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Anotace

Rostlinné hormony cytokininy ovliviiuji mnozstvi vyznamnych procesti béhem ristu
a vyvoje rostliny. Reguluji déleni a diferenciaci bunék v meristémech, reguluji rist
kofene a listd, zpomaluji proces starnuti, zvysuji odolnost vic¢i stresovym podmin-
kam apod. Mezi dosud méalo popsané uc¢inky cytokininii patii jejich spojeni s meta-
bolismem siry a vliv na hladinu glutathionu, vyznamné obranné slouc¢eniny obsahu-
jici siru. Tato stredoskolskd odborna ¢innost studuje dopad kratkodobého ptisobeni
dvou typt cytokinind (trans-zeatinu a 6-benzylaminopurinu) na metabolismus siry

a hladinu glutathionu u modelové rostliny Arabidopsis thaliana.

Bylo zjisténo, ze kratkodobé plisobeni cytokininti aktivuje nékteré geny souvisejici
s odpovédi na nedostatek siry, ¢imz bylo prokazano, ze cytokininy stimuluji meta-
bolismus siry. Toto kratkodobé plisobeni vsak nemélo pozitivni dopad na hladinu

glutathionu, jenz byla naopak mirné sniZena.
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Annotation

Phytohormones called cytokinins influence many important processes during plant
growth and development.They regulate cell division and differenciation in meristems,
regulate the growth of root and leaves, deceleratethe aging processes, enhance resis-
tence to stress conditions etc. One of the little described effects of cytokinins is their
connection with the metabolism of sulfur and influence on the level of glutathion,
one of the major defense compounds. This thesis examines the impact of short-term
treatment of two cytokinin types (trans-zeatin and 6-benzylaminopurine) on the

sulfur metabolism and glutathione levels in a model plant Arabidopsis thaliana.

It has been found, that short-time effect of cytokinins activates some genes associated
with the response to the sulfur shortage, which proves, that cytokinins stimulate
sulfur metabolism. However, the short-term treatment didn’t have a positive impact

on the glutathion level, which has been slightly reduced.
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Seznam pouzZitych odbornych zkratek

ADP - adenosindifosfat

APR — adenosin 5’-fosfosulfatreduktaza

APS — adenosin 5’-fosfosulfat

ARR — regulator odpovédi Arabidopsis

ATP — adenosintrifosfat

ATPS - ATPsulfurylaza

BA — 6-benzylaminopurin

cDNA - komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CK — cytokininy

CRF - faktor odezvy CK

DMAPP — dimethyllallydifosfat

DMSO - dimethylsulfoxid

DTNB - kyselina 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoova
ER — endoplasmatické retikulum

GSH — glutathion

GSSG - oxidovany glutathion

Chac-c — gen Chac-c-like family protein

IPT — isopentenyl-transferaza

LSU2 — gen RESPONSE TO LOW SULFUR
mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina
NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
OAS - O-acetylserin

OASTL — O-acetylserinthiollyaza

PM — plasmatickd membrana

qRT-PCR - kvantitativni polymerazova retézova reakce spojend s reverzni tran-
skripci

SAT — serinacetyltransferaza

SiR — sulfidreduktéaza

SULTR — transportér siranu

tZ — trans-zeatin
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Cil prace

Cilem préace je studium vlivu cytokinini na expresi gent souvisejicich s metabo-
lismem siry a vlivu cytokininti na hladinu glutathionu. Slouceniny obsahujici siru,
podobné jako cytokininy, souviseji s odolnosti rostlin vici stresovym faktorim. Proto
bude sledovan dopad kratkodobého ptlisobeni cytokininii na metabolismus siry a na
glutathion, ktery je zasobni formou redukované siry a predstavuje dilezitou obran-
nou slouceninu. Jako modelova rostlina bude vyuzita Arabidopsis thaliana z Ce-
ledi brukvovitych (Brassicaceae). Zastupci celedi brukvovitych (mezi které patii
vyznamné hospodaiské plodiny jako jsou fepka nebo hofcice) maji vysoké poza-
davky na dostupnost siry, a proto pravé A. thaliana predstavuje vhodny model pro

studium vyzivy rostlin sirou a metabolismu siry.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Riustové regulatory

Ristové regulatory jsou latky, které reguluji riistové a vyvojové procesy u rostlin.
Déli se na prirozené a syntetické. Ve starsi literatute byvaly tyto latky casto déleny
na latky rtst stimulujici a latky rust inhibujici (tzv. stimulatory a inhibitory). Toto
rozdéleni vSak bylo zavadéjici, protoze latky mohou v urcitych koncentracich stimu-
lovat a v jinjch inhibovat. Uinek regula¢nich latek déle zavisi na konkrétnim druhu,
stari a fyziologickém stavu rostliny. Proto se dnes jiz toto déleni neuziva. Mezi pii-
rozené regulatory patii rostlinné hormony (fytohormony) a dalsi latky s regulacni

aktivitou.[28]

1.2 Fytohormony

dobé zvysit nebo snizit expresi nékterych genti. Mezi zakladni fytohormony se fadi
auxiny, cytokininy (CK), gibereliny, kyselina abscisové, etylén, polyaminy, brassi-
nosteroidy, jasmonaty, kyselina salicylova a nové identifikované strigolaktony. Mimo
né existuji v rostlinach dalsi latky s rdstové regulacni aktivitou, které vSak mezi
hormony Fazeny nejsou, nebot jsou uc¢inné az ve vys$ich koncentracich, anebo neni
dostatecné znama obecnost jejich ptisobeni. I pres jednoduchou chemickou strukturu
podstatné ovliviiuji fyziologii rostlin. Od zivocisnych hormonti se fytohormony lisi
v mnoha aspektech. Vétsina fytohormont je syntetizovana na vice mistech v rost-
liné, jelikoz rostliny nemaji specifické zlazy s vnitini sekreci, které by hormony
vytvarely. Fytohormony jsou méné specifické nez hormony zivocisné. Kazdy z fy-
tohormont ovlivituje nékolik casto odlisnych procesi, a rovnéz kazdy proces byva
ovlivnén vétsim poctem raznych latek s regulacni aktivitou. I pfes tyto rozdily je
vsak mechanizmus tuc¢inku fytohormont velmi blizky mechanizmu ptisobeni zivocis-

nych hormonti. [25] [28]

1.3 Cytokininy

V padesatych letech minulého stoleti byly hledany a testovany latky, které by mohly

ovliviiovat bunécéné déleni. Rozkladem DNA se podarilo ziskat slou¢eninu zvanou
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kinetin, ktera — a¢ byla velmi G¢inna - se v rostlinach volné nevyskytovala. Az v Se-
desatych letech se podafilo izolovat nativni' litky s uc¢inky podobnymi kinetinu.
Prvni izolace byla provedena z endospermu nedozralych obilek kukufice (Zea mays)
a nova sloucenina byla pojmenovana zeatin [7]. CK jsou derivaty adeninu s postran-
nim fetézcem navazanym v poloze N6. Podle postranniho fetézce je 1ze rozdélit na
isoprenoidni a aromatické. Na kazdy CK se navic mize napojovat ribéza za vzniku
nukleosidu. Po pripojeni fosfatové skupiny vznikaji nukleotidy. Nejsilnéjsich regula-

¢nich uc¢inkt dosahuji volné baze.
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Obrazek 1: Chemickd struktura nékterych cytokinind. Mezi isoprenoidni
cytokininy patfi napf. trans-zeatin, mezi aromatické cytokininy BA. Zdroj:

http://labs.bio.unc.edu/Kieber/structures.jpg

!Nativni latky jsou latky piirozend se vyskytujici
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1.4 Biosyntéza cytokininu

Biosyntéza isoprenoidnich CK u vysSich rostlin vychazi z ADP (adenosidifosfét)
nebo ATP (adenositrifosfat). Klicovy krok biosyntézy CK je katalyzovan enzymem
isopentenyl transferdzou (IPT), ktery pfenasi isopentenylovou skupinu z DMAPP
(dimethyllallydifosfat) na N6 ATP/ADP. Takto vznikaji ribonukleotidy s isopreno-

idnim postrannim Fetézcem, které jsou postupné pfeménény na trans-zeatin. [2] [5]

Arabidopsis thaliana obsahuje 9 IPT gentl, 7 z nich je adenylat IPT? a dva jsou
tRNA IPT3.

DMAPP + tRNA
DMAPP
+
ADPIATP Prenyl-tRNA

P IR

iP ribotide tZ ribotide cZ ribotide

| 1

iP riboside tZ riboside cZ riboside

| ! ]

iP tZ cZ

Degradation

Obrézek 2: Zjednoduseny model biosyntézy cytokinint. Modré Sipky znazornuji reakce en-
zymi se znamymi geny, Sedé oznacuji geny, které je tieba identifikovat. (pfevzato a upra-

veno z [18])

1.5 Transport cytokinini

CK se ve zvySeném mnozstvi nachazeji v nadzemnich ¢astech rostliny, pfedevsim
v pupenech a mladych vyvijejicich se listech a v semenech. Hlavni misto biosyntézy

jsou korenové vrcholy, odkud se CK transportuji xylémem a floémem do dalsich ¢asti

2 Adenylat IPT piipojuji isoprenoidni fetézec na ADP nebo ATP.
3tRNA IPT piipojuji isoprenoidni Fetézec na adenin v molekule tRNA.
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rostliny. CK mohou vznikat také ve vSech nadzemnich organech - v tomto ptipadé

je vSak nasledna distribuce spise lokéalni. [31]

1.6 Signalni draha cytokinini

Signéalni draha CK je podobna bakteridlni dvouslozkové signalni dréaze, kterou bak-
terie vniméa environmentalni podnéty receptorovou histidinkinazou, ktera nasledné
prenasi signal na reguldtor odpovédi. Rostliny vyuzivaji dvouslozkovou signalni
drédhu, odvozenou od vySe zminéné bakterialni, ke vnimani CK. Homologni (nebo
odvozené) kindzy déle u rostlin slouzi ke vniméani svételnych podminek, etylénu a os-

motického prostiedi. [2] [11]

U A. thaliana se regulatory odpovédi (ARR, Arabidopsis response regulators) déli
do dvou hlavnich skupin - ARR typu A a ARR typu B. Mezi ARR typu A se fadi 10
gent (ARR3-ARR9 a ARR15-ARRI17), které spadaji do péti pari s velmi podobnou
sekvenci. Jejich hlavni funkci je negativni regulace odpovédi na CK. Exprese ARR
typu A je pozitivné regulovana piitomnosti CK. ARR typu B zahrnuji 11 gent
(ARR1-ARR2, ARR10-ARR14 a ARR18-ARR21), které ptisobi jako transkripéni
faktory aktivujici expresi gent regulovanych CK. [11]

1.7 Metabolismus cytokininti

Metabolismus CK lze rozdélit do dvou kategorii. Do prvni patii modifikace adeninu,
coz jsou glykosylace* na N3, N7 a N9. Tyto N-glykosidy® jsou aZ na nékolik vyjimek
biologicky neaktivni. Behem N-glykosylace dochazi k nevratné deaktivaci CK. Druhé
kategorie zahrnuje modifikace postranniho fetézce (napf. reverzibilni O-glykosylace

hydroxylové skupiny). [2]

4Glykosylace znamené navazani molekuly cukru na né&jakou jinou molekulu, nejéast&ji bilkovinu.
®Glykosidy jsou slou¢eniny cukru s necukernatou molekulou, kdy je cukernaté slozka oznacovana jako

glykon a necukernata jako aglykon. N-glykosidy, spravnéji nazyvané glykosylaminy, jsou glykosidy s cuker-

natou slozkou vazanou pres atom dusiku.
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Obrazek 3: Signalni draha CK znazornujici v modelové bunce histidinkindzy (AHKs;
Arabidopsis Histidine Kinase), prenasece fosfatu (AHPs; Arabidopsis Histidine Phospho-
transfer protein) a regulatory odpovédi (ARR) u Arabidopsis. Aminokyseliny (histidin
a kyselina asparagova), které pfijimaji fosfatovou skupinu, jsou zvyraznény Gervenymi
pismeny. Tuénym pismem jsou vyznaceny signaliza¢ni soucasti, zelenou jsou znézornény
pozitivni regulatory CK, éervenou negativni regulatory CK. Dale jsou zaznacena vybrana
spojeni k ostatnim signalim. Dalsi zkratky: CRF, faktor odezvy CK; PM, plasmaticka

membrana; ER endoplasmatické retikulum. (pfevzato a upraveno z [11])
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1.8 Fyziologické uéinky a vyuziti cytokininu

CK v optimalni koncentraci reguluji déleni a diferenciaci bunék v meristémech nad-
zemnich ¢asti rostliny (nadbytek nebo nedostatek CK rychlost déleni bunék snizuje).
Stimuluji tvorbu postrannich pupeni. V kofenovém meristému podporuji diferen-
ciaci bunék, ¢imz reguluji rtst kofene a zakladani bocnich kofenil. ZvysSeny ob-
sah CK snizuje velikost kofene, redukce CK naopak vede k prodluzovani korene
a vytvareni lateralnich kofent. Ve stonkovém meristému zachovavaji nediferenco-
vané bunky. Maji vliv na formovani cévnich svazkt. Vlivem ztraty schopnosti déleni
v pletivu cév v Casné fazi vyvoje dochéazi k nizsi hustoté cév v listech. V kombinaci
s auxiny umoznuji regeneraci rostlin. Zpomaluji degradaci bilkovin a destrukci chlo-
roplastii, ¢imz oddaluji starnuti nékterych rostlinnych organi (zejména listti). CK
vzajemné interaguji s vyzivou dusikem. Dusi¢nany stimuluji biosyntézu CK a CK
zvysuji asimilaci dusiku aktivaci nitratreduktézy®. Pozitivné reguluji genovou ex-
presi a také aktivuji proteosyntézu’. Hraji roli i v cirkadidnnich rytmech. Aplikace

CK sice neovlivni cirkadidnni periodu, vede v8ak ke zpozdéni cirkadianni faze. [7] [31]

Modulace hladiny CK je spojovana napf. s vyssi produkci semen, zpomalovanim
starnuti a zvétsovanim kofene, a proto maji CK velky potencial pro cilené zlepseni
celé fady hospodarsky vyznamnych znaki kulturnich rostlin [33]. V rostlinnych bi-
otechnologiich tvofi soucast kultivacnich médii. Vyuzivaji se také pro stimulaci vét-
veni okrasnych plodin nebo v interakci s gibereliny ke tvarovani plodi nékterych
jabloni. Velky potencial maji CK také pfi zvySovani odolnosti rostlin vici streso-
vym podminkdm. Napf. modulace hladin CK (tedy jak zvySeni tak sniZeni hladin

CK) zvysuje odosnost proti suchu u riznych druht rostlin.

1.9 Sira

Diky svym specifickym chemickym vlastnostem hraje sira dilezitou roli v mnoha
metabolickych procesech. Je pritomna v aminokyselinach, které jsou casto zodpo-

védné za strukturu a biologickou aktivitu proteinti, v koenzymech a prostetickych

SNitratreduktéza je enzym schopny redukovat dusiénanovy ion na dusitanovy. Umoziiuje vyuziti nitratu

jako zdroje dusiku pro syntézu aminokyselin.
"Proteosyntéza je proces tvorby bilkovin z aminokyselin, které jsou spojeny do Fetézct peptidovou

vazbou. Jedna se o anabolicky (vystavbovy) déj.
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skupinach, jako jsou napf. Fe-S centra, kyselina lipoova, thiamin, koenzym A a dalsi
[3]. Hlavni vyuzitelnou formou siry pro rostliny je sulfat (siran). Hlavni podil siry
v pudé pochézi z organickych zbytki, dalsi ¢ast z minerali jako jsou kobaltit, pyrit,
sadra a epsomit. Sulfatovy anion je v pudé slabé vazan na riznych mineralech. Siru
organickych zbytki a pyritu oxiduji v ptudeé sirné bakterie ve dvou stupnich, nejprve

na elementarni siru a pak na siran.[32]

1.10 Prfijem a asimilace siry

Ve vétsin€ sloucenin je sira pfitomna ve formé organickych sulfidli, nicméné hlavni
dostupnou formou pro rostliny jsou sirany. Pfijem a distribuci siranu do rostliny,
resp. do bunky, zajistuji transportéry siranu (SULTR). Asimilaci je anorganicky
siran redukovan na sulfid, ktery je néasledné zaclenén do aminokyselinové kostry
za vzniku cysteinu. Pred redukci je siran aktivovan adenylaci za vzniku adenosin

5-fosfosiranu (APS), ktera je katalyzovana pomoci ATP sulfuryldzy. V rostlinnych

kovan sulfidreduktazou (SiR) na sulfid. Sulfid je poté inkorporovan do O-acetylserinu
(OAS) za vzniku cysteinu. OAS je syntetizovan ze serinu a acetyl-koenzymu A
serinacetyltransferdzou (SAT) a syntéza cysteinu je katalyzovana OASthiollyazou
(OASTL). SAT a OASTL jsou spojeny do enzymového komplexu zvaného cystein-
syntéza. Cystein je tedy koneénym produktem asimilace siry [19]. Kvili své toxicité
neslouzi cystein jako zasobni forma siry, ale dale se konvertuje na methionin®, vstu-
puje do proteosyntézy a stava se soucasti proteintd, nebo je zaclenén do tripeptidu
glutathionu (GSH), ktery pfedstavuje hlavni zésobni a transportni formu reduko-

vané siry. [3]

8Methionin je jedna z dvaceti zakladnich aminokyselin tvoficich bilkoviny.
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Obrazek 4: Zjednodusené schéma asimilace siry.

Klicovymi enzymy, které jsou urcujici pro rychlost asimilace siry a biosyntézy cys-
teinu, jsou APR a SAT [17]. VétSina enzymu asimilace siranu, s vyjimkou sulfidre-
duktazy, je kédovana vice geny. Metabolické kroky asimilace siry jsou lokalizovany
do rtznych organel: enzymy redukce siranu jsou lokalizovany v plastidech, zatimco
cystein je syntetizovan v plastidech, mitochondriich a cystolu. APS reduktaza je
u Arabidopsis kédovana tfemi geny a alesponn dvéma geny u vétsiny ostatnich vy-
ssich rostlin. SAT je kédovana péti geny, jejichz proteinové produkty jsou loka-
lizovany v mitochondriich, chloroplastech i cytosolu. SAT4 predstavuje minoritni
cytosolickou izoformu, kterad je pravdépodobné ze vsech SAT nejsilnéji indukovana

nedostatkem siry. [3] [17]
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1.11 Vyznam siry v zemédélstvi

Vyzkumu potfeby hnojeni sirou nebyla jesté v neddvné minulosti vénovana patfi¢na
pozornost. Predpokladalo se totiz, ze dostateény piivod siry do ptudy je zajistén ve
formé ,balastni slozky* fady hnojiv, pesticidii a z imisi oxidu sifi¢itého do atmosféry
po spalovani fosilnich paliv v tepelnych elektrarnach. Tradi¢ni hnojiva s vysokym
obsahem siry a dusiku vsak byla nahrazena hnojivy, ktera obsahuji siru jen v ma-
lém mnozstvi nebo viitbec. Pozadavky mnoha plodin na mnozstvi siry se navic jesté
zvysily v disledku intenzivniho zemédélstvi a zvySovani vynost z plodin (v nékte-
rych ptipadech az dvojnésobné), coZ vedlo k odstratiovani Zivin z pudy. Tyto zmény

zpusobily velkoplosny vyskyt deficitu siry, ktery se projevuje zvlasté u nasi na siru

N 24

Brukev fepka olejka (Brassica napus subsp. napus) je jednoletd rostlina z celedi
brukvovitych (Brassicaceae). Zastupci ¢eledi brukvovitych jsou na nedostateéné za-
sobeni sirou vice citlivi nez jiné zemédélské plodiny. Napt. vypéstovani 1 tuny semen
repky vyzaduje 16 kg siry, zatimco na vypéstovani stejného mnozstvi zrn pSenice jsou
potfeba jen 2-3 kg siry [1]. Samotné fepka je indikac¢ni plodinou stanovist s deficitem
siry. Pro ¢eled brukovitych jsou charakteristické glukosinolaty, sekundérni metabo-
lity nesouci ve své molekule jeden nebo dva atomy siry, které maji obrannou funkci
proti sktidcim. Déle slouzi i jako zasobni forma siry pii jejim nedostatku v pudeé.
Jsou povazovany za antinutricni latky, a proto byl jejich obsah v fepce radikalné

sniZen.

Repka byva bézné hnojena dusikem a ke spravnému riistu potfebuje vhodny pomér
dusiku a siry v pidé. Nedostatek jednoho z téchto nutrientt snizuje piijem a meta-
bolismus druhého (viz 1.12 Role CK v regulaci pfijmu a asimilace siry). Deficit siry
tak znemoznuje plné vyuziti dusiku, a tento nevyuzity dusik se stava nadmeérnou za-
tézi pro zivotni prostiedi a rizikem kontaminace vod dusi¢nany. Vyteseni adekvatni
vyzivy fepky sirou by zajistilo navratnost znacného mnozstvi odebrané siry zpét
do pudy, kterd by poté mohla plné zabezpecit dostatecnou vyzivu sirou i ostatnich

méné naroc¢nych plodin.
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U tepky je prvnim vizualnim piiznakem nedostatku siry zloutnuti listl, které za-
¢ind od kraje listu. Rostliny s nedostatkem siry jsou malé, s kratkymi a stihljmi
stonky a jsou zpomalené v ristu. Tyto piiznaky se objevuji az pfi zavazném ne-
dostatku siry. Vynosy a nutri¢ni kvalita plodin vSak mohou byt ovlivnény i bez
ziejmych vizualnich pfiznakd. A. thaliana je modelovou rostlinou pro molekularni
biologii (viz 1.14 Arabidopsis thaliana husenicek rolni). Soucasné, protoze patii do
¢eledi brukvovitych, u kterych ma sira velky vyznam, mtze byt pouzita jako vhodna
modelova rostlina pro studium vyzivy sirou a metabolismu siry. Nedostatek siry se
u A. thaliana projevuje rovnéz zloutnutim listti. Dale je charakteristické zvysSeni

tvorby fialovych pigmentt antokyanu. [22]

1.12 Role CK v regulaci pfijmu a asimilace siry

Pfijem sirani a redukce APS jsou regulovany mnoha vnitfnimi a vnéjsimi faktory,
véetné CK. CK indukuji klicovy enzym asimilace siry APR1. Pfijem siranu a APR
ovliviiuji CK v opa¢ném sméru; zatimco piijem siranu je CK redukovan, APR je
indukovana. Prijem a metabolismus siry je koordinovan s pfijmem a metabolis-
mem dusiku, ktery je vyznamné regulovan CK. Obecné plati, ze nedostatek jednoho
z téchto minerali vede ke snizeni piijmu a metabolismu druhého. Koordinace asi-
milace siry a dusiku je dosazeno regulaci pfijmu siranu a APR. Pravé vyziva témito

nutrienty je, jak bylo uvedeno vyse, pro brukvovité zvlasté dilezita.

1.13 Glutathion

GSH je hlavni nizkomolekularni thiol tvofeny tfemi aminokyselinami: kyselinou glu-
tamovou, cysteinem a glycinem. Jeho chemicky nazev je y-glutamyl-cystein-glycin.
Pro rostliny je nepostradatelny pro fadu funkci, které v rostlinné bunce vykonava.
Je zéasobni formou redukované siry a slouceninou uplatiiujici se v obrannych reak-
cich. Je to antioxidant, ktery je zasadni pro detoxifikaci reaktivnich forem kysliku.
Déle se ucastni i detoxifikace xenobiotik a tézkych kovi (napf. Cd). Pisobi i jako
molekula se signalni funkei pfi regulaci pfijmu a metabolismu siry ¢i pfi regulaci sig-

nalnich kaskad nékterych fytohormont. Podili se na udrzovani spravného redoxniho
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prostiedi uvnitf buiiky a tvorbou disulfidickych miistkii® s proteiny miize interago-
vat s komplexni siti bunééné signalizace. Sife uplatnéni v reakci na stres a mozné
signalni funkce GSH nejsou zcela znamy a jejich soustavné odhalovani predstavuje
soucasny smeér a budouci vyzvy studia GSH a redoxni biologie [23]. Hladina a stav
GSH jsou ovlivnény fadou faktorti, zejména dostupnosti siry, ale napf. i rostlinnymi

hormony.

v-Glu  Cys Gly

HOOT i::l)
C N G
HNZ \/\ﬁ \r Yo S oo

C,oHisO0N,S  F.W. 307

Global leaf reduction state,
optimal conditions
>90% GSH, <10% GSSG

Midpeint redox potential (pH 7}
2 GSH 4—» G556 + 2H*
=230 mV

Typical global tissue contents
200-600 nmol.g'"FW

Typical intracellular concentration
1-5 mM

Obrazek 5: Chemické struktura a zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti glutathionu. (pie-

vzato a upraveno z [24])

Zéakladni a nejdiive objevenou funkci GSH byly thiol-sulfidické interakce, ve kte-
rych je redukovany GSH nepfetrzité oxidovan na disulfidickou formu (GSSG) a je
regenerovan na GSH pomoci NADPH a enzymu glutathionreduktazy. Jestlize je
rostlina v normalnim stavu, byva pomér GSSG:GSH konstantni. Pokud v burtice
dojde k nartistu reaktivnich forem kysliku, zacne ubyvat redukované formy GSH

a pribyvat oxidované formy. GSH totiz reaguje se vzniklymi volnymi radikéaly. Vznik

9Disulfidické mistky jsou kovalentni vazby mezi dvéma atomy siry.
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GSSG je dale spojen s regeneraci monodehydroaskorbatu, oxidované formy dalsiho
vyznamného antioxidantu - kyseliny askorbové. Po urcitou dobu je rostlina schopna
regenerovat GSH na redukovanou formu. Pfi zévaznych a dlouhotrvajicich streso-

vych podminkéch se vsak GSSG akumuluje, coz mize vést az k bunééné smrti. [24]

1.14 Arabidopsis thaliana (husenicek rolni)

Husenicek rolni je dvoudélozné rostlina z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Lodyha
je holda a m& modravy nadech. Ve spodni ¢asti stonku vyrista pfizemni rizice listi.
Listy jsou obkopinaté!?, na lodyze mivaji i elipticky tvar. Plodem je $esule, kter se
typicky vyskytuje pravé u celedi brukvovitych. Kvéty jsou bilé, pti zakladné lehce
nazloutlé. Husenicek je schopen autogamie (kvéty jsou samosprasné). Je to jednoleta
nebo ozima rostlina. Kvete od dubna do kvétna a pozdéji znovu od srpna do fijna.
Nadzemni c¢ast po odkveteni a dozrani semen rychle hyne. Z jedné dospélé rostliny
je velky vynos semen. Je rozsiten po celé Evropé s vyjimkou nejsevern€jsich oblasti,
dale pak ve vychodni Africe a stfedni Asii. Roste na polich, rumistich, na skalnatych
a kamenitych svazich a naspech, v pAsmu od nizin az do hor. V molekularni biologii se
hojné vyuziva jako modelovy organismus a to pfedevsim kvili nenaroc¢nosti a kratké
generacni dobé, ktera ho fadi mezi tzv. efeméry. Ma pomérné maly genom rozlozeny
na 5 chromozomech. Sekvenace genomu A. thaliana, jakozto prvniho rostlinného

genomu, byla dokonéena v roce 2000. [8] [10]

107 jst obkopinaty (folium oblanceolatum) je jednoduchy list s Cepeli tfikrat az ¢tyfikrat delsi nez Sirsi.

V horni tfetiné je nejsirsi.
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2 Prakticka c¢ast

2.1 Metody a material

2.1.1 Kultivace rostlin

Seminka A. thaliana (ecotyp Col-0) byla sterilizovdana 5 minut v 75% ethanolu.
Cca 150 seminek bylo vyseto na polyamidovou sitku (Uhelon 120 T, Silk & Pro-
gress) polozenou na agarové poloviéni Murashige and Skoog (MS) médium (pH 5,7)
v 12 x 12cm Petriho misce. Seminka byla stratifikovana ve tmé pii 4°C po 3 dny.
Kultivace rostlin probihala v ristové komote (AR36LX, Percival) pii Sestnactihodi-
novém dennim (21°C) a osmihodinovém noénim (19°C) rezimu, pii 60% relativni
vlhkosti a svételné intenzité 120-150 ymol fotontt m~2 s~!. P¥i ogetfeni CK byla
sitka s jedenactidennimi semenacky polozena do tekutého MS média s 5 x 10 4%
(v/v) DMSO (kontrola) nebo s CK (trans-zeatin nebo 6-benzylaminopurin) rozpu-
sténymi v DMSO (kone¢né koncentrace DMSO jako u kontroly). Fotografie rostlin
byly porizeny fotoaparatem Olympus SP-350. Po sbéru byly vzorky rychle mrazeny
v tekutém dusiku a skladovany pii -80 °C.

2.1.2 Stanoveni glutathionu

GSH a GSSG byly stanoveny spektrofotometricky pomoci specifické enzymatické
metody s vyuzitim DTNB (tzv. Ellmanova metoda!! ). Vzorky semenacki o navazce
200 mg Cerstvé vahy byly rozdrceny v kapalném dusiku a extrahovany do 900 ul 2%
kyseliny metafosforeéné. Vzorky byly centrifugovany (2°C, 10 000 ota¢ek/min.) po
dobu 10 minut. Poté byl 1 ml supernatanu odpipetovan do nové zkumavky. Tésné
pfed méfenim byly vzorky neutralizovany 0,28M Na,HPO,4 v poméru 1 : 10 (50 pl
vzorku + 500 ul NaoHPO,). Reakéni smés byla tvorena:

e 0,7 ml 0,3mM NADPH (rozpustény v 125mM K /K2-fosfatovém pufru o pH 7,5
s 6,3mM EDTA)

e 0,1 ml 6mM DTNB (rozpustény v 128 mM K/K2-fosfatovém pufru o pH 7,5
s 6,3mM EDTA)

HElmanova metoda je zaloZena na interakci thiolové skupiny aminokyseliny s DTNB.
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e 1 U glutathionreduktazy

e (0,1 ml neutralizovaného extraktu

GSH byl stanoven v kinetické reakci, ve které byla redukce DTNB na zluty TNB
méfena jako zména absorbance pfi 412 nm/min. pomoci spektrofotometrru Helios.
Rychlost vzniku zlutého TNB je timérna koncentraci GSH ve vzorku. Mnozstvi cel-

kového GSH bylo zjisténo pomoci standardni kiivky redukovaného GSH.

GSSG byl stanoven po odstranéni redukovaného GSH. K neutralizovanym vzorktim
(100 gl extraktu bylo neutralizovano 500 ul 0,07M Na,HPO,) bylo pfidano 40 pul 2-
vinylpyridinu (97%), ktery s redukovanym GSH reaguje za mirné kyselého pH a tim
jej vyvaze. Inkubace probihala 1 hodinu pfi 25°C. Stanoveni mnozstvi GSSG bylo
provedeno obdobné jako u celkového GSH. Mnozstvi GSSG bylo zjisténo pomoci
standardni krivky GSSG.

2.1.3 1Izolace RNA

Rostlinna pletiva byla homogenizovana v tekutém dusiku. Jesté pred roztanim byl
priddn 1 ml Trizolu. Kazdy vzorek byl promichan pievracenim a asi 5 minut se
inkuboval pii laboratorni teploté. Bylo pfidano 200 ul chloroformu, vzorky byly 15
sekund intenzivné protfepavany a znovu se 3 minuty inkubovaly pii laboratorni
teploté. Po dobu 15 minut byly centrifugovany (4°C, 12 000 ota¢ek/min.) a poté
byla bez poruseni proteino-DNA vrstvy odebrana horni vodni faze, do které bylo
pridano 500 ul isopropanolu a RNA se 10 minut srazela pti laboratorni teploté. Poté
byly centrifugovany po dobu 10 minut (4 °C, 10 000 otéckek /min.). Ze zkumavek byl
odpipetovan supernatant, k peletu bylo pfidano 500 ul 70% ethanolu. Zkumavky se
nékolikrat obratily a kratce stocily pii 7 000 otackach. Ethanol byl peclivé odsat
a zkumavky se nechaly vyschnout. Podle velikosti byl pelet rozpustén v 20 — 50 ul
H,0.

2.1.4 Mé&feni koncentrace RNA

RNA byla nafedéna 50 — 200 x (tak aby byla vysledna absorbance Asgy v rozmezi
0,1 — 1). Absorbance byla méfena pii 260 nm a vysledné koncentrace RNA byla
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vypoctena podle vzorce:

¢ =40 - Aggo- Tedéni/1000 [ug/pl]

2.1.5 qRT-PCR

Hladina transkriptu genit ARRS5, APRI1, SAT4, Chac-c a LSU2 byla zjisténa po-
moci reverzni transkripce s naslednou kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci

(qRT-PCR) pomoci fluorescen¢niho barviva SYBR Green I.

Reverzni transkripce

Reverzni transkripce slouzi k prepisu z mRNA do ¢cDNA. Pro reverzni trankripci
bylo pouzito 1-5 mg RNA, oligo(dT) primer a reverzni transkriptaza SuperScript 11
(Invitrogene). Reakéni smés byla pfipravena podle doporuceni vyrobce. Po pocéatecni
denaturaci RNA (70°C) a nasednuti oligo(dT) primert (4°C) probéhla reverzni
transkripce pti 42°C. Vysledna cDNA byla nasledné 5krat nafedéna.

qPCR
Slozeni reakéni smési:
e 12,8l H,0
e 254l 10 x pufru
e 1l 10uM dNTPs (Invitrogene)
e 1l 10 uM ptfimého primeru (f)
e 1l 10 uM zpétného primeru (r)
e 11l SYBR Greenu I (1000x fedéného)
e 0,7 U (ul) Taq polymerazy (Top-bio)

e 5ul cDNA

Sekvence pouzitych primerti:

fARR5 (GCTGATAGAACCAAGACTGA)
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rARR5 (CTTCCAAAATAACACACCAC)
fAPR1 (TGCTAAAGTGAACGGGGAA)
rAPR1 (AGCCAATTTATCCGCCAGT)
fSAT4 (CCATCTATGACAATGGAGCA)
rSAT4 (TTGATGATGAAAACCGCCT)
fChac-c (TTGTGGGAACAACCGAGAG)
rChac-c (GACCCGTTGACGAGTGGA)
fLSU2 (GCCGAGCTTGAAGCAGA)
rLSU2 (GATATGAGCCGATAAGAGGA)
fUBQ10 (AACGGGAAAGACGATTAC)
rUBQ10 (ACAAGATGAAGGGTGGAC)
FACT2 (GCTTCCCTCAGCACATTC)
rACT2 (GTCACACACAAGTGCATC)

qPCR probéhla na Light Cycleru 480 (Roche). Teplotni rezim qPCR zahrnoval:
94°C/15 s (denaturace DNA), 58 °C/15 s (nasedani primerti, tzv. annealing), 72°C/
20 s(syntéza DNA, tzv. elongace) a néslednou detekci fluorescenéniho signalu. Re-
lativni mnozstvi mRNA bylo spoc¢itano pomoci koncentra¢ni fady cDNA. Genova

exprese byla normalizovana na referenéni geny UBQ10 a ACT2.
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2.2 Vysledky

Jedenactidenni semenacky Arabidopsis thaliana byly oSetfeny dvéma typy cytoki-
nind (CK), 6-benzylaminopurinem (BA) a trans-zeatinem (¢Z), po dobu dvou hodin.
Po tomto 2h pisobeni byla sledovana exprese genu ARABIDOPSIS RESPONSE
REGULATOR 5 (ARRJ5), ktery je markerem hladiny CK (Obr. 6), geni asimilace
siry ADENOSIN 5-PHOSPHO-SULFATE REDUCTASE 1 (APR1) a SERINE-
ACETYLTRANSFERASE 4 (SAT4) a markerovych genii nedostatku siry, pred-
stavovanych geny RESPONSE TO LOW SULFUR 2 (LSU2) a Chac-c-like family
protein (Chac-c). Ke zjisténi presné hladiny transkriptu daného vzorku bylo vyu-
zito metody qRT-PCR. Hladina transkriptu ARRS se po 2h ptisobeni 5uM BA a tZ
zvysila 8,27krat, resp. 8,83krat (Obr. 6). Indukce genu ARRS5 potvrdila zvyseni hla-
diny CK (vstup CK do buiiky a aktivaci signélni drahy CK). ZvySend hladina CK
dale vedla ke zvysSeni exprese genti metabolismu siry a dalsich genti spojenych s od-
povédi na jeji nedostatek. Hladina transkriptu APR1 se po 2h pusobeni 5uM BA
zvysila 1,73krat, zatimco po 2h ptisobeni 5uM tZ nebylo zvySeni statisticky signi-
fikantni (Obr. 7). Hladina transkriptu SAT/ se po 2h pusobeni 5uM BA zvysila
1,64krat, po 2h ptisobeni 5uM tZ vSak zvyseni opét nebylo statisticky signifikantni
(Obr. 8). Hladina transkriptu Chac-c se po 2h pusobeni 5uM BA zvysila 4,36krat
a po 2h pusobeni 5uM tZ 2,96krat. Hladina transkriptu LSU2 se po 2h ptisobeni
5uM BA zvysila 3,83krat, po 2h ptsobeni 5uM t7Z 2,16krat.
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Obréazek 6: Relativni hladina transkriptu genu ARRS5 u jedenactidennich semenéackt
A. thaliana po pusobeni 5uM BA a tZ po dobou 2 h. Data predstavuji pramér + sméro-

datna odchylka z nejméné Ctyf nezavislych vzorki.

APR1

2,5

relativni hladina transkriptu

kontrola

Obréazek 7: Relativni hladina transkriptu genu APRI u jedenactidennich semenéackt
A. thaliana po pusobeni 5uM BA a tZ po dobou 2 h. Data predstavuji pramér + sméro-

datna odchylka z nejméné ¢tyt nezavislych vzorka.
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Obrazek 8: Relativni hladina transkriptu genu SAT4 u jedenéctidennich semenackta A. tha-
liana po pusobeni 5uM BA a tZ po dobou 2 h. Data pfestavuji pramér + smérodatné

odchylka z nejméné ¢tyt nezavislych vzork.
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Obrazek 9: Relativni hladina transkriptu genu Chac-c u jedenéctidennich semenacki
A. thaliana po pusobeni 5uM BA a tZ po dobou 2 h. Data predstavuji pramér + sméro-

datna odchylka z nejméné ¢tyt nezavislych vzorka.
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Obrazek 10: Relativni hladina transkriptu genu LSU2 u jedenactidennich semenacki
A. thaliana po pisobeni 5uM BA a tZ po dobu 2 h. Data predstavuji pramér + sméro-

datna odchylka z nejméné ¢tyf nezavislych vzorki.

Po 2h ptisobeni byly CK ze semenack vymyty. Semenacky na sifce byly opét po-
lozeny na agarové plotny a kultivace pokracovala po dobu 1, 2, 3 a 5 dni. V téchto
¢asovych intervalech byla stanovena hladina celkového glutathionu (GSH). U seme-
nacku bylo ve vSech ¢asovych intervalech zjisténo nizké, ale jiz signifikantni snizeni
hladiny celkového GSH. Po 5 dnech byl rovnéz stanoven oxidovany glutathion (GSSG).
Po 24 hodinach od 2h ptsobeni 5uM tZ byl GSH snizen o 13,7 %, po 48 hodinach
0 12,2 % a po 72 hodinach o 21,1 % (Obr. 11). Po 5 dnech od 2h ptsobeni 5uM BA
byl GSH sniZen o 11,4 % a ve vzorcich oSetfenych 5uM ¢Z byl GSH snizen o 15,7 %
(Obr. 12). GSSG se u vzorku osetfenych 5uM BA a tZ mirné zvysil o 47,6 % resp.
41,3 %. Zvyseni vSak byla nad hladinou statistické signifikance p¥i P=0,070 resp.
P=0,058. Pomér GSH : GSSG se po 5 dnech od osetfeni CK snizil z 9:1 u kontrol-
nich vzorkd na pomér 5:1 u vzorku oSetfenych BA a tZ (Obr. 13). Po 2h ptisobeni
a nasledném vymyti CK vykazovaly tyto semenacky oproti kontrole mirné zpoma-
leni ristu patrné z mensi velikosti semenacki, a to jak kofene (Obr. 17-19), tak

i nadzemni ¢asti (Obr. 14-16).
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Celkovy GSH
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Obréazek 11: Stanoveni celkového GSH v semenéccich A. thaliana po 2h pasobeni 5uM tZ,
vzorky byly sbirany 24, 48 a 72 hodinéch po tomto kratkodobém piisobeni CK.

Celkovy GSH
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Obréazek 12: Stanoveni celkového GSH v semendaccich A. thaliana po 2h pisobeni 5uM BA
a tZ, vzorky byly sbirany 5 dni od tohoto kratkodobého ptisobeni CK.
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Obréazek 13: Stanoveni mnozstvi GSSG v semendaccich A. thaliana po 5 dnech od 2h
pusobeni 5uM BA a tZ.

Obrazek 14: Kontrolni semenacky A. thaliana, které nebyly osetieny CK.
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Obrézek 16: Semenacky A. thaliana 5 dni od 2h pisobeni tZ.
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Obréazek 17: Kofenovéa ¢ast kontrolnich semenacka A. thaliana, které nebyly oSetfeny CK.

Obrazek 18: Korenova ¢ast semenacki A. thaliana 5 dni od 2h ptsobeni BA.

Obrazek 19: Kofenova ¢ast semenacku A. thaliana 5 dni od 2h ptisobeni tZ.
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3 Diskuze

V pribéhu poslednich desetileti se ukazalo, ze dostupnost siry je v nékterych ¢astech
svéta pro zemédélstvi limitujici, coz je paradoxné vysledek snizeni silného znecisténi
ovzdusi v pramyslovych oblastech vyspélych zemi. Jednalo se zejména o sniZeni
tého na Zemi se region od regionu lisi - jsou to vysledky environmentalnich pravnich
predpisii ulozené mistnimi vladami. Jak snizeni siry, coz mé za nésledek pokles at-
mosférické depozice siry na zemédélské ptidé, tak pouziti bezsirnych hnojiv (zato
vSak bohatych na dusik a fosfor) vedly k nedostateénému zasobovani siry u fady
plodin, zejména u téch, které maji na siru vysoké pozadavky (napf. fepka aj. za-

stupci ¢eledi brukvovitych, mezi které patii i ndmi studovana Arabidopsis thaliana).

P1i optimalnim vyvoji by se mél celkovy obsah siry v susiné v zavislosti na rostlinném
druhu pohybovat mezi 0,1 az 0,5 % (obsah siry je u ¢eledi brukvovitych pfiblizné
tfikrat vyssi nez napf. u obilnin). Typickym vizualnim projevem nedostatku siry
u rostlin je zloutnuti listt (disledek poklesu obsahu chlorofylu), které zac¢ind od
vrcholu, ale po delsi dobé se objevuje i na spodnich listech. Dale dochéazi ke snizeni
aktivity enzymu a zpomaleni syntézy proteinti, coz vede ke hromadéni organickych
dusikatych latek a nitratt. Nedostatek siry v pudé muze ovlivnit vynosy plodin,

jejich nutriéni kvalitu a dale i odolnost viéi stresovym podminkam .[9] [19] [30]

I pres sviij relativné nizky obsah v rostlinach je tedy pro rostliny sira nezbytné
dilezita. Slouceniny obsahujici siru hraji zasadni roli v obrané rostlin vici streso-
vym podminkam, zejména vici suchu a napadeni patogeny [12] [13] [29]. Glutathion
(GSH) predstavuje klicovou molekulu pro detoxifikaci tézkych kovi. S rezistenci
ke stejnym stresovym podminkdm jsou spojeny i cytokininy (CK) [26]. Bylo rov-
néz popsano, ze i kratkodobé piisobeni CK zvysSuje odolnost rostlin vic¢i suchu,
solim, patogenim a herbivortim [4] [14] [15] [16] [27]. Jednorazova aplikace syntetic-
kého derivatu CK, 2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurinu zndémého pod nazvem
INCYDE (inhibitor of cytokinin degradation), ktera zptisobuje patrné jen mirné
zvySeni CK, vede k vétsi toleranci vici tézkym kovim, pro jejichz detoxifikaci je

klicovym metabolitem GSH [6]. Modulace hladiny GSH a¢inkem CK mize proto
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predstavovat faktor, ktery je pri¢inou vyssi tolerance vudci stresovym podminkam.
Bylo zjisténo, ze modulovana hladina CK ovliviiuje expresi genti souvisejicich se sirou
a hladinou GSH. Zvysena hladina CK u A. thaliana vedla k indukci genti metabo-
lismu siry a dalSich genti spojenych s odpovédi na jeji nedostatek. Snizena hladina
CK vyvolala represi téchto geni. Zvysena hladina CK dale zptisobila snizeni hladiny
GSH, zatimco sniZeni hladiny CK vedlo ke zvySeni hladiny GSH (Pavla, nepubliko-
véno). Kratkodobé ovlivnéni CK a néasledné sledovani dopadu tohoto ovlivnéni po
urc¢ité casové periodé miva Casto specifické ucinky a predstavuje dalsi zptisob expe-
rimentalniho sledovani dopadu CK. Z tohoto divodu a z divodu vysSe zminénych
souvislosti mezi slouc¢eninami obsahujicimi siru, modulaci hladin CK a odolnosti ke
stresovym podminkam, byla testovana hypotéza, zdali nemé kratkodobé ptisobeni
CK pozitivni dopad na metabolismus siry a na hladinu metabolit obsahujicich siru,
z nichz je v mnoha smérech klicovy GSH. Jednorazova aplikace CK (napf. ve formé
postiiku) navic predstavuje nejjednodussi mozné a praktické vyuziti CK v zemédél-

stvi.

V experimentu byly jedenactidenni semenéacky A. thaliana nejprve oSetieny CK po
dobu 2 hodin. Poté byla sledovana exprese genii souvisejicich s metabolismem siry
a odezvou na jeji nedostatek. Hladina transkriptu ARRS se po 2h ptisobeni 5uM
BA zvysila 8,27krat, po 2h ptsobeni 5uM tZ 8,83krat, ¢imz bylo prokazano, ze CK

aktivuji v semenaccich A. thaliana patfi¢nou odezvu.

Hladina transkriptu APR1 (ADENOSIN 5-PHOSPHOSULFATE REDUCTASE)
se po 2h pusobeni 5uM BA zvysila 1,73krat, po 2h pisobeni 5uM tZ nebylo zvyseni
statisticky signifikantni. APR1 predstavuje jednu z izoforem adenosin 5 “-fosfosulfat
reduktazy, které jsou klicovymi enzymy asimilace siry. CK tedy pozitivné reguluji
asimilaci siry. Hladina transkriptu SAT4 (SERINE ACETYLTRANSFERASE j4)
se po 2h pisobeni 5uM BA zvysila 1,64krat, po 2h pisobeni 5uM tZ nebylo zvyseni
statisticky signifikantni. SAT4 predstavuje minoritni cytosolickou izoformu serin-
acetyltransferaz (SAT). SAT jsou kli¢ové enzymy pro tvorbu cysteinu. Spolu s asi-
milaci siry tedy CK pozitivné reguluji i navazujici biosyntézu cysteinu. Indukce
SAT4 po 2h pisobeni CK nebyla doposud popsana a piedstavuje tedy novy pozna-

tek o dopadu CK na metabolismus siry.
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Hladina transkriptu Chac-c¢ (Chac-c-like family protein) se po 2h pusobeni 5uM
BA zvysila 4,36krat a po 2h ptsobeni 5uM tZ 2,96krat. Hladina transkriptu LSU2
(RESPONSE TO LOW SULFUR 2) se po 2h ptisobeni 5uM BA zvysila 3,83krat,
po 2h pisobeni 5uM tZ 2,16krat. Funkce LSU genti byla studovana u tabaku, kde
byla ukazana jejich role ve spravné odpovédi na nedostatek siry [20]. I kdyz funkce
genl odpovédi na nedostatek siry neni presné znama, jejich indukce patrné vede

k mobilizaci siry diky zvysSeni transportu sirnych sloucenin a jejich metabolizaci.

Jelikoz byla pozorovana indukce genit APR1 a SATY, které jsou klicové pro me-
tabolismus siry, bylo ocekavano zvySeni mnozstvi slouc¢enin obsahujicich redukova-
nou siru, z nichz je nejcharakteristi¢téjsi GSH, ktery de facto predstavuje koneény
produkt asimilace siry a je rovnéz zasobni a transportni formou redukované siry.
Nicméné, po 2h osetieni a néasledném vymyti CK bylo pozorovano mirné snizeni
celkového GSH v rozsahu 11,4-21,1 % po 1,2,3 a 5 dnech od kratkodobého oSetfeni
CK. CK tedy patrné vyvolavaji i dalsi zmény v metabolismu siry a GSH, v dtsledku
kterych nebyl GSH zvysSen. Prikladem muze byt sniZzeni pfijmu sirant z ptidy vyvo-
lané CK [21]. Je nutné poznamenat, Ze kratkodobda aplikace vysoké hladiny CK je
(i pfes odmyti CK) pravdépodobné nasledovana pusobenim zbytkovych CK, které

nebyly odmyty nebo pretrvavaji uvnitf rostlinného téla.

Zajimavé je, ze byla pozorovana tendence ke zvyseni GSSG. Pomér GSH:GSSG
se po 2h pusobeni 5uM BA a tZ snizil z 9:1 (u kontrol) na 5:1. ZvySeni hla-
diny GSSG se pfrechodné objevuje po pusobeni biotickych a abiotickych strest.
Zména poméru GSH:GSSG naznacuje zménu redoxniho potencidlu GSH, o kterém
se predpokladé, ze ma dopady na mnoho bunéénych procesii. Napt. zvyseni GSSG
se pripisuje indukce genii obrany proti patogentim, véetné genu PATHOGENESIS-
RELATED1(PR1) [23] [24]. Indukce PRI genu po pusobeni CK jiz byla popsana
[14] [15]. Zvyseni GSSG po kratkodobém piisobeni CK tedy mtize predstavovat me-
chanizmus, kterym CK aktivuji odpovéd podobnou reakci na napadeni patogenem.
Zvyseny GSSG muze aktivovat dalsi geny obrany proti stresovym faktortim, jejichz

indukce miize byt pri¢inou zvysené odolnosti proti suchu po kratkodobém ovlivnéni

rostliny CK. [16] [27]
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Kratkodobé oSetfeni CK se po nasledné pétidenni kultivaci u semenacku A. tha-
liana projevilo zménou fenotypu. Semenacky byly mirné zpomalené v ristu. Zaji-
mavé bylo vyssi mnozstvi bocnich korinki, které je charakteristické pro rostliny se
snizenou hladinou CK. Nicméné pozorované zmeény fenotypu nebyly kvantifikovany.
Analyza fenotypu semenacki po kratkodobém vystaveni semenacki vysoké hladiné
CK miize rozsifit poznatky o dopadech tohoto specifického zptisobu ovlivnéni rost-
liny CK. CK aktivuji homeostatické mechanismy, které tlumi signalni drahu CK
a snizuji hladinu aktivnich CK. Indukce homeostatickych mechanismi mutze pied-
stavovat pri¢inu nékterych podobnosti u rostlin se snizenou hladinou CK a rostlin

kratkodobé osetfenych CK.
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Zavér

Prace studuje pozdni dopad kratkodobého ptisobeni cytokinini (CK) trans-zeatinu
a 6-benzylaminopurinu na metabolismus siry a hladinu glutathionu (GSH). Ukézalo
se, ze zvysena hladina CK indukuje geny metabolismu siry a geny spojené s odezvou
na jeji nedostatek, coz indikuje zvyseni metabolismu siry a patrné i jeji remobilizaci.
Tato aktivace metabolismu siry se vSak pozitivné neprojevila na hladiné celkového
GSH, ktery predstavuje charakteristickou slouc¢eninu obsahujici siru. Nicméné byla
pozorovana tendence ke zvySeni hladiny oxidovaného glutathionu (GSSG). Hledani
moznych souvislosti mezi zvysenim GSSG a zvysSenou rezistenci rostlin kratkodobé
oSetfenych CK k abiotickym a biotickym strestim muze byt pfedmétem dalsich ex-

perimentalnich studii.
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