan ptes vicekrokovy dvouslozkovy signaliza¢ni systém (Ferreira and Kieber, 2005; Mizuno,
2005). Receptory cytokinint patii mezi katalytické receptory se slozitou vicedoménovou strukturou.

Podle nedavnych zjisténi bylo objeveno, ze histidinkindzy obsahuji takzvanou CHASE doménu
(,,Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular) lokalizovanou na N-konci molekuly
receptoru. Schopnosti této domény je vazani liganda s nizkou molekulovou hmotnosti. CHASE doména
se piiblizné sklada asi z 250 aminokyselin a na povrchu jsou 4 specifické aminokyseliny rozhodujici o
vazbé prislusného ligandu (Heyl et al., 2007). Vyskyt této domény neni omezen pouze na suchozemské
rostliny, ale maze se objevovat i u jinych eukaryot (houby ¢i améby), ¢i prokaryot, jako jsou rostlinné
patogeny a sinice (Kabbara et al., 2018).

Prvnim identifikovanym cytokininovym receptorem u Arabidopsis byl CRE1/AHKA4, ktery je
povazovan za senzorovou histidinkinazu (Suzuki et al., 2001b; Inoue et al., 2001). Schopnost
identifikovanych receptorii rozpoznat hormonalni signal byla potvrzena v pribéhu experimenti
s transformovanymi bakteriemi a kvasinkami. Dilezitad role téchto proteint, jako receptord, byla
ovétfena pomoci studia mutantil s vloZenymi inzerty v Arabidopsis. Obecné platnou podminkou je, ze
mutace v jednom receptoru nezpisobuje zadné znatelné zmény, naopak mutace dvou a vice receptorii
ma jiz zédvazné uCinky. Pokud dojde k mutaci ve vSech tfech receptorech tedy k jejich inaktivaci,

disledkem je necitlivost k cytokininim a vyvoj zakrslé rostliny se snizenou Zivotaschopnosti (Riefler et
al., 2006; Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004). Znamy receptor CRE1/AHK4 je predevsim

exprimovan v kotfenech, kdezto naptiklad AHK3 je exprimovan v listech. Stim souvisi Uc¢inky

cytokinind na nadzemni a podzemni ¢asti rostlin (Romanov, 2009).
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2.8 Hlavni fyziologické ucinky cytokinint

Cytokininy hraji kli¢ovou roli v mnoha aspektech riistu a vyvoje rostlin. Uéinky exogenné aplikovanych
cytokininti poukazuji na jejich vyznamnou ulohu v hormonélnich regulacich u riznych fyziologickych
procest. Hlavnimi procesy, které jsou ovliviiovany cytokininy, jsou funkce v meristémové aktivité
vyhonku a kofent, pii vétveni vyhonku a kofent, v regulaci velikosti organi a ve vyvojovych
ptechodech (kveteni a kliceni), v kontrole starnuti listd, mobilizaci Zivin, apikalni dominanci a dalsi
(Kieber a Schaller, 2018; Werner a Schmlling, 2009). V souvislosti s cytokininy byly zaznamenany i
jejich funkce v obrané proti stresu zvySovanim odolnosti vi¢i nepfiznivym podminkdm prostiedi
(Skoog a Armstron, 1970). Dale tyto fytohormony zprostfedkovavaji mnoho procest regulovanych
svétlem, vetné diferenciace chloroplastt, metabolismus listti a délozni expanze listi (Mukherjee et al.,

2022).

2.8.1 Bunécné déleni

Jednim z hlavnich G¢inkt cytokinint je stimulace bunééného déleni. V meristematickych intenzivné se
délicich pletivech se vyskytuji vysoké koncentrace cytokinini v aktivni form¢ (Prochazka, 1998).
Cytokininy rovnéz ovliviiuji nékteré reakce v bunééném cyklu, napiiklad mohou stimulovat funkci
jednotlivych kindz podilejicich se na regulaci bunééného déleni (Shaller et al., 2014) Dalsim
vyznamnym faktorem je vliv na replikaci DNA, konkrétné na S fazi mitdzy, kde zvysuji pocet pocatkl
a zkracuji replikony urychlujici jeji ptepis DNA. U vyvijejicich se rostlin hraji tyto fytohormony
kli¢ovou regulaéni roli v meristémech (Shaller et al., 2014; Yang et al., 2021). Pozitivné reguluji SAM
(apikalni meristémy vyhonk) pies stimulaci buné¢ného déleni, a naopak negativné reguluji kofenovy

apikalni meristém (RAM) tim, Ze podporuji diferenciaci bunék (Shaller et al., 2014)

2.8.2 Regulace buné¢ného déleni

Regulace bunééného cyklu je v mnoha aspektech podobna regulaci zivocisnych bunék. U rostlin jsou
vyuzivané proteiny, jako napt. cykliny, cyklindependentni kindzy (CDK), CDK-aktivujici kindzy
(CAK), CDK inhibitory (CKI), proteiny souvisejici s retinoblastomem (RBR) a transkripéni faktory E2F
(Francis, 2007). Cytokininy jsou zde malymi proteiny schopnymi inhibice aktivity CDK a jsou funkéné
spojovany s regulaci rostlinného bunééného cyklu (Cheng et al., 2013; Veylder et al., 2001). VSechny
pfechody v buné¢ném cyklu rostlin jsou stejné jako u eukaryot Fizeny regulaci aktivity CDK. U
Arabidopsis jsou CDK rozdéleny do 8 skupin (Gutierrez, 2009). CDKA je esencialni gen, ktery je
dulezity pfi pfechodech G1/S a G2/M. Jednotlivy z&stupci CDKB zacinaji byt exprimovani v pozdni
S fazi a exprimace pokracuje az do M faze, kde dochazi k vyvrcholeni kindzové aktivity v mitoze.
CDKD a CDKF pusobi podobné jako CAK. U cyklindependentnich kinaz C a E nebyla prokézana
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spojitost s buné¢nym cyklem. U Arabidopsis nachazime pfes 50 cyklinovych gent a az 30 z nich ma
spojitost s bunéénym cyklem (Gutierrez, 2009). Cykliny typu A a B se fadi mezi mitotické cykliny a
interaguji s CDKA a né€kdy i CDKB proteiny. Cykliny typu D se podileji pfi piechodu G1/S. Cytokininy
maji roli pfi fizeni jak prechodu G1/S, tak G2/M v bunééném cyklu (Shaller et al., 2014).

Pfi zkoumani hladin cytokinind béhem bunécného cyklu u bunééné kultury BY-2 byl odhalen velmi
vyrazny kratkodoby nartst téchto hladin. Nejvyraznéjsi chovani bylo zaznamenano u cytokinini
zeatinoveho typu, kdy jejich vrcholové koncentrace byly pozorovany v ¢asné G1, pozdni G a az do
Casné, stiedni (Dobrev et al., 2002) nebo i pozdni S-faze (Redig et al., 1996), téZ i v G2/M piechodu a
vstupu do mitdzy (Hartig a Beck, 2005). Naopak méné vyrazné byly piky u cytokinini
dihydrozeatinového typu, které byly pozorovany v G1 a pozdni G fazi az do ¢asné S faze ale i v G/IM
prechodu. Je zndma i studie (Dobrev et al., 2002), kde byly zaznamenany i vrcholy cytokininu iP-typu
a to v ¢asné S fazi, O-glukosidy Z-typu v G2/M piechodu. Z téchto ziskanych poznatkt, ze hladiny

cytokininl jsou béhem bunééného cyklu piisné regulovany (Roef a Onckelen, 2010).

2.8.3 Regenerace organt
Utinky cytokininil ve spojeni s tginky auxind tvoii zaklad regeneraénich procesti in vitro i in vivo.
Dtlezitym faktorem je pomér koncentraci téchto fytohormoni, ktery rozhoduje o pritbéhu regenerace.
Vyrovnany pomér téchto fytohormonti vede ke tvorbé kalusu, tedy nediferencovaného pletiva, kdezto
naopak nadbytek cytokininti zplisobuje regeneraci prytu a nadbytek auxinli vyvolava regeneraci kotend
(Suetal,2011).

Vyjimeénou schopnosti rostlin je schopnost nahradit nebo obnovit poranéné tkané ¢i struktury.
Tato mimotadna plasticita vyvojové a regeneracni cesty je funkci znovuziskané funkce totipotence
(Féher, 2019). Zpusobu, kterymi muze dojit k regeneraci je spousta. Jednim z nich je naptiklad
organogeneze (vytvoieni jednotlivych organi), dalsim zptisobem miize byt somatickd embryogeneze
(vytvoreni bipolarni struktury), kterd obsahuje jak vyhonky, tak kofenovy meristém. Organogeneze a
somatick&a embryogeneze zahrnuji piimé i neptimé procesy, kterymi rostliny mohou reagovat na ztraty
nebo poskozeni zpisobené riznorodymi stresory (Gamborg a Phillips, 1995; Ikeuchi et al., 2019).
k exogennimu vyvolani odpovédi in vitro (Miller et al., 1955). Cytokininy se nachézeji v celych
rostlinnych organismech a jejich syntéza probiha v riznych typech bun¢k a kotent (Cortleven et al.,
2019). Praveé derivaty N6-substituovaného adeninu s isoprenoidnimi postrannimi fetézci se nejvice
podileji na rastu a vyvoji rostlin. Mezi tyto procesy mtzeme zatfadit udrzovani meristému, interakce
sink-zdroj, reakce na bioticky a abioticky stres, indukce rostlinné imunity, bunééné déleni a starnuti listt
(Kamada-Nobusada a Sakakibara, 2009; Kieber a Schaller, 2018; Akhtar et al., 2020).
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2.8.4 Regulace riistu rostliny

Jednou z dalSich uloh cytokininli je podpora rustu a vyvoje rostlin. Za normalnich podminek hraji
klicovou roli v odolnosti vii¢i stresovym podminkdm. Zarovenn zabrainuji starnuti rostlin, inhibici
rozkladu chlorofylu, nukleovych kyselin, proteinti a dalSich latek obsazenych v rostlindch. Znovu
prevedeni dulezitych aminokyselin, hormoni, anorganickych soli a jinych sloucenin do rostlinnych
tkani (Ullah et al., 2018). Cytokininy se téz podili na zmirniovani G¢inka riiznych abiotickych stresti na

rostlinu (Prerostova et al., 2018; Keshishian et al., 2018; Mi et al., 2017).

2.8.5 Apikalni dominance

Apikélni dominance je pfedev§im zavisla na poméru auxind a cytokininti. (Klee a Romano, 1994; Li a
Bangerth, 1992) Mezi cytokininy a auxiny se zde projevuje antagonisticky vztah, kdy cytokininy
potlacuji apikalni dominanci a auxiny ji naopak podporuji. Vétveni nadzemni cCasti rostliny je
stimulovano endogenni aplikaci cytokinini. Mimo stimulace ristu se cytokininy podileji i na zakladani
pupenil (Prochazka, 1998; Kebrom et al., 2016; Geem et al., 2024).

Aktivita a tvorba novym axilarnich meristémi je zavisla na urCitych podminkach, napf.
genotypu rostliny, vyvojovém stadiu a prostiedi, kde se rostlina nachazi a roste. Rovnéz zalezi na
faktorech, jako je délka dne, teplota, kvalita a intenzita svétla, a pfisun zivin. Nedavné zjisténi poukazalo
na skutecnost, Ze strigolaktony, neboli skupina seskviterpenovych lakton odvozenych od karotenoidd,
¢i jejich derivaty, hraji kli¢ovou roli pfi inhibici vétveni vyhonkd. Spoluptisobeni vnitinich a vnéjSich
faktort reguluje aktivitu pupend pres vzajemné propojené signalni transdukéni drahy (Miiller a Leyser,
2011). Tvorba novych axilarnich pupenti mize byt zpomalena rostoucim vrcholem vyhonku. Odstranéni
tohoto vrcholu vyhonku zptisobuje uvolnéni tzv. spicich axilarnich pupend pod nim a vysledkem je
tvorba vétveni. Apikalni dominance soustfed’uje zdroje rostlin do hlavni ristové osy, kdezto aktivace
spicich pupenii umoziuje regeneraci po poskozeni nebo ztrat¢ hlavniho vyhonku (Miiller a Leyser,
2011).

Hlavnim signdlnim hormonem pro apikalni dominanci je auxin, jenz je syntetizovan na vrcholku
vyhonti mladych list (Ljung ef al., 2001). Jeho aplikace na poskozené vrcholy vyhonkil mize zastoupit
rostouci vrchol pii obnoveni inhibice vétveni (Thimann a Skoog, 1993).

Hlavnim mistem vyskytu cytokininti v rostlin€ jsou kofeny, které jsou vSak transportovany do
vyhonkl pomoci transpiracniho proudu v xylému. Je zndmo, Ze vyhonky odpovidaji za regulaci
transportu cytokininti z kofentl. Velmi nizké koncentrace cytokinini jsou naopak v xylémové mize (Foo

et al., 2007).
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2.8.6 Senescence listii

Senescence neboli posledni faze, vyvoje je definovana jako aktivni a organizovany proces. Ten je ¢asto
spojovany s celou fadou omezeni pro rostlinu napi. Se Snizenim rychlosti az inhibici fotosyntézy
(Buchanan-Wollaston, 1997), degradaci proteinti (Humbeck et al., 1996) a nukleovych kyselin (u RNA
je rychlejsi nez u DNA) (Kozlowski a Pallardy, 1997). Dale mize byt spojovan s poklesem obsahu
chlorofylu a remobilizaci zivin ze zdrojovych tkanich, jako jsou zralé listy nebo koifeny, plody nebo
mladé listy (Smart, 1994; Gan a Amasino, 1997). Proces starnuti listd, ktery pfedchazi pfirozenému
opadavani listl, souvisi se snizovanim koncentrace a aktivit cytokininti (Gan a Amasino, 1996). Tento
proces je doprovazeny masivnimi transkripnimi a metabolickymi zménami, které se podileji na
destabilizaci intracelularnich organel a makromolekul, dale pienaseji ziviny do vyvijejicich se tkani a
zasobnich organt (Causin et al., 2006). Rozpad fotosyntetického aparatu mize byt urychlen, ale téz
zpomalen, coz miize byt ovlivnéno riznymi faktory. Piitomnosti ABA a ethylenu dochazi k urychlovani
starnuti (Smart, 1994; Grbi¢ a Bleecker, 1995), naproti tomu ptidanim exogennich hladin cytokinint
dochazi k inhibici degradace chlorofylu a fotosyntetickych proteinti (Richmond a Lang, 1957; Badenoch
a Jones et al., 1996).

Iniciace starnuti listd je velmi pfisné regulovana endogennimi hladinami riznych typt
fytohormont a jejich metabolitt (Woo et al., 2019; Kusaba et al., 2013) a zaroven vn&jsimi podméty
zahrnujici vysokou salinitu, sucho, vysoké teploty a zvysenou koncentraci patogent (Gepstein et al.,
2013; Zhang et al., 2012).

Nejenom v Arabidopsis, ale i v dalsich rostlindch bylo identifikovano spousta transkripénich
faktord, jez se podileji na regulaci starnuti listt (Sakuraba, 2021). Jednou z dalSich moznosti pozdrzeni
senescence u transgennich rostlin produkujicich cytokininy je exprese bakterialniho genu IPT (Gan a
Amasino, 1995). Na snizeni senescence se mize podilet i snizeni poméru ¢erveného svétla, jenz dopada
aZ ke spodnim listim rostliny (Rousscaux et al., 1996). SniZena intenzita svétla ¢i uplna tma je jednim
z divodu sniZené exprese gent, Které jsou zavislé na svételnych podminkach, a téz je zodpovédna za
vymizeni fotosyntetickych proteinti a chlorofylu (Thomas, 1978).

Béhem procesu starnuti mize dochazet ke zvySeni koncentrace jednotlivych cukri v listech
(Crafts-Brandner et al., 1984). Akumulace téchto cukrii vyvolana pferusenim ¢i propadnutim hladin
floému muze urychlovat nebo i zpomalovat proces starnuti (Crafts-Brandner et al., 1984; Frohlich a
Feller, 1991) a zaroven muze vést u nestarnoucich listd k poklesu zeleného barviva a k poklesu
fotosyntetickych proteint (Krapp et al., 1990; Stitt et al., 1990; Krapp a Stitt et al., 1994). Z téchto
duvodu je dilezité, aby hromadéni cukru v listech bylo zavislé i na jinych faktorech, napt. pomér C:N
v listech (Paul a Driscoll, 1997), ¢i na intenzité (Dijkwel et al., 1997) nebo regulatorech rustu rostlin
(Koch, 1996).

Béhem starnuti dochazi ksnizeni rychlosti fotosyntézy a stim spojeného Ubytku

fotosyntetickych enzymii. Nejen u téchto enzymi dochazi ke sniZeni jejich mnozstvi, ale i
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pektinmethylesterdz, zatimco u RNaz a nékterych hydrolaz dochazi k zvyseni jejich hladin (Lauriére,
1983).

2.9 Svétlo a jeho vliv na cytokininy

Svétlo fadime mezi jeden z nejvyznamnéjSich enviromentalnich signalti pro rostliny. Podili se na
modulaci Sirokého spektra procesti vyvoje rostliny, napt. kliceni semen, pohyby listdl, indukce kvétd,
prodluzovani stonku. VSechny zminéné procesy podléhaji regulaci fytohormont (Novakova et al.,
2005). Zaroven je velmi dilezitym faktorem pii kontrole endogennich hladin cytokinint, jelikoz se
podili na regulaci jejich biosyntézy, degradace a transportu (Zubo et al., 2008; Ananieva et al., 2008;
Mizuno et al., 1971) Regulace vyvoje rostlin téz piedev§im zavisi na kvalité spektra, kvantité¢ a
periodicité a sméru svételného zafeni (Chen et al., 2004; Kami et al., 2010).

Interakce mezi vyvojovymi regulacemi, které jsou zprostiedkovany svétlem, a cytokininy jsou
znamy uz delsi dobu. Poprvé byly charakterizovany Millerem (1956), ktery je autorem popisu nékolika
reakci vyvolanych ve tmé cytokininem — Kinetinem. Byly popsany i dalsi interakce mezi cytokininy
spolu s dalsimi svétlem ovlivnénymi procesy, jako napf. syntéza betacyaninu (Koehler, 1972),
akumulace anthokyant (Kasemir a Mohr, 1982), prodlouzeni hypokotylu (Cohen et al., 1991) ¢i vyvoj
chloroplastt a genova exprese (Feierabend a Boer, 1978; Flores a Tobin, 1986; Reski et al., 1991; Smart
etal., 1991).

V rostlinach bylo prozatim identifikovano jen okolo n¢kolika tfid fotoreceptorti. Konkrétné u
Arabidopis thaliana rozeznavame tii typy fotoreceptori. Prvnim typem jsou fytochromy (phys), jez
specificky reaguji na ¢ervené svétlo a daleké Cervené svétlo. Druhym typem jsou receptory pro modré
svétlo, kam lze zatadit fototropiny (phots), kryptochromy (crys) a proteiny ZEITLUPE (ZTL), které
také patii mezi receptory modrého svétla (Chen et al., 2004) a obsahuji doménu pro absorpci svétla
nazvanou LOV. T¥etim typem jsou proteiny UVRS8 (Rizzini et al., 2011; Kami et al., 2010) citlivé na
UV-B svétlo slouzici jako signalni slozka pro UV-B a podili se na fizeni exprese fady gent s Zivotné
dilezitymi funkcemi ochrany proti UV zateni (Li et al., 2011; Tilbrook et al., 2013; Jenkins, 2014;
Christie et al., 2015; Kong a Okajima, 2016; Liu et al., 2016). Pfitomnost chromofor zajist'uje absorpci
svételnych signalt a zaroven jsou schopné je pfeménit na biochemické signaly (Kong a Okajima, 2016).

Nejvétsi podil na vnimani svétla maji prave fytochromy, tzv. receptory cerveného svétla (Quail
et al., 1995, Li et al., 2011; Rockwell et al., 2006). Fytochromy jsou charakteristické pro odpovédi na
Cervené a dlouhovinné cervené svétlo a absorbuji fotokonvertibilni chromoproteiny. Obsahuji
kovalentn¢ navézanou molekulou kofaktoru schopnou absorbovat svétlo, ¢imz je obstarana

fotokonvertibilita. Jednotlivé interakce mezi svételnym zafenim a cytokininy mohou byt synergické
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(zajistujici vyvoj chloroplastii a cytokinint) ¢i aditivni (inhibuji prodluzovani hypokotylt a cytokininti)
nebo antagonistické (kli¢eni a ABA) (Novakova et al., 2005).

2.9.1 Cytokininy a jejich vztah s fytochromy

Fytochromy spolu s fytohormony se podileji na rastu rostlin. Podle mnohocéetnych genetickych studii
svétlo ptimo ovlivituje bunéénou hladinu uréitych fytohormont, pfenos jejich signali a zaroven se
mohou podilet i na pfenosu signalu fotoreceptord. Béhem transdukce signalnich molekul je zahrnut i
ptenos a konverze extracelularnich signéla jako odpovéd’ na intracelularni bunétné odpovédi, kde je
svétlo klicovym faktorem regulujicim rust rostlin (Lymperopoulos et al., 2018).

se ze dvou fotointerkonvertibilnich forem — Pr a Pfr. Forma Pr je charakteristické absorpci ¢erveného
svétla o vinové délce cca 667 nm. Forma Pr je nasledné pfeménéna na formu Pfr. Hlavni funkci
fytochromu v rostlinach je jejich vyuziti pii rustu v neptiznivych podminkach, coz mize zahrnovat i.
rast ve stinnych mistech (Lymperopouluos et al., 2018).

V rostlinach byly detekovany fytochromy P, které funkéné odpovidaji svételnym receptorum,
jenz se podilejicich se na vyvoji a ristu rostlin ve viditelném svétle pii riznych vinovych délkach
(Rockwell et al., 2006). Tyto fytochromy jsou schopné detekovat a pracovat s ¢ervenym svétlem (R) a
s dalekym ¢ervenym svétlem (FR) z okolniho prostiedi. Navic mohou ur¢it pomér R/FR svétla a stanovit
tak fotosynteticky aktivni svétlo. Na zaklad¢ téchto poznatkll jsou fytochromy schopny zapojit
mechanismy u rostlin pro vyhybani se stinu podle nutnosti (Sage, 1992; Rockwell et al., 2006).

Dalsi funkci fytochromi je ziskdvani informaci o sousednich rostlinich a o dostupnosti
fotosyntetické energie (Chen a Chory, 2011). Fytochromy jsou proteiny slouZzici k detekci ¢erveného a
dalekocerveného zateni. Tyto dimerické proteiny jsou syntetizovany ve formé absorbujici ¢ervené
svétlo (Pr) ve tmé a po jeho absorpci dojde k pifeméné na Prf formu absorbujici daleké Cervené svétlo.
Daleké cervené svétlo je odpovédné za zpétnou preménu Prf na Pr. Velka spousta reakci koreluje
s mnozstvim Prf, a proto je mozné fytochromy oznacovat jako spinace regulované svétlem (Rockwell
et al., 2006).

PfrB je stabilizovan za pomoci ARR4. ARR4 patii mezi regulatory odezvy identifikovanych u
Arabidopsis (Urao et al., 2000). U bakterii jsou tyto regulatory zodpoveédné za signalizaci na rtizné
podmeéty. U Arabidopsis je pfitomno vice jak 10 senzorovych kinaz (Inoue et al., 2001) a receptory pro
cytokininy jsou téz ¢leny senzorovych histidinkinaz. Rostlinné fytochromy maji doménu, ktera piimo
souvisi s histidinkindzou. Dtikaz o aktivité této histidinkinazy neni vsak zcela potvrzen, divodem muze
byt i absence nékterych klicovych zbytkt v této doméné histidinkindz (Lomin et al., 2012; Schaller et
al., 2008; Inoue et al., 2001; Yamada et al., 2001; Mougel a Zhulin, 2001; Anantharaman a Aravind,
2001).
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2.9.2 Cytokininy a jejich vztah s kryptochromy

Fotosyntéza ptedstavuje jednoho z kliovych faktord pro rostliny, proto se rostliny musi neustéle
prizptisobovat zménam svételnych podminek. Maji plno fotoreceptorti pro vnimani rizné Siroké Skaly
vinovych délek spektra (Chen at al., 2004). Vyse zminéné fytochromy slouzi jako receptory pro vnimani
¢erveného a daleko Cerveného svétla, naopak kryptochromy (CRY1 a CRY2 u Arabidopsis) jsou
predevsim specifické pro procesy, jako je vyvoj a rust zavisly na svételnych podminkéach, tzv.
fotomorfogeneze v modrém svétle. Jednou z funkci kryptochromu je pienos elektrond zavisly na
modrém svétle (Giovani et al., 2003; Zeugner et al., 2005), kdy vysledkem je konformaéni zména
umoznujici interakci s ,,downstream signalnimi ¢asticemi (Yang et al., 2000). U jednotlivych
komponenti izolovanych z Arabidopsis bylo zjisténo, Ze jsou schopné ptimo interagovat s kryptochomy
(Wang et al., 2001; Yang et al., 2001; Ahmad et al., 1998a,b). Pfikladem interagujiciho komponentu je
COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC1) (Wang et al., 2001; Yang et al., 2001), dalsim
komponentem muize byt E3, tzv. ubikvitin ligaza, ktera pisobi jako negativni regulator fotomorfogeneze
u etiolovanych semenackut (Bauer et al., 2004; Ma et al., 2002). COP1 se podili na tvorbé proteinovych
komplext a vSechny proteiny zapojené do tvorby téchto komplexi, at’ jiz interaguji pfimo ¢i nepiimo
pravé s COP1, jsou s velkou pravdépodobnosti zapojeny do kryptrochromové signalizace. Jedna se napt.
o supresor fytochromu Al (SPA1) (Saijo et al., 2003), slozky signalosomu COP9 (Wei a Deng, 2003)
a DET1, COP10 a DDB komplex (Yanagawa et al., 2004).

Fotomorfogeneze zavisla na modrém svétle je u Arabidopsis regulovana pravé pomoci
fotoreceptort  kryptochromového flavinového typu, které odpovidaji za kontrolu inhibice rastu
hypokotylu, rozristani délohy a listii. Cytokininy indukuji podobné reakce, kdyz jsou exogenné pridany
ke kli¢icim semenackim, coz poukazuje na mozné spojeni mezi kryptochromy a cytokininovymi

signalnimi cestami v souvislosti ve spojeni s fotomorfogenezi (Vandenbussche et al., 2007).

2.9.4 Svétlo ve vztahu k senescenci listii
Svétlo patii mezi hlavni regulatory riznych biologickych procest v Zivotnim cyklu rostlin. Vlastnosti
rostlin jsou ovliviiovany odlisnymi charakteristikami svétla, napt. vinovou délkou, rychlosti proudéni ¢i
fotoperiodou (Folta a Childers, 2008). Schopnosti rostlin je transformovat svételnou energii na
chemickou a to prostfednictvim fotosyntézy. Mimo jiné jsou rostliny schopné zachytit svételnou energii
pomoci raznych fotoreceptorl, které vnimaji urcit¢ vinové délky svétla pomoci procesu svételné
signalizace (Kami et al., 2010).

Rostliny vnimaji svétlo v spektralnim rozsahu 300-800 nm, coz je zafeni, které se pozitivné
podili na ristu a vyvoji (Kami et al., 2010). Fotosyntézou je vyuZzivano zafeni v rozsahu 400 az 700 nm
(McCree, 1972). Riznorodé sady fotoreceptorti umoziuji rostlinam vnimat $iroké spektrum svételného

zafeni od ultrafialového-B (UV-B, 280-315 nm) po dalekogervené (700-800 nm). Receptory pro
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vnimani modrého svétla a UV-A svétla jsou kryptochromy, jez se podileji na regulaci spousty
biologickych jevu a zaroven na cirkadiannim rytmu, kveteni a fotomorfogenezi. Naopak pro vnimani
pouze modrého svétla jsou receptory fototropiny, které reguluji pohyb chloroplastii a otevirani praduchi
(Lin, 2000). Fytochromy jsou jediné fotoreceptory, které vnimaji ¢ervené a dalekoCervené svétlo a
reguluji fadu fyziologickych procesti od kveteni poc¢inaje, ptes kliceni semen a deetiolaci sazenic az
k vyhybanim se stina (Li et al., 2011).

Pravé Cervené svétlo méa podle studii ze 70. a 80. let 20. stoleti vliv na iniciaci starnuti listd, na
zpomaleni degradace chlorofylu a na zpomaleni senescence v listech je¢mene (Hordeum vulgare L.)
(Biswal et al., 1976; Pfeiffer et al., 1980), raj¢ete (Solanum lycopersicum L.) (Tucker, 1981) a okurky
(Cucumis sativus L.) (Cohen et al., 1991).

Na druhou stranu dalekoCervené svétlo naopak urychluje starnuti listi. Ve stinu, kde dochazi ke
sniZzeni poméru ¢erveného a dalekoCerveného svétla, je urychlovan proces Zloutnuti listd (Brouwer et
al., 2012). Ozatrenim timto typem svétla dochazi k pteméné aktivni formy Prf na neaktivni formu Pf (Li
et al., 2011), coz muze byt jeden z divodu, ktery vede k rychlé degradaci listu.

PiedCasné starnuti listi muze byt vyvolano i nepfiznivymi podminkami prostredi, jako je
nedostatek zivin, dlouhodoba tma, sucho, stiny, infekce patogeny nebo poranéni (Lim et al., 2007;
Yoshida, 2003; Guo a Gan, 2005).

2.10. Cirkadianni rytmus ve vztahu s cytokininy

Cirkadianni regulace jsou pro vsechny organismy velmi podobné. Vsechny rytmy jsou resetovany bud’
svételnymi nebo teplotnimi signaly charakteristickym zptisobem, ktery zorganizuje synchronizaci hodin
s okolnim prostfedim. Tento proces je z&sadni pro zabezpeceni toho, aby rytmické procesy probihaly ve
vhodnou denni dobu, tzv. v cirkadidnni fazi. Cirkadianni rytmy v piirodé jsou orientovany na
24hodinovy cyklus, tzv. den/noc. Velmi dulezitou funkei je napomahani k spravné fyziologii rostlin
(Eriksson a Millar, 2003).

Cela tada procest v pfirodé je pod kontrolou rytmického denniho cyklu. U mnoha organismd,
jak prokaryotniho, tak eukaryotniho typu jsou pozorovany 24hodinoveé rytmy generované cirkadiannimi
systémy (Reppert a Weaver, 2002; Eriksson a Millar, 2003). Nejen zivocichové, ale i rostliny jsou za
pomoci vnimani riznych podminek prostiedi, kam spada svétlo a teplota, schopny sladit tyto informace
spolu se svymi cirkadiannimi hodinami, aby si stanovily délku dne a jednotlivé sezénni vykyvy
(Eriksson a Millar, 2003; Mizuno, 2004).

U modelové rostliny Arabidopsis byly za pomoci molekularné genetickych technik (Eriksson a
Millar, 2003) identifikovany a analyzovany (Alabadi et al., 2001) tii hlavni ttidy genti, které koduji
transkripéni faktory souvisejici s Myb doménou CCAL (CIRCADIAN CLOCK ASOCIATED 1) (Wang
et al., 1998) a LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) (Shaffer et al., 1998) a regulator
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pseudoresponse TOC1 (TIMINIG OF CAB EXPRESSION 1) (Strayer et al., 2000; Alabadi et al., 2001).
Tento regulator je znamy téZ jako Arabodopsis PRR1 (PSEUDORESPONSE REGULATOR 1). Mezi
ranné ¢i pozdé€ v noci exprimované transkripéni faktory fadime CCAL a LHY, stejné tak i ¢leny rodiny
proteinti PRR (PRR7 a PRR9) (Sanchez a Kay, 2016; McClung, 2019; Nakamichi, 2020). CCA a LHY
se vazi na vecerni komplex (EC —,evening complex®) promotoru TOC1 a potlacuji tak jeho expresi.
(Harmer et al., 2000; Alabadi et al., 2001; Mizoguchi et al., 2002). EC komplex je slozen z ELF3
(EARLY FLOWERING 3), ELF4 a LUX/PCL1 (LUX ARRHYTHMO/PHY TOCLOCK1). Pravé EC
komponenty hraji kli¢ovou roli pro vysokoamplitudové denni cirkadianni rytmy CCA1 a LHY (Doyle et
al., 2012; Hazen et al., 2005; Kolmos et al., 2009; Dixon et al., 2011).

Dalsi ¢lenové rodiny PRR, PRR5 a TOC1, jsou exprimovany pozdéji béhem dne nebo tésné
pied soumrakem (Sanchez a Kay, 2016; McClung, 2019; Nakamichi, 2020). TOCL1 potlacuje transkripci
CCALl a LHY (Gendron et al., 2012; Huang et al., 2012). Dale se na potlaceni exprese podileji PRRY,
PRR7 a PRR5, jenz jsou vétSinou exprimovany v prubéhu celého dne (Nakamichi et al., 2010). Tyto
tzv.,,hodinové geny‘‘ funguji uvniti nebo v blizkosti cirkadiannich hodin jednotlivych bun¢k a tvofi
negativni zpétnovazebné smycky cirkadianniho oscilatoru (Alabadi et al., 2001; Gendron et al., 2012).
Produkty téchto bunék maji na starost udrzovani oscilace, které pohani vSechny ostatni cirkadianni
rytmy (Eriksson a Millar, 2003).

Cirkadianni hodiny reguluji Sirokou $kalu procest v rostlindch — fotosyntézu, bunéény cyklus,
dobu kveteni nebo stresové odpovédi (Millar, 2016). Rostliny s vnitinimi hodinami, které odpovidaji
vnéjsimu dennimu cyKlu, vykazuji zvySenou fotosyntetickou U¢innost a téZ i lepsi kondici v porovnani
s jinymi rostlinami, které nemaji hodiny synchronizovany s okolnim prostiedi (Dodd et al., 2005).

Bylo prokazano, ze i cytokininy se podileji na reakcich rostlin pifi odlisnych podminkéach
prostiedim (Ha et al., 2012). Obecné velka oblast gend, jeZ je regulovana hodinami, je téz regulovana
cytokininy (Covington et al., 2008;). Jednotlivé riastové odpovédi, které jsou zpracovavany pomoci
cytokinin®i, mohou byt ovliviiovany i u mutantti hodin (Zheng et al., 2006). Disledkem toho jsou hodiny
povazovany za piimé ¢i nepiimé modulatory signalizace cytokinini. Propojeni mezi hodinami a
cytokininy vzniklo na zaklad¢ signalizace, ktera poukazovala na skutecnost, Ze veCerni komplex
potlacuje ucinek gent, jez souviseji s cytokininy napt. Arabidopsis regulator odezvy 6 (ARR6), ARR7,
CYTOKININOXIDASES5, CYTOKININ RESPONSE FACTOR 4 (CRF4) a CRF5 (Ezer et al., 2017).
Exprese regulatoru odezvy Arabidopsis typu A, ARR9, je fizena krom¢ cytokinint prave i cirkadiannimi
hodinami. Bylo ov§em zjisténo, Ze cirkadianni regulace je zcela nezavisléa na cytokininech (Ishida et al.,
2008).

Cytokininova signalizace mize cirkadianni funkci regulovat zpétné. OSetieni provadéné za
pomoci exogenni aplikace cytokinini zpusobuje oddaleni cirkadianni faze a indukuje expresi CCAL a
LHY podobng, jako ranni fazovy vystupni gen CHLOROPHYL A/B-BINDING PROTEIN 2 (CAB2).
Naopak v8ak stejné oSetfeni potlatuje TOCL1 (Hanano et al., 2006; Zheng et al., 2006). Je velmi

pravdépodobné, Ze regulace cirkadidnni genové exprese zprostfedkovana cytokininy je fizena pravé
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hodinami, jelikoZ je zavisla na denni dobé (Hanano et al., 2006). Nejedna se vSak o jediny faktor, dalsim
je napt. davka, jelikoz 1é€ba vysokymi nebo naopak nizkymi koncentracemi cytokinini navozuje

opozdénou nebo pokrocilou fazi (Salomé et al., 2006).

2.11 Metody analyzy a detekce cytokininii
Mezi jedny z diive pouzivanych metod pro kvantifikaci cytokinint byly biologické testy a imunotesty.
Nevyhodou téchto biotesti byla hlavné ¢asova naro¢nost a ekonomické i ekologické hledisko. Mezi
imunologické techniky byly fazeny radioimunoanalyza (RIA) (Grayling et al., 1992) a enzymaticka
imunoesej (ELISA — ,,Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay*) (Maldiney et al., 1986; MacDonald et
al., 1981; Strnad et al., 1992). Dnes uz jiz malo pouzivané metody byly za svych dob fazeny mezi jedny
z velmi citlivych technik.

Jednotlivé rostlinné extrakty obsahuji velice slozité viceslozkové smési. Cytokininy se vyskytuji
ve velmi nizkych koncentracich, a proto je pro jejich stanoveni velmi dilezita pfeduprava vzorku a
naslednd potieba pouzit dostatecné citlivé a selektivni purifikaéni metody a analytické piistroje pro
méfeni jednotlivych cytokininovych metabolitd (Tarkowski et al., 2009). Pro extrakci analytl
z rostlinného materidlu se pouzivaji pfevazné organicka rozpoustédla, jako napt. Bieleskieho pufr
(methanol, redestilovana voda, kyselina mravenci, chloroform), 80% methanol nebo modifikovany
Bieleskieho pufr (methanol, redestilovana voda, kyselina mravenci) (Hoyerova et al., 2006; Svac¢inova
et al., 2012). Poté nasleduje extrakce pevnou fazi (SPE) za pouZiti sorbenti s reverzni fazi (C18) a
katext (Dobrev et al., 2002; Takei et al., 2003). Poslednim krokem bylo vyizolovani sledovanych
slouCenin z rostlinnych extraktG pomoci imunoafinitni chromatografie svhodnymi navazanymi
protilatkami (Hauserova et al., 2010; Novak et al., 2008). I kdyz se jednalo o velmi citlivou a selektivni
metodu, ¢asova naro¢nost a ekonomické hledisko ptispélo k vyvoji novych miniaturizacni metod. Pro
zjednoduSeni SPE kroku byla vyvinuta StageTip metoda (Svac¢inova et al., 2012) a pro urychleni
imunoafinitni chromatografie zase jednokrokovd mikro-magneticka imunoafinitni chromatografie
(uMIAC) (Plackova et al., 2017).

2.11.3 Purifikace pomoci StageTip

V dnesni dobé hojné rozsifenou purifikaéni metodou je PT-SPE (,,Pipette Tip Solid Phase Extraction®),
u které je vhodny sorbent ve formé malych diskt vlastnoruéné naplnén do 200ul pipetovacich $picek
(Keough et al., 2002; van Hout et al., 2002; Pluskal et al., 2002). StageTip metoda (,,Stop And Go
Extraction Tip*) byla vyvinuta jako velmi jednoduchéa a ekonomicky dostupné technika, ktera se pouziva
k purifikaci fytohormonii z malého mnozstvi analytu a je doplnéna analyzou pomoci HPLC-MS/MS

systému (Rappsilber et al., 2003; Ishima et al., 2006; Saito et al., 2006). Jejich vyhodou je kombinace
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flexibility, jednoduchosti a rychlosti pouziti zarucujici vysokou vytéZnost na zakladé fyzikalné-
chemickych vlastnosti (Svacinova et al., 2012). Pouzitim modifikovaného Bieleskiého pufru, jako
extrakéniho ¢inidla, jsou cytokininy v tomto prostedi nabijeny kladnym ndbojem, coz umoziuje pouziti
kationtové-vyménného sorbentu StageTipu. Tento sorbent obsahuje silnou sulfonovou skupinu, kde
dochazi k jejich z&chytu. Pro zvyseni absorp¢ni kapacity StageTipi se mohou kombinovat jak ruzné
faze sorbentdl, tak i pocet jejich jednotlivych vrstev (3x C18/3x SDB/3x Cat.-SR pro cytokininy
(Svacinova et al., 2012) a 3x C18/3x SDB-XC pro auxiny (Péncik et al., 2018)).

2.11.2 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra—vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) je separa¢ni technika vyuzivajici kolony
s Casticemi o velikosti 2-2,5 um (Walter a Andrews, 2014). UHPLC pracuje na principu jako HPLC
(Singh et al., 2016), ale pii snizeni velikosti ¢astic kolony dochazi k zvyseni jeji ucinnosti, rozliseni,
citlivosti a rychlosti propustnosti vzorku (Samatha et al., 2015). Systém UHPLC-MS/MS je spojeni
chromatografické techniky (UHPLC) s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) (Phalke a
Kavade, 2013) a stala se hlavni volbou pfi analyze cytokininl po piedchozim ptecisténi vzorki pomoci
prekoncentracnich metod (Novak et al., 2003). Rychla chromatograficka separace komplexnich vzork
vyuziva schopnosti rychlého skenovani hmotnostniho spektrometru pro stanoveni velmi nizkych

koncentraci analytd na piko- az femto-molarnich hladinach (Svacinova et al., 2012).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Biologicky material

Pro praktickou cast bakalarské prace byla pouzita semena modelové rostliny Arabidopsis thaliana
(ekotyp Columbia), ktera byla pe€stovana ve sterilnich miskach na médiu podle Murashigeho a Skooga
(MS médium) ve fytotronu s pfesné nastavenymi svételnymi podminkami (8/16h, 12/12h, 16/8h). 10-ti
denni rostliny A. thaliana byly poté sklizeny a uskladnény v hlubokomrazicim boxu pti -70 °C pro dalsi

zpracovani.

3.2 Chemikalie a pouZzité roztoky
- Aceton p.a., Lachner (Neratovice, Ceska republika)

- Ethylalkohol pro UV spektroskopii (99,8%), Lach-Ner s.r.o (Neratovice, Ceské republika)
- Hydroxid amonny 25% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

- Kyselina dusi¢na (68%), VWR Chemicals S. A. S. (Fontenay-sous-Bois, Francie)
- Kyselina mravenci 98% - 100% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
- Kyselina mravenci p.a., Honeywell (Seetze, Némecko)

- Methanol (>99,9%) gradient grade for liquid chromatography, LiChrodoly, Merck KgaA (Darmstadt,

Némecko)

- Murashige & Skoog médium, Duchefa Biochemie (Haarlem, Nizozemi)
- Plant agar, Duchefa Biochemie (Haarlem, Nizozemi)

- Redestilovana voda z Millipore Simplicity™

- Sacharéza p.a., Penta (Praha, Ceska republika)

- Tween®20, Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko)

- Izotipicky znacené cytokininové standardy, Laboratof rlstovych regulatort Univerzity Palackého
(Olomouc, Ceska republika)
Béaze (B+R, NG): [*Cs|cZ, [*Hs]cZ7G, [Cs)¢Z, [*Hs)tZR, [*Hs]tZ7G, [*Hs]tZ9G, [*H3]DHZ,
[’H;]DHZR, [*He]iP, [*He]iPR, [*He]iP7G, [*He]iP9G, [?H7]BAP, [*H;]BAPR, [*H;]BAP7G,
[PH7]BAP9G, [“N4mT, [*N4mTR, [PN4mT7G, [“NsJmT9G, ['*N4JoT, ['“NsJoTR,
["N4]JoT7G, ["N4]oTIG, ["N4]pT, [“N4]pTR, [*Na]pT7G, [*N4]pTIG, [*N4]K
O-glukosidy (OG): [*Hs]tZOG, [*Hs]tZROG, [*H;]DHZOG
Nukleotidy (NT): [*Hs]tZR5'MP, [?H;]DHZR5 'MP, [*Hs]iPR5 'MP, [*H;]BAPR5 "MP
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Roztoky:

Steriliza¢ni roztok [70% ethanol (9,99 ml/10 ml) + 0,1% Tween20 (0,01 ml/10 ml) ]
Modifikovany Bieleski pufr [75% methanolu (750 ml/l) + 5 % kyseliny mravenci (50 ml/l) +
20% redestilované vody (200 ml/1)]

50% kyselina dusi¢nd (735 ml/1 kyseliny dusi¢né + 265 ml/I redestilované vody)

0,5M roztok hydroxidu amonného v 60% methanolu — elu¢ni roztok CKs (0,775 ml/10 ml
hydroxidu amonného + 6 ml/10 ml methanolu + 3,225 ml/ 1 redestilované vody)

15mM mravencan amonny (pH 3,95) (0,566 ml/l kyseliny mravenci, upraveno 25% roztokem
hydroxidu amonného na pH 3,95)

10% methanol (1ml/10 ml methanolu + 9 ml/10 ml redestilované vody)

Stacionarni faze pro SPE purifikaci a kolona pro kapalinovou chromatografii:

Empore™ Styren divinyl benzen (SDB-RPS), 47 mm Extrakéni disky, Supelco, Bellefonte, PA,
USA
Empore™ Cation, 47 mm Extrakéni disky, Supelco, Bellefonte, PA, USA

Pro UHPLC byla pouzita kolona s reverzni fazi Waters UPLC® BEHCI8 (rozméry 1,7 um: 2,1
x 150 mm), Waters (Milford, MA, USA)

3.3 Pristrojové vybaveni laboratore

Acquity UPLC®I-class systém (Waters, Milford, MA, USA) v zapojeni s Xevo™ TQ-S MS
(Waters MS Technologies, Manchester, UK) zahrnuje ioniza¢ni elektrosprej ESI. Vysledna data
zpracovana pomoci MassLynx® softwaru s TargetLynx™ programem (verze 4.2, Waters,

Milford, MA, USA)

Analytické vahy, Sartorious Weighing Technology GmbH (Goettingen, Némecko)
Autoklav Sanyo MLS-378 1L, Sanyo (Japonsko)

Centrifuga Avanti™ 30, Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

Centrifuga Hettlich Micro 220R, Hettlich GmbG (Tuttingen, Némecko)
Flowbox-laminarni Heraguard ECO 1.2, Thermo Electron LED GmbH, Thermo Scientific
(Langenselbold, Némecko)

Fytokomora Percival AR-100L3, Percival Scientific (Perry, IA, USA)

Kulovy mlynek MM301, Retsch® & Co. KG (Hann, Némecko)

Millipore Simplicity™ water purification systém, Milipore Corp (Billerica, MA, USA)
pH metr CyberScan 500, Oakton® (Vemon Hills, IL, USA)

Stolni laboratorni rotator Stuart SB3-BB Science, Keison Products (Chelmsford, Velka Britanie)
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- Stolni vortex typ Wizard, Velp Scientifica (Usmate, Italie)

- Ultrazvukova lazen Transsonic T310, ELMA® Schmidbauer GmbH (Singen, Némecko)

- Vakuova rotacni odparka Trigon—plus® RCT1010, Thermo Electron Corporation — k 2006
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

3.4 Priprava biologického materialu

3.4.1 Priprava kultivacniho média

10denni rostliny 4. thaliana byly péstovany na MS médiu dle Murashige & Skooga (Murashige a Skoog,
1962), které bylo pfipraveno navazenim 10 g sacharozy a 2,2 g MS média. Obé smési byly smichany
s 11 destilované vody a upraveno na pH 5,6. Nasledné bylo do kazdé ze 4 autoklavovacich nadob
navazeno 1,75 g agaru pomoci laboratornich vah a zalito 250 ml pfipravenym MS médiem. Médium
bylo vysterilizovano v autoklavu spolu s ostatnimi pfedem pfipravenymi pomickami na vysev (paratka

na seti, Spicky, sklenéné Petriho misky vystlan¢ filtranim papirem).

3.4.2 Vysev rostlin A. thaliana

Vysev byl provadén ve sterilnim prostfedi ve flowboxu. Nasledné bylo vyautoklavované médium
rovnomérné rozlito do sterilnich ¢tvercovych plastovych Petriho misek a nechano zatuhnout. Pied
zacatkem seti byly v mikrozkumavce vysterilizovana semena A. thaliana pomoci sterilizacniho roztoku
(70% ethanol + Tween20), ktera byla poté vyseta pomoci paratka na agarovou plotnu plastové Petriho
misky ve tfech fadach po 20-30 seminkach. Timto zplisobem byly pfipraveny pro vSechny tii odli§né
typy svételnych podminek 3 biologické plikaty. Po dokonéeni seti byly Petriho misky oblepeny paskou,

aby se zabranilo kontaminaci a ptipravené misky byly ponechany dva dny v lednici pti teploté 4 °C.

3.4.3 Kultivace rostlin ve fytotronu

Po dvou dnech v lednici (4 °C) byly vyseté Petriho misky pfeneseny do fytotronu, kde byly umistény
do stojant ve vertikalni poloze. Pro kultivaci byly nastaveny podminky na 21 °C a 50% relativni vlhkost.
Pro jednotlivé sady vzorkl byly nastaveny odlisné svételné podminky. Pro prvni biologicky triplikat
vzorkl byly nastavené svételné podminky na 8 h svétla a 16 h tmy, pro druhou trojici vzorkl 12 h svétla

a 12 h tmy a posledni trojice byla péstovana pii 16 h svétla a 8 h tmy.
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3.4.4 Sklizeni rostlinné materialu

10denni semendcky A. thaliana byly sklizeny uprostied denni fdze danych svételnych podminek (pro
podminky 8h/16h ve 4. hodiné denni faze, pro 12/12h byly sklizeny v 6. hodin€é denni faze, a pro
podminky 16/8h v 8 hodiné denni faze). Pti sklizni byly semenacky ocistény destilovanou vodou,
osuSeny a ihned zamrazeny pomoci tekutého dusiku. Mikrozkumavky s rostlinnym materidlem byly

rychle uskladnény v hlubokomrazicim boxu pii -70 °C.

3.5 Priprava vzorki pro analyzu cytokinint

3.5.1 Priprava vzorku

Vzorky vytazené z hlubokomraziciho boxu byly uchovavany po celou dobu pod tekutym dusikem.
Zmrazeny rostlinny material byl v tieci misce za pomoci tekutého dusiku zhomogenizovan. Nasledné
bylo na analytickych vahach rozvazeno ptiblizné/ptesné 1,5 mg rostlinného materialu do 2ml
mikrozkumavek na technicky triplikat. Z kazdého biologického opakovani byly vytvoreny tfi technické
plikaty pro jednotlivé svételné podminky (8/16, 12/12, 16/8) a zaroven pro ¢tyfi ro¢ni obdobi (jaro, 1éto,

podzim, zima).

3.5.2 Extrakce rostlinného materialu

Do mikrozkumavek s homogenizovanym rostlinnym materidlem byly vlozeny tfi homogenizacni
kuli¢ky a bylo ptidano 0,5 ml vychlazeného modifikovaného Bielskieho pufru a 10 ul smési interniho
standardu cytokininl (0,2 pmol B, R, 9G; 0,2 pmol 7G; 0,5 pmol OG, 0,5 pmol NT). Jako technické
blanky byly pfipraveny 2ml mikrozkumavky obsahujici pouze modifikovany Bielskieho pufr a interni
standardy. Vzorky byly fadn€ promichany na vortexu a pieneseny na kulovy mlynek, kde probéhla dalsi
homogenizace pfi frekvenci 27 Hz po dobu 5 minut. Vzorky byly extrahovany za pomoci laboratorniho
rotatoru (17 rpm) po dobu 30 minut pii 4 °C. Po extrakci byly vzorky centrifugovany 10 minut (20 000
rpm) pii 4 °C a odebrané supernatanty byly pfepipetovany do novych 1,5ml mikrozkumavek.

3.5.3 Purifikace rostlinného materialu

Pro purifikaci rostlinného materialu byla pouzita StageTip purifikace. Na ptipravu StageTypu byly
pouzity 200ul pipetovaci $pi¢ky naplnény 3 vrstvami od kazdého sorbentu C18 (reverzni faze), SDB
(styrendivinylbenzen) a Cation-SR (iontoméni¢) (Svacinova et al., 2012). Aktivace StageTipt byla
provedena 50 ul acetonu s naslednou centrifugaci (2200 rpm; 4 °C; 10 minut) a 50 pl methanolu za

stejnych centrifugaénich podminek. Pro piechod mezi aktivaénim a kondiciona¢nim krokem bylo
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pouzito 50 ul redestilované vody (2500 rpm; 4°C; 15 minut). Samotna kondicionace prob&hla pomoci
50 pl 50% HNOs3, nasledovana opétovnym promytim 50 pl redestilované vody (2800 rpm; 4 °C; 20
minut). Pro lepsi zachyceni cytokininovych metabolitl byly jesté StageTipy promyty 50 ul Bieleskieho
pufru (2800 rpm; 4 °C; 20 minut) na ziskani stejnych nanasecich podminek. Vzorky byly opakované
naneseny pii centrifuga¢nich podminkach 4500 rpm, 4 °C, po dobu 30 minut a nasledné promyty 50 ul
methanolu (4500 rpm; 4 °C, 20 minut). Po naneseni a promyti vzorkt byly vyménény spodni ¢asti 2ml
mikrozkumavek za nové spodni dily 1,5ml mikrozkumavek. Nasledovala eluce provedena 50 pl 0,5M
hydroxidem amonnym v 60% methanolu s centrifugaci za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku.
Ziskané eluaty byly prevedeny do sklenénych vialek s vlozenymi 100ul inzerty a na vakuové odparce
byly vzorky odpateny do sucha. Pro analyzu vzorkii pomoci UHPLC-MS/MS metody byly vzorky
rozpustény ve 30 ul 10% methanolu.

3.6 Identifikace a stanoveni cytokinini

Cytokininy byly identifikovany a stanoveny pouzitim ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
v tandemovém zapojeni s hmotnostnim spektrometrem (UHPLC-MS/MS) vybavenym trojitym
kvadrupolem (QqQ) s ionizaci pomoci elektrospreje (ESI). Podminky separace pro UHPLC byly podle

Sva¢inova et al. (2012), avsak s upravenym nastavenim chromatografického gradientu. Na
chromatografickou kolonu s reverzni fazi Acquity UPLC® BEH Shield, RP18 (1,7 um, 2,1 x 150 mm)

bylo nastiiknuto 10 pl vzorku a nasledné bylo odseparovdno na zakladé gradientové eluce 27
isoprenoidnich a 20 aromatickych cytokininti. Pro separaci cytokinini byl pouzit gradient tvotren
methanolem (A) a 15mM mraven¢anem amonnym 0 pH 3,95 (B): 0 min, 5:95 (A:B) — 4 min isokraticka
eluce, 5:95 (A:B) — 10 min linearni gradient, 20:80 (A:B) — 15 min linearni gradient, 50:50 (A:B) —
15.50 min, 99:1 (A:B) — 16.00 min, 99:1 (A:B) — 16.50 min, 5:95 (A:B) — 17.00 min, 5:95 (A:B).
Rychlost pratoku byla nastavena na 0,400 mi/min a teplota kolony na 55 °C. Na konci gradientu byla
kolona promyta 100% methanolem a znovu kondiciovana na pivodni podminky (Svacinova et al.,
2012).

Odseparované cytokininy byly detekované pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) za pomoci ionizace elektrosprejem vrezimu ESI+ a analyzovany pomoci trojitého
kvadrupdlu. Jednotlivé retenéni ¢asy separovanych cytokinini byly sledovany ve 4 MRM (,,multiple
reaction monitoring*) oknech: 6.00 — 10.30 minut, 10.30 — 12.60 minut, 12.60 — 13.80 minut, 13.80 —
15.20 minut. Nastaveni parametri pro MS/MS bylo nésledujici: teplota zdroje 150 °C; teplota
desolvata¢niho plynu 600 °C; pritok desolvataéniho plynu 600 1/h; napéti v kapilaie 0,75 kV (Novak et
al., 2008).

Vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno pomoci softwaru MassLynx s pouzitim metody

standardniho isotopového fedéni a kvantifikovany pomoci programu TargetLynx. Vysledkem byl
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ziskany pomér endogennich cytokinintl, ktery byl dale vyuzit pro kvantifikaci endogennich hladin
cytokinint, jenz byl zalozen na znamé koncentraci znacenych internich standardd (Plackova et al.,

2015).
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4 VYSLEDKY

Vysledkem praktické ¢asti bakalaiské prace bylo stanoveni endogennich hladin cytokinind pomoci
UHPLC-MS/MS z 10dennich semenackti modelové rostliny A. thaliana, kde byly detekovany
isoprenoidni cytokininy tZ-typu (tZ, tZR, tZ7G, t79G, tZOG, tZROG, tZR5’MP), cZ-typu (cZ, cZR,
cZ7G, c79G, cZOG, cZROG, cZR5’MP), DHZ-typu (DHZ7G, DHZ9G, DHZOG, DHZROG) a iP-typu
(iP, iPR, iP7G, iP9G iPR5’MP). Aromatické cytokininy v semenaccich A. thaliana nebyly detekovany.

Z celkovych mnozstvich jednotlivych typu cytokinini byly nejvyssi hladiny stanoveny u
iP-typu (42,93 — 71,26 pmol/g FW), oproti tomu nejnizsich hladin bylo dosazeno u DHZ-typu (3,37 —
8,31 pmol/g FW), kde velka ¢ast jejich metabolitt spadala pod limit detekce (LOD).

Porovnéni hladin aktivnich cytokinini B+R (volné baze + ribosidy), N-glukosidi (NG),
O-glukosidi (OG) a nukleotidi (NT) v prubéhu jednotlivych ro¢nich obdobi (obr. 2) prokazaly, ze
nejvyssi koncentraéni hladiny byly dosazeny u N-glukosida (18,2 — 28,2 pmol/g FW), coz odpovidalo
62,16 % z celkového mnozstvi cytokinint tZ-typu. Dalsi hojné zastoupené metabolity byly O-glukosidy
(4,5 - 7,4 pmol/g FW), které tvotily 16,56 %. Nejnizsich hladin bylo dosazeno u aktivnich cytokinin,
a to pouze ze 7,79 %.

Mezi jednotlivymi ro¢nimi obdobimi byly nejvyssi hladiny aktivnich cytokinini tZ-typu (tZ,
tZR) detekovany na podzim (2,2 — 5,2 pmol/g FW), naopak nejnizsich hladin bylo dosaZeno v jarnim
obdobi (1,3 — 2,6 pmol/g FW).

U N-glukosidt (tZ7G, tZ9G) byly nejvyssi koncentraéni hladiny zaznamenany na podzim
(22,7 — 28,2 pmol/g FW) a v zimé (20,6 az 22,8 pmol/g FW), kdezto k jejich poklesu doslo na jafe a
v 1été, kdy se hodnoty pohybovaly v rozmezich 18,2 — 23,8 pmol/g FW. N-glukosidy ptedstavuji zasobni
formu cytokinind, coz mize ovliviiovat narast jejich hladin pravé v téchto dvou ro¢nich obdobi.

Stejné jako u N-glukosidi i O-glukosidy (tZOG, tZROG) opisuji stejny pribeh trendu vyssimi
endogennimi hladinami pravé na podzim (6,0 — 7,4 pmol/g FW) a v zimé (5,6 — 6,5 pmol/g FW) a
niz§imi hladinami v jarnich a letnich mésicich. Na jafe koncentrace hladin dosahovaly hodnot v rozmezi
4,5-6,3 pmol/g FW a v 1ét& 4,9 az 6,0 pmol/g FW. O-glukosidy mohou také slouzit jako zasobni latky
pro rostlin.

U tZR5°‘MP byl pozorovan narast v obdobi léta s hodnotami 3,3 az 7,9 pmol/g FW a naopak
v jarnich mésicich byl zaznamenan jejich pokles na 3,4 — 4,6 pmol/ g FW v zavislosti na svételnych
podminkach. Piitomnost nukleotidi v prib&éhu vsech ro¢nich obdobi souvisi s jejich vyznamnou roli
pfi biosyntéze.

Studiem a porovnanim detekovanych hladin jednotlivych metaboliti cytokinind tZ-typu mezi
délkami svételnych a temnostnich fazi bylo dosazeno nejvyssich hladin pfi 16h/8h na jafe a ve vét$iné
ptipadii i béhem letnich mésict. Vyjimky béhem letniho obdobi ptedstavovaly N-glukosidy, kdy
nejvyssi hladiny byly detekovany pii podminkach rtistu 12h/12h. Vyjimka byla potvrzena i v zimnim
obdobi, ale to u svételné faze 8h/16h. V tomto ro¢nim obdobi dosahovaly nejvys$sich hladin O-glukosidy
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za podminek 12h/12h. Na podzim bylo odlisnych hodnot dosazeno u N-glukosidt a nukleotidd, kdy pro
obé formy platilo, Ze dosahovaly maxim pii svételnych podminkach rastu 12h/12h.

Pti svételnych podminkach 8h/16h byly nejnizsi hladiny detekovany u vsech forem metaboliti
s vyjimkou zimy, kdy byly za téchto podminek dosazeny nejvyssi hladiny u N-glukosidu a jara s nizsi
hladinou pfi svételnych podminkach 12h/12h. Ve vétsiné piipadt se koncentraéni hladiny jednotlivych
metabolitil tZ-typu pohybovaly ve stfednich hodnotach pro svételné podminky 12h/12h oproti dvou vyse

uvedenym.
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Obr. 2: Porovnani endogennich hladin cytokininti #Z-typu (B+R, NG, OG, NT) v jednotlivych ro¢nich
obdobi (jaro, 1éto, podzim, zima) v 10dennich semenaccich A. thaliana péstovanych pfi svételnych
podminkach: 8h svétlo/16h tma (8h/16h), 12h svétlo/12h tma (12h/12h), 16h svétlo/8h tma (16h/8h).
Vysledky jsou uvedeny ve formatu primértsmérodatna odchylka, n = 3.

Dalsimi porovnavanymi parametry byly detekované endogenni hladiny jednotlivych metabolitt cZ-
typu (Obr. 3). Celkove nejvyssich hladin bylo dosazeno stejné jako u tZ-typu u N-glukosidi (8,1 — 14,8
pmol/g FW), které predstavuji 45,36 % z celkového mnozstvi. Druhym hojné zastoupenym metabolitem
byl cZR5"MP pohybujici se v rozmezi 5,0 — 13,2 pmol/g FW, coz ¢ini 25,9 %. Nizsi hladiny byly
detekovany u aktivnich cytokininti (1,8 — 8,2 pmol/g FW) piedstavujici 17,94 % a pouhych 9,1 % tvotily
O-glukosidy, ¢imz jsou oznaceny za nejméné zastoupenou formu cytokininti CZ-typu.

Pii porovnavani jednotlivych dosazenych koncentra¢nich hladin v pribéhu &ty ro¢nich obdobi

byly nejvyssi hodnoty aktivnich cytokinint zjistény na podzim (s hladinami 4,8 — 8,2 pmol/g FW) a na
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jate (2,5 - 7,7 pmol/g FW), pfi¢emz k mirnému poklesu doslo v zimnim obdobi (3,2 — 4,2 pmol/g FW)
a nejnizsi koncentraéni hladiny byly detekovany v 1ét¢ (1,8 — 3,7 pmol/g FW).

Nejhojnéji zastoupené metabolity v prabéhu celého roku piedstavovaly opét N-glukosidy
(cZ7G, cZ9G) s nejvyssimi hladinami detekovanymi v 1été a na jafe (9,6 — 14,8 pmol/g FW). Nejvyssi
pokles byl zaznamenan v zimnim obdobi (8,1 — 11,5 pmol/g FW).

O-glukosidy (cZOG, cZROG) byly detekovany v nejmensi mite a jejich koncentra¢ni hladiny
se pohybovaly na stejnych Grovnich v prubéhu celého roku.

Druhou nej¢astéji zastoupenou formou cytokininti cZ-typu piedstavuje cZR5’MP, jehoz role
souvisi s biosyntézou. Nejvyssi hladiny tohoto metabolitu byly zjistény na podzim (7,5 — 13,2 pmol/g
FW) s mirnym poklesem zaznamenanym na jafe (7,1 — 11,0 pmol/g FW). Nejnizsich hladin bylo
dosazeno v zimnim a letnim obdobi s hladinami v rozmezi (5 — 6,8 pmol/g FW).

Vliv délky fotoperiody byl porovndvan i v rdmci cZ-typu. Béhem svételnych podminek 16h/8h
byly nejvyssi hladiny zaznamenany pouze v letnim obdobi u cZR"5MP a aktivnich cytokinini. Béhem
podzimu byly zvySeny hladiny O-glukosidii, ostatni metabolity za téchto svételnych podminek
dosahovaly nizsich koncentraci. V zimé bylo pti téchto svételnych podminek dosazeno nejnizsich hladin

u vSech metabolitli cZ-typu. Pro tento typ cytokinini bylo nejvyssich hladin v§eobecné dosazeno praveé
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Obr. 3: Porovnani endogennich hladin cytokinini ¢Z-typu (B+R, NG, OG, NT) v jednotlivych ro¢nich
obdobi (jaro, 1éto, podzim, zima) v 10dennich semenaccich A. thaliana péstovanych pti svételnych
podminkéch: 8 h svétlo/16 h tma (8/16h), 12 h svétlo/12 h tma (12/12h), 16 h svétlo/8 h tma (16/8h).
Uvedeny pramérytsmérodatna odchylka, n =3, N.D. = nebylo detekovano
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Obr. 4: Porovnani endogennich hladin cytokininid DHZ-typu (B+R, NG, OG, NT) v jednotlivych
ro¢nich obdobi (jaro, 1éto, podzim, zima) v 10dennich semenaccich A. thaliana péstovanych pti
svételnych podminkach: 8 h svétlo/16 h tma (8/16h), 12 h svétlo/12 h tma (12/12h), 16 h svétlo/8 h
tma (16/8h). Uvedeny pruméry+tsmérodatna odchylka, n = 3.

Dihydrazeatinové metabolity ptedstavuji cytokininy s nejniz§imi detekovanymi hladinami
v ramci celkového zastoupeni vsech cytokininovych typi. U této formy nebyly detekovany jak aktivni
cytokininy, tak ani jeho pfislusny nukleotid DHZR5 'MP. Porovnavany byly pouze hladiny zasobnich
forem, N-glukosidu a O-glukosidi.

Nejvyssich koncentracnich hladin, stejné€ jako u vSech prozatim porovnavanych typt cytokininti
(tZ- a cZ-typu), bylo dosazeno u N-glukosidi (2,7 — 6,4 pmol/g FW), coz ¢inilo 90,52%. Zbylych
9,48 % odpovidalo ptitomnosti O-glukosidu.

U DHZ7G a DHZ9G v prub&hu roku nedoslo k vyznamnym zméndm, pouze k mirnému narastu
v podzimnim obdobi (4,0 - 6,4 pmol/g FW).

U O-glukosidii (DHZOG, DHZROG) muzeme pozorovat mirny narist v podzimnim (0,8 — 1,0
pmol/g FW) a zimnim obdobi (0,3 — 0,9 pmol/g FW) a pokles na jate a v 1été (0,2 pmol/g FW), coz by
mohlo odpovidat vytvateni z&sob v téchto obdobich.

Pii porovnavani vlivu délky svételné a temnostni faze na endogenni hladiny jednotlivych
cytokinini DHZ-typu se ukéazalo, ze podminky s nejdel$i denni fazi, tedy 16h/8h, dosahuji nejvyssich

koncentra¢nich hladin u N-glukosidii béhem vSech sledovanych ro¢nich obdobi a naopak bé&hem
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cvvr

udrzovany témét konstantni hladiny béhem vsech ro¢nich obdobi, vyjimku pfedstavovala pouze zima,

kde nejvyssi hladiny dosahly maxima béhem svételnych podminek 12h/12h.

Nejzastoupengjsi formou ze vSech cytokinint piedstavuje iP-typ, u kterého byly detekovany
nejvyssi hladiny u iPRS’MP (16,7 — 39,0 pmol/g FW). Tyto ziskané koncentra¢ni hladiny dosahovaly
nejvyssich hodnot v rdmci nukleotidi v doposud porovnavanych typech cytokinini. Béhem ¢tyt ro¢nich
obdobi byly porovnavéany hladiny aktivnich forem, N-glukosidd a iPR5S'MP. 42,1 % z celkového
mnozstvi cytokinini iP typu piedstavovaly N-glukosidy (15,3 — 28,6 pmol/g FW) a nejnizsi hladiny byly
zjistény u aktivnich cytokinind (1,8 — 6,1 pmol/g FW), coZ odpovidalo pouhym 6,94 % z celkovych
cytokinind iP-typu.

FW), zatimco nejvyssich koncentraci bylo dosazeno na podzim (3,6 — 6,1 pmol/g FW). V 1ét¢ a v zimé
nebylo pozorovano zna¢né kolisani v hladinach detekovanych cytokininu, a proto jsou jejich hladiny
téméf srovnatelné a pohybuji se v rozmezi 2,5 — 5,1 pmol/g FW.

U N-glukosidt (iP7G, iP9G) byl nejvyssi trend hladin pozorovan béhem léta a podzimu (20,3
— 27,1 pmol/g FW) s jeho mirnym poklesem na jafe a S nejniz§imi hladinami dosazenymi v zimnim
obdobi (15,3 — 20,2 pmol/g FW).

Béhem roku byly nejvyssi hladiny iPR5'MP detekovany na podzim (28,7 — 39,0 pmol/g FW)
s mirnym poklesem hodnot v lethim a zimnim obdobi. Nejvyraznéjsi snizeni hladin bylo detekovano
Vv jarnich mésicich (16,7 — 23,7 pmol/ g FW).

Nejvyssich hladin v rdmci porovnavani jednotlivych svételnych podminek u iP-typu cytokinind
bylo ve vétsiné piipad dosazeno pii stejné dlouhé denni a no¢ni fazi. Vyjimku piedstavoval iPR5"MP
v letnich a v zimnich mésicich, pii kterych nejvyssi hladiny dosahovaly maxima za podminek s nejdelsi
denni fazi (16h/8h).

N-glukosidy doséhly svého maxima p¥i podminkéach s nejkrat$i denni fazi (8h/16h) v jarnim a
letnim obdobi. Koncentra¢ni hladiny aktivnich forem cytokininti ziskané pii svételnych podminkach
12h/12h a 16h/8h byly béhem celého roku velmi podobné kromé& mirného vzristu hodnot béhem
podzimnich mésict pii podminkach 16h/8h. Pro iPR5"MP a aktivni formy cytokinint platilo, Ze nejnizsi

ziskané koncentra¢ni hladiny byly detekovany za podminek 8h/16h v pribéhu celého roku.
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Obr. 5: Porovnani endogennich hladin cytokinint iP-typu (B+R, NG, OG, NT) v jednotlivych rocnich
obdobi (jaro, 1éto, podzim, zima) v 10dennich semenaccich A. thaliana péstovanych pii svételnych
podminkéach: 8 h svétlo/16 h tma (8/16h), 12 h svétlo/12 h tma (12/12h), 16 h svétlo/8 h tma (16/8h).
Uvedeny pruméry+smérodatna odchylka, n = 3.

5 DISKUZE

Jednim z piistupti pfi studiu role cytokinini pii kveteni rostlin bylo sledovani zmén jejich endogennich
hladin u kratkodennich (Henson a Wareing et al., 1974; Henson a Wareing et al., 1977a,b,c) a
dlouhodennich (Lejeune et al., 1988) rostlin. Dalsi studie se zabyvaly vlivem ro¢niho obdobi na
endogenni hladiny cytokinint (Gebauerova, 2020). Cilem této prace bylo zjistit, zda ro¢ni obdobi (jaro,
1éto, podzim, zima) a rozdilna fotoperioda (8h/16h, 12h/12h, 16h/8h) ovliviiuji endogenni hladiny
cytokinind v rostlinach.

Pti porovnani celkového mnozstvi jednotlivych typi cytokininti byl za nejhojnéji se vyskytujici
iP-typ, nasledovan tZ-typem. Pfevaha téchto dvou forem v rostlinach byla jiz dfive zminéna Lethamem
(Letham, 1963) a souvisi s jejich biologickou aktivitou. Nejmensi podil tvofily cytokininy DHZ-typu, u
kterych byly detekovany pouze zasobni formy, tedy N-glukosidy (DHZ7G, DHZ9G) a O-glukosidy
(DHZOG, DHZROG), které béhem roku nevykazovaly zadné zna¢né kolisani. Ostatni formy byly pod
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limitem detekce. DHZ-typ neni vyuZzivan pro syntézu jinych cytokininovych metabolitli a dosahuje vyssi
stability diky jeho schopnosti odolavat ptisobeni cytokinin oxidazy/dehydrogenazy. Vysledné porovnani
hladin vSech jednotlivych typt cytokinind odpovida jiz diive publikovanym pracim (Gebauerova, 2020;
Cermanova, 2020), ve kterych byly pouzity, stejné jako v nasi praci, 10denni semenacky modelové
rostliny 4. thaliana. AvSak podobnych vysledki bylo dosazeno i u jinych studii, které se lisily pouzitym
biologickym materidlem. V jednom experimentu byly pouzity 10-, 11- a 12denni rostliny (Cermanova,
2022), ve druhém 14denni rostliny (Hosek et al., 2020) a ve tfetim 4tydenni rostliny Arabidopsis thalina
(Smehilova et al., 2016).

Nejcetn€ji zastoupenym typem cytokinini v rostlinach A.thaliana péstovanych pfii tiech
odlisnych svételnych rezimech (8h/16h, 12h/12h, 16h/8h) byly N-glukosidy (¢Z27G, tZ9G,cZ7G,cZ9G,
DHZ7G,DHZ9G, iP7G, iP9G). Druhou nejhojnéji vyskytujici se formou byly nukleotidy (hlavné
¢ZR5 MP, iPR5'MP). Aktivni cytokininy (¢Z,/ZR, ¢Z, cZR, DHZ, DHZR, iP, iPR) a O-glukosidy (1ZOG,
tZROG, ¢Z0G, ¢ZROG, DHZOG, DHZROG) vykazovaly podobné hladiny pii vSech svételnych
podminkach. Ziskané koncentratni hladiny N-glukosidli odpovidaji jiz dfive provadénym
experimentim u A.thaliana (Cermanova, 2022; Cermanova 2020; Kocmankova 2020; Gebauerova
2020; Hosek et al., 2020; Smehilové et al., 2016). U O-glukosidti a aktivnich forem (B+R) byly
detekovany nejnizsi koncentracni hladiny v ramci jednotlivych cytokininovych typi u vSech tii
pouzitych svételnych podminek, coz je v rozporu s daty Cermanové (2022), kde O-glukosidy a aktivni
cytokininy tvofily druhé nejéetnéji zastoupené formy cytokinind. U vysledkd uvadénych v praci
Gebauerova (2020) dosahovaly aktivni cytokininy vyssich koncentracnich hladin nez nukleotidy, coz je
v rozporu s hladinami ziskanymi béhem naSich experimentt. U nés se trend nukleotidl versus aktivnich
cytokinind otocil.

Zasobni formy N- a O-glukosidi tvofily nejvice zastoupenou ¢éast ze vSech detekovanych
metabolitl cytokinind. Nejvyssich koncentraci N-glukosidi bylo naméteno u iP-typu, U kterych byly
hladiny vyssi nez koncentrace namétené u tZ- a cZ- typu, coz je v souladu s Hosek et al. (2020). N-
glukosidy iP-typu dosdhly téchto vysokych hodnot béhem letniho, podzimniho a jarniho obdobi,
pficemz v jarnich a letnich mésicich byly nejvyssi hodnoty detekovany za podminek 8h/16h a na podzim
pfi podminkach 12h/12h. Zatimco u tZ-typu byly nejvyssi hladiny u N-glukosidi dosazené pfi
podminkach 12h/12h (podzim), 8h/16h (zima) a 16h/8h (jaro), u cZ-typu bylo nejvyssich hladin
dosazeno vzdy pti podminkach 8h/16h. Tim se ziskané parametry li§i od hodnot podle Cermanova
(2022), kde nejvyssi zastoupeni mély N-glukosidy iP-typu na jate, v 1ét€ a v zimé pii podminkach
16h/8h a 12/12h, zatimco N-glukosidy zZ-typu u stejnych roc¢nich obdobi pievladaly pii svételnych
podminkach 8h/16h.

Vysledné parametry ziskané béhem jednotlivych ro¢nich obdobi poukazuji na skutecnost, Ze
svétlo je jeden z velmi dualezitych prvku, ktery stimuluje biosyntézu cytokinint iP-typu, coz uz bylo

popsano u listt 4.thaliana (Janeckova et al., 2018).
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Jednim z cilti bylo stanovit jednotlivé endogenni hladiny cytokininli béhem ¢ty ro¢nich obdobi
a zjistit, zda maji sezonni zmény vliv na biosyntézu riznych forem cytokinini. Diky ptedchozim
experimentim zameéfenym na zjiSténi vlivu jednotlivych ro¢nich obdobi bylo prokazano podle
Gebauerova (2020), ze v prabéhu roku se lisi jak zastoupeni jednotlivych typd cytokinint, tak i
detekované hladiny jejich metabolitii. V této studii byly béhem jara a 1éta naméfeny vyssi koncentracni
hladiny jednotlivych cytokininovych metabolitii, zatimco na podzim dochazelo k jejich poklesu. Nami
provedeny experiment tuto skutec¢nost nepotvrzuje. Béhem naSeho experimentu byly nejvyssi nameétené
endogenni hladiny pravé béhem podzimniho a zimniho obdobi u vsSech cytokininovych typd. Tedy
v obdobi, kdy si rostliny vytvareji zasoby potfebné k preckani neptiznivych vlivi. AvSak nase poznatky
potvrzuji data ziskané v praci Cermanova (2022), v niz vys$si hladiny v ramci ro¢niho obdobi byly stejné
jako u nas v podzimnim a zimnim obdobi.

Jednim z vystupt studie Cermanova (2022) bylo, Ze pti podminkach s nejdelsi svételnou fazi
(16h/8h) dosahly nejvyssich hladin aktivni cytokininy (baze + ribosidy) a naopak pifi podminkach
s nejkratsi svételnou fazi (8h/16h) byly nejvyssi hodnoty u zasobnich forem (N- a O- glukosidd).
Vysledky ziskané nasimi experimenty se s t€émito vystupy ne vzdy shodovaly a ziskana data vykazuji
spiSe opacny trend, beéhem kterého ne vzdy bylo ziskano nejvyssich hladin u svételnych podminek
16h/8h. Data ziskana pii rezimu 8h/16h byla v souladu s praci.

Cim delsi je fotoperioda, tim vy§§i by mély byt detekované hladiny endogennich cytokininti, a
naopak ¢im kratsi je délka fotoperiody, tim by mély byt dosazené koncentra¢ni hladiny nizsi
(Cermanova, 2022). U ¢Z- a DHZ-typt tento ptfedpoklad platil, u cZ- a iP-typu tomu tak nebylo.
Nejvyssich hladin bylo Casto dosazeno pravé pfi podminkach s kratsi denni fazi (8h/16h) a naopak
nizsich koncentracnich hladin bylo naméteno pii podminkéch s delsi fotoperiodou (16h/8h). U rostlin
pestovanych pii podminkach 12h/12h bylo dosazeno prumérnych hodnot, a to jak s ohledem na
zastoupeni jednotlivych typl cytokinind, tak i na dosazené koncentra¢ni hladiny, coz je v souladu se
studii Cermanova (2022).

Dtivodem, pro¢ bylo dosazeno opacnych vysledkli, nez se predpokladalo, mtze byt biologicka
variabilita rostlin. Zalezet by mohlo i na genetickych variacich, fazi rstu a stupni vyvoje zkoumané
rostliny. Zaroven rostliny mohou vykazovat i urcity stupen fyziologické adaptace, ktery mtize ovliviiovat
endogenni hladiny cytokininl na zékladé svych potieb pro rust a vyvoj. Vliv svételnych podminek muize

byt v8ak i prekryt interakci s jinymi faktory, kterymi mohou byt napf. teplota, vlhkost nebo Ziviny.
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6 ZAVER

Cytokininy se fadi mezi rostlinné fytohormony a podileji se na vyznamnych fyziologickych procesech
v rostlinach ovliviiuyjici nejen jejich rist, ale i vyvoj. Nezbytnou roli hraji napt. vyvoji pryti a kofend,
pii kliceni semen a nedilnou soucasti je i ucast pii apikalni dominanci a senescenci.

Cilem bakalatfské prace bylo stanoveni endogennich hladin cytokinind v semendccich A.
thaliana péstované pii odlisnych svételnych podminkéch (8h/16h, 12h/12h, 16h/8h) béhem Etyt rocnich
obdobi (jaro, léto, podzim, zima). Modelové rostliny byly péstovany na MS médiu ve fytotronech za
pevné regulovanych podminek. 10denni semenacky byly dale zpracovany pomoci U¢inné a cenové
dostupné purifikacni metody StageTip a nasledné byly detekovany endogenni hladiny cytokininovych
typt a jejich metaboliti za pouziti ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie v zapojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS).

Na zaklad¢ vysledkll vychazejicich z experimentalni Casti této prace byla ¢asteéné potvrzena
hypotéza vlivu délky svételné a temnostni faze na detekované hladiny endogennich cytokinindg.
Nejvyssich koncentracnich hladin bylo ve vétSing pfipadti dosaZzeno béhem svételného rezimu 16h/8h,
zatimco nejnizsi koncentra¢ni hladiny byly detekovany pii podminkach 8h/16h a primérnych hodnot
dosahovaly hladiny ziskané béhem svételného rezimu se stejné dlouhou svételnou a temnostni fazi
(12h/12h).

Zaroven byl zjistovan i vliv riznych roc¢nich obdobi na hladiny jednotlivych cytokinind, kdy
bylo zjisténo, Ze nejvyssi koncentracni hladiny vSech cytokininovych typ byly béhem podzimnich
m¢ésicl, a naopak nejnizsich hladin bylo dosazeno na jafe. V priubéhu celého roku zna¢né prevazovaly
zasobni formy cytokinind, konkrétné N-glukosidy, nasledované¢ nukleotidy. Role nukleotidi je
spojovana s biosyntézou cytokininil, jelikoz predstavuji jejich prvotni produkty a néasledné prochazeji
celou fadou biologickych pfemén mezi jak jednotlivymi metabolity (napt. nukleosidy a volné baze), tak
i mezi jednotlivymi typy cytokininti (Hosek et al., 2019).

Vystupy z této, ale i z predchozich studii zabyvajici se odliSnym vlivem riznych svételnych
podminek na endogenni hladiny cytokininti v rostlinach, potvrdily klicovou roli svételného zafeni na
zakladni rostlinné biologické procesy, jako jsou fotosyntéza, vitalita, riist a vyvoj rostlin. OvSem ménici
se svételné podminky nebyly jedinym faktorem podilejicim se na ovlivnéni vysSe zminénych
biologickych procest. 1 kdyz byly rostliny péstovany za ptisné¢ regulovanych podminek ve fytotronu,
jejich endogenni hladiny cytokininii vykazovaly rozdilné hodnoty v zavislosti na ro¢nim obdobi.
Ziskana data mohou dale slouzit k rozvinuti biologického chapani rostlin, coz by mohlo byt vyuzito pfi
nastavovani vhodnych podminek pro péstovani hospodarskych rostlin a tim zvyseni jejich Grody a

vynosu.
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PRILOHY
Tab. 1: Endogenni koncentracni hladiny cytokinini v 10dennich semenaccich Arabidopsis thaliana

pestovanych pii svételnych podminkach 8h/16h, 12h/12h, 16h/8h za jarni obdobi. Vysledky jsou

uvedeny ve tvaru: primérna hodnota + smérodatna odchylka, n= 3.

Svételné podminky 8h/16h 12h/12h 16h/8h
typ cytokininu Koncentrace [pmol/g FW]
tZ 0,12 + 0,03 0,15 + 0,01 0,18 + 0,01
tZOG 527 + 0,50 448 + 0,18 580 + 0,42
tZR 1,19 + 0,11 219 + 0,17 2,46 + 0,37
tZROG <LOD <LOD 053 + 0,04
tZ7G 15,98 + 1,17 13,46 + 0,56 17,03 + 0,62
tZ9G 551 + 0,75 479 + 0,19 6,77 + 0,28
tZR5 MP 3,39 + 0,00 401 + 0,97 456 + 0,19
Celkové CK tZ-typu 31,45 + 257 29,07 + 2,09 37,34 + 1,94
cZ 0,11 + 0,01 0,20 + 0,05 0,17 + 0,01
cZO0G 0,89 + 0,22 1,28 + 0,25 1,01 + 0,03
cZR 2,40 + 0,68 754 + 3,00 335 + 0,82
cZROG 1,00 + 0,49 1,16 + 0,06 0,96 + 0,03
cZ7G 12,96 + 1,93 9,69 + 0,43 9,77 + 0,60
cZ9G 0,63 + 0,03 042 + 0,03 0,38 + 0,06
cZR5 MP <LOD 10,96 + 1,13 7,14 + 0,96
Celkové CK cZ-typu 18,00 + 3,36 31,24 + 4,95 22,77 + 252
DHZ <LOD <LOD <LOD
DHZOG 0,17 + 0,01 0,20 + 0,02 0,25 + 0,02
DHZR <LOD <LOD <LOD
DHZROG <LOD <LOD <LOD
DHZ7G 2,83 + 0,10 3,56 + 0,29 442 + 0,17
DHZ9G 0,33 + 0,03 0,35 + 0,08 041 + 0,05
DHZ5 MP <LOD <LOD <LOD
Celkové CK DHZ-
typu 334 + 0,14 412 + 0,38 508 + 0,23
iP 0,15 + 0,03 0,22 + 0,01 0,28 + 0,07
iPR 1,65 + 0,23 3,07 + 045 3,06 + 0,05
iP7G 26,10 + 2,06 14,67 + 0,27 20,76 + 1,99
iP9G 250 + 0,19 1,30 + 0,04 1,74 + 0,35
iPR5"MP 16,69 + 140 23,67 + 1,60 20,47 + 2,38
Celkové CKiP-typu 47,09 + 3,90 42,93 + 236 46,32 + 4,84

<LOD = pod limitem detekce
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Tab. 2: Endogenni koncentracni hladiny cytokinin v 10dennich semenaccich Arabidopsis thaliana

pestovanych pii svételnych podminkdch 8h/16h, 12h/12h, 16h/8h za letni obdobi. Vysledky jsou

uvedeny ve tvaru: primérna hodnota + smérodatna odchylka, n= 3.

Svételné podminky

8h/16h 12h/12h 16h/8h
typ cytokininu Koncentrace [pmol/g FW]
tZ 0,11 + 0,01 0,15 + 0,01 0,18 + 0,02
tZOG 4,95 + 0,25 526 + 0,35 546 + 0,09
tZR 1,09 + 0,03 1,98 + 0,14 3,39 + 0,26
tZROG <LOD 0,52 + 0,07 0,55 + 0,09
tZ7G 1353 + 057 16,08 + 156 14,76 + 0,78
tZ9G 481 + 0,27 592 + 0,47 580 + 0,40
tZR5" MP 3,28 + 0,02 528 + 0,98 7,94 + 266
Celkové CK tZ-typu 27,77 116 3517 357 38,10 4,30
cZ 0,12 + 0,01 0,12 + 0,03 0,12 + 0,01
cZOG 1,66 + 0,17 0,79 + 0,05 1,00 + 0,17
cZR 1,65 + 0,26 2,26 + 0,62 359 + 0,49
cZROG 0,85 + 0,15 0,82 + 0,05 0,94 + 0,19
cZ7G 14,25 + 0,96 9,26 + 0,25 9,85 + 0,16
cZ9G 052 + 0,04 0,37 + 0,02 045 + 0,06
cZR5 MP <LOD 501 + 0,35 6,81 + 1,20
Celkové CK cZ-typu 19,04 + 1,58 18,63 + 1,36 22,77 + 2,28
DHZ <LOD <LOD <LOD
DHZOG 0,18 + 0,02 0,22 + 0,02 0,24 + 0,01
DHZR <LOD <LOD <LOD
DHZROG <LOD <LOD <LOD
DHZ7G 2,33 + 0,11 362 + 0,44 3,82 + 0,16
DHZ9G 0,37 + 0,01 0,37 + 0,07 0,40 + 0,03
DHZ5 MP <LOD <LOD <LOD
Celkové CK DHZ-
typu 2,88 + 0,15 420 + 053 446 + 0,21
iP 0,21 + 0,00 0,23 + 0,03 0,24 + 0,01
iPR 2,33 + 0,08 2,49 + 0,44 4,88 + 0,79
iP7G 24,63 + 1,08 22,16 + 154 21,01 + 145
iP9G 2,35 + 0,09 211 + 0,22 1,91 + 0,13
iPR5"MP 19,50 + 2,87 29,60 + 348 35,67 + 8,95
Celkové CKiP-typu 4904 + 413 56,58 + 5,71 63,70 + 11,33

<LOD = pod limitem detekce
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Tab. 3: Endogenni koncentracni hladiny cytokinini v 10dennich semenaccich Arabidopsis thaliana

pestovanych pii svételnych podminkach 8h/16h, 12h/12h, 16h/8h za podzimni obdobi. Vysledky jsou

uvedeny ve tvaru: primérna hodnota + smérodatna odchylka, n= 3.

Svételné podminky 8h/16h 12h/12h 16h/8h
typ cytokininu Koncentrace [pmol/g FW]
tZ 0,17 + 0,03 045 + 0,08 0,54 + 0,06
tZOG 503 + 0,81 6,04 + 131 6,02 + 0,32
tZR 2,05 + 0,46 430 + 0,39 465 + 0,69
tZROG 1,01 + 0,32 0,74 + 0,04 1,42 + 043
tZ7G 16,63 + 2,43 20,34 + 0,79 17,96 + 0,70
tZ9G 6,10 + 0,86 7,87 + 0,19 6,90 + 0,22
tZR5 MP 418 + 0,31 6,48 + 0,92 593 + 1,31
Celkové CK tZ-typu 35,18 + 521 46,22 + 3,70 43,42 + 374
cZ 0,14 + 0,02 021 + 0,03 0,25 + 0,01
cZOG 1,25 + 0,22 1,06 + 0,11 0,96 + 0,24
cZR 467 + 2,20 7,99 + 350 508 + 0,63
cZROG 081 + 0,15 1,07 + 0,08 1,29 + 0,23
cZ7G 11,40 + 1,61 11,17 + 1,37 852 + 0,82
cZ9G 0,50 + 0,06 052 + 0,04 044 + 0,01
CZR5 MP 753 + 147 13,17 + 0,00 10,94 + 1,68
Celkové CK cZ-typu 26,31 + 5,72 3519 + 512 2747 + 3,62
DHZ <LOD 0,75 + 0,18 0,90 + 0,20
DHZOG 0,21 + 0,05 0,29 + 0,07 0,35 + 0,01
DHZR <LOD <LOD <LOD
DHZROG 057 + 0,30 046 + 0,14 0,66 + 0,17
DHZ7G 362 + 051 488 + 0,28 557 + 0,29
DHZ9G 0,39 + 0,04 0,58 + 0,05 0,83 + 0,01
DHZ5 MP <LOD <LOD <LOD
Celkové CK DHZ-
typu 479 + 0,89 6,96 + 0,72 8,31 + 0,69
iP 0,23 + 0,00 045 + 0,04 0,49 + 0,05
iPR 334 + 1,12 466 + 0,77 561 + 141
iP7G 20,48 + 3,22 2484 + 0,53 18,55 + 0,86
iP9G 1,88 + 0,27 2,30 + 0,10 1,77 + 0,06
iPR5"MP 28,71 + 582 39,01 + 258 35,25 + 0,59
Celkové CK iP-typu 54,63 + 10,44 71,26 + 4,02 61,67 + 2,97

<LOD = pod limitem detekce
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Tab. 4: Endogenni koncentracni hladiny cytokinin v 10dennich semenaccich Arabidopsis thaliana

pestovanych pfi svételnych podminkach 8h/16h, 12h/12h, 16h/8h za zimni obdobi. Vysledky jsou

uvedeny ve tvaru: primérnd hodnota + smérodatna odchylka, n=3.

Svételné podminky 8h/16h 12h/12h 16h/8h
typ cytokininu Koncentrace [pmol/g FW]
tZ 0,15 + 0,02 0,17 + 0,01 0,18 + 0,02
tZOG 507 + 0,12 558 + 0,66 494 + 017
tZR 1,80 + 0,11 2,29 + 0,14 342 + 0,71
tZROG 0,59 + 0,03 0,96 + 0,36 0,71 + 0,13
tZ7G 16,56 = 0,52 16,24 + 146 14,79 + 0,59
179G 6,23 + 0,12 6,39 + 0,67 582 + 0,55
tZR5'MP 3,00 + 0,34 4,03 + 0,70 569 + 0,66
Celkové CK tZ-typu 33,40 + 1,25 35,66 + 3,99 35,55 + 2,82
cZ 0,16 + 0,01 0,14 + 0,03 0,13 + 0,03
cZOG 143 + 0,22 1,64 + 0,20 1,08 + 0,34
cZR 4,06 + 1,03 3,99 + 0,65 3,056 + 1,30
CZROG 1,00 £ 0,16 1,19 + 041 1,04 + 0,22
cZ7G 10,94 + 0,87 9,37 + 0,70 7,80 £ 0,30
cZ9G 0,51 + 0,05 041 + 0,02 0,34 + 0,03
CZR5 MP 6,18 + 0,56 6,16 + 0,89 557 + 152
Celkove CK cZ-typu 24,28 + 2,90 2290 + 2,90 19,01 + 3,73
DHZ <LOD <LOD <LOD
DHZOG 0,29 + 0,02 0,28 + 0,01 0,31 + 0,03
DHZR <LOD <LOD <LOD
DHZROG <LOD 0,61 + 0,13 <LOD
DHZ7G 2,76 + 1,35 4,03 + 0,14 4,02 + 0,39
DHZ9G 0,31 + 0,04 0,39 + 0,04 0,37 + 0,02
DHZ5 MP <LOD <LOD <LOD
Celkové CK DHz-
typu 3,37 + 140 531 + 0,32 470 + 0,44
iP 0,26 + 0,05 0,20 + 0,01 0,27 + 0,04
iPR 2,61 + 0,31 3,50 + 0,68 3,58 + 0,19
iP7G 18,53 + 0,33 18,55 + 0,98 14,04 + 0,85
iP9G 1,72 + 0,07 1,70 + 0,11 1,22 + 0,07
iPR5"MP 2329 + 2,22 2517 + 175 2584 + 215
Celkoveé CK iP-typu 46,40 + 298 49,13 + 3,52 44,96 + 3,31

<LOD = pod limitem detekce
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