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CILE PRACE
Cilem teoretické ¢asti diplomové prace je zpracovani literarni reSerSe, jejiz obsahem je
obecnd charakterizace rostlinnych hormonli se zaméfenim na cytokininy a jejich
strukturu, systematické clenéni, biologickou aktivitu, biosyntézu a jeji lokalizaci,
metabolismus cytokinind a popis vlivu ro¢nich obdobi na obsah cytokinind, chlorofylu a
fotosyntetické aktivity. Cast literarni reSerSe je taktéZ zaméfena na metody stanoveni
cytokinint, chlorofylu a fotosyntézy.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfena na monitorovani fyziologického
vyvoje a zmén rostlin Arabidopsis thaliana v jednotlivych ro¢nich obdobich (leden 2019-

leden 2020) a jejich vlivu na endogenni hladiny cytokininti, chlorofylu a fotosyntézy.



1 UVOD

Rast je zékladni projev zZivych organisml spojeny S nevratnym piibyvanim hmoty ¢i
velikosti. Pro rist a vyvoj kazdého organismu je nutny specificky soubor urcitych
podminek - faktorl. Mezi tzv. vnéjsi faktory se nejcastéji fadi teplota, zareni, zemska tize
a elektiina. Na molekularni Girovni fidi ristové a vyvojové procesy latky obecné nazyvané
fytohormony neboli ristové regulatory (Prochazka et al., 1998).

Rust a vyvoj rostlin v§ak byly dlouho spojovany jen s vlivy vyzivnymi (trofickymi).
Hypotézu o existenci specifickych organotvornych latek v rostlindch vyjadfil az roku
1880 némecky botanik a zak Jana Evangelisty Purkyné, Julius Sachs. Tato hypotéza byla
postavena na tvrzeni, Ze ur€ité specifické latky zptsobuji rust stonku a jiné rast kofent,
kvéta nebo lista. Po objevu lidskych hormont na pocatku desatych let 20. stoleti (Bayliss
a Starling, 1902) zbyval pak uz jen krok k definovani odnoze piirozenych rostlinnych
rustovych regulatort, tzv. fytohormont, na ¢emz se podileli zejména: holandsky biolog
F. W. Went (1928) a také Ameri¢ané F. Skoog a K. V. Thimann (1934), R. Snow (1932),
chemik F. Kogl (1932), botanici H. Séding (1932), F. Laibach (1934), H. Fitting (1936)
a dalsi (Prochazka et al., 1997).

Nazev hormon je odvozen z feckého vyrazu ,,hormao“ coz znamena ,,stimulovat, davat
do pohybu®. Jako rostlinné hormony (fytohormony) se oznacuji skupiny pfirozené se
vyskytujicich organickych latek, které jiz pfi svych velmi nizkych koncentracich
disponuji schopnosti ovliviiovat fyziologické procesy rtistu, diferenciace a vyvoje
v rostlinnych bunkach (Davies, 2004). Dle analogii piisobeni S hormony zivoci$nymi
bylo ustanoveno rozdéleni zakladnich endogennich ristovych regulatorti do péti riznych
skupin: auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a etylen (Prochazka et al.,
1998). V poslednich desitkach let se navic objevily dalsi latky fytohormonalniho
charakteru jako kyselina jasmonova a salicylova, brassinosteroidy ¢i polypeptidy a
oligopeptidy (Lindsey, 2002; Vanstraelen a Benkova, 2012).

Jako cytokininy (CK) se oznacuji rostlinné hormony (Miller et al., 1955) ptirozené se
vyskytujici jako N6-substituované derivaty adeninu (Mok a Mok, 2001). Tato samostatna
skupina fytohormont byla odvozena zejména diky poznatkiim rakouského botanika
G. Haberlandta (1913), jenz objevil, Ze z floému difunduji jisté slouc¢eniny indukujici rist
parenchymatického pletiva bramborovych hliz (Solanum tuberosum L., Spichal, 2012).
Prosttednictvim rozvoje technik rostlinnych tkanovych kultur se poté v padesatych letech

minulého stoleti identifikoval prvni cytokinin z autoklavované DNA spermii sledé, ktera



byla silnym aktivatorem proliferace kultivovanych bunck tabaku. Identifikovany
adeninovy derivat, 6-furfurylaminopurin dostal nazev kinetin (Miller et al., 1955)
(Obr. 1). Prvnim pfirozenym identifikovanym cytokininem byl poté roku 1963 zeatin
nachazejici se v nezralém endospermu kukufice (Letham, 1963) (Obr. 1). Dnes je jiz
znamo, ze se prirozené cytokininy nevyskytuji pouze v rostlinnych burikach, ale i v fasach
(Brain et al., 1973), mechu (Hahn a Bopp, 1968), cyanobakteriich (Selyakh a Semenova,
2000 v Tsakelova et al., 2006), bakteriich a kvasinkach (Mishke, 1988 v Tsavkelova et
al., 2006; Hussain a Hasnain, 2009) ¢i dokonce v lidské mo¢i (Barciszewski et al., 2000).
Dalsi kapitoly této diplomové prace se budou vénovat vyhradné problematice rostlinnych
hormonti — cytokininti.

Vyskyt, rozloZeni a variace jednotlivych cytokininli zavisi na druhu, tkéni a vyvojové
fazi rostliny (Mok a Mok, 2001; Sakakibara, 2006). Mimo jejich hlavni funkce, kterymi
jsou stimulace bunétného déleni, kli¢eni semen, tvorba lateralnich pupent a regulace
apikalni dominance (Mok a Mok, 1994), funguji také jako inhibitory senescence rostlin
(Gan a Amasino, 1995), pti které dochazi ke sniZeni obsahu chlorofylu a fotosyntetické
aktivity (Sestak, 1977). Také bylo jiz prokazano, Ze pravé cytokininy jsou hlavnimi
komponenty majici vliv na ptechod mezi obéma kontrolnimi body bunécného cyklu G1/S
(Riou-Khamlichi et al., 1999; Ogawa et al., 2011) a G2/M (Lipavska et al., 2011). Obsah
cytokinind, spole¢né s obsahem chlorofylu a souvisejici fotosyntetickou aktivitou se tak
stavaji vyhodnym ukazatelem senescence rostlin.

Tato diplomova prace se zaméefuje na potvrzeni ¢i vyvraceni hypotézy o existenci
rostlinného mechanismu, umoZznujicitho samostatné fidit senescenci rostlin nezavisle na
vngjSich podminkach rlstu. Simulovaného prostfedi bez zmén zakladnich vnégjsich
faktorti ovliviyjici rust je docileno kultivaci semenackt Arabidopsis thaliana pouze za
konstantnich podminek. Vykonané studie tak mohou doplnit informace dulezité pro
uspésnou regeneraci a mikropropagaci rostlin z bun¢€k ¢i protoplasti in vitro. Takto
vytvorené rostlinné pletivové kultury mohou slouzit K praktické aplikaci ¢i K ziskavani

teoretickych poznatk.
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Obr. 1 Struktura Kinetinu (a) a trans-zeatinu (b) (Davies, 2004).
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Charakterizace prirozenych a syntetickych cytokinini

Cytokininy (CKs) byly na zaklad¢ dosud ziskanych poznatkt a poznatkd vychazejicich
ze synteticky pfipraveného kinetinu a jeho analogt definovéany jako latky, které maji
Vv ptitomnosti auxinu stejné fyziologické ti¢inky jako kinetin (Skoog a Armstrong, 1970).
V soucasné dobé zname vice nez 200 ptirozenych a syntetickych cytokinint
(Krishnamurthy, 2015), pficemz za nejrozSifenéj$i se povazuji zeatinovy,
isopentenyladeninovy a dihydrozeatinovy typ cytokininl zahrnujici i jejich metabolity. V
rostlinach se dale vyskytuji transportni formy CKs s navazanou rib6zou v N9 poloze —
ribosidy (Davies, 2004).

Obecné rozlisujeme prirozené a syntetické CKs, i kdyz tato klasifikace vsak dosud
nebyla dostate¢né ucelena. Kupiikladu ptirozené se vyskytujici purinové CKs, jako 6-
furfurylaminopurin (kinetin) a 6-benzylaminopurin (BAP), jsou vzhledem Kk velice
nizkym koncentracim, V jakych se v rostlinnych tkanich nachazi, drtivou vétSinou
literarnich zdroji povazovany za syntetické a v ramci komerénich vyuZziti byvaji
pfipravovany chemickou syntézou (van Staden et al., 2008). V ramci skute¢nosti, Ze tyto
slouceniny jiz byly v rostlinach objeveny, je budeme v nasledujici kapitole fadit do tiidy

ptirozenych aromatickych CKs.

2.1.1 Ptirozené cytokininy
Ptirozené se vyskytujici cytokininy strukturné charakterizujeme jako N6—substituované
derivaty adeninu. Podle povahy substituentu je mozné je dale rozdélit na iSoprenoidni a
aromatické (Zazimalova et al., 1999) (Obr. 3). Zatimco iSoprenoidni CKs jsou
Vv rostlinach velice rozSifené, aromatické CKs se naopak fadi spiSe k synteticky
vytvorenym artefaktim zajist'ujici vhodnou ekonomickou alternativu pfirozenych CKs.
Ptitomnost jednotlivych druht cytokininli se miize velmi li§it mezi rostlinnymi druhy,
tkanémi (Hirose et al., 2008), vyvojovym stadiem (Emery et al., 1998) a podminkami
prostiedi (Takei et al., 2001). Jak jiz bylo uvedeno v tvodu, tyto molekuly se navic
nevyskytuji pouze v rostlinnych bunkach, ale i v fasach (Brain et al., 1973), mechu (Hahn
a Bopp, 1968), cyanobakteriich (Selyakh a Semenova, 2000 v Tsakelova et al., 2006),
bakteriich (Hussain a Hasnain, 2009) a kvasinkach (Mishke, 1988 v Tsakelova et al.,

2006) ¢i dokonce v lidské moci (Barciszewski et al., 2000). Jiz v pracich Lethama a



Palniho zroku 1983 je uvedeno, Ze samotna produkce volnych cytokinind
mikroorganismy byla demonstrovana uz pted mnoha lety, ¢imz se indikoval urcity vztah
mezi rostlinami a mikroorganismy (Letham a Palni, 1983). Pro biologické aktivity
isoprenoidnich a aromatickych tfid plati, Ze jsou kvalitativné podobné, ale mohou se

kvantitativné lisit v riznych procesech (Davies, 2004; Schmiilling, 2004).

2.1.2 lsoprenoidni cytokininy

zakladni substituce adeninu v poloze N6-. Tyto substituce odpovidaji tfem zakladnim

typtim iSoprenoidnich CKs (Prochazka et al., 1997) (Obr. 3):

1. N6-(A%-isopentenyl)adeninové (iP) — obsahuji isopentenylovy N6- vedlejsi fetézec

2. Cis—atrans-zeatinové (tZ, cZ) — obsahuji hydroxylovany isopentenylovy N6-
vedlejsi fetézec, ktery se vyskytuje bud’ v cis- nebo trans- konfiguraci v zavislosti na
tom, kterd ze dvou metylovych skupin je hydroxylovéana

3. dihydrozeatinové (DHZ) — k jejich vzniku vede redukce dvojné vazby na vedlejSim
fetézci molekuly zeatinu (Prochazka et al., 1997)

Vyskyt isoprenoidnich cytokininii

Zdaleka nejrozsitenéj$imi jsou cytokininy S nenasycenym postrannim fetézcem, zejména
trans-zeatiny a isopentenyladeniny, které jsou hlavnimi formami napt. v A. thaliana
(Letham, 1963; Li et al., 2000; Sakakibara, 2006) (Obr. 2). Naproti tomu cis-zeatin se az
na ur€ité vyjimky, kterymi jsou napf. ryze (Takagi et al., 1985) ¢i kukutice (Veach et al.,
2003; Vyroubalova et al., 2009), tedy zejména jednod¢lozné rostliny, vyskytuje
minoritné (Durand a Durand, 1994 v Veach et al., 2003; Emery et al., 1998) (Obr. 2).

A.thaliana O. sativa
2% 1%
8%
]
Total 34% Total

70 pmol g'FW 420 pmol g'FW

97%

| iP-type . tZ-type cZ-type

Obr. 2 Vysecové grafy zobrazujici relativni zastoupeni druhl cytokinini ve vyhoncich rostlin
Arabidopsis thaliana (vlevo) a Oryza sativa (vpravo) (Osugi a Sakakibara, 2015 dle Kiba et al.,
2013 a Kamada-Nobusada et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3654191/#CR53

Dihydrozeatin,

protéjSek zeatinu

s nasycenym postrannim fetézcem, byl

identifikovan pfevazné v semenech, apikalnich pupenech a pravdépodobné je ptitomny

taktéz i v endospermu fazole (Phaseolus vulgaris), ve které byla detekovana ptislusna

reduktaza, katalyzujici preménu zeatinu na dihydrozeatin (Martin et al., 1989).

2.1.3 Aromatické cytokininy

Odlisnou skupinou jsou aromatické cytokininy, tedy CKs obsahujici aromaticky

substituent (Obr. 3). Mezi nejznaméjsi aromatické CKs patfi:

e 6-furfurylaminopurin (kinetin)

e 6-benzylaminopurin (BAP)

e 0-, m- a p-hydroxylované nebo methoxylované derivaty BAP, tzv. topoliny
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Obr. 3 Struktury, nazvy a zkratky nejznameéjsich isoprenoidnich a aromatickych cytokinind.

(Svacinova et al., 2012).



Vyskyt aromatickych cytokininii

Kinetin (6-furfurylaminopurin) (Obr. 1), byl izolovan roku 1955 (Miller et al., 1995) jako
synteticky vedlejsi produkt autoklavované DNA spermii sled€, ovsem roku 1996 byl
objeven taktéz i v rostlinnych a lidskych bunkach ¢i lidské moc¢i (Raman, et al., 1996;
Barciszewski et al., 1996; Barciszewski et al., 2000). V nedavné dob¢ byl také
identifikovan v endospermu cerstvych mladych kokosovych ploda (Ge et al., 2005).

N6-benzyladenin a jeho derivaty s hydroxylovou skupinou v poloze orto-, meta- a
para- na benzenovém jadfe postranniho fetézce byly dlouhou dobu pokladany za
syntetické, avSak roku 1972 popsali Horgan et al. vyskyt o-hydroxybenzyladeninu
v listech topolu (Horgan et al., 1972 v Prochazka et al., 1998). Dle mista vyskytu
hydroxylové skupiny na vedlejSim aromatickém fetézci se tyto aromatické cytokininy
zacaly nazyvat 0- , m- a p- topoliny (Prochazka et al., 1998).

Aromatické cytokininy byly doposud dale identifikovany naptiklad u rostlin
Arabidopsis thaliana, Populus canadensis (Tarkowska et al., 2003) a Solanum tuberosum
L. (Baroja-Fernandez et al., 2001), ovSem jejich vyskyt neni aZ tak ¢asty a neni o nich
znamo mnoho informaci. Vzhledem ke své vysoké stabilité, ale nizké koncentraci
v rostlinach jsou cCasto pfipravovany synteticky a nasledné vyuzivany v tkanovych

kulturach.

2.1.4 Syntetické derivaty cytokininu

Biologickou aktivitu cytokinin vykazuji 1 syntetické cytokininy a nékteré syntetické
slouceniny. Bylo navic prokazano, Ze nékteré Syntetické CKs disponuji podobnou
molekularni geometrii jako ptirozené CKs (Yonova, 2010), proto se ptedpoklada jejich
rozpoznavani stejnymi vazebnymi misty a rovnéz i podobny mechanismus ptisobeni
(Prochazka et al., 1997). Nejcastéji se jedna o N6-substituované adeninové derivaty, ale
znamé jsou také i slouceniny méné chemicky ptibuzné, jako napt. 4-alkylaminopteridin
nebo 6-benzyloxypurin (van Staden et al., 2008).

Nepurinové CKs jsou nejvétsi skupinou syntetickych CKs, do které se fadi:
benzimidazoly, pyrimidiny, OG6-substituované derivaty hypoxanthinu, guaninu a
nejvyznamngéjsi skupina — aromatické derivaty mocoviny a tiomocoviny (Kunikowska et
al., 2013). Mezi nejaktivnéjsi znich se fadi N, N’-difenylmocovina, N-fenyl-N’-
pyridylmocovina a tidiazuron (Prochazka et. al., 1998) (Obr. 4).
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Obr. 4 Struktura nejaktivnéjsich aromatickych derivati mocoviny a tiomocoviny
(Prochazka et al., 1998).

V kulturach in vitro se pro mikropropagaci nejvice vyuziva 6-furfurylaminopurin
(kinetin) a 6-benzyladenin (BA) neboli 6-benzylaminopurin (BAP). Tyto slouéeniny, jak
jiz bylo zminéno vyse (viz. kapitola Aromatické cytokininy), byly dfive povazovany za
latky pouze syntetické, toto tvrzeni se vSak vyvratilo s jejich postupnym objevem
Vv rostlinach (Prochazka et al., 1998).

Anticytokininy

Pii postupném upiesnéni struktury a aktivit CKs doSlo zaroven K objeveni latek
s antagonistickou funkci vici cytokininim, tzv. anticytokinint. Jedna se zejména 0
pyrolové a pyrazolové derivaty ¢i cytokininy mocovinového typu, kdy modifikaci jejich
postrannich fetézcl, zejména navdzanim metylové skupiny, zruSeni dvojné vazby c¢i
nahradou fenylu benzylem (v pfipadé N,N’-difenylmocoviny) se muize docilit jiz
zminénych antagonistickych funkci téchto sloucenin (Prochazka et al., 1998). Tyto latky
pak mohou slouzit jako nastroj pro studium cytokinini.

Prvni znamou molekulou antagonizujici aktivitu rostlinného cytokininu na trovni
receptoru byla sloucenina 6-(2-hydroxy-3-metylbenzylamino)purinnebo-li  PI-55
(Obr. 5). Strukturaln¢ je tato sloucenina TUzce spjata S cytokininem 6-
benzylaminopurinem (BAP). Substituce ve specifickych polohach aromatického
postranniho fetézce zpusobuji, ze PI-55 kompetitivn€ inhibuje vazbu trans-zeatinového
ligandu do cytokininového receptoru (CRE1) (Spichal et al., 2008).

V pripad¢ souvislosti anticytokinint S lidskymi bunkami, se dle biochemickych studii
zamé&fenych na vybrané anticytokininy potvrdila jejich schopnost inhibovat lidské cyklin-
dependentni kinadzy (CDKSs). Rentgenové stanoveni krystalové struktury lidského
komplexu CDK2-anticytokinin prokazalo, Ze antagonista zabird ATP-vazebné misto
CDK2 (Spichal et al., 2007).
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Obr. 5 Struktura nové identifikovaného anticytokininu PI-55 (Spichal et al., 2008).

2.2 Strukturalni diverzita a biologicka aktivita prirozenych cytokinini

2.2.1 Strukturalni diverzita

Cytokininy se dale mohou vyskytovat ve formé& volnych bazi nebo modifikované
konjugaci s cukernym zbytkem ¢i aminokyselinami (Letham a Palni, 1983). Obvykle
vSechny piirozené cytokininové metabolity maji své odpovidajici nukleosidy, nukleotidy
a glukosidy (Sakakibara, 2006) (Obr. 6). Mezi nejcast&jsi modifikace piirozenych
cytokinint patii (Prochazka et al., 1997):

1. Navazani cukerného zbytku na purinovy dusik (nejcastéji v polohdch N9-, N7- za
vzniku N-glukosidi).

2. Navazani cukerného zbytku na postranni Fetézec molekuly cytokininu pies
terminalni hydroxyl (O-glukosidy).

3. Navazani acetylu na postranni fetézec molekuly cytokininu pres terminalni
hydroxyl (O-acetylestery).

4. Navazani alaninového zbytku na purinovy dusik (poloha N9-).

5. Esterifikace ribosidi kyselinou fosfore¢nou za vzniku ribotidi (poloha N9-).

Strukturalni variabilita ovliviiuje biologickou aktivitu a stabilitu téchto latek.
Vzhledem ke své stabilité jsou glukosidy nejhojnéjsimi slozkami derivati CKs, tvoticich
80 % i vice z celkovych sloucenin souvisejicich s CKs v rostlinach (Osugi a Sakakibara,
2015) (Obr. 6). Modifikace adeninového kruhu ve smyslu zamény atomut dusiku za uhlik,

pfipojeni funk¢nich skupin a nasyceni dvojnych vazeb jakozto i modifikace optimalni
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pétiuhlikaté délky postranniho fetézce pak mize Gstit ke snizeni az k zaniku cytokininové

aktivity (Prochazka et al., 1997).

A.thaliana O. sativa
10'0
0.4% 3%
20% @
1%
1% - Total Total
70 pmol g'FW 420 pmol g'FW
78% 95%

CK CK-ribosides .. CK-ribotides = CK-glucosides

oy

Obr. 6 VyseCové grafy zobrazujici relativni zastoupeni aktivni formy (CK), ribosida (CK-
ribosides), ribotidi (CK-ribotides) a glukosidi (CK-glukosides) ve vyhoncich rostlin Arabidopsis
thaliana (vlevo) a Oryza sativa (vpravo) (Osugi a Sakakibara, 2015 dle Kiba et al., 2013 a
Kamada-Nobusada et al., 2013).

2.2.2 Biologicka aktivita

Variace a distribuce jednotlivych cytokininovych typt se 1isi v zavislosti na rostlinném
druhu, tkéni a stddiu vyvoje. Provedené studie vSak pfedpokladaji, Ze CKs mohou byt
z hlediska aktivity roz¢lenény do tii hlavnich skupin: aktivni formy, translokaéni formy
a zasobni — inaktivované formy (Davies, 2004).

Biotesty provedené na mechu Funaria hydrometrica prokazaly, ze volné baze jako tZ
a iP jsou aktivni, zatimco tZR vykazovaly pouze nizkou aktivitu (Spiess, 1975).
Konkrétnéj$i nadhled byl poskytnut identifikaci CKs receptorovych genti a podrobnou
analyzou jejich ligandi (Sakakibara, 2006), kdy napt. in vitro testovani *H-vazanych
cytokininti s AHK4 (CRE1) cytokininovym receptorem potvrdilo, ze cytokininové volné
nukleobaze jsou primarnimi ligandy pro dany receptor a mohou byt povaZzovany za
aktivni formyna rozdil od nukleosidii (Yamada et al., 2001; Sakakibara, 2006), které se
vzhledem ke své odlisné Cetnosti v xylému a floému u riznych druhti pokladaji za formy
translokacni (Davies, 2004).

Zmény v akumulacich cukernych konjugati — O-glukosidii — jakozto reakce na
enviromentalni faktory (nizka teplota), naznacuji, ze v porovnanich s volnymi bazemi se
tyto konjugaty povazuji za zasobni, tedy inaktivni formu (Brandon et al., 1992). Nizkou
¢i zadnou fyziologickou aktivitu potvrdily i cytokininové biotesty N7-, N9-glukosidi a
N9-alanyli. O-glukosidy, stejné tak jako i konjugaty N-glukosidy a N-alanylové derivaty
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se Vv porovndni s volnymi bazemi pii plisobeni oxidazy/dehydrogendzy (CKX) navic
vyznacuji také i vétsi metabolickou stabilitou (McGaw a Horgan, 1983).

Fyziologicky vyznam rtiznych cytokininovych variaci nebyl dosud pln¢ objasnén,
ovSem na zakladé¢ aktivity, Cetnosti a stability iP, tZ, cZ a DHZ v rostlinach byly jiz
objeveny urcité specifické odlisnosti.

IP, tZ a jejich derivaty jsou nejcastéjsimi typy CKSs Vv rostlinach, jsou vsak citlivé na
cytokininoxidazu/dehydrogenazu (CKX). Naproti tomu DHZ se az na jisté vyjimky
vyskytuje v rostlinach minoritn¢, av§ak disponuje vétsi rezistenci vici CKX a tedy vyssi
stabilitou. Ve vyssich rostlinach se zeatin vyskytuje jak v cis-, tak v trans- konfiguraci,
pti¢emz cis-isomery (cZ) vykazuji niz§i cytokininovou aktivitu, ale vyssi stabilitu
zpusobenou nizkou afinitou k CKX (Bilyeu et al., 2001).

V obecné rovin€ miizeme tvrdit, Ze nejvyssi biologickéd aktivita se zaznamenava u
latek s pétiuhlikatym isoprenoidnim substituentem v poloze N6- a dvojnou vazbu
v poloze C2- (Kaminek, 1992). Aktivita se dale zvySuje hydroxylaci terminalni metylové
skupiny v poloze trans-. Ptikladem takovéto konfigurace jsou trans-zeatiny, cytokininy,
jejichz aktivita je obzvlaste vysoka (Schmitz et. al., 1972) Vyssi aktivita u
hydroxylovanych forem byla prokézéana i1 v fad¢ biotestil pro aromatické CKs, napt. pro
vysoce aktivni m-topolin (Prochazka et al., 1998). Na druhou stranu, hydroxylovany
postranni fetézec tZ, cZ a DHZ mize byt modifikovan O-glykosylaci, coz ma za nasledek

prevedeni téchto aktivnich forem na formy zasobni, tedy neaktivni (Davies, 2004).

2.3 Metabolismus cytokinini

2.3.1 Biosyntéza isoprenoidnich cytokinini

Biosyntéza isoprenoidnich cytokininti mize probihat dvéma zakladnimi cestami. Prvni
nepiima biosynteticka draha je odvozena od degradace tRNA, druhou, pifimou cestou je
de novo biosyntéza isopentenylaci volnych adeninovych nukleotida (Obr. 7) (Davies,
2004).

Prvni krok biosyntézy isoprenoidnich CKs je katalyzovan enzymem
isopentenyltransferazou (IPT), ktery byl pavodné identifikovan v organismu
Dictyostelium discoideum. Prostfednictvim tohoto enzymu dochazi k pfenosu
prenylového zbytku na N6- pozici ATP (adenosintrifosfatu), ADP (adenosindifosfatu)
nebo AMP (adenosinmonofosfatu) (Taya et al., 1978), kdy tyto molekuly jsou vyuzivany
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jako isoprenoidni akceptory a jako substratové donory jsou vyuzity molekuly
dimetylallylpyrofosfatu (DMAPP) nebo hydroxymetylbutenyl difosfatu (HMBDP)
(Krall et al., 2002; Sakakibara et al., 2005) (Obr. 7). Vznikaji tak cytokininové
prekurzory: isopentenyladenosin-5'-tri-, di-, nebo monofosfaty (iPRTP, iPRDP nebo
iIPRMP).

Hydroxymetylbutenyl difosfat (HMBDP) je metabolickym meziproduktem drahy
metylerytritol fosfatu (MEP), ke které dochazi v bakteriich a plastidech (Hecht et al.,
2001) (Obr. 7). Pokud IPT vyuziva HMBDP je primarnim produktem tZ nukleotid.

Dimetylallyl difosfat (DMAPP) je syntetizovany prostfednictvim metabolické MEP
drahy a drahy pro mevalonaty (MVA), které se bézné nachazi v cytosolu eukaryot
(Lichtenthaler, 1999; Rohmer, 1999). V pftipad¢, Ze je vyuzit jako primarni substrat pro
IPT, produktem je iP nukleotid (Krall et al., 2002; Sakakibara v Davies, 2004) (Obr. 7).

iPRMP-dependent pathway IPRMP-independent pathway
/———— MEP pathway
HMEDP e e MWA pathway
- CYPT35A
DMAPP  ATP + DMAPP ——— IPRTP —— {ZRTP HO A ~gpp l
l l AMP+HMBDP | v
oFF CYPT35A Agrobacterium ¥ tRNA + DMAPP
IPT
ADP + DMAPP = iPRDP * tZRDP & Unknown tRMA-IFT
- precursor
l 1 prenyl-tRNA
MY pethway ¥
MEP pathway c¥prasA Y Fvdroxylanon
AMP + DMAPP—P iPRMP =" {ZRMP ——* DZRMP cZRMP degradation

1 LA
et lT ...... | “

l‘cmc cr.:-cl \‘ \ // lcr.:-c
Glycosylation Ade

Ade Glycosylation
+
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Obr. 7 Schéma IPRMP-dependentnich a IPRMP-independentnich drah cytokininové biosyntézy
v rostlinach (Hwang a Sakakibara, 2005).

2.3.1.1 Rostlinné geny pro adenosinfosfat-isopentenyltransferazu
Prvnim charakterizovanym IPT genem byl gen Tmr nachazejici se na Ti (tumor-inducing)
plasmidu bakterie Agrobacterium tumefaciens. Tento gen je pfitomen na transferované
DNA (T-DNA), ktera se integruje do hostitelského genomu po napadeni touto bakterii a
indukuje formaci tumoru (Akiyoshi et al., 1984; Barry et al., 1984).
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Genom A. thaliana obsahuje devét genti IPT (AtIPT1 az AtIPT9) (Kakimoto, 2001;
Takei et al., 2001; Sun et al., 2003), které jsou dle fylogenetické analyzy roz¢lenovany
do dvou skupin. Prvni skupina obsahuje geny AtIPT2 a AtIPT9, které jsou podobné geniim
kodujici tRNAmodifikujici enzym, tedy tRNA-isopentenyltransferazu. Druha skupina
obsahuje AtIPT1, AtIPT3 az AtIPT8 geny, které koduji IPT tvotici iPRMP. Tyto dvé
skupiny jsou si strukturné podobné, coz svéd¢i o jejich ptivodu ze spolecného prekurzoru
(Davies, 2004).

2.3.1.2 Substratova specificita adenosinfosfat-isopentenyltransferazy
Vznik jednotlivych typi CKs je zavisly na typu substrati pro specifickou IPT. Nedavné
studie prokazaly, ze substratova specifita IPT se odliSuje v zavislosti na druhu organismu
(Kakimoto, 2001; Sakakibara, 2004 v Davies, 2004).

IPT geny vysSich rostlin preferuje vyuziti ADP nebo ATP jako prenylovy akceptor a
témet  vyhradné DMAPP  jako  prenylovy donor. VétSina  ptirodnich
isopentenyladeninovych ribotidua jsou proto isopentenyladenosin-5'-difosfaty (iPRDP) a
isopentenyladenosin-5'-trifosfaty (iPRTP) (Kakimoto, 2001), ze kterych pak vznika
isopentenyladenosin-5'-monofosfat (iPRMP). Z iPRMP se poté prostiednictvim dalSich
hydrolytickych reakci uvoliiuji iPR a zakladni baze iP (Obr. 7).

Naopak v ptipadé IPT u A. tumefaciens (geny tmr, popt. tzS) je vyuzivano AMP jako
akceptoru a HMBDP nebo DMAPP jako donorového substratu in vitro, pficemz in vivo
je pfevazné vyuzivan HMBDP (Sakakibara et al., 2005) (Obr. 7). Pokud IPT vyuziva
HMBDP, jsou primarnim produktem tZ-typy CKs.

2.3.1.3 Biosyntéza trans-zeatinového typu cytokinini

Biochemické studie odhalily existenci dvou zékladnich cest pro biosyntézu trans-

zeatinového typu CKs. Jedna se 0 drahy iPRMP-dependentni a iPRMP-independentni.

IPRMP-dependentni draha

Prvni dominantné&jsi drahou je biosyntéza pies tzv. trans-hydroxylaci iP cytokinint, kdy
prvni krok této drahy je katalyzovan enzymem cytochromova P450 monooxygenaza
CYP735A (Chen a Leisner, 1984; Takei et al., 2004). V A. thaliana, existuji dva geny
kédujici cytokinin transhydroxylazu: CYP735A1 a CYP735A2, jenz pfednostné vyuzivaji
IP nukleotidy, nikoli formy nukleosidii ¢i volné baze k produkci tZ nukleotidt (Takei et
al., 2004) (Obr. 7).
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IPRMP-independentni draha

V soucasné dobé je znama také i alternativni cesta pro biosyntézu tZ, bézn¢ nazyvana
jako cesta nezavisla na iPRMP, ovSem biochemicka povaha a fyziologicky ptinos této
drahy stale nebyly zcela pochopeny. N¢které teorie vypovidaji o ekvivalentnosti mezi tZ
a tRNA-odvozenymi cZ, a isomeraci tRNA-cZ na tZ prostiednictvim zeatin cis—trans
izomerazy (Bassil et al. 1993) (Obr. 7).

2.3.1.4 Draha tRNA degradace

Nekteré z druhti tRNA obsahuji modifikované nukleotidy, majici iPR nebo jeho rezidua
na misté ptilehlém k antikodonu a cytokininy tak mohou byt produkovany recyklaci
téchto typi tRNAs. Prvni krok této drahy je v rostlinach A. thaliana katalyzovan
enzymem tRNA-isopentenyltransferazou (tRNA-IPT), kédovanou genem AtIPT2 a
AtIPT9 (Golovko et al., 2002; Miyawaki et al., 2004) Tento enzym pienasi
isopentenylovou jednotku dimetylallyl difosfatu (DMAPP) do pozice N6- nukleotidu
sousediciho s 3'-koncem antikodonu v tRNA. Na zéklad¢ studii, provedenymi na
mutantech se ztratou funkce jak AtIPT2, tak i AtIPT9, kde doslo k signifikantni redukci
CcZR a cZRMP, bylo potvrzeno, zZe pravé tato draha je hlavnim zdrojem cZ-typi CKs.
(Miyawaki et al., 2006).

2.3.1.5 Aktivace cytokininii

K aktivaci CKs zneaktivnich ribosidovych forem dochazi prostiednictvim dvou
zékladnich cest (Chen, 1997; Kurakawa et al., 2007):

e jednokrokova reak¢ni cesta

e dvoukrokova reakéni cesta

Jednokrokova reakéni cesta (cesta pifimé aktivace)

Touto cestou dochazi k ptimému pievodu cytokininového nukleotidu (IPRMP a tZRMP)
na aktivni formu volné baze (iP a tZ) uvolnénim ribozy-5'-monofosfatu. Tato reakce je
katalyzovana proteinem LONELY GUY (LOG), ktery funguje jako ribosid-5'-
monofosfat-fosforibohydrolaza. V rostlinach A. thaliana bylo identifikovano 9 LOG
proteini LOG1 az LOG9 (Kuroha et al., 2009; Chang et al., 2015).

Dvoukrokova reakéni cesta
Tato cesta se povazuje za hlavni a je charakterizovana hydrolyzou nukleotidi na volné

baze (iP a tZ), kdy dochazi nejdiive ke Stépeni fosfatového zbytku a poté zbytku

13



cukerného. Nasledn¢ dochazi k druhému kroku reakce — hydrolyze iPR na iP. Tato
hydrolyza je katalyzovana enzymem nukleosid-N-ribohydrolazou (NRH), jenz byla
identifikovana napf. u kukufice nebo mechu Physcomitrella patens (Kopecna et al.,
2013).

2.3.1.6 Lokalizace cytokininové biosyntézy

Zpocatku se predpokladalo, ze vyssi syntéza a Cetnost cytokininll je omezena pouze na
mista vyvijejicich se tkani, tedy zejména v kotenovych Spickach, kambium apod. Geny
cytokininové biosyntézy vSak vykazuji odlisné expresni vzorce, jenz potvrzuji lokalizaci

cytokininové biosyntézy po celé rostling (Osugi a Sakakibara, 2015).

Xylem: 1ZR >>Z, iPR, iP, cZR,cZ
Phloem: iPR, ¢ZR >> iP, cZ

Phloem -
PT3 7\

Vascularture \ Phioem flow

i

Obr. 8 Prostorova exprese IPT3 (Eervené) a CYP735A2 (modie) v rostlinach A. thaliana
(Osugi a Sakakibara, 2015 dle Sowerby et al., 1864).

V rostlinach A. thaliana je gen AtIPT1 exprimovan zejména ve vaskularni stélé
kofent, listovych primordiich, vajickach a nezralych semenech. AtIPT3 a AtIPT5 jsou
exprimovany zejména ve floému a laterdlnich kotenovych primordiich. AtIPT4 a AtIPT8
jsou exprimovany v chalazalni ¢asti endospermu nezralych semen (Miyawaki et al. 2004;
Takei et al., 2004). AtIPT7 je exprimovan v endodermis kotfenové elongacni zony,
trichomech mladych listd a pylovych trubicich (Miyawaki et al., 2004). Rozli¢na je taktéz
1 subcelularni lokalizace IPT gend. AtIPT1, AtIPT3 a AtIPT8 jsou exprimovany
v plastidech, kde k produkci CKs dochazi prostiednictvim DMAPP odvozeného z MEP
drahy. AtIPT4 a AtIPT7 jsou lokalizovany v cytosolu a mitochondriich, coz potvrzuje, ze
DMAPP pro CKs biosyntézu je poskytovano také i MVA drahou (Kasahara et al., 2004).
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Stejné jako v ptipadé IPT gent i LOG geny vykazuji rozmanitou expresi. Napiiklad
gen CYP735A2 (Takei et al., 2004) jenz je zodpovédny za hydroxylaci isopentenylového
vedlejsiho fetézce je exprimovan zejména v kofenové vaskulatute. To odpovida vyskytu
zejména trans-zeatinového typu CKs v xylému rostlin. Isopentenyladenin ribosid (iPR)
spole¢né s cis-zeatin ribosidem (cZR) jsou pak hlavni formou nachézejici se ve floému
(Hirose et al., 2008) (Obr. 8). Odlisnost v expresi jednotlivych genti vypovida o

transloka¢ni schopnosti iP a tZ.

2.3.1.7 Regulace cytokininové biosyntézy
Biosyntéza CKs je regulovana mnoha internimi i externimi environmentalnimi podnéty,
zejména piitomnosti riznych makronutrientl ¢i jinych fytohormont (Miyawaki et al.,

2004).

Vliv makronutrientii na cytokininovou biosyntézu

Rostliny neustdle vnimaji své okoli a své metabolické aktivity ¢i vyvojové programy,
které efektivné upravuji dle svych aktudlnich potieb. Dostupnost anorganického dusiku
je jednim z faktort regulujici expresi biosyntetickych gent v A. thaliana. Klicovym
faktorem, jenz byl popsan u této rostliny je gen AtIPT3, jenz reaguje na rychlé zmény
v dostupnosti dusiku. Ztrata funkce v mutantech AtIPT3 vede ke snizeni na dusi¢nanech
zavislé akumulace cytokinini. K akumulaci cytokinind v pfitomnosti dusi¢nanii tedy
pravdépodobné dochazi vlivem indukce exprese genu AtIPT3 (Takei et al., 2004). Mezi
dalsi makronutrienty ovliviiujici biosyntézu cytokinind patii také sirany (Kutz et al.,
2002) ¢i fosforeénany (Lopez-Bucio et al., 2002), u kterych byl prokazan silny vliv

zejména na vyvoj lateralnich kofenti u rostlin A. thaliana.

Vliv hormonii na cytokininovou biosyntézu

Cytokininova biosyntéza mize byt regulovana také dal§imi fytohormony — auxiny a
kyselinou abscisovou (ABA). K ovlivnéni dochazi skrz zménu exprese klicovych geni
pro CKs biosyntézu jako je IPT, CKX a CYP735A. Cytokininy obecné pisobi jako
antagonisté auxint. Bylo prokazano, ze zatimco auxiny indukuji expresi gent AtIPT5 a
AtIPT7 ve stonkovém meristému, cytokininy tyto geny spolecné s dalsimi geny (AtIPT1
a AtIPT3) reprimuji (Cheng et al., 2013). Na druhou stranu geny CYP735A1 a CYP735A2
jsou prostiednictvim CKs v kofenech nadexprimovany, ale prostfednictvim auxini nebo

ABA je jejich exprese snizena (Takei et al., 2004). Negativni regulace cytokininové
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biosyntézy auxiny byla objevena i ve stonkovych nodech rostliny Pisum sativum L.

represi exprese genu PSIPT auxiny (Tanaka et al., 2006).

2.3.2 Degradace cytokinini

Celkova rovnovaha cytokinind je fizena jejich syntézou a katabolismem. Degradace
cytokinini je katalyzovdna enzymem cytokinin oxidazou/dehydrogenazou
(CKX, EC1.5.99.12), ktery ireverzibiln¢ inaktivuje cytokininy S$tépenim jejich
postranniho ftetézce, coz vede k tvorbé adeninu a odpovidajiciho aldehydu
(Brownlee et al., 1975). V ptipadé isoprenoidnich CKs degraduje pouze volné baze a
nukleosidové formy s nenasycenym postrannim fetézcem jako iP, tZ, iPR a tZR.
Nukleotidové derivaty nejsou pro CKX nachylné. Je-li substratem CKX iP, je produktem
adenin a 3-metyl-2-butenal (Davies, 2004) (Obr. 9).

=
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isopentenyladenine adenine 3-methyl-2-butenal

0)
n ORE

N/\)\ CKX M +H20

Obr. 9 Reak¢éni mechanismus cytokinin oxidazy/dehydrogenazy (Davies, 2004).

Rezistence k CKX je spjata zejména S ptitomnosti dvojné vazby A2- na isoprenoidnich
fetézcich tZ a iP, proto jsou nasycené¢ DHZ-typy CKs charakteristické rezistenci viici

CKX. Rezistenci udéluje i O-glykosylace vedlejsich fetézcti CKs (Armstrong, 1994).

2.3.3 Dalsi metabolické modifikace

Metabolické pfemény CKs miizeme rozdélit na modifikace adeninového kruhu a
modifikace postranniho fetézce (Davies, 2004). Dulezité metabolické kroky CKSs jsou
spjaty s tzv. purinovou metabolickou cestou, znamou také jako cesta zachrany (Chen,
1997; Mok a Mok, 2001; Sakakibara v Davies, 2004), coz naznacuje, ze konverze CKs

nukleotidi na aktivni volné baze neprobiha pouze jednosmérné, ale je cyklicka (Obr. 10).
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Modifikace adeninu
5 -ribonukleotid fosfohydrolaza (5 -nukleosidaza, EC 3.1.3.5)

Tento enzym, jenz byl poprvé casteCné purifikovan a charakterizovan v psSeni¢nych
klickach, katalyzuje defosforylaci cytokininového nukleotidu na nukleosid (Chen, 1997).
Dle své aktivity byl pomoci kolonové chromatografie roz¢lenén na dvé formy: F-I
(110 kDa) a F-11 (57 kDa). U obou forem se potvrdila nutnost piitomnosti bivalentnich
iont®, napt. Mg?* pro katalyzu AMP, iPRMP, GMP a IMP (Davies, 2004).

Adenosin-nukleosiddza (EC 3.2.2.7)

Pfechod z cytokininovych nukleotidii na formy volnych bazi je katalyzovan enzymem
adenosin-nukleosidazou, jenz byl objeven a charakterizovan v mnoha ruznych
rostlinnych druzich a parcialné purifikovan z pSeni¢nych klickt (Chen et al., 1981).
Studie prokazaly, ze dany enzym nevyzaduje piitomnost orto-fosfatu a katalyzovana

reakce tedy neni modifikovana purinovou-nukleosid fosforylazou (Davies, 2004).

Purin-nukleosid fosforylaza (EC 2.4.2.1)

Pfeména volnych cytokininovych bazi na nukleosidy muze byt zprostfedkovana
enzymem nukleosid fosforylazou. A¢ se jedna o reakci reverzibilni, bylo popséano jeji
posunuti ve prospéch tvorby nukleosidi (Chen a Petschow, 1978). Tento mechanismus

byl popsan na parcialn¢ purifikovaném enzymu ze p$eni¢nych klickt (Davies, 2004).

Adenosin kindza (EC 2.7.1.20)

Enzym adenosin kindza miiZze katalyzovat ptechod z nukleosidové formy na formu
nukleotidu. Tento enzym byl rovnéZz parcialné purifikovan a charakterizovan ze
pSeni¢nych klicka (Davies, 2004).

Adenin fosforibosyltransferaza (EC 2.4.2.7)

Ptechod z volnych cytokininovych bazi na nukleotidové formy cytokinini muize byt
katalyzovan také cestou katalyzovanou enzymem adenin fosforibosyltransferazou.
Fyziologicky podil mezi cestou katalyzovanou enzymem adenin fosforibosyltransferazou
a cestou katalyzovanou enzymem purin-nukleosid fosforylazou stale nebyl pln€ objasnén
(Davies, 2004).

N-glykosylace
Tato modifikace vznika na N3-, N7-, N9- pozici purinového zbytku, pii¢emz modifikace

Vv polohach N7- a N9- zptsobuje inaktivaci cytokinini. Enzym glukosyltransferaza
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(EC 2.4.1.118) vyuziva UDP - nebo TDP-glukézu a katalyzuje glykosylaci v pozicich
N7- a N9-. Ke katalyze dochazi ptednostné v poloze N7- za vzniku N7-glukosidu. Tato
preference je desetkrat vétsi pro N7-glukosidy v ptipadé tZ a az jedenadvacetkrat vetsi
Vv piipadé cZ. Tato pfeména se obecné povazuje za ireverzibilni, jelikoz vzniklé glukosidy

nemohou byt podrobeny hydrolyze f-glukosidazou (EC 3.2.1.21, Davies, 2004).

N-alanylace

Pieména tZ, cZ, iP a DHZ na derivaty 9-alanylu je katalyzovana enzymem p-(9-
cytokinin)-alanin syntazou (Entsch et al., 1983).Tento enzym byl parcialné purifikovan
ze semen vi¢iho bobu. Fyziologicky podil a vyznam tohoto typu modifikace v piipadé

CKs biosyntézy stale nebyly plné€ objasnény (Davies, 2004).

Modifikace cytokininového postranniho retézce

Zeatin isomerdza

Tento enzym katalyzuje pfeménu c¢Z na tZ a pro jeho funkci je nezbytny flavinovy
kofaktor (FAD, FMN), svétlo a ditiotreitol. Enzym byl purifikovan a charakterizovan jako
68 kDa glykoprotein z endospermu Phaseolus vulgaris roku 1993, avsak fyziologicky
vyznam této izomerace V celkovém metabolismu CKs jesté neni znamy. Pravdépodobné

je vsak spojnikem mezi metabolismem tRNA a tZ biosyntézou (Davies, 2004).

Zeatin reduktaza (EC 1.3.1.69)

Katalyzuje nevratnou konverzi tZ na DHZ, jez pro svoji funkci potfebuje nezbytny
kofaktor NADPH. JelikoZ DHZ a jeho derivaty nepodléhaji katalytické reakci CKX, tato
reduktivni konverze stabilizuje fyziologickou aktivitu cytokininti. Tento enzym byl
purifikovan z nezralych embryi Phaseolus vulgaris, pfi¢emz eluce na chromatografické
kolon¢ odhalila, ze se enzym vyskytuje ve dvou formach liici se svym nabojem:
izoenzym s vysokou molekulovou hmotnosti (HMW, 55kD) a izoenzym s nizkou
molekulovou hmotnosti (LMW, 25kD) (Davies, 2004).

Hydroxyldza (EC 1.14.13)

Enzym hydroxylaza parcidlné charakterizovan v mikrosomalnich frakcich kvétdku, kdy
byla potvrzena jeho schopnost hydroxylovat jak iP, tak iPR na tZ a tZR (Chen a Leisner,
1984).
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O-glykosylace

Enzymy katalyzujici O-glykosylaci se nazyvaji O-glukosyltransferazy (EC 2.4.1) a jsou
charakteristické tvorbou O-f-D-glukopyranosylovych derivati tZ anebo c¢Z. Tyto
enzymy byly objeveny v fadé riznych druhi rostlin. Prvnim identifikovanym genem byl
gen ZOG1 z Phaseolus lunatus, ktery vyuziva tZ a UDP-glukézu a je exprimovan
zejména v nezralych semenech, coz potvrzuje hlavni ulohu tohoto enzymu v ranych
stadiich vyvoje semen (Martin et al., 1999). Dalsim identifikovanym genem byl gen
cisZOG1 z kukufice. Tato cZ-specificka glukosyltransferaza preferuje cis izomer, ktery
vyuziva spoleéné s UDP-glukdzou. cisZOG1 gen je pfevazné exprimovan V kofenech,
slabé pak v listech a stonku. Takto vytvotené O-glukosidy jsou hydrolyzovany enzymem
p-glukosidazou (EC 3.2.1.21) za uvolnéni aktivnich bazi (Davies, 2004).

O-Xylosylace

Jako donor pro konjugaci muze byt v nékterych rostlinach vyuzita také UDP-xyloza. Tato
reakce je katalyzovana O-xylosyltransferazou (EC 2.4.2.26), jenz konjuguje tZ a DHZ
(Turner et al., 1987). Gen ZOX1 z P.vulgaris se exprimuje pievazné v nezralych

semenech, ale ne v listech a kofenech star$ich rostlin (Davies, 2004).

DMAPP + ATP/ADP/AMP + HMBDP
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Obr. 10 Model cytokininové metabolické drahy a katalytickych enzymu (Davies, 2004).
Interkonverze mezi nukleotidy, nukleosidy a volnymi bazemi (iPRMP, iPR a iP) je katalyzovana
enzymy purinové zachranné drahy (Mok a Mok 2001; Sakakibara, 2005). Cytokininové
nukleobaze a nukleosidy s vyjimkou DHZ lze katabolizovat CKX na adenin (Ade) nebo adenosin
(Ado). cZ, tZ a ribosidy mohou byt vzajemné pievedeny zeatin isomerazou (Bassil et al., 1993).

19



2.4 Hlavni fyziologické funkce cytokinini

Puvodné byly cytokininy definované jako latky, které pfi soubézné aplikaci s auxiny
indukuji bunééné déleni a kalusovou diferenciaci. Dnes je vsak jiz znamo, Ze cytokininy
hraji dulezitou roli v mnoha aspektech rostlinného ristu a vyvoje (Nordstrom et al.,
2004). Nové poznatky vychazeji ze studii mutantti s narusenou funkci pro cytokininovou
znalosti o rolich cytokinini v rostlinach. Nasledujici kapitoly obsahuji shrnuti
nejzakladnéjSich cytokininovych funkei, mezi které se fadi: stimulace bunécného déleni,
regulace apikalni stonkové a kofenové dominance (regulace organogeneze), regenerace
organtli, zpomalovani senescence a vyvoj chloroplastli, indukce mobilizace zdsobnich

latek, regulace sily sinku na rostlin€.

2.4.1 Cytokininy a bunéény cyklus

Cytokininy za soucasné pfitomnosti auxinti jsou nezbytné pro bunécné déleni nejenom
Vv in vitro kulturach rostlinnych bunék, ale také pfi in vivo bunécném déleni. Pfimé méieni
CKs a imunocytochemie odhalily vysokou koncentraci CKs v mitoticky aktivnich
pletivech, zejména v kofenovych a stonkovych meristémech a velmi nizkou koncentraci
Vv tkanich, kde byl bunéény cyklus zastaven (Mok a Mok, 1994; Dewitte et al. 1999).
Bylo objeveno, Ze exogenni aplikaci cytokininti dochazi k indukci specifickych typt
regulacnich proteint-cyklind, které spoleéné s cyklin-dependentnimi kinazami (CDK)
hraji klicovou roli v regulaci déleni rostlinnych bunék in vitro i in vivo (Soni et al., 1995;
Riou-Khamlichi et al., 1999). Studie Kiebera a Schallera z roku 2014 prokazaly, Ze
cytokininy jsou indukovany CYCD3. Na zakladé konstitutivni nadexprese genu CYCD3
pusobiciho po proudu smérem od CKSs, ktera vedla k eliminaci nutnosti pfitomnosti CKs
pro proliferaci bunék v kultufe a k indukci prechodu do S-faze bunécného cyklu bylo
potvrzeno, ze CKs reguluji pfechod z G1- do S-faze buné¢ného cyklu pfinejmensim na
urovni indukce CYCD3 transkripce (Kieber a Schaller, 2014).

Neékteré studie (Francis a Sorrell, 2011; Lipavska et al., 2011) poukazuji na schopnost
CKs regulovat také i prechod mezi G2- a M-fazi bunéného cyklu, naptiklad indukci
exprese cdc2 genu (proteinové fosfatazy regulujici piechod G2/M) v kotfenech A. thaliana
(Hemerly et al., 1993).

Bunécény cyklus muize byt regulovan prostfednictvim CKs 1 alternativnimi

mechanismy vyskytujicimi se v odliSnych typech bunék. Napt. zvySenim citlivosti bunék
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k cytokininim zptuisobené mutaci genu ARR typu A (A-type response regulator) dochazi
k dé¢leni v klidovych buiikach kofene, u kterych se obecné délici funkce nevyskytuje
(Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2013).

2.4.2 Cytokininy a stonkovy apikalni meristém

Nadexprese CKs Vv transgennich rostlinach vede Kk iniciaci rtstu vrcholu stonkd a
ektopického meristému z nediferencovanych kalusovych kultur. Naopak, snizeni hladin
CKs nadexpresi CKX ¢i narusenim genti IPT nebo gent pro receptory vede K negativni
regulaci vyvoje stonkového apikalniho meristému (SAM) (Kerstetter a Hake, 1997).
K samotnému udrzovani SAM jsou nezbytné transkripéni faktory obsahujici
homeodoménu tzv. KNOTTED-LIKE (KNOX) homeobox transkripéni faktory
(Kerstetter et al., 1994; Kerstetter et al., 1997). Tyto transkrip¢ni faktory kontroluji
funkci SAM pomoci regulace hladiny cytokininti, mimo jiné napiiklad indukci exprese
genu IPT7.

Obsah cytokininl v oblasti SAM je taktéz i vysledkem lokalizované exprese LOG
genu, které koduji enzymy konvertujici inaktivni cytokininové ribotidy na aktivni volné
baze (Kurakawa et al., 2007; Chickarmane et al., 2012). Konkrétné v rostlinach
Arabidopsis je gen LOG4 lokalizovan v L1 vrstvé SAM.

Prostfednictvim cytokininové indukce genu CYCD3 mize dochazet i k ovlivnéni
SHOOT-MERISTEMLESS genu, jenz pusobi jako inhibitor bunétné diferenciace a
endoreduplikace, ovSem tato regulace neni zavisla pouze na hladinach CKs. Mnozstvi
aktivnich cytokinini v SAM moduluje taktéz i aktivitu cytokininové signalizace a

souvisejici interakce s auxiny (Scofield et al., 2013).

2.4.3 Cytokininy a korenovy apikalni meristém

Jiz Skoog a Miller roku 1957 objevili, ze CKs plisobi jako inhibitory kofenového riistu a
vyvoje (Skoog a Miller, 1957). V rostlinach A. thaliana vede redukovana funkce CKs
k redukci rustu prytu, naopak v kofenech vede tato redukce K prodlouzeni kofenové
délky, ke vzniku vétsiho poétu bocnich kofenll a zvétseného kofenového apikalniho
meristému (RAM) (Werner et al., 2003; Mason et al., 2005; Miyawaki et al., 2006;
Riefler et al., 2006). Na regulaci velikosti RAM se vzajemnym antagonistickym
zpusobem podileji jak CKs, tak auxiny. Auxiny podporuji proliferaci bun¢ék v RAM a

CKSs podporuji rychlost bunééné diferenciace. Jejich vzajemnd vyvaZenost tak urcuje
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velikost RAM, a tedy i rast kofent. Jednim z fungujicich mechanismti v RAM, jenz
spojuje auxinové a CKs funkce, je cytokininova indukce auxinového signalniho represoru
SHY?2 (At1g04240). K této indukci dochazi prostiednictvim AHK3 cytokininového
receptoru a ARR typu B (Dello loio et al.,, 2007; Moubayidin et al., 2010;
Hill et al., 2013). V ptipadé vyssi koncentrace auxinu dochazi k degradaci SHY2, ktery
zpétné reguluje auxiny a expresi n€kolika auxinovych efluxnich nosi¢d v RAM. Pro
regulaci RAM tedy plati, Ze vyssi hladina CKs a zaroven nizka hladina auxinti podporuje
bunécné déleni Vv piechodné a elongacni zoné. Naopak vysoka hladina auxini a nizka
hladina CKs podporuje bunécnou proliferaci a inhibuje buné¢nou diferenciaci.

Antagonisticka funkce CKs a auxinl byla potvrzena také v ramci formace lateralnich
kotfenovych primordii. Exogenni aplikace CKs vede ke zmenseni poctu lateralnich kofend
(Li et al., 2006), zatimco snizena cytokininova signalizace u mutanti vede ke zvySeni
poctu lateralnich kotent (Riefler et al., 2006).

Role CKs byla potvrzena i pii regulaci, respektive inhibici bunééného déleni v
klidovém centru (QC), kdy pro zachovani mitoticky neaktivnich bun¢k QC je nezbytna
nizka hladina cytokinini. V piipadé aplikace exogenniho cytokininu nebo naruseni vice
gent ARR typu A pak naopak dochazi k reaktivaci buné¢ného déleni v QC (Zhang et al.,
2011; Zhang et al., 2013).

2.4.4 Cytokininy a regenerace organu — regulace morfogeneze
Pribéh regenerace, stejné tak jako regulace morfogeneze v tkanovych kulturach, je
zavisly na poméru koncentrace auxinil a cytokinini.

V pifipadé, Ze je tento pomér vyrovnany, dochazi vétSinou ke tvorbé
nediferencovaného pletiva, tzv. kalusu. Nadbytek CKs pak indukuje regeneraci pryti a

nadbytek auxinti naopak regeneraci kotfenti (Prochazka et al., 1998).

2.4.5 Cytokininy a listova senescence

Senescence u rostlin

Starnuti (senescence) je endogenni degradaéni proces, jehoz nejznaméj$imi projevy je
degradace fotosyntetického pigmentu, recyklace nutricné vyznamnych latek v listech a
nakonec rozpad bunék tkani ¢i celé rostliny (Noodén, 1988; Buchanan-Wollaston, 1997).

Pri¢iny senescence zahrnuji fadu vnéjSich i vnitinich faktort (He et al., 2001). Mezi

vnéjsi faktory ovliviiujici senescenci patii napiiklad: vysoka teplota, nevhodné osvétleni
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¢i zatemnéni, nutriéni nedostatek, sucho nebo patogenni infekce (He a Gan, 2003). Mezi
vnitini faktory se mohou tadit: stafi rostliny, vyvojové procesy, hladiny jednotlivych
rostlinnych hormond (Gan, 2003 v Davies, 2004), zejména hladiny cytokinind,
giberelina, kyseliny salicylové, kyseliny jasmonové a etylenu. Konkrétni schopnost
zpomalovat listovou senescenci byla objevena u CKs, auxini a giberelinii. Naopak
Vv piipad¢ kyseliny salicylové, jasmonoveé, abscisové a etylenu byla objevena schopnost
listovou senescenci urychlovat (Buchanan-Wollaston et al., 2003; Buchanan-Wollaston
et al., 2005; Balazadeh et al., 2014).

V ramci procesu senescence se vSak nepiedpoklada pouze hormonalni puisobeni, ale
jde o mnohem komplexngjsi mechanismus, jenz zatim nebyl plné prostudovan
(Edlund et al., 2017).

Dusledkem senescence je intenzivni katabolismus latek v rostling, kterd musi
hospodarné vyuzivat zdroje zivin a mineralnich latek pro svij dals$i vyvoj. Mezi zdroje
téchto slozek patii zejména degradované plastidy — amyloplasty a chloroplasty.
Degradaci chloroplasti ziskava rostlina az 50 % proteintt a 70 % lipid pro svij dalsi
vyvoj. Dochazi také k makroskopicky pozorovatelnym barevnym zménam, dezintegraci
vnitini struktury chloroplast a redukci jejich poétu i obsahu (Hensel et al., 1993), coz
souvisi s poklesem fotosyntetické aktivity v listech podléhajici senescenci.

Vliv CKs na listovou senescenci byl poprveé objeven po exogenni aplikaci kinetinu na
oddé¢lené listy Xanthium roku 1957 (Richmond a Lang, 1957). Tato studie byla dale
potvrzena i geneticky a to praci Gana a Amasina z roku 1995, kdy nadexprese enzymu
biosyntézy CKs IPT vedla k oddaleni senescence a vzniku tzv. ,,nesmrtelné rostliny*
(Gan a Amasino, 1995). Naopak snizeni hladin CKs v disledku napt. sniZzenim transportu
CKs z kofent, piedstavuje signal ke zrychleni senescence (Singh et al., 1992; Hirose et
al., 2008; Kudo et al., 2010).

Vliv CKs na senescenci rostlin zajistuje také jejich role v biosyntéze chlorofylu,
stimulaci tetrapyrolové biosyntézy a oddaleni chlorofylové degradace (Kao,
1980; Jordi et al., 2000). Bylo prokazano, ze nékteré z téchto procest se daji po vyuziti
urcitého typu osvétleni a koncentrace cytokininl vratit zpét. Regenerace oSetfenych
rostlin Nicotiana rustica vedla ke znovuobnoveni zelené barvy, tedy syntéze chlorofylu,
a to az na ptivodni hodnoty. To vSak neplatilo pro pocet plastidd, ktery zistal redukovany

i po vystaveni CKs a osvétleni (Zavaleta-Mancera et al., 1999).
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Zvvseni sily sinku

CKs zvysuji tzv. kapacitu sinku a metabolickou aktivitu pletiv stimulovanim asimilatové
akumulace v chloroplastech star$ich listi (Criado et al., 2009). Disledkem zvysené sily

sinku je vétsi organova biomasa s vys$S$im obsahem CKs (Prochazka et al., 1998).

2.5 Popis vlivu ro¢nich obdobi na obsah cytokinini u rostlin

Mezi hlavni vnéjsi faktory ménici se vlivem stfidani rocniho obdobi patii teplota, vlhkost
a intenzita svétla. Relativni diilezitost v ptipad€ vztahu mezi roénim obdobim a obsahem
CKs je pokladana dale i nékolika dal§im faktorim, jako naptiklad transpiraci a mobilizaci
zasobnich cytokininli brzy na jafe. Vliv téchto faktorti na CKs biosyntézu a akumulaci
byl prokazan napt. ve studiich Trompa a Ovaa z roku 1990 (Tromp a Ovaa, 1990), ovsem
celkovy ro¢ni nahled na obsah cytokininovych derivati v ptipadé rostlin A. thaliana
péstovanych za vybranych konstantnich podminek prozatim nebyl uskute¢nén.

Vliv teploty na obsah CKs ve vyhoncich a kofenech byl studovan napiiklad u pSenice,
kdy po snizeni teploty byl pomoci imunoenzymatickych biotestd zjistén mensi obsah
zeatinl a ribosidd ve vyhoncich, pficemz toto sniZzeni obsahu danych metabolitd bylo
v korelaci s redukei v transpiraci v danych vyhoncich (Mitrichenko et al., 1997).

Ptimy vliv vlhkosti na obsah CKs nebyl prozatim plné prostudovan, ovsem byl
prokazan vliv vlhkosti jako takové naptiklad na procesy transpirace a regulace stomat,
které ovliviiuji fotosyntézu, jenZ spole¢né s obsahem chlorofylu zavisi na obsahu CKs.
Skrz transpiraci ovlivnénou vlhkosti je taktéZz regulovana nutri¢ni translokace (Tibbitts,
1979).

Vliv intenzity svétla na obsah CKs byl prokazan napiiklad ve studiich rostliny
baldachynu, kde zastinéni listti vedlo ke snizeni rychlosti akumulace cytokinint a tim ke
snizeni fotosyntetické kapacity a nakonec i ke starnuti rostliny (Boonman a Pons, 2007).

Prikladem celkové ro¢ni studie muze byt prace Trompa a Ovaa, z roku 1990, ktefi
studovali sezonni zmény ve sloZeni cytokinini v xylému jabloni. Celkova CKs
koncentrace byla nizka od poloviny 1éta az do konce zimy. Poc¢inaje tinorem byl poté
zjistén veétsi pocet koncentracnich vrcholii. Poté doslo k rychlému poklesu az do dosazeni
puvodni nizké tirovné v Cervenci (Tromp a Ovaa, 1990).

Dalsi experimentalni studie byla provedena na listech rostliny Citrus sinensis (L.)
Osbeck, kultivar ‘Valencia’, kdy byla sledovana aktivita CKs V jednotlivych ro¢nich
obdobich. V ramci jarniho obdobi bylo v dospélych listech citrusu objeveno vétsi
mnozstvi polarnich a mensi mnozstvi nepolarnich CKs. Naopak, na zacatku 1éta byly
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polarni CKs témér nedetekovatelné, avsak byl detekovéan narast nepolarnich CKs. Nizké
hodnoty CKs byly detekované v obdobi od poloviny 1éta do konce podzimu (Hendry et
al., 1982).

2.6 Metody pro stanoveni cytokinini, fotosyntézy a chlorofylu

2.6.1 Analytické postupy pro stanoveni cytokinini

Analyza fytohormonil je nedilnou soucasti experimentii v oblasti vyvojové biologie,
biochemie a fyziologie rostlin, kde jejich kvalitativni i kvantitativni stanoveni napomaha
objasnit vyznam téchto nizkomolekularnich latek pfi regulaci vyvojovych procest a tim
dopliuje informace o expresi gend ¢i proteinovém profilu.

Rostlinné extrakty ptedstavuji velmi komplexni, mnohaslozkové smési, ve kterych se
fytohormony vyskytuji ve velice nizkych koncentracich. Konkrétné cytokininy se
vyskytuji v koncentraci mensi nez 50 pmol v gramu cerstvé hmoty (FW). Mimo
fytohormony se v téchto extraktech vyskytuje i velké mnozstvi jinych organickych
molekul s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které mohou naruSovat analyzu
(Ljung et al., 2010 v Davies, 2004).

V minulosti se analyza cytokininil provadéla prostfednictvim tzv. biotesti, na zdklade
vyuziti rastovych a metabolickych reakci citlivych na specificky hormon, napft. test
senescence zalozeny na sledovani schopnosti CKs inhibovat degradaci chlorofylu (Holub
etal., 1998). Tento postup se vyznacoval vysokou citlivosti, ale nizkou specificitou. Proto
se dnes pro analyzu fytohormoni vyuziva pievazné fyzikalné-chemickych metod plynové
¢i kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (GC-MS, LC-MS),
dale vysokoucinna kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(HPLC-MS/MS) a taktéz enzymatické (ELISA) ¢i radioimunoanalytické (RIA) metody
(Prochazka et al., 1997). Moderni analytické postupy pro stanoveni jednotlivych
cytokininovych metabolitd ze vzorku se tak skladaji z vhodného purifikaéniho protokolu
a nasledného instrumentalniho méfeni citlivymi analytickymi technikami (Novak et. al.,
2008).

V soucasné dobé¢ se pro identifikaci a stanoveni endogennich hladin cytokinint klade
diraz zejména na vyvoj a aplikaci novych izola¢nich metod, vyuzivajicich minimalni
mnozstvi rostlinného materialu (1 — 5 mg FW), které tak vedou ke snizeni matri¢niho

efektu a zvyseni citlivosti MS detekce (Svacinova et al., 2012).
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2.6.1.1 Extrakce a purifikace vzorku

Ptiprava vzorku je zésadni pro jednoznacnou identifikaci a bezchybnou kvantifikaci
analytu, nebot ovlivituje vSechny nasledné analytické kroky (Du et al., 2012 v Dolezal,
2013). Pievedeni latek do extrakéniho ¢inidla tak, aby pfitom nedoslo k jejich degradaci
a zaroven aby byl ziskan dostateCny extrakéni vytézek pro vygenerovani nasledného
spektra metabolitt, je hlavni Glohou extrak¢nich procest (Tarkowski et al., 2004).

CKSs jsou organické latky rozpustné v polarnich rozpoustédlech. Pro analyzu je nutno
tyto nizkomolekularni latky nejdiive zakoncentrovat a odstranit interferujici slozky
(barviva, fenolické latky apod.) z extraktu. Zasadni je vybér reprezentativniho vzorku a
¢as jeho odbéru, jelikoz koncentrace cytokinind se v rostlinach pohybuji na nizkych
hladinach (fmol — pmol na 1g FW) a béhem dne prubézné kolisaji (Prochazka et al.,
1997). Samotné extrakci vzorku predchazi homogenizace pletiv, ktera se provadi
rozetifenim rostlinného materialu v tfeci misce za pfitomnosti kapalného dusiku (-196 °C)
zabranujiciho enzymatické ¢i chemické degradaci analytu (Prochazka et al., 1997).

Extrakce vzorkd se mize provadét ihned po odbéru nebo se rostlinny material
uchovava v mrazicich boxech pfi teploté -70 °C. Jak uz bylo zminéno vyse, CKs jsou
organické latky rozpustné v polarnich rozpoustédlech, a proto se pro jejich extrakci
pouziva 70 - 80% metanol, etanol nebo aceton ¢i viceslozkova extrakéni smés, tzv.
Bieleskiho pufr - metanol:chloroform:voda:kyselina mravenéi (12:5:2:1) (Bieleski,
1964). Nevyhodou této extrakéni smési je pritomnost chloroformu, ktery bohuzel zvysuje
I extrakci nezadoucich lipofilnich molekul komplikujicich ¢isténi analytu. Z tohoto
divodu se V poslednich letech pfeslo na pouzivani tzv. modifikovaného Bielskiho
extrakéniho pufru obsahujiciho pouze: metanol:vodu:kyselinu mravenéi (15:4:1)
(Hoyerova et al., 2006). Spolu s extrakénim ¢inidlem se ke vzorku pfidavaji také interni
standardy (IS). Tyto izotopicky znaCené cytokininové standardy slouzi nejenom ke
kone¢nému kvantitativnimu stanoveni koncentrac¢nich hladin, ale zaroveil umozuji
kontrolu celého purifikacniho procesu, vcetné sledovani mozného cytokininového
rozkladu, popfipadé kompenzace ztrat analytu (Ljung et al., 2004).

Na zéklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti cytokininovych metaboliti se pro
maximalni i¢innost voli spravna varianta ¢iSténi vzorku pomoci extrakce na pevné fazi
(SPE). Cytokininy jsou bazické molekuly, které ziskavaji kladny naboj pti pH<3 na
exocyklickém atomu dusiku v pozici N6- a zaporny napoj v ptipadé¢ pH>11 na dusikovém

atomu v pozici N9- (Dobrev a Kaminek, 2002). Tedy, Vv ptipadé pouziti Bieleskiho pufru
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(pH=2,5), maji CKs v tomto prostiedi kladny naboj a pro jejich purifikaci se pouziva
kationtové-vymeénna stacionarni faze SPE. Pro ziskéani analytu vysoké Cistoty se mohou
pouzivat i vhodné kombinace riznych stacionarnich fazi, napt. kombinace nepolarniho
sorbentu C18 (oktadecylsilika) s kationtové-vyménnym nosi¢em (SCX) (Prinsen et al.,
1995; Astot et al., 1998). S vyvojem dalsich sorbentli SPE s tzv. sm&nymi fizemi
obsahujici ve vode smacitelny polymer s reverzni fazi a prislusny iontomeénic, v piipade
CKs silny kationtové-vyménny sorbent (MCX) (Dobrev a Kaminek, 2002), doslo k jejich
popularité a hojné aplikaci, ¢imz doslo ke snizeni poctu potifebnych purifikacnich krok.
Purifikace mize byt jesté doplnéna o imunoafinitni chromatografii (IAC) S navazanymi
polyklonalnimi nebo monoklonalnimi protilatkami (Hage, 1999). Timto dal$im krokem
ekologicky i ekonomicky narocnou metodu (Faiss et al., 1997; Novak et al., 2003;
Hauserova et al., 2005). S moznosti vyuziti stale citlivéjSich analytickych technik
(HPLC-MS/MS; UHPLC-MS/MS) doslo k miniaturizaci SPE purifikaéniho kroku na
jednokrokovou metodu ozna¢ovanou jako StageTip (STop And Go Extraction Tip). Tato
metoda je zalozena na manudlni ptipravé StageTipl, kde se mohou kombinovat rizné
typy stacionarnich fazi, jejich potadi a pocet ptislusnych vrstev sorbentii. Vyhodou
metody je nejenom ekonomické a ekologické hledisko, ale zaroven 1 snizeni mnoZstvi
pottebného rostlinného materidlu (1 — 5 mg FW) vedouciho ke snizeni matri¢niho efektu

a zvySeni tak MS citlivosti (Svac¢inova et al., 2012).

2.6.1.2 Stanoveni cytokininii

V dnesni dobé nepostradatelnou soucasti stanoveni a kvantifikace cytokininti a dalsich
rostlinnych hormont se staly plynovd a kapalinova chromatografie kombinovana
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS; LC-MS) a kapilarni elektroforéza (CE) (Ge et al.,
2006). Tyto vysoce citlivé analytické techniky a jejich dalsi vyvoj umoznuji stanoveni
nizkych koncentra¢nich hladin fytohormontl i ve stdle menSim mnoZstvi rostlinného

materidlu bez ztraty téchto informaci.

Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, ve které je separovany analyt distribuovan mezi
dv¢ faze: mobilni a stacionarni. V piipad¢ plynové chromatografie je mobilni fazi nosny
plyn a stacionarni fazi kapalina nebo polymer. V piipadé kapalinové chromatografie se

jako mobilni faze pouziva kapalina, jez unasi vzorek pies stacionarni fazi nesouci vhodny
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sorbent pro separaci. Interakce mezi analytem a dvéma fazemi zptisobuje vznik odlisného
reten¢niho Casu jednotlivych slozek vzorkd, ktery je tak charakteristicky pro kazdou smés

za definovanych podminek (Ardrey, 2003).

Plynova chromatografie pro analyzu cytokininta

Pro analyzu CKs se plynova chromatografie (GC) vyuziva zhruba od 70. let 20. stoleti
(Tarkowski et al., 2009) a struktury téméft vSech pfirozené se vyskytujicich CKs jsou diky
GC-MS znamé jiz od 90. let 20. stoleti. Jelikoz CKs nepatii mezi tékavé latky, pro analyzu
plynovou chromatografii musi byt proto nejdiive derivatizovany, ¢imz dojde K jejich
prevedeni na slouceniny tékavé, které mohou byt separovany na zékladé jejich
chromatografickych vlastnosti (i jejich optické isomery) (Knapp, 1979). Jako vhodna
metoda pro derivatizaci CKs se osvédéila trimetylsilylace (TMS). Dal$i moznosti
derivatizace je tert-butyldimetylsilylace (TBDMS), permetylace, trifluoracetylace (TFA)
a acetylace cytokinint (Astot et al., 1998), ktera umoziuje vétsi stabilitu, ale zaroven
mensi tékavost. Z duvodu nutnosti derivatizace vzorki pifi vyuziti plynové
chromatografie doslo k nahrazeni této separac¢ni techniky kapalinovou chromatografii i

navzdory jeji robustnosti, citlivosti a reprodukovatelnosti.

Kapalinova chromatografie pro analyzu cytokininu

Nejrozsitengjsi a nejpreferovanéjsi separacni technikou pro analyzu CKs se stala
kapalinovd chromatografie (LC), konkrétné¢ vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
kombinovana s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) (Ljung et al., 2004). Na zakladé
rozmanité polarity vSech CKS metabolitli se pro separaci kapalinovou chromatografii
osvédcila gradientova eluce s pouzitim chromatografické kolony s reverzni stacionarni
fazi (C18) (Svacinova et al., 2012). K separaci dochazi na zakladé hydrofobnich interakci
mezi stacionarni fazi a analytem, kde dochazi poté k postupnému vymyvani jednotlivych
CKs metabolitll z kolony zménou poméru slozeni organické a vodné slozky mobilni faze
(Novak et al., 2003). Pro dosazeni vétsi miry rozliSeni a rychlejsi separace byl vyvinut
dalsi typ kapalinové chromatografie — ultra-vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
(UHPLC) vyuzivajici chromatografické kolony s ¢asticemi menSimi nez 2 um.
Piedpokladem pro vyssi rychlost separace této techniky je i odpovidajici skenovaci
rychlost a citlivost detektoru (Svac¢inova et al., 2012), a proto doslo ke spojeni UHPLC s

tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS), ktera umoznuje vysoké rozliseni, nizsi
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mez detekce, mensi objemy davkovanych vzorki a v neposledni fad¢ i snizenou spotiebu
mobilni faze béhem analyzy (Novak et al., 2008).

Pro MS analyzu CKs se vyuzivaji riizné ionizacni techniky. Prvni ioniza¢ni technika
pouzita pro LC-MS analyzu CKs byla chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
(Yang et al., 1993). Roku 1998 byla dale aplikovana ionizace bombardovanim
urychlenymi atomy (FAB) (Astot et al., 1998), kdy jest& téhoZ roku byla oviem zavedena
ionizace elektrosprejem (ESI), ktera se stala nejuniverzalnéjsi a nejpouzivanéjsi ioniza¢ni
technikou nejenom pro analyzu CKs, ale vSech netékavych fytohormont (Prinsen et al.,
1998).

Na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z) dochazi pomoci analyzatori hmotnostni
spektrometrie ke stanoveni CKs v rostlinném materialu. Mezi nejpouzivanéj$imi typy
hmotnostnich analyzatort pro identifikaci a kvantifikaci CKs se pouzivaji kvadrupdl (Q),
analyzator doby letu (TOF), iontova past (IT), orbitrap (OT) (Astot et al., 1998; Novak et
al., 2003; Chen et al., 2010; Fletcher et al., 2007). Krom¢ pouziti ,,pouze* jednoho MS
analyzatoru se mohou vyuzivat i tzv. hybridni analyzatory, které vznikaji kombinaci
jednotlivych typti MS analyzatord, jako je napt. Q-TOF (Dolezal et al., 2007).

V dnesni dobé nejpouzivanéj§im analytickym systémem pro analyzu CKSs je spojeni
ultra-vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(UHPLC-MS/MS) vyuzivajici trojity kvadrupdl (QqQ) jako analyzator, pracujiciho
v modu selektivniho zaznamu vice iontovych reakci (,,multiple reaction monitoring*;
MRM) (Novak et al., 2008; Prinsen et al., 1998). Na zaklad¢ tohoto usporadani jsme
schopni detekovat a stanovovat CKs a vSechny jejich metabolity na velmi nizkych
koncentraénich hladinach, pohybujicich se na femtomolarnich hladinach v jednom

nastiiku vzorku (Antoniadi et al., 2015; Plac¢kova et al, 2017).
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Kapilarni elektroforéza (CE) pro analvzu cytokininu

Tato technika se vyznacuje svoji rychlosti a vysokou rozliSovaci schopnosti. Na druhou
stranu vlivem miniaturizace potfebného mnozstvi vzorku se snizuje maximalni objem
nastiiku (coz je dilezity parametr zejména pii analyze biologickych vzorkl) a i
dynamicky rozsah a robustnost celé metody (Ge et al., 2006; Tarkowski et al., 2009 a
dalsi). Disledkem niz$iho maximalniho objemu nastiiku a kratsi optické drahy je limit
detekce (LOD) vétSinou vyssi nez u technik HPLC a GC. Proto vétSina CE analyz
potiebuje zvysit citlivost pomoci konkrétnéjsich detek¢nich systémi a zatadit mezi kroky
analyzy také zakoncentrovani vzorku (Tarkowski et al., 2009). Separaci prostiednictvim
CE lze provadét v nékolika moznych rezimech: kapilarni zonova elektroforéza (CZE) a
micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC). Metoda CZE analyzuje nabity CKs
na zakladé rozdilt mezi vlastni elektroforetickou mobilitou analyti a separuje zpravidla
pouze iontové latky. Metoda MEKC, pro kterou je charakteristické pfidani surfaktantt do
roztoku pufri za ucelem vytvoreni miceld, mize byt vyuzita pro separaci jak iontovych,
tak i neutralnich latek. Tato metoda déli latky na zakladé odlisné separace analytd mezi
micely a vodu (Hancu et al., 2013). Pro detekci CKs CE jsou obecné vyuzivané UV a MS
detektory. Nedavno byla také vyvinuta nova metoda zaloZena na kombinaci technik
MEKC-ESI-MS, ktera umoznuji determinaci az 13 podobnych cytokinini (Ge et al.,
2008).

2.6.2 Metody stanoveni fotosyntetické aktivity
Fotosyntéza zahrnuje fadu propojenych reakci, pfi nichZ dochazi k pfevodu svételné

energie na energii chemickou, ktera se poté vyuziva k redukei oxidu uhli¢itého a vzniku

cukru, dle rovnice (Walker et al., 2018):
6C0, + 6H,0 — 60, + CsH;,0¢

Pfi nastaveni jednotlivych méficich instrumentil je zakladni charakteristikou to, jaka
¢ast rovnice je méfena. Fotosynteticka reakce se vSak vyskytuje v kapalné fazi a glukdza
jakozto produkt fotosyntézy je rychle pfevedena na jiné formy. Technologie pro méfeni
fotosyntézy se tak opiraji zejména o zkoumani vymény plyni. Mezi hlavni metody
méfeni fotosyntézy patii: méfeni asimilace CO2 nebo produkce Oz in vivo (Walker et
al., 2018). Mimo tyto metody se vyuziva také sledovani biofyzikalnich procesti, napf.

chlorofylové fluorescence a listové spektroskopie (Genty et al., 1989; Harbinson et al.,

30



1989; Walker et al., 2018), které umoznuji monitorovani specifickych komponent
svételné reakce fotosyntézy nedestruktivné a za nativnich podminek. Vzhledem k vyuziti
méfeni pomoci chlorofylové fluorescence v experimentalni ¢asti diplomové ¢asti prace,

je tato kapitola zaméiena zejména na popis této metodiky méfeni.

M¢éreni asimilace CO2

Duvod, pro¢ doslo ke konstrukei prvniho systému na méfeni vymény CO2 bylo zjisténi,
7e vétsi fixace CO2 rostlinami by alternativné mohla poskytnout vEtsi rostlinnou produkcei
(Gaastra, 1959 v Walker et al., 2018). Zpocatku bylo mozné tato méfeni uskutecnit
vyvojem raznych fyzikalnich a chemickych metod, od konduktometrickych po opto-
akustické (Sestak et al, 1971 v Long et al., 1996). V soudasnosti se do popiedi dostava
metoda infracerveného plynového analyzatoru (IRGA), jenz méii koncetraci CO:
prostiednictvim méfeni absorbance charakteristickych vinovych délek v infracervené
oblasti elektromagnetického zafeni (Long et al., 1996).

Principem métfeni pomoci IRGA je absorpce zafeni o specifickych sub-milimetrovych
infracervenych vlnovych délkach heteroatomovou plynovou molekulou. Vychazi se
z poznatku, Ze plynové molekuly skladajici se ze dvou identickych atomu (O2, N2) nejsou
schopny absorbovat toto infracervené zafeni, a proto ani neinterferuji s heteroatomovymi
molekulami, jako napt. s CO2, H20, NH3, CO, N2O, NO, (Hill a Powell, 1968 v Long et
al., 1996). Heteroatomova molekula plynu absorbuje infracervené zafeni o specifické
vlnové délce, ¢imz ziska specifické absorpéni spektrum, které se fidi Beer-Lambertovym

zakonem (Pandey et al., 2017), proto:

a, = l— 8(_klM)

kde:

k = extinkéni koeficient pti vinové délce A [dm3.molt.cm™]
[ = délka optické drahy [cm]

M = molarni koncentrace CO2 ve vzduchu [mol.dm]
(Pandey et al., 2017).

Me¢éteni mize byt provedeno v uzavienych nebo otevienych systémech (Walker et al.,
2018). V uzavienych systémech je proud vzduchu udrZzovan ve smycce a vzduch je tak
recirkulovan listovou kyvetou a méfen jako funkce ¢asu. Dusledkem tohoto systému je,

ze jednotlivé podminky v komorach se kontinualné méni a vysledem méfeni nikdy nejsou
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hodnoty za skute¢né stabilniho stavu (Pandey et al., 2017; Walker et al., 2018).

V uzavienych systémech fotosyntéza miize byt vypocitana dle rovnice:

(CO, poctatecni — CO, konecné)

fotosyntéza = * objem

(listova plocha * Cas)
V otevienych systémech prochazi vzduch pouze jednou. Tok CO; se v téchto systémech
meéii z odlisnosti v koncentraci plynu v proudu vzduchu pied a po vystaveni rostlinného
materialu znamému prutoku (Walker et al., 2018). V otevienych systémech miize byt
fotosyntéza vypocitana dle rovnice (Pandey et al., 2017):

(CO, referentni — CO, vzorek)

t téza = tok
fotosynteza (listova plocha) "o

Meéreni produkce O>

Aktivita svételné reakce muze byt zmétena z produkce O2 po $tépeni H20 ve fotosystému
Il (Walker et al., 2018). Pro méfeni byly diive vyuzivany manometrické techniky, ovsem
dnes se vyuziva tzv. Clarkova kyslikova elektroda. Tato elektroda méfi koncentraci O
skrz redukci kysliku, ke které dochéazi prostfednictvim difuze kysliku ze vzorku pres

membranu ke katodé¢, kde je redukovan (Clark a Lyons, 1962).

Meéreni chlorofylové fluorescence

Fluorescence chlorofylu poskytuje vykonny systém pro snimani obrazu fotochemie na
urovni fotosystému II (PSII), coz je enzymovy komplex zodpovédny za rozdéleni vody a
elektronti v pribéhu fotosyntézy (Baker, 2008). Vztah mezi chlorofylovou fluorescenci a
fotochemii spociva v rizném rozdéleni svételné energie, ktera je absorbovana
chlorofylovou molekulou (Butler, 1978).

V piipad¢, ze po absorpci svételné energie dojde k excitaci molekuly, energie této
excitované molekuly, jejiz snahou je dostat se zpét do svého zékladniho stavu, je
deaktivovana procesy, jeZ jsou znazornény Jablonského diagramem (Obr. 11). Tyto
procesy muzeme rozdélit na zafivé a nezarivé prechody (Jablonski, 1933).

Nezarivé prechody:

e VR - vibracéni relaxace
e |C - vnitini konverze

e ISC — mezisystémova konverze
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Obr. 11 Jablonski diagram znazornujici jednotlivé energetické hladiny a deexcitaéni cesty
excitované molekuly (Lazar, 2015).

V ramci energetického déleni PSII reprezentuji vSechny tyto procesy ve stavu
adaptovaném na tmu (vSechny reakéni centra jsou oteviena) procesy bazalni
neregulovatelné tepelné disipace, ktera je charakterizovana rychlostni konstantou ko
(Obr. 12). V piipadé¢ na svétlo adaptovaném stavu se objevuje zvySeni hodnot
rychlostnich konstant nezativych ptechodi, které je zptisobené svételnou indukci. Toto
zvySeni hodnot zpusobuje svétlem indukovanou regulovanou tepelnou disipaci
charakterizovanou rychlostni konstantou knpq (Obr. 12). Také plati, ze v pfipadé
ptitomnosti regula¢niho nefotochemického zhdseni jsou zdroven zvySovany hodnoty

nezafivych pfechodd pro na tmu adaptovaného stavu (Lazar, 2015).

Zarivé prechody

e F - Fluorescence - piechod do nizsiho elektronového stavu se stejnou multiplicitou,
ptechod z hladiny S1 na hladinu SO (spinové povoleny piechod charakterizovany
krat$i dobou dosvitu).

e P - Fosforescence - pfechod mezi stavy s riznou multiplicitou, pfechod z hladiny T1
na hladinu SO (spinové zakazany piechod charakterizovany del$i dobou dosvitu;
Jablonski, 1933).

S ohledem na PSII dochazi po absorpci svétla i k dalsim deaktivacnim procestim, jez
nejsou znazornény v Jablonského diagramu. Spolecné s jiz zminénymi procesy tepelné
disipace a fluorescence je mizeme obecné rozdélit na fotochemické a nefotochemické

zhaseni (Lazar, 2015):
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Fotochemické zhaseni

Jedna se o proces, kdy je excita¢ni energie molekuly vyuzita PSII pro transfer elektront

z vody na mobilni elektronovy nosi¢ — plastochinon.

Nefotochemické zhaseni

Proces, kdy je excitacni energie disipovana jako:

e Tepelna disipace — bazalni konstitutivni neregulovatelna tepelna disipace a svétlem
indukovana regulovatelna tepelna disipace

e Chlorofylova fluorescence — proces, kdy je energie reemitovana jako foton

S posunutou vinovou délkou.

Chlorofylova fluorescence, ktera je pro nas snadno méfitelna, tak dopliuje
energetickou rovnovahu téchto tii procest — fotochemického zhaSeni, bazalni
konstitutivni neregulovatelné tepelné disipace a svétlem indukované regulovatelné
tepelné disipace — a jeji monitorovani muze byt pouZito Ke sledovani jednotlivych poméra
fotochemického a nefotochemického zhaseni, coz je nezbytné pro uréeni dané fotochemie
PSII (Lazar, 2015).

photochemistry (ks)

incoming light

fluorescence
emission (k)

photosystem Il
basal constitutive
non-regulatory
heat dissipation (kg)

light-induced
regulatory
heat dissipation (kysa)

Obr. 12 Schematické znazornéni zakladniho rozdéleni absorbované energie PSII
(Lazar, 2015).

Pulzni amplitudova modulace (PAM) fluorescenc¢niho signalu

Jednou z nejvyuzivanéjsich metod pro stanoveni chlorofylové fluorescence je tzv. pulzni
amplitudova modulaéni technika. Pokud listy vystavime tmé& po dostatecné dlouhou dobu,
primarni chinonovy akceptor PSIl (Qa) se stava maximalné oxidovanym a vSechna
reak¢ni centra se stavaji otevienymi, tzn. ze jsou piipravena pfijmout excitacni energii a
uskutecnit fotochemickou redukci Qa. Listy se tak stdvaji na tmu adaptované. V tuto

chvili se dané listy zaroven vystavuji Slabému modulujicimu méficimu paprsku o
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intenzit& cca 0.1 umol.m 2.s! jehoz diisledkem je vznik minimalni hladiny fluorescence,
ktera se oznacuje jako Fo (Obr. 13) (Baker, 2008). V dalsim kroku dochazi k vystaveni
listti kratkému saturaénimu pulzu o vysoké intenzité 2000 pmol.m2.s7%, diky kterému
dochazi k maximalni redukci Qa a uzavieni reakénich center. Dochazi tak zaroven i k
maximalni fluorescenci, ktera je oznacovana jako Fm. Pomoci rozdilu hodnot Fn a Fo Ize
vypocitat tzv. variabilni fluorescenci (Fv.). Pokud se hodnota variabilni fluorescence
vydéli hodnotou maximalni fluorescence, ziska se tzv. zakladni fluorescencni pomér PSI|
Fv/Fm, odpovidajici maximalnimu kvantovému vytézku fotochemie PSII, jenz slouzi
zejména jako indikator snizené funkce nebo poskozeni reakcnich center a udava pocet
reakénich center, které se v pribchu pulzu zaviely. Ve zdravych, neponi¢enych rostlinach
tento parametr dosahuje obvykle hodnoty 0,83. V piipadé vystaveni rostlin biotickému
nebo abiotickému stresu dochazi ke snizeni této hodnoty. Déle se vyuziva aktinické
svétlo, jenz disponuje podobnymi podminkami jako slunecni zafeni a vede k rozvijeni
fotosyntetické aktivity. Fluorescence pii daném pulzu koresponduje s poétem reakénich
center, které¢ jsou schopny transferovat excitaci na fotochemii (Lazér, 2015).

Experimentalni c¢ast diplomové prace se zabyvala hodnocenim 4 zékladnich
parametri:

e Fv/Fm — maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosytému II

o @p - aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII v pribéhu adaptace na svétlo
(Lazar, 2015):

o @, pg - kvantovy vytéZek nefotochemickeho zhaSeni chlorofylu v pribéhu adaptace

na svétlo (Lazar, 2015):
F, F,

®ypy = —
NP = F  F,

m

e O f.p - kvantovy vyteéZek bazalniho nefotochemickeho zhaseni chlorofylu v prabehu

adaptace na svétlo (Lazar, 2015):

D, = F,
f.D F,,
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Obr. 13 Vystupni schéma pulzni amplitudové modulaéni techniky pro méteni jednotlivych
parametri fotosyntézy dle Bakera (Baker, 2008).

2.6.3 Metody pro stanoveni chlorofylu
Obsah i sloZeni rostlinnych pigmentd jsou dulezitym ukazatelem stavu fotosyntetického

aparatu. U vysSich rostlin a zelenych tas se vyskytuji nejvice chlorofyl a, chlorofyl b
(Chl a a Chl b) a karotenoidy (Car) (Obr. 14).

= chlorofyl a
chlorofyl b
beta-karoten

absorbance

—-—-J
T

—_—
g r T T

400 500 600 700
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Obr. 14 Absorpéni spektrum nejdilezitéj$ich listovych barviv (Drda, 2018).

Nejjednodussi metodou pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni chlorofylu patii
vzhledem kabsorpénim  vlastnostem téchto pigmentd zejména UV-VIS

spektrofotometrie. Pigmenty se nejdiive extrahuji z fotosyntetickych tkani organickymi
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rozpousStédly (aceton, metanol, etanol, éter) a poté dochazi k spektrofotometrickému
meéteni, kdy se na zakladé ziskané absorbance urcuje dle specifickych rovnic obsah
jednotlivych pigmentii. Tento obsah se nasledné vztahuje na susSinu, ¢erstvou hmotu nebo
plochu listu.

Spektrofotometrie vychazi z tzv. Lambert-Beerova zakona. Koncentrace analytu v

roztoku muze tak byt stanovena méfenim absorbance pii urcité vinové délce dle rovnice:

A=¢.c.l
kde:
£ = molarni absorpéni koeficient [dm3.mol™*.cm™]
¢ = koncentrace [mol.I]

[ = délka optické drahy [cm]

Piistroje, ve kterych dochazi k méfeni absorbance, se nazyvaji spektrofotometry. V
ptipadé stanoveni chlorofylu se pouziva UV-VIS spektrofotometr, ktery je schopen méfit
absorbanci ve dvou oblastech elektromagnetického zatreni: v UV oblasti (190 - 400 nm)
anebo ve VIS oblasti (400 - 800 nm). Spektrofotometr se sklada ze zdroje svétla, vstupni
a vystupni $térbiny, monochromatoru, kyvety se vzorkem a fotoelektrického detektoru
(Novotna et al., 2011) (Obr. 15).

UV-VIS spektrometry obsahuji dva typy svételnych zdrojii — wolframovou zarovku
pro méfeni ve viditelné oblasti elektromagnetického zafeni a vodikovou nebo deuteriovou
lampu pro UV oblast. V zavislosti na konfiguraci (uspofadani) spektrofotometru se
rozliSuji ~ jednopaprskové a  dvoupaprskové  spektrofotometry.  V ptipadé
jednopaprskovych spektrofotometri dochazi nejdiive k proméfeni tzv. reference nebo-li
blanku, a az poté vzorku. U dvoupaprskovych spektrofotometrit dochazi zaroven

k proméfovani jak reference, tak i vzorku zaroven (Novotna et al., 2011).

detektor

wystupni Stérbina

lyveta se vzorkem
vstupn( stérbina

disperzni prvek

®

zdroj zérenf

Obr. 15 Zakladni schéma spektrofotometru (Novotna et al., 2011).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material

Arabidopsis thaliana (ecotype Columbia) — 10-denni semenacky, rostouci in vitro v

Petriho miskach obsahujici Murashige & Skoog médium. Ristové podminky fytotronu:

16 h svétlo (100 pmol.m2.s) /8 h tma
50% vlhkost
21 °C

3.2Chemikalie a roztoky

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 mravenéi (98% - 100%) pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt,
Némecko)

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

Metanol (> 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, Laboratof rlstovych regulatort
Univerzity Palackého (Olomouc, Ceska republika):

baze (B): [®Cs]cZ, [BCs)tZ, [Hs]tZR, [*Hs]tZ9G, [*Hs]DHZ, [°H3]DHZR,
[?H3]DHZ9G, [*He]iP, [?He]iPR, [?Hs]iP9G, [*H7]BAP, [?H7]|BAPR,
[?H7]BAPIG, [*Na]mT, [*°®Na4]oT, [**Na]pT, [**Na]JmTR, [°*N4]oTR, [*°*N4]pTR,
[*°*N4mT9G, [*°N4]oTIG, [P°N4]pT9G, [*°N4]K

O-glukosidy (OG): [Hs]tZOG, [*Hs]tZROG, [?H7]DHZOG

nukleotidy (NT): [?Hs]tZRMP, [?H3s]DHZRMP, [?Hg]iPRMP, [?H7]BAPRMP

38



Sterilizace semen: steriliza¢ni roztok (70% etanol+ 0,1% Tween20 — 9,99 mI/10 ml 70%
etanolu + 0,01 ml/10 ml Tween20)

Murashige & Skoog médium s vitaminy: 10 g/1 | sachar6za, 2,2 g/1 | MS médium, 7

0/1 1 agar, 1 1/1 | destilované vodvy, pH=5,6

Stanoveni CKs:

modifikovany Bielski pufr (75 % MeOH, 5 % HCOOH, 20 % H20): 750 ml/I
metanolu + 200 ml/1 redestilované vody + 50 ml/l kyseliny mravenci

50% kyselina dusi¢na (735 ml/l kyseliny dusi¢né + 265 ml/l redestilované vody)
0,5M roztok hydroxidu amonného v 60% metanolu — elu¢ni roztok CKs
(0,775 ml/10 ml hydroxidu amonného + 6 ml/10 ml metanolu + 3,225 ml/I
redestilované vody)

15mM mraven¢an amonny (pH 3,95) (0,566 ml/l kyseliny mravenci, upraveni
25% roztokem hydroxidu amonného na pH 3,95)

10% metanol (1ml/10 ml metanolu + 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 um: 2,1 x 150 mm), Waters (Milford, MA, USA)

Stanoveni obsahu chlorofylu: 80% aceton (32 ml/40 ml acetonu + 8 ml/40 ml

redestilované vody)

3.3 Pristroje
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)
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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)

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 laze Transsonic T310, ELMA® Schmidbauer GmbH (Singen,
Némecko)

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

Vortex typ Wizard, Velp Scientifica (Usmate, Italie)

Spektrofotometr UV/VIS Shimadzu UV-2600/2700 (Kyoto, Japan)

FluorCam 700 MF (Photon Systems Instruments, Drasov, CR)

3.4 Programové vybaveni

Microsoft Excel 16

MassLynx™ software s TargetLynx™ programem (verze 4.2, Waters, Milford, MA,
USA)

FluorCam 7 (Photon Systems Instruments, Drasov, CR)

OriginPro 8.5 OriginLab Corporation (USA)

UV-Probe 2.62

3.5 Metody

3.5.1 Priprava rostlinného materialu

Semena na vysev byla v laminarnim boxu promyta sterilizaénim roztokem (1 ml) a poté

byla pomoci automatické pipety pienesena na filtracni papir a vysusena. Do kultiva¢nich

misek bylo nalito pfiblizné 50 ml horkého média, jenz se nechalo vychladnout a ztuhnout.

Pomoci vysterilizovaného pératka se na kazdou misku, pfipravenou za ti¢elem méteni

cytokininu, vysely tii fadky, obsahujici zhruba 35 seminek v jednom fadku. Pro méteni
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fotosyntézy a chlorofylu byly vysety tfi fadky se zhruba 10 seminky v jednom tadku.
Toto vysazovani probihalo kontinualné v tydennich intervalech v obdobi od 23. 1. 2019
(4. tyden roku) do 15. 1. 2020 (3. tyden roku). Misky byly po kazdém vyseti oblepeny
fixacni paskou, obaleny alobalem a umistény do chladnicky (4 °C). Po 2 dnech byly desky
pteneseny do fytotronu, kde byly péstovany ve vertikalni poloze. Podminky ve fytotronu
byly nastaveny na fotoperiodu 16 h svétlo (100 umol.m2.s%) /8 h tma, teplotu 21 °C a
50% vlhkost vzduchu.

Sklizeni semenacku probihalo vzdy po deseti dnech od piesunuti desek do fytotronu,
ato vzdy ve stejnou denni dobu. VSechen material byl poté skladovan v hlubokomrazicim

boxu, pfi teploté -70 °C.

3.5.2 Stanoveni endogenni hladiny cytokinini

3.5.2.1 Purifikace cytokininu

Pro stanoveni endogennich hladin CKs bylo nutné nejdiive ruéné piipravit StageTipy, pro

néz byla nejdiive provedena optimalizace formou srovnani ndvratnosti CKs pfi pouziti

riznych kombinaci sorbentti (viz kapitola Pilohy). Protoze CKSs V prostfedi Bieleskiho

pufru (pH = 2,5) ziskavaji kladny naboj, pro jejich purifikaci se vyuziva kationtové-

vymeénny sorbent se silnou sulfonovou skupinou a dochézi tak k jejich zachyceni. Prvni

variantou ptipravy bylo pouziti 4 vrstev SDB-RPS (kopolymer styren-divinylbenzenu) a

4 vrstev kationtové-vyménné faze (Cation-SR) pro jejich zachyceni. Druha varianta

obsahovala 3 vrstvy reverzni faze C18 pro vychytavani nepolarnich slozek (lipidy,

proteiny, pigmenty), 3 vrstvy SDB-RPS a 3 vrstvy kationtové-vyménné faze (Cation-SR).

Na zéklad¢ porovnani navratnosti v§ech CKs metaboliti purifikovanych pies tyto dva

ruzné pripravené typy StageTipt, byly pro kone¢nou purifikaci vybrany StageTipy

s kombinaci 4 vrstev kationtové-vymeénné faze a 4 vrstev kopolymeru SDB-RPS.
Aktivace a kondicionace Stage Tipl byla provedena podle Svacinova et al. (2012)

nasledujicim protokolem:

1. 50 pl aceton — 2 200 rpm; 10 min.; 4°C

2. 50 ul MeOH — 2 200 rpm; 10 min.; 4°C

3. 50 ul H20 — 2 300 rpm; 15 min.; 4°C

4. 50 ul 50% HNO3z — 2 500 rpm; 20 min.; 4°C

5.50 ul H20 — 2 500 rpm; 20 min.; 4°C

6. 50 ul Bieleski pufr — 2 500 rpm; 20 min.; 4°C
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Jednotlivé vzorky byly zhomogenizovany v tfeci misce a rozvazeny pod tekutym
dusikem na tii technické replikaty s navazkami cca 2,5 mg. Extrakce byla provedena 1
ml vychlazeného (-20 °C) modifikovaného Bieleskiho pufru. Ke kazdému vzorku bylo
zaroven pridano 20 pl smési internich standardu (0,25 pmol B, R, 7G, 9G a 0,5 pmol OG
a NT) a 3 homogenizaéni kulicky z oxidu zirkoni¢itého. Vzorky byly zvortexovany,
zhomogenizovany na kulovém mlynku (27 Hz; 3 min; 4 °C), podrobeny sonikaci (3 min.;
4 °C) a nasledovala extrakce na laboratornim rotatoru po dobu 30 minut (17 rpm.; 4 °C).
Nasledné byly vzorky centrifugovany (20 000 rpm; 15 min.; 4 °C), supernatanty
sesbirany do 1,5ml eppendorfek a nasledn¢ opakované nanaseny na predem zaktivované
a zkondicionované StageTipy. Nanaseni vzorkd probihalo za centrifugaé¢nich podminek:
4500 rpm; 30 min.; 4 °C. Po naneseni kompletnich vzroka doslo k jejich promyti pomoci
50 pl H20 (3 500 rpm; 20 min; 4 °C) a 50 ul MeOH (3 500 rpm; 20 min.; 4 °C). Eluce
Cks byla provedena 50 ul 0,5M NH4OH v 60% MeOH (4 000 rpm; 20 min.; 4°C). Eluce
byly sbirany do novych epperdorfek, prevedeny do vialek se 100ul inzerty, odpateny do

sucha na vakuové odparce a rozpustény v 10% MeOH pro analytické méfeni.

3.5.2.2 Separace cytokininovych metaboliti

Stanoveni CKs metaboliti bylo provedeno ultra-vysoce ucinnou kapalinovou
chromatografii v zapojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS) za
pouziti protokolu vychazejiciho z metodiky dle Svacinové et al. (2012). Separace
cytokininovych metabolitti byla provedena na chromatografické kolon¢ s reverzni fazi
Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (1,7 um; 2,1 x 150 mm) v 17 minutach za vyuziti tzv.
gradientové eluce, kdy doslo k rozdéleni isoprenoidnich (27) a aromatickych (20) CKs
bazi, ribosidti, N-glukosidi, O-glukosidu a nukleotidi. Gradient byl tvofen metanolem
(A) a I5mM mravenc¢anem 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). Zkraceni celkové doby analyzy z 30 minut
(Svacinova et al., 2012) na 17 minut bylo ziskano zvysenim pratokové rychlosti na 0,400
ml.min? a zvysenim teploty na koloné& na 55 °C. Detekce CKs byla provedena ionizaci
molekul elektrosprejem v pozitivnim méodu (ESI+). Tonty poté byly stanoveny pomoci
zdznamu vice iontovych reakci (MRM), kde byly sledovany retenéni ¢asy cytokininti 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
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150 °C; teplota desolvatac¢niho plynu 600 °C; priitok desolvata¢niho plynu 600 1/h; napéti
v kapilatre 0,75 kV. Vysledky byly vyhodnocovany pomoci MassLynx softwaru a
kvantifikovany pomoci programu TargetLynx. Endogenni hladiny byly stanoveny

metodou standartniho izotopového fedéni (Novak et al., 2008).

3.5.3 Stanoveni fotosyntetické aktivity

Pro stanoveni aktivity fotosyntetického aparatu byla pouzita pulzni amplitudova
modula¢ni technika. Méfeni probihalo za laboratorni teploty, pii¢emz nejdiive bylo nutno
zaostfit systémovou kameru, vycentrovat Petriho misky s rostlinami do stiedu zorného
pole této kamery a po dobu 25 minut tyto misky zatemnit. Nasledn¢ byly méfeny
fotosyntetické parametry dle specifického protokolu, kterym byl dan pribéh a délka
méieni (25 minut). Protokol zapocal spusténim zableska cerveného méticiho svétla, které
bylo dostate¢né slabé, aby nezptisobovalo uzavirani reak¢nich center PS II. Tak doslo
k naméteni hodnoty Fo (minimalni fluorescence ve stavu adaptovaném na tmu). Délka
téchto zableskt byla 10 ps a tyto pulzy byly aplikovany v tfisekundovych intervalech.
Celkové se jednalo o 10 pulznich zébleskii po kterych nésledoval saturacni puls o
intenzit¢ 2500 pmol fotond m2-s? (bil¢ svétlo) a trvani 800 ms. Prostfednictvim
saturacniho pulzu byla urena hodnota Fm (maximalni fluorescence ve stavu
adaptovaném na tmu). Nésledoval ¢asovy usek 90 s, jehoZ cilem byla opétovna relaxace
reakénich center do stavu adaptovaného na tmu. V Case 93,8 po spusSténi méficiho
protokolu byly rostliny vystaveny ¢ervenému aktinickému svétlu o intenzité 120 pumol
fotontt m2-s™ po dobu pfiblizné 23 minut. Tento &asovy usek slouzil k méfeni zhasecich
parametri. Pro uréeni hodnoty Fm'(maximalni fluorescenci v pribéhu adaptace na
svétlo), se behem spusténi aktinického svétla aplikovaly taktéZ 1 saturacni pulzy, kterych
bylo celkem 32. Prvni satura¢ni pulz byl aplikovan 9 s po spusténi aktinického svétla a
dalsi pulzy byly poté spustény v dvacetisekundovych intervalech. Od 22. pulzu byly
zbyvajici pulzy aplikovany vzdy 59 s od pocatku posledniho pulzu.

3.5.4 Stanoveni obsahu chlorofylu

Obsah chlorofylu byl stanoven spektrofotometricky, prostfednictvim UV-VIS
spektrofotometrie, kdy jednotlivé vzorky byly navazeny pod tekutym dusikem do
hmotnosti cca 10 mg. Poté byl ptidan 1 ml 80% acetonu spolecné s homogeniza¢nimi
kuli¢kami z oxidu zirkonié¢itého a vzorky byly rozemlety na kulovém mlynku (27 Hz; 10

min) a nasledn¢ zcentrifugovany (20 000 rpm; 5 min; 4 °C). Poté byl odebran supernatant
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do novych eppenforfek a vzorky byly dale zfiltrovany ptes 0.2um nylonové filtry (8 000
rpm; 5 min.). Po filtraci byly vzorky napipetovany do sklenéné kyvety a proméfeno jejich
absorp¢ni spektrum pro vinové délky: 470 nm, 663,2 nm, 646,8 nm a 750 nm. Pro ziskani
dat bylo vyuzito programu UV-Probe. Z naméfenych hodnot absorbanci (A) byla

vypoctena hodnota obsahu chlorofylu a a b a karotenoidi ve vzorku dle rovnic:

Chl (a+b) = 7,15 (Ase3,2-A7s0) + 18,71 (Asas,s — Ars0)
Car = [1000(A470-A750)-1,82(Chl a)-85,02(Ch b)]/198

Vysledna koncentrace byla pfevedena na mg.ml™,

3.5.5 Evaluace dat

Vyhodnoceni naméfenych dat pro obsah endogennich hladin CKs bylo provedeno
prostfednictvim softwari MassLynx a programu TargetLynx. Hodnoty byly poté
zpracovany v programu Microsoft Excel, kde byly vytvofeny i kone¢né grafy

Pro ziskani parametri fotosyntetické aktivity bylo vyuzito programu FluorCam 7.
Nésledné byly ziskané hodnoty pfevedeny do programu Microsoft Excel, ze kterého byly
po ziskani vypoctenych hodnot dle rovnic uvedenych v kapitole 2.1.6. ptevedeny do

programu OriginPro 8.5, ve kterém byly vytvotfeny ptislusné grafy.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Endogenni hladina cytokinint

Pomoci UHPLC-MS/MS analyzy byly identifikovany a stanoveny CKs v 10-ti dennich
rostlinach Arabidopsis thaliana péstovanych a sklizenych v tydennich intervalech v
pribéhu celého roku, u kterych doslo k detekci isoprenoidnich CKs tZ-, cZ-, iP- a DHZ-
typu. Aromatické CKs detekovany nebyly. Mefeni bylo provadéno na rostlinném
materialu ziskaném z obdobi od ledna 2019 do ledna 2020.

Zmény koncentracnich hladin CKs od ledna 2019 do ledna 2020
Na Obr. 16 je zelenou kiivkou znazornéna celkova koncentracni suma metaboliti vSech
detekovanych typ CKs. Ostatni kiivky zobrazuji pribéZné sumy koncentraci metabolitl

pfinalezici konkrétnimu typu méteného CK (tZ-, cZ-, iP-, DHZ-typ).

Zmény koncentracnich hladin CKs a celkova suma viech typt CKs namérena v obdobi od
ledna 2019 do ledna 2020
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Obr. 16 Zmény koncentraci méfenych CKs a celkova koncentra¢ni hladina CKs v obdobi od ledna
2019 do ledna 2020.

Béhem meéteného obdobi lze pozorovat kolisavy trend celkové sumy koncentra¢nich
hladin vSech detekovanych CKs metaboliti (zelena kiivka) v pribéhu celého roku.
Vys§ich koncentra¢nich hladin se dosahlo zejména v prvni polovin€ roku. Nejvyssi
koncentra¢ni sumy CKs dosahujicich hodnot az 123 pmol/g FW byly pozorovatelné
pfiblizn€ od tnora do bfezna, coz odpovida vysledkiim Trompa a Oova z roku 1990, ktefi
sledovali zménu v koncentracnich hladindch CKs u jabloni v prib¢hu stfidani ro¢nich

obdobi — tedy za normalnich podminek. V ramci jejich vyzkumu byl potvrzeny nartst
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koncentrace CKs jiz v unoru pied viditelnym ristem pupent u studovanych rostlin. Vyssi
hladina CKs v nasich rostlinach by tak mohla byt reakci na ukoncovani zimni dormance
probihajici obyvkle v téchto meésicich. Tento ¢asovy interval byl v naSem experimentu
spojen taktéz 1 s vétSim poctem piki na kiivce, pficemz Casovy usek mezi jednotlivymi
vrcholy trval stéidaveé ¢tyfi nebo dva tydny.

V obdobi jarnich a letnich mésicti (od 16. tydne do 39. tydne) byly primérné naméfeny
niz8i hodnoty CKs hladin neZ v pifedchozich mésicich, avSak v mésicich kvéten az
¢ervenec (25. — 32. tyden) se na rozdil od ptedchozich mésict objevilo o dost mensi
kolisani hodnot a koncentrace CKs se po tento ¢asovy usek viditeln¢ ustalily. Vysledné
hodnoty by mohly poukazovat na skute¢nost, ze vtomto obdobi dochazi obvykle
Kk odlisnym procesim v rostlinach, vyzadujici jiné rostlinné hormony. Kupiikladu u
jabloni dochazi v ¢ervenci obvykle k zastaveni rustu (Luckwill a Whyte, 1968) a indukci
kveteni (Luckwill, 1970).

Do 39. tydne neklesla celkova koncentra¢ni hladina CKs pod hodnotu 64 pmol/g FW.

To se ovSem zménilo s ptichodem 40. tydne (fijen), kterym zapocalo obdobi podzimu.

cvwvr

Vv

transpirace (Tromp a Ovaa,1990), pficemz pii rustu za konstantnich podminek byla
V naSem experimentu prokazana pravé nizsi fotosynteticka aktivita semenacka. Rostliny
Vv tomto obdobi obvykle misto aktivniho rlstu vyuzivaji své energetické zdsoby pro
preziti v nizSich teplotach a dochéazi u nich k pocatecnim projeviim senescence. Nizka
hladina cytokinint tak v naSem ptipadé mize byt spojena s jejich akumulaci v zasobnich
tkanich a s ndvaznosti na senescen¢ni projevy, ke kterym by dochazelo v pfipadé riistu za
normalnich podminek. Mezi tyto projevy patii kromé sniZzené fotosyntetické aktivity a
snizené koncentra¢ni hladiny CKs taktéz i zvySena degradace chlorofylu, ktera byla
v dlouhodobéjsim intervalu taktéz prokazana zejména na konci 1éta a na podzim, viz nize.

Kiivky jednotlivych typit CKs se navzdjem ptiblizné kopiruji, avSak plati, Ze ¢im vétsi
koncentracni hladina CK, tim vétsi kolisavy charakter kiivka ma a naopak.

Za cytokininovy typ vyskytujici se v nejvétSich koncentracnich hladinach v pritbéhu
témer celého sledovaného obdobi se jevi 1P-typ. Pouze v obdobi zimnich tydnt se jeho
koncentra¢ni hladiny prekryvaji s koncentracnimi hladinami CKs tZ-typu, ktery je
zaroven druhym hlavnim typem detekovanych CKs. Tato predominance iP a tZ

Vv rostlinach, kKterou nastinil ve své praci jiz Letham roku 1963 (Letham, 1963), souvisi
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s jejich biologickou aktivitou, a proto jsou tZ a iP uvadény jako nejaktivnéjsi slozky CKs.
Vyssi hodnoty koncentraci tZ-typu CKSs Vv zimnich mésicich by S pfihlédnutim
k biosyntetické draze CKs mohly souviset s vyssi pottebou tZ pro syntézu DHZ-typu CKs
a glykosylovanych, ¢ili zasobnich metabolitd v tomto obdobi (viz Obr. 17), kdy
V rostlindch rostoucich za normalnich podminek obvykle dochazi k zastaveni rlstu a
sméfovani toku energie do faze kveteni ¢i vytvareni gamet. cZ- a DHZ-typ se jevily jako
treti a Ctvrty nejrozsitenéjsi druh CKs v daném potadi. Vyskyt c¢Z jako minoritni slozky
CKs v rostlinach diskutovali napt. Durand a Durand ve své studii z roku 1994 (Durand a
Durand, 1994 v Veach et al., 2003). Tento typ CKs se vyskytoval ve vySsich
koncentracich zejména v jarnich a letnich mésicich, nicméné kiivka tohoto typu
S ptihlédnutim na biosyntetickou drahu CKs neodpovida v pribehu celého roku naristim
kiivky tZ-typu, ze kterého by cZ-typ mohl vzniknout konverzi. To znamend, Ze jeho
biosyntetick4 draha je mén¢ ovlivnéna drdhou ostatnich typti CKs a vice ovlivnéna jinym
nespecifickym mechanismem. Koncentra¢ni hladiny DHZ-typu byly v pribéhu celého
roku téméf konstantni, coz zaprvé odpovidd jeho celkové roli pfi biosyntéze a
metabolismu CKs, jelikoZ tento typ CKs nebyva dale reverzibilné vyuzivan pro syntézu
jinych typt CKs a za druhé to odpovida i jeho vétsi stabilité ziskané diky vyssi rezistenci

vici CKX oproti jinym typim CKs.

Zmény koncentrac¢nich hladiny aktivnich, transloka¢nich a zasobnich forem CKs
V obdobi od ledna 2019 do ledna 2020

Jednoznaéné prevazujici formou CKs byla v prabéhu celého roku forma zasobni, do které
se fadi O- a N-glykosilované metabolity CKs (Cervena a Seda kiivka, Obr. 17).
Glukokonjugaty jsou neaktivni formy CKs a pravdépodobné hraji roli v udrzovani
homeostazy hormoni a zajistovani energetickych rezerv pro rostliny. Jejich dominance,
ktera je zptisobena zejména metabolickou irreverzibilitou této formy CKs, byla jiz obecné
prokazana u rostlin A. thaliana rostoucich za normalnich podminek (Osugi a Sakakibara,
2015 dle Kiba et al., 2013 a Kamada-Nobusada et al., 2013).

Nase rostliny vykazovaly vyssi koncentrace zejména N-glukosidi, coz v ramei studii
byva obecné spojovano zejména S rezistenci téchto metabolitd vici glukosidazam a taktéz
s moznymi detoxifikacnimi funkcemi souvisejicich s N-glykosilacemi v rostlinach
(Letham a Palni, 1983). Transloka¢ni a aktivni formy vykazovaly nespecificky kolisavy

charakter po cely rok.
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Koncentraéni hladiny aktivnich, translokacnich a zasobnich (inaktivovanych) forem CKs
namérené v obdobi od ledna 2019 do ledna 2020

Koncentrace [pmol/g FW]

0 d eoo g ootegg ottty

> T -[ - R
10 I/[/LL[LIY\VI\;\(I WWPI{L A, "’;\—-—VLI'I u}‘_LL],l

R R R i S T G i I
3 Tyden o
——Nukleotidy N-glukosidy O-glukosidy Baze, ribosidy

Obr. 17 Zmény v koncentra¢nich hladinach aktivnich, translokaénich a zasobnich forem CKs
v obdobi od ledna 2019 do ledna 2020.

Zastoupeni CKs metabolitii v obdobi od ledna 2019 do ledna 2020

Pro uceleni vyskytu jednotlivych CKs metabolitli a zndzornéni jejich zastoupeni vV radmci
jednotlivych ro¢nich obdobi byla ¢etnost v nasledujicich grafech vztazena na celkovou
sumu dané¢ho typu CKs.

tZ-typ CKs byl zastoupen vSemi metabolity, kromé tZROG, ktery nebyl detekovan
v zadném ro¢nim obdobi (Obr. 18). Vyjimku tvofil také tZR5 'MP, ktery byl detekovan
pouze V podzimnich a zimnich mésicich, pficemZ v podzimnim obdobi byl detekovan
pouze v 51. tydnu, tedy na pfelomu ro¢nich obdobi (podzim/zima), a to o koncentraci
4,68 pmol/g FW. V prubéhu celého roku nedochazelo k vyznamnym vykyvim zasobnich
forem CKs, tj. tZOG, tZ7G, tZ9G. Nejhojnéji zastoupenym metabolitem byl tZ7G, ktery
se pohyboval v primérnych koncentracich 16,2 pmol/g FW a ktery v jarnich a letnich
tydnech dosahoval vice nez 50% podilu z celkovych koncentraci vSech detekovanych
metabolitd tohoto typu. V podzimnich tydnech ovsem doslo k vyznamné redukci celkové

sumy tZ-typu CKs na hodnotu zhruba 25,8 pmol/g FW.
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Obr. 18 Vysecové grafy podili CKs metabolitii tZ-typu v jednotlivych ro¢nich obdobich a celkova
koncentra¢ni suma v§ech metabolitti v daném ro¢nim obdobi (CKS).

Nejhojnéji se vyskytujicim CK cZ-typu byl po celou dobu c¢Z7G (Obr. 19). Jeho
hladiny se pohybovaly od 7,885 pmol/g FW do 10,312 pmol/g FW. Druhym metabolitem
vyskytujicim se ve vSech tydnech roku byl cZR, jehoz hladiny se pohybovaly kolem 3
pmol/g FW. Naproti tomu ¢ZOG byl detekovan pouze v zimnim obdobi, konkrétné v 6. -
9. tydnu roku 2019. Podobné byl na tom i dalsi glykosidicky konjugat cZROG. V jarnich
a letnich tydnech se cZROG vyskytoval pouze nahodile. Jeho vyssi vyskyt byl detekovan
az v zimnich tydnech. Stejné jako v ptipadé tZ-typu CKs doslo i u cZ-typu Kk redukci
Vv celkové sumé metabolitti v podzimnich tydnech, kdy tato hodnota ¢inila ptiblizné 11,1
pmol/g FW.

iP- typ CKs byl celkové nejdominantnéjsim typem CKs v nami péstovanych rostlinach
A. thaliana. Nejhojnéji zastoupenym metabolitem iP-typu CKs byl iP7G (Obr. 20), tedy
opét jeho zasobni forma. Na zakladé podilti jednotlivych metaboliti mizeme pozorovat
urcitou podobnost s metabolity tZ-typu, c¢emuz odpovidaji i kiivky téchto typi CKs na
Obr. 16. Ptitomnost iPR5'MP ve vsSech ro¢nich obdobi souvisi s jeho centralni roli
v ramci biosyntézy CKs. Nejvétsi procentualni podil tohoto metabolitu — 30 %, tj.
ptiblizné¢ 11,3 pmol/g FW se vyskytoval v zimnich tydnech, coz korespondovalo i

s vyskytem tZR5'MP v tomto obdobi. Tato souvislost je s nejvétsi pravdépodobnosti
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Obr. 19 Vysecové grafy podili CKs metabolitii c¢Z-typu V jednotlivych ro¢nich obdobich a
celkova koncentracni suma vSech metabolitii v daném ro¢nim obdobi (CKS).

disledkem navazujicich kroka biosyntézy CKs, kdy z iPR5'MP vznika prosttednictvim
enzymu CYP735A metabolit tZR5'MP. V letnich tydnech bylo naopak zaznamenano
zvySeni hladiny aktivni formy iP a to na koncentraci ptiblizné 1,8 pmol/g FW (5 %). To
by mohlo byt disledkem napft. indukce biogeneze chloroplastti v tomto ro¢nim obdobi
(Lochmanova et al., 2008).

DHZ-typ CKs nevykazoval zadné vyrazné vykyvy v prubéhu sttidani roénich obdobi
a jeho primérna koncentra¢ni hladina ¢inila 2,6 pmol/g FW (Obr. 21). Konstantni hladina
ktery je zasobni formou CKs. Stejné jako u predeslych jednotlivych typl i zde mizeme
pozorovat sniZzeni celkové sumy koncentra¢ni hladiny Vv pribéhu podzimniho obdobi,

avsak jeji pokles nebyl az tak vyznamny a zietelny jako u predeslych CKs typt.
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Obr. 20 Vysecové grafy podilt CKs metabolitti iP-typu v jednotlivych ro¢nich obdobich a celkova
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Obr. 21 Vysecové grafy podili CKs metabolitit DHZ-typu Vv jednotlivych ro¢nich obdobich a celkova
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4.2 Endogenni obsah chlorofylu

Nami ziskany celkovy obraz koncentraci chl a, chl b a car (Obr. 22) poukazuje na
kolisavy charakter obsahu téchto pigmentd v rostlinach A. thaliana v prubéhu celého
roku. Jednotlivé kiivky tfi sledovanych pigmentl se ve svém vyvoji (vzrist a pokles
hodnot) béhem roku kopiruji. Chlorofyl b se v priabéhu celého roku jevil jako pigment
vyskytujici se v nejvys$si koncentraci. Primérna koncentrace chl b za celé méfené obdobi
byla 0,325 mg.ml'. Nejméné a zaroven s nejmens$imi vykyvy Se V prub&hu roku
vyskytovaly karotenoidy. Jejich primérna koncentrace za celé métené obdobi byla 0,054
mg.ml. Priimérn4 koncentrace chl a za celé méfené obdobi ¢inila 0,285 mg.ml™.
Stabilni hladiny koncentraci méfenych pigmentt se vyskytovaly v obdobi jarnich a
letnich mésict, ovS§em na podzim a v zimnich mésicich doslo Kk jejich kolisani. Tred
vyskytujici se v podzimnich mésicich odpovida vysledkum prace Keskitala et al. z roku
2006, ktefi studovali zmény v koncentra¢nich hladinach pigmentd a jejich degradaci
vV ramci podzimni senescence U volné rostouci osiky (Populus tremula) (Keskitalo et al.,

2005).

Z téchto studii vyplyva, ze Vv ramci podzimnich mésicti dochazi nejdiive k nardstu

J 4

koncentraci (zafi) a poté k postupnému snizeni (konec zafi a fijen), které doprovazi
vyrazngj$i senescencni projevy, a zvySena degradace pigmentli, cozZ mohl byt disledek

prvotniho nartistu a nasledného snizeni koncentraci i v naSem experimentu.

Koncentrace fotosyntetickych pigmentd mérena v obdobi od ledna 2019 do ledna 2020
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Obr. 22 Graf koncentraci métenych fotosyntetickych pigmentt v obdobi od ledna 2019 do
ledna 2020.
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Data ziskana znaSeho experimentu koreluji jak shodnotami CKs, tak i s daty
popisujici fotosyntetickou aktivitu v rostlinach (Obr. 22, 24). V obdobi, kdy se
vyskytoval vétsi obsah CKs a vyssi fotosynteticka aktivita byl zaroven detekovan i vyssi
obsah chl a, b a car a naopak. Tyto hodnoty byly potvrzeny na zaklad¢ pouziti rozdilnych
metod méfeni fotosyntézy a obsahu pigmentli s vyuzitim odlisné sady vzorkl

péstovanych v odlisnych Petriho miskach.

4.3 Fotosynteticka aktivita
V ramci naseho experimentu byly méfeny 4 parametry popisujici fotosyntetickou
aktivitu.

Parametr Fv/Fm - maximalni kvantovy vytézek fotochemie PS II - dosahoval
Vv pruméru celého roku hodnot v rozmezi od 0,810 do 0,835, coz vypovida o dobrém stavu
lisila od celkového trendu namétenych hodnot, a to i pies pouziti zdravych rostlin. Ostatni
parametry méfeni tohoto tydne navic nevykazovaly zaddné neobvyklé odchylky, a proto
vysvétleni této redukce muze byt chybné nastaveni programu méfeni tohoto parametru.
Pokud bychom tuto hodnotu z celkového méfeni vytadili, parametr Fv/Fm by dosahoval
hodnot od 0,825 do 0,835, coz svéd¢i o zdravé vitalité rostlin péstovanych ve fytotronu.
Naopak v 37. tydnu je viditelna redukce a vyssi odchylka parametru Fv/Fm, ktera se
objevila v dusledku vyskytu plisné u vysazenych rostlin. Potvrdilo se tak, ze tento
parametr je indikator snizené funkce nebo poSkozeni reakcnich center rostlin. V den

tohoto méfeni se proto vysadily nova semena a dalsi méfeni bylo provedeno v 39. tydnu,
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Obr. 23 Souhrn hodnot celoro¢niho méfeni parametru Fv/Fn.
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kde se jiz vyskytla vyssi hodnota s nizsi odchylkou. Vysledky dalSich parametri a
souvisejici grafy proto nebudou dale zohlediiovat méteni provedené v 37. tydnu roku.

Dlouhodoby interval vy$sich hodnot pro parametr Fv/Fm byl pozorovan pfi métenich
od 16. do 31. tydne roku, coz odpovida jarnim a letnim mésiciim, dale pak od 40. do 49.
tydne, coz odpovida konci listopadu a poc¢atku zimy. Nizsi hodnoty byly naméteny v 7. a
10. tydnu roku, posledni zimni tydny, a v 37. a 39. tydnu, coz odpovida konci léta a
zacatku podzimu.

Dalsim métenym parametrem byl ®, — aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII
ve stavu adaptovaném na svétlo. VySsi hodnoty tohoto parametru jsou viditelné zejména
pti méteni provedenych v zimnim 4. a 7. tydnu roku a také v métenich od 16. do 31. tydne
roku, které odpovidaji jarnim mésicim a prvnimu letnimu mésici. Tyto vys$si hodnoty
parametru poukazuji na vétsi aktivitu fotochemie reakénich center v rostlinnych buikach,
naproti tomu nizsi hodnoty se vyskytuji zejména v méfenich, ktera byla provedena
v druhé poloviné roku, tedy od 31. do 39. tydne roku (zafi—prosinec), kdy byla

pozorovana mensi fotochemie reakénich center, a tudiz mensi fotosynteticka aktivita.

il
i
-
——
—aH
—
e

]

0,66 4

(4]

0,64 4

0,62 4

0,60 4

T 1 T I 1 T I 1 I 1 ] 1 1 T 1 1 I 1
0 3 6 9 1215 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54
Tyden

Obr. 24 Souhrn hodnot celoroéniho méteni parametru @p.

Pro kvantovy vytézek svétlem indukovaného nefotochemického zhaseni chlorofylu ve
stavu adaptovaném na svétlo - @ypq bylo objeveno sniZeni od 4. do 10. tydne a od 31.
tydne do 34. tydne roku. Snizeni v prvni i v druhé poloviné roku korespondovalo se
zvySenim bazalniho nefotochemického zhaSeni - @y, . V téchto tydnech také dochazelo
ke snizeni parametru Fv/Fm. Vyss§i hodnoty NPQ jsou vidét zejména ke konci roku, kdy

doslo ke snizeni fotosyntetické aktivity.
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Obr. 25 Souhrn hodnot celoroéniho méteni parametru @y pq.

Parametr @, - kvantovy vytéZzek bazalniho nefotochemického zhaseni chlorofylu,
fluorescence béhem aktinické iluminace — svymi hodnotami dopliuje rozdéleni

absorbované energie PSII tak, ze kone¢ny soucet hodnot parametrt ®@p, (I)NPQ, a ®fp

¢ini 1.

0,30 -
0,28 -

0,26 -

o

0,24 4

s
—a—
——
——
[
——
-

—a—

0,22 -

0,20

L DL DL DL DL DL DL DL DL L DL DR DL DL DL L DL DL |
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54
Tyden

Obr. 26 Souhrn hodnot celoro¢niho méfeni parametru @ 5.
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5 ZAVER

A. thaliana se fadi mezi ozimé rostliny, které pii klasickém péstovani zpravidla na podzim
vykli¢i, prezimuji ve vegetativnim stavu a na jaie pokracuji v ristu, vykvetou, vytvori
semena a uhynou.

Za ptedpokladu, ze optimalni nacasovani riistovych mechanismu rostlinnych bunék je
svazano mimo jiné s tzv. epigenetickou paméti (Chouard, 1960), jejiz piikladem mtize
byt vernalizace - proces, kdy pusobeni chladu na plné¢ napucené semeno rostliny anebo
rostouci rostlinu synchronizuje dobu kveteni (Iwasaki a Paszkowski, 2014) — by se mé¢lo
rychlej$i a vétsi nabyti rostlinné hmoty spojené s vétsim obsahem CKs, inhibici redukce
chlorofylu a tedy i vétsi fotosyntetickou kapacitou (Kao, 1980; Jordi et al., 2000) projevit
zejména v jarnich a letnich mésicich (Mitrichenko et al., 1997; Gratani et al., 1998). V
podzimnich a zimnich mésicich by tak mélo dochazet spise k regresi téchto element.

Pokud vsak byly rostliny péstovany za konstantni teploty, intenzity svétla a vlhkosti
jako v nasem experimentu, na namétenych parametrech by se sezénnost téchto rostlin
neméla projevit viibec nebo by se méla projevit pouze ve velmi redukované mife. V
opacném piipade by se mohlo jednat o disledek evolu¢né vyvinutého mechanismu, ktery
by byl v rostlin€ velmi konzervativni a ktery by zachovaval jisté vzorce chovani ignorujici
tyto vnéj§i podminky. Tento mechanismus by se mohl opirat nejenom o epigenetickou
pamét’, ale také i o reakci rostliny na pfitomnost etylenu ve vzduchu nebo efekt
magnetického a gravitaéniho pole a vliv sklonu osy béhem ekliptického pohybu kolem
Slunce.

Vysledky z nasi studie prokazaly, ze v prubéhu odlisnych ro¢nich obdobi rostliny
péstované i za takto specifickych podminek opravdu neobsahuji stale stejné hladiny
koncentraci CKs a pigmentl a stejn¢ tak se i lisi jejich prubézna fotosynteticka aktivita a
vitalita. V jarnich a letnich mésicich byly detekovany vyssi hladiny CKs, mensi vykyvy
vV obsahu pigmentt, vys$si fotosyntetickd aktivita a vitalita rostlin, zatimco zejména na
podzim dochazelo ke snizeni obsahu CKs, pigmentt, fotosyntetické aktivity a vitality.
Vzhledem k tomu, ze tyto data odpovidaji klasické reakci rostlin na obvyklé zmény
podminek v roce, miiZe se jednat o disledek vyse zminéného mechanismu. Nesmime vSak
opomenout i moznost, Ze rostliny mohly pouze reagovat na zmény tlaku ve fytokomote,
¢i na jiné nepatrné zmény vnéjSich podminek. Optimalni doba pro vysazovani semen do

fytokomor dle ziskanych dat je tedy zejména v prvni polovin¢ roku.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA
ADP
AHK

AMP
APCI
ATP
AtIPT
BAP
BHT
C18
Car
CDK(s)
CE
CK(s)
CKX
CRE1l

CPPU
CYP735A
cZ

cZ7G
cZ9G
CZE
cZ0G
cZR
CZR5'MP
cZROG
DHZz
DHZ7G
DHZ9G
DHzZOG
DHZR
DHZRS5'MP

kyselina abscisova

adenosindifosfat

histidinkinazovy receptor (Arabidopsis histidine kinase
receptor)

adenosinmonofosfat

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
adenosintrifosfat

Arabidopsis thaliana isopentenyltransferazovy gen
6-benzylaminopurin

butylhydroxytoluen

oktadecylova faze vdzana na nosici
karotenoid

cyklin-dependentni kinaza(y)

kapilarni elektroforéza

cytokinin(y)

cytokinin oxidaza/dehydrogenaza

receptor cytokininové odpovédi 1(cytokinin response 1
receptor)
N-(2-Chloro-4-pyridyl)-N'-phenylurea
cytochromova P450 monooxygenaza
cis-zeatin

cis-zeatin-7-glukosid

cis-zeatin-9-glukosid

kapilarni zénova elektroforéza

cis-zeatin O-glukosid

cis-zeatin ribosid

cis-zeatin ribosid-5'-monofosfat

cis-zeatin ribosid O-glukosid
dihydrozeatin

dihydrozeatin-7-glukosid
dihydrozeatin-9-glukosid

dihydrozeatin O-glukosid

dihydrozeatin ribosid

dihydrozeatin ribosid-5'-monofosfat
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DHZROG
DNA
DMAPP
DTT
ELISA
ESI

Fo

=

FAD

Fu

FMN

F

FulFo
FW

GC
GC-MS

HCOOH
HMBDP
HMW
HPLC
HPLC-MS

HPLC-MS/MS

Chl (a,b)
IAC

IC

i

iP7G
iP9G
iPR
iPR5'DP
iPRS'MP
iPR5'TP
IPT

dihydrozeatin ribosid O-glukosid
deoxyribonukleova kyselina
dimetylallylpyrofosfat

ditiotreitol

enzyme-linked immunosorbent assay
ionizace elektrosprejem

minimalni hladina fluorescence
fluorescence

flavinadenindinukleotid

maximalni fluorescence
flavinmononukleotid

variabilni fluorescence

zékladni fluorescen¢ni pomeér

cerstva hmotnost

plynova chromatografie

plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii

kyselina mravenci

hydroxymetylbutenyl difosfat

vysoka molekulovd hmotnost
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

vysokoucinna kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii

chlorofyl (a,b)

imunoafinitni chromatografie

vnitini konverze

isopentenyladenin
isopentenyladenin-7-glukosid
isopentenyladenin-9-glukosid
isopentenyladenin ribosid
isopentenyladenosin-5'-difosfat
isopentenyladenosin-5'-monofosfat-
isopentenyladenosin-5'-trifosfat

adenosinfosfat-isopentenyltransferdza
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IRGA
ISC

ko
Kneq
LC
LC-MS

LMW
LOD
LOG
MCX

MEKC
MeOH
MEP
MES
MRM
MS
MVA
NADPH
NRH

PAM
PI-55
PSII
PsIPT

Q

Qa

QC

QqQ
RAM
RIA
SAM
SCX
SDB-RPS
SPE

infracerveny plynovy analyzator

mezisystémova konverze

bazalni neregulovatelna tepelna disipace

svétlem indukovana regulovana tepelna disipace
kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii

nizka molekulova hmotnost

limit detekce

LONELY GUY

smesna faze kombinujici kationtoveé-vymeénné a reverzni
faze sorbentu

micelarni elektrokineticka chromatografie

metanol

metabolicka draha metylerytritol fosfatu

Murashige & Skoog médium

selektivni zadznam vice iontovych reakci

hmotnostni spektrometrie

metabolickd draha kyseliny mevalonové
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nukleosid-N-ribohydrolaza

fosforescence

pulzni amplitudova modulace fluorescencniho signalu
6-(2-hydroxy-3-metylbenzylamino)purin

fotosystém II

adenosinfosfat-isopentenyltransferaza (Pisum sativum)
kvadrupdl

primarni chinonovy akceptor PSII

klidové centrum

trojity kvadrupol

kofenovy apikalni meristém

radioimunoanalyza

stonkovy apikalni meristém

silny kationtové vyménny nosic

kopolymer poly(styren-divinylbenzenu)

extrakce na pevné fazi
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StageTip
TBDMS
T-DNA
TDP-glukoza
TFA

Ti plasmid
tmr

TMS

tRNA
tRNA-IPT

tZ

tZ7G

tZ9G

tZOG

tZR
tZR5'MP
tZROG

tzs
UDP-glukéza
UHPLC
UHPLC-MS/MS

UV-VIS spektrofotometrie
VR

Z0G

Z0OX

dp

dnpr

drp

STop And Go Extraction Tip
tertbutyldimethylsilylace

transferova DNA

timidin difosfat gluk6za

trifluoracetylace

tumor-inducing plasmid

tumor morphology gene

trimetylsilylace

transferova RNA
tRNA-isopentenyltransferaza

trans-zeatin

trans-zeatin-7-glukosid
trans-zeatin-9-glukosid

trans-zeatin O-glukosid

trans-zeatin ribosid

trans-zeatin ribosid -5'-monofosfat
trans-zeatin ribosid O-glukosid

trans-zeatin secretion locus

uridin difosfat glukoza

ultra-vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
ultra-vysoce t¢inna kapalinova chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii
ultrafialovo-viditelna spektrofotometrie
vibra¢ni relaxace

zeatin O-glukosyltransferaza

zeatin O-xylosyltransferaza

aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII pro na svétlo
adaptovany stav

kvantovy vytézek nefotochemického zhaseni chlorofylu
behem aktinické iluminace

kvantovy vytézek bazalniho nefotochemického zhaseni

chlorofylu, fluorescence béhem aktinické iluminace
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8 PRILOHY

Piiloha 1: Testovani purifikacnich kapacit odlisnych kombinaci a vrstev sorbentd na
multi-StageTips mikrokolonach s vyuzitim rostlinného materialu z 10-dennich
semenacku A. thaliana. Z rostlinného materialu byly vytvofeny tetraplikaty o navazkach
do 1,5 mg FW. Byly testovany dvé kombinace sorbentti. Prvni varianta obsahovala 4
vrstvy SDB-RPS (kopolymer styren-divinylbenzenu) a 4 vrstvy kationtové-vyménné faze
(Cation-SR) pro zachyceni kationd. Druha varianta obsahovala 3 vrstvy reverzni faze C18
pro vychytavani nepoldrnich balastnich slozek (lipidy, proteiny, pigmenty), 3 vrstvy
SDB-RPS a 3 vrstvy kationtov€-vyménné faze (Cation-SR). Na zakladé porovnani
navratnosti vSech CKs metaboliti purifikovanych ptes tyto dva riizné piipravené typy
StageTipt, byly pro purifikaci V rdmci experimentu vybrany StageTipy s kombinaci 4

vrstev kationtové-vyménné faze a 4 vrstev kopolymeru SDB-RPS.

B 4xSDB+Cat.
m 3xC18+SDB+Cat.

pmol/1g FW

5,0 i i
0,0
tZ-type cZ-type DHZ-type iP-type

Obrazek 1 Navratnost multi-StageTips mikrokolon po vyuziti odlisné kompozice
sorbentt pro purifikaci.



Piiloha 2: Hodnoty koncentraci chlorofylu a, b a karotenoidl ziskané ze vzorku 10-
dennich semenackt A. thaliana péstovanych za konstatni teploty, intenzity svétla a
vlhkosti. Pro méfeni bylo vyuzito navazky cca 10 mg. Koncentrace byla stanovena
prostiednictvim rovnic vyuzivajici hodnoty absorbanci stanovenych spektrofotometricky

pomoci programu UV-Probe.

Tab. 1 Piehled koncentraci métenych typt fotosyntetickych pigmentt v jednotlivych ro¢nich
obdobich.

Koncentrace [mg.ml™]

Tyden
Chl a Chl b Car

4. (2019) 0,329 0,377 0,060
7. 0,253 0,289 0,049
10. 0,238 0,274 0,052
13. 0,400 0,456 0,069
16. 0,232 0,267 0,048
19. 0,294 0,335 0,055
22, 0,308 0,350 0,057
25. 0,336 0,378 0,060
28. 0,306 0,346 0,059
31. 0,245 0,279 0,046
34. 0,247 0,280 0,050
37. 0,251 0,287 0,053
39. 0,215 0,245 0,042
40. 0,241 0,276 0,046
43. 0,330 0,378 0,060
46. 0,340 0,384 0,063
49. 0,252 0,289 0,050

1. (2020) 0,311 0,352 0,057

Primér 0,285 0,325 0,054



Priloha 3:

Tab. 2 Detekované hladiny cytokinint v 10-dennich semenaccich A. thaliana sklizenych v jarnich tydnech ve tvaru primérna hodnota + smérodatna odchylka,

n=3.
Tyden sbéru

12. tyden 13. tyden 14. tyden 15. tyden 16. tyden 17. tyden 18. tyden
-cr)%?)kininu Koncentrace (pmol/1 g FW)
tZ 2,089 + 0,116 1,293 + 0,109 1570 + 0,203 1,421 + 0,206 1,040 + 0,129 1,391 + 0,086 1540 + 0,125
tZR 2,833 + 0,269 2279 + 0,042 2,218 + 0,197 2,008 + 0,057 1,483 + 0215 1472 + 0,153 2,122 + 0,110
tZ7G 17,926 + 1,876 13,299 + 1,710 19,876 + 2,730 14,529 + 1,145 12,831 + 0,445 13,909 + 0,235 16,827 + 0,979
tZ9G 8534 + 1,170 6,667 + 0,969 8535 + 0,341 7,018 + 0,201 6,358 + 0535 6,457 + 0,653 7,031 + 0,934
tZOG 3814 + 0431 3874 + 0,376 5439 + 0,271 2950 + 0313 2,683 + 0,225 2,937 + 0,237 2,913 + 0,395
tZR5’MP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZR 4691 + 0,316 5229 + 0,300 5587 + 0,449 5189 + 0,358 3,107 + 0,245 2,530 + 0,132 3,233 + 0,380
cZ7G 10,876 + 0,907 9,544 + 1,044 10,642 + 0,196 9,516 + 0,716 8,122 + 0,552 7,388 + 0,484 8,615 + 0,613
cZ0G <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
CZROG <LOD 1,580 + 0,277 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
iP 1,580 + 0,142 0,960 + 0,136 0,922 + 0,084 0574 + 0,142 0501 + 0,078 0,849 + 0,107 1,018 + 0,137
iPR 3,824 + 0,200 3,428 + 0,416 4550 + 0,608 3,974 + 0,257 2,212 + 0,113 2,217 + 0,170 3,450 + 0,411
iP7G 25775 + 2,898 21,157 + 2,984 33,124 + 07377 17,792 + 1,381 17,271 + 0,500 16,563 + 0,519 18,334 + 2,354
iP9G 2,799 + 0,260 1,726 + 0,156 2,592 + 0,360 1,862 + 0,160 1599 + 0,074 1,721 + 0,134 1,584 + 0,087
iPR5‘MP 14,028 + 0,527 9,805 + 0,800 11,819 + 1,774 8,787 + 0,568 5,650 + 0,121 8,658 + 0,526 6,778 + 0,249
DHZ7G 2,811 + 0,333 2,195 + 0,329 3,946 + 0,104 2,391 + 0,115 2,164 + 0,232 2,282 + 0,137 2,673 + 0,017

<LOD= pod limitem detekce



Tab. 3 Detekované hladiny cytokinint v 10-dennich semenaccich A. thaliana sklizenych v jarnich tydnech ve tvaru primérna hodnota + smérodatna odchylka,
n=3.

Tyden sbhéru

19. tyden 20. tyden 21. tyden 22. tyden 23. tyden 24. tyden 25. tyden
;:r)xzkininu Koncentrace (pmol/1 g FW)
tZ 1,208 + 0,070 1,275 + 0,125 1,284 + 0,125 1,527 + 0,209 1,207 + 0,069 1,146 + 0,068 1,493 + 0,149
tZR 2,387 + 0,309 1,152 + 0,121 1,441 + 0,031 2,008 + 0,130 1,788 + 0,108 1,119 + 0,004 2,012 + 0,151
tZ7G 18,326 + 2,021 16,673 + 0,900 17,745 + 0,911 15326 + 0,757 17,747 + 0,789 12,522 + 1,354 18,002 + 1,512
tZ9G 9222 + 0422 7,379 + 0602 7,955 + 0,170 7,048 + 0,891 7,690 + 0,475 5133 + 0,280 9,071 + 0,737
tZOG 3,762 + 0,092 3,664 + 0280 3,771 + 0,217 3,299 + 0,282 3,290 + 0,357 2,073 + 0,087 3,198 + 0,303
tZR5’MP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZR 6,115 + 0,731 2,221 + 0,199 3,112 + 0,391 3,455 + 0,497 3,688 + 0,099 3,017 + 0,349 4,277 + 0,274
cZ7G 10,037 + 0,753 11,234 + 1425 10530 + 0,695 12,901 + 1,060 11,830 + 0,612 8,446 + 1,160 12,624 + 0,888
cZ0G <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZROG 1,687 + 0,095 <LOD 1,939 + 0,126 <LOD <LOD <LOD <LOD
iP 0,892 + 0,008 0,709 + 0,071 0,902 + 0,031 0,833 + 0,116 0,980916 + 0,039496 0,710 + 0,069 1,345 + 0,110
iPR 3562 + 0,603 2,688 + 0,098 3,217 + 0,276 3,539 + 0,120 3,091 + 0,006 2,072 + 0,010 4,045 + 0,367
iP7G 20,061 + 1,403 21,691 + 2,173 22,499 + 2,007 23,920 + 0,135 24,128 + 2,099 17,556 + 2,412 24,011 + 0,634
iP9G 1,681 + 0,199 2,098 + 0,303 2,646 + 0,126 2,507 + 0,230 2,546 + 0,322 1,363 + 0,026 2,016 + 0,067
iPR5‘MP 8,236 + 0,666 7,213 + 0856 8585 + 0,337 8,345 + 1,075 9,468 + 0,354 7,173 + 0,187 8,254 + 0,611
DHZ7G 2,764 + 0,208 1,725 + 0,181 2,342 + 0,209 2,082 + 0,107 2,261 + 0,094 1,905 + 0,255 2,641 + 0,366

<LOD= pod limitem detekce



Tab. 4 Detekované hladiny cytokinin v 10-dennich semenaccich A. thaliana sklizenych v letnich tydnech ve tvaru primérna hodnota &+ smérodatna odchylka,

n=3.
Tyden sbhéru

26. tyden 27. tyden 28. tyden 29. tyden 30. tyden 31. tyden 32. tyden
;:r)xzkininu Koncentrace (pmol/1 g FW)
tz 1,513 + 0,213 1,614 + 0,199 1,224 + 0,050 1,452 + 0,153 1,496 + 0,117 1633 + 0,018 1461 + 0,052
tZR 2,046 + 0,121 1,656 + 0,291 1625 + 0,144 1797 + 0,217 1,907 + 0,019 1,799 + 0,120 1,356 + 0,028
tZiG 17,783 + 1533 18,900 + 1711 16,952 + 1480 18,199 + 1546 17,566 + 1,772 17,304 + 1,749 17,976 + 1,604
tZ9G 8,065 + 0,628 8,769 + 0,799 8259 + 0,834 8,487 + 0476 7,646 + 0,898 7,756 + 0,434 6,785 + 0,530
tZ0G 3,460 + 0,273 3,487 + 0,168 3,713 + 0,267 3,744 + 0241 3,287 + 0,336 3,132 + 0,385 3,148 + 0,403
tZRS’MP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZR 6,130 + 0,646 2,055 + 0,088 3,206 + 0,340 2,306 + 0,294 2,058 + 0,189 2,140 + 0,169 1,581 + 0,019
cZ7G 12,294 + 1555 11,869 + 1,058 11,333 + 1,074 10,533 + 0,602 9,814 + 0,892 9,804 + 0,959 9,049 + 0,335
cZ0G <LOD 0,635 + 0,038 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZROG 2,065 + 0,265 <LOD 1,753 + 0,162 1,870 + 0,055 1,418 + 0,043 <LOD <LOD
iP 1,857 + 0,116 0,754 + 0,073 0,826 + 0,082 1,250 + 0,179 1,362 + 0,049 0,910 + 0,055 0,848 + 0,018
iPR 3,856 + 0,364 3,029 + 0,185 2520 + 0,202 2484 + 0,227 2,737 + 0,132 2,264 + 0,163 1,958 + 0,063
iP7G 23,713 + 2,096 26,533 + 3,663 22,485 + 0,653 23,036 + 0,690 21,239 + 2,287 22,290 + 3,237 18,192 + 0,163
iP9G 2,286 + 0,141 2,110 + 0,186 2,048 + 0,127 2,084 + 0,175 1,957 + 0,029 1,987 + 0,145 1,545 + 0,152
iPR5‘MP 8,129 + 0,356 12,650 + 1,500 9,706 + 0,702 10,170 + 0,453 10,275 + 0,352 10,162 + 0,673 10,667 + 0,258
DHZ7G 2,817 + 0,306 3,962 + 0428 2666 + 0352 3209 + 0,257 3,057 + 0,245 3410 + 0,285 2,427 + 0,310

<LOD-= pod limitem detekce



Tab. 5 Detekované hladiny cytokinintl v 10-dennich semenaccich A. thaliana sklizenych v letnich tydnech ve tvaru primérna hodnota + smérodatna odchylka,

n=3.

Tyden sbhéru

33. tyden 34. tyden 35. tyden 36. tyden 37. tyden 38. tyden
Typ cytokininu Koncentrace (pmol/1 g FW)
tZ 1,964 + 0,138 1,056 + 0,060 1,584 + 0,109 1,477 + 0,105 1,317 + 0,015 1,414 + 0,133
tZR 2,617 + 0,310 1,321 + 0,143 1,907 + 0,123 1,410 + 0,122 1,478 + 0,082 1,017 + 0,106
tZiG 22596 + 3,010 14433 + 0698 18841 + 0,660 18,070 + 1,063 13839 + 1,260 14,888 + 1,562
tZ9G 9,136 + 0,152 6,184 + 0,164 7,303 + 0,066 8,096 + 0,695 4,645 + 0,173 7,845 + 0,063
tZ0G 3,938 + 0,144 3,276 + 0,187 3,033 + 0,295 3,604 + 0,327 2,264 + 0,187 2,475 + 0,197
tZR5S’MP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZR 3,010 + 0,167 2,512 + 0,107 1,493 + 0,048 1,743 + 0,195 2,248 + 0,079 1,852 + 0,283
cZ7G 11,827 + 0,769 9,041 + 0,773 10,623 + 0,800 10,075 + 0,749 8,566 + 0,724 9,227 + 0,793
cZOG <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZROG <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
iP 1,377 + 0,174 1,331 + 0,295 1,059 + 5934 1,059 + 0,540 0,486 + 0,038 0,650 + 0,078
iPR 4,043 + 0,207 2,794 + 0,087 3,096 + 0,058 1,809 + 0,005 2,314 + 0,252 1,364 + 0,085
iP7G 26,282 + 3,197 20,026 + 2275 23322 + 1144 21,772 + 2160 17,103 + 1,804 19,119 + 0,810
iP9G 2,957 + 0,220 1,585 + 0,167 2,561 + 0,280 2,024 + 0,119 1,861 + 0,096 2440 + 0,171
iPR5‘MP 14,737 + 0,383 9254 + 0,860 11,321 + 1,105 8,270 + 0,146 7,300 + 0,197 5831 + 0,067
DHZ7G 4,397 + 0,562 2,724 + 0,341 3,459 + 0,270 2,851 + 0,208 2,038 + 0,196 2,063 + 0,207

<LOD-= pod limitem detekce



Tab. 6 Detekované hladiny cytokininti v 10-dennich semenaccich A. thaliana sklizenych v podzimnich tydnech ve tvaru primérna hodnota + smérodatna

odchylka, n=3.
Tyden sbéru

39. tyden 40. tyden 41. tyden 42. tyden 43. tyden 44. tyden 45. tyden
-cr)%?)kininu Koncentrace (pmol/1 g FW)
tZ 1,318 + 0,108 0,864 + 0,135 1,027 + 0,010 0,906 + 0,027 0,880 + 0,117 0,607 + 0,057 1,026 + 0,143
tZR 1,490 + 0,167 1,500 + 0,070 2,899 + 0,178 1,390 + 0,122 1,064 + 0,053 1644 + 0,192 1,817 + 0,069
tZiG 13,324 + 1,170 10,734 + 0,244 13,844 + 0,663 13,307 + 1077 9,932 + 0,764 14,013 + 0425 13,656 + 1,887
tZ9G 5658 + 0,449 5447 + 0530 7,459 + 0,652 6,152 + 0374 4,970 + 0265 6,537 + 0510 6,337 + 0,700
tZ0G 2,348 + 0,237 1961 + 0,163 2451 + 0,156 2,362 + 0,214 1,754 + 0,029 2,230 + 0,278 2,424 + 0,243
tZR5’MP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZR 3,286 + 0,282 1769 + 0,165 3,261 + 0430 4,638 + 0421 3332 + 0467 2,345 + 0,244 3,623 + 0,413
cZ7G 7471 + 0,713 5445 + 0,142 8,127 + 0,298 8661 + 0284 6,803 + 0,374 8890 + 0,132 8,200 + 0,547
cZ0G <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
CZROG <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
iP 0,543 + 0,120 0,350 + 0,035 0,411 + 0,031 0,489 + 0,023 0,689 + 0,053 0432 + 0,025 0,718 + 0,126
iPR 2,830 + 0,219 1,705 + 0,163 2,666 + 0,428 2436 + 0,101 1,981 + 0,036 2,427 + 0,000 3,038 + 0,229
iP7G 17,063 + 0,434 12281 + 0,803 16,437 + 0596 18,160 + 2,128 11,284 + 0,330 17,352 + 0,732 16,641 + 1,915
iP9G 1,699 + 0,047 0,752 + 0,046 1511 + 0,172 1657 + 0,138 1,036 + 0,016 1576 + 0,186 1,640 + 0,148
iPR5‘MP 10,405 + 0,607 5839 + 0411 7,415 + 0,120 7,976 + 0,060 4,701 + 0,393 5178 + 0,266 6,198 + 0,683
DHZ7G 2,180 + 0,136 1,735 + 0,078 2,287 + 0,164 2,131 + 0,129 1,430 + 0,146 2,229 + 0,058 1,918 + 0,138

<LOD= pod limitem detekce



Tab. 7 Detekované hladiny cytokininti v 10-dennich semenaccich A. thaliana sklizenych v podzimnich tydnech ve tvaru primérna hodnota + smérodatna

odchylka, n=3.
Tyden sbhéru

46. tyden 47. tyden 48. tyden 49. tyden 50. tyden 51. tyden
Typ cytokininu Koncentrace (pmol/1 g FW)
tZ 0,857 + 0,103 0,921 + 0,035 0,857 + 0,032 0,697 + 0,051 0,977 + 0,124 1,320 + 0,150
tZR 1,789 + 0,103 1,296 + 0,019 1,311 + 0,157 1,030 + 0,077 1,360 + 0,128 2,599 + 0,227
tZ1G 16,560 + 0,146 15031 + 0,827 12,418 + 0,707 11,023 + 1535 14942 + 1,888 21442 + 0,611
tZ9G 7,100 + 0,746 7,049 + 0,837 6,077 + 0,210 4,771 + 0,519 6,932 + 0,344 10,486 + 0,819
tZ0G 3,038 + 0,159 2,548 + 0,112 2,100 + 0,071 2,157 + 0,144 2,902 + 0,370 3,566 + 0,064
tZR5’MP <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 4,680 + 0,200
cZR 2,635 + 0,336 6,925 + 1,159 3,833 + 0,251 1,302 + 0,136 1,631 + 0,062 2,646 + 0,108
cZ7G 8,696 + 0,893 7,776 + 0,539 7,397 + 0,326 6,381 + 0,524 8,094 + 0,304 10,557 + 0,586
cZ0G <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
cZROG <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
iP 0,745 + 0,057 0,397 + 0,052 0,409 + 0,056 0,489 + 0,024 0,666 + 0,075 1,568 + 0,225
iPR 2,799 + 0,278 2,799 + 0,097 2,953 + 0,196 1,213 + 0,086 1,917 + 0,130 3,120 + 0,021
iP7G 20,700 + 0,825 17,654 + 0,025 15115 + 1313 13697 + 1656 16,180 + 1,128 23,633 + 0,357
iP9G 1,824 + 0,131 1,976 + 0,276 1,462 + 0,113 1,395 + 0,123 1,573 + 0,076 2,270 + 0,023
iPR5‘MP 9,501 + 0,934 7,606 + 0,819 8,313 + 0,360 7,175 + 0,636 6,931 + 0,336 13,972 + 0,802
DHZ7G 2,702 + 0,230 2,279 + 0,299 2,060 + 0,185 1,615 + 0,148 2,220 + 0,311 3,920 + 0,117

<LOD-= pod limitem detekce



Tab. 8 Detekované hladiny cytokinint v 10-dennich semenaécich A. thaliana sklizenych v zimnich tydnech ve tvaru primérna hodnota + smérodatna odchylka,

n=3.
Tyden sbhéru

1. tyden (2020) 2. tyden (2020) 3. tyden (2020) 4. tyden (2020) 5. tyden (2020) 6. tyden (2020) 7. tyden (2020)
-cr)%?)kininu Koncentrace (pmol/1 g FW)
tZ 1277 + 0,119 1,382 + 0,049 1,257 + 0,067 1,614 + 0,210 1,802 + 0,154 2,295 + 0,352 2,141 + 0,055
tZR 1,653 + 0,005 1,849 + 0,315 1277 + 0,112 1528 + 0,211 2,924 + 0351 4,672 + 0,045 3,622 + 0,320
tZ1G 14,760 + 0,032 14,828 + 1,076 14,045 + 1214 16,973 + 0,883 23,822 + 0,988 24,855 + 2,226 17,203 + 1,482
tZ9G 9,556 + 1,168 6,910 + 0,239 6,710 + 0,430 7,875 + 0,105 10,986 + 0,836 11,598 + 0,329 8,181 + 0,371
tZ0G 3,436 + 0,203 3286 + 0,363 2,856 + 0,114 3,074 + 0,142 4,166 + 0,387 6,116 + 0424 4,341 + 0,268
tZRS’MP 3,927 + 0,873 4,084 + 0,057 <LOD <LOD <LOD 6,162 + 0,811 7,183 + 0,727
cZR 1,821 + 0,125 2,300 + 0,159 2,131 + 0,165 2,025 + 0,058 4,210 + 0,164 4,408 + 0,473 2,649 + 0,133
cZ7G 8,967 + 0617 7,913 + 0,166 7,875 + 0,242 9532 + 0901 11,036 + 0,889 8,890 + 0,662 7,062 + 0,722
cZ0G <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1,215 + 0,053 0,917 + 0,114
cZROG <LOD <LOD 1,377 + 0,030 <LOD 2,286 + 0,075 1,901 + 0,059 <LOD
iP 0,500 + 0,033 0,890 + 0,007 0,779 + 0,003 1,529 + 0,059 1,559 + 0,431 1222 + 0,184 1,213 + 0,162
iPR 2,819 + 0,149 2552 + 0,209 1677 + 0,128 2,497 + 0,082 2,574 + 0,199 3,740 + 0,187 3,831 + 0,278
iP7G 14,962 + 0,116 17,163 + 0,233 17,197 + 1,052 19,841 + 0,842 27,049 + 1,150 22,839 + 1,995 19,364 + 1,606
iP9G 2,103 + 0275 1644 + 0,136 1551 + 0,026 2,058 + 0,132 2,275 + 0,199 2,078 + 0,266 1,394 + 0,214
iPR5‘MP 11,914 + 0,278 9666 + 0,761 7,201 + 0429 9,634 + 0565 13,392 + 0,593 16,900 + 1,624 15957 + 0,536
DHZ7G 2,406 + 0,171 2481 + 0,185 2,109 + 0,237 2,644 + 0291 3471 + 0,120 4,445 + 0463 3,440 + 0,238

<LOD= pod limitem detekce



Tab. 9 Detekované hladiny cytokinint v 10-dennich semenaccich A. thaliana sklizenych v zimnich tydnech ve tvaru primérna hodnota + smérodatna odchylka,

n=3.

8. tyden (2020)

Tyden sbhéru

9. tyden (2020)

10. tyden (2020)

11. tyden (2020)

Typ cytokininu

Koncentrace (pmol/1 g FW)

tZ

1,771 + 0,120 1,643 + 0,047 1514 + 0,139 1,786 + 0,183
tZR 2,202 + 0,014 2,733 + 0,198 2,409 + 0,220 2,543 + 0,088
tZiG 15,172 + 1,190 18,006 + 0,634 14,048 + 1,311 16,489 + 0,753
tZ9G 7,505 + 0,327 7,428 + 0,578 7,228 + 0,276 8,119 + 0,406
tZ0G 4,172 + 0,046 4217 + 0,229 3273 + 0,492 3,500 + 0,132
tZR5S’MP <LOD 5944 + 0,233 <LOD <LOD
cZR 2,370 + 0,433 3,656 + 0,325 2,007 + 0,122 4,182 + 0,348
cZ7G 8,004 + 0,445 8,979 + 0,649 7313 + 0,674 9,004 + 0,349
cZ0G 0,908 + 0,222 0,986 + 0,128 <LOD <LOD
cZROG 1,415 + 0,061 1,842 + 0,084 <LOD 1433 + 0,170
iP 0,804 + 0,129 1,096 + 0,038 0,959 =+ 0,143 1,109 + 0,070
iPR 2,303 + 0,462 3,265 + 0,121 2,601 + 0,060 4,013 + 0,656
iP7G 20,999 + 2,024 20,763 + 0,850 19,185 + 0,696 23296 + 0,507
iP9G 2,308 + 0,238 2,109 + 0,147 2,050 + 0,180 2,457 + 0,152
iPR5‘MP 10,395 + 0,127 9,747 + 0,928 9,272 + 0,628 10,523 + 1,151
DHZ7G 2409 + 0,163 3,347 + 0,318 2699 + 0,294 2,727 + 0,079

<LOD= pod limitem detekce



