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1 UVOD A CIiLE

Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou definovany jako pfirozené se vyskytujici
organické latky, které v nizkych koncentracich ovliviiuji fyziologické procesy rostlin
(Davies, 2010). Na rozdil od zivoc¢isnych hormonti jsou méné specifické, ackoliv
mechanismus jejich €inku je obdobny. Nemaji pfesna mista syntézy a ucinku a plisobi jak
endokrinng, tak parakrinné (Prochazka et al., 1998).

jsou pro zivotaschopnost rostlin zasadni. Aktivuji déleni bunc¢k v meristémech, snizuji
apikdlni dominanci, oddaluji senescenci list, odbourdvani chlorofylu a stimuluji tvorbu
chloroplastii a syntézu fotosyntetickych barviv. Dnes je zndmo vice nez 70 endogennich
latek s cytokininovou aktivitou (Prochéazka et al., 1998).

Cilem bakalatské prace je vypracovat literarni reSersi zabyvajici se t€émito hormony,
stanovit mnozstvi cytokininti v modelové rostliné Arabidopsis thaliana a analyzovat, jak se
jejich endogenni hladiny méni v prubéhu 24 hodin (den/noc). Ziskané vysledky mohou
podavat informace o syntéze a metabolismu téchto hormont v souvislosti s cirkadiannim

rytmem rostliny.

11



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Objev a historie cytokinini

Dtikaz o existenci prvniho objeveného cytokininu, kinetinu, byl publikovan v roce 1955 po
pokusech s autoklavovanym spermatem sled¢ (Miller et al., 1955). Kinetin se fadi do
skupiny aromatickych cytokinind, a piestoze byla jeho pfirozena existence dokdzéna
nekolika pokusy, a to 1 v rostlinach, pfevazné se vyskytuje vazany na degradaci nukleovych
kyselin (Barciszewski, 2000). Po testovani jeho biologické aktivity byly cytokininy
definovany jako latky stimulujici bunécné dé€leni za ptitomnosti auxinu (Prochazka et al.,
1998). Prvnim pfirozené se vyskytujicim cytokininem v rostlinach pak byl trans-zeatin
objeveny v nezralém endospermu kukufice. Z listi topolu byl v roce 1973 izolovan 6-(2-
hydroxybenzyl amino)-9-p-D ribofuranosylpurin, prvni pfirozen¢ se vyskytujici aromaticky
cytokinin (Horgan et al. 1973, 1975). Podle ¢eského nazvu byl pro hydroxybenzyladeniny
odvozen nazev topoliny. Tyto latky byly izolovany pomoci ELISA testi zalozenych na
interakci specifickych protilatek, které umoznily detekovat latky na femtomolarni Grovni
(Strnad, 1996). I kdyZ se aromatické cytokininy v pfirod¢ vyskytuji jen omezené (Strnad et
al., 1997), nejhojnéjsim zastupcem je meta-topolin, jehoz aktivita je srovnatelna se zeatinem

(Holub et al., 1998).

2.2 Struktura cytokinint
Cytokininy patii do skupiny organickych latek, jejichz struktura je tvofena N6-derivaty
adeninu. Substituce na aminoskupiné je podminkou jejich biologické aktivity (Prochazka et
al., 1998). Podle vedlejsiho fetézce se cytokininy mohou délit na dvé skupiny: isoprenoidni
a aromatické. Isoprenoidni postranni fetézec muze byt nasyceny nebo pirevazujici
nenasyceny. Mezi nenasycené isoprenoidni cytokininy patii zeatin, ktery se vyskytuje
zejména v trans izomerii jako trans-zeatin (tZ) a jeho derivaty, dale jeho cis izomer cis-
zeatin (cZ) a do skupiny nenasycenych cytokinint patii také isopentenyladenin (iP; Obr. 1).
Kromée vyjimek se ¢Z a iP v rostlinach vyskytuji v mensich mnozstvich. Nasyceny vedlejsi
fetézec se vyskytuje u dihydrozeatinu (DHZ; Taiz a Zegler, 2006).

Mezi aromatické cytokininy majici N6-substituent v podobé benzenového jadra patii
benzyladenin (BA), topoliny a kinetin. Topoliny mohou byt substituované v poloze meta-,
ve které se v ptirod¢ vyskytuji nejcastéji a zaroven vykazuji nejvyssi aktivitu v biotestech,

nebo v poloze ortho- a para-. Jak BA, tak kinetin se fadi i mezi synteticka analoga, protoze
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se pro laboratorni ucely, kde jsou vyuzity predevSim pii praci s tkanovymi kulturami,

pripravuji synteticky. Dale sem patii i aromatické derivaty mocoviny nebo thiomocoviny,

jako jsou thidiazuron, 1,3-difenylmocovina ¢i fenylmocovina (Prochazka et al., 1998; Taiz

a Zegler, 2006).

General structure

of CKs Ry R, Ry Compound Abbreviation
H - N -isopentenyladenine iP
CH3 Ng-R - I\f—isopentenyiadenosine iPR
_/=< NG - N“-isopentenyiadenine-?-gIuooside iP7G
CH, NgG - N-isopentenyladenine-9-glucoside iP9G
Ne-RP - Af-isopentenyladenosine-5-monophosphate iPMP
H H trans-zeatin tz
Ng-R  H ftrans-zeatin riboside tZR
CHOR; NG H trans-zeatin-7-glucoside 127G
—/=< NG H trans-zeatin-9-glucoside 129G
CH; H G trans-zeatin O-glucoside 1ZOG
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 c::s-zeat?n riboside . cZR
_\=< Ne-G H cis-zeatin-9-glucoside cZ9G
o H G cis-zeatin O-glucoside cZ0G
Hy Ng-R G cis-zeatin riboside O-glucoside ¢ZROG
R Ng-RP  H cis-zeatin riboside-5-monophosphate cZMP
- 1
Hfl“ /Rz H  H dihydrozeatin DHZ
6 CH.OR Ng-R  H dihydrozeatin riboside DHZR
INZ N5~ '7“\\ ORs oG H dihydrozeatin-9-glucoside DHZ9G
;l: !' /8 cH H G dihydrozeatin O-glucoside DHZOG
\?N/ \I;J 3 Ngs-R G dihydrozeatin riboside O-glucoside DHZROG
ll2 \R Ng-RP  H dihydrozeatin riboside-5-monophosphate DHZMP
2 2
H - N’-benzyladenine BA
Ne-R - A-benzyladenosine BAR
N:-G - I\f—benzyiadenine-3-g|ucoside BA3G
NG - N’-benzyladenine-7-glucoside BA7G
Ny-G - N’-benzyladenine-9-glucoside BASG
Ne-RP - A-benzyladenosine-5'-monophosphate BAMP
HO H - ortho-topolin oT
Na-R - ortho-topolin riboside oTR
N-G - ortho-topolin-9-glucoside oT9G
OH H - meta-topolin mT
Ng-R - meta-topolin riboside mTR
Ng-G - meta-topolin-9-glucoside mT9G
OH H - para-topolin pT
Na-R - para-topolin riboside pTR
(o) H - kinetin K
m NeR - kinetin riboside KR
NG - kinetin-9-glucoside K9G

Obr. 1 Seznam a struktury isoprenoidnich a aromatickych cytokinint (Sva¢inova et al., 2012).
H = vodik; R = B-ribofuranosyl; G = B-D-glukopyranosyl; RP = B-D-ribofuranosyl-5"-monofosfat
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Nejaktivngj§imi cytokininy jsou volné baze, zvlasté nenasycené isoprenoidni formy,
navazanim riboézy v poloze N9- vznikaji ribosidy, jejichz biologicka aktivita je oproti
volnym bazim nizsi. V piipadé navazani fosfatu na C5- riboézy vznika ribotid a dochazi
k dalS$imu sniZeni aktivity (Prochazka et al., 1998). Obé tyto formy vykazuji biologickou
aktivitu v biotestech, ale v rostlinach maji hlavni vyznam v regulaci hladiny aktivnich forem
a pro transport cytokinind (Srivastava, 2002).

Konjugaci vedlej$iho fetézce cytokininu se sacharidy vznikaji O-glukosidy.
Vznikem O-glukosidu cytokinin reversibilné ztraci aktivitu, ¢imz je za katalyzy enzymy
O-glykosyltransferazou a p-glukosiddzou regulovana hladina aktivnich cytokinint.
Substraty pro O-glykosylaci jsou zeatin, topoliny a hydroxylované derivaty fenylmocoviny
(Brzobohaty et al., 1993; Mok a Mok, 2001).

Glykosylaci N3-, N7- a N9- purinového kruhu vznikaji N-glukosidy. V pozici N7- a
NO9- glukosidy nemaji zddnou nebo pouze minimdlni aktivitu, jednd se tedy o ireverzibilng
inaktivované formy cytokinini (Letham et al., 1983; Mok a Mok, 2001), zatimco N3-
glukosid muze byt za katalyzy f-glukosidazy pfeménén na volnou bazi (Brzobohaty et al.,
1993).

2.3 Biosyntéza cytokininii

Klicovym mistem biosyntézy cytokininil jsou kofenové vrcholy, odkud jsou do zbylé Casti
rostliny cytokininy transportovany xylémem a dale floémem. Kromé¢ koteni jsou cytokininy
syntetizovany i ve vyvijejicich se embryich, listech a dalSich tkdnich (Taiz a Zegler, 2006).
Syntéza probiha dvéma mechanismy — nepiimo z tRNA a pifimo pfenosem isopentylové
skupiny z dimethylallylpyrofosfatu  (DMAPP) na adenosindifosfat (ADP) nebo
adenosintrifosfat (ATP). Pfima syntéza probiha drahou mevalonatovou (MVA) odehravajici
se V cytosolu eukaryot nebo drdhou methylerythritol fosfatovou (MEP) odehravajici se
Vv bakteriich a plastidech, jako je tomu naptiklad u vyssich rostlin (Sakakibara et al., 2006).
V rostoucich, intenzivné se délicich pletivech se cytokininy vyskytuji v nejvyssich
hladinach, vtadech fmol-g? az pmol-g? Cerstvé hmoty (fresh weight, FW). Jejich
koncentraci ovliviwji i auxiny a ethylen, které potlacuji jejich akumulaci (Prochéazka et al.,
1998).

Pfi biosyntéze cytokininii de novo je prvnim krokem pienos isoprenoidniho zbytku

na nukleotid adeninu (AMP, ADP, ATP) v pozici N6- za vzniku isopentenyladenosin-5’-
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fosfatu. Tento krok zarove omezuje rychlost biosyntézy. Reakce je katalyzovdna A2-
isopentenyl transferazou. V Zivych organizmech existuji dva typy isopentenyltransferazy,
které jsou strukturné piibuzné a které se ti¢astni produkce cytokinint (Takei et al., 2001).
Prvnim typem je adenylat:isopentenyltransferaza (IPT; EC 2.5.1.27), ktera zajist'uje
syntézu vétsSiny novych cytokinintl. Barry et al. (1984) a Akiyoshi et al. (1984) poprvé
identifikovali gen podilejici se na syntéze cytokininii de novo béhem tvorby nadori typu
crown gall pidni bakterii Agrobacterium tumefaciens jako Tmr (tumour morphology root)
nachazejici se na v T-DNA Ti-plazmidu. Tento gen koéduje IPT, za jejiz katalyzy dochazi
z adenosinmonofosfatu (AMP) s vyuzitim substratt DMAPP nebo (2E)-4-hydroxy-3-
methylbut-2-en-1-yl difosfatu (HMBPP) k syntéze isopentenyladenosin-5’-monofosfatu
(iPR5’MP) a trans-zeatin ribosid-5’-monofosfatu (tZR5’MP; Sakakibara et al., 2005).

Jak MEP driha, tak i MVA draha produkuje DMAPP, zatimco HMBPP je
meziproduktem pouze MEP drahy (Sakakibara et al., 2006). Piesto IPT produkovana Tmr
majoritn¢ vyuziva HMBPP, nebot’ pomér isopentenyl pyrofosfatu a DMAPP vzniklych
reakci katalyzovanou HMBPP reduktazou je 5:1 (Rohdich et al., 2002). Z toho vyplyva, zZe
HMBPP v plastidech je vice nez mnozstvi dostupnych DMAPP a Sakakibara et al. (2005)
timto odGvodiuji prevladajici obsah cytokinini tZ-typu Vv buiikdch napadenych
Agrobacterium.

Druhy typ isopentenyltransferazy je tRNA:isopentenyltransferaza (tRNA-IPT; EC
2.5.1.8), ktera rozeznava zbytek adeninu obsazeny u 3‘-konce v pozici 37 antikodonu
rozpoznavajiciho kodony zac¢inajici uracilem. Tento adenin je za jeji katalyzy modifikovan
a v pozici N6- muze obsahovat isopentenylovy nebo cis-hydroxy isopentenylovy vedlejsi
fetézec (Mok a Mok, 2001). Po degradaci isoprenylovanych tRNA dochézi k uvolnéni téchto
aktivnich forem cytokininii (Miyawaki et al., 2006).

Geny pro rostlinné IPT poprvé identifikovali Takei et al. (2001) a Kakimoto et al.
(2001) v Arabidopsis thaliana. Celkem 9 rozdilnych genti bylo pojmenovano AtIPT1-
AtIPT9. Zatimco surové extrakty genti exprimovanych v Escherichia coli v experimentech
vykazovaly isopentenyltransferazovou aktivitu zuzitkujici DMAPP a AMP (Takei et al.,
2001), po jejich purifikaci doslo ke ztrat¢ DMAPP:AMP isopentenyltransferazové aktivity
(Kakimoto et al., 2001). To bylo vysvétleno moznou ptitomnosti ATP a faktord E. coli
s adenylat kindzovou aktivitou katalyzujici vznik ADP. Rostlinné IPT spiSe néz AMP
vyuzivaji ADP nebo ATP za vzniku isopentenyladenosin-5°-trifosfatu  a

isopentenyladenosin-5¢-difosfatu (Kakimoto et al., 2001).
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Miyawaki et al. (2006) izolovali mutantni alely vSech ATP/ADP IPT i tRNA IPT a provedli
experimenty S mutanty vysSich tadd, které objasnily funkce enzyml v biosyntéze
cytokininl. Vyrazné snizené hladiny iP- a tZ-typti cytokinind, a to v¢etn¢ ribosidi, ribotid
i glukosidt, u mutanti atipt3 5 7 a atiptl 3 5 7 naznacovaly dulezitost ATP/ADP IPT pro
produkci téchto typti hormonti. Existenci biosyntetické drahy pro cytokininy cZ-typu,
odli$né od drahy pro iP- a tZ-typ, indikovaly zvySené hladiny cZ, cis-zeatin ribosidu (cZR)
a cis-zeatin ribosid-5’-monofosfatu (CZR5’MP) u téchto mutanti. Zaroven je timto
podpofena hypotéza negativni regulace degradace CZ signalnimi drahami cytokinint.
Pritomnost tZ-typi cytokininii mohla byt zptisobena i aktivitou cis-trans izomerazy, ktera

ale zatim byla detekovana u Phaseolus vulgaris (Bassil et al., 1993).

Geny AtIPT3, AtIPT 5 a AtIPT 7 jsou nejvice exprimovanymi geny pro ATP/ADP
IPT ve vegetativni fazi, v mensi mife je exprimovan i gen AtIPT1. Geny AtIPT4, AtIP6 a
AtIP8 za normalnich podminek ve vegetativni fazi exprimovany nejsou. V piipadé mutaci
v genu AtIPT2 a AtIPT9 byly hladiny iP- a tZ-typ nezménény, ale cZ-typ nebyl v mutantech
detekovan viibec nebo v niz§im mnozstvi (Miyawaki et al., 2004). Modifikovana tRNA jako
mozny zdroj cZ ve formé¢ defosforylovaného hydrolyzatu u mutantu atiptl 3 5 7 obsahovala
nezménéné hladiny jak isopentenyladenin ribosidu (iPR), tak i cZR, ale u atipt2 bylo
mnozstvi CZR snizené. Tim bylo dokdzano, ze ATP/ADP IPT se isopentylace tRNA
neucastni, ale jsou klicové pii syntéze cytokinint iP- a tZ-typu (Miyawaki et al., 2006).

Aktivni volné baze vznikaji dvéma zptsoby. Prvnim zptisobem je katalyza ribotidd
enzymy 5’-ribonukleotid fosfohydroldza (EC 3.1.3.5) a adenosin nukleosidaza (EC 3.2.2.7;
Chen et al., 1981a; Chen et al., 1981b). Druhym zptisobem je katalyza ribotidli enzymem
LONELY GUY (LOG), ktery poprvé detekovali Kurakawa et al. (2007) v meristémech
rostlin ryze (Oryza sativa). Enzym ma specifitu pro nukleosid 5’-monofosfaty cytokinintl,
ze kterych uvolni ribosu 5’-monofosfat za vzniku volné baze. Jedna se o klicovy enzym s
fosforibohydrolazovou aktivitou regulujici mistni a casovou distribuci aktivnich cytokininti
pusobici v cytosolu. V Arabidopsis thaliana se nachazi 9 homologti genu LOG z ryze, At
LOG1-LOGY, 7 z nich se nachazi v cytosolu a jadie a vykazuji stejny enzymaticky tc¢inek.
Enzymy LOG1, LOG2, LOG3, LOG4 a LOG7 vykazuji obdobnou substratovou specifitu a
katalytickou u¢innost jako LOG z ryze, zatimco LOGS a LOGS8 maji G¢innost nizsi. Existuje
tedy hypotéza, ze tyto dva geny figuruji i v jinych metabolickych drahach (Kuroha et al.,
2009). Exprese LOG a IPT se v mnoha mistech ptekryva, coz umoziuje pifeménu na aktivni

formy bez translokace do ostatnich bunék nebo transportu na delsi vzdalenosti, jak se déje
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Vv oblastech, kde exprese téchto genii souc¢asné neprobiha. Napiiklad v bo¢nich kotenovych
primordiich, kofenovych a listovych vaskularnich pletivech, vaji¢kach a ovocnych
abscisnich zoénach jsou za katalyzy IPT syntetizovany nukleotidy cytokinint, které jsou dale
aktivovany pfitomnymi LOG (Miyawaki et al., 2004; Kurakawa et al., 2007). Piima
pfeména pomoci LOG je hlavni aktiva¢ni drahou, jez je zaroven klicovym krokem regulace
aktivity cytokinini.

Samotné tZ ribotidy mohou byt syntetizovany krom¢ reakce HMBPP s AMP, ADP
nebo ATP i hydroxylaci isoprenoidniho postranniho fetézce iP ribotidd. Draha iPR5’MP-
dependentni zahrnuje enzymy cytochrom P450 monooxygenazy, které byly v Arabidopsis
identifikovany jako CYP735A1 a CYP735A2. Substratem téchto enzymi jsou pouze iP
nukleotidy, primarn¢ iPR5’MP a isopentenyladenosin-5’-difosfat, ale ne nukleosidy ¢i volné
baze cytokininl. Transkripty obou hormont jsou negativné regulovany auxiny (Takei et al.,

2004).

2.4 Metabolické premény cytokinini

Metabolismus cytokininil vede k reverzibilni nebo ireverzibilni zméné az k ztraté biologické
aktivity a spo¢iva v modifikaci purinového skeletu, modifikaci N6- vedlejsiho fetézce anebo
jeho Stépeni. Rlizné metabolity maji v organismu rizné funkce pfedurcené jejich strukturou
vyskytuji se v riznych koncentracich, ¢imz ovliviiuji hormonalni homeostazi (Spichal,

2012).

2.4.1 Glykosylace

Konjugace molekuly cytokininu se sacharidem vede ke zméné jeho aktivity. Glykosylaci
N3-, N7- a N9- adeninového skeletu vznikaji N-glukosidy. Jak isoprenoidni, tak aromatické
cytokininy jsou v pozici N7- a N9- ireversibilné inaktivovany (Letham et al., 1983; Mok a
Mok, 2001), zatimco N3-glukosid miZe byt za katalyzy S-glukosidazy pfeménén na volnou
bazi (Brzobohaty et al., 1993). Enzym podilejici se na tomto navazani sacharidu je
uridindifosfatglykosyltransferaza (UGT; EC 2.4.1) a poprvé byla ve dvou formach objevena
v déloznim listku fedkve seté (Raphanus sativus). Zdrojem glukézového zbytku pro tento
enzym je UDP-glukéza a TDP-glukoza, substratem mohou byt rizné derivaty adeninu, ale
mira pfemény je nejvyssi pro slou€eniny s vedlejSim fetézcem o délce alespont 3 uhlikil
v pozici N6-, coz odpovida struktuie isoprenoidnich cytokinini (Entsch a Letham, 1979;
Entsch et al., 1979). V Arabidopsis byly objeveny dvé UGT (UGT76C1 a UGT76C2) se
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specifitou pro cytokininy in planta schopné N-glykosylace tZ, cZ, DHZ, iP, BA a kinetinu
(Hou et al., 2004; Wang et al., 2011). Glykosylace v N7- ma oproti pozici N9- vyssi
enzymatickou specificitu, coz vysvétluje majoritni vyskyt N7- glukosidu. N-glukosidy jsou
kone¢nymi metabolity cytokinini, coz zpusobuje jejich akumulaci, predev§im
v senescenénich listech (Smehilova et al., 2016). N3-glukosidy v Arabidopsis detekovany
nebyly (Hou et al., 2004).

Navazanim glukézy nebo xylozy na hydroxylovou skupinu vedlej$iho fetézce
cytokininu vznikaji O-glukosidy. O-glykosylace je reversibilni konjugace, ktera inaktivaci a
ukladanim nadbyte¢nych aktivnich cytokinini v rostlinnych organismech ptispiva k udrzeni
normalniho ristu a vyvoje (Mok a Mok, 2001). V zasobnich tkanich ¢i vyvijejicich se
semenech se O-glukosidy vyskytuji v pomérn¢ vysokych hladinach a jejich zvysena polarita
umoznuje transport konjugati do vakuol ke skladovani (Srivastava, 2002). Konjugaty jsou
rezistentni k odstépeni N6- vedlejsiho fetézce cytokinin oxidazou (McGaw a Horgan, 1983)
a mohou byt pfeménény zpét na volné baze za katalyzy f-glukosiddzy. Enzym s touto
aktivitou, ZM-p60, byl poprvé identifikovan z kukufice seté (Zea mays; Brzobohaty et al.,
1993). V Arabidopsis byla nalezena UGT85A1, O-glukosyltransferaza s preferenci pro tZ
(Hou et al., 2004; Jin et al., 2013). Tento cytosolicky enzym katalyzuje vznik vétSiny trans-
zeatin-O-glukosidl (tZOG) a je exprimovan v ranych fazich v semenaccich, ve vyvijejicich
se semenech a v senescenénich listech, kde se tato slou¢enina hromadi. Enzym byl dale
lokalizovén i v jadfe, jeho funkce zde ale neni objasnéna (Jin et al., 2013; Smehilova et al.,

2016).

2.4.2 Modifikace postranniho retézce

Kromé glykosylace mize byt tZ metabolizovan na DHZ. Specificka zeatinreduktaza (EC
1.3.1.69) katalyzujici redukci postranniho fetézce tZ v pfitomnosti kofaktoru
nikotinadenindinukleotidfosfdt (NADPH) byla ve dvou isoformach identifikovana v
Phaseolus vulgaris. Vznikly DHZ neni substratem pro cytokininoxidazu/dehydrogenazu, a
v organismu tak mohou byt zachovany aktivni cytokininy (Martin et al., 1989).

Dalsim enzymem metabolizujicim zeatin je cis-trans zeatin izomeraza. Byla
izolovana z fazole (Phaseolus) a pfeménuje cis izomer vtrans a umoznuje tak vznik
aktivnéjsi formy z cZ a cZR vzniklych degradaci tRNA. Enzym ke své funkci vyZaduje
flavin, svétlo a dithiothreitol (Bassil et al., 1993).
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2.4.3 Degradace cytokinini

Degradace cytokininti probiha oxidativnim $tépenim postranniho fetézce v pozici N6- za
vzniku adeninu a aldehydu (Frébortova et al., 2004). Paces et al. (1971) poprvé detekovali
enzym katalyzujici oxidativni S§tépeni iPR za vzniku adenosinu u tabaku (Nicotiana
tabacum), Whitty a Hall (1974) popsali obdobnou enzymovou aktivitu u kukufice seté (Zea
mays) a nazvali enzym cytokininoxiddza. Pti reakci elektronovy akceptor odebira dva
elektrony z flavinového kofaktoru a cytokinin je dehydrogenovan na iminovy meziprodukt.
Hydrolyzou z meziproduktu vznika adenin, v piipad¢ cytokinin s N9- substituci odpovidajici
derivat, a aldehyd z postranniho fetézce (Brownlee et al., 1975; Frébort et al., 2011). Kromé
molekularniho kysliku, jez byl po objevu enzymu povazovan za esencidlni, elektrony mohou
pfijimat i jiné akceptory elektronil, nékteré i za anaerobnich podminek. Naptiklad analog
ubichinonu  2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinon zvysSuje aktivitu enzymu i
v mikromolarnich koncentracich (Galuszka et al., 2001). Enzym byl piejmenovan na
cytokinindehydrogenazu, nékdy oznacovanou jako cytokininoxidaza/dehydrogenaza,
(CKX, EC 1.5.99.12) a studiem sekvence klonovaného proteinu ZmCKX1 z kukufice bylo
objeveno vazebné misto pro flavinadenindinukleotid (FAD). Jelikoz je toto vazebné misto
piitomno u FAD-dependentnich oxidoreduktaz vyuzivajicich rizné akceptory elektrond,
byla CKX zafazena mezi oxidoreduktazy (Frébortova et al., 2004). Buné¢né rozmisténi
flavoproteinu ZmCKX1 v aleuronové vrstvé zrn, embryich a tkanich pediklu je shodné
s vyskytem enzymu lakéza (EC 1.10.3.2). Lakaza je oxidaza, ktera produkuje chinonovy
elektronovy akceptor z fenolovych sloucenin v mistech syntézy bunécné stény, jez je pouzit
k reoxidaci ZmCKX1. V tomto modelu katabolismu cytokinini mohou kromé lakazy
vystupovat i jiné enzymy produkujici chinony v apoplastu, jako jsou naptiklad peroxidazy
(Galuszka et al., 2005).

Enzym CKX je jediny zndmy enzym schopny katalyzy ireverzibilni inaktivace
cytokininti. VSechny rostlinné CKX obsahuji kovalentné¢ vazany FAD kofaktor navazany
ptes 8-methyl isoallaxasinového skeletu na zbytek His u N-konce (Malito et al., 2004). Asi
tfetina pozic aminokyselin je vysoce konzervovana, znac¢na ¢ast konzervovanych oblasti je
lokalizovana ve FAD vazebné doméné, kratsi motivy se nachazeji i u N- a C-konce. Urcenim
hodnot Km riznych substrati experimenty s ZmCKX1 bylo zjisténo, ze volné baze a jejich
ribosidy jsou preferovanymi substraty, jejichz afinita zavisi na pH (Schmiilling et al., 2003).
Alifatické 1 aromatické postranni fetézce vstupuji do uzkého poru vedouciho do aktivniho

mista ZmCKX, kde dochazi k oxidativnimu $tépeni, zatimco adeninova ¢ast cytokininu
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vy¢niva na povrchu proteinu (Popelkova et al., 2006). O-glukosidy substraty CKX nejsou
(McGaw a Horgan, 1983).

V Arabidopsis thaliana bylo detekovano sedm gend kodujicich CKX, AtCKX1-
AtCKX7. Enzymy AtCKX1-AtCKX6 obsahuji N-terminalni signalni peptidy a jsou cilené
vylu¢ovéany do mista jejich pisobeni: AtCKX2, AtCKX4, AtCKXS5 a AtCKX6 do apoplastu
a AtCKX1 a AtCKX3 do vakuoly. Isoforma AtCKX7 signaliza¢ni sekvenci neobsahuje a
jedna se o enzym pusobici v cytosolu (Werner et al., 2003). Nejvice aktivnimi enzymy jsou
AtCKX2 a AtCKX4, které jsou fylogeneticky nejblizsi ZmCKX1 a jako substraty preferu;ji
volné baze v neutralnim a mirné¢ zasaditém pH. Pro ribosidy a N-glukosidy ma nejvyssi
enzymu ve vakuole. V cytoplasmé ma pro N-glykosidy preferenci AtCKX7. Isoforma
AtCKX3 s nejvétsi pravdépodobnosti degraduje cytokininové nukleotidy (Schmiilling et al.,
2003; Galuszka et al., 2007). Zatimco zadny z enzymi nevykazuje vysokou aktivitu pro
aromatické cytokininy, pfirozené se vyskytujici hydroxyderivaty BA degradovany jsou, ale
mnohem pomaleji oproti isoprenoidnim cytokininim, jak bylo ukazano u p3enice (Laloue a

Fox, 1989).

2.4.4 Derivaty s aminokyselinami

Ze semen lupiny zluté (Lupinus luteus) byla izolovana transferaza (EC 4.2.99.13) schopna
pfemény zeatinu na jeho 9-alanyl derivat zvany kyselina lupinova. Zbytek aminokyseliny je
ptenesen z O-acetyl-L-serinu na slouceniny s vysokou cytokininovou aktivitou (Entsch et
al., 1983; Mok a Mok, 2001).

2.5 Fyziologické funkce cytokinint

Jako rostlinné hormony cytokininy pozitivné i negativné reguluji fadu vyvojovych a
fyziologickych procest. Ovliviiuji bunéné déleni, vznik a regeneraci organi, oddaluji
senescenci listll, hraji roli pfi kli¢eni semen a pfi reakcich na stres, stimuluji tvorbu a aktivitu
stonkového meristému, inhibuji rist a vétveni kofenli a napomahaji zvySovat kapacitu sinku
pletiv (Skoog a Miller, 1957; Gan a Amasino, 1995; Kerstetter a Hake, 1997; Tanaka et al.,
2006; Schaller et al., 2014).
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2.5.1 Regulace bunéc¢ného cyklu

V zavislosti na jejich koncentraci mohou mit cytokininy jak pozitivni, tak negativni
regulacni u€inky. Mnohé procesy ovlivnéné cytokininy probihaji v optimalni koncentraci a
po jejim piekroceni dochdzi ke zméndm ucinki. V nizSich endogennich koncentracich
cytokininy aktivuji mitézu a bunécné déleni, ale ve zvySenych koncentracich dochazi
k jejich inhibici a k endoreduplikaci. Vysoké hladiny aktivnich cytokininli jsou obsazeny
v intenzivné se délicich meristematickych pletivech (Schaller et al., 2014).

V kultufe synchronizovanych BY-2 bun¢k tabaku byla pozorovéana oscilace hladin
endogennich cytokinint s vrcholy v bodech piechodu fazi bunééného cyklu. V kazdém bodu
byl akumulovan tZ, ale ostatni cytokininy se na tvorbé vrchold nepodilely ve stejné mite.
Béhem samotnych G1, S, G2 a M fazi se veSkeré¢ cytokininy vyskytovaly v nizkych
hladinach, k jejich kontrole pfispivala degradace CKX. Po ptidani exogennich cytokinini ¢i
inhibici biosyntézy v ptipad¢€ zesileni kolisani byl postup bunééného cyklu podporovan, ale
Vv piipad¢ snizeni amplitud kolisani byl zpomalen (Hartig a Beck, 2005).

Ptechod mezi fazemi v buné&ném cyklu je koordinovan aktivitou cyklin-
dependetnich kinadz a jejich regula¢nimi podjednotkami — cykliny. Tyto komplexy ftidi
postup do dalsi faze fosforylaci ptislusnych proteinii. Negativni regulaci bunééného cyklu
fidi inhibitory cyklin-dependentnich kinaz (Francis, 2007; Kumar a Larkin, 2017). Geny
kodujici cyklin-dependentni kindzy, které jsou aktivni za pfitomnosti cytokinini, reguluji i

auxiny (Zhang et al., 1996).

2.5.2 Regenerace rostlinnych organi

Spole¢né s auxiny jsou cytokininy nezbytné pro bunétné déleni v tkanovych kulturach.
Vysledny vyvoj zavisi na pomeéru téchto spolupiisobicich hormont. Pfi vyrovnané
koncentraci obou hormonti dochdzi k rGstu kalusu, tedy nediferencovaného pletiva.
V piipadé vyssi koncentrace cytokininti dochazi k ristu nadzemni ¢asti rostliny, v opaéném

ptipadé€ z tkanové kultury porostou koteny (Skoog a Miller, 1957).

2.5.3 Regulace ristu rostliny

Ve vyvoji stonkového a kofenového meristému, vysoce specializovanych skupinach bunék,
ze kterych dochazi k ristu rostliny, hraji cytokininy vyznamnou roli (Kerstetter a Hake,

1997).
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Nadexpresi CKX genu, narusenim IPT gent ¢i cytokininovych receptorti dochazi k menSimu
stonkovému meristému, coz naznauje, ze zde jsou cytokininy pozitivnimi regulatory
proliferace bunék (Werner et al., 2003; Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004;
Miyawaki et al., 2006). Pro zifizeni a udrzeni stonkového meristému jsou nezbytné
KNOTTED-LIKE transkripcni faktory, které jsou v meristému exprimovany. Funkci
stonkového meristému reguluji relativni hladinou cytokinint a giberelinti. Snizuji hladiny
giberelinti represi exprese genli icastnicich se jejich biosyntézy a indukci exprese genti jejich
katabolismu. Zaroven zvySuji hladinu cytokinint indukci exprese IPT7 (Kieber a Schaller,
2014). V Arabidopsis byl lokalizovan ptibuzny gen SHOOT MERISTMELESS (Long et al.,
1996). Ke zvySenym cytokininovym koncentracim pfispiva i v meristému lokalizovana
exprese LOG genil. Pro strukturni a funkéni celistvost stonkového meristému jsou dale

nezbytné transkripéni faktory WUSCHEL (Laux et al., 1996).

Zatimco sniZena aktivita cytokinind v Arabidopsis vede K niz§imu vzristu nadzemni
¢asti, kofenovy meristém je zvétSeny, s vy$§im poctem lateralnich kofend (Werner et al.,
2003; Miyawaki et al., 2006). Vlastnost cytokinind inhibovat rust a vyvoj objevili Skoog a
Miller (1957). V Arabidopsis délku kofene cytokininy reguluji lokalizaci diferenciace
délicich se buné€k vzniklych z bun¢k meristému (Dello loio et al., 2007). Ustalena rovnovaha
mezi délicimi a diferencujicimi se butikami zavisi na protichiidnych u€incich cytokinint a
auxind, které podporuji dé€leni meristému (Blilou et al., 2005). ZvySena hladina cytokinint
vede k distalnimu posunu zoén meristému, ¢imz dochazi ke zkraceni meristému a délky
kotfene, snizené mnozstvi cytokininii naopak vede k posunu zén proximalné€, zvétSeni
meristému a tim padem zdelSeni kotene. Transkripéni faktor PHABULOSA z rodiny HD-
ZIPIII se vaze na regulacni oblasti IPT7 DNA a funguje jako jeji aktivator. Zpétnou represi
cytokininy inhibuji gen PHABULOSA a zarovenn i jeho represor microRNA165. Tato
regulac¢ni smycka urcuje vyslednou rovnovahu mezi diferenciaci a déleni bunck (Dello Ioio
et al., 2012). Dale se regulace ucastni transkripcni faktor SCARECROW jako aktivator
microRNA165 (Carlsbecker et al., 2010).

2.5.4 Apikalni dominance a vétveni nadzemnich ¢asti

V intaktnich rostlindch vykazuje vzrostny vrchol stonku apikéalni dominanci a potlacuje tak
rast postrannich vétvi. Auxiny negativné reguluji lokalni biosyntézu cytokininli v tZlabnich
pupenech kontrolou exprese IPT, jak bylo popsano u hrachu (Pisum sativum). Po dekapitaci

stonku dochazi k uvolnéni inhibice, syntéze cytokinint ve stonku a ristu axilarnich pupent
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(Tanaka et al., 2006). U Arabidopsis Miyawaki et al. (2004) naopak prokazali ,,up regulaci‘
AtIPTS a AtIPT7 exogennimi auxiny.

2.5.5 Oddaleni senescence listu

Senescence je d¢j programované degradace, ktery vede ke smrti. Je iniciovana jak vnitfnimi,
tak vnéjSimi faktory a dochézi pfi ni k zastaveni fotosyntézy, rozpadu chloroplasti a
hydrolyze mnohych bunécnych protein, sacharidi a nukleovych kyselin. Vzniklé
aminokyseliny, sacharidy a nukleosidy jsou ze senescen¢nich organti transportovany
floémem a znovu vyuzity pii syntéze (Taiz a Zegler, 2006). Richmond a Lang (1957)
prokézali pozitivni vliv exogenniho kinetinu na obsah chlorofylu v listech a tim jeho
schopnost oddalovat senescenci.

Dtikaz, ze zpozdéna senescence je nasledkem zvysSené hladiny cytokinint, a ne
nasledkem sekundérnich vlivi provedli Gan a Amasino (1995) pii experimentech
s nesmrtelnymi rostlinami. Systém inhibice byl zaloZen na negativné autoregulované
specifické produkci cytokinin v senescencnich listech. Promotor genu asociovaného se
senescenci byl pfipojen k IPT za tvorby chimerického genu. Na pocatku senescence
promotor aktivoval expresi IPT a hladina cytokinint se zvysila na mnozstvi schopné proces
oddalit, ¢imz doslo k atenuaci transkipce z promotoru zabranujici jejich nadprodukci. Pfi
omezeném mnozstvi cytokinini opét doSlo k senescenci a cely proces fungoval ve
zpétnovazebné smycce, jez dokazuje funkci cytokininti pii oddalovani senescence (Gan a

Amasino, 1995).

2.6 Transport cytokinint

Primarné jako tZ ribosidy jsou cytokininy transportovany xylémem z kotenti do stonku, zde
ovSem ale nejsou nezbytné pro normalni rist (Kiba et al., 2013). V pfitomnosti nitratu
hladina cytokinini v kofeni narlista a transport téchto cytokinini mize piedstavovat signal
na dlouhé vzdalenosti s cilem koordinace vyvoje kofene a stonku (Takei et al., 2004).
Predevsim cytokininy iP-typu jsou transportovany ze stonku do kotenil floemém (Corbesier
et al., 2003; Hirose et al., 2007). V Arabidopsis probiha symplastickou cestou a reguluje
vyskyt cévniho fecisté a transport auxind (Bishopp et al., 2011).

Krom¢ transportu na dlouhou vzdalenost jsou cytokininy také transportovany pies

plasmatickou membranu. Z Arabidopsis byly izolovany purinové transportéry AtPUP1 a
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AtPUP2 patfici do rodiny purinovych permedz. Tyto protonové vysokoafinitni transportni
systémy pfes membranu pfendsi jak volné cytokininy, tak adenin. Transportér AtPUPI je
exprimovan v epithemu hydatod, kde pravdépodobné zachycuje nukleové baze a jejich
derivaty a zabranuje jejich sekreci béhem gutace. Exprese AtPUP2 byla lokalizovana ve
floému listt, kde transportér mize byt zapojen do transportu na delsi vzdalenosti (Biirkle et
al., 2003; Kieber a Schaller, 2018).

Dalsimi pro cytokininy nespecifickymi transportéry jsou ENT (equilibrative
nucleoside transporter) transportéry pro nukleosidy. Genom Arabidopsis zahrnuje 8
isoforem ENT, z nichz AtENT3, AtENT6 a AtENT?7 transportuji purinové i pyrimidinové
nukleosidy (Wormit et al., 2004). Transportéry AtENT3 a AtENTO, stejné jako AtENTS, se
navic Ucastni transportu cytokininovych ribosidi. VéEtsi afinitu tyto proteiny vykazuji pro

iPR nez tZR (Sun et al., 2005; Hirose et al., 2007).

2.7 Signalni transdukce a receptory cytokininii

K pfenosu cytokininového signalu v rostlinach slouzi dvouslozkové signélni drahy (two-
component system, TCS) a percepce s naslednou transdukci je tak velmi podobna signalnim
draham bakterii (Stock et al., 2000). Geny kodujici proteiny TCS se v Arabidopsis nachazeji
jako genové rodiny a obsahuji His kinazy (Arabidopsis histidine kinase, AHK), histidin-
transferové proteiny (Arabidopsis His-containing phosphotransfer proteins, AHP) a
regulatory bunééné odpoveédi (Arabidopsis response regulators, ARR). Receptory AHK?2,
AHK3 a CRE1/AHK4 (Cytokinin response 1, také nazyvany WOL — Wooden leg) maji
transmembranové domény s extracytosolickou a cytosolickou oblasti a tvofi dimery. Princip
vicestupniového ptenosu signalu je zaloZen na postupném pienosu fosfatu cestou His-Asp-
His-Asp (West a Stock, 2001; Yamada et al., 2001; Kieber a Schaller, 2018). VétSina
receptorl se nachazi v endoplasmatickém retikulu a hlavni roli pfi percepci signdlu hraji
zejména intracelularni cytokininy. Mensi mnoZzstvi receptord se nachazi na cytoplasmatické
membrané, kde dochazi k transdukci signalu extracelularnich cytokinini (Lomin et al.,
2012).

Rozeznéni cytokinini probiha na CHASE (Cyclase/His Kinase Associated Sensor
Extracellular) doméné lokalizované u N-konce AHK, ¢imZ dojde ke zméné konformace
AHK a k autofosforylaci His. Nasledn¢ je fosfat intramolekularné ptenesen na Asp druhé
Z intracelularnich domén a déle ptfenesen na His AHP, ktery migruje mezi cytoplasmou a

bunécnym jadrem. Distribuce AHP zistava nezménéna po osetfeni cytokininy nebo pfi
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genetickém nebo molekularnim naruseni signalni dréhy cytokininti, coz naznacuje, ze AHP
jsou aktivné transportovany do a z jadra nezavisle na jejich fosforylaci. Jejich lokalizace
dynamicky cykluje (Punwani et al., 2010). Z AHP je po vstupu do jadra, kde se nachazi
vétsina ARR, fosfat pfenesen na Asp piijimaci domény ARR (Stock et al., 2000; Lomin et
al., 2012).

Transdukce signalu cytokinini v Arabidopsis se ucastni dva typy ARR.
Transkripnimi faktory jsou ARR typu B obsahujici doménu u N-konce, ktera ptijima fosfat,
a doménu u C-konce s B motivem zodpovédnym za vazbu na DNA a za jadernou lokalizaci
ARR (Sakai et al., 2000; Imamura et al., 2001; Hosoda et al., 2002). Transkripéni faktor je
aktivovan fosforylaci a reguluje, typicky aktivuje, transkripci genli priméarni odpovédi, tedy
ARR typu A (Brandstatter a Kieber, 1998; Lohrmann et al., 2001). Regulace ARR typu A
nastava ve fazi iniciace transkripce (Romanov, 2009) a jejich exprese je rychle a prechodné
aktivovana ptitomnosti cytokind (Brandstatter a Kieber, 1998), zatimco exprese ARR typu
B cytokininy stimulovana neni (Rashotte et al., 2003). Geny ARR typu A obsahuji doménu
u N-konce, kterd mize ptijmout fosfat z AHP, ale transkripci nespoustéji, a tak dochazi k jeji
negativni regulaci. Inhibice spoc¢iva v kompetici o fosfat mezi obéma typy ARR (To et al.,

2004; Lomin et al., 2012).

Receptory in vivo maji ¢astecné redundantni funkci a mutace v jednom z nich
nema na vysledny fenotyp znatelny Gc¢inek. Mutace ve dvou uZ je znatelnd a v ptipadé
inaktivace vSech tii receptorii dochazi ke ztrat¢ citlivosti k cytokininlm a rostlina je
trpasli¢iho vzrustu, sterilni a ma omezenou zivotaschopnost (Higuchi et al., 2004). Receptor
CRE1/AHKA4 je exprimovan pievazné v kofenech a mé vysokou afinitu pro iP 1 tZ. Na rozdil
od CREI/AHK4 ma AHK3 exprimovany piedevsim v listech nizkou afinitu k iP, a tak
reaguje predev§im na tZ z xylému a DHZ. Oba receptory jsou schopné vazat cZ, avSak s nizsi
afinitou (Romanov et al., 2006; Romanov, 2009). Glykosylace cytokinini blokuje jejich
navazani na receptory (Spichal et al., 2004).

Redundantni funkci pii transdukci maji i AHP. Plsobi aditivné, mutant vSech péti
genti kodujicich AHP v Arabidopsis vykazuje omezenou citlivost k cytokininim. Kli¢ovou
roli pfi pfenosu signalu hraji AHP1, AHP2, AHP3 a AHPS5 (Hutchinson et al., 2006), AHP6
pafi mezi pseudo AHP, ktery strukturou pifipomina ostatni AHP, ale neobsahuje His
nezbytny pro pienos fosfatu. Protein se vaze na ARR, tim znemoznuje jejich interakci s AHP

nesoucimi fosfat a funguje jako negativni regulator transdukce cytokinini (M&honen et al.,
2006).
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2.8 Interakce cytokinintu se svétlem

Svétlo se spole¢né s cytokininy v rostlinach podili na nékolika procesech. Jelikoz jsou
rostliny pfisedlé organismy, jsou pro své pteziti zavislé na fotosyntéze, a proto se na svételné
zmény svého okoli rizné€ adaptuji. K absorpci svétla o rtiznych vinovych délkach maji
nekolik druhi fotoreceptort. Fytochromy urcuji odpovédi na ¢ervené a dlouhovinné cervené
svétlo, kryptochromy na svétlo modré (Chen et al., 2004). Spole¢ny vliv svétla a

fytohormonid mtze byt synergicky, aditivni ¢i antagonicky (Novakova et al., 2005)

2.8.1 Interakce s fytochromy

Fotomorfogeneze, regulace vyvoje rostlin svétlem, mize byt ¢aste¢né napodobena aplikaci
exogennich cytokinini (Chory et al., 1994) nebo zvySenim endogenni hladiny aktivnich
cytokininli u transgennich rostlin. Biologicky aktivni cytokininy indukuji biogenezi
chloroplastii a vysledny fenotyp rostlin je podobny jako pfi deetiolaci indukované svétlem
(Lochmanova et al., 2008). K aktivaci tohoto procesu jsou nezbytné TCS (Argyros et al.,
2008). Fotoreceptor Cerveného svétla, fytochrom B (phyB), interaguje s ARR4, ktery patii
mezi ARR typu A. Akumulace ARR4 vede ke vzniku komplexu phyB:ARR4 v jadie nebo
Vv cytoplasmé a ARR4 navédzany na N-konci stabilizuje aktivni Pfr formu phyB inhibici jeho
reverze zpét na neaktivni Pr formu (Kircher et al, 1999; Sweere et al., 2001). Pfr forma
fytochromu stimuluje kliceni semen a rist listll, a naopak inhibuje etiolaci a kveteni rostlin
(Nobel, 2009). Ke konverzi phyB je potieba, aby byl ARR4 fosforylovany, k ¢emuz dochazi
transdukci signalu cytokininu ptes ARR typu B (Sweere et al., 2001).

2.8.2 Interakce s kryptochromy

Po pfidani cytokininli ke kli¢icim semeniim dochédzi k podobnym odezvam jako pfi
fotomorfogenezi zplsobené kryptochromy v modrém svétle — K inhibici ristu hypokotylu,
expanzi listd a délohy a expresi svétlem regulovanych gent. Predpoklada se, Ze funkce
Kryptochromt spociva v pienosu elektronti zavislém na modrém svétle (Zeugner et al.,
2005), coz vede ke konformacnim zménam, které umoziuji interakci s dal§imi signalnimi
molekulami, jako je E3 ubiquitinligdza COP1 (constitutive photomorphogenic 1; Yang et
al., 2001). Tento centralni gen fotomorfogeneze rostlin funguje jako negativni regulator
interagujici s pozitivnimi regulatory fotomorfogeneze, jako je HYS, které degraduje.
Regulace hladiny HYS je povazovana za primarni signalni mechanismus kryptochormi

(Angetal., 1998; Yang et al., 2001). Kryptochromy, stejné jako fytochrom A v dlouhovinné
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cervené oblasti, také indukuji akumulaci anthokyanti (Ahmad et al., 1995; Hoecker et al.,
1998; Vandenbussche et al., 2007), fialové zbarvenych pigmenti syntetizovanych jako
odezva na svétlo a stres (Chalker-Scott, 1999).

K inhibici rastu hypokotylu u¢inkem cytokininti dochazi ve tmé a proces je do
znaéné¢ miry nezavisly kucinkim zpaisobenym kryptochromy v modrém svétle
(Vandenbussche et al., 2007). Cytokininy obvykle zpusobuji vzriust produkce ethylenu
stabilizaci enzymu katalyzujiciho prvni krok biosyntézy ethylenu, a tudiz indukuji tzv. troji
efekt (Chae et al., 2003). Kromé¢ této cesty, ktera probiha predevsim ve tmé, cytokininy
zprostiedkovavaji inhibici ristu hypokotylu i cestou probihajici zejména za svétla a
nezahrnujici ethylen. Obé tyto odliSné cesty pulsobi aditivné k u€inkim zplsobenym
kryptochromy (Vandenbussche et al., 2007).

I cytokininy stimuluji biosyntézu anthokyani (Deikman a Hammer, 1995). Tato
stimulace vyzaduje svétlo a modré svétlo pusobi v tomto ptipad€ nejefektivnéji. Regulace
akumulace spociva v piisobeni cytokininl v signalni draze kryptochromd, ¢astecné regulaci
HY5. Transkrip¢ni faktor HYS je zodpovédny za pienos svételnych signalti k promotorim
genu ucastnicich se biosyntézy anthokyanii a dochdzi tak k pozitivni regulaci stejnych

transkriptii jako u indukce svétlem (Deikman a Hammer, 1995; Vandenbussche et al., 2007).

2.8.3 Reakce na stin

Rostliny Arabidopsis zastinéné vyssimi rostlinnymi patry vnimaji redukci v poméru
cervené¢ho a dlouhovinného Cerveného svétla jako varovny signal indukujici vyvojové
reakce na stin. Dochdzi ke zvySené elongaci stonkli na tkor vyvoje listl (Ballaré, 1999;
Carabelli et al., 2007), diky ¢emuz mohou pierust okolni stinici rostliny (Casal a Smith,
1989). Zmensené listy jsou dusledkem redukovaného poctu bunék, nebot’ nizsi podil
cerveného svétla redukuje frekvenci jejich déleni. Signdlem pro tuto odpovéd’ odehravajici
se predevSim v pocatecnich Zilnich bunkach vyvijejicich se primordii jsou auxiny. Auxiny
indukuji expresi AtCKX6, ktera degraduje cytokininy a proliferace bunék je sniZena
(Carabelli et al., 2007).

Do zastinénych listt rostlin je navic xylémem transportovdno mén¢ cytokininti nez
do listti rostlin vystavenych svétlu, diky jejich omezené rychlosti transpirace. Stin i snizena

transpirace redukuji fotosyntetickou kapacitu rostlin (Boonman et al., 2007).
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2.8.4 Svétlo a senescence listu

Jak svétlo, tak cytokininy se ucastni regulace procesu senescence, dochazi k jejich
interferenci (Chory et al., 1994, Zdarska et al., 2015) a jejich signalni drahy sdileji nékolik
spole¢nych intermediati (Sweere et al., 2001; Vandenbussche et al., 2007). Senescence
regulovana cytokininy je zprostfedkovana predevsim receptorem AHK3 a ARR typu B (Kim

et al., 2006), regulace svétlem ovliviiuje fotosyntézu (Brouwer et al., 2014).

Za svétla je stimulovana biosyntéza iP, zatimco biosyntéza tZ je snizena. Pro
cytokininy ve formé iP, tZ a jejich ribosidii. Svétlo tedy mize ovliviiovat obsah chlorofylu

a funkci fotosyntetického aparatu udrzbou biosyntézy iP (Janeckova et al., 2018).

Pti dysfunkci receptoru AHK3 dochazi u rostlin k niz§imu obsahu chlorofylu
(Riefler et al., 2006; Danilova et al., 2014). Po vystaveni mutantd svétlu ale k poklesu
nedochazi, a svétlo tak nahrazuje nedostatecnou signalizaci cytokinint, pfipadné muize

negativni efekt dysfunkéniho AHK3 zvratit (Janeckova et al., 2018).

Bazélni aktivitu cytokininii pro udrZeni esencidlnich fyziologickych procest za
podminek nedostatku energetickych zdroji vedoucich k ,,down regulaci® aktivnich forem
predstavuji cytokininy cZ-typu (GajdoSova et al., 2011). Senescence je jednim z faktord
indukujicich tyto podminky a dochézi pii ni k vzristu obsahu €Z, zejména za tmy. Obsah cZ
tedy roste, kdyz fotosynteticky vykon klesa (Smehilova et al., 2016; Janeckova et al., 2018).
Receptor AHK3 ma k cZ afinitu a je jim aktivovan, coz potvrzuje roli receptoru ve

zprostiedkovavani jeho signalu (Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006).

2.9 Cytokininy a cirkadianni rytmus

U vétSiny organismii se vyvinul vnitini mechanismus schopny rozpoznat 24hodinové
periodické vykyvy enviromentdlnich podminek. U rostlin jsou tyto cirkadidnni hodiny, které
synchronizuji fyziologii organismu s okolnim prostfedim, nezbytné pro rist a vyvoj (Mas,
2005). Kregulaci cirkadianniho rytmu v Arabidopsis pfispivaji prvky z TCS, které
synchronizuji bunééné a fyziologickeé procesy s denni dobou pfenosem informaci o mnozstvi
a kvalit¢ dostupného svétla. Intervaly svétla a tmy sefizuji cirkadidnni oscilace a moduluji
faze cirkadiannich hodin organismu tak, aby ladily s ¢asem okoli. Na udrzovani spravného
prub&hu oscilaci se v Arabidopsis podili ARR3 a ARR4, ARR typu A, ovliviiovanim
exprese, aktivity a stability dalSich proteint (Salomé et al., 2006). Regulatory aktivuji phyB,
ktery dale interaguje s PIF4 a PIF5 z rodiny basic helix-loop-helix proteint. Ty funguji jako
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transkrip¢ni faktory pro geny asociované s hormony. Jednim z nich je CKXS5, ktery mize
ovliviiovat denni a fotoperiodicky rist (Nomoto et al., 2012). Mechanismus muize probihat
i nezavisle na phyB (Salomé et al., 2006) a po oSetieni cytokininy dochazi k vétsimu posunu
faze nez periodicity (Hanano et al., 2006).

Komponenty centralniho oscilatoru se déli do tfi skupin. Jsou to transkripéni faktory,
pseudoregulatory bunécné odpoveédi (pseudoresponse regulators, PRR) a komplex proteini
evening complex (EC), které se navzajem reguluji svou expresi a funkci a tvofi propojenou
smycku zpétné vazby (Salomé et al., 2006). Transkripéni faktory Arabidopsis
ELONGATED HYPOCOTYL (LHY; Schaffer et al., 1998) a CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATEDI (CCA1; Wang a Tobin, 1998) jsou exprimované v rannich hodinéach. Tyto
faktory negativné reguluji expresi PRR TIMING OF CAB EXPRESSION1 (TOC1), jehoz
exprese probiha vecer, vazbou na oblast promotoru TOC1 (Alabadi et al., 2001). Protein
TOC1 naopak funguje jako jejich represor, aby nedochazelo k jejich expresi v noci (Huang
etal., 2012; Pokhilko et al., 2012). Faktory LHY a CCA1 dale aktivuji expresi PRR7, PRR9
a PRR5/NI, které maji redundantni funkci, ale jsou exprimovany v riznou denni dobu. Jako
transkripéni represory zpétné inhibuji expresi LHY a CCA1l (Nakamichi et al., 2005;
Nakamichi et al., 2010). Represivni funkce PRR je tlumena komplexem EC, jez se sklada
z EARLY FLOWERING (ELF) 3, ELF4 a LUX ARRHYTHMO (LUX; Helfer et al., 2011;
Nusinow et al., 2011). Pouze LUX se vaze ptimo na promotory cilovych gent, jako jsou
PRR, PIF4 a PIF5, ale ELF3 je nezbytny pro tvorbu komplexu z LUX a ELF4 a celkovou
funkci EC. Represi PRR je za svitdni umoznén nastup LHY a CCA1 a cely cyklus je tak
zahajen znovu (Nusinow et al., 2011). Protein LUX se navic vaze i na svtij vlastni promotor
a tvofi tak negativni autoregula¢ni smycku (Helfer et al., 2011).

Dodate¢nou negativni smycku s TOC1 tvoii ZEITLUPE (ZTL) a GIGANTEA (GI).
F-box protein ZTL jako soucast E3 ubiquitinligdzy kontroluje degradaci TOCI
proteosomem a k udrzeni jeho spravné oscilace je nezbytny GI. Pomoci protein-protein
interakce, ktera je zvySena modrym svétlem, dochéazi ke stabilizaci ZTL ve specifickych
casech cirkadianniho cyklu (Kim et al., 2007).

Nékolik genti cirkadidnnich hodin je regulovdno cytokininy v zavislosti na svétle
s vyuzitim phyB a ARR4. Exprese LHY a CCAl je cytokininy specificky indukovéna,
zatimco pii expresi TOC1 cytokininy pusobi jako represory. Regulaéni smycka cytokininy
ovlivnéna neni, dochédzi pouze k posunu faze a pozménéni amplitudy oscilace. Naopak
phyB, LHY i CCA1l mohou puisobit jako pozitivni regulatory pii signalizaci cytokinind

(Zheng et al., 2006). Dalsim propojenim mezi cytokininy a cirkadidnnim systémem je
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represe exprese ARR6, ARR7, CKX5, CRF4 a CFRF5, geni souvisejicich s cytokininy,
komplexem EC (Ezer et al., 2017).

V listech tabaku (Nicotiana tabacum) péstovanych 16 h na svétle a 8 h ve tmé byly
sledovany hladiny cytokinini béhem dne. Suma aktivnich forem cytokinini méla hlavni
vrchol po 9 h na svétle, tedy hodinu po sttedu svételné periody. Druhé nejvyssi maximum
bylo detekovano po piechodu do temnostni faze a dal$i zvySeni nastalo na zacatku denni
faze. Suma vSech cytokininii v prubéhu dne za svétla vzristala az do 9. hodiny a poté
dochazelo k ostrému poklesu. Po pfechodu do tmy nastal dalsi pik a v pribeéhu temnostni
periody hladina cytokininti postupné klesala. Degradacni enzym CKX vykazoval nejvyssi
aktivitu 3 hodiny po pfechodu ze tmy na svétlo a po polednim maximu. Vzdy tak nasledovala
maxima aktivnich cytokininti (Novakova et al., 2005).

Maxima N-glukosidi se shodovala s dvéma nejvy$§imi koncentracemi aktivnich
cytokininti. Hladina zésobnich O-glukosidii vrcholila pfi piechodu mezi temnostni a denni
fazi a poté opét klesala, coz korelovalo s aktivitou f-glukosidazy. Ta byla nejvyssi hodinu
po piechodu fazi (Novakova et al., 2005).

Hlavni maximum auxind také nastalo po 9 hodinéch. ProtoZe pro bunécné déleni jsou
nezbytné jak cytokininy, tak auxiny, je mozné, ze je zahajeno pravé v tento Cas (Novakova

et al., 2005).

2.10 Analyza cytokinint

K vysvétleni role cytokininti v riistu a vyvoji rostlin je nutné je stanovit a kvantifikovat jejich
mnozstvi v rostlinnych materidlech. Tyto fytohormony jsou v rostlinach pfitomny ve velmi
nizkych koncentracich, pohybujici se v rozmezi pmol — fmol na 1 g FW. Analyzu navic
muze ovlivnit velké mnoZzstvi interferujicich sloucenin, které se v komplexnich extraktech
také vyskytuji. Je tedy nutné zvolit vhodnou kombinaci extrakéniho a purifika¢niho
protokolu a analytické koncovky s dostatecnou selektivitou a citlivosti (Ljung et al., 2010).

Vybeér analytického stanoveni je zavisly na chemickych a fyzikalnich vlastnostech
cytokinintl. Jedna se o slabé baze a zménou pH prostiedi, ve kterém se nachazi, je mozné je
ionizovat. V rozmezi pH 6 — 8 se cytokininy chovaji jako neutralni slouc¢eniny. Pii pH niz§im
nez 3 maji diky aminoskupiné v poloze N6- adeninu naboj kladny, zatimco aminoskupina
v poloze N9- pii pH vétsim nez 11 zajiStuje naboj zaporny (Bartak et al., 2000; Dobrev a
Kaminek, 2002). Ne vSechny metabolity se chovaji za shodnych podminek stejn€, coz je

dulezité zohledit pfi optimalizaci metody (Tarkowska et al., 2014).
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Pied samotnou extrakci fytohormonti je nutné rostlinné vzorky zhomogenizovat.
Homogenizace se provadi za nizké teploty pouzitim tekutého dusiku (-196 °C), aby se
zabranilo enzymatickym reakcim a chemické degradaci analytu. Ke vhodnému extrakénimu
Cinidlu, které musi analyt extrahovat s dostateCnou ucinnosti bez velkého mnoZzstvi
interferujicich latek, jsou ptfidavany interni standardy. Tyto izotopicky znacené standardy
sloucenin slouzi ke kontrole ztrat a kompenzaci analytu béhem procesu (Ljung et al., 2010).
V piipadé cytokinint je Casto volena extrakce do modifikovaného Bieleského pufru (75 %
methanol, 20 % redestilovana voda a 5 % kyselina mravenci), kde cytokininy vlivem pH
ziskavaji kladny naboj (Bieleski, 1964; Tarkowski et al., 2009).

Dalsim krokem je purifikace, kterd je specificka pro kvalitativni i kvantitativni
analyzu. Extrakty jsou pieciStény od interferujicich latek za pouziti metody extrakce na
pevné fazi (SPE), kde jsou sorbenty voleny podle rizného néboje a polarity analytd. Pfi
pouziti kombinace reverzni faze (C18) s kationtové vyménnym nosic¢em lze vicestupiiové
¢isténi zredukovat a zaroven zvysit retenci cytokinini pouzitim StageTip (Stop And Go
Extraction Tip) metody. Tato metoda je zaloZena na aplikaci malych extrakénich diskt
vhodnych sorbentli ve 200ul pipetovych Spickach, a poskytuje rychlou, efektivni a levnou
purifikaci. Tento postup umoznuje kvantifikaci fytohormonil z malého mnoZzstvi rostlinnéno
materialu pohybujici se kolem 1 — 1,5 mg FW (Rappsilber et al., 2007; Svacinova et al.,
2012).

Nejpouzivanéj$imi analytickymi metodami fytohormont jsou plynova a kapalinova
chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii (GC-MS, LC-MS). Pfirozen¢ se
vyskytujici cytokininy nejsou dostatecné tékavé a pii jejich derivatizaci pro analyzu GC
mohou nastat komplikace. Proto se pfednostné vyuziva spojeni vysoko-ucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS). Molekuly pii analyze na MS jsou
ionizovany a jejich hmotnost je detekovana za vzniku spektra odpovidajiciho slozeni vzorku.
Pro stanoveni velice nizkych koncentracnich hladin fytohormoni se ovSem pouziva
tandemové zapojeni hmotnostnich spektrometrt (MS/MS) vyuZivajici trojity kvadrupol
(QqQ), ktery zvysuje selektivitu odstranénim interferujicich slou¢enin prvnim analyzatorem
a umoznuje tak analyzu na femtomolarnich hladinach (Novak et al., 2003; Ljung et al.,
2010). Jako alternativni techniky se dale vyuzivaji imunoanalytické metody RIA
(RadiolmmunoAssay) a ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; Strnad et al.,
1992).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Biologicky material

Pro experiment byly pouzity desetidenni semenacky Arabidopsis thaliana, (ekotyp

Columbia), které byly péstovany na Petriho miskach na médiu dle Murashigeho a Skooga

(MS médium; Murashige a Skoog, 1962) ve fytotronu za regulovanych podminek.

3.2 Pouzité chemikalie

Aceton p.a., Lachner (Neratovice, Ceska republika)

Ethylalkohol pro UV spektroskopii (99,8%), Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceska
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 mravenc¢i 98% - 100% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

Kyselina mravenci p.a., Honeywell (Seetze, Némecko)

Methanol (> 99,9%) gradient grade for liquid chromatography, LiChrosolv, 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)

Izotopicky znacené cytokininové standardy, Laboratoi rastovych regulatort
Univerzity Palackého (Olomouc, Ceska republika)
baze (B): [1*Cs]cZ, [1°Cs]tZ, [?Hs]tZR, [?Hs]tZ9G, [?H3]DHZ,
[?H3]DHZR, [?H3]DHZ9G, [?He]iP, [2H6]iPR, [2He]iP9G, [2H7]BAP,
[2H7]BAPR, [?H7]BAP9G, [®°*N4mT, [®*Na4]oT, [**N4]pT, [*°*N4JmTR,
[**N4]JoTR, [©°®Na]pTR, [®°N4]mT9G, [®°N4JoT9IG, [*°Na]pT9G, [*°N4]K
O-glukosidy (OG): [?Hs]tZOG, [°Hs]tZROG, [?H7]DHZOG
nukleotidy (NT): [?Hs]tZRMP, [?Hs]DHZRMP, [?Hs]iPRMP,
[2H7]BAPRMP
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Roztoky:

Steriliza¢ni roztok (70% ethanol + 0,1% Tween20 — 9,99 mi/10 ml 70% ethanolu +
0,01 ml/20 ml Tween20)

Modifikovany Bieleski pufr (75 % methanolu + 5 % kyseliny mravenci + 20 %
redestilované vody — 750 ml/I methanolu + 50 ml/l kyseliny mravenci + 200 ml/I
redestilované vody)

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

15mM mravenc¢an amonny (pH 3,95) (0,566 ml/l kyseliny mravenci, upraveni 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), 47mm Extrakéni disky, Supelco,
Bellefonte, PA, USA

Empore™ Cation, 47mm Extrakéni disky, Supelco, Bellefonte, PA, USA

Pro UHPLC separaci pouzita kolona s reverzni fazi Waters UPLC® BEH C18
(1,7 pm: 2,1 x 150 mm), Waters (Milford, MA, USA)

3.3 Pristrojové vybaveni

Acquity UPLC® I-class systém (Waters, Milford, MA, USA) v zapojeni s Xevo™
TQ-S MS (Waters MS Technologies, Manchester, UK) vybaveny ionizaci
elektrosprejem ESI. Data zpracovana MassLynx™ software s TargetLynx™
programem (verze 4.2, Waters, Milford, MA, USA)

Analytické vahy, Sartorius 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 GmbH (Tuttingen, Némecko)
Flowbox-laminarni Heraguard ECO 1.2, Thermo Electron LED GmbH, Thermo
Scientific (Langenselbold, Némecko)

Fytokomora Percival AR-100L3, Percival Scientific (Perry, 1A, USA)
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- Kulovy mlynek MM301, Retsch® & Co. KG (Hann, Némecko)

- Millipore Simplicity™ water purification system, Milipore Corp (Billerica, MA,
USA)

- pH metr CyberScan 500, Oakton® (Vernon Hills, IL, USA)

- Stolni laboratorni rotator Stuart SB3-BB Scientific, Keison Products (Chelmsford,
Velka Britanie)

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

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

- Vortex typ Wizard, Velp Scientifica (Usmate, Italie)

3.4 Priprava biologického materialu

3.4.1 Priprava kultiva¢niho média dle Murashige & Skooga

Rostliny byly péstovany v MS médiu. Na vahéach bylo navazeno 10 g sacharézy a 2,2 g MS
média, které byly v michacce rozpustény v 1 1 destilované vody. Na pH metru bylo upraveno
pH roztoku na hodnotu 5,6 pomoci 0,1M roztoku hydroxidu sodného. Do kazdé ze Ctyt
zasobnich lahvi bylo navaZeno 1,75 g agaru a bylo pfilito 250 ml pfipraveného roztoku. Poté
bylo médium vysterilizovdno v autoklavu spole¢né s ostatnimi pomlckami pro vysev:

paratky, 200ul pipetovacimi Spickami a Petriho miskou s filtraénim papirem.

3.4.2 Vysev, kultivace a sklizeni Arabidopsis thaliana
Tekuté kultiva¢ni médium bylo ve flowboxu vylito do ¢tvercovych Petriho misek a nechano
ztuhnout. Semena Arabidopsis thaliana byla vysterilizovana sterilizaénim roztokem (70%
ethanol + 0,1% Tween20) a pomoci pipety pfenesena na prichystany filtra¢ni papir v Petriho
misce. Pomoci paratka byla semena vyseta na MS médium ve tfech fadach pfiblizné po
35 semenech. Misky byly dikladné oblepeny fixacni paskou Kk zamezeni piipadné
kontaminace, zabaleny do alobalu a ponechany 2 dny v lednici pii teploté 4 °C.

Petriho misky byly poté pfeneseny do fytotronu, kde byly vertikdlné postaveny do
stojant. Zde byly nastaveny podminky na 21 °C a 50% relativni vlhkost. Denni cyklus byl

nastaven na 16 h svétla a 8 h tmy.
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Rostliny byly sklizeny po 10 dnech, v 1., 2., 4., 8., 12. a 16. hodin¢ denni faze av 1., 2., 4.,
6. a 8. hodin¢ temnostni faze. Rostliny byly pomoci pinzety sesbirany z MS média,
omyty destilovanou vodou a po osuSeni byl veskery rostlinny material vlozen do jedné 2ml
mikrozkumavky a ihned zmrazen tekutym dusikem. VSechny mikrozkumavky s rostlinnym

materidlem byly po rychlém zamrazeni uskladnény a uchovéavany pfi teploté -80 °C.

3.4.3 Priprava vzorki

Zmrazeny rostlinny material byl v tieci misce pomoci tekutého dusiku zhomogenizovan a
na analytickych vahach bylo rozvazeno piiblizné 1,5 mg FW do nové 2ml mikrozkumavky.

Z kazdého biologického materialu byly ptipraveny technické triplikaty.

3.5. Extrakce

Do mikrozkumavek s biologickym materialem byl pfidan 1 ml modifikovaného Bieleskiho
pufru, 20 pl smési internich standarda (0,25 pmol B, R, 7G, 9G a 0,5 pmol OG a NT) a 3
homogeniza¢ni kulicky. Jako blanky vzorkii byly pouzity prazdné mikrozkumavky bez
rostlinného materidlu, pouze se 3 homogeniza¢nimi kulickami. Do prvniho blanku nebyly
pfidany zadné interni standardy, do dalSich uz ptidany byly. Po promichdni vzorka na
vortexu byly vzorky homogenizovany po dobu 3 minut na kulovém mlynku pfi frekvenci
27 Hz a nasledn€ umistény na 3 minuty do sonifikaéni 1azné o teploté 4 °C. Poté byly vzorky
extrahovany na laboratornim rotatoru po dobu 30 minut pii teplot¢ 4 °C. Po nésledné
centrifugaci (20 000 rpm; 10 minut; 4 °C) byly supernatanty piepipetovany do novych 1,5ml

mikrozkumavek.

3.6 Purifikace pomoci StageTip metody
3.6.1 Priprava a aktivace StageTip kolon
Pro purifikaci extrahované¢ho materialu byly StageTipy pfipraveny naskladanim 4 vrstev
SDB-RPS a 4 vrstev Cation-SR extrak¢nich diskt do 200ul pipetové $picky umisténé ve
vicku mikrozkumavky. Protoze pH modifikovaného Bieleskiho pufru je v kyselé oblasti,
dostavaji cytokininy v tomto prostfedi kladny ndboj a jsou zachyceny na kationtovém
sorbentu obsahujicim silnou sulfonovou skupinu.

Aktivace StageTipl byla provedena 50 pl acetonu (2 200 rpm; 10 minut; 8 °C) a
50 pul methanolu za stejnych centrifugacnich podminek. Déle byly StageTipy promyty
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redestilovanou vodou (2 200 rpm; 15 minut; 8 °C) a kondicionace byla provedena 50 ul 50%
kyselinou dusi¢nou (2 600 rpm; 20 minut; 8 °C) s naslednym promytim redestilovanou
vodou (2 600 rpm; 20 minut; 8 °C). Pfed vlastnim nanesenim vzorku byly StageTipy jesté
nakonec promyty modifikovanym Bieleskiho pufrem (2 600 rpm; 20 minut; 8 °C) pro

ziskani stejnych podminek StageTipi a vzorku.

3.6.2 Purifikace a eluce vzorku

Extrakty jednotlivych vzorkl byly opakované naneseny na StageTipy za centrifugacnich
podminek: 4 200 rpm, teploté 8 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ byly StageTipy promyty
methanolem (3 500 rpm; 15 minut; 8 °C). Eluce byla provedena pomoci 50 ul roztoku 0,5M
hydroxidu amonného v 60% methanolu pii 4 000 rpm, teploté 8 °C po dobu 20 minut do
novych spodnich ¢asti 1,5ml mikrozkumavek. Roztoky s vypurifikovanymi extrakty byly
prepipetovany do vialek se 100ul inzerty, odpafeny do sucha a rozpustény ve 30 pl 10%

methanolu.

3.7 ldentifikace a kvantifikace cytokinini

Stanoveni cytokininli bylo provedeno ultra-vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii
VvV zapojeni s tandemovou hmotnostni  spektrometrii  (UHPLC-MS/MS) s trojitym
kvadrupolem (QqQ). Separace byla provedena podle Svacinova et al. (2012), postup byl ale
modifikovan a diky zvySeni rychlosti prutoku na 0,400 ml/min a teploty na kolon¢ na 55 °C
doslo ke zkraceni doby analyzy na 17 minut. Na chromatografické kolon¢ s reverzni fazi
Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (1,7 um; 2,1 x 150 mm) bylo po nastfiku 10 ul vzorku
odseparovano na zaklad€ gradientové eluce 27 isoprenoidnich a 20 aromatickych cytokinint.
Gradient byl vytvofen methanolem (A) a 15mM mravenanem amonnym o pH 3,95 (B)
nasledovné: 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). lonizace molekul
byla provedena elektrosprejem v pozitivnim modu (ESI+).

lonty byly stanoveny pomoci zaznamu vice iontovych reakci (multiple reaction
monitoring, MRM), kde byly sledovéany reten¢ni ¢asy cytokininli ve ¢tyfech MRM oknech:
6.00 — 10.30 minut, 10.30 — 12.60 minut, 12.60 — 13.80 minut, 13.80 — 15.20 minut.
Parametry pro analyzu byly nastaveny nasledovné: teplota zdroje 150 °C; teplota

desolvatacniho plynu 600 °C; pritok desolvata¢niho plynu 600 1/h; napéti v kapilare 0,75 kV
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(Novak et al., 2008). Vysledky byly vyhodnocovany pomoci MassLynx softwaru a
kvantifikovany pomoci programu TargetLynx. Endogenni hladiny byly stanoveny metodou

standartniho izotopového fedéni (Plackova et al., 2015).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V desetidennich semenaccich Arabidopsis thaliana byly ve stanovenych intervalech
detekovany isoprenoidni cytokininy tZ-typu, cZ-typu, iP-typu a DHZ-typu (Obr. 2).
Nejvyssi hladiny jak v denni (DF), tak v temnostni fazi (TF) vykazovaly metabolity iP-typu,
nejniz§ich hodnot dosahovaly cytokininy DHZ-typu. Aromatické cytokininy nebyly
detekovany v zadné fazi.

Celkova hladina cytokininit méla prvni maximum ve 4. hodiné TF a druhé maximum
v 1. hodin¢ TF (Obr. 3). Tato maxima byla pfevazné zplsobena hladinou N-glukosidi
(tZ7G, tZ9G, cZ7G, cZ9G, DHZ7G, iP7G a iP9G), které se ze vSech metabolitl vyskytovaly
Vv prubehu celého dne v nejvyssich koncentracich (43,03 — 58,51 pmol/g FW) azejménav TF
kopirovaly kfivku sumy vSech cytokinini. Naopak O-glukosidy (tZOG, tZROG, cZOG,
CZROG a DHZOG) mély témé&f konstantni hladinu, kterd se pohybovala mezi 4,99 —
7,04 pmol/g FW, a k zddnému vyznamnému kolisani v prubéhu dne nedochéazelo. Nejvyssi

koncentrace 7,04 pmol/g FW nastala rovnéz ve 4. hodinu TF.
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Obr. 2 Celkové hladiny cytokininti tZ-, iP-, cZ- a DHZ-typu desetidenniho semenacku A. thaliana
v1.,2.,4.8., 12.a16.hodin¢ denni fazeav 1., 2., 4., 6. a 8. hodiné temnostni faze.
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Obr. 3 Porovnani hladiny sumy vsech cytokinint a hladiny aktivnich cytokininu tZ, tZR, cZ, cZR,
iP a iPR s hladinou N-glukosidu tZ7G, tZ9G, ¢Z7G, ¢Z9G, DHZ7G, iP7G a iP9G a s hladinou O-
glukosidt tZOG, tZROG, cZOG, cZROG a DHZOG v denni a temnostni fazi.

Celkova koncentrace aktivnich forem cytokinind, tedy volnych bazi (tZ, cZ a iP) a ribosidi
(tZR, cZR a iPR), byla navySena v TF, kde v 2. — 6. hodin¢ tvofila stabilni hladinu o
primérné koncentraci 18,53 pmol/g FW a v 8. hodiné mirné klesla. Druha nejvyssi
koncentrace byla detekovana v 16. hodin€ DF, tedy v posledni hodiné pied TF. Pfitomnost
a ¢etnost jednotlivych cytokininovych metaboliti dle typu je ukdzana na kolacovych grafech
(Obr. 4,5,7,8,10 a 11).

Cytokininy tZ-typu byly zastoupeny vSemi typy metaboliti. Nejvice zastoupenym
metabolitem v kazdé denni hodiné byl tZ7G (Obr. 4 a 5), coz odpovida vysledkiim
v Janeckova et al. (2018), a dale tZ9G a tZR5’MP. V nejmensi mife se vyskytovaly tZ a
tZROG. Béhem DF byly koncentrace niz$i nez v TF, témét srovnatelnd koncentracni
maxima nastala v 1. a 4. hodiné TF (Obr. 2). NavySeni v TF bylo zpisobeno zvySenymi
hladinami tZR a zejména tZR5’MP, ktery je pro biosyntézu cytokinint tZ-typu klicovy.
Zvyseni byla patrnd jesté¢ v 1. hodiné DF, neZ nastal pokles. Koncentrace zdsobni formy
tZOG se po cely den pohybovala okolo primérné hodnoty 3,39 pmol/g FW, mirné snizeni

nastalo pouze v 8. hodin¢ DF, coz korespondovalo S nartistem koncentrace tZ.
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Obr. 4 Celkové hladiny cytokinind tZ-typu v desetidennim semenacku A. thalianav 1., 2., 4., 8.,
12. a 16. hoding denni faze (3_; pmol/g FW).
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Obr. 5 Celkové hladiny cytokinind tZ-typu v desetidennim semenacku A. thalianav 1., 2., 4., 6. a
8. hodin¢ temnostni faze (3; pmol/g FW).



Celkova hladina cytokinint DHZ-typu se pohybovala mezi hodnotami 2,49 — 3,73 pmol/g
FW, u kterych k zadnym vyraznym vykyvim béhem dne nedochazelo. V obou fazich byly
detekovany pouze zasobni formy — pievazujici N-glukosidy v podobé DHZ7G a O-
glukosidy DHZOG, které se vyskytovaly vrozmezi 0,10 — 0,17 pmol/g FW. Ostatni
metabolity — DHZ, DHZR, DHZROG, DHZ9G a DHZR5’MP detekovany nebyly.

cZ-typ cytokinini mé¢l jako jediny maximum v DF, a to v 16. hodin¢. Po tomto
narastu nasledoval rychly pokles v 1. hodiné¢ TF a poté opét pomalejsi narast (Obr. 2).
Hladiny v TF byly vyssi nez v DF, coz bylo zplGsobeno zejména nariistem koncentrace
cZ7G, ktery zpusobil pik v 16. hodiné DF (Obr. 6). Od 2. hodiny do 12. hodiny DF se jeho
koncentrace pohybovala v rozmezi 6,14 — 7,90 pmol/g FW, v 16. hodin¢ stoupla na
11,49 pmol/g FW a po celou TF se pohybovala na neménné hladiné o primérné hodnoté
10,40 pmol/g FW. Stejny trend vykazovala i hladina ¢Z9G — hodnoty v TF se blizily
pramérné hodnoté 0,30 pmol/g FW a podobné hodnoty byly detekovany i v 1. a 16. hodiné
DF. Ve zbytku DF byly koncentrace pod limitem detekce.

Nejvice zastoupenou formou byl cZ7G nasledovany cZR5’MP (Obr. 7 a 8). Ostatni

metabolity byly detekovany ve vyrazné nizSich koncentra¢nich hladinach.
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Obr. 6 Hladina ¢Z7G desetidenniho semenacku A. thalianav 1., 2., 4., 8., 12. a 16. hodiné denni
fazeav 1., 2., 4., 6.a8. hodiné temnostni faze.
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Obr. 7 Celkové hladiny cytokinini cZ-typu v desetidennim semenacku A. thalianav 1., 2., 4., 8.,
12. a 16. hodin€ denni faze (3 ; pmol/g FW).
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Obr. 8 Celkové hladiny cytokinini cZ-typu v desetidennim semenacku A. thalianav 1., 2.,4.,6. a
8. hodin¢ temnostni faze (3; pmol/g FW).



Stabilni hladina aktivniho ¢Z se v DF vyskytovala okolo primérné hodnoty 0,44 pmol/g FW,
pouze ve 12. hodin¢ byla pod limitem detekce a v TF opét vzrostla na hodnoty 0,46 —
0,88 pmol/g FW. Podobné vzestupna tendence byla detekovana i u cZR, kde byla primérna
hodnota v DF 1,56 pmol/g FW a v TF 2,88 pmol/g FW. Zasobni cukerny konjugat cZOG
tvoftil po cely den téméf stabilni hladinu okolo primérné hodnoty 0,42 pmol/g FW.

Maximum biosynteticky aktivniho CZR5’MP bylo detekovano v 16. hodin¢ DF, coz
se shodovalo s narustem vSech metaboliti cZ-typu. Minimum pak nastalo v 2. hodiné DF,
coz opét odpovidalo poklesu ostatnich metabolitil, a tudiz naznacuje pokles biosyntézy
cytokininti cZ-typu béhem DF.

Hypotézu, ze cytokininy cZ-typu hraji roli v zajistovani bazalni aktivity pro udrzeni
esencialnich fyziologickych procesti v podminkach s nedostatkem energie, které¢ vedou k
,down regulaci® hlavnich aktivnich cytokinint, poprvé navrhli Gajdosova et al. (2011).
Janeckova et al. (2018) hypotézu doplnili o zjisténi, ze k navySeni obsahu cytokinini cZ-
typu dochéazi pii sniZzeni aktivity fotosyntetického aparatu. Navrhuji hypotézu, ze pii
nedostatku energie v podobé ATP, ADP nebo AMP, ke kterému dochazi naptiklad pfi
uchovavani listli ve tmé po dobu Sesti dni, dochazi k preferenci MVA biosyntetické drahy
oproti MEP draze syntetizujici pfevazné ostatni typy cytokinind. V takovychto podminkéch
mohou byt prekurzory MVA drahy dostupné, na rozdil od prekurzort MEP drahy, jimiz jsou
pravé ATP, ADP nebo AMP.

Stanovené koncentrace cytokininli CZ-typu potvrzuji tuto hypotézu. V TF, tedy pti
nepiitomnosti svétla a pfi sniZené fotosyntéze, dochézelo ke zvyseni jejich celkové hladiny,
ktera v pribéhu faze nardstala a na konci faze, v 8. hodin¢ TF, klesla na koncentraci
srovnatelnou s koncentraci v 1. hodiné DF. Hypotéze odpovida i chovani cZ7G (Obr. 6) a
€Z9G, tedy nartst jejich koncentraci na téméf stabilni hladinu v TF. Hladiny na zacatku DF
byly, stejné jako na jejim konci, ovlivnény TF — koncentrace v téchto hodinach byly
srovnatelné s témi v TF.

Cytokininy iP-typu byly v obou fazich nejzastoupengjsi. Jejich maximum ve 4.
hoding TF, stejné jako dal$i maxima v 1. a 8. hodiné TF, zpisobilo i maximum celkového
obsahu cytokininli. Pfevladajicimi formami byly iPR5’MP a iP7G (Obr. 10 all). Hladina
IP7G v pribéhu celé DF zistavala téméef neménna, s primérnou hodnotou 14,36 pmol/g FW
(Obr. 9). Ovsem na zacatku TF doslo k jejimu navyseni a uprostied noci, tj. ve 4. hodiné TF,

nastalo maximum (21,03 pmol/g FW), které poté zacalo opét klesat.
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dne vykazovala n¢kolik koncentracnich vykyvl (Obr. 9). V DF doslo ve 4. a 16. hodiné k
odchylkdm od primérné hodnoty 15,94 pmol/g FW, ke které se bliZily ostatni hodnoty.
Koncentrace byly snizeny na 11,61 a 10,96 pmol/g FW, ¢imz vznikla zfetelna minima.
S minimem v 16. hodiné¢ DF se shodovalo maximum CZR5’MP, coz v danou hodinu
naznacuje zménu v biosyntéze — navySeni koncentrace cytokinini cZ-typu oproti tZ- a iP-
typu (Obr. 2). Po minimu v 16. hodiné DF nastal prudky nartist koncentrace v 1. hodiné TF
na 22,12 pmol/g FW, hlavni maximum vSak bylo detekovano az ve 4. hodiné TF, kdy byla
jeho koncentrace 27,37 pmol/g FW. Toto maximum se shodovalo s maximem iP7G a
z prvnich produktii pfi biosyntéze cytokinini, zvySenim jeho koncentrace byla podpofena i
syntéza vSech metabolitl iP-typu, jejichz koncentrace v této hodin€ stoupla.

Zaroven se maximum ve 4. hodiné TF shodovalo s maximem tZR5’MP, coz
poukazuje nejen na syntézu cytokinini iP-typu, ale i tZ-typu. Podobnym zptisobem jako u
IP-typu se se zvySenou koncentraci nukleotidu zvysila i hladina tZOG, tZROG, tZ7G a tZ9G.
Energie pro tyto biosyntetické pochody mohla pochazet ze zvysené hladiny cytokininii cZ-

typu, predevsim ze zasobniho CZ7G, ktery v TF udrzoval stabilni hladinu (Obr. 6).
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Z vysledkt vyplyva, ze zna¢na Cast biosyntézy cytokinini probiha v TF, coz je v rozporu
s vysledky v Janeckova et al. (2018), kde byla biosyntéza iP-typu stimulovana svétlem.
Avsak pro experiment podporujici tuto hypotézu byly pouzity pouze listy A. thaliana, a
jelikoz hlavnim mistem biosyntézy jsou kofenové meristémy (Taiz a Zegler, 2006), byla
biosyntéza v tomto piipadé omezena. Pro stanoveni hladin cytokinini v A. thaliana béhem
dne byl pouzit zhomogenizovany rostlinny material z celych rostlin, coz zajistuje, ze
stanovené hladiny zahrnuji vSechna mista biosyntézy.

Kompletni koncentracni hladiny vSech detekovanych cytokinini v jednotlivych

hodinach DF a TF jsou uvedeny v tabulkach (Tab. 1 a Tab. 2).
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5 ZAVER

Cilem bakalarské prace bylo stanovit koncentra¢ni hladiny cytokinini v desetidennich
semenaccich Arabidopsis thaliana béhem 24 hodin. Nejdiive byly rostliny péstovany na
Petriho miskach na MS médiu ve fytotronu za regulovanych podminek s dennim cyklem
16 hodin svétla a 8 hodin tmy, poté byl rostlinny materidl extrahovan a purifikovan pomoci
StageTip metody a cytokininy byly nakonec identifikovany a kvantifikovany pomoci
UHPLC-MS/MS.

Nejvyssi hladina cytokinini byla detekovana v poloviné TF, tedy ve 4. hodin€ TF, a
to zejména diky cytokininiim iP-typu, které byly v rostlindch nejzastoupenéjsi, a dale také
pritomnosti N-glukosidii vSech cytokininovych typa. Bylo zjisténo, Ze v této denni dobé
dochazi ke znaéné ¢asti biosyntézy cytokinint. Energie na tyto procesy nejspise pochazi ze
zasobni formy cZ7G, jehoZ koncentrace byla v TF udrzovana na zvySené stabilni hladiné.
Zvysené hladiny cytokinini cZ-typu po celou dobu TF jsou v souladu s vysledky
v Janeckova et al. (2018).

Z experimentu rovnéZ vychdzi poznatky pro péstovani rostlin ve zménénych
podminkach jako je naptiklad zména svételného rezimu. Lze predpokladat, ze pii zméné
rustovych podminek po deseti dnech je nezbytné nechat rostliny n€kolik dni zadaptovat na
nové prostiedi, aby nedoslo k jejich ovliviiovani pfedchozimi ristovymi podminkami, jak to
bylo pozorovano u cZ7G, kde byl zacatek DF ovliviiovan podminkami TF. Zde byla
pozorovana zvysena hladina jesté v 1. hodiné DF a k nariistu koncentrace dochazelo uz v 16.
hodin€ DF. Da se tedy predpokladat, Ze si rostliny ,,pamatuji* vlastni celodenni cyklus, jak

tomu naznacuje jejich chovani.
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