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Abstrakt

Vzdjemna kooperace fytohormonu je jednim z ustfednich témat biologie
rostlin uz od 19. stoleti. Diky pokrokim v molekuldrni biologii je v soudasnosti
objasnéna fada metabolickych drah spojenych s jednotlivymi skupinami
fytohormonu, nicméné jejich kooperace nam z vétsi Casti zlstdvd stdle neznama.
Cilem této prdace je posouzeni ucinki exogenni aplikace ruznych zastupca
cytokininl na listové segmenty ovsa setého (Avena sativa) — a to jak specificky na
hladiny fytohormont, tak i v $ir§im fyziologickém kontextu (vzhledem k jejich
senescenci)

V préci jsme prokazali zvySeni hladin auxinu nasledkem exogenni aplikace
vybranych cytokinint a poukazali na biologickou aktivitu trans-zeatin-9-glukosidu

(povazovaného dosud za ireverzibilni deaktivaéni formu) ve vybraném rostlinném

modelu.

Kli¢ova slova: fytohormony, auxin, cytokininy, Avena sativa, senescencni biotest



Abstract

It has been since 19" century when the phytohormones and their crosstalk
became one of the central themes in plant biology. Due to advances in molecular
biology there is number of metabolic pathways linked to certain groups of plant
hormones revealed by now, nevertheless much remains to be determined about
their cooperation. The aim of this thesis is to evaluate the effect of exogenous
cytokinin application on oat leaf segments (Avena sativa) — both specifically
towards other phytohormones levels and generally in physiological context (in
relation to their senescence).

Our results confirmed increased auxin levels due to exogenous application of
selected cytokinins and identified biological activity of trans-zeatin-9-glucoside
(previously considered as irreversibly deactivated cytokinin type substance) in

respective plant model.

(In Czech)

Key words: phytohormones, auxin, cytokinin, Avena sativa, senescence assay
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1 Seznam pouzitych zkratek

1-NAA kyselina 1-naftoova

2,4-D kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova
4-CI-1AA kyselina 4-chlorindolyl-3-octova

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

BAP 6-benzylaminopurin

BAPN7G 6-benzylaminopurin-7-glukosid
BAPNIG 6-benzylaminopurin-9-glukosid
cisOPDA cis-12-oxophytodienovad kyselina

cZ cIs-zeatin

cZ9G cis-zeatin-9-glukosid

cZ0G cis-zeatin- O-glukosid

cZR cis-zeatinribosid

cZRMP cis-zeatinribosidmonofosfat

cZROG cis-zeatinribosid- O-glukosid

CK cytokininy

CPPU N-(chloro-4-pyridyl)-N‘-fenylmocovina
DHZ dihydrozeatin

DHZ7G dihydrozeatin-7-glukosid

DHZ9G dihydrozeatin-9-glukosid

DHZR dihydrozeatinribosid

DMAPP dimethylallyl-pyrofosfat

DNA deoxyribonukleovd kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
ER endoplasmatické retikulum

FW hmotnost ¢erstvého rostlinného materidlu (z angl. fresh weight)
HMBDP (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat
[IAA indolyl-3-octova kyselina

[AA-Asp indol-acetyl-aspartat

IBA kyselina indolyl-3-maselna

1P isopentenyladenin

iP7G isopentenyladenin-9-glukosid

1iP9G isopentenyladenin-7-glukosid
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iPR
iPRMP
Kin
MelAA
mT

oT
OxIAA
p.a.
PAA
PCR

RNA
TDZ
tRNA
tZ
tZ7G
tZ9G
tZOG
tZR
tZRMP
tZROG

isopentenyladenosin
isopentenyladenosinmonofosfat

kinetin

methylester kyseliny indol-3-octové
meta-topolin

ortho-topolin

oxindol-3-octova kyselina

pro analyzu (oznaden{ kvality chemikdlif)
kyselina fenyloctova

polymerédzovd fetézova reakce (z angl. polymerase chain
reaction)

ribonukleovd kyselina (z angl. ribonucleic acid)
thidiazuron

transferova RNA

trans-zeatin

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

trans-zeatin- O-glukosid

trans-zeatinribosid
trans-zeatinribosid-5‘-monofosfit

trans-zeatinribosid- O-glukosid



2 Uvod

Vznik mnohobunéénych organismu byl jednoznaéné podminén rozvojem
mezibunécné komunikace. Déje jako rust, rozvoj jednotlivych orgdanua regulace
metabolismu, a mnohé dalsi, jsou u vyssich organismu koordinovany pomoci
signélnich sloucenin. [1] Mezi tyto signdlni slouceniny u rostlin patii fytohormony
(jinak téz rostlinné hormony) — obecné se vyskytujici, pfirozené, organické,
vétdinou nizkomolekuldrni metabolity ptsobici jiz v koncentracich 10° — 10° M.
Na rozdil od vétsiny zivoc¢isSnych hormonu se jedna o latky s pleiotropnim ucinkem,
jejichz produkce ve vétsiné pifipadi neni orgdnové specifickd a rozli¢nost
tyziologickych projevt je dana predevsim kooperaci raznych skupin fytohormonu
a reakci na aktudln{ okolni podminky. [2]

Za zdkladni skupiny fytohormonii (dle chemické struktury) jsou povazovany
auxiny, cytokininy, gibereliny, ethylen, abscisovd kyselina, polyaminy,
brassinosteroidy, jasmondty, salicylova kyselina a strigolaktony, nicméné jejich
pocet v souvislosti s dal$im védeckym vyzkumem naristd. [3] Vysostni postaveni
mezi nimi pak zaujimaji auxiny a cytokininy a to nejen historicky (dle roku objevu),
ale zeyjména kvuli skutecnosti, Ze dosud nejsou znamy mutanty bez téchto
fytohormond. [2]

Existenci rostlinnych rastovych reguldtora postuloval na konci 19. stoleti
Julius von Sachs, ktery predpoklddal rozvoj morfologicky odlisnych orgdna
na zékladé substanci (napf. kofenotvorné nebo kvétotvorné) pohybujicich se
rdznymi sméry rostlinou. [4] Soubé&iné roku 1880 podali dikaz piitomnosti
rustovych signdlnich latek u rostlin Charles a Francis Darwinovi, ktefi
experimentalné pozorovali prostorové oddéleni percepcnich orgdnu gravitropismu
resp. fototropismu od vykonnych pletiv p#isludné odpovédi (viz Obrazek 1, str. 12,
¢ast B). [5] Idea rostlinného hormonu poprvé vstoupila do literatury roku 1919
zdsluhou Arpdda Padla, ktery ddle rozvijel prdci Petera Boysen-Jensena
(viz kapitola 2.1 Auxin, str. 11). [4] S my3lenkou dvou hormont zodpovédnych

za indukci bunééného déleni, déje spojené s hojenim ran a riznymi vyvojovymi déji
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(oplozenim, morfogenezi apod.) pak ptisel v roce 1922 Gottlieb Haberlandt. [6]
Od té doby je otdzce fytohormonu a jejich pusobeni vénovdna velkd pozornost,
ale komplexita jednotlivych signdlnich drah spolu s mnohdy nejednoznacnym

prib&hem zdvislosti u¢inku na koncentraci fytohormonu situaci znac¢né ztézuje. [7]

2.1 Auxin

Historie prvniho objeveného fytohormonu auxinu (z feckého auxein neboli
rast, zvétSovat se) [2] sahd do roku 1913, kdy Peter Boysen-Jensen sledoval
fototropickou odpovéd koleoptile ovsa 1 po dekapitaci apexu koleoptile
za predpokladu umoznéni prichodu signdlu do bdze ptes Zelatinovy blocek (viz
Obrazek 1, str. 12, ¢4st C). Dokdzal tim, Ze signdl objeveny Charlesem Darwinem
ajeho synem Francisem (viz kapitola 2 Uvod, str. 8) je pfenosny (jednd se
o chemickou ldtku). V navazujicim experimentu 1919 Arpdd Padl poukézal
na ovlivnéni ristu koleoptile pozorovanou chemickou latkou (viz Obrazek 1, str. 12,
¢ast D). Vroce 1925 experimenty s obohacovdnim agarového blo¢ku ukdzala
Elisabeth Seubertova, ze rast muze byt zprostfedkovan rovnéz latkami jiného
nez rostlinného ptvodu (napt. slinami Izolace endogenné ptitomné, ucinné
chemické latky se zdatila vroce 1928 Fritsi Warmoltu Wentovi, a to difuzi
do agarového bloc¢ku z oddéleného apexu koleoptile. Takto byly ovéfeny predchozi
hypotézy a vypoctem z rychlosti difuze byla urCena pfiblizna relativni molekulova
hmotnost M, = 376. Kvuli nizké drovni analytické chemie v té dobé se podarilo
urcit chemickou strukturu az v roce 1934 Fritzi Koglovi, kdy byla jako ptavodce
pozorovanych jevii konetné oznaena kyselina indol-3-octova (M, = 175,18),
zkratkou TAA z angl. indole-3-acetic acid. [4] Jeji piitomnost pfimo v rostliné pak
prokézal poprvé Arie Jan Haagen-Smit v kukufici v roce 1946. [8]

Dalsi experimenty vedly predevSim cestou testovani dalSich latek
a kvantifikace jejich G¢inkt (za timto tcelem bylo navrZzeno nékolik biotest{i — napf.
Avena test — Obréazek 1, str. 12, ¢ast E nebo Pisum test). Tyto metody, a¢ mnohdy

sofistikované, nemohly postihnout celou $ifi metabolismu a fyziologickych odpovédi
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auxinu (taktéz kvili studiu redukovanych systémt - rostlinnych segmenti

a explantéti). Proto Ize za dal$i vyznamny milnik povaZovat az ndstup molekuldrné

genetickych technik a zavedeni modelového organismu husenicku rolniho

(lat. Arabidopsis thaliana). [9]

prvni pravy list ——>

svétlo
B. ”

XN K

J

VT ES LS
E.JLQR.

A

Obrdzek 1: Koleoptile ovsa (Avena sativa) a jejich experimentdlni vyuZiti pro vyzkum auxinu

A.
B.

Riist koleoptile ovsa v case (smérem zleva doprava).

Experiment Ch. a F. Darwinovych — zleva koleoptile rostouci smérem ke zdroji svétla (slepy
pokus), koleoptile s dekapitovanym apexem (bez odpovédi na stimul), koleoptile se
zastinénym apexem (bez odpovédi na stimul).

Experiment P. Boysen-Jensena — Zelatinovy blocek umoZhiuje pruchod signdlu
podmiriujiciho fyziologickou odpovéd na svételny podnét.

Experiment A. Padla - signdl z apexu koleoptile ovliviiuje pozitivné rist baze.

Zjednodusené schéma tzv. Avena testu navrzeného F. W. Wentem — agarovy blocek
obsahujici difundovany signdl z apexu koleoptile vyvold stejnou reakci jako apex samotny,

miru ucinku lze porovndvat mérenim uhlu ohybu vyvolaného rustovou reakcr.

V rostlindch se kromé IAA ptirozené vyskytuji latky podobné chemické

struktury: kyseliny 4-chlorindol-3-octovd (4-CI-IAA zangl. 4-chloro-indole-3-

acetic acid), indol-3-mdselnd (IBA zangl. indole-3-butyric acid) a kyselina

fenyloctovd (PAA zangl. phenylacetic acid), jez vrazné mife také vykazuji

auxinovou aktivitu. Casto je vSak pojem auxin pouzivdn jako synonymum pouze pro

[AA.

Duvodem je v pfipadé IBA pfipadnd metabolicka preména na I[AA
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(v soucasnosti je IBA nékterymi pracovniky povaZovdna za zdsobni formu IAA -
napt. [9], srovnej s [10]). 4-CI-IAA a PAA se od IAA 1i§i mirou interakce
s nekterymi proteiny signdlnich drah a pfenaseci a vykazuji tudiz schopnost
regulovat razné procesy riznou mirou — nékdy jsou proto oznacCovany jako latky
podobné auxinu (anglicky auxin-like). [11] Uméle ptipravené ldtky s fyziologickymi
ucinky podobnymi auxinu oznacujeme jako syntetické analogy auxinu (piehled

chemickych struktur ldtek s ,auxinovym® i¢inkem viz Tabulka 1). [12]

Tabulka 1: Auxin a latky jemu podobné

COOH
kyselina indol-3-octova _ N\
auxin
(IAA)
N
H
COOH
o auxin [10]
kyselina indol-3-madselna
/prekurzor N\
(IBA) :
auxinu [9]
N
H
C COOH
kyselina 4-chlorindol-3-octova |latka podobna N
(4-CI-IAA) auxinu
N
H

COCH
kyselina fenyloctova latka podobna
(PAA) auxinu =

%

//COOH
kyselina naftalen-1-octova synteticky
(1-NAA) analog auxinu | o

0z

C
kyselina 2,4- o
_ ) synteticky O COOH
dichlorofenoxyoctova
(2,4-D)

analog auxinu

g
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Popsana historie ndm odhaluje nékteré z funkci, které auxin zastava —
dlouzivy rtst (ktery dal fytohormonu nédzev) a také roli pii fototropismu. Tento
efekt je zajimavy také zjiného hlediska. Spise nez celkova koncentrace ldtky
v pletivu je dtleZitd jeji distribuce (nezévisle na sobé popsdno roku 1928 Nicolajem
Cholodnym a Fritsem Wentem [4]), coZ znesnadtiuje generalizaci fyziologickych
efektd auxinu. Jako dalsi fyziologické efekty auxinu muzeme uvést regulaci
bunécného déleni, bunécnou diferenciaci, ustaveni a udrzeni polarity bunék
a potazmo rostlinného téla, tvorbu orgint (napf. rozvoj kofenového systému,
tvorbu plodii), podporu apikdlni dominance, kontrolu senescence a regulaci

odpovédi na pfitomnost patogent. [13]

2.1.1 Metabolismus auxinu

Vétsina dominantniho nativnitho auxinu, tedy IAA, vrostlinach je
syntetizovana z tryptofanu (viz Obrdzek 2, str. 15), u mutantu neschopného
syntetizovat tryptofan byla objevena také cesta vychdzejici s nejvétsi
pravdépodobnosti z indol-3-glycerolfostitu. [14] Pomérné zastoupeni jednotlivych
meziproduktd syntézy je druhové, vyvojové 1 pletivové specifické a odrazi také
aktudlni stav rostliny. Napf. ackoli je za zdkladni povazovana drdha syntézy [AA
ptes indol-3-pyruvét (IPyA), ¢eled Brassicaceae vyuZiva dominantné metabolickou
drdhu s meziproduktem indol-3-acetaldoximem (IAOx). [9]

Zatim jedind plné objasnénd drdha syntézy [AA probiha ve dvou krocich pres
[PyA. V prvnim kroku se tryptofan deaminuje rodinou TAA aminotransferas
(ty byly nezdvisle na sobé& objeveny vletech 2008 - 2009 studiem mutantt
s pozménénou reakci na zastinéni, ethylen a inhibitor auxinového transportu —
jednd se o jednu z kfizovatek metabolickych cest auxinu a ethylenu). Ve druhém
(rychlost limitujicim kroku) je IPyA oxidovédna flavinovou monooxygenasou
YUCCA (objevenou jiz 2001 diky mutantu se zvySenou expresi YUC typickym
nadprodukci IAA) na IAA. [15]
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Obrédzek 2: Strucny prehled metabolismu auxinu

Prerusované sipky znaci metabolické drdhy bez objasnéného priibéhu. Sestaveno podle [13]

Vzhledem k vysoké biologické aktivit¢ IAA neni pro rostlinu zddouci udrzovat

konstantné vysoké hladiny této latky (vysoké citlivosti zejména dvoudéloznych

rostlin vaéi nadbytku auxinu a jeho analogu je vyuzivano v zemédélstvi k pfipravé

herbicidnich pfipravkd [13]). Nicméné védci uz v pocdtcich vyzkumu auxinu

pozorovali, Ze exogenni aplikace auxinu ovlivriuje intaktni rostliny podstatné méné

nez rostlinné segmenty nebo explantdty. Homeostdze auxinu v rostliné je dand
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citivou regulaci biosyntézy, degradace a prevodem IAA na neaktivni ,zdsobni
formy“, a také transportem auxinovych molekul mezi bunkami, pletivy a organy.
Zasobni formy auxinu vznikajf jak tzv. konjugaci IAA s aminokyselinami (amidovou
vazbou s alaninem, leucinem, aspartitem, glutamatem nebo dal$imi pomoci
acylamidosynthetas rodiny GRETCHEN HAGEN3 — GH3), sacharidy (esterovou
vazbou predevsim na glukosu pomoci UDP glukosyltransferas, napt. UGT84B1
u Arabidopsis), tak mozn4 i preménou na IBA (kterou by bylo mozné zpét na IAA
pfevést B -oxidaci). Dobfe prozkoumand je rovnéz methylace TAA za vzniku
MelAA (methylesteru kyseliny indol-3-octové) IAA karboxymethyltransferasou
(IAMT1). Kromé jmenovanych zptsobli reverzibilni konjugace je konjugace
aspartatu a glutamatu u nékterych druhu vyuzivano jako vstupnich reakci vedoucich
dile k degradaci oxidativnim $tépenim. [AA lze oxidovat také piimo na OxIAA,

ale pfislu$ny enzym dosud nebyl identifikovén; viz Obrazek 2, str. 15. [14]

2.1.2 Transport auxinu

V rdmci rostliny jako celku pozorujeme rychly nespecificky transport
na dlouhé vzddlenosti z mist syntézy pomoci cévnich svazkii (floému) a na bunécné
trovni ddle pomaly pfesné regulovany transport (tzv. poldrni transport auxinu),
ktery vede k tvorbé mistnich auxinovych maxim, resp. gradientt klicovych zejména
pro nové vytvarend pletiva a orgdny a také pro nékteré reakce rostliny na okolni
prostfedi (pfedev§im tzv. tropismy). [16] Polarita pfenosu auxinu je zajidténa
fadou specifickych auxinovych transportéra — tok do bunky umoznuji rodiny
proteini AUXIN RESISTANT 1 (AUX1) / AUX 1 LIKE (LAX; z angl. podobny
AUX1), ven zburiky auxin transportuji pienase¢e ATP-BINDING CASSETTE
SUBFAMILY B (ABCB) a PIN-FORMED (PIN). [9] Na transportu auxinu
se podili také transportér/receptor (tzv. transceptor) zrodiny nitratovych
transportérit NRT (konkrétné NRT1.1). [17]

Vezmeme-li v tvahu pK, kyseliny indol-3-octové (4,75), pH apoplastu
(asi 5,5) a pH cytosolu (pfiblizn& 7), nedisociovand IAA nachdzejici se v malém

mnozstvi v apoplastu bude samovolné prochdzet plasmatickou membréanou
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do cytosolu (kde zlistane v disociované formé ,uvéznéna“). [16] Pienasele z rodiny
AUX1/LAX umoznuji prenos auxinti do buriky symportem s protony a zrychluji tak
celkovy tok TAA a dal$ich auxinu podobnych ldtek do cytosolu. [12]

ABCB prenasece patii mezi ATPasy a proto nevyzaduji ke svému fungovani
vnéjsi zdroj energie ani gradient auxinu (v nékterych pfipadech jsou piimo pouZity
k naruseni dosavadniho gradientu — napft. v epidermis zralého kofenu k umoznéni
vzniku nového kofenového vlasku. Pritomnost ABCB v rozvijejicich se pletivech
nicméné neni vhodnd vzhledem k nizké dostupnosti ATP. I z tohoto duvodu hraji
hlavni roli pfi rané ontogenezi proteiny z rodiny PIN). Dal§im rozdilem oproti
proteinim PIN je stabilita proteini ABCB v rdmci plasmatické membrany
(diskutovand je moznost asociace ABCB se sekunddrni bunéénou sténou), kterd
se u ABCB mutantu projevuje defekty elongace a sniZenym transportem auxinu
na dlouhé vzdalenosti. [18]

Proteiny PIN umoznuji export auxinu z burniky a délime je podle délky
hydrofilni smycky ve stfedu peptidového fetézce na ,dlouhé“ (u Arabidopsis
thaliana PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 a PIN7) slouzici k pfenosu auxinu pfes
plasmatickou membrénu a ,kratké“ (v piipadé Arabidopsis PIN5, PIN6 a PIN8) jez
zprostiedkuji transport z cytosolu do endoplasmatického retikula (ER). [16] Jelikoz
PIN pfendsi auxin proti koncentra¢nimu spadu, obdobné jako ABCB pottfebuji
zdroj energie. Na rozdil od ABCB ale neobsahuji ATP-vazebnou doménu a jiny
zdroj energie dosud nebyl identifikovian. Rozmisténi PIN-proteint v ramci jedné
buriky (jejich polaritu) reguluji u vyssich rostlin kinasy PINOID, u fas se diskutuje
zapojeni ABCB. [18]

Jednotlivé PIN-pfenaseCe se navzdjem lisi jak vyskytem v pletivech
a organech, tak mirou exprese v prubéhu vyvoje organt, coz umoznuje specifickou
roli jednotlivych forem pfi organogenezi. [19]

Dal$imi proteiny s moznou funkci pfi intraceluldarnim pfenosu auxint jsou
predpoklddané pfenasece z rodiny PILS (PIN-LIKES, tedy PINu podobné proteiny.
[16]

17



2.1.3 Signélni drdha auxinu

V soucasné dobé vime o dvou oddélenych signdlnich drahdch, které
zprostredkuji fyziologické odpovédi na auxin. Prvni z nich vyuzivd F-box proteiny
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSEI/AUXIN SIGNALING F-BOX
PROTEIN (TIR1/AFB) zatimco druhd AUXIN BINDING PROTEIN1 (ABP1).
[9]

P#1 nizkych koncentracich auxinu je omezena aktivita transkripcnich faktora
AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) proteiny Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID
(Aux/TIAA). Po zvySeni hladin IAA dojde k interakci TIR1/AFB F-box proteinu
s Aux/IAA za vytvoteni auxinového koreceptoru, ktery na sebe auxin ptimo véze.
TIR1/AFB F-box, ktery je zdroven podjednotkou komplexu ubiquitin ligasy,
pak ubiquitinuje represorovy protein Aux/IAA, coz vede kjeho degradaci
proteosomem, uvolnéni ARF a ndsledné zméné transkripce auxinem ovlivnénych
gend. [20]

U modelové rostliny huseni¢ku rolntho (Arabidopsis thaliana) rozezndvame
29 rtznych Aux/IAA proteind a 6 TIR1/AFB. Rizné kombinace kooperujicich
proteinu roz$ifuji moznosti fyziologické odpovédi a vykazuji rtznou afinitu vaci
jednotlivym druhtim auxinu. Cely tento systém je je$té komplikovanéjsi moznou
multimerizaci ARF a Aux/IAA. [9]

Druhd zminén4 (a dosud bliZze neobjasnénd) moZnost percepce auxinového
signdlu se tykd ABP1 proteint lokalizovanych na membrdné ER (do které je
ukotven interakci s C-TERMINAL PEPTIDE-BINDING PROTEIN1 neboli
CBP1). ABP1 interaguje s transmembrdnovou kinasou TMK v zévislosti na
mnozstvi auxinu, ¢imz je zprostfedkovana aktivace RHO-LIKE GTPASES OF
PLANTS (ROP), které maji déle vliv napf. na lokalizaci PIN-proteint, ale presné
interakce ani mezikroky mezi jednotlivymi komponentami dosud nejsou popsany.

[13]
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2.2 Cytokininy

Objev cytokinint (zkratkou CK) je tuzce spjat spokusy o zavedeni
rostlinnych bunéénych kultur in vitro. Ackoli buriky v médiich obohacenych o auxin
vykazovaly dlouZivy rast (nékteré byly polyploidni), i pfes dostupnost Zivin
nedochdzelo kjejich déleni (cytokinezi, odtud ndzev skupiny fytohormonu
cytokininy). To podnitilo zdjem védct v 50. letech minulého stoleti k testovani
ucinku fady chemickych latek a pfirodnich extrakta. Tym pod vedenim Folke
Skooga publikoval své vysledky navozeni bunééného déleni kvasni¢cnym extraktem
(1951), tekutym endospermem kokosového ofechu (1952) a autokldvovanou DNA
spermatu sledé (1953). U¢innd ldtka izolovand z posledniho jmenovaného zdroje
byla roku 1955 identifikovdna Carlosem Millerem a nazvdna kinetin (chemickd
struktura viz Tabulka 2, str. 20) [21]. Ackoli byl kinetin plivodné povazovin
za exogenni latku, neddvné dukazy svédéi i o jeho vyskytu jako prirozeného
cytokininu v rostlinné #8i (poprvé jej roku 1996 Jan Barciszewski a jeho kolegové
objevili vextraktu z kokosového ofechu [22]). Prvnim identifikovanym
isoprenoidnim cytokininem izolovanym z rostlinného materidlu byl zeatin (roku
1963 D. S. Letham popsal chemickou strukturu CK izolovaného z kukutice — Zea
mays, odtud nézev). [3]

Vsechny pfirozené CK jsou derivdty adeninu substituované na N6, podle
typu substituentu je rozlidujeme na isoprenoidni a aromatické (¢islovdni a ptiklady
chemickych struktur viz Tabulka 2, str. 20). Chemick4 struktura adeninu umoZiiuje
substituce v polohdch N7 a N9 (méné ¢asto také v poloze N3, ptip. C2), které
obdobné jako u auxinu rozsifuji $kdlu fyziologickych efekti a metabolického
zpracovani CK (viz kapitola 2.2.1 Metabolismus cytokinind, str. 21). [23]

Cytokininy jsou evolu¢né staré molekuly vyskytujici se dile napt. u bakterii,
hub, hlistic, hmyzu nebo ¢lovéka, kde svou piitomnosti v tRNA (vysvétleni objevu
kinetinu) ovliviiuji pfesnost a dcinnost transkripce kodonti zaéinajici uracilem
(prenylovany adenin, odpovidajici svou chemickou strukturou cytokininu, se mtze

nachdzet v tRNA pozici 37, takZe nasleduje adenin antikodonu). U savci jsou
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mutace genu kdédujictho enzym zprostfedkujici pfislusnou prenylaci spojeny
s nddorovymi onemocnénimi. [24]

CK u rostlin kromé cytokineze ovliviiujyi organogenezi, mobilizaci Zivin
a distribuci biomasy, potlacuji apikdlni dominanci (podporuji rozvoj laterdrnich

pupent), zpomaluji senescenci a podporuji fotosyntézu. [3]

Tabulka 2: Chemickd struktura vybranych cytokininu

R
HN™
latky odvozené od adeninu N
(ptirodné se vyskytujici cytokininy) k >
N
H
9
isoprenoidni R aromatické R
isopentenyladenin /\ji3 kinetin =
(IP) A Nen. | (Kin) o/
) ) 6-benzylaminopurin
dihydrozeatin (BAP) o
— syntetic
(DZ) /\)\/ Y Y
analog CK
trans-zeatin CHs meta-topolin
(t2) A)VOH (mT)
OH
OH
cis-zeatin /\)i ortho-topolin
(cZ) Z SICIY
OH
.
latky odvozené od fenylmocoviny N NH
(syntetické analogy cytokinint) ©/ \o|r
N-(chloro-4-
(chloro N
pyridyl)-N*- | thidiazouron 7N
v . N //
fenylmocovina (TDZ) S_N
(CPPU) Cl
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2.2.1 Metabolismus cytokinint

Hlavnim enzymem biosyntézy CK je ATP/ADP isopentenyltransferasa
neboli IPT (kédovand u Arabidopsis geny AtIPT1 a AtIPT2 az AtIPT8). [25]
Tento enzym katalyzuje prenos produktu mevalondatové metabolické drahy
dimethylallylpyrofosfitu  (DMAPP) nebo (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl
difosfaitu (HMBDP) na ATP nebo ADP (viz Obrazek 3, str. 21). Ze dvou
jmenovanych substrdta pak vznikaji dva zdkladni typy CK — v pripadé DMAPP jsou
to cytokininy typu isopentenyladeninu (iP), HMBDP dév4 vzniknout cytokininim
trans-zeatinového (tZ) typu (pfevod prekurzoru iP na prekurzor tZ umoziiuje
cytochrom P450 monooxygenasa). K aktivaci prekurzort (vdzany adenin je ve

formé nukleotidu) je vyuzivano specifické fosforibohydrolasy LOG (z angl. lonely
guy). [3]

1
H  OH CHs

dimethylallyl-pyrofosfat T~
(DMAPP) -

Rib-P isopentenyladenin
in (IP)

NT ( NN
N~ L\;\ l PT LOG / ;\\».\/,L

H I \,t’ \ //\\” > R
s i CHs
Rib-PPP r L -
Adenosintrifosfat HN N~ J N
i S L s

il Rib-P trans-zeatin

o i @

S|

i
OH Ol

4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl| difosfat
(HMBDP)

Obrdzek 3: Velmi zjednodusené schéma metabolismu cytokininid
Vyznadeny jsou enzymy IPT  (isopentenyltransterasa)) LOG  (cytokinin  specifickd
fosforibohydrolasa), CKX (cytokinindehydrogenasa). Sestaveno podle [3]
Aktivni formy (véetné dosud nezminéného dihydrozeatinu, zkratkou DHZ,
ziskaného hydrogenaci tZ) mohou déle podléhat izomeraci, piipadné konjugaci se

sacharidy (vétsinou ribosou, pfip. glukosou) za vzniku méné aktivnich nebo
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z4sobnich forem. Degradace CK je katalyzovdna cytokinindehydrogenasou [3]
(dtive cytokininoxidasou, z historie prameni zkratka enzymu CKX, potfeba kysliku
jako substrdtu byla vyloucena roku 2004 [26]). CKX je u Arabidopsis kédovéna
geny AtCKX1 az AtCKX7, jednotlivé izoformy se od sebe navzdjem lisi aktivitou,
pH optimem i preferovanym substrdtem (velmi vyrazné jsou rozdily pro $tépeni
N9 glukosid, naopak N7 glukosidy mezi substraty nepatii). [27]

CK jsou diky své struktufe modifikovatelné mnoha sméry. N-glukosidace
(zprostiedkovana N-glukosyltransferasami) v polohdch 7 a 9 je velmi ¢ast4d a mozna
u véech CK (v poloze 3 byla rovnéZ u nékterych rostlin pozorovéna, ale zodpovédné
enzymy nejsou zndmy). CK tZ typu mohou taktéZz podstoupit O-glukosidaci
isoprenoidniho fetézce zprostiedkované O-glukosyltransferasami (jejichz aktivita je
vétSinou ovlivnéna stereochemii substrdtu, proto je délime dle preferenci
na cis- nebo trans-specifické). [28]

Dosud jediny zndmy enzym schopny prevodu glukosidi na aktivni CK je
B -glukosidasa, substraty tohoto enzymu identifikovaného v rostlinach jsou ovsem
pouze O-glukosidy, coz zmnich ¢&ini majoritni zdsobni formy CK (spolu
s neschopnosti CKX oxidativné $tépit zeatin-O-glykosidy a jejich derivaty). [3]

N-glukosidy spolu s cZ jsou historicky dle vysledku biotestd povazovany
za malo aktivni zdsobni formy [29] [30], v sou¢asné dobé se nicméné stéle castéji

objevuji ditkazy zpochybnujici toto rozdéleni. [31] [32]

2.2.2 Transport cytokininil

Na rozdil od auxinu, jehoz transportni mechanismy jsou pomérné dobfe
znamy, neni role transportu CK ve fyziologii rostlin dosud zfejma a nase znalosti
jsou v této oblasti velmi limitované.

Rozdilnd distribuce CK na dlouhé vzdédlenosti (CK tZ-typu xylémem,
iP-typu floémem) naznaluje zapojeni selektivniho transportniho systému (pfimo
pozorovan byl tok radioaktivné znacenych CK floémem). [33]

Pii transportu na kratké vzdalenosti nabizi chemicka struktura CK

nukleotidi moZnost pouziti purinovych permeas (PUP), ale kinetika téchto
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transportéra vzhledem k rozdilnym fyziologickym hladinam CK a purint
neumoziuje efektivni transport. [34] Specifické transportéry byly prozatim
nalezeny pro nukleosidy CK a pojmenovdny ENT (z angl. equilibrative nucleoside

transporters). [35]

2.2.3 Signalni pasobeni cytokinint

Percepci CK zajistuji dvoukomponentni signdlni systémy — prvni soucdsti
tohoto systému je histidinova kinasa, druhou pak histidinfosfotransferasa. Signal
CK indukuje autofosforylaci proteinu histidinové kinasy (fosfit je pienesen
z histidinu na aspartat téze kinasy), ndsleduje pfenos na histidinfosfotransferasu
(jeji histidinovy zbytek). Poslednim krokem je fosforylace aspartidtu reguldtoru
odpovédi RR (z angl. response regulator). Reguldtory odpovédi byly v minulosti
u Arabidopsis rozdéleny na zakladé své struktury do dvou skupin — ARR-A
(nezbytné pro CK odpovéd’) a ARR-B (negativni reguldtory drdhy), v soucasnosti

viak rozezndvame jesté dalsi dvé skupiny ARR-C a pseudoRR. [36]

2.3 Vzajemna kooperace auxinu a cytokininu

Koncept fytohormont jiz od samych pocatkta zdaraznuje nutnost spoluprace
jejich jednotlivych skupin pfi vyvojovych procesech rostlin. [6] Prvni ukdzkou muze
byt problematika péstovani rostlinnych explantatd (viz str. 19). Rast bunék a jejich
diferenciace (organogeneze) je zdvisld na exogennim piidavku auxinu a CK,
resp. jejich vzdjemném poméru (viz Obrédzek 4, str. 24). [37]

Ackoli by se mohlo zdat, ze CK a auxin ptisobi antagonisticky, zejména blizsi
studie apikélnich meristémd (jak stonkovych, tak kofenovych) dokézaly, Ze je jejich

Vzdjemné ovlivnéni metabolismu obou fytohormont probiha na nékolika
urovnich. Naptiklad auxin ovliviiuje biosyntézu CK regulaci exprese IPT genu.
Pomoci real-time PCR byla zjisténo zvySeni transkripce IPT5 a IPT7 v kofenech
Arabidopsis jiz 4 hodiny po exogenni aplikaci auxinu. [38] Opacéné omezeni

biosyntézy CK (kvili nizké aktivité cytochrom P450 monooxygenas podilejicich se
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na hydroxylaci prekurzoru iP na prekurzor tZ) exogenni aplikaci auxinu bylo

pozorovano u semenacku Arabidopsis, které byly vystaveny auxinu po dobu jedné

hodiny. [39]

IAA concentration in mg./l.
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Obrdzek 4: VIiv obsahu IAA (vodorovnd osa) a Kin (svisld osa) v mediu na explantdty tabdku
(hybrid Nicotiana glauca x Nicotiana langsdorffiip

Nizkd koncentrace obou fytohormonu neumoZriuje rust explantdtu, vysoké koncentrace obou
fytohormonti indukuji vznik kalusu (morfologicky nerozliseného meristematického pletiva),
relativni  nadbytek [AA nebo Kin vede korganogenezi kofenu, resp. prytu.

Koncentrace fytohormont v mediu v mg/l, prevzato z [37].

Pozorovan byl také vliv CK na regulaci syntézy IAA a to indukci /P78 (opét
v rostliné Arabidopsis) v mladych, vyvijejicich se pletivech (na rozdil od starsich
listt1) [40] — coz miize vysvétlit protichtidné vlivy IAA na CK popsané v piedchozim
odstavci.

Vzdjemnou kooperaci a ovliviiovani téchto dvou skupin fytohormonu lze
pozorovat i na jejich transportu — na pfikladu omezeného zaklddani korenového

vldseni vlivem vysokych hladin CK byla identifikovina represe transkripce

PIN-proteinti vlivem CK. [41]
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3 Cil prace

Pro lepsi pochopeni vzdjemné kooperace a metabolismu rostlinnych
hormonu typu auxinu a cytokinini a jejich spoluprace s dalsimi, predev$im
stresovymi hormony, byly bakalafské praci vytyceny ndsledujici cile:

1) Charakterizovat uc¢inky 7 exogenné aplikovanych latek typu cytokinint (tZ,
tZ7G, tZ9G, cZ, BAP, BAP7G, BAP9G) na senescenci listovych segmentii
ovsa setého (Avena sativa).

2) Stanovit obsah vybranych fytohormont a jejich metabolitd (auxinu, CK,
abscisové kyseliny, salicylové kyseliny, jasmonatd a prekurzoru ethylenu)
v inkubovanych listovych segmentech z predchoziho bodu.

3) Porovnat uc¢inek exogenné aplikovanych cytokininti na endogenni hladiny
auxinu a cytokinint (spolu s jejich metabolity) v listovych segmentech ovsa

setého (Avena sativa).
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4 Material a metody

4.1 Materiil

4.1.1 Biologicky materidl

obilky ovsa setého (Avena sativa cv. Abel)

4.1.2 Chemikalie

Olchemim, CR:
tZ, cZ, tZ7G, tZ9G, BAPN7G, BAPNOG, *H.-tZ, *H,-tZR, *H,-tZ7G,
?H,-tZ9G, *H,tZOG, H,-ZROG, ?H,-tZRMP, *H,-DHZ, ?H,-DHZR,
’H,-DHZ9G, ?H,~iP, ?H,~iPR, ?H,-iP7G, *H,-iP9G, *H,-iPRMP,
’H,-kastasteron, *H,-epibrassinolid, gibbereliny: *H,-GA,, ?H,-GA,,
’H,-GA,,, *H,-GA,,

NRC-PBI, Kanada:
’H,-abscisovd kyselina, “H,-fazeova kyselina

C-D-N Isotopes, Kanada:
*H;-jasmonovd kyselina

Cambridge Isotope Laboratories, Spojené Kralovstvi:
BC-IAA

Sigma-Aldrich, USA:

BAP, ?H,-salicylové kyselina, ostatni pouZité chemikélie

4.1.3 Ptistroje a vybaveni

centrifuga 5430 R, rotor FA-45-24-11-HS Eppendorf, Némecko
centrifuga J-26 xPI, rotor JA-18.1 Beckman Coulter, USA
HPLC systém UltiMate 3000 Dionex, USA
HPLC kolona Luna C18 (100 x 2 mm, 3 pm) Phenomenex, USA
klimatiza¢ni box MLR 350 H Sanyo, Japonsko

kolony Oasis MCX 1cc (30 mg) extraction cartridges (1 ml) Waters, USA
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MS detektor 3200 QTRAP LC/MS/MS Applied biosystems, USA

rotaéni olejovd vyvéva RV3 Edwards, Spojené Krélovstvi
rotacni vakuova odparka Alpha RVC CMC-2 Christ, Némecko
spektrofotometr Helios Alpha Thermo Electron, USA
termostat BT 120 Laboratorn{ p¥istroje Praha, CR
ultrazvukova ¢&isticka S1I0H Elma, USA
Visiprep SPE Vacuum Manifold Supelco, USA
vymrazovaci past LT 105 Christ, Némecko
4.2 Metody

4.2.1 Ptiprava rostlinného materidlu

Pro senescenéni biotesty byly vyuzity 7 cm dlouhé apikdlni segmenty prvnich
pravych listd z desetidennich rostlin ovsa setého (Avena sativa cv. Abel).

Obilky ovsa byly v Petriho misce maceny za stdlého michdni v destilované
vodé po dobu 12 h a vysazeny do sponu 1,5 x 1,5 cm do perlitu nasyceného dvakrat
koncentrovanym Knopovym roztokem (v 1000 ml: 2 g dusi¢nanu vapenatého, 0,5 g
fosforecnanu draselného, 0,5 g siranu hofecnatého, 0,24 g chloridu draselného,
2 kapky 5% roztoku chloridu zelezitého, doplnéno destilovanou vodou a pH
upraveno na hodnotu 5,7 pfidavkem 1 N roztoku hydroxidu draselného nebo stejné
koncentrovaného roztoku kyseliny chlorovodikové).

Rostliny byly 10 dni kultivovany v klimatiza¢nim boxu Sanyo pri stdlé
relativni vlhkosti vzduchu (90 %) a kontrolovaném dennim (18 h svétla, 20° C)

a no¢nim (6 hodin bez osvétleni, 18° C) rezimu.

4.2.2 Testovaci roztoky

Navazka testovaného CK byla nejdfive spldchnuta 0,5 ml 0,1 N roztokem
kyseliny chlorovodikové, nafedéna destilovanou vodou a zneutralizoviana 0,5 ml
0,1 N roztoku hydroxidu sodného tak, aby byla vyslednda koncentrace zdsobniho

roztoku 5 - 10" M a jeho objem asi 6 ml.
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Ze zdsobniho roztoku byly pfipraveny testovaci roztoky R1-R6 fedici fadou
1:4 tak, Ze koncentrace pouzitych roztokid byly 1 - 10* M (R1), 2 - 10° M (R2),
4-10°M (R3), 8- 107 M (R4), 1,6- 107 M (R5), 3,2 - 10® M (R6). Z kazdého
testovactho roztoku byl odpipetovian vzdy 1 ml do polystyrenové zkumavky

0 objemu 10 ml a to v péti opakovanich pro inkubaci listovych segmentu.

4.2.3 Inkubace listovych segmentt

Z apikdlnich konct prvnich pravych listd byly odfezdany 7 cm dlouhé
segmenty a po Ctyfech umistény bazalnim koncem do testovanych roztoka
v popsanych polystyrenovych zkumavkdch o objemu 10 ml. Zkumavky byly
uzavieny parafilmem a umistény na 4 dny do termostatu nastaveného na teplotu
27° C bez pritomnosti svétla.

Inkubované listové segmenty byly osuseny, zbaveny nekrotizované bazalni
¢asti a dédle zpracovany bud pro analyzu retence chlorofylu (3 opakovani pro kazdy
testovany roztok), nebo pro analyzu obsaZzenych fytohormoni (2 opakovani).

Pro analyzy byly rovnéz odebrdny segmenty erstvych listti (ddle oznacovany
jako kontrola) a listové segmenty inkubované za vy$e popsanych podminek v 1 ml

destilované vody (v grafech popsdny zkrdcené jako voda).

4.2.4 Analyza retence chlorofylu

Piipravené listové segmenty byly preneseny do kalibrovanych sklenénych
zkumavek s 10 ml 80% roztoku ethanolu. Pro urychleni extrakce chlorofylu
z listovych segmentt byly zkumavky ponofeny na 15 minut do vodni lazné o teploté
80° C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo spektrofotometricky stanoveno
mnozstvi chlorofylu (méfenim absorbanci pii vlnové délce 665,0 nm oproti

pouzitému 80% roztoku ethanolu).

4.2.5 Stanoveni obsahu fytohormont

Obsah fytohormonu v listovych segmentech byl stanoven metodikou
vyvinutou na Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v.v.i. [42], ktera umozrnuje

z malého mnoZstvi rostlinného materidlu (naSe navdzky se pohybovaly v rozmezi

28



100 — 200 mg, mozné je i pouziti uz od 20 mg [43]) analyzovat az 68 litek
(fytohormontt  ajejich  prekurzord &  metaboliti). Prestoze  dochdzi
k dlouhodobému postupnému zdokonalovani této metody [44] [45], stdle je$té neni
mozné pomoci ni stanovit mnozstvi aromatickych CK. Tento fakt omezuje moznost
zpracovani vysledka pro BAP a jeho derivaty, ale vyhody jinak velkého mnozstvi
analyzovanych latek prevySuji. Pro seznam analyzovanych latek viz Tabulka 3,

str. 29.

Tabulka 3: Seznam analyzovanych fytohormonu a jejich metaboliti

stanovované latky ve frakci A stanovované latky ve frakci B
(,kyselé“ fytohormony) (,bazické“ fytohormony)

ABA (abscisova kyselina) tZ (trans-zeatin)
DPA (dihydrofazeov4 kyselina) tZR (trans-zeatinribosid)
PA (fazeov4 kyselina) tZ7G (trans-zeatin-7-glukosid)
ABA-GE

_ . tZ9G (trans-zeatin-9-glukosid)
(glukosaester abscisové kyseliny)
90H-ABA

. ) tZOG (trans-zeatin- O-glukosid)
(9-hydroxyabscisové kyselina)

tZROG

IAA (indol-3-octovd kyselina) o .
(trans-zeatinribosid- O-glukosid)

tZRMP

IAA-Asp (Indol-3-acetyl-aspartat)
P yiasp (trans-zeatinribosid-5‘-monofosfat)

OxIAA (2-oxindol-3-octova kyselina) DHZ (dihydrozeatin)

PAA (fenyloctova kyselina) DHZ7G (dihydrozeatin-7-glukosid)
SA (salicylova kyselina) DHZ9G (dihydrozeatin-9-glukosid)
BzA (benzoovd kyselina) cZ (cis-zeatin)
JA (jasmonov4 kyselina) cZR (cis-zeatinribosid)
JA-Ileu ) . _

_ ) _ cZ7G (cis-zeatin-7-glukosid)
(jasmondt-izoleucin)
cOPDA

, . _ cZOG (cis-zeatin- O-glukosid)
(cis-12-oxophytodienovd kyselina)

cZROG (cis-zeatinribosid- O-glukosid)

cZRMP (cis-zeatinribosidmonofosfat)
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stanovované latky ve frakci A stanovované latky ve frakci B

(,kyselé“ fytohormony) (,bazické“ fytohormony)

iP (isopentenyladenin)

iPR (isopentenyladenosin)

iP7G (isopentenyladenin-7-glukosid)

iP9G (isopentenyladenin-9-glukosid)

1PRMP

(isopentenyladenosinmonofosfat)

ACC (1-aminocyklopropan-1-

karboxylové kyselina)

4.2.5.1 Extrakce fytohormoni z rostlinného materidlu

Vzhledem k chemické a biologické labilit¢ fytohormonu v rostlinnych
pletivech  (kvali ¢&innosti pfitomnych enzym@ obzvldst¢ po naruSeni
kompartmentace bunék), byly viechny kroky extrakce provadény za sniZené teploty
(pouzitim chladicich blokd, ledovych tdcd, chlazenych roztokd atd.).

Ptipravené listové segmenty byly homogenizoviny rozetfenim v tfeci misce
v kapalném dusiku. K navédZce homogendtu (100 — 200 mg) v mikrozkumavce bylo
napipetovadno 500 pl Bieleského ¢inidla (v 1000 ml: 750 ml methanolu, 50 ml 99%
roztoku mravendi kyseliny, doplnéno destilovanou vodou), 50 pl internich
standardu pro stanoveni kyselych fytohormont a 50 pl internich standarda pro
stanoveni bazickych fytohormont (roztoky radioaktivné znacenych fytohormont
viz oddil 4.1.2 Chemikalie, str. 26). Obsah mikrozkumavky byl rozmichdn pomoci
vortexu auloZzen do druhého dne v-20° C. Nasledovala 20 minut trvajici
centrifugace (Beckman) za teploty 4° C pii 15000 RPM (29 053,2 X g).
Supernatant byl pfepipetovan do nové mikrozkumavky a peleta byla za pomoci
vortexu rozmichdna v 500 ul Bieleského c¢inidla. Po 30 minut trvajici re-extrakci
byla provedena 25 minutové centrifugace (4° C, 15000 RPM). Supernatant byl

pfipojen k supernatantu z pfedchoziho kroku a umistén na 30 minut v -80° C.
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Rota¢ni vakuovou odparkou (40° C, 1 500 Pa) byl snizen podil organickych

rozpoustédel v supernatantu tak, aby byl vysledny objem cca 200 pl.

4.2.5.2 Purifikace fytohormont

Kolony Oasis MCX byly na manifoldu aktivovdny proplachem 1 ml
methanolu a 1 ml 1 M kyseliny mravenci. Vzorky byly okyseleny pridavkem 500 pl
1 M kyseliny mravenci, naneseny na kolony a prepustény rychlosti asi 1 kapka
za sekundu. Mikrozkumavky byly dvojndsobné promyty 500 pl 1M kyseliny
mravendci a vzniklé roztoky analogicky naneseny na kolonu a prepustény. Kolony
byly ndsledné promyty 500 ul 1 M kyseliny mravenci a 250 ul destilované vody.
Odpadni nadoby v manifoldu byly nahrazeny popsanymi mikrozkumavkami pro
jiméni eluovanych frakci fytohormond. ,Kyselé“ fytohormony (frakce A) byly
uvolnény dvojndsobnym proplachem 250 pl methanolu, ,bazické“ (frakce B)
dvojnasobnym proplachem 250 ul 0,35 M roztoku hydroxidu amonného v 60%
methanolu.

Eluéty dokonale vysu$ené rota¢ni vakuovou odparkou (stejné nastaveni jako
pti extrakci) byly rozpu$tény v30 upl 10 % roztoku methanolu a nésledné
premrazeny (30 minut v -80° C) a centrifugoviany (Eppendorf) rychlosti 17 500
RPM
(30 130 X g) pii teploté 4° C po dobu 25 minut. Supernatant byl pfenesen
do popsanych vialek a analyzovdn pomoci HPLC/MS.

4.2.5.3 Analyza obsahu fytohormont

10 pl kazdého vzorku bylo oddélené analyzovdno pomoci HPLC/MS
(Ultimate 3000, 3200 Q TRAP). Pro analyzu frakce A byla pouZita kolona Luna
C18(2) (100 X 2 mm, 3 pl, Phenomenex) a nastavenym pratokem 0,25 ml min™
alinedrnim gradientem rozpoustédla A (5 mM vodny roztok mravendanu
amonného o pH = 3) a rozpoustédla B (5 mM roztok mravenc¢anu amonného
v acetonitrilu o pH = 3) od 10 do 50 % rozpoustédla B béhem 15 minut.

Analyza frakce B byla provedena pomoci kolony Luna C18(2) (150 X 2 mm,

3 ul, Phenomenex) a nastavenym pratokem 0,25 ml min™ a linedrnim gradientem
H ym p g
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rozpoustédla A (5 mM vodny roztok octanu amonného o pH = 4) a rozpoustédla B
(5 mM roztok octanu amonného vmethanolu o pH = 4) od 10 do 40 %
rozpoustédla B béhem 20 minut.

Ionizace elektrosprejem probihala pomoci napéti -4 000 V pro frakci A
a +4 500 V frakci B, tlak nebulizéru byl nastaven na 50 psi, tlak susictho plynu na
60 psi, jeho teplota 500° C a tlak pfidavného susiciho plynu 20 psi. Ke kvantifikaci
fytohormona byla vyuzita metoda izotopového fedéni s mnohauroviiovymi
kalibra¢nimi kfivkami (r* > 0,99). Naméiend data byla zpracovdna softwarem

Analyst 1.5 (vyrobce Applied Biosystems).
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5 Vysledky

5.1 Senescen¢ni biotesty

Vétsina inkubovanych listovych segmenti na prvni pohled vykazovala
symptomy senescence (viz Obréazek 1, str. 12), ackoli se jeji mira lisila i v rdmci
jednoho vzorku (listové segmenty v jedné testovaci zkumavce mély rozdilné
zbarveni). Testovaci roztoky nejvysdich koncentraci v nékterych piipadech
zpusobily nekrézu bazdlnich ¢dsti segmentu, které byly z divodu mozného ruseni

pii spektrofotometrickém stanoveni obsahu chlorofylu pred extrakci odstranény.

\' R6 RS R4 R3 R2 R1

Obrédzek 5: Listové segmenty po ¢tyfdenni inkubaci
V: segmenty inkubované v destilované vodé
R6 — RI: segmenty inkubované v roztocich tZ prislusné koncentrace (na fotogratii serazeny dle
vzristajici koncentrace zleva doprava)
U segmentu R1 si prosim povsimnéte hnédé zbarvené nekrotizované bazalni cdsti.
Namérené hodnoty absorbance ethanolovych extrakta chlorofylu pfi 665 nm
byly pro viechny testovaci roztoky (a vodu) vyhodnoceny ve vztahu k naméfené

hodnoté absorbance extraktu z Cerstvych listd (s pouZitim pfepoltu na procenta

pivodniho mnoZstvi chlorofylu v listech) a vysledky byly rozdéleny dle chemické
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struktury testovanych ldtek — viz Obrdzek 6, str. 34 (statistické zpracovdni dat

zahrnuje vyneseni stfedni chyby praméru do grafu).

A. Isoprenoidni CK B. Aromatické CK

100% 100%

80% 80%

60% 60%

40% 40%

Obsah chlorofylu [% z plivodniho]
Obsah chlorofylu [% z plivodniho]

20% 20%

0% } } 4 4 } } 0% }

[x.2] [~ [~ w T3] = [x.2] [~ [~ w T3] =
o [a=] [a=] o o (=] o [a=] [a=] o o (=]
i w w w w w i w w w w w
(o] w (=] (=] (=] (=] (o] w (=] (=] (=] (=]
m — o0 < o~ — 52) — o0 < o~ —
Koncentrace aplikovaného CK [M] Koncentrace aplikovaného CK [M]

——t7 cZ —— 177G —@— BAP —f— BAP7G =t BAP9G

—_— 179G kontrola e« e« e+« voda s KONTTOl3 # # # # « « vOda

Obradzek 6: Pokles mnoZstvi chlorofylu v inkubovanych listovych segmentech v zdvislosti
na koncentraci exogenné aplikovaného CK auxinu
A. Pro aplikované isoprenoidni CK.
B. Pro aplikované aromatické CK.

5.2 Analyza obsahu fytohormont

Ptestoze ve stfedu naseho zdjmu byly auxiny a cytokininy (spolu s jejich
metabolity), provedli jsme vjednom kroku také analyzu daldich (piedeviim
stresovych) fytohormonii a jejich metabolitd (pro seznam v3ech analyzovanych
litek viz Tabulka 3, str. 29). Vysledky téchto analyz jsou ke zhlédnuti v ptiloze

prace, nicméné zde nebudou hloubé;ji diskutovany.
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Pro udrzeni homeostdze po exogennim piidavku CK jsme predpokladali
ovlivnéni mnozstvi [AA v inkubovanych listovych segmentech, coz se potvrdilo
(viz Obrazek 7, str. 35 a Obrdzek 8, str. 36). Hladiny IAA byly ve srovnédni s
kontrolou i listy inkubovanymi ve vodé ve vétSiné ptipadu zvySené, zajimavd je
spojitost s koncentraci aplikovaného roztoku CK pozorovand u isoprenoidnich CK —
nejvys$si odezvu TAA vyvolaly exogenné aplikované CK o koncentraci 2 - 10° — 8 -

10"M (tedy R2 - R4) v z4vislosti na pouzitém isoprenoidnim CK.

A.tZ->1AA B. cZ -> |1AA
4000 1000
£ 3000 2
=T] =1]
= =
(=] o
g 2000 g
2 =
é 1000 é
O —
[x.2] = = w %] = [x.2] = = w %3] =
A L A S
e e e e e e [F%) [F¥) [F¥) b [¥%) b
~ o L= = L= = (o'} LD‘_ L= = L= =
[aa] — oo =t (o] — [aa] — oo =t (o] —
Koncentrace tZ [M] Koncentrace cZ [M]
C. tZ7G -> 1AA D. tZ79G -> |AA
1800 1000
1600 900
= 1400 = 800
z Z 700
= 1200 =
— — 600
E 1000 E 500
£ 800 £ 400
£ 400 2 00
200 100
0 0

<+
<
[T5]
D-..
—

Koncentrace tZ7G [M]

kontrola «ee«+evoda

Obrdzek 7: Mnozstvi [AA (uddvané v pmol v 1 g cerstvého rostlinného materidlu) v inkubovanych

listovych segmentech po exogenni aplikaci roztokii isoprenoidnich CK

(A. tZ, B. ¢Z, C. tZ7G, D. tZ9G)
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A. BAP -> |AA B. BAPN7G -> |AA
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Woow oW oW oW oW WooWw oW oW oW
(o] w ] ] ] ] (o] w = ] o o
M = et N oo M - 0 o -
Koncentrace BAP [M] Koncentrace BAPN7G [M]

C. BAPN9G -> |1AA
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0

e lcontrola  eeeeeevoda

IAA [pmol/gFW]

o
<
[T5]
D-..
<

1,6E-07
8,0E-07
2,0E-05
1,0E-04

Koncentrace BAPN9G [M]

Obrdzek 8: Mnozstvi IAA (uddvané v pmol v 1 g cerstvého rostlinného materidlu) v inkubovanych
listovych segmentech po exogenni aplikaci roztoku aromatickych CK
(A. BAP, B. BAPN7G, C. BAPN9G)
Obdobné trendy byly pozorovdany i pro konjugdt indol-3-octové kyseliny
s aspartditem (IAA-Asp), viz Obrizek 9, str. 37. Na dal$i ze stanovovanych
metabolitii auxinu exogenné aplikované cytokininy nemély vliv (naméfené hladiny
pii pouziti ruznych koncentraci testovacich roztoki neménily a byly podobné
naméfenym hodnotdm listovych segment kultivovanych ve vodé), vysledky zde

proto nejsou uvedeny.
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A. tZ -> |AA-Asp B. cZ ->AA-Asp
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Obrdzek 9: Mnozstvi [AA-Asp (uddvané v pmol v 1 g cerstvého rostlinného materidlu)

v inkubovanych listovych segmentech po exogenni aplikaci roztoki isoprenoidnich CK
(A. tZ, B. cZ, C. tZ7G, D. t29G)

Na rozdil od ne pfili§ jasnych vysledki auxinu a jeho metabolita jsme
pozorovali zajimavé souvislosti v oblasti cytokinind. Prvnim testovanou latkou byl
tZ, jehoz aplikace vyrazné zvysila obsah jeho glukosida (tZ7G, tZ9G, tZOG), ale
také obsah cZOG. Pro tplnost je mezi vysledky (viz Obrazek 10, str. 38) zahrnuta i

zména v endogennim obsahu tZ.
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Obrdzek 10: MnoZstvi vybra

listovych segmentech po exogenni aplikaci tZ
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Exogenné aplikovany c¢Z podle ziskanych vysledku prekvapivé podléha
vy$$imu poctu pfemén nez samotny tZ (viz Obrdzek 11, str. 39 a Obrdzek 12,

str. 40).
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Obrdzek 11: Mnozstvi vybranych CK (uddvané v pmol v 1 g erstvého rostlinného materidlu)
v inkubovanych listovych segmentech po exogenni aplikaci cZ — ¢dst prvni
(A. tZ, B. tZ9G, C. tZOG D. cZ)
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Obradzek 12: MnozZstvi vybranych CK (uddvané v pmol v 1 g cerstvého rostlinného materidlu)
v inkubovanych listovych segmentech po exogenni aplikaci cZ — cdst druhd
(A. cZOG, B. cZROG, C. cZRMP)
Dal$imi testovanymi ldtkami byly tZ7G (viz Obrézek 13, str. 41) a tZ9G
(viz Obrdzek 14, str. 42). Pro BAP a jeho glukosidy nebyly pozoroviany zmény
méienych hladin CK (pravdépodobné kvilli oddéleni metabolismu isoprenoidnich
CK od aromatickych CK, které nejsou pouzitou metodou detekovatelné — viz oddil

4.2.5 Stanoveni obsahu fytohormonii, str. 28).
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Obrizek 13: Mnozstvi vybranych CK (v pmol v 1 g cerstvého rostlinného materidlu) v inkubovanych
listovych segmentech po exogenni aplikaci tZ7G.

(A. tZ, B. DZ7G, C. tZ7G, D. tZ9G)
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Obrizek 14: MnoZstvi vybranych CK (A. tZ, B. DZ9G, C. tZ7G, D. tZ9G, E. tZOG, F. cZOG

uddvané v pmol v 1 g cerstvého rostlinného materidlu) v inkubovanych listovych segmentech

po exogenni aplikaci tZ9G
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6 Diskuze

Rozdéleni fytohormonu na aktivni a neaktivni resp. zdsobni formy
v minulosti bylo zaloZeno na vysledcich biotestd (a odpovidalo tedy mite
pozorovatelné a méfitelné fyziologické odpovédi na aplikovanou litku). Toto
rozdéleni je s postupujicim védeckym vyzkumem stale Castéji zpochybnovano a to
nejen diky vy$s$i urovni analytické chemie a vétSimu mnozstvi analyzovaného
rostlinného materidlu (napf. cZ, v biotestech piivodné oznacovén jako neaktivni
[30], byl prokdzdn jako dominantni zdstupce CK napi. v nékterych vyvojovych
stadiich cizrny beranni — Cicer arietinum [46], kukufice seté — Zea mays [47]
a mnohych dal$ich), ale také diky rozvoji molekuldrni biologie a biochemie, které
predkladaji objasnéni mechanismu predchazejicich pozorované fyziologické reakci.
Stdle dulezitéjsi se rovnéz jevi kooperace jednotlivych fytohormonu zpusobena
provazanosti metabolickych drah.

Tato prdce nabizi moznost srovnani historického pfistupu biotesta
(konkrétné senescenéniho biotestu provedeného na listech ovsa setého, lat. Avena
sativa) s vysledky moderni analyzy obsahu fytohormonii a méla by podnitit dalsi
vyzkum kooperace jednotlivych skupin fytohormont v tomto rostlinném materialu.

Senescence listovych segmentd ovsa setého (Avena sativa) se k hodnoceni
uc¢inku cytokinint pouzivad jiz od sedmdesédtych let 20. stoleti. [48] [49] [50]
Vysledky biotestd se u jednotlivych autorti drobné 1isi (srovnej vysledky pro BAP
v [48] a [29]), coz lze jednak pfi¢ist pouziti riiznych odrtd ovsa, jednak jsme sami
pozorovali znacné interindividualni rozdily mezi inkubovanymi listy v nékterych
zkumavkach. Tyto jevy lze vysvétlit napf. moznym rozdilnym kontaktem
s testovacim roztokem a znacnou variabilitou rostlinného materidlu.

Z vysledkt biotestt (viz Obrazek 6, str. 34) bychom mohli usuzovat, ze BAP
vykazuje ve srovndni s pfirozené se vyskytujicim tZ mnohem vy33i aktivitu (stejné
jako se to v minulosti délo — napf. [29]), analyzy fytohormond ndm umoZriuji hlubsi
vhled do problému a zvyrazniuji omezeny efekt pusobeni BAP na metabolismus

modelové rostliny ovsa setého neboli Avena sativa (tZ zvy$il mnoZstvi auxini
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v inkubovanych listovych segmentech ptriblizné desetkrat vice — viz Obrazek 7,
str. 35, ¢ast A a Obrazek 8, str. 36, ¢ast A).

Ackoli exogenni aplikace CK (zejména v piipadé tZ, jeho glukosida
a BAPN7G) zvy$ovala mnozstvi IAA vinkubovanych listovych segmentech
(viz Obréazek 7, str. 35, ¢asti A, C, D a Obrazek 8, str. 36, ¢ast B), ziskana data
nevykazuji jednoduchou zdvislost na koncentraci aplikovanych CK (pro ukézku
dal$ich souvislosti doporu¢uji [51]). Pro vyvozeni z4dvért je potfeba daldi Setfeni
(totéZ plati pro IAA-Asp — viz Obrézek 9, str. 37).

Zajimavym fenoménem, ktery jsme pozorovali, je odlisné chovani N7 a N9
glukosidi tZ jak vsenescencnim biotestu, tak pfi analyze fytohormonu
(viz Obrazek 6, str. 34, ¢ast A, Obrazek 13, str. 41 a Obrazek 14, str. 42). Ackoli
jsou tyto cytokininy tradicné povazovdny za ireverzibilni deaktivaéni formy
s navzdjem podobné nizkou aktivitou (stdle se objevuje napf. v [3] a [23]), nase
vysledky poukazuji jednak na vysokou aktivitu tZ9G v senescenénim biotestu (viz
Obrazek 6, str. 34, ¢4st A), jednak na preménu tZ9G i na tzv. aktivni formy CK (viz
Obrazek 14, str. 42, ¢4sti A a F). Vzdjemnym srovnanim vysledk obou glukosidi
(viz Obrézek 13, str. 41 a Obrdzek 14, str. 42) jsme zjistili, ze oba glukosidy
podléhaji  pfi  vysSsich koncentracich ~ hydrogenaci na  prislusné
dihydrozeatinglukosidy. tZ7G je v niz$ich koncentracich preferencné prevadén
na tZ9G, zatimco pii nejvyssi koncentraci pozorujeme v mens$i mite 1 vznik tZ.
tZ9G je ve vysokych koncentracich primdrné konvertovan na cis-O-glukosidy (které
jsou rovnéz hlavnimi zdstupci CK zjisténymi u kontrolnich listovych segmentu —
viz ptiloha prédce, dfive v literatuie napi. [31]), v mensi mife sledujeme téz vznik
tZ7G a tZ. Ziskana data mohou mit spojitost s publikovanymi rozdily v afinité vaci
N-glukosidiim tZ nékterych enzymt cytokininového metabolismu (konkrétné CKX
viz [27] a f-glukosidasou viz [52]), pro potvrzeni je vysledky soudasné prace

pottfeba dale rozvést.
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Prestoze jsme nepozorovali jednoznacény a jednoduSe interpretovatelny
ucinek exogenné aplikovanych CK a jejich metaboliti na endogenni hladiny auxina
v listovych segmentech ovsa setého (Avena sativa), v praci jsme odhalili zajimavé

trendy v oblasti metabolismu CK, v jejichz zkoumani budeme déle pokracovat.

45



7 Zaver

1)

2)

3)

Cile bakalatské prace byly splnény:

Exogenné aplikované cytokininy ovlivnily senescenci listovych segmentu
ovsa setého (Avena sativa) v mite, ktera obecné souhlasi s dfive
publikovanou literaturou.

V inkubovanych listovych segmentech byl stanoven obsah vybranych
fytohormonu a jejich metabolita.

Vysledky analyzy prokazaly zvySeni hladin auxint v inkubovanych listovych
segmentech ovsa setého nasledkem exogenni aplikace cytokinina.
Pozorovana byla téZz metabolickd pfeména aplikovanych cytokininii na jiné
jejich formy. Za nejzajimavéjsi vysledky v tomto ohledu povazujeme zjisténi
aktivity tZ9G v senescenénim biotestu (vymykd se pfedchozi literatufe) a
prokdzané metabolické premény na tZ9G na formy CK aktivni ve zvoleném

modelovém organismu (tZ a cZOG).
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