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2. UVOD

Cytokininy (CK) jsou skupinou rostlinnych hormoni se strukturou N® substituovanych
derivati adeninu. Tyto slouceniny hraji dilezitou roli ve fyziologii a vyvojovych
procesech rostlin. CK jsou mimo jiné zdsadni pro spravny rast a vyvoj kofene, jeho
architekturu a sekundéarni rst.

V praci Kunikowska et al., 2012 bylo zjisténo, ze pokud je kinetin (6-
furfurylaminopurin) aplikovan ve vysokych koncentracich, spousti u bunék kofene
Vicia faba programovanou bunéfnou smrt. Hlavnim cilem této prace tedy byla
optimalizace rustovych podminek rostliny Vicia faba ssp. minor, ktera by umoznila
dalsi studium tohoto procesu.

Po optimalizaci podminek ristu byl otestovan vliv i jinych CK nez kinetinu, a to
konkrétn¢ 6-benzylaminopurinu (BAP) a 6-(3-hydroxybenzylamino)purinu (meta-
topolin). V experimentech byla upravena metoda pro hodnoceni morfologie kofent.
Ve studii Kunikowska et al., 2012 byly kofeny pied métenim délky a vazenim ufiznuty
a nebylo tedy mozné pozorovat pribézny vliv CK na konkrétni kofen rostliny. V této
praci bylo pribézné meéteni zajisténo diky fotografické dokumentaci a néslednému
vyhodnoceni.

Utinek CK je uzce spjat s produkei a aktivitou etylenu. V posledni ¢asti prace tak
byla testovana metoda vhodna pro studium vztahu etylenu produkovaného rostlinou
ovlivnénou aplikovanymi CK. Pro méfeni hladiny etylenu byla pouzita plynova

chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem (GC-FID).



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1.Rostlinné hormony

Rostlinné hormony, téz fytohormony, jsou pfirozen¢ se vyskytujici skupiny organickych
latek, které ovliviiuji fyziologické procesy rostlin uz pti nizkych koncentracich (obvykle
10 az 10° M). Mnohé molekularné genetické studie dokazuji, Ze rostlinné hormony
maji zasadni vliv na rast a vyvoj rostlin. Hormony fidi vyvojovy cyklus rostlin,
od kli¢eni pfes vyvoj semen az po dozravani plodt (Davies, 2010; Garg et al., 2012).
Struktura rostlinnych hormonti se od sebe zna¢né odlisuje. Mezi slouceniny obsahujici
aromaticky kruh patii napt. kyselina salycilova, auxiny a cytokininy. Karboxylova
kyselina se vyskytuje ve struktufe kyseliny abscisové, jasmonové ¢i giberelind,
steroidni strukturu najdeme u brassinosteroidi. Polyaminy jsou skupinou alifatickych
amina (Davies, 2010).

Prvnim objevenym rostlinnym hormonem byl auxin (indol-3-yloctovd kyselina,
IAA). Nasledoval objev dalSich skupin hormoni — giberelini (kyselina
giberelova, GA), cytokininint (CK), kyseliny abscisové (ABA) ¢i etylenu (ET).
Brassinosteroidy (BR), jasmonaty (JA), kyselina salicylova (SA), polyaminy, peptidy
a strigolaktony byly mezi rostlinné hormony zatfazeny pozdéji (Davies, 2010).

Biosyntéza rostlinnych hormonti zahrnuje sérii kroka, které méni meziprodukt
se snizenou ¢1 Zadnou biologickou aktivitou na aktivni formu. Obvykle je kazdy krok
katalyzovan enzymem, ktery je kddovan urcitym genem. Syntéza rostlinnych hormonti
muze byt lokalizovéna v jednom misté nebo miliZe probihat ve v&tsim mnozZstvi pletiv
(Van Staden et al., 2008; Davies, 2010).

Velmi dilezity mechanismus ke kontrole bunécné hladiny fytohormont je takzvana
konjugace.  Reverzibilni  konjugace = umozfiuje  rostlinAm za  ménicich
se environmentalnich, vyvojovych a fyziologickych podminek zisk aktivnich hormont
z jejich konjugovanych forem. Ireverzibilni konjugace slouzi k nevratné inaktivaci,
transportu, kompartmentaci a ochrané proti degradaci. Aktivni fytohormony jsou
ménény na ruzné formy, naptiklad pomoci acylace, esterifikace nebo glykosylace.
Metabolickou pfeménou mize dojit ke ztraté jejich aktivity. VSechny metabolické
kroky jsou zpravidla irreverzibilni, vyjma nékterych procesti jako formace esterd,
glukosidii a amidovych konjugati, kde volné slozky nepodléhaji enzymatické hydrolyze
(Bajguz a Piotrowska, 2009; Piotrowska et al., 2011).
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3.2.Cytokininy

CK jsou rostlinné hormony, které jsou zapojeny do regulace bunétné proliferace,
bunécného cyklu a vyvoje bunc¢k a plastidi. Nejdiive byla u CK ptedpokladana jen
funkce povzbuzeni ristu stonku, inhibice kofenového riistu, stimulace bunééného déleni
a indukce zelenani v kalusech. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze hraji dilezitou roli v mnohych
vyvojovych procesech rostlin, zahrnujici organogenezi, senescenci listi, formaci
a udrzovani stonkovych meristematickych oblasti, apikalni dominanci a kli¢eni semen.
Dalsi studie dokazaly, ze CK hraji dalezitou roli v interakci na biotické a abiotické

faktory (Miller et al., 1956; Mok, 1994; Argueso et al., 2012).

3.2.1. Typy a struktura

CK se v rostlinach nachdzeji jako volné baze, ve formé nukleosidi (ribosidit), glykosidi
(O — nebo N-glykosidy) nebo nukleotidi. Aktivni formu vykazuji jako volné baze,
zatimco ve formé konjugat maji zpravidla jen nizkou aktivitu (Yamada et al., 2001;
Lomin et al., 2015). Vyskyt, rozmisténi a zmény jednotlivych CK se 1i8i v zavislosti
na typu rostliny, pletivu a vyvojovém stadiu (Sakakibara, 2006). CK se nejcastéji
vyskytuji v inaktivni formé, z ¢ehoz se usuzuje, Ze koncentrace aktivnich CK je dobfie
kontrolovana, aby nedochédzelo k nekontrolovanému pienosu signalu. Spravného
prenosu signdlu je dosazeno diky koordinaci enzymt zahrnutych do biosyntézy,
modifikace a degradace CK (Ziircher a Miiller, 2016).

Ptirozené se vyskytujici CK jsou derivaty adeninu, které se 1isi postrannim fetézcem
navazanym na N® dusik adeninu. Rozliuji se dva typy postrannich fetézcii; isoprenoidni
a aromatické (Mok, 2001). Nejvice prostudované jsou isoprenoidni CK, N®-(A2-
isopentenyl)-adenin (iP), 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin (zeatin) a 6-(4-
hydroxy-3-methylbutylamino)purin  (dihydrozeatin). Zeatinovy postranni fetézec
obsahuje dvojnou vazbu, a tudiz jeho hydroxylova skupina mutze mit cis, nebo trans

konfiguraci, vznika tak trans-zeatin (tZ) nebo cis-zeatin (cZ) (Sakakibara, 2006).
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Obr. 1 Struktura 6-(3-hydroxybenzylamino)purinu (meta-topolinu, vlevo), 6-benzylaminopurinu
(BAP, uprostied) a 6-furfurylaminopurinu (kinetinu, vpravo).

Aromatické CK maji pfes N°® uhlik navazané substituenty, napf. benzyl.
NejvyznamnéjSimi zastupci jsou uméle piipravené CK 6-benzylaminopurin (BAP)
a kinetin. Mezi pfirodni aromatické CK fadime topoliny (Strnad et al., 1992; Obr.1).
Modifikaci navazaného fetézce lze ziskat odlisné vlastnosti CK, naptiklad hydroxylace
benzylového kruhu BAP vortho pozici vede Kk deaktivaénim krokdm, zatimco
hydroxylace v meta pozici miize mit za nasledek opac¢ny efekt (Kaminek et al., 1987).
Vodiky navazaného benzylového jadra mohou byt nahrazeny — methoxy, — halogen, —

merkapto nebo — alkylovymi skupinami (Plihalova et al., 2015).

3.2.2. Biosyntéza

Biosyntéza isoprenoidnich CK probihd dvéma cestami: vznik degradaci tRNA, nebo
isopentynylaci volnych nukleotidi adeninu.

V prvnim kroku biosyntézy (Obr. 2) isoprenoidnich CK dochazi k ptenosu
isopentenylové skupiny, ktera je soucasti dimethylallyl difosfat (DMAPP), na adenosin
5'fosfatu (ATP, ADP), kterd se vaze do N° pozice. Pii tomto prenosu dochazi ke
katalyze pomoci isopentenyltransferazy (IPT) a vzniku isopentenyl adenosin 5° fosfatu
(pfevazné ADP, nebo ATP), ktery je prekurzorem biologicky aktivnich CK
(Lichtenthaler, 1999; Hecht et al., 2001; Krall et al., 2002; Sakakibara, 2004).

Volné baze neboli aktivni formy CK, vznikaji v dalsim kroku enzymatickou
katalyzou CK ribotidu za pomoci LONELY GUY (LOG) genu (Kuroha et al., 2009).
Biosyntéza aromatickych CK doposud neni zna¢né prostudovéana, ale usuzuje se,
ze metabolickd cesta bude alesponi z ¢asti podobnd isopreoidnim CK. Syntéza CK
je regulovana mnohymi podméty zahrnujicimi biotické, abiotické a endogenni vyvojové
faktory (Sakakibara, 2005; Davies, 2010).
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Obr. 2.: Primdrni reakce syntézy cytokininii za pouziti IPT. Adenosin 5 fosfat ve formé AMP,
ATP, ADP reaguje s dimethylallyl difosfat (DMAPP) za pritomnosti isopentenyltransferdzy
(IPT). V reakci dochdzi k vazbé dimethylallylu do N° pozice za vzniku isopentenyl adenosin
5 fosfatu ve formé monofosfitu (iPRMP), difosfatu (iPRDP), nebo trifosfatu (iPRTP)
a difosfatu
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3.3.Vliv rostlinnych hormonti na rist a vyvoj korene

3.3.1. Vliv cytokinint na rist a vyvoj korene

Efekt CK na kofeny rostlin je velmi komplexni. Ur¢ita koncentrace téchto fytohormont
je nezbytna k ristu kotfene, coz bylo prokdzano u trojitych mutanti v pienosu CK
signalu. Nékteré mutantni linie nerostly vibec, jiné jen mirn¢ (Higuchi et al., 2004).
CKmaji opacny efekt na bunétné déleni v kofenovém a stonkovém meristému.
V kotenovém meristému bunééné déleni inhibuji, kdezto v meristému stonku jej naopak
indukuji (Schaller et al., 2014).

Hlavni charakteristikou CK je kontrola bunééného dé¢leni a bunééného cyklu.
Negativni vliv na apikalni kofenovy meristtm (RAM; root apical meristem)
je zpisoben podporou bunécéné diferenciace. Hladina CK, zvlasté zeatinu, osciluje
Vv pribehu bunécného cyklu, pti¢emz ostré piky se objevuji na konci S faze a béhem
vstupu do mitoézy (Hartig a Beck, 2005). CK ovliviiyji kontrolni body u ptechodl
GldoSa G2 doM faze. Tento fakt potvrzuje studie zkoumajici efekt lovastatinu
(inhibitor CK biosyntézy), kdy byla patrna blokace G2/M piechodu v tabakové bunécné
kultufe (Redig et al., 1996), nebo naruseni tiech CK receptori (AHK2, AHK3, AHK4-
histidin kinaz), coz vedlo ke zpomaleni G2/M ptechodu (Higuchi et al., 2004). Diky
témto poznatkiim je patrné, Ze hlavnim bodem kontroly bunééného cyklu ovlivnéného
CK je piechod G2 do M faze (Schaller et al.,2014).

Dalsi roli CK je regulace bunééného déleni v klidovém centru (QC; quiescent center)
a regulace rovnovahy v zoné pfechodu mezi bunéénym délenim a bunéénou diferenciaci
(mitéza a endoreduplikace) (Schaller et al., 2014). Tento d¢j je postaven na zjisténi
inhibice auxinové aktivity pomoci CK. Pfi této inhibici dochéazi ke zvySeni bunécné
diferenciace na tikor bunééného déleni (loio et al., 2008). Zaroven zvysena hladina CK
vede K opétovné aktivaci bunééného déleni QC, diky ¢emuz lze soudit, ze snizeny CK
pfenos signalu je nezbytny k inhibici bunééného déleni v klidovém centru (Zhang et al.,
2011; Zhang et al., 2013).

V RAM je CK aktivita v QC nizsi, nez je optimalni hladina pro mitézu. Pokud dojde
ke zvyseni hladin cytokinint, a to zvySenim CK aktivity nebo sniZzenim auxinové
aktivity, dojde k podpoie mitdozy a bunécného déleni (Zhang et al., 2013). Naopak

pokud je CK aktivita zvySend v zoné prechodu ve srovndni s optimalni hladinou
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pro mitézu, dochazi k endoreduplikaci. CK tedy aktivuji mitozu a bunééné déleni pfi
nizkych koncentracich, pfi vysSich koncentracich dochazi kinhibici a tim i
k endoreduplikaci (Schaller et al., 2014).

Je nutné dodat, ze zavislost CK na délce kofene nemusi byt jedinym faktorem; vliv
na délku mize mit i transport [AA v kofenovém meristému (Benkova a Hejatko, 2009)
a dalsi IAA zavislé procesy (Blilou et al., 2015).

Snizeni endogenni hladiny CK zpusobuje zmény v pleiotropnim vyvoji, jako je
opozdéni vzniku a expanze listli, opozdéni kveteni, zvySeni sterility a zlepSeni rastu
kofene (Werner et al., 2001). U rostlin s deficienci v produkci CK doslo ke zvyseni
tvorby primarnich kofeni téméf o 50 % ve srovnani s kontrolni rostlinou. Zaroven
U rostlin doslo k silnému ristu postrannich kotenii a jejich primordia se nachéazela
v mensi vzdéalenosti od sebe. Primarni RAM dosahoval vétsi délky i1 Sitky nez
u kontrolni rostliny. Naopak zvySeni endogenniho mnozstvi CK (pomoci zvySeni
biosyntézy IPT) redukuje apikalni dominanci a vyvoj kofene, dochazi ke zméné tvaru
list a potlaceni vyvoje nadzemni ¢asti (Li, 1992; Werner et al., 2003).

CK reguluji architekturu kofenového systému. Funguji jako negativni regulatory
formovani a rustu postrannich kotenti diky zabranéni vytvoreni auxinového gradientu
potiebného pro vytvofeni postrannich kotfent (Laplaze et al., 2007; Marhavy et al.,
2011). V kofenech s nizkou hladinou CK dochéazi k formovani primordii lateralnich
kotfenli v neobvykle blizké vzdalenosti od sebe, z cehoZ byla vyvozena role CK jako
regulatorti pozice lateralnich kofenti podél osy hlavniho kofene. U modelové rostliny
Arabidopsis thaliana (Husenicek rolni) bylo zjisténo, Ze b&hem brzkého stadia
formovani primordii lateralnich kofenti dochazi k syntéze genu IPTS a LOG4. Diky
témto genlim dochazi ke sniZzeni tvorby primordii lateralnich kofenli v sousednich
pericyklovych buiikach. Sousedni buriky pfeménuji isopentenyl adenin na trans-zeatin
adochdzi k syntéze novych vlastnich CK, které inhibuji formovani primordii
postrannich kotfenti (Chang et al., 2015).

CK funguji jako klicovy modulator sekundarniho rastu kotene, a to diky regulaci
proliferace v kofenovém kambiu. V inbrednich liniich s aktivnim sekundarnim rtstem
byla v kofenovém kambiu CK odpovéd’ siln€jsi nez v sousednich pletivech. Naopak
v inbrednich liniich s potlatenym sekundarnim ristem byla v kofenovém kambiu
naméfena velmi slaba CK aktivita. Dal§im zkoumanim bylo zjiSténo, ze u této linie neni

mozné aktivovat bunécné déleni v zon€ kambia a s nim spojeny sekundérni riist pomoci
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exogenni aplikaci CK. Z téchto vysledki vyplyva, Ze potlaceni radialniho ristu kotfene
Vv inbrednich liniich je zptisobena defektem v CK pienosu signalu (Jang, 2015).

CK dale hraji dilezitou roli v odpovédi na environmentalni podméty, jako jsou
nutri¢ni a osmotické podminky (Malamy et al., 2005, Ramireddy et al., 2014), diky
nimz dochazi k rozvoji plasticity kofenové architektury, ktera se neustale adaptuje

na vnéjsi podminky (Chang et al., 2015).

3.3.2. Interakce auxini s cytokininy

Auxin je dulezity regulator bunééné morfologie, formovani a ptimého rustu organt
Vv riznych vyvojovych souvislostech (Vanneste a Friml, 2009). K zajiSténi optimalniho
ristu a vyvoje si rostliny vytvofily mechanismus kontroly lokalni auxinové homeostéaze.
Ten zahrnuje kontrolu auxinového metabolismu (Cheng et al., 2006; Tao et al., 2008),
subcelularni kompartmentace (Mravec et al., 2009; Barbez et al., 2012) a pfimého
auxinového transportu, ktery je zprostiedkovan pomoci ATP-binding cassette skupiny B
(ABCB), PIN-FORMED (PIN) a AUXIN-RESISTANT 1 (AUXI1) transportért
(Geisler et al., 2005; Baster P. et al., 2013).

Polarni auxinovy transport je specialni transportni systém, ktery rostlina pouziva
k pfenosu kyseliny indol-3-yloctové z mista vzniku k potiebnym pletivim. Podle sméru
transportu rozliSujeme akropetalni (ze stonku do kofene) a basipetalni (z kotene
do stonku) transport (Casimiro et al., 2001). Akropetalni transport hraje zasadni roli
v zahajeni a pozd&jSim vyvoji postrannich kofeni (Reed et al., 1998). Zatimco
basipetalni transport mé dilezitou funkci na zprostfedkovani rlstové odpoveédi
Vv kotenové apikalni Casti jako gravitropismus (Rashotte et al., 2000).

Pii gravitropismu dochazi k sedimentaci statolitii v kofenové Spicce, coz zplisobuje
zmény orientace vzhledem ke gravitatnimu vektoru (Harrison a Masson, 2008; Morita,
2010). Diky nerovnomérnému rozloZeni auxinu dochazi k odlisnému rdstu nizsi a vyssi
casti kotene, coz vede K ohybu a zméné sméru v zavislosti na gravitatnim vektoru
(Firn et al., 2000; Swarup et al., 2005).

Vztah mezi auxiny a CK je ¢asto nazyvan antagonistickym, pficemz daleko lepSim
slovem by bylo dopliujicim. Auxiny pracuji spole¢né, dynamicky; nékdy dochazi

k antagonismu a obcas naopak k podpofe druhého hormonu za tcelem plné kvalitniho
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vyvoje kofene. Jednim z ptikladd je kontrola velikosti meristému, kdy po ovlivnéni CK
dochazi ke zmenSeni meristému a zvySeni diferenciace bunék v zéné piechodu
(loio et al., 2007), zatimco pii pusobeni auxinu dochazi ke zvétseni velikosti meristému
a indukci bunééného dé¢leni ve stfedu meristému (Blilou et al., 2005). Mnohocetné
interakce auxini a CK pfi kontrole velikosti meristému jsou fizeny Aux/IAA SHY?2
(short hypocotyl) proteiny, které ptisobi jako centralni spinace v mechanismu rovnovahy
pfenosu signalu (Schaller et al., 2015).

Auxiny a CK byly identifikovany jako dulezité komponenty lokalniho pienosu
signalu, ¢imz se ve vyznamné mife podili na rostlinném vyvoji, predevsim na indukci
audrzovani meristémi a rostlinné polarity (Uggla et al., 1996). Tyto dvé skupiny
hormont vytvaii rovnovahu mezi délenim a diferenciaci a stalym neménnym stavem.
Auxinové maximum se nachdzi v kofenové Spi€ce a podporuje funkci
nediferencovanych totipotentnich bunék, zatimco auxinovy gradient miizeme nalézt
v zoné déleni, ktera podporuje bunécnou proliferaci (Ioio et al., 2007). CK potlacuji
auxinovy signal a diky tomu dochazi k diferenciaci a urceni pozice piechodné zony.
ZvySenim hladiny CK dochazi k posunu piechodné zony, zkraceni meristému
a kotenové délky. Opacné pii snizeni hladiny CK v pfechodné zoné dochazi k produkci

delsiho meristému a kotene (loio et al., 2012).

3.3.3. Etylen

Etylen zpisobuje v rostlinach charakteristickou, tzv. ,.troji odpovéd™. Ta je zaloZena na
ttech odliSnych morfologickych zménach tvaru semenacku: inhibice prodluzovani
meristému, radialni ztloustnuti meristému a absenci standardni gravitropické odpovédi.
Etylen téZ zpisobuje nadmérné zakiiveni apikdlniho hacku a inhibici primarniho
kofenového prodluzovani (Guzman a Ecker, 1990). Efekty CK a etylenu na kotfen
rostlin jsou uzce svazéany. Pii zkoumani vztahu téchto dvou rostlinnych hormonti na
modelové rostliné Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, Zze etylen ve zna¢né mife
zprostfedkovavd odpovéd” na exogenni CK, jako napfiklad inhibici kofenu
a prodluzovani hypokotylu (Cary et al., 1995). Etylen také hraje dulezitou roli
Vv regulaci odpovédi rostliny na programovanou buné¢nou smrt (PCD, programmed cell

death) zptsobenou jak biotickymi, tak i abiotickymi stresovymi faktory (De Jong et al.,
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2002). CK stimuluji produkci etylenu, ktera zase inhibuje kofen a hypokotylové
prodluzovani. Diky tomu efekt CK na kofenové a hypokotylové prodlouzeni mize byt
Caste¢né blokovan etylenovymi inhibitory nebo etylenovymi mutanty (neboli rostlinami
neschopnymi produkovat etylen) (Cary et al., 1995). Zaroven jsou CK efektivngjsi
ve stimulaci produkce etylenu ve spojeni s auxiny, zejména v mladych pletivech (Fuchs
a Lieberman, 1968; Aharoni et al., 1979).

Etylen hraje dilezitou roli jako regulator biosyntézy auxinu a ma zna¢ny vliv na
lokalni rozmisténi auxinu v koieni. Etylen stimuluje biosyntézu auxinu a bazipetalni
auxinovy transport smérem k z6né¢ prodluzovani, kde déale aktivuje lokalni auxinovou
odpovéd, kterd vede k inhibici prodluzovéani bun¢k. U mutantnich rostlin s defektem
V pfijimani auxinu nebo v bazipetalnim auxinovém transportu nemuze etylen aktivovat

auxinovou odpovéd’ a regulovat rust kofene (Ruzicka et al., 2007).

3.4.Programovana bunééna smrt

Vyvoj mnohobunéénych, stejné¢ jako jednobunéénych organisml zavisi na mnoha
fyziologickych faktorech, mezi které patifi 1 programovand bunéfna smrt (PCD)
(Kunikowska et al., 2012). Bunééna smrt mize byt indukovana vnitinimi nebo vnéj$imi
signaly, které mohou byt enviromentalni (van Doorn a Woltering, 2005), stejné jako
chemické (Rao et al., 2008). Rostliny produkuji mnoho chemickych latek zpusobujici
PCD u lidskych, zivo€isnych i rostlinnych bunék. Tyto slou¢eniny mohou byt fenoly,
flavonoidy, glykoproteiny (Carimi et al., 2003; Choi et al., 2008). Bylo dokazano,
zein€které CK, napf. BAP, Kkinetin nebo =zeatin maji podobné ucinky
(Kunikowska et al., 2012).

Bunécénd smrt mize v rostlinach probihat autolytickou, nebo neautolytickou cestou,
avSak nejsou zadné dikazy o PCD cestou apoptoézy. Autolytickda smrt probiha
predevs§im béhem normadlniho rostlinného vyvoje, nebo je zplisobena abiotickym
stresem. Hlavni pfi¢inou neautolytické PCD je interakce s rostlinnym patogenem.
Rozdil mezi t€émito dvéma skupinami spoc¢iva v prasknuti tonoplastu. Pfi autolytické
smrti tonoplast praskne jiz pfi PCD a obsah vakuoly pfispiva k smrti buriky, zatimco
u neautolytické tonoplast praskne az ve chvili, kdy je buitka mrtva (van Doorn, 2011).

PCD se projevuje snizovanim cytoplasmy a poctu bunék, kondenzaci jader
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(Carimietal., 2003) a také jejich fragmentaci. Nékdy dochazi k rozbiti chromatinu
na DNA fragmenty, uvolfiovani cytochromu ¢, formaci DNA obsahujicich apoptickych
télisek, pritomnosti apopticky specifickych kaspazovych nebo metakaspazovych
enzymu, aktivaci 28 kDa endonukleazy (Kunikowska et al., 2012) a inhibici bunééného
déleni (Carimi et al., 2003).

Pii aplikaci kinetinu na kofeny rostliny Vicia faba ssp. minor dochéazelo k PCD
ve sttedni  vrstvé  kortexu  parenchymatickych  bunék, nikoliv v bunkach
meristematickych. Kinetin ovlivituje morfologii jader, nukledrni chromatin a DNA
degradaci béhem bunécné smrti. Po aplikaci kinetinu dochazi ke zvySeni kondenzace
nukledrniho chromatinu, formaci mikrojader, invaginaci, degradaci chromatinu
a fragmentaci jader. Po delsi aplikaci kinetinu (96 hodin) dochazi ke zvysSeni degradace
a fragmentace jader. Kinetin ovliviluje mnozstvi bunc¢k v jednotlivych fazich cyklu
bunééného déleni, a to nadpoloviénim zvySenim bunck v Gl fazi a snizeni bunék
v ostatnich fazich v zoné¢ meristematickych bunék. U zdény obsahujici rostouci
a diferencia¢ni buiiky dochézi jen k mirnému zvySeni v G1 fazi, S faze je nezménéna
a pocet bunék v G2 fazi je snizen. Kinetin také snizuje aktivitu dehydrogenazy v zoné
obsahujici rostouci a diferenciaéni bunky, kterda je doprovazena snizenim poctu
mitochondrii. Aplikaci kinetinu se zvysuje vodivost bunécnych elektrolytti a formovani
vakuol, které Casto fuzuji za vzniku velkych vakuol s kyselym pH. Dal§im velmi
podstatnym efektem je ovlivnéni rlstu, pfi kterém dochazi ke zvySeni hmotnosti
a tloust’ky kotfene (Kunikowska et al., 2012).

Prvotni d¢j, ktery pfedchdzi hypersenzitivni odpovédi rostliny na PCD je influx
vapenatych iontl do cytoplazmy, aktivace MAP-kinazové kaskddy a produkci
salicylové kyseliny, oxidu dusiku a aktivnich forem kysliku (Hayward et al., 2009).
Influx vépenatych iontl do cytoplazmy zadrzi buitku v G1 a G2 fazi ptfimou, nebo
nepiimou cestou. U nekterych bunck dochézi téz k procesu PCD diky DNA kondenzaci,
segmentaci jader a DNA degradaci pomoci nukleaz (Jan et al., 2008; van Doorn, 2011).
Viapenaté ionty zaroven prochazi do mitochondrii, kde zplsobuji produkci reaktivnich
forem kysliku (Jan et al., 2008; Cacas, 2010; van Doorn, 2011), které nici jadernou
DNA a/ nebo indukuji procesy bunétné smrti (Roy et al., 2008). V posledni fadé
dochazi k postupnému zvySovani fuze kyselych lytickych vakuol, které pohlcuji a nici
protoplasty umirajicich bun¢k (Scott a Logan, 2008; Jan et al., 2008; McCall, 2010;
van Doorn et al., 2011).
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3.5.Vicia faba — modelova rostlina

V bakalarské praci vychazim ze studie A. Kunikowske et al. 2012, ve které byla
zkouména kinetinem indukovand bunécna smrt kotenovych bunék. V této studii byla
pouzita jako modelova rostlina Vicia faba, konkrétné ssp. minor, jelikoZz rostlina
nevyzaduje praci ve sterilnich podminkéch laminarniho boxu (neni tolik nachylna
na plisné), jeji koten roste velmi rychle a je dostate¢né Siroky pro pozdéjsi studie.
Tato rostlina patii do ¢eledi bobovitych (Fabaceae) a do ¢estiny je jeji nazev prekladan
jako Bob obecny, ve star$i literatufe Bob konisky (Adsule a Akpapunam, 1996).
Bob obecny je jednou z nejstarSich hospodarskych plodin. Bylo zjisténo, Ze semena se
nachazela v severozapadni Syrii jiz pred deseti tisici lety, a proto byl podan navrh
k zatazeni této rostliny mezi zakladatelské plodiny (Tanno a Willcox, 2006). Tato ¢eled’
je velmi rozmanita, proto doslo k botanické klasifikaci semen do 3 skupin: ,,major”
(velké semena), ,,equine” (stiedné velké semena) a ,,minor” (mald a kulatd semena)
(Tanno a Willcox, 2006). Diky malému poctu (Sesti) mimotadné velkych a lehce
pozorovatelnych  chromozomi se bob obecny stal modelovou rostlinou
pro cytogenetické vyzkumy v 70-tych a 80-tych letech. V pozdéjsi letech vsak byl
nahrazen rostlinami Arabidopsis thaliana (Huseni¢ek rolni) a Medicago sativa
(Tolice vojtéska) (O'Sullivan a Angra, 2016).

3.6. FID plynova chromatografie

Detektor pouzivajici ionizaci plamenem (FID; flame ionization detector) je velmi
vyhodny pro studium organickych slouc¢enin pomoci plynové chromatografie. Diky
uzivatelské jednoduchosti, presnému méfeni a sensitivité se tato metoda stala zdkladnim
prostfedkem méfeni etylenu produkovaného rostlinami (Ward et al., 1978).

Pii plynové chromatografii dochazi k separaci plynného analytu mezi mobilni
a stacionarni fazi (Obr. 3). Mobilni faze je chemicky inertni plyn, ktery slouzi jako
nosi¢ molekul analytu skrze vyhiatou kolonu. Stacionarni faze je bud’to pevny
adsorbant, nebo tekutina na inertnim nosici. Slou€enina pfeménéna odpafenim na plyn
je injektovana do chromatografické kolony, poté je nesena inertnim plynem, casto

heliem nebo dusikem, a néasledn¢ dochazi k rozdéleni slozek. SloZky jsou rozdé€leny

20



na zakladé¢ odlisné schopnosti poutat se na stacionarni fazi (Skoog et al., 2007;

Hubschmann, 2008).

Sloucenina piichazi do detektoru pumpovanim a nésledné prochézi ptres plamen.

Plamen je bézn¢ produkovan za piitomnosti vodiku a vzduchu. Po prichodu vzorku

plamenem dojde k produkci ionti a elektronti. Tyto elektrony prochazi mezi dvéma

elektrodami s odlisSnym potencidlem v fadu stovek voltl. Intenzita proudu je pfimo

umérna mnozstvi analytu (iontt) pfitomnych v detektoru (Stauffer et al., 2008).
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Schematickd reprezentace zdikladni plynové chromatografie (upraveno dle
Gass Chromatography, 1995)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.Material a metody

4.1.1. Rostlinny material a pouZité chemikalie

Jelikoz tato prace vychdzi z experimentii publikovanych v praci Kunikowska et al.,
2012, byla v této praci pouzita totozna modelova rostlina Vicia faba ssp. minor.
Rostlinné hormony kinetin, BAP a meta-topolin byly zakoupeny u firmy Olchemim
(Olomouc, CR). Rozpoustédlo dimethylsulfoxid (DMSO) byl zakoupen u firmy
Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko).

4.1.2. Optimalizace péstovani semen

4.1.2.1. Priprava semen pred namacenim

V prvni ¢asti mé prace byly zkoumany idealni podminky k pfipravé semen pied
kli¢enim. Semena byla vzdy uchovana v lednici z divodu sjednoceni kli¢ivosti. V mych
predchazejicich experimentech nebyla semena nijak sterilizovana, proto bylo nejdiive
zkoumano, jestli sterilizace ovlivni rist a v jaké formé. Semena byla namocena do
roztoku 4% Sava (chlornan sodny) s destilovanou vodou po dobu 10 minut pied
namacenim. Z pozdéjSich pozorovani jsem dosla k zavéru, Ze sterilizace neni nezbytna,
jelikoZ semena nejsou nachylna ke kontaminaci a naopak vystaveni semen steriliza¢nim

prostiedkiim miZe zplsobit poskozeni semen a zpomaleni ristu.
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4.1.2.2. Délka namaceni a kli¢eni semen

V dalsim kroku byla nalezena idedlni doba namaceni. Semena byla namocena
do deionizované vody a kadinka byla pfikryta alobalem, aby nedoslo ke kontaminaci,
a umisténa do temné komory. Namaceni probihalo za pokojové teploty. Do exikatoru
byla vlozena deska a na ni pfeneseno 6 vrstev buni€iny. Do buniCiny byly nésledné
udélany diry odpovidajicim otvorim v desce a nakonec nalito 1,5 litru vody (Obr. 4).
Nasledné¢ byla semena pienesena na bunifinu umisténou na desce V exikatoru
v intervalech 1,5; 2; 2,5 a 3 hodiny. Rist probihal v uzavieném exikatoru, ktery byl
provzduSiovan vzduchovacim motorkem po dobu 72 hodin a poté byly vysledky

fotograficky zaznamendny a vyhodnoceny. Experiment byl 2x zopakovan.

Obr. 4: Aparatura ke kliceni semen sestavend z exikdtoru a vzduchovaciho motorku
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4.1.2.3. Riist semen a oSetieni hormony

Optimalizace ristu musela korespondovat s vhodnou obrazovou analyzou. V prvnich
pokusech byly pouzity ctvercové Petriho misky, které byly upraveny pro rist
semenackd, a to vyvrtanim 5-ti dér do horni strany misky (Obr. 5). Po optimalizaci bylo
do misek vlozeno 6 vrstev buniiny a na né tvrdy papir, prvotné bilé a v nasledujicich
experimentech modré. Na tyto vrstvy byl nanesen roztok deinonizované vody (20 ml)
amiska byla utésnéna parafilmem, aby se zabranilo ubytku vlhkosti. Nésledné byly
misky umisténé do stojanu, Vprvni fazi kolmo a Vv pozdé¢jsich experimentech
pod thlem 45°, ¢imz se dosahlo lepsiho rustu diky vys$si piiléhavosti ke zvlhéenému
materialu. Rust v téchto podminkéch probihal dobte a kofinky bylo mozné fotografovat
pfimo v Petriho miskach. Bohuzel nebylo mozné kvili Spatnému kontrastu provést
obrazovou analyzu.

Doslo ke zmén¢ podkladového materidlu za netkanou mulCovaci textilii, ktera
pti fotografovani poskytla dobry kontrast. Problémem tohoto materialu ale byly sorpéni

vlastnosti, kofinky béhem kultivace usychaly, a proto byla z pokust vyfazena.

Obr. 5: Ctvercova Petriho miska uzpiisobend pro vertikalni riist rostlin
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Od vertikélniho péstovani tedy bylo upusténo a byly vyuzity horizontadln¢ umisténé
sklenéné misky. Semendcky byly po nakli¢eni pfeneseny z exikatoru do ptipravenych
sklenénych misek. V miskach se nachazelo 20 vrstev buniCiny, které byly poté zality
20 ml destilované vody s 0,5% DMSO (negativni kontrola) nebo roztokem CK (meta-
topolin, kinetin, BAP) o molarni koncentraci 46 puM, tedy koncentraci korespondujici
s podminkami v Kunikowska et al., 2012. Takto pfipravené misky se semenacky byly
premistény do exikatoru. Ten obsahoval 6 vrstev buni¢iny ve tvaru kruhu s dirou
uprostied a bylo v ném nalito 2200 mL vody tak, aby béhem experimentu nedochazelo
k nadmérnému srazeni na sténach exikatoru. Exikator byl poté uzavien, do spodni ¢asti
s vodou byl pomoci otvoru vlozen vzduchovaci motorek, ktery slouzil k provzdusnéni

nadoby, aniz by doslo ke kontaminaci rostlin nebo tbytku vlhkosti (Obr. 6).

Obrazek 6: Horizontalni aparatura pro rust rostlin vyuzivajici exikdator

25



4.1.3. Obrazova analyza

K pofizovani fotografii byl pouzit fotoaparat Canon EOS 600D. Fotografie kofent byly
pofizeny na ¢erném tvrdém papiru, na ktery byly semenacky pteneseny z kultivacnich
misek, vyfoceny a poté nazpét vlozeny do miskek a umistény do exikatoru. Nasledné
byly fotografie vyhodnoceny pomoci programu Imagel. V tomto programu byla

zmetena délka vyfotografovanych kotinkt a také jejich projektovana plocha.

4.1.4. Méreni obsahu etylenu

Pro méfeni produkce etylenu rostlinou Vicia faba byla semena nakliCena stejnym
zpusobem jako v predchozich experimentech. Po 72 hodinach kli¢eni byla semena
premisténa do deseti Erlenmeyerovych banék (6 vzorkii s BAP, 4 vzorky s DMSO)
a ctyf lahvi se septem (2 vzorky s BAP a 2 vzorky s DMSO), do kterych bylo pfedem
umisténo 20 vrstev buniciny a ptidana deonizovana voda s BAP (o koncentraci 43 uM),
nebo 0,5 % DMSO (kontrola). Do kazdé Erlenmeyerovy bainky bylo vlozeno
5 semenackd, do 1adhve kvili mensi velikosti byly vlozeny jen 3. Z laboratornich rukavic
byly odstfizeny prstové casti, které byly poté pouzity na uzavieni Erlenmeyerovych
banck. Nésledné byly baiiky i ldhve utésnény parafilmem.

Nésledujici den doSlo k odebrani etylenu. Odbér vzorku byl provadén injekéni
stiikackou 2,5 ml. Bylo odebrano 1,5 ml vzduchu, jehoZ objem byl pfed nastiikem
snizen na 1 ml. Po odbéru byla polovina vzorkd na nékolik sekund odvétrana, poté byl
u ban¢k byl vyménén uzavér a byly opétovné uzavieny. Odvétravani bylo provedeno
kazdy den u stejnych lahvi a ban¢k.

Pro méfeni vyprodukovaného etylenu byla pouzita plynova chromatografie
s plamenoioniza¢nim detektorem (GC-FID). Odebrany vzduch o objemu 1 ml byl
analyzovan pomoci plynového chromatografu Agilent GC6890 za pomoci FID
detektoru a 50m kapilarni kolony (HP-AL/S stacionarni faze,15 pum, i.d. = 0,535).
Teplota nastiikového prostoru byla nastavena na 200 °C, teplota kolony na 150 °C
a teplota detektoru na 220 °C. M¢fteni bylo provedeno v jednom opakovani pro kazdy

odebrany vzorek.
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5. VYSLEDKY

5.1.0ptimalizovany postup pro péstovani rostlinného materialu

V této praci doslo k optimalizaci ristu kofene rostliny Vicia faba ssp. minor. Semena
uchovana v lednici neni nutno nijak sterilizovat, jelikoz sterilizace vedla ke zhorSeni
kli¢ivosti, navic u nesterilizovanych semen nebyla pozorovana zadna kontaminace.
Idealni doba namaceni byla urcena jako 2,5 hodiny. U semen s krat$i dobou naméacent,
bylo zapocato kliceni pozdé&ji, nebo viibec. Zaroveil u semen namocenych po delsi dobu
se obcas ukazovalo pozd¢jsi plesnivéni.

Ke kliceni semen byl vybran exikdtor, ktery byl provzdusiovan motorkem.
Po 72 hodinéach kliceni byly semenacky po 6 kusech vlozeny do pfipravenych misek,
které obsahovaly 20 ml roztoku hormonii (o molarni koncentraci 46 uM),
nebo DMSO (0,5%).

Foceni rostlin probihalo na ¢erném papife v temné komoie pouze za pouziti zeleného
svétla, a to po dobu péti dni od pfeneseni rostlin do misek (prvni foceni 72 hodin po

zapocati klic¢eni).

5.2.Porovnani délky a projektované plochy

Z fotografii byla ziskana data o délce a projektované ploSe kofenti po jejich oSetfeni
riznymi CK. Ziskana data byla dale zpracovana do grafii, vysledky byly vyhodnoceny a
porovnany s kontrolnimi rostlinami (Obr. 7-12). Kazdy CK byl otestovan minimaln¢ ve

tiech opakovanich.

5.2.1. Koreny oSetiené kinetinem

Data ziskand z riistu kotfene ovlivnéného kinetinem byla srovnana s koteny kontroly.
Z grafu zobrazujiciho projektovanou plochu kotene (Obr. 7) je patrné, Ze jak u kontroly,
tak i u kofenti ovlivnénych kinetinem dochazelo k linearnimu zvétSovani plochy.

V nésledujicim grafu, na némz je zobrazeno srovnani kontroly a efekt kinetinu na délku
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kofene, je vidét jen mirny inhibi¢ni efekt v poslednim dnu pozorovani (Obr. 8). Kinetin
tedy nevykazoval inhibi¢ni efekt na plochu kofene a jeho vliv na délku kotfene

se projevil jen nepatrné ve ¢tvrtém dnu testovani.
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Obr. 7: Zobrazeni projektované plochy korenii vystavenych kinetinu (46 uM) ve srovndni
s kontrolou v case
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Obr. 8: Zobrazeni délky korenii vystavenych kinetinu (46 uM) ve srovnani s kontrolou v case
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5.2.2. Kofeny oSetiené meta-topolinem

Pii dal$im testovani byly kofeny rostlin vystaveny meta-topolinu. Projektovana plocha
kofene (Obr. 9) linearné rostla stejné jako u predchozich experimentil s kinetinem.
Co se tyce délky (Obr. 10), dochazelo ke zvétsovani velikosti kofene, které se ale
postupem casu zpomalovala. V poslednim dnu je patrny nejmensi pfiristek délky diky

inhibici CK. meta-Topolin vykazoval silnéjsi efekt na kotfeny nez kinetin.

»

7 =T

H-—kontrola

w

projektovana plocha (cm?
N
oCU Rk UNUVWwWL ML,
| |
H—.&—I
H—\<.—0—I
—Xl—o—i

1 il
, | ‘/é/
| |
05 - T
0 24 48 72 96
cas (h)

Obr. 9: Zobrazeni projektované plochy korenit vystavenych meta-topolinu (46 uM) ve srovndni
S kontrolou v case
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Obr. 10: Zobrazeni délky korenii vystavenych meta-topolinu (46 uM) ve srovndni s kontrolou
V Case
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5.2.3. Koreny oSetfené BAP

Poslednim zkoumanym hormonem byl BAP. Po vystaveni rostliny tomuto hormonu
doslo ke zméné plochy jiz po 24 hodinach, kdy pribytek projektované plochy byl
zna¢né mensi nez ve srovnani s kontrolou (Obr. 11). V dalsich dnech dochéazelo jen
k malym zménam plochy. Kazdym dnem se piirustek plochy zmensoval a v poslednim
dnu byl téméF nepatrny. Stejné tak i u délky kofent (Obr. 12) byla pozorovana obdobna
inhibice jako u projektované plochy. Piibytek délky se zmensoval uz po 24 hodinach
a postupné dochdzelo k témét Uplnému zastaveni rastu. U kontrolnich rostlin se rast
i plocha kofene po celou dobu pozorovani zvétSovala. Ve srovnanim s Kinetinem
a meta-topolinem projevoval BAP nejsilnéjsi inhibi¢ni efekt, a to jak na délku, tak

I na plochu kotene.
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Obr. 11: Zobrazeni plochy korenii vystavenych BAP (46 uM) ve srovnadni s kontrolou v case
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Obr.12: Zobrazeni délky korenii vystavenych BAP (46 uM) ve srovndni s kontrolou v case
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5.2.4. Porovnani ovlivnéni korene riiznymi cytokininy

Nejveétsi inhibicni efekt na kofen mél hormon BAP. Po vystaveni kofene tomuto CK
dochazelo ke snizovani projektované plochy a délky kofene a postupnému zastaveni
rustu. Naopak nejmensi efekt mél kinetin, ktery ovlivnil kofenovy rist jen ve velmi
slabé form¢. Rist kofenii vystavenych meta-topolinu byl téZz slabé zpomalen

V poslednim dnu pozorovani. Inhibice timto hormonem byla vice patrna nez u kinetinu.

5.3.Produkce etylenu

V této casti prace byly vyzkouSeny dvé metody méfeni etylenu produkovaného
rostlinou. V prvnim uspotadani byly rostliny umistény do Erlenmeyerovy banky, kde
byly nasledné uzavieny pomoci latexovych prsti odstiizenych z laboratornich rukavic.
Ve druhém uspotadani byly pouzity ldhve se septem.

Data obdrzena z FID plynové chromatografie o produkei etylenu rostlinou oSetfenou
BAP (Obr. 13) anebo kontrolnich rostlin (Obr. 14) v Erlenmeyerovych bankach byla
vlozena do grafii. Mezi oSetfenymi i neoSetifenymi rostlinami byl pozorovan pouze
slaby rozdil, stejné tak mezi odvétravanymi a neodvétrdvanymi variantami, coz jak
ukazal nasledujici experiment, bylo zplsobeno pravdépodobné netésnosti pouzitého

systému.
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Obr. 13: Srovndni objemu etylenu vyprodukovaného rostlinkami Vicia faba vystavené BAP
(46 uM) v Erlenmeyerové baiice (OD= odvétrdavand, NE= neodvétrivand)
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Obr. 14: Srovndani objemu etylenu vyprodukovaného rostlinkami Vicia faba v Erlenmeyerové
bance (OD= odvetravanda, NE= neodvétravana)
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Pti pouziti lahvi se septem byl na prvni pohled patrny rozdil v hladiné etylenu
u kontrolnich a BAP osetfenych kofeni, stejn¢ tak mezi odvétravanou i neodvétravanou
variantou. Zatimco u kontrolni skupiny zistdva hladina etylenu po celou dobu
srovnatelnd, u osSetfenych kofenii je patrny rast koncentrace sledované¢ho plynu.
U odvétravané varianty je po celou dobu trvani experimentu patrny pozvolny narGst
hladiny etylenu, ktera c¢tvrty den dosahovala 13ti nasobku pivodni hladiny.
Koncentrace etylenu u neodvétravané varianty byla prvni, druhy i téeti den vyssi
nez U odvétravané varianty, avSak maximum bylo dosazeno jiz tfeti den a c¢inilo
10,5 nasobek ptivodni hladiny. Ctvrty den jiz hladina etylenu nerostla. Diivodem mohlo

byt nasyceni neodvétravané lahve etylenem, coz vedlo k inhibici jeho produkce.
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Obr.15: Srovndni objemu etylenu vyprodukovaného rostlinkami Vicia faba vystavené BAP
(46 uM) v ldhvi se septem (OD= odvétravand, NE= neodvétravand)
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Obr. 16: Srovnani objemu etylenu vyprodukovaného rostlinkami Vicia faba vystavené v barnce
se septem (OD= odveétravana, NE= neodvétravanda)

5.3.1. Porovnani u¢innosti pouzitych metod

Jak je patrné zpredchozich grafa (Obr. 13-16), metoda méfeni etylenu
V Erlenmeyerovych bankach utésnénych latexovymi prsty rukavice neni v tomto
usporadani pouzitelnd, jelikoz dochézi k uniku sledovaného plynu.

Oproti tomu pii pouziti lahve se septem je patrny vliv BAP na kofeny ovlivnénych
rostlin. Hladina BAP skokové roste do tfetiho dne, kdy dochazi k inhibici produkce
etylenu, pravdépodobné diky nasyceni atmosféry nadobky timto plynem. Inhibici
produkce etylenu je mozné urcit diky srovnani s odvétrdvanou variantou, ve které
se hladina etylenu nadale zvySuje. U kontrolniho skupiny je produkce etylenu vyrazné

niz8i a béhem celého experimentu se téméet neméni.
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6. DISKUZE

Spravné péstovani rostlin je zakladni podminkou uspéSného experimentu. K dosazeni
této podminky je nezbytna optimalizace rastovych podminek. Metoda optimalizovana
V této praci umoziuje pozorovani rustu kofenti v Case, diky ¢emuz mizeme ziskat
komplexn¢jsi pohled na vliv CK nez metodou, kdy dochéazi k odiiznuti kotena
po jednotlivych ¢asovych usecich uvedené ve studii Kunikowska et al., 2012. Nutno
dodat, ze thel zeleného svétla, pod kterym svétlo dopada na rostlinu, vyrazné ovliviiuje
obrazovou analyzu, jelikoZ program Image] vyhodnocuje jinak koteny s odlisSnym
osvicenim, a proto je nutné vzdy dodrzovat stejny thel.

Efekt CK a etylenu je tzce svazan. Etylen ma nemaly podil na inhibici kofene
a zaroven i na PCD (Cary et al., 1995; De Jong et al., 2002). Ve mnou optimalizované
metod¢ byl rlst semendckl podporen béhem celého ristu provzdusnovanim. Diky tomu
byl rist prokazatelné rychlejsi a kvalitnéj$i, avSak zaroven 1 diky otevirani exikatoru
dochazelo k velkému uniku tohoto plynu, coz mohlo ovlivnit experimenty. Je nutné ale
zminit studii Bertell a Eliasson, 1992, ve které byl zkouman efekt mimo jiné i BAP
a interakce etylenu s CK na Pisum sativum (Hrach sety). Pfi tomto experimentu bylo
taktéZ pouzito provzdu$néni a semenacky nebyly uzavieny v Zadné laboratorni
pomiicce.

V druhé ¢asti prace byly zkoumany efekty CK na kofen. Po porovnani architektury
kotene kontrolni rostliny a CK osetfeného kofene byla pozorovatelnd krat$i délka
kotene. Inhibice kofenového riistu zptusobena CK byla dok4dzédna mnohymi studiemi,
napiiklad Aloni et al., 2006. Hormon BAP vykazuje inhibici 1 u dalSich druhi rostlin,
jako Pisum sativum (Bertell a Eliasson, 1992), Daucus carota (Mrkev obecnd)
a Arabidopsis thaliana (Carimi et al., 2002).

Inhibice rlstu kofenli nebyla patrna u kinetinu a jen mirné byla pozorovatelna
u meta-topolinu. U CK BAP byla jako u jediného zkoumaného fytohormonu prokazana
silna inhibice rlstu, a to snizenim ptibytku velikosti, ke které dochazelo od druhého dne
po vystaveni kofent rostlin tomuto hormonu. Stejné vysledky pii experimentech s BAP
byly ziskany ve studii Bertell a Eliasson, 1992 u rostliny Pisum sativum. Inhibice
kotenového ristu je dokdzana i u mnohych dalSich rostlinnych druhti. Velké mnoZzstvi
studii se zabyvalo vlivem riznych CK na rizné kultivary banant, zejména ,,Williams*

(Bairu et al.,2008; Aremu et al., 2012; Aragén et al., 2013). Ve studii Valero-Aracama
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et al., 2009 byly testovany CK na rostlinach Uniola paniculata L. (Moisky oves).
Testovani vlivu CK na Arabidopsis thaliana neboli husenicek rolni bylo zkoumano
napiiklad studii Zd’arska et al., 2012.

Dalsim viditelnym efektem CK byl patrny ubytek postrannich kotfenii. Tento
poznatek se shoduje se vysledky studii Laplaze et al., 2007 a Marhavy et al., 2011.
Stejné jako ve studii Cary et al., 1995 u kofen vystavenych CK, zvlast¢ BAP,
dochazelo k nadmérnému krouceni kofend.

Z nami testovanych hormont vykazoval nejsilnéjsi inhibi¢ni efekt hormon BAP,
zatimco nejslabé&ji plisobil hormon kinetin. Tyto vysledky jsou ve shod¢ se studii
Stehlid, 1982, kde ale nebyl zkouman efekt meta-topolinu.

Jako dilezity faktor ovliviiujici rGst kofene v pfitomnosti CK byla stanovena
pocatecni délka nakli€enych rostlin. Pokud byl kofen jiz pfed vystavenim CK dobie
vyvinut, respektive délka byla nékolik centimetrti, potom CK mél nizs§i efekt
nez U kofene méné vyvinutého a ziskana data se vice podobala kontrole. Je tedy
dalezité, aby kofeny po kliceni v exikatoru nebyly pfili§ dlouhé, délka by neméla
presahnout 2-3 cm.

Data ziskana z FID-GC potvrzuji zvysenou hladinu etylenu spole¢né¢ s CK. Tento
fakt je zvlast¢ patrny u kontroly v 1dhvi se septem, kde je hladina etylenu u kontroly
daleko nizsi. Data nam tedy potvrdila, ze CK stimuluji etylenovou produkei stejné jako

ve studii Cary et al., 1995.
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7. ZAVER

Hlavnim cilem prace bylo nalezeni idealnich podminek pro péstovani rostliny
Vicia faba a ovlivnéni jejiho rustu exogenné aplikovanymi CK. Rostliny byly namaceny
po dobu 2,5 hodiny Vneionizované vodé. Nasledné byla semena pienesena
do exikatoru, kde byla nakli¢ena po dobu 72 hodin. V poslednim kroku byla pienesena
do sklenénych misek a nadale vystavena efektu jednoho z CK, nebo DMSO.

Dalsim bodem této prace bylo zkoumani efektu tfech CK na tuto rostlinu
Snaslednym srovnanim. U rostlin ovlivnénych CK bylo pozorovano postupné
zpomaleni rtstu kofenli, ubytek postrannich kofenii a ztloustnuti hlavniho kofene.
Nejsilngjsi efekt vykazoval BAP, ktery zpisobil az postupné zastaveni rastu. Naopak
nejslabsi efekt byl pozorovan u kinetinu, kdy se kotfeny liSily od kontrolnich rostlin
pouze nepatrné.

V préci byla méfena délka a povrch kotfene v pribchu ristu z divodu zmény tvaru
kotene vlivem efektu CK. Tyto parametry byly vyhodnoceny pomoci obrazové analyzy,
¢imz se docililo pozorovani vlivu CK v ¢asovém useku. Pro tento ucel byl vybran
program ImageJ.

Jelikoz produkce etylenu je tzce svazana s vlivem CK, byly v posledni ¢asti prace
zkoumany mozné metody studia produkce etylenu rostlinou Vicia faba. Byly testovany
dvé metody, a to sice méfeni etylenu v ldhvich se septem a Erlenmeyerovych bankach
uzavienych odstfizenymi latexovymi prsty rukavic. Druh4d zminénd metoda se v tomto
experimentu ukézala jako neefektivni. Z prvni metody jsme ziskaly data implikujici
postupné zvySovani etylenu u kotenil vystavenych BAP, které bylo ale u neodvétravané
varianty zastaveno a hladina etylenu v poslednim dni jiZ nerostla, nejpravdépodobngji
diky nasyceni atmosféry lahve timto plynem.

Optimalizace rastové metodiky by mohla usnadnit hlubsi studium efekti CK

na koten rostlin Vicia faba a umoznit nasledné zkoumani programované bunééné smrti.
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ABCB

AHK (2/3/4)
AUX1

BAP

BR

CK
dihydrozeatin
DMSO
DMAPP

ET

FID

GA
IAA
iP

IPT
IPTS
JA
LOG
meta-topolin
PIN
PCD
QC
RAM
SA
SHY?2

zeatin

9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

kyselina abscisova

ATP-binding cassette skupiny B

histidin kinaza (2/3/4)

Auxin-Resistant 1 protein
6-benzylaminopurin

brassinosteroidy

cytokininy
6-(4-hydroxy-3-methylbutylamino)purin
dimethylsulfoxid

dimethylallyl difosfat

etylen
flame ionization detector (detektor pouzivajici
plamenem)

kyselina giberelova

indol-3-yloctova kyselina
NS-(A%-isopentenyl)-adenine

isopentenyl transferaza

gen syntetizujici isopentenyl transferasu

kyselina jasmonova; jasmonaty

enzym LONELY GUY
6-(3-hydroxybenzylamino)purin

Pin-Formed protein

programmed cell death (programovana bunééna smrt)
Quiescent center (klidové centrum)

Root apical meristem (kofenovy apikalni meristém)
kyselina salycilova; salycilaty

short hypocotyl protein
6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin
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