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Cile prace:

e Provést reSersi na téma cytokininy a stres tézkymi kovy.

e Experimentalné sledovat roli cytokininu nebo antagonisty cytokininu na Arabidopsis
thaliana v priibéhu stresu kadmiem:
- metodou gRT-PCR sledovat vliv na expresi gend metabolismu a signalizace
cytokinint, vybranych transportérd kovu a genl dulezitych pfi odpovédi na stres,
- pozorovat pribéh ristu A. thaliana béhem stresu kadmiem a optimalizovat metodu
pro méfeni etylenu na téchto rostlinach,
- zméfit obsah flavonoidu v rostlinach vystavenych uc€inku kadmia v pfitomnosti

cytokininového antagonisty.

e Diskutovat ziskané vysledky.
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1. Cytokininy

Cytokininy jsou N°-substituované derivaty adeninu a patfi mezi rostlinné hormony,
které pasobi v nizkych koncentracich. Radi se také mezi rastové regulatory, coZ jsou latky
ovliviiujici rdst rostlin. Vyskytuji se jako aromatické nebo isoprenoidni, v zavislosti na
struktufe jejich postranniho fetézce na N° atomu (Mok & Mok, 2001).

Prvni cytokinin, ktery byl izolovan, pochazel ze spermatu sledé. Jednalo se
o 6-furfuryladenin a byl identifikovan v roce 1955 F. Skoogem a jeho kolegy (Miller et al.,
1955). Svuj trivialni nazev kinetin ziskal podle schopnosti podporovat bunééné déleni

(cytokinezi), z Eehoz byl nasledné odvozen i nazev cytokinind.

1.1. Funkce cytokinina

Cytokininy se transportuji v ramci rostliny a vazou se na specifické proteinové
receptory, ¢imz se uc€astni mnoha dulezitych vyvojovych a fyziologickych procesu. Jsou
vyznamné pfi reakcich rostlin na bioticky i abioticky stres (Werner & Schmdlling, 2009).
Ugastni se regulace buné&&ného cyklu, ovliviiuji vyvoj kvét a plodd, podili se na regulaci
kliceni semen a rustu postrannich pupent (Mok & Mok, 1994). Jelikoz brani odbouravani
proteind a zaroven podporuji aktivaci jejich syntézy, podili se na zpomaleni starnuti
rostlinnych organt (Campbell, 2008).

V kofenech rostlin je dulezity vzajemny pomér cytokininl a auxinG. ZvySené
mnozstvi cytokinind v kofenech ovliviiuje prodluzovani kofen(, negativné reguluje rist
postrannich kofen(l a plsobi na meristematickou diferenciaci cévnich svazku
(Sondheimer & Tzou, 1971; Werner & Schmilling, 2009). Oba tyto hormony zasadnim
zpUsobem zasahuji do morfogeneze rostlin (Werner et al., 2001).

Cytokininy se také uplatnuji v symbidze s plisnémi €i bakteriemi. Velice znamé je
souziti rostliny s bakterii Agrobacterium tumefaciens, ktera je sama schopna produkovat
cytokininy a auxiny. Jejim plsobenim potom vznika kalus, Cili nediferenciované pletivo,
které se vyuziva napfiklad ve Slechténi nebo mnozeni rostlin.

Dale vyznamné reaguji na koncentraci Zivin v pidé. Bylo prokazano, Ze jsou
schopny ovlivnit smér rustu kofenUl tak, aby rostlina dosahla mista, kde se Ziviny vyskytuji
ve vét§im mnozstvi (Werner & Schmiilling, 2009). U&astni se i reakce rostlin na svétlo.
Ve tmé inhibuji prodluzovani hypokotylu rostliny, naopak za svétla tento efekt nebyl

pozorovan (Su & Howell, 1995).
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1.2. Struktura cytokinint

Mezi isoprenoidni cytokininy fadime isopentenyladenin (iP), z néhoz hydroxylaci
postranniho fetézce v cis- nebo trans- koncové poloze vznika zeatin (cZ nebo tZ). Jeho
nazev vznikl podle rostliny, v niZ byl poprvé objeven, a to kukufice (Zea mays L., Letham,
1963). Redukci dvojné vazby zeatinu vznika dihydrozeatin (DHZ).

Kromé pfirozené se vyskytujicich isoprenoidnich cytokinin( existuji i cytokininy
aromatickeé, které se v pfirodé vyskytuji daleko méné (Strnad, 1997). Mezi aromatické
cytokininy patfi benzyladenin (BA). Pfitomnost jeho hydroxylovanych derivatd byla
potvrzena v topolech, podle kterych ziskaly sva pojmenovani topoliny (meta-topolin
a ortho-topolin). Nasledné byly objeveny i v jinych rostlinnych druzich, jako napf.
v husenicku (Tarkowska et al., 2003) &i hrasku (Gaudinova et al., 2005).

Derivaty fenylmocoviny jako N,N-difenylmoc€ovina (DPU) nebo thidiazuron (TDZ)
jsou vyhradné syntetickymi cytokininy. TDZ se pro svoji vysokou stabilitu hojné vyuziva
v rostlinnych tkanovych kulturach (Mok et al., 1982). Dale se vedle volnych cytokininG
objevuji cytokininy ve formé ribosidd nebo nukleotidu, které se v rostlinach vyskytuji

dokonce ve vétsi mife (Chen, 1997).

CHs CHjy HO H,C
Z~ “CHy = 2 CH,y
OH OH
HN HN HN HN
S vy vrS v
N N PR,
N NH N NH \N NH N NH
N®-(A%-isopentenyl)adenin trans-zeatin cis-zeatin dihydrozeatin
iP tz cZ DHZ
HO
HO" ;
HN HN HN
= N NF N = N
LY Y T
N NH N NH NN NH
NC-benzyladenin meta-topolin ortho-topolin
BA mT oT

Obr. 1: Struktury cytokinina.
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1.3. Biosyntéza a metabolismus cytokinint

Prvni reakce biosyntézy cytokinint je katalyzovana enzymem
isopentenyltransferazou (IPT). Jedna se o N-prenylaci adenosin 5’-fosfatu (AMP, ADP,
ATP) na atomu N° kdy prenylové skupiny pochazi z dimetylalyl pyrofosfatu (DMAPP)
nebo hydroxymetylbutenyl difosfatu (HMBDP; Krall et al., 2002). HMBDP se muze
pfeménit na DMAPP nebo dava vznik zeatinovému typu cytokininl. Obé tyto biosyntetické
cesty jsou velmi dilezZité pro syntézu aktivnich cytokinini v Arabidopsis thaliana (Astot
et al., 2000; Kakimoto, 2003; Sakakibara, 2006). V tomto pfipadé hovofime o adenylat
IPT (EC 2.5.1.27), existuje v8ak jesté tRNA IPT (EC 2.5.1.8), ktera umoziiuje pfenos

isopentenylu na adenin tRNA.

1.3.1. Isopentenyltransferaza

Poprvé byla aktivita IPT pozorovana u hlenek Dyctiostelium discoideum a je
dllezita pro tvorbu discadeninu, ktery brani kliceni spor (Taya et al., 1978). Gen pro
biosyntézu cytokinin(, tumour morfology root (Tmr), byl poprvé identifikovan
v patogennich bakteriich Agrobacterium tumefaciens a v roce 1984 byla potvrzena aktivita
jeho produktl (Akyioshi et al., 1984; Barry et al., 1984).

V A. thaliana se vyskytuje 9 izoenzymu IPT, které se Uc€astni biosyntézy cytokininu
(Kakimoto, 2001; Takei, 2001). Pouze dva z téchto enzym( (AtIPT2 a AtIPT9) patfi mezi
tRNA IPT a zbylych sedm (AtIPT1 a AtIPT3-8) se fadi mezi adenylat IPT.

AtIPT1 se vyskytuje ve vegetativnich organech, ale také ve zralych kvétech.
AtIPT3 se exprimuje zejména v kofenové a listové Zilnating, Cili ve floému. AtIPT5
a AtIPT7 je mozné detekovat ve vegetativnich organech, zatimco IPT4 a IPT8 se vyskytuji
pfedevSim v organech reprodukénich (Hirose et al., 2008). Distribuce nékterych IPT
v ramci rostliny je znazornéna na Obr. 5. Rozlozeni jednotlivych IPT je rdzné i v ramci
bunék. AtIPT1, 3, 5 a 8 jsou prokazatelné v plastidech a AtIPT4 se vyskytuje v cytosolu.
V mitochondriich byla potvrzena pfitomnost AtIPT7 (Kasahara et al., 2004). Déle bylo
prokazano, ze cytokininy negativné reguluji expresi enzymu AtIPT1, 3, 5 a 7, ale na
AtlIPT4, 6 a 8 vliv nemaji (Miyawaki et al., 2006).

Enzymy AtIPT2 a AtIPT9 maji afinitu k tRNA. Rozpoznavaji zejména tRNA, ktera
obsahuje kodon zadinajici uridinem a katalyzuji pfenos isopentenylové skupiny na
adeninovy kruh této tRNA (Persson et al, 1994). Geny pro AtIPT2 a AtIPT9 jsou

exprimovany zejména V rostoucich pletivech rostlin, v€etné apikalnich meristéma

12


http://jxb.oxfordjournals.org/content/62/8/2431.long#ref-71

a prvotnich listl (Miyawaki et al., 2004). Bylo prokazano, ze AtIPT2 se nachazi v cytosolu
(Kasahara et al., 2004).

Hladiny IPT v rostlinach mohou byt ovliviiovany stresem a pfisunem Zivin. Bylo
zZjisténo, Ze vlivem stresu téZzkymi kovy dochazi ke snizeni hladiny gent pro AtIPT7
v kofenech a naopak k jejimu zvySeni v listech A. thaliana. Rostliny vystavené zvySenému
mnozstvi médi reagovaly opacné (Sofo et al., 2013). Dale byl pozorovan narast hladiny

genu pro GmIPT1 v sdji po stresu chladem a vysSi koncentraci soli (Ye et al., 2006).

1.3.2. Princip biosyntézy cytokininu

Rostlinné isopentenyltransferazy vyuzivaji jako akceptory isoprenoidniho fetézce
ATP nebo ADP, pficemz vznika isopentenylribosid trifosfat (iPRTP) nebo
isopentenylribosid difosfat (iPRDP). Defosforylaci pomoci fosfatazy se vytvafi pfisludny
monofosfat (iPRMP). Z iPRMP muze byt pomoci cytochrom P450 monooxygenazového
sytému (CYP735A) syntetizovan  trans-zeatinribosid monofosfat  (tZRMP).
Cis-zeatinribosid monofosfat (cZRMP) vznika degradaci cis-prenyl tRNA. Jednotlivé
IPRMP, tZRMP a cZRMP jsou nasledné pfevedeny na volné baze pomoci
fosforibohydrolazy tzv. Lonely guy (LOG). Dal$i moznosti vzniku volnych cytokininovych
bazi je dvoukrokova reakce, pfi které dochazi k odstépeni fosfatu za vzniku pfislusnych
ribosidli, coz je katalyzovano 5’-ribonukleotid fosfohydrolazou. Nasledné jsou ribosidy
pfeménény na aktivni volné baze pomoci adenosin nukleosidazy. cZ a tZ mohou poté byt
enzymaticky pfeménovany mezi sebou pomoci zeatin cis-trans isomerazy. Plsobenim
glukosyltransferaz (UGT) mlze dochazet ke konjugaci cytokinin s cukernymi skupinami,
coz vede k inaktivaci cytokinint. K degradaci cytokinind dale dochazi vlivem cytokinin
dehydrogenaz (CKX, EC 1.5.99.12; Kakimoto, 2003; Sakakibara, 2006). Schéma

biosyntézy cytokininl je uvedeno na Obr. 2.

13


http://jxb.oxfordjournals.org/content/62/8/2431.long#ref-71
http://jxb.oxfordjournals.org/content/62/8/2431.long#ref-187

(1P [ cyp73sa | —

ATP —» iPRTP —» tZRTP *
tRNA

‘ tRNA-IPT

prenyl-tRNA

DMAPP +< ADP —p iPRDP —3» tZRDP

cis-prenyl-tRNA

AMP —» iPRMP —p tZRMP DZRMP cZRMP

\ A

iPR [L0G | 2R [LoG] o= CZR

joL J J

Aktivni forma

cytokinina iP

2y -

/\)\/

Obr. 2: Schéma biosyntézy cytokininu v A. thaliana (upraveno a pfevzato z Hirose et al.,
2008).

1.3.3. Degradace cytokinint

Hladina cytokinint je v rostlinach regulovana pomoci jejich degradace, ktera mize
byt reverzibilni nebo ireverzibilni. V prvnim pfipadé se jedna o spojeni molekuly cytokininu
s molekulou sacharidu nebo s aminokyselinou. PFi reverzibilni degradaci se uplatfiuji
napfiklad enzymy O-xylosyltransferaza (EC 2.4.1.204) a O-glukosyltransferaza (EC
2.4.1.203), ktera katalyzuje vznik O-glukosylzeatinu. Ten je v této formé& odolny vici
pusobeni CKX (Laloule & Pethe, 1982) a muze byt pfeménén zpét na aktivni cytokinin
pomoci B-glukosidazy (EC 3.2.1.21; Brzobohaty et al., 1993).

Nevratna degradace je zajist€na enzymem cytokinin dehydrogenazou. Béhem této
jednokrokové reakce dochazi ke $tépeni cytokininu na adenin a pfislusny aldehyd (Obr. 3;
Brownlee et al.,, 1975). Na enzym CKX je kovalentné vazan kofaktor flavin adenin
dinukleotid (FAD) vykazujici dvoji katalytickou funkci (Galuszka et al., 2008). CKX jako
dehydrogenaza ma vysokou substratovou specifitu k isoprenoidnim cytokininm a jako
oxidaza katalyzuje degradaci aromatickych cytokinint (Werner et al., 2006).

V A. thaliana je znamo sedm genl pro CKX (AtCKX1-AtCKX7; Schmiilling et al.

2003). K expresi téchto gent dochazi predevsim v proliferujicich pletivech rostlin. AtCKX1
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a AtCKX2 se nachazi ve vzrostném vrcholu stonku. AtCKX5 se vyskytuje spolu s AtCKX4
v mladych listech (Werner et al., 2006) a byla také prokazana s AtCKX6 v meristému
kofenl a zralych kvétech. AtCKX6 se dale nachazi v kofenové a listové Zilnatiné (Hirose
et al., 2008) stejné jako AtCKX7, ktera byla navic detekovana ve zralych semenech
(Kélimer et al., 2014). Distribuce AtCKX v rostliné je vyobrazena na Obr. 5. Rozmisténi
enzymu AtCKX se neli§i pouze vramci rostliny, ale i uvnitf bunék A. thaliana.
Ve vakuolach byla zjisténa pfitomnost AtCKX1 a AtCKX3, zatimco v cytosolu se vyskytuje
AtCKX7. AtCKX2, 4, 5 a 6 byly pozorovany v apoplastu (Werner et al., 2001).

Déale geny pro CKX existuji napfiklad v ryzi (Ashikari et al., 2005), kukufici
(Houba-Herin et al., 1999; Morris et al., 1999), pSenici nebo v je€meni (Galuzska et al.,
2004). Prokazany byly i v jinych organismech, a to napfiklad ve Funaria hygrometrica
(Gerhauser & Bopp, 1990) a D. discoideum (Armstrong & Firtel 1989).

P fay — -
CHy CHy NH.
=7 TCHy = T CHg M= N\\
Fab F&0H; s |-\-\-H'\-\. | >
Hr K f" K h MNH
G, HzO adenin
Ty g
5y TNH = MH +
| N _ CHy

isopentemyladenin (iP) /\)\
0F CH;

Fmetyl-2-butenal

Obr. 3: Degradace isopentenyladeninu pomoci CKX.

1. 4. Signalizace cytokinint

Signalni drahy cytokininl jsou tvofeny dvéma zakladnimi komponentami. Prvni
komponentou je histidinkinaza (HK), ktera je tvofena dvéma doménami. Jedna z téchto
domén se nachazi extracelularné a slouZi k percepci signalu, druha je umisténa
v cytoplazmé a podili se na pfenosu signalu. Po pfijeti signalu dochazi k autofosforylaci
histidinovych zbytkl a fosfatova skupina je pfenesena na kyselinu asparagovou (Asp),
ktera je soucasti pfijimaci domény druhé komponenty signaini drahy cytokininu, a to

regulatoru odpovédi (RR). Vétsina RR obsahuje jesté jednu doménu vystupni, ktera

15


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%C3%B6llmer%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24528491

plUsobi jako transkripéni faktor. Jeji aktivita je regulovana podle stupné fosforylace
pfijimaci domény (Hutchison & Kieber, 2002; Kieber, 2002; Kakimoto, 2003).

U eukaryotickych organismi byl vSak popsan vice krokovy mechanismus
signalizace, ktery zahrnuje je$té komponentu histidinovy protein pro pfenos fosfatu (HP).
HP je fosforylovan pomoci Asp, ktera je v tomto pfipadé soucasti histidinkinazy, nasledné
dochazi k pfenosu fosfatu z HP na RR v jadfe, coz vede k expresi pfislusnych proteint
(To & Kieber, 2008).

Cytokinin "%

Plazmaticka membrana

Cytoplazma

; [ARR typu A] |
\ \/,,\\ i /
HESIL b

e

—— S

C:Pﬁjimaci Transkripci - Kinazova Cytokininy
doména aktivujici doména doména vazajici doména

Vyvoj nadzemni ¢asti,
diferenciace kofend, ...

Obr. 4: Zakladni schéma pfenosu signalu v burice A. thaliana po navazani cytokininu na

histidinkinazovy receptor (upraveno a prevzato z Tucker & Laux, 2007).

1.4.1. Signalni drahy cytokinina v A. thaliana

U A. thaliana se vykytuji tfi typy histidinkinazovych receptort, a to AHK2, AHK3
a CRE1/AHK4. Tyto receptory obsahuji obé vySe zminéné domény, ale navic je jejich
soucasti doména, na kterou se vazi cytokininy, tzv. CHASE (cyclase/histidine kinase
associated sensing extracellular) doména (Ferreira & Kieber, 2005; To & Kieber, 2008).
Exprese genu pro AHK2 a AHK3 byla pozorovana v nadzemnich &astech rostlin, zatimco
pritomnost CRE1/AHK4 byla potvrzena v kofenech (Nishimura et al., 2004).
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Poté, co AHK pfijme ligand, dochazi k jeji autofosforylaci, pfenosu fosfatu na AHP
a nasledné az na ARR, ktery se nachazi v jadfe. Je znamo, Ze se v A. thaliana nachazi
pét typu proteinu pro transfer fosfatd (AHP1-AHP5; Dortay et al., 2006; Hutchison et al.,
2006). Existuje vSak jesté jeden AHP, ktery pusobi jako inhibitor signalizace cytokinind,
a to AHP6 (Mahonen et al., 2006). Genu pro ARR se v A. thaliana vyskytuje 23, ty se déli
na ARR typu A, které maji kratS§i C-terminalni doménu (vystupni) a typu B s delSi
C-terminalni doménou. ARR typu A plsobi jako negativni regulatory cytokininové
signalizace (zpétnovazebné zabranuji svoji transkripci) a jsou aktivovany plsobenim
cytokinind (Heyl & Schmiilling, 2003; To et al., 2007). ARR typu B jsou transkrip&nimi
faktory a aktivuji transkripci genl regulovanych cytokininy véetné ARR typu A (Mason
et al., 2005; To et al., 2007; To & Kieber, 2008). Maji tedy pozitivni vliv na signalni drahy

cytokininl. Jednotlivé podtypy ARR a jejich distribuce v rostliné jsou uvedeny na Obr. 5.

Young floral tissue
AtCKX1, 5 Mature floral tissue

ARR1, 13, 18 AtIPT1, 7
Fruit abscission zone

<. AtCKXS5, 6
W ARR1, 13, 18, 20
AtIPT5 \/

ARRS / Stomata
AtCKX4, 6
Hydathode
ARR1, 2, 10, Axillary bud
12 13,20 AtIPT1
AtCKX5
Young leaf
ARR1, 2, 10, 11,12, Trichome
13, 14, 18 AtIPT7

/ ARR2,12, 19
Leaf vasculature AtCKX4

AtIPT3 (phloem)

ARRS3, 4, 6, 8, 9
ARR1, 2, 10, 12, 13, 20 Shoot meristem
AtCKX6 ARRS5, 6
ARR1, 2, 10, 11,
12, 18, 20
AtCKX1, 2

Lateral root junction

ARR2, 10, 12 - -
AtCKX1 Root primordium
AtIPT5
Root vasculature AtCKXS, 6
AtIPT3 (phloem)
ARR3, 4,89 \ Elongation zone
AtCKX6 AtIPT7 (endodermis)
ARR1, 2, 10, 12
Root meristem
ARRS, 8, 9 Root cap Root procambium
APTS APT1
Alxs AtCKX5
ARRS, 8,9

Obr. 5: Exprese genl spojenych s biosyntézou, degradaci a signalizaci cytokinint v A.
thaliana. Exprese genl pro AtIPT je znazornéna Cervené, pro AtCKX zelené, pro ARR

typu A fialové a ARR typu B modfe (pfevzato z Hirose et al., 2008).
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1.4.2. Antagonisté cytokininovych receptoru

S objevem cytokinint vzrostl zajem o latky, které naopak pusobi proti nim, tedy
antagonisticky. Pfedpokladalo se, Ze by tyto sloueniny mohly pfispét k pochopeni
percepce a pfenosu signalu v ramci signalnich drah cytokininG a Ze by mohly mit vyznam
v zemédeélstvi, jelikoz se oCekaval jejich opacny vliv na rist a vyvoj rostlin.

V 70. letech byly synteticky pfipraveny latky strukturné podobné cytokininim, aby
mohly soutézit o stejné receptory (lwamura, 1994). Jednalo se napfiklad
0 7-substituované 3-methyl-pyrazolo(4,3-d)pirimidiny (Hecht et al., 1971; Skoog et al.,
1973) nebo 7-deaza analoga 2-metylthioadeninu (Skoog et al., 1975), které byly
sledovany v kalusovém rustovém testu. Ukazalo se, ze nékteré ztéchto latek maiji
negativni vliv na rust rostlin a po pfidani cytokinint nasledné dochazi k napravé rustu, coz
vedlo k zavéru, zZe pouzité slouCeniny pulsobily na stejné receptory jako cytokininy
(lwamura, 1994).

Nasledné byl proveden vyzkum na nékterych slou€eninach strukturné odlidnych od
cytokininG. Ztéchto studii vyplynulo, Zze s-triaziny, N-arylkarbamaty a derivaty
fenylmoCoviny plsobi antagonisticky na cytokininové receptory v chloroplastech
(lwamura, 1994).

V tu dobu nebylo ovSem tolik znalosti o cytokininovych receptorech a signalnich
drahach. Postupem ¢&asu bylo zjisténo, Ze vySe uvedené anticytokininy nejsou
kompetitivnimi inhibitory cytokininovych receptortd, ale potlacuji bunéény cyklus
prostfednictvim inhibice cyklin dependentnich kinaz (CDK; Spichal et al., 2007). Nasledné
byly syntetizovany nové latky tak, aby potlacovaly cytokininovou aktivitu in vivo, ale
zarovefl aby neaktivovaly cytokininovou signalni drahu a neinhibovaly CDK, coz bylo
vyhodnocovano v receptorovych testech. Na zakladé tohoto vyzkumu byla identifikovana
latka 6-(2-hydroxy-3-metylbenzylamino)purin (PI-55; viz Obr. 6), ktera je derivatem BA
(Spichal et al., 2009).

P1-55 soutézi o vazebné misto na receptorech (pfedevs§im na CRE1/AHK4, méné
na AHK2 a 3) pro cytokininy a potlauje aktivaci ARR5:GUS (Spichal et al., 2009), coz je
reportérovy gen, ktery je za normalnich okolnosti exprimovan v pfitomnosti cytokinin(
(D’Agostino et al., 2000; Romanov et al., 2002). Antagonisticky ucinek PI-55 byl dale
pozorovan na rustu postrannich kofend, ktery byl podporovan, a na kli¢eni semen, které
bylo zrychleno (Spichal et al., 2009). PI-55 muze byt dale vyuzivano ke studiu signalnich
drah &i funkci cytokininG v rostlinach za normalnich podminek i pfi stresu nebo se mize
pozitivné vyuzivat v zemédeélstvi.

V roce 2010 byla objevena dalSi slou¢enina odvozena od BA vykazujici inhibiéni
aktivitu na cytokininovych receptorech AHK3 a CRE1/AHK4. Jedna se
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0 6-(2,5-dihydroxybenzylamino)purin  (LGR-991; viz Obr. 6), ktery ma, podle
cytokininovych biotestu, jeSté mensSi agonistické ucinky nez PI-55 a zpusobuje rychlejsi
kliCeni semen A. thaliana (Nisler et al. 2010).

DalSim identifikovanym antagonistou cytokininového receptoru CRE1/AHK4 se stal
v roce 2012 N6-(benzyloxymetyl) adenosin (BOMA). Tento anticytokinin ma, oproti PI-55
a LGR-991, jinou strukturu (viz Obr. 6; Krivosheev et al., 2012).

H,C OH
HO HO j
HN HN HN

N

T » T
< N N

N NH N NH N N\

R

PI-55 LGR-991 BOMA

Obr. 6: Struktury antagonistt cytokininovych receptoru. R = 3-D-ribofuranosyl.

1.5. Ovliviiovani hladin cytokinint v rostlinach

Diky souasnym znalostem o biosyntéze (Kakimoto, 2003; Sakakibara, 2006),
degradaci (Laskey et al., 2003; Galuszka et al., 2005) a signalnich drahach cytokininu (To
et al., 2007; To & Kieber, 2008), je mozné manipulovat s hladinami cytokinin( v rostlinach,
coz je vyznamné pro hlub$i pochopeni metabolismu cytokininl a jejich funkci. Vzhledem
k rozsahlému vlivu cytokinind na rist, vyvoj a fyziologické procesy v rostlinach mize byt
téchto poznatk( dale vyuzivano ve prospéch zemédélstvi.

Hladiny cytokinin mohou byt ovliviiovany geneticky, kdy vznikaji transgenni
rostliny, které mohou mit v budoucnu veliké vyuZiti. Manipulace s geny v rostlinach
a jejich péstovani je vSak legislativné oSetfeno a neni jednoduché uvést geneticky
pozménéné potraviny &i krmiva na trh. Dale se mohou hladiny cytokininG regulovat
pomoci chemickych latek, jako jsou napfiklad rGzné derivaty cytokinind (v€etné jejich

antagonistd) nebo inhibitory CKX.
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1.5.1. Genetické modulace hladin cytokininu

Nejprve byla pozorovana exprese genu pro IPT pod kontrolou konstitutivnich ¢i
indukovatelnych promotord, coz vedlo k nadmérné produkci cytokinint v celé rostliné.
Jako pfiklad konstitutivniho promotoru midZeme uvést mozaikovy virus kvétaku (CaMV)
35S (Klee et al., 1987; Smigocki & Owens, 1988; Wang et al., 1997) a jako indukovatelny
byl pouzivan tzv. heat-shock promotor. Nasledné se védci snazili ovlivnit hladinu
cytokinind v jednotlivych rostlinnych organech. Za timto ucelem bylo naklonovano mnoho
eukaryotickych promotort, které byly dale studovany.

Jako vyhodné se ukazaly byt genetické manipulace se semeny tabaku, kdy byl
urychlen jejich rlst a zvySena jejich hmotnost po expresi genu ipt, ktery byl regulovan
specifickym promotorem pro semena (vicilin; Higgins et al., 1988). Podobné vysledky byly
zaznamenany u rostlin tabaku po expresi ipt pod promotorem lectin, ktery je normalné
obsazen v s¢ji (Ma et al., 2008).

V jiném vyzkumu bylo pozorovano zvétSeni rajCete po expresi genu ipt (pfimo
v plodech raj€at), ktery byl regulovan promotorem 2A11 (Martineau et al., 1995). Dale se
diky genetickym modifikacim ukazalo, ze cytokininy maiji vliv na plodnost pestiku. V této
studii byly pozorovany zmény v hladinach cytokinind v kvétech kukufice zpUsobené
expresi genll pro IPT pod promotorem SAG (senescence asssociated genes; Young
et al., 2004).

Kromé vlivu cytokininG na jednotlivé organy se vyuziva i jejich vlastnosti pfi
biotickém a abiotickém stresu. V pfipadé zaplavenych rostlin dochazi k odumirani bunék
v kofenech a poklesu metabolismu, tudiz i ke snizeni tvorby cytokinin(i. Po zvySeni tvorby
cytokininl u transgennich rostlin, jejichz gen pro IPT byl regulovan specifickym
senescencnim promotorem, se ukazalo, Ze byla senescence zplsobena zaplavenim
rostlin oddalena (Huynh et al., 2005). Naopak zvySena rezistence k suchu se sou¢asnym
oddalenim senescence byla pozorovana po expresi genu SAG12-ipt v listech manioku
(Zhang et al., 2010). Rostlinam vystavenym zavodnéni nebo suchu tedy mize pomoci
zvy$ena hladina cytokinind (Rivero et al., 2007).

Geneticky modifikované rostliny se budou studovat i nadale, jelikoz by mohly

zvysSovat vynos a kvalitu zemédélskych plodin.

1.5.2. Chemické modulace hladin cytokinint

K ovlivnéni hladiny cytokinind v rostlinach se mohou vyuzivat i rGzné chemické

sloueniny. Mezi tyto latky patfi napfiklad inhibitory enzymu CKX zabrafiujici
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degradaci cytokinin. Radime sem derivaty 6-anilinopurind, napfiklad latka
2-chlor-6-(3-metoxyfenyl)aminopurin  (INCYDE) je specifickém inhibitorem AtCKX2
(Zatloukal et al., 2008), dale analoga cytokininl s nenasycenym postrannim fetézcem,
naptiklad N°-(buta-2,3-dienyl)adenin (HA-8; Kopeény et al., 2008) a také derivaty
mocoviny jako N-(2-chlor-pyridin-4-yl)-N'-fenylurea (CPPU; Kopecny et al., 2010).

V rostlinach tabaku a kukufice bylo prokazano, ze v disledku zavodnéni dochazi
k poklesu cytokininG vlivem zvySené aktivity CKX (Alvarez et al. 2008; Havlova et al.
2008). Proto se predpoklada, ze zvySena koncentrace cytokinini bude mit pfi stresu
naopak ochranny ucinek. Bylo ukazano, ze na pocateCni rast rostlin Rumex crispus
a Bubline natalensis, které byly vystaveny stresu tézkym kovem kadmiem a zaroven byly
oSetfeny latkou INCYDE, nema kadmium negativni ucinek (Gemrotova et al.,, 2013).
Navic INCYDE zlepSuje antioxida¢ni vlastnosti rostlin (Gruz & Spichal, 2011).

K dal8i vyznamné skupiné latek, které ovliviiuji koncentraci cytokinint, patfi jejich
antagonisté. Prvnim objevenym antagonistou, pusobicim na receptorové urovni, byl P1-55.
Je znamo, Ze po oSetfeni rostliny antagonistou cytokininl dochazi k poklesu percepce
cytokinini, coz pomaha rostlinam odolavat zvy$ené koncentraci soli, suchu nebo
osmotickému stresu (Tran et al., 2007). Dale ma PI-585 pozitivni uCinek pfi stresu
kadmiem, jelikoz zajiStuje prodluzovani kofenl, a tim zvySuje pfisun Zzivin do rostliny
(Gemrotova et al., 2013). PI-55 si v8ak zachovava slabou cytokininovou aktivitu, coz
mulze mit také pozitivni GCinek pfi reakci rostliny na stres. Bylo totiz prokazano, ze
exogenné podavané cytokininy maji kladny vliv na rostliny vystavené stresu kadmiem
(Wozny et al., 1995; Ul'yanenko et al., 2004).

Oba typy téchto chemickych modulatord mohou hrat dulezitou roli v ochrané
rostliny proti stresu nebo by se mohly vyuzivat pro odstrafiovani Skodlivych latek

z prostfedi pomoci rostlin (fytoremediaci).

2. Bioticky a abioticky stres u rostlin

Stresem je oznafovan stav vyvolany nepfiznivymi podminkami prostfedi
(stresovymi faktory, stresory). Rostliny na stresové faktory reaguji spusténim tzv. stresové
reakce, coz je obranny mechanismus skladajici se z nékolika fazi. V prvni fazi dochazi
k naruSeni bunécnych struktur a rostlina rozpoznava pusobeni stresového faktoru. V této
poplachové fazi se informace o naruseni vnitiniho prostfedi Sifi celou rostlinou. Nasledné
je ve fazi restituCni zaktivovan obranny kompenzacni mechanismus rostliny, ktery zvysuje

jeji odolnost vic¢i danému stresoru. Postupné rostlina ziskava tzv. maximalni odolnost
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a nepfiznivé podminky preziva, mluvime o fazi rezistence. Jestlize vSak nepfiznivé
podminky pfetrvavaji dlouho, muze dojit ke smrti rostliny v dusledku jejiho energetického
vyCerpani. Vysledek i pribéh stresové reakce mulze byt dale ovlivnén typem stresoru,
vyvojovym stadiem, fyziologickym stavem nebo genetickou vybavou rostliny (Prochazka
et al., 1998).

Stresové faktory, které mohou pUsobit na rostliny, délime na biotické a abiotické.
Bioticky stres je vétSinou zpusoben patogeny, jako jsou napfiklad mikroorganismy, viry
a houby nebo konkuren&nimi druhy rostlin (parazitismus). Abiotické stresory dale délime
na fyzikalni a chemické. Mezi fyzikaini se fadi nadmérmné nebo nizké zafeni, mechanické
plUsobeni vétru nebo extrémni teploty. K chemickym faktordm patfi nedostatek nebo
nadbytek vody, ktery miize vést k nedostatku kysliku. Dale nedostatek mineralnich latek
v pudé, nadbytek ionth soli, pfitomnost toxickych latek (t&ézké kovy) nebo nevhodné pH
pudy. V pfirodé na rostlinu vétSinou plUsobi nékolik stresorl sou€asné a dochazi tak
k prohloubeni jejich G¢inku (Prochazka et al., 1998). Stres u rostlin zpUlsobuje
v zemédélstvi velké Skody, proto se védci snazi pfijit na zpusoby, kterymi by pomohli

rostlinam se branit.

3. Teézké kovy

Za téZké kovy jsou povazovany prvky s atomovou hmotnosti nad 20 a hustotou
vétSi nez 5 g/cm3. Mezi tézké kovy patfi La, Ce, Pr, Zr, Hf, Th, V, Nb, Ta, Cr, Mo, W, U,
Mn, Re, Fe, Co, Ni, Rh, Ru, Pd, Os, Ir, Pt, Cu, Ag, Au, Zn, Cd, Hg, Ga, In, Tl, Ge, Sn, Pb,
As, Sb, Bi, Te, Tb (Adriano, 2001). Vé&Sina z nich jsou v podstaté kovy toxické, které
i v nizkych koncentracich mohou mit neblahy vliv na rostliny a zvifata (Rascio
& Navari-1zzo, 2011). Toxické kovy se v dnesni dobé vyskytuji vSude kolem nas, napfiklad
vznikaji pfi spalovani uhli, zemniho plynu, ropy a jinych odpadnich materiald. Nékteré
z téchto tézkych kovu jsou vS8ak v nizkych koncentracich dulezité ve vyvoji a ristu rostlin.
K témto esencidlnim prvkim patfi Zzelezo, zinek, méd, molybden a nikl. Jiné tézké kovy
nejsou pro rostliny potfebné a maiji skodlivy Ucinek. Tyto nepfiznivé pusobici prvky, jako
kadmium, olovo nebo rtut, snadno proniknou do rostlin a skrze potravni fetézec se mohou
dostat do jinych organismu véetné ¢lovéka (Anjum et al., 2013).

Kadmium je stfibfité bily, mékky, kujny kov s modravym nadechem. Jeho atomova
hmotnost je 112,4 a hustota 8,65 g/cm® coz odpovida definici pro t&zké kovy.
Ve slougeninach se vyskytuje nejéast&ji v mocenstvi Cd*". Mze vytvaret komplexni ionty

(napf. CAHCO3"), chelaty nebo stalé mineraly (napf. CdO), které se hromadi v biogennich
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usazeninach. Patfi mezi sedmy z nejnebezpecngjSich toxinl, jelikoz se vlivem

prumyslovych procesli snadno dostava do orné pudy (Yang et al., 2004).

3.1. Zdroje tézkych kovi

Obecné Ize zdroje tézkych kovl rozdélit na pfirozené a antropogenni (vznikajici
Cinnosti Clovéka). Tézké kovy se pfirozené uvolfuji do prostfedi zvétravanim zemské
kdry, vulkanickou aktivitou i lesnimi pozary (Callender, 2003, Nriagu, 1990). Mezi
antropogenni zdroje fadime pfredevSim hornictvi, t€Zbu a zpracovani rud (Callender,
2003). Dale zde patfi spalovani fosilnich paliv, vyroba cementu a skla, spalovani odpadu,

pouzivani automobild a komer&nich hnojiv €i pesticidd (Nriagu & Pacyna, 1988).

Vefejna energetika a vyroba tepla

Vyroba Zeleza a oceli

Spalovaci procesy v prumyslu a stavebnictvi:
Ostatni prumyslové procesy

Spalovaci procesy v prumyslu a stavebnictvi:
Zelezo a ocel

Spalovaci procesy v primyslu a stavebnictvi:
Chemické produkty

Silniéni doprava: Osobni automobily
Lokalni vytapéni domacnosti
Silniéni doprava: Nakladni doprava nad 3,5 tuny

Spalovaci procesy v prumyslu a stavebnictvi:
Potraviny, ndpoje a tabak

Fugitivni emise z pevnych paliv:
Transformace pevnych paliv

Ostatni

BOCONNN B ONED

Obr. 7: Zastoupeni jednotlivych zdroju kadmia v roce 2012 (upraveno a prevzato
z Ceského hydrometeorologického ustavu, 2014).

3.2. Prijem a transport tézkych kovu v rostlinach

VySSi rostliny mohou tézké kovy pfijimat svymi kofeny z pudy, ale také listy
a nadzemnimi €astmi ze vzduchu (Lyubenova & Schrdder, 2010). MnozZstvi pfijatého
tézkého kovu rostlinou zavisi napfiklad na koncentraci iontl tohoto kovu v pudé,
biologické dostupnosti, redoxnim potencialu, teploté, pH pady a pfitomnosti dalSich prvku
(Benavides et al., 2005; Setia et al., 2008).
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Kovy vstupuji do rostlin apoplastickou (extracelularni) nebo symplastickou
(intracelularni) cestou, kterou se dostavaji az k endodermis. Aby mohly dale pokraCovat
do xylému, musi proniknout pfes lipofilni Caspariho prouzky. PFijem vétSiny téZkych kovul
je umoznén mladymi ¢astmi kofen(, ve kterych je$té nejsou Caspariho prouzky piné
vyvinuty (Prasad, 2004). Z kofenu jsou tedy téZké kovy transportovany do xylému pomoci
membranovych pfenasecl a dale do nadzemnich &asti rostlin (Salt et al., 1995). Do listd
se dostavaji pomoci transportérd, které jsou nejcastéji umistény v epidermis a trichomech
(Setia et al.,, 2008). Na urovni buniky se nejvice vyskytuji v bunééné sténé nebo
ve vakuolach (Cobbet & Goldsbrough, 2000; Burken, 2003).

3.2.1. Transportéry kovu v rostlinach

Rostlinné transportéry hraji zasadni roli v pfijmu a transportu tézkych kov kvdli
jejich nedostate¢né selektivité (Prochazka et al., 1998). Prvnimi takovymi transportéry
jsou P typy ATPaz, které k pfenosu esencialnich i téZzkych kovu vyuzivaji energii ve formé
adenosin trifosfatu. Tato skupina transportérl je rozdélena na pét skupin a kazda z nich
podle substratové specifity do dalSich dvou a vice podskupin (Colangelo & Guerinot,
2006). Podskupina transportérd, ktera se podili na prenosu tézkych kovu, se oznacuje
jako P.g-ATPazy nebo take HMA (heavy metal ATPases; Baxter et al., 2003). U A.
thaliana se HMA déli podle toho, jestli pfenasi monovalentni (Ag®, Cu®) nebo bivalentni
(Cd**, Co*, Pb**, Zn*) ionty t&Zkych kovd. Do prvni zminé&né skupiny patfi AtHMAS, 6, 7
a 8, do druhé se fadi AtHMAL, 2, 3 a 4. AtHMAZ2 je pfirozenym transportérem zinku, ale
muaze byt vyuzivan kadmiem, olovem, kobaltem, médi nebo niklem (Eren & Arguello,
2004). Pro zinek, kadmium a olovo je také dulezity AtHMA4 (Verret et al., 2004).
Pfedpoklada se, ze HMA2/HMA4 umoznuji pfenos téZkych kovu z bunék a mohly by se
ucastnit i na jejich transportu v rdmci xylému (Hussain et al., 2004; Verret et al., 2004). Na
pfenosu médi do chloroplastl se uplatiiuje AtHMAL, 6 a 8, pficemz AtHMA1 a 6 jsou
umistény v plastidech a AtHMAS8 v tylakoidni membrané (Shikanai et al., 2003;
Abdel-Ghany et al.,, 2005; Seigneurin-Berny et al.,, 2005). AtHMA7 umoziuje médi
vstoupit do Golgiho aparatu (Hirayama et al., 1999; Woeste & Kieber, 2000).

DalSim typem transportérd jsou NRAMP (natural resistance associated
macrophage proteins), které jsou zodpovédné za transport bivalentnich iontl vcéetné
zeleza (Bereczky et al., 2003). V A. thaliana existuje 6 typu téchto proteintt (AtINRAMP1-6;
Maser et al., 2001). AtNRAMP1 se uplatiuje pfi transportu manganu a Zeleza a nachazi
se v plazmatické membrané (Cailliatte et al., 2010). AINRAMP3 a AtNRAMP4 se

ve vakuolarni membrané ucastni uvolfiovani zasobniho Zeleza z vakuol (Lanquar et al.,
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2005). AtNRAMP3 navic ovliviiuje expresi genu pro AtIRT1 (iron regulated transporter 1)
a AtFRO2 (ferric reductase oxidase 2; Thomine et al., 2003). Transgenni rostliny
s narusenym genem pro AtNRAMPG6 vykazovaly zvySenou toleranci ke kadmiu, naopak
jeho nadmérna exprese vedla k pfecitlivélosti vic¢i tomuto kovu (Callliatte et al., 2009).
Podobny vysledek byl sledovan i v pfipadé AtNRAMP3 (Thomine et al., 2000), coz
znamena, ze tyto transportéry hraji vyznamnou roli pfi distribuci kadmia v ramci bufky.

VySe zminény transportér AtIRT1 se podili na pfenosu Zeleza pfes plazmatickou
membranu do bunék v kofenech a v pfipadé nedostatku Zeleza v rostlinach dochazi
k jeho zvySené expresi (Eide et al., 1996). Zelezo vstupuje do bunék ve formé Fe?*, proto
musi byt redukovano z Fe®*" pomoci reduktazy Zelezitych iontt (AtFRO2; Robinson et al.,
1999). Jestlize je rostlina vystavena stresu tézkymi kovy, jako jsou Cd, Zn, Ni, Co a Mn,
muze dochazet k jejich neumysinému transportu prostfednictvim AtIRT1 (Baxter et al.
2008). V pfipadé nadmérné exprese genu irtl nebo pfi nedostatku Zeleza u rostlin
vystavenych kadmiu tak dochazi k jeho zvySené akumulaci v kofenech. AtIRT1 patfi mezi
ZIP (zinc-regulated transporter/iron-regulated transporter-related protein) proteiny, coz
jsou membranové transportéry pro prenos kationtd Cd, Zn, Fe a Mn do cytoplasmy. V A.
thaliana je znamo 16 typl téchto proteinl (Maser et al., 2001). Dale byly identifikovany
napfiklad v ryZi (Bughio et al., 2002) nebo hrasku (Lopez-Millan et al., 2004), ale
i v bakteriich, houbach ¢&i zvifatech (Grotz et al, 1998; Guerinot, 2000).

Existuje skupina pfenasecu, tzv. ABC transportéry (ATP-binding cassete), které se
podileji na detoxifikaci rostlin. Tyto transportéry se nachazi v tonoplastech a pfenosem
téZkych kovd do vakuol pomahaji zvySovat toleranci rostlin vucéi témto kovum.
Transportéry AtABCC1 a AtABCC2 se uplatriuji pfi odstrafiovani kadmia, arsenu a rtuti,
které jsou navazany na fytochelatiny (Song et al., 2010; Park et al., 2012). Fytochelatiny
hraji dalezitou roli pfi distribuci, akumulaci a detoxifikaci kadmia, ale i jinych toxickych
kovd, jako je rtut, stfibro nebo arsen (Rauser, 1999; Cobbett, 2000). Bylo prokazano, ze
AtABCC1 a 2 snizuji mnozstvi téZkych kovl v cytosolu v kofenech, a diky tomu je sniZzeno
mnozstvi tézkych kovu putujicich do nadzemnich €asti rostlin (Park et al., 2012). Dale se
na odstrafiovani kadmia podileji AtABCC3, 6, 11 a 12 (Tommasini et al., 1998; Gaillard
et al., 2008).

Do vakuol se muze kadmium dostat i pomoci jinych transportérl umisténych
v tonoplastech, a to CAX (cation/proton exchanger transporters). Poprvé byla aktivita
téchto prenasedd pozorovana v kofenech ovsa, kdy dochazelo k akumulaci Cd?*
ve vakuolach vyménou za H* (Salt & Wagner, 1993). V dnesni dobé je znamo $Sest genu
pro AtCAX, které jsou selektivni pro rlizné bivalentni kationty, z nichz AtCAX2 a AtCAX4

slouzi vyhradné k transportu kadmia nebo zinku (Korenkov et al., 2007).
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Dal$i vyznamnou skupinou transportérd jsou CDF (cation diffusion facilitators),
které umoznuji pfenos tézkych kovl z cytoplazmy do vakuol proti koncentranimu
gradientu vyménou za kationty vodiku a drasliku (Gaither & Eide, 2001). Casto také byvaiji
oznacovany jako MTP (metal tolerance proteins). V A. thaliana se nachazi 12 genl pro
MTP a jako prvni z nich byl identifikovan vakuolarni AtMTP1 (Delhaize et al., 2003). MTP
proteiny jsou vysoce specifické pro zinek (Kramer, 2005). Nadmérna exprese genu pro
AtMTP1 vedla k toleranci rostlin na vysoké koncentrace zinku, pfi€emz byla pozorovana
akumulace zinku v kofenech (van der Zaal et al., 1999; Kobae et al., 2004). Pfiklady

nékterych rostlinnych transportér(i jsou uvedeny na Obr. 9.

3.3. Vliv tézkych kovu na rostliny

Esencialni tézké kovy jsou pro rostliny nezbytné a jejich nedostatek se projevuje
snizenym vzrustem. Jejich zvySujici se koncentrace ma pozitivni vliv na rist rostlin pouze
do urcitého bodu. Po pfekroCeni této hranice pfestanou mit esencialni prvky kladny
ucinek, a pokud jejich koncentrace stalé narlistd, mohou mit nezadouci vliv na rostliny
stejné jako neesencialni t6zké kovy. Nakonec muze dojit az k uhynu rostlin (viz Obr. 8;
Wright & Welbourn, 2002).

Uginek t&Zkych kovil na rostliny se li$i v zavislosti na mnoha faktorech, naptiklad
na koncentraci a typu tézkého kovu, stafi rostlin nebo dobé, po kterou jsou rostliny
danému prvku vystaveny. NejvyraznéjSi reakci rostlin je vzdy snizena rychlost jejich rustu
(Sharma & Dubey, 2007).

Toxicky efekt tézkych kovl se na rostlinach projevuje postupné (Fodor, 2002).
Nejprve kovové ionty interaguji s jinymi iontovymi slozkami v misté vstupu do rostliny
(kofenovy systém). Mohou se napfiklad vazat pfes sulfhydrylové ¢i fosfatové skupiny
na proteiny nebo enzymy, coz vede k naruSeni jejich funkce a ke zménam metabolismu
v rostlinach (Sharma & Dubey, 2007; Sharma & Dietz, 2008). V cytoplasmé potom mohou
interagovat s dalSimi proteiny, metabolity, makromolekulami a tvofit volné kyslikové
radikaly (ROS). Nasledné je ovlivnén pfijem a transport vody i Zivin v rostliné a postupné
se u rostlin zanou vyskytovat zietelné symptomy (Fodor, 2002). Objevuje se chloréza,
inhibice rlstu kofen(, nekréza, potlaceni fotosyntézy a respirace (Heckathorn et al., 2004;
Losch, 2004; Sharma & Dubey, 2007). Tézké kovy ovliviuji nejen rlst kofenu, ale
postupné i rast celé rostliny a jejich ¢asti (Shanker et al., 2005). To mlze byt vyvolano
negativnim plUsobenim tézkych kovl na bunétné déleni a elongaci (Patra & Sharma,

2000; Zhou et al., 2009). Je znamo, Zze kadmium interferuje s pfijmem a transportem

26



jinych prvk(. Tézké kovy tak obecné mohou ovliviiovat pfijem a obsah Zzivin, které jsou pro

rist rostlin nezbytné (Das et al., 1997).
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Obr. 8: Vztah mezi koncentraci esencialnich kovu a rlstem rostlin (upraveno a pfevzato
z Baker & Brooks, 1989).

3.3.1. Vliv kadmia na rostliny

Kadmium patfi mezi nejvice studované kontaminanty (Kah et al.,, 2012). Je
schopno vytéshovat kovy, které jsou pfirozenou soucasti metaloenzymu, a nahrazovat je.
Vzhledem k chemické podobnosti kadmia se zinkem dochazi nejcastéji k vytésnéni tohoto
prvku z enzymu, coz vede k jeho deaktivaci (Prasad, 2004). Kadmium inhibuje napfiklad
amylazu nebo adenosin trifosfatazu obsahujici zinek. Dale vytésniuje méd v nitritreduktaze
a molybden v nitratreduktaze, coz jsou vyznamné enzymy v procesu asimilace dusiku
(Gouia et al., 2000).

Toxicita kadmia pro rostliny se pohybuje v jeho obsahu nad 5-10 pyg na g suché
hmoty (White & Brown, 2010). Vyjimku tvofi rostliny, které jsou schopny Cd hromadit az
do 100 pyg Cd na g suSiny (Verbruggen et al.,, 2009). Vysoké koncentrace kadmia
v rostlinach zpusobuji pokles pfijmu vody a minerald kofeny, redukci fotosyntézy,
fotosyntetickych pigmentl (chlorofylu, karotenoidll) a podtu list, na rostlinach je patrna
chloréza, hnédnuti kofenovych S3piCek, zvySené mnozstvi trichoml a &ervenohnédé
zbarveni listd. Dale potlacuje kliCeni semen, otevirani prdduchd, rdst kofend i nadzemnich
Casti rostlin a je stimulovana produkce etylenu (Fuhrer, 1982; Barcelé et al., 1988;
Larsson et al., 1998; Chen et al., 2011; Wdjcik & Tukiendorf, 2004; Mohanpuria et al.,
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2007). Bylo prokazano, ze kadmium zplsobuje peroxidaci membranovych lipid( (Hendry
et al., 1992; Somashekaraiah et al., 1992). NepUsobi vSak pfimo na produkci reaktivnich
kyslikovych radikalu, ale inibuje aktivitu nékterych antioxidacnich enzymd (Salin, 1988).
Napfiklad v listech Helianthus annuus byla naméfena snizena aktivita superoxid
dismutazy, katalazy, askorbat peroxidazy a glutation reduktazy, zatimco aktivita
lipoxygenazy byla zvySena (Gallego et al., 1996).

Nebezpeli kadmia nejen pro rostliny spociva v jeho snadném pfijmu kofeny

a nasledném transportu do nadzemnich ¢asti, €imzZ se stava soucasti potravniho fetézce.

3.3.2. Oxidativni stres

Tézké kovy vyznamné pfispivaji ke vzniku ROS, jako jsou singletovy kyslik (O,),
anion superoxidu (O%), peroxid vodiku (H,O,) a hydroxylové radikaly (OH’). PFi
oxidativnim stresu dochazi k peroxidaci lipidd v membrané, oxidaci protein(, inhibici
enzymU a k poskozeni nukleovych kyselin (Gill & Tuteja, 2010; Gill et al., 2011;
Hasanuzzaman et al.,, 2012). Peroxidaci membranovych lipidd nasledné dochazi
k naru$eni integrity a funkce membran (Vanhoudt et al., 2008).

Buriky se vSak mohou proti poSkozeni reaktivnhimi formami kysliku branit pomoci
enzymU nebo neenzymatickych antioxidantl. Velice vyznamnym enzymem je superoxid
dismutaza (SOD), ktera katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku. Takto vznikly
peroxid vodiku je nasledné rozlozen na vodu a kyslik pomoci katalazy (CAT) nachazejici
se v peroxizomech nebo pomoci enzymu, ktery se vyskytuje v chloroplastech, askorbat
peroxidazou (APX). Mezi dalSi enzymy s antioxidaCnim u&inkem patfi guajakol peroxidaza
(GPX) a glutation reduktaza (GR). Existuji i antioxidanty neenzymatické, jako jsou
napfiklad a-tokoferol, glutation, kyselina askorbova a flavonoidy (Gratao et al., 2005;
Singh et al.,, 2007). Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin a kromé& svych
antioxidaénich schopnosti pfispivaji ke zbarveni listd, kvétd a plodu, reguluji proliferaci

bunék a maji insekticidni a antimykotickou aktivitu (Tahara, 2007).

3.4. Detoxifikace tézkych kovu v rostlinach

Rostliny k adaptaci na stres téZzkymi kovy vyuzivaji nékolik mechanismu. Mezi tyto
mechanismy patfi napfiklad mykorhiza, pfi které dochazi k pfijmu tézkych kovl povrchem

hyf. Dale zde fadime vazbu kovl na pektiny nebo karboxylové skupiny v bunéénych

28



sténach, chelataci kovll v cytosolu pomoci peptidu, tvorbu etylenu, ukladani kov(
ve vakuolach pomoci transporterd umisténych v tonoplastech (viz kapitola 3.2.1.),
odstraniovani ROS (viz kapitola 3.3.2.) a expresi stresovych proteinQ, jako jsou proteiny
indukované horkem, chladem, patogeny, snizenou koncentraci kysliku nebo dehydrataci
(Prochazka et al., 1998; Hall, 2002).

Znamymi chelatory kovl v rostlinach jsou fytochelatiny (PC), metallothioneiny,
organické kyseliny a aminokyseliny (Clemens, 2001). Fytochelatiny obsahuji velké
mnozstvi cysteinl, nachazi se v cytoplazmé a umozniuji pfenos tézkych kovi do vakuol.
Jsou syntetizovany pfeménou glutationu pomoci fytochelatin syntazy (PCS), jejiz aktivita
zavisi na pfitomnosti iontl t&Zkych kovil Ag*, Bi**, Cd**, Cu?, Hg*, Pb* a zn*" (Grill
et al.,, 1989). Interakci fytochelatinu s kadmiem vznika komplex Cd-PC, ktery je
oznacovan jako LMW (Low Molecular Weight) a umoziiuje transport kadmia z cytosolu do
vakuol s vyuzitim ABC transportérd. Do tohoto komlexu je poté inkorporovano dalsi
kadmium, které se dostava do vakuol napfiklad pomoci CAX transportér(. Timto vznika
HMW (High Molecular Weight) komlex, ktery slouzi jako hlavni komponenta pro
skladovani kadmia ve vakuolach (viz Obr. 9; Rauser, 1999). Metallothioneiny jsou také
bohaté na cystein a pravé diky —SH skupinam jsou schopny na sebe vazat ionty kovu.
Podili se tak na regulaci mnozstvi tézkych kovu v rostlinach (Rauser, 1999).

Pusobeni kadmia zvySuje aktivitu enzymu 1-aminocyklopropan-1-karboxylat
syntazy (ACS), coz vede ke zvySené tvorbé etylenu (Fuhrer, 1982). Pfedpoklada se, ze
tvorbou etylenu se rostliny brani oxidativhimu stresu, jelikoz pod jeho vlivem dochazi
ke zvySovani aktivity askorbat peroxidazy, ktera se vyznamné podili na odbouravani
peroxidu vodiku (Mehlhorn, 1990). Dale bylo prokazano, Ze etylen reguluje expresi genl
pro metallothioneiny (Whitelaw et al., 1997) a ovliviiuje metabolismus glutationu

ke zvySené syntéze fytochelatint (Sanita di Toppi et al., 1998).
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Obr. 9: Sekvestrace kadmia v rostlinné burice (upraveno a pfevzato z Yang & Chu, 2011).
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3.5. Fytoremediace

Fytoremediace se obecné pouziva k odstrafiovani nebezpelnych latek, jako jsou
téZzké kovy, pesticidy, barviva, radionuklidy, IéCiva a dalSi, z prostfedi pomoci rostlin.
Oproti klasickym zpusobim odstranovani kontaminantl pomoci tézké techniky je
fytoremediace $etrna a levna metoda. Uginnost této metody je v$ak ovlivnéna mnoha
faktory, mezi které patfi pH a struktura pudy, koncentrace soli a kontaminantd, rychlost
rustu rostlin a jejich velikost (Ku€erova et al., 1999).

Existuje nékolik typld fytoremediace, a to fytodegradace, rhizofiltrace,
fytostimulace, fytovolatilizace, fytostabilizace a fytoakumulace (fytoextrakce; viz Obr. 10).
V procesu fytodegradace jsou pfijimané toxické organické latky odbouravany na méné
Skodlivé molekuly pomoci enzym( (nejCastéji dehalogenaz, oxygenaz a reduktaz)
pfitomnych v rostlinach (Saxena &Mishra, 2010).

Rhizofiltrace slouzi k odstrafiovani nebezpecnych latek zvilhké pudy nebo
podzemni vody pomoci kofen( rostlin. Idealné se pouzivaji rostliny tvofici rozsahly
kofenovy systém se schopnosti zadrzovat toxické latky v kofenech, jako jsou napfiklad
Brassica juncea nebo Helianthus annuus (Dushenkov et al.,, 1995). Tato metoda se
vyuziva zejména pro odstrafovani radionuklidd (U, Pu, Sr, Cs, |; Dushenkov et al., 1997;
Tome et al. 2008) a tézkych kovl (Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Zn; Dushenkov et al. 1995).

Fytostimulaci rozumime odstrafiovani organickych latek (paliva, rozpoustédia)
z pady pomoci mikroorganism( (bakterii, hub nebo kvasinek), které Ziji v symbidze
s rostlinami (Ghosh & Singh, 2005).

P¥i fytovolatilizaci dochazi k pfijmu toxickych latek (As, Hg a Se) rostlinami z pady
a nasledné k jejich pfeméné na tékavou formu, ktera je vylou¢ena praduchy rostlin do
atmosféry (Suszcynsky & Shann, 1995). Tato metoda tedy neslouzi k odstranéni
nebezpeénych latek z zivotniho prostfedi, ale pouze zpudy a podzemnich vod
(Kvesitadze et al., 2006).

Ugelem fytostabilizace je imobilizace t&Zkych kova, ktera zabranuje jejich migraci
v podzemnich vodach a vzduchu (Prasad & Freitas, 2003). Stabilizace probihd pomoci
sorpce, precipitace nebo redukce kovl na rostlinnych kofenech.

Vyznamnou metodou pro zbavovani zivotniho prostfedi kontaminantd je
fytoakumulace, kdy rostliny ve svych nadzemnich ¢astech tyto Skodlivé latky zadrzuji (viz
kapitola 3.5.1.).
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Obr. 10: Metody fytoremediace (upraveno a pfevzato z Favas et al., 2014).

3.5.1. Fytoakumulace

Nékteré rostliny jsou schopny rust v pudach obsahujicich vysoka a toxicka
mnozstvi tézkych kovl. Mezi takovéto rostliny patfi napfiklad Arabidopsis halleri
a Nicotiana tabacum, které toleruji pfitomnost vysokych koncentraci kadmia, a jsou
dokonce schopny je v sobé hromadit (Talke et al. 2006; Gorinova et al., 2007). Nazyvaji
se hyperakumulatory a sekvestruji t&€Zké kovy do vakuol v nadzemnich Castech rostlin,
kde je koncentrace téchto kovu vyS$Si nez v pudé. Vyvoj a rust rostlin vSak neni negativné
ovlivnén (Kramer, 2010). Existuji i rostliny, které v sobé hromadi kovy ve stejné
koncentraci, jako je jejich mnozstvi v plidé, a oznacuji se jako indikatory. Patfi sem
napfiklad p¢enice, kukufice nebo oves (Tlustos et al., 2006).

V dnesni dobé je znamo pres 450 druht hyperakumulator(, pfi€emz nejvice z nich
patfi do Celedi Brassicacea. Vyznamnym hyperakumulatorem je Thlaspi caerulescens,

ktery dokaze hromadit vice prvkil, a to kadmium, zinek a nikl (Prasad et al., 2003). Diky
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své pribuznosti s Arabidopsis thaliana je povaZovan za modelovou rostlinu pro studium
hyperakumulace (Assunc¢ao et al., 2003).

Rostliny pouzivané k fytoakumulaci by mély byt schopny pfijimat, hromadit
a tolerovat vysoké koncentrace tézkych kovl a mély by rychle rust do velkych rozméru
kvuli zadrzeni co nejvétsiho mnozstvi kovu (Blaylock et al., 1997; Blaylock & Huang,
2000). Tyto vlastnosti mohou byt vylepSovany mnoha zplsoby. Napfiklad se vyuzivaji
rhizobakterie, které produkuji chelatory tzv. siderofory. Siderofory mohou interagovat
s t&Zkymi kovy, ¢imz sniZuji jejich toxicitu a zvySuji jejich biolologickou dostupnost (van
der Lelie, 1998).

Akumulace v rostlinach muze byt také zvySena pomoci genetickych manipulaci.
Jelikoz je do pfijmu, transportu a akumulace zapojena spousta gend, jejich identifikace,
izolace, transfer nebo nadmérna exprese muize vést k vylepSeni fytoextrakce (Eapen
& D'Souza, 2005). Zadrzovani, predevSim kadmia a médi, mize byt zvySeno na
dvojnasobek az trojnasobek navozenim nadmérné produkce molekul chelatujicich kovy,
jako jsou fytochelatiny a metallothioneiny (Clemens et al., 2002; Nedkovska & Atanassov,
1998; Pilon-Smits & Pilon, 2002; Gorinova et al.,, 2007). Dale je mozné modifikovat
transportéry kovu, a tim zvySovat toleranci a akumulaci daného kovu v rostlinach (Arazi
et al., 1999; Hirschi et al., 2000). Pro u¢inéjSi zadrzovani toxickych kovl v rostlinach
mohou byt také prospésSné genetické zasahy do mechanisml oxidativniho stresu nebo
metabolismu rostlin (Eapen & D'Souza, 2005).

Dale muze byt fytoextrakce podporovana pomoci chemickych sloucenin
a rostlinnych hormonu. Bylo prokazano, Ze je pfijem kovl u rostlin oSetfenych kyselinou
ethylendiamintetraoctovou (EDTA) zvySen, protoze zlepSuje rozpustnost a pohyblivost
kovl (Jabeen et al., 2009). Ve spojeni s pfirozené se vyskytujicimi cytokininy muze byt
dosazeno jesté lepSi uspésSnosti fytoakumulace. Cytokininy totiz podporuji rust
nadzemnich &asti, ¢imzZ se zvétSuje kapacita rostlin (Tassi et al., 2008). V tomto smyslu
by bylo vhodné také pouzivat inhibitory CKX, které by zvySily mnozZstvi aktivnich
cytokininli v rostlinach. Dale by mohla poslouzit fytoremediaci latka PI-55, ktera svym
antagonistickym pusobenim vUic&i cytokininlm vyvolava rist postrannich kofenu (Spichal
et al., 2009). RozsahlejSi kofenovy systém umoznuje pfijem vét§iho mnozstvi tézkych

kovd, ale i zivin, které rostliny potfebuji k vyrovnani se se stresem.
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4.  Material a pristroje

4.1. Chemikalie

Agar (Duchefa), akrylamid (Sigma), B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich), bromfenolova
modf (Fluka), dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner), dimetylsulfoxid (DMSO;
Sigma-Aldrich), DNA/RNA free H,O (Sigma), dodecylsulfat sodny (SDS; Lach-Ner),
dusi€énan amonny (LaChema), dusi¢nan draselny (Lach-Ner), ECL reagent (Thermo
Scientific), etanol (Lach-Ner), fytagel (Sigma), glycerol (Sigma-Aldrich), glycin (Lach-Ner),
heptahydrat siranu hofe¢natého (Lach-Ner), heptahydrat siranu zine€natého (LaChema),
hydrogenuhli¢itan sodny (Sigma-Aldrich), hydroxid draselny (Sigma-Aldrich), hydroxid
sodny (Sigma-Aldrich), chlorid draselny (Lach-Ner), chlorid hlinity (Lach-Ner), chlorid
kademnaty (Sigma), chlorid sodny (Lach-Ner), chlorid vapenaty (Lach-Ner), inhibitor
rostlinnych proteaz (Sigma-Aldrich), kyselina 2-(N-morfolino)etan sulfonova (MES;
Sigma), kyselina bicinchoninova (BCA; Sigma), kyselina borita (LaChema), kyselina
etylendiamintetraoctova (EDTA; Sigma), kyselina chlorovodikova (Lach-Ner), kyselina
octova (Lach-Ner), markr Spectra™ multicolor broad range protein ladder (Thermo
Scientific), metanol (Lach-Ner), molybdenan sodny (LaChema), monohydrat uhli¢itanu
sodného (LaChema), Murashige & Skoog (MS) médium (Duchefa), N°-benzyladenin
(Sigma), pentahydrat siranu médnatého (LaChema), peroxodisiran amonny (APS;
Sigma), Ponceau S (Sigma-Aldrich), primery (AtABCC1, AtACS8, AHK2, AHKS3,
CRE1/AHK4, ARR5, ARR15, AtCAT1, AtCAT2, AtCKX1, AtCKX2, AtCKX3, AtCKX4,
AtCKX7, AtClath, AtFRO2, AtIPT1, AtIPT2, AtIPT7, AtIPT9, AtIRT1, AtNRAMP1,
AtNRAMP3, AtZIP4; Sigma), protilatky (krali¢i polyklonalni protilatka anti-IRT1, kozi
polyklonalni protilatka anti-rabbit IgG konjugovana s HRP; Agrisera), ProtoScript Il. First
Strand cDNA Synthesis Kit (BioLabs), quercetin dihydrat (Sigma), referen¢ni standardy
pro kalibraci pH metru (Sigma), sacharéza (Sigma-Aldrich), Spectrum™ Plant Total RNA
Kit (Sigma-Aldrich), susené mléko, SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), tartrat
sodny (Sigma-Aldrich), tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (LaChema), tetrahydrat chloridu
manganatého (LaChema), tetrametylendiamin (TEMED; Bio-Rad), TRI reagent
(Sigma-Aldrich), tris(hydroxymetyl)aminometan (AppliChem), Triton (Sigma), Tween 20
(Sigma-Aldrich).

Latka 6-(2-hydroxy-3-metylbenzylamino)purin (PI-55) byla pfipravena v Laboratofi

rastovych regulatort PFF UP, Olomouc, CR.
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4.2. Pristrojové vybaveni

96-ti jamkova deska Micro Amp (Applied Biosystems), analytické vahy XA 110
(RADWAG), automaticka pipeta (Biohit), CCD kamera LAS-4000 (Fujifilm), centrifuga
1730 MR (ScanSpeed), centrifuga PCR plate spinner (VWR), digestof MERCI M 1200
(MERCI), elektroforéza (Bio-Rad), fytotron H125A (WEISS Gallenkamp), hydroponicky
tank (Araponics), inkubator (Major Science), kapilarni kolona (HP-AL/S, 15 um, 50 m,
id = 0,535; Agilent Technologies), laboratorni vahy BPS 41 (BOECO), laminarni flowbox
biohazard (FASTER), masterclear real-time PCR film (Eppendorf), nadobky
z polypropylenu, nitroceluldzova membrana (Bio-Rad), pH meter HANNA 211 (HANNA
instruments), plynovy chromatograf 6890N Network GC Systém (Agilent Technologies),
sitky z polyetylenu, sklenéné kulicky, spektrofotometr Synergy H4 Hybrid Reader (Bio
Tek), StepOnePlus™ RT-PCR Systém (Applied Biosystems), termocyklér TC-512
(TECHNE), termomixér comfort (Eppendorf), tfepacka OS-10 (BIOSAN), vortex
(Heidolph), Western blot (Major Science), XYZ PlantScreen System (Photon System

Instruments).

4.3. Biologicky material

Semena Arabidopsis thaliana (ekotyp Col-0).

4.4. Roztoky

4.4.1. Média pro péstovani A. thaliana

Germinaéni médium

0,75mM CacCl,, 1ImM KCI, 0,25mM Ca(NOg3), . 4H,0, 1ImM MgSO, . 7H,O, 0,2mM
KH,PO,4, 50uM NaFe(lI)EDTA, 50uM H3BO3;, 5uM MnCl, . 4H,0, 10uM ZnSO, . 7H,0,
0,5uM CuSO, . 5H,0, 0,1uM Na,MoO,.

Bazalni Zivhé médium

2mM NH4NO3z;, 3mM KNOj, 0,1mM CaCl,, 2mM KCI, 2mM Ca(NOs), . 4H,0, 2mM
MgSO, . 7H,0 , 0,6mM KH,PO, , 1,5mM NaCl, 50uM NaFe(lI)EDTA, 50uM H3;BO3, 5uM
MnCl, . 4H,0, 10uM ZnS0O, . 7H,0, 0,5uM CuSQO, . 5H,0, 0,1uM Na,MoO,,
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Y2 MS médium
Na 1 | média bylo potfeba 2,15 g Murashige & Skoog média, 0,5 g MES, 1 g sachardzy,
pH bylo upraveno na 5,6-5,8 pomoci 4M KOH. Fytagel (6 gramu na litr) se za stalého

michani postupné pfidaval do média tésné pred sterilizaci.

4.4.2. Roztoky pro izolaci a stanoveni proteint

Extrakéni pufr
0,5mM B-merkaptoetanol, 8mM EDTA, 5% glycerol, 3% SDS, 60mM Tris/HCI (pH 8,6).

Pfed extrakci bylo pfidano do 4 ml extrakéniho pufru 100 pl inhibitoru proteaz.

Stanoveni proteind pomoci BCA

Reagent A: 1% BCA-Na,, 2% Na,CO; . H,0O, 0,16% Na, tartrat, 0,4% NaOH, 0,95%
NaHCO;

ReagentB: 4% CuSO, . 5H,0

Tésné pred pouzitim byly tyto reagenty smichany v poméru 100:2.

4.4.3. Elektroforetické roztoky

Délici gel (15%):
Na 15 ml gelu bylo potfeba 6,25 ml akrylamidu, 5,6 ml 1M Tris (pH 8,8), 150 ul 10% SDS,
3,03 ml dH,0, 50 pl 10% APS, 10 pl TEMEDu.

Zaostiovaci gel (5%):
Na 10 ml gelu bylo pofeba 1,67 ml akrylamidu, 2,5 ml 0,5M Tris (pH 6,8), 100 ul 10%
SDS, 5,73 ml dH,0, 50 ul 10% APS, 10 pyl TEMEDu.

10x koncentrovany pracovni pufr:

Na 1 | pufru bylo potfeba 30 g Tris, 145 g glycinu a 10 g SDS.

Vzorkovaci pufr:
62,5mM Tris/HCI (pH 6,8), 10% glycerol, 2% SDS, 5% p-merkaptoetanol, 0,01%

bromfenolova modr.
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4.4.4. Roztoky pro Western blot

10x koncentrovany blotovaci pufr:

Na 1 | pufru bylo potfeba 30 g Tris a 145 g glycinu.

0,1% Ponceau v 5% kyseliné octové:

Na 1 | barviciho roztoku bylo potfeba 1 g Ponceau S a 50 ml kyseliny octové.

10x koncentrovany TBS pufr:

Na 1 | pufru bylo potfeba 87,66 g NaCl, 60,55 g Tris a pH roztoku bylo upraveno na 8
pomoci HCI.

TBS s Tweenem:

Tween 20 byl nafedén do TBS tak, aby jeho koncentrace byla 0,1%.

Blokac&ni pufr:
Do roztoku TBS s Tweenem bylo pfidano susené mléko tak, aby jeho koncentrace byla

5% nebo 2,5%.

5. Metody

5.1. Péstovani A. thaliana s vyuzitim hydroponickych tanku

Semena A. thaliana byla 10 minut sterilizovana 70% etanolem s 0,01% tritonem za
intenzivniho tfepani na vortexu. Nasledné byla semena ve flowboxu promyta sterilni dH,O
a po dvou az tfech rozeseta do stripl naplnénych 0,8% agarem, které byly umistény
ve sterilnich krabi¢kach. Tyto krabi¢ky byly uchovany 48 hodin pfi 4°C ve tmé. Poté byla
kazda krabiCka naplnéna germina¢nim médiem s pfislusnymi latkami (DMSO, DMSO
+ Cd, PI-55, PI-55 + Cd, BA nebo BA + Cd; vysledna koncentrace kadmia byla vzdy 10uM
a latek 10nM). Krabicky s A. thaliana byly umistény do fytotronu, kde byl nastaveny
svételny cyklus (16 h svétla/8 h tmy), teplota 22°C, 65% vihkost vzduchu a intenzita
zafeni 150 pmol.m?s™ (ve vSech nize popsanych experimentech byly podminky
ve fytotronu stejné). Po tfech dnech bylo germinaéni médium nahrazeno 2 germinaénim
médiem + 2 bazalnim zivnym médiem a po dalSich dvou dnech bylo toto médium

vystfidano bazalnim Zivnym médiem. Ctrnacty den byly rostliny pfeneseny do
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hydroponickych tankd po 18-ti, ve kterych bylo médium kontinualné provzdusnovano
a vyménovano kazdy tyden (Conn et al., 2013). A. thaliana byly po 4-5 tydnech sesbirany
a jednotlivé kofeny, listy a nadzemni ¢asti byly zamrazeny tekutym dusikem a uchovany
pfi -80°C v mrazicim boxu.

Pro sledovani vlivu 10uM Cd béhem prvnich tfi dnd po jeho aplikaci byly rostliny
péstovany obdobnym zplisobem. Kadmium vS$ak bylo pfidano az do bazalniho zivného
roztoku, a to 21. den po jejich nasazeni. Nasledné byly po 24 hodinach sesbirany rostliny
z prvniho tanku, zamraZeny a uchovany pfi -80°C. Stejny postup byl aplikovan po 48
hodinach s rostlinami v druhém tanku a po 72 hodinach byly sklizeny rostliny z poslednich

dvou tankd, pficemz jeden neobsahoval roztok s kadmiem (kontrola).

5.2. Péstovani A. thaliana s vyuzitim nadobek z polypropylenu

Nadobky z polypropylenu (PE) obsajuici sitky z polyetylenu byly pfipraveny
a vysterilizovany podle Alatorre-Cobos et al., 2014. Nadobky byly ve flowboxu naplnény
steriinim %2 MS médiem s pfisluSnymi latkami (DMSO, 1nM PI-55, 10nM PI-55, 100nM
PI-55 nebo 10nM BA). Semena A. thaliana byla sterilizovana vys$e popsanym zpusobem
a na sitku bylo vzdy naneseno cca 50 semen. Nasledné byly nadobky umistény do tmy
a chladu (4°C). Po 48 hodinach byly pfeneseny do fytotronu a dvanacty den po vyseti byly
rostliny sklizeny. Kofeny a nadzemni €asti byly zmrazeny tekutym dusikem a uchovany

v -80°C pro nasledujici extrakci RNA.

5.3. Péstovani A. thaliana ve 24-jamkovych deskach

Semena A. thaliana byla sterilizovana vySe popsanym zplsobem a ve flowboxu
byla rozeseta na filtraCni papir, ktery byl poloZzeny na 72 MS médiu s 0,6% fytagelem
v plastovych ¢tvercovych deskach. Po 48 hodinach v chladu (4°C) a ve tmé byly misky na
4 dny pfeneseny do fytotronu, kde byly umistény do vertikalni polohy. Do kazdé jamky
24-jamkovych desek bylo ve flowboxu napipetovano 1,5 ml sterilniho 2 MS média s 0,6%
fytagelem a pfislusnymi latkami (DMSO, 1nM PI-55, 10 nM PI-55, 100nM PI-55, 10nM BA
nebo stejné varianty s 10uM Cd). Po ztuhnuti média byl do kazdé jamky 24-jamkové
desky steriiné pFfenesen semenacCek z vertikalnich misek. Desky byly pfelepeny
pruhlednou folii, ve které byly nasledné vytvofeny malé otvory pomoci sterilnich jehel.

Rostliny byly dale péstovany v XYZ PlantScreen Systému, kde byl nastaveny svételny
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cyklus (16 svétla/8 h tmy), teplota 22°C, vihkost vzduchu 60 %, intenzita zareni 120
umol.m?s™® a kazdy den byla automaticky méfena plocha listd. Data z méFeni byla

zpracovana v programech Microsoft Excel, Microcal Origin a PAST.

5.4. Extrakce RNA a jeji reverzni transkripce

Zmrazené vzorky kofenu, listd a nadzemnich €asti hydroponicky péstovanych
rostlin A. thaliana byly rozmélnény na prach v tfeci misce pomoci tekutého dusiku. Zmrzly
rostlinny material byl pfenesen do mikrozkumavek tak, aby v kazdé bylo cca
100 g, a nasledné byla provedena extrakce RNA z rostlinného materialu pomoci TRI
reagentu nebo kitu Spectrum™ Plant Total RNA Kit. Na spektrofotometru pomoci
programu Gene5 byla zméfena Cistota a koncentrace RNA a jednotlivé vzorky byly
nafedény tak, aby kazdy z nich obsahoval 1,5 pg RNA v objemu 6 pl. Pro reverzni
transkripci z RNA do cDNA byl pouzit First Strand cDNA Synthesis Kit. Kone¢né mnozstvi
cDNA bylo v objemu 20 pl a pro nasledujici kvantitativni PCR v realném ¢ase (QRT-PCR)
byla nafedéna na 2,5 ug/ul.

5.5. Kvantitativni PCR v realném case

Primery pro kvantitativni PCR v realném d&ase byly navrzeny pro amplifikaci
sekvenci gend, jejichz produkty se uc€astni syntézy cytokinin (AtIPT1, 2, 7 a 9),
degradace cytokinint (AtCKX1, 2, 3, 4, 7), signalizace cytokinini (AHK2, 3 a 4; ARRS5 a
15), pfijmu a transportu kovl (AtABCC1; AtFRO2; AtIRT1; AtNRAMP1 a 3; AtZIP4) nebo
odpovédi na stres (AtACS8; AtCAT1 a 2). qRT-PCR byla provedena v optickych 96-ti
jamkovych deskach za standardnich podminek pomoci StepOnePlus™ RT-PCR. Reakce
probihala v celkovém objemu 10 ul, pfiemz reakéni roztok obsahoval 5 ul SYBR Green
Master Mix, 2,5 ul primeru (kone¢na koncentrace 300 nM) a 2,5 ul cDNA (konec¢na
koncentrace 0,625 pg/ul). Pro normalizaci dat byl pouZit referenéni gen AtClath a data
byla analyzovana pomoci programu Step One Plus. Relativni hladiny exprese (RQ) byly
vyhodnocovany podle rovnice RQ = 27%°T. Vysledky byly zpracovany v programech

Microsoft Excel a Microcal Origin.
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5.6. Western blot

5.6.1. Izolace proteint z rostlinného materialu

Pro western blot byly pouzity kofeny A. thaliana, které byly hydroponicky
péstovany v tancich. Nejprve byly zmraZzené kofeny rozdrceny pomoci tfeci misky
a kapalného dusiku. Ke kazdému vzorku, ktery obsahoval cca 100 mg
zhomogenizovaného materialu, bylo pfidano 300 ul extrakéniho pufru. Vzorky byly 15
minut vortexovany pfi 10°C a 900 rpm. Nasledné byly stoeny v centrifuze pfi 4°C

a 14000 g po dobu 15-ti minut a odebrany supernatant byl udrzovan na ledu.

5.6.2. Stanoveni proteint pomoci kyseliny bicinchoninové

Do kazdé jamky 96-ti jamkové desky bylo napipetovano 5 pl vzorku a 200 ul
¢inidla kyseliny bicinchoninové (BCA) ve dvou opakovanich. Pro kalibraéni fadu bylo
misto vzorku pipetovano 5 ul BSA v extrakénim pufru o koncentracich 5; 3; 2; 1; 0,75; 0,5;
0,375; 0,25; 0,125; 0,1 a 0,05 uM. Jako blank slouzilo 5 ul extrakéniho pufru. Po
napipetovani probé&hla 30-ti minutova inkubace pfi 37°C ve tmé a nasledné byla zméfena
absorbance pfi 562 nm. Po odecteni blanku byly zkalibracni kfivky vypocitany

koncentrace proteint (mg/ml) v jednotlivych vzorcich.

5.6.3. Elektroforéza a Western blot

Pfipravené vzorky byly nafedény do vzorkovaciho pufru tak, aby v kazdém vzorku
byla stejna koncentrace proteinli. Vzorky byly inkubovany 5 minut pfi 96°C a poté byly
kratce stoCeny. Do jamek v elektroforéze bylo pipetovano 10 pl markru a vzdy 20 pl
vzorku obsahujiciho 15 ug proteind. Elektroforéza probihala nejprve pfi 90 V, nez doslo
k zaostfeni vzorkl, a nasledné bylo napéti zvySeno na 130 V. Za 1 a pul hodiny byla
elektroforéza zastavena a gely byly vioZzeny do pfedem vychlazené aparatury pro Western
blot. Béhem transferu proteind na membranu byl aplikovan proud 350 mA po dobu 1
hodiny za neustalého chlazeni. Potom byla membrana pfenesena do barviciho roztoku
Ponceau a po dvou minutdch omyvana destilovanou vodou do odbarveni pozadi.
Z membrany byl podle markru vyfiznut prouzek zviditeInénych protein( v oblasti kolem 37
kDa.
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5.6.4. Detekce proteinti

Destilovanou vodou odbarveny prouzek memrany byl 1 hodinu blokovan ve 20 ml
5% mléka v TBS s Tweenem. Nasledné byl prouzek inkubovan 1 hodinu ve 20 ml 2,5%
mléka v TBS s Tweenem, do kterého byla nafedéna primarni protilatka Anti-IRT1
v poméru 1:5000. Poté byl prouzek postupné promyvan 5 minut v TBS, 10 minut v TBS
s Tweenem, 5 minut v TBS a 1,5 hodiny byl inkubovan ve 20 ml 5% mléka v TBS
s Tweenem s nafedénou sekundarni protilatkou v poméru 1:10000. Po zopakovani
promyvaciho procesu byl prouzek pfevrstven 1 ml femto ECL (roztok luminolu a peroxidu
v poméru 1:1) a detekce proteini probéhla pomoci CCD kamery po 80-ti sekundové
expozici. VSechny kroky blokace, inkubace a promyvani probihaly za stalého kyvani (90

rpm) a pfi laboratorni teploté.

5.7. Stanoveni flavonoidu

Pro stanoveni flavonoidu byly pouzity zamrazené kofeny a nadzemni Casti A.
thaliana, které byly hydroponicky péstované v tancich. Po jejich rozdrceni v tfeci misce
s kapalnym dusikem bylo vzdy k cca 50 mg tohoto materialu v mikrozkumavce pfidano
500 pl 100% metanolu. Vzorky byly 10 minut vortexovany pfi 900 rpm se tfemi sklenénymi
kulickami v kazdé eppendorfce a nasledné byly stoceny v centrifuze pfi 17000 g po dobu
10-ti minut. Supernatant byl pouzit pro stanoveni flavonoidi podle Arvouet-Grand et al.
(1994) s modifikacemi pro méfeni v mikrotitracni desti¢ce. Do kazdé jamky 96-ti jamkové
desky bylo ve dvou opakovanich napipetovano 100 ul vzorku a 100 ul 2% chloridu
hlinittho ve 100% etanolu. Pro tvorbu kalibraéni kfivky byla misto vzorku pipetovana
kalibracni fada, a to 100 pl quercetinu ve 100% metanolu o koncentracich 100; 75; 50; 25;
12,5; 6,125; 3,125 a 1 uM. Jako blank slouzilo 100 pl 100% metanolu se 100 ul 2%
chloridu hlinitého ve 100% etanolu. Po 10-ti minutové inkubaci pfi laboratorni teploté byla
zmérfena absorbance pfi 415 nm. Z kalibraéni kfivky bylo vypoc&itano mnozstvi flavonoid(
(M) v jednotlivych vzorcich. Vysledky byly zpracovany v programech Microsoft Excel

a Microcal Origin.
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5.8. Stanoveni etylenu

Pro stanoveni etylenu byly pouzity 20-ti denni rostliny A. thaliana péstované
ve 24-jamkovych deskach. Desky byly ve flowboxu prelepeny a utésnény prahlednou folii
uréenou pro PCR a byly pfeneseny do fytotronu. Po 24 hodinach bylo z kazdé jamky
pomoci jehly a stfikaCky odebrano 1 ml vzduchu, ktery byl ihned vstfiknut do plynového
chromatografu. Jako blank slouzil vzduch odebrany z utésnéné 24-jamkové desky
obsahujici %2 MS média s fytagelem bez rostlin. Pro analyzu etylenu byla v plynovém
chromatografu nastavena teplota vstfiku (200°C), trouby (40°C) a detektoru (220°C).
Plocha piku byla odecitana v retenénim Case etylenu, a to 2,2 minuty. Pomoci kalibracni
kfivky bylo vypo€itdno mnozstvi etylenu (nl/ml) vyprodukovaného rostlinami, které bylo
dale vztazeno k hodnotam ploch listll ziskanych v den méfeni etylenu. Vysledky byly

zpracovany v programech Microsoft Excel a Microcal Origin.

6. Vysledky

6.1. Kvantitativhi PCR v realném case

Hydroponicky péstované rostliny, jejichz RNA byla izolovana a pfepsana do cDNA
pro nasledné provedeni qRT-PCR, byly oSetfeny DMSO (kontrola), 10uM Cd + DMSO,
1nM PI-55, 10nM PI-55, 100nM PI-55, 10nM PI155 + 10uM Cd, 10nM BA nebo 10nM BA
+ 10uM Cd. gRT-PCR byla provadéna celkem s 23 rdznymi geny (viz kapitola 5.5.),
jejichz pfitomnost byla sledovana v kofenech, pfizemnich rdzicich, prytech s listy nebo
celkové v nadzemnich &astech. K normalizaci dat byl vyuzit referencni gen AtClath
a relativni hladiny exprese jednotlivych genl byly vzdy vztazeny ke kontrole, ktera

v grafech odpovida hodnoté 1.
6.1.1. Hladina exprese vybranych gent v rostlinach A. thaliana vystavenych
kadmiu

Relativni hladina exprese jednotlivych gend byla stanovovana u pétitydennich
rostlin, které byly oSetfeny 10uM Cd. ZvySena hladina exprese genl AtIPT1, 2,7 a 9,

jejichz produkty se Uc€astni biosyntézy cytokininul, byla pozorovana v kofenech. Exprese

42



AtIPT1 byla zvySena i v pfizemnich rlzicich a prytech, zatimco exprese ostatnich
sledovanych genl byla v pfizemnich rdzicich snizena a v prytech kvyrazné zméné
nedoslo. AtIPT7 se vSak v prytech neexprimoval vibec (viz Graf 1).

Exprese genu AtCKX1, 2, 3, 4 a 7, jejichz produkty se podili na degradaci
cytokininli, byla zvySena v kofenech. Pokles hladiny exprese v pfizemnich rzicich byl
pozorovan v pfipadé gent AtCKX1 a 4, zatimco u AtCKX2 a 3 byla exprese v pfizemnich
ruzicich i prytech vyrazné zvySena. Hladina AtCKX7 se v pfizemnich rdzicich a prytech
oproti kontrole vyznamné nezménila (viz Graf 2).

V pfipadé gend, jejichz produkty se ucastni signalizace cytokinind, byla
pozorovana zvySena hladina exprese genu AHK3 v kofenech, zatimco v pfizemni rizici
byla jeho exprese snizena. Pokles exprese byl také pozorovan v pfizemnich rizicich
a prytech v pfipadé gentl ARR5 a ARR15, naopak ke zvySeni hladiny exprese v prytech
doSlo u AHK4. K vyraznym zménam v hladinach exprese genu AHK2 nedo$lo v Zadnych
rostlinnych ¢astech (viz Graf 3).

Dale byla na téchto rostlinach sledovana hladina exprese genu, jejichz produkty se
ucastni transportu kovl v rostlinach. V pfizemnich razicich byla pozorovana zvySena
hladina exprese u vSech testovanych genll, a to AtABCC1, AtIRT1, AtNRAMP1,
AtNRAMP3 a AtZIP4. V pfipadé AtINRAMP1 a AtZIP4 byl narlist exprese pozorovan také
v kofenech a u AtIRT1 v prytech, avSak exprese tohoto genu v kofenech byla vyrazné

snizena (viz Graf 4).
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Graf 1: Hladina exprese vybranych genu biosyntézy cytokinind v jednotlivych ¢astech A.

thaliana, které byly 5 tydna vystaveny stresu 10uM Cd.
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Graf 2: Hladina exprese vybranych genl degradace cytokininu v jednotlivych ¢astech A.

thaliana, které byly 5 tydna vystaveny stresu 10uM Cd.
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Graf 3: Hladina exprese vybranych genl dulezitych pro cyokininovou signalizaci, ktera
byla sledovana v jednotlivych ¢astech A. thaliana vystavenych stresu 10uM Cd po dobu
péti tydna.
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Graf 4: Hladina exprese vybranych gen( transportérd kovu v jednotlivych Castech A.

thaliana, které byly 5 tydna vystaveny stresu 10uM Cd.

6.1.2. Hladina exprese vybranych gent v A. thaliana béhem tfidenniho

stresu kadmiem

Exprese genu AHK2 byla prvni den po aplikaci kadmia zvySena v kofenech
i nadzemnich ¢&astech rostlin, ale v nasledujicich dnech doslo k jejimu vyraznému
poklesu. Hladina exprese AHK3 v kofenech byla prvni den po oSetfeni kadmiem mirné
snizena, ale potom dochazelo k jejimu postupnému vzristu. V nadzemich &astech tomu
bylo pfesné opacné. V pifpadé AHK4 byl druhy den po vystaveni stresu kadmiem
zaznamenan pokles exprese jak v kofenech, tak v nadzemnich €astech, avsak tfeti den
byla hladina exprese opét normalni. V kofenech byla zaznamenana postupné snizujici se
hladina exprese ARRS5, ktera v nadzemnich Castech naopak rostla. Gen ARR15 byl
v kofenech exprimovan méné nez v nadzemnich &astech, kde byla jeho exprese po
prvnim dni stresu kadmiem vyrazné zvySena (viz Graf 5 a 6).

Hladina exprese genu AtABCCL1 byla v kofenech prvni den po vystaveni kadmiu
zvySena a v dalSich dnech doSlo k jejimu vyraznému poklesu. Postupné sniZovani
exprese bylo pozorovano i v nadzemnich &astech. Druhy den stresu kadmiem byl

v kofenech pozorovan vyznamny narust hladiny exprese AtIRT1, ktery byl nasledujici den
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snizen vice jak o polovinu. V nadzemnich ¢astech nebyl tento gen exprimovan vibec.
V pfipadé genu AtNRAMP1 byla zaznamenana jeho snizena exprese jak v kofenech, tak
v nadzemnich Castech, coz bylo také pozorovano u AtZIP4 druhy a tfeti den expozice
kadmiem. Hladina exprese AtNRAMP3 vyrazné zménéna nebyla, ale béhem tfidenniho
stresu kadmiem dochazelo k jejimu mirnému poklesu (viz Graf 7 a 8).

Dale byla na téchto vzorcich sledovana exprese genl AtCAT1 a AtCAT2, jejichz
produkty se podili na reakci rostlin proti oxidativnimu stresu. V kofenech byl
bé&hem prvnich dvou dni expozice kadmiu zaznamenan narlst hladin exprese obou téchto
gen, které vSak tfeti den klesly do normalu. V nadzemnich €astech byla hladina AtCAT1
a 2 zvysena po celé tfi dny stresu kadmiem, ale postupné dochazelo k jejimu snizovani
(viz Graf 9).
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Graf 5: Hladina exprese vybranych genu dulezitych pro cytokininovou signalizaci, ktera

byla sledovana v kofenech A. thaliana béhem tfidenniho stresu 10uM Cd.
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Graf 6: Hladina exprese vybranych genu dulezitych pro cytokininovou signalizaci, ktera

byla sledovana v nadzemnich ¢astech A. thaliana béhem tfidenniho stresu 10uM Cd.
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Graf 7: Hladina exprese vybranych genu transportérd kovu v kofenech A. thaliana béhem
tfidenniho stresu 10uM Cd.
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Graf 8: Hladina exprese vybranych genu transportéri kovd v nadzemnich &astech A.

thaliana béhem tfidenniho stresu 10uM Cd.
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Graf 9: Hladina exprese genl dulezitych pfi odpovédi rostlin na stres, ktera byla
sledovana v kofenech a nadzemnich ¢astech A. thaliana béhem tfidenniho stresu 10uM
Cd.
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6.1.3. Hladina exprese genl transportérd kovl v rostlinach A. thaliana

osetrenych cytokininem nebo antagonistou cytokinint

V rostlinach oSetfenych BA byla po 12-ti dnech pozorovana snizena hladina genu
AtABCC1 pouze v nadzemnich ¢astech, zatimco v rostlinach vystavenych 1-100nM PI-55
byl pokles exprese zaznamenan i v kofenech, pfi¢emz nejvétsi ubytek zplisobil 10nM
PI-55. V kofenech v8ech osetfenych rostlin doSlo ke snizeni hladiny exprese AINRAMP1
a 3, ale v nadzemnich &astech byla exprese AtINRAMP3 snizena pouze v rostlinach
vystavenych 1 a 10nM PI-55. Nejvétsi pokles byl opét zaznamenan v pfipadé 10nM PI-55.
Gen AtIRT1 byl vyrazné exprimovan v kofenech rostlin oSetfenych BA, 1 a 10nM PI-55,
ale v pfipadé nejvyssi testované koncentrace PI-55 doSlo k vyznamnému poklesu exprese
tohoto genu. V nadzemnich &astech nebyla jeho exprese pozorovana vibec. Hladina
AtZIP4 byla v kofenech rostlin oSetfenych antagonistou cytokinini mirné snizena,
v nadzemnich &astech byl vS8ak zaznamenan mnohem vétsi pokles, a to i v pfipadé BA
(viz Graf 10 a 11).
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Graf 10: Vliv aplikace cytokininu BA (10nM) nebo antagonisty cytokinind PI-55 (1-100nM)
na relativni expresi gent vybranych transportérl kovu v kofenech rostlin A. thaliana

starych 12 dni.
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Graf 11: Vliv aplikace cytokininu BA (10nM) nebo antagonisty cytokinind PI-55 (1-100nM)
na relativni expresi genl vybranych transportérd kova v nadzemnich €astech rostlin A.

thaliana starych 12 dni.

6.1.4. Hladina exprese genu transportérid koviu v korfenech A. thaliana

osetrenych kadmiem, cytokininem nebo antagonistou cytokinin

NarUst exprese genu AtABCC1 byl pozorovan v pfipadé rostlin oSetfenych PI-55
a jeji miry pokles se vyskytl u rostlin vystavenych Cd. V kofenech vSech oSetfenych
rostlin bylo zaznamenano mirné snizeni hladiny exprese AtNRAMP1, pfiCemzZ nejvice
v tomto smyslu zapUsobila kombinace PI-55 s kadmiem. V pfipadé AtNRAMP3 byl
pozorovan pokles exprese ve vSech pfipadech a nejvétsi pokles byl vzdy sledovan ve
spojeni s kadmiem. Vzhledem ke kontrole byl gen AtZIP4 exprimovan ve vSech rostlinach
normalné kromé rostlin oSetfenych BA, kde byla jeho exprese snizena (viz Graf 12).
Hladina exprese AtFRO2 a AtIRT1 byla vyrazné zvySena ve v8ech oSetfenych rostlinach
az na rostliny, které byly vystaveny pusobeni PI-55. Hladina AtFRO2 byla v tomto pfipadé
normalni a AtIRT1 byl zvySen oproti ostatnim variantam daleko méné. NejvySsi hladina
exprese AtFRO2 byla zaznamenana u rostlin oSetfenych pouze kadmiem a v pfipadé

AtIRT1 byla nejvy$Si hladina pozorovana pfi pouZiti BA s kadmiem (viz Graf 13).
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Graf 12: Vliv kadmia (10uM), cytokininu BA (10nM) a antagonisty cytokinini PI-55 (10nM)

na hladinu exprese vybranych gen( transportérd kovu v kofenech Ctyftydennich rostlin A.

thaliana.
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Graf 13: Vliv kadmia (10uM), cytokininu BA (10nM) a antagonisty cytokinini PI-55 (10nM)
na hladinu exprese dvou kli€ovych gent pfijmu a transportu zeleza kofeny &tyftydennich

rostlin A. thaliana.
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6.1.5. Hladina exprese genu AtACSS8

Relativni hladina exprese AtACS8 byla sledovana v rostlinach zminénych
v predchozich kapitolach (6.1.2.; 6.1.3.; 6.1.4.). V pfipadé tfidenniho stresu kadmiem byl
pozorovan narust exprese AtACSS8 v kofenech i nadzemnich &astech, pficemz nejvétsi
vzrust byl zaznamenan treti den. Pisobenim 1nM PI-55 doSlo k poklesu exprese tohoto
genu v kofenech i nadzemnich &astech rostlin, zatimco v pfipadé 100nM PI-55 a 10nM
BA byl pokles pozorovan pouze v kofenech. Naopak 10nM BA ve spojeni s kadmiem
zpusobil v kofenech vyznamné zvySeni exprese. Hladina AtACS8 zlstala u rostlin
oSetfenych 10nM PI-55 nezménéna a v kombinaci s kadmiem byl sledovan jen mirny

narast (viz Tab. 1).

Tab. 1: Hladina exprese genu AtACS8 v jednotlivych Castech A. thaliana za rliznych
podminek. Cd bylo vZdy pouzito 10uM.

Nadzemni

OsSetreni Koreny SD casti SD
Cd 1. den 3.160 0,673 3.050 0,623
Cd 2. den 2.344 0,239 2.417 0,588
Cd 3. den 3.857 0,515 4.144 0,864
1nM PI-55 0.628 0,088 0.293 0,053
10nM PI-55 1.089 0,174 1.302 0,349
100nM PI-55 0.253 0,016 0.795 0,098
10 nM BA 0.337 0,092 0.885 0,252

Cd 1.733 0,325 - -

10nM PI-55 0.977 0,108 - -

10nM PI-55 + Cd 1.451 0,257 - -

10nM BA 0.211 0,071 - -

10nM BA + Cd 1.959 0,436 - -

6.2. Western blot

Po izolaci proteini z kofent hydroponicky péstovanych rostlin, které byly oSetfeny
DMSO (kontrola), 10uM Cd + DMSO, 10nM PI-55, 10nM PI-55 + 10uM Cd, 10nM BA
nebo 10nM BA + 10uM Cd, byla provedena jejich elektroforéza a western blot. Nasledné

byl pomoci protilatek ve vSech vzorcich detekovan protein AtIRT1.
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Nejvétsi mnozstvi proteinu AtIRT1 bylo zaznamenano v rostlinach, které byly
oSetfeny BA. O néco méné tohoto proteinu bylo pozorovano u kontrolnich rostlin a jesté
méné u rostlin, které byly vystaveny plsobeni latky PI-55. V pfipadé variant s kadmiem
bylo mnoztvi AtIRT1 jesté vice snizeno a nejmenSi mnozstvi tohoto proteinu bylo

obsazeno v kofenech rostlin, které byly osetfeny PI-55 s kadmiem (viz Obr. 11).
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Obr. 11: Vliv kadmia (10uM), cytokininu BA (10nM) a antagonisty cytokinini PI1-55 (10nM)

na mnozstvi proteinu AtIRT1 v kofenech A. thaliana.
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6.3. Stanoveni flavonoidu

Mnozstvi flavonoidu bylo sledovano v hydroponicky péstovanych rostlinach, které
byly oSetfeny DMSO (kontrola), 10uM Cd + DMSO, 10nM PI-55, 10nM PI-55 + 10uM Cd,
10nM BA nebo 10nM BA + 10uM Cd, a dale v nadzemnich &astech rostlin, které byly
vystaveny tfidennimu stresu kadmiem.

V kofenech A. thaliana, které byly oSetfeny BA, BA s kadmiem a PI-55, bylo vétsi
mnozstvi flavonoidd nez v kontrolnich rostlinach. V nadzemnich &astech rostlin bylo vSak
zvySené mnozstvi flavonoidd pozorovano pouze v pfipadé BA. Pfi pouziti jakékoli
kombinace s kadmiem doslo v kofenech i nadzemnich ¢astech rostlin ke snizeni mnozstvi
flavonoidd jak vaci kontrolnim rostlinam, tak i vic¢i variantdm bez kadmia (viz Tab. 2).

V pfipadé nadzemnich C&asti rostlin, které byly vystaveny tfidennimu stresu
kadmiem, bylo mnozsvi flavonoidi po prvnim dni stresu mirné zvySeno. Dal$i dny vSak

mnozstvi flavonoidd klesalo (viz Tab. 3).
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Tab. 2: Vliv kadmia (10uM), cytokininu BA (10nM) a antagonisty cytokinint PI-55 (10nM)
na koncentraci [uM] a relativni mnozstvi flavonoidu [%)] v kofenech a nadzemnich ¢astech

A. thaliana. Relativni mnozstvi je vztazeno ke kontrolnim vzorkim.

Osetieni Kofreny Nadzemni ¢ast
[uM] [%] [uM] [%]
Kontrola 0,857 100 352,732 100
Cd 0,813 95 261,973 74
BA 1,259 147 428,045 121
BA + Cd 0,782 91 260,589 74
PI-55 1,036 121 298,313 85
PI-55 + Cd 0,723 84 197,107 56

Tab. 3: Koncentrace [uM] a relativni mnozstvi flavonoidl [%] v nadzemnich Castech A.

thaliana béhem tfidenniho stresu 10uM Cd. Relativni mnozstvi je vztazeno ke kontrolnim

vzorkdm.
OsSetreni Nadzemni ¢ast
[uM] [%]
Kontrola 340,054 100
Cd 1. den 380,946 109
Cd 2. den 296,125 85
Cd 3. den 270,679 77

6.4. Meéreni ploch listl A. thaliana

Plochy listd byly méfeny u rostlin, které byly péstovany na 2 MS médiu
s fytagelem a oSetfeny DMSO (kontrola), 10uM Cd + DMSO, 1-100nM PI-55 nebo
1-100nM PI-55 + 10uM Cd. V grafu 14 jsou uvedeny naméfené plochy listt v pribéhu &tyr
dnd, pfi€emz prvni den byly rostliny staré 11 dni. Je ziejmé, Ze plocha listt vSech rostlin
se s pfibyvajicimi dny postupné zvétSovala. Vyrazné mensSi plochy listd oproti kontrolnim
rostlinam mély rostliny pod vlivem kadmia a 100nM PI-55, naopak rostliny s vyznamné
vétdi listovou plochou byly vystaveny viivu 1 a 10nM PI-55. Rostliny, které byly oSetfeny
1-100nM PI-55 s kadmiem, mély plochu listl vétSi nez kontrolni, ale zaroveri o néco

mensi nez rostliny pod vlivem 10nM PI-55.
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Graf 14: Vliv kadmia (10uM) a antagonisty cytokinint PI-55 (1-100nM) na plochu lista A.
thaliana v prabéhu ¢&tyf dnll. OdliSna pismena a, b, ¢, d oznaduji statistickou vyznamnost

jednotlivych oSetfeni vici ostatnim.

6.5. Stanoveni etylenu

Mnozstvi vyprodukovaného etylenu za 24 hodin bylo méfeno u rostlin, které byly
péstovany na 2 MS médiu s fytagelem a oSetfeny DMSO (kontrola), 10uM Cd + DMSO,
10nM PI-55, 10nM PI-55 + 10uM Cd, 10nM BA nebo 10nM BA + 10uM Cd. Nejvice
etylenu vyprodukovaly rostliny, které byly pod vlvem BA s kadmiem. Znacné vétsi
mnozstvi oproti kontrolnim rostlinam vyprodukovaly také rostliny stresované pouze
kadmiem. Rostliny o$etfené BA a PI-55 s kadmiem vytvofiliy srovnatelné mnozstvi etylenu
jako kontrolni. Nejniz§i produkce etylenu byla zaznamenana v pfipadé rostlin s PI-55 (viz
Graf 15).
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Graf 15: Vliv kadmia (10uM), cytokininu BA (10nM) a antagonisty cytokinind PI-55 (10nM)

na mnozstvi vyprodukovaného etylenu [nl/ml].

7. Diskuze

Vtéto praci byl sledovan vliv 10uM kadmia, cytokininu (10nM BA) nebo
antagonisty cytokinin (1-100nM PI-55) na expresi genu v rostlinach, jejichz produkty se
Ucastni metabolismu a signalizace cytokininu, transportu kovl a odpovédi na stres. Dale
byl pozorovan u¢inek 10uM kadmia, 10nM BA nebo 10nM PI-55 na mnozstvi proteinu
AtIRT1 v kofenech, na velikost plochy listd rostlin, na mnozstvi flavonoidd
a vyprodukovaného etylenu rostlinami.

Exprese genl cytokininového metabolismu byla zatim zkoumana zejména pfi
stresu suchem, zaplavenim, vysokymi koncentracemi soli atd., ale b&hem stresu
kadmiem se expresi téchto genll zabyvali pouze autofi Sofo et al. (2013), a to jen
v omezené mife (AtCKX1, AtIPT7). Exprese genu AtIPT1 byla zvySena v kofenech,
pfizemnich rdzicich i prytech A. thaliana, které byly pod dlouhodobym stresem kadmia.
V kofenech byl pozorovan také narust hladiny exprese AtIPT2, 7 a 9. Podle vyzkumu,

ktery proved| Sofo et al. (2013) vSak byla hladina exprese v pfipadé AtIPT7 snizena, coz
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mulze byt zpldsobeno jinymi podminkami, za kterych byly rostliny péstovany. Dale se
ukazalo, Zze kadmium vyvolava pokles hladiny exprese AtIPT2, 7 a 9 v pfizemnich
rlzicich. Snizena exprese genu AtIPT7 byla také popsana autory Le et al. (2012), jednalo
se vsak o listy sdji. V ramci této prace se ukazalo, Ze stres kadmiem pusobi na biosyntézu
cytokinini zejména v kofenech a pfizemnich razicich A. thaliana.

V kofenech rostlin vystavenych dlouhodobému stresu kadmiem byla zvySena
exprese genu AtCKX1, 2, 3, 4 a 7. Autofi Sofo et al. (2013) také prokazali narUst exprese
AtCKX1 v kofenech rostlin A. thaliana, které byly pod vlivem kadmia. V dfivéjSich studiich
provedenych autory Le et al. (2012), které byly zaméfeny na expresi genll pod vlivem
sucha, pozorovali v kofenech séji vzrist expese vétSiny GmCKX. V pfipadé AtCKX2 a 3
byl zaznamenan narust exprese i v pfizemnich rlQzicich a prytech, naopak exprese
AtCKX1 a 4 byla v pfizemnich rGzicich snizena.

Hladina exprese genu AHK3 v rostlindch, které byly pod dlouhodobym vlivem
kadmia, byla v kofenech zvySena, zatimco v pfizemnich ruzicich byl pozorovan jeji
pokles. Dale byla zvySena hladina zaznamenana v kofenech a prytech v pfipadé AHKA4.
Z vysledkl vyplyva, Ze pfi stresu kadmiem dochazi v kofenech a prytech k posileni
signalnich drah cytokininl. Exprese téchto genl byla dale sledovana u A. thaliana, které
byly vystaveny tfidennimu stresu kadmiem. Prvni den bylo vzdy zaznamenano vychyleni
exprese nad nebo pod normalni hladinu, ale béhem nasledujicich dnu exprese postupné
nabyvala trendu, ktery byl pozorovan u dlouhodobé stresovanych rostlin. Napfiklad
hladina exprese AHK3 v kofenech byla prvni den po aplikaci kadmia mirné sniZena, ale
potom dochazelo k jejimu postupnému vzristu. Exprese genu AHK2 byla prvni den po
oSetfeni kadmiem zvySena v kofenech i nadzemnich ¢astech rostlin, ale v nasledujicich
dnech doslo k jejimu poklesu. To odpovida faktu, ze hladina AHK2 byla po dlouhodobém
stresu nezménéna. V pipadé AHK4 byl druhy den po vystaveni stresu kadmiem
zaznamenan pokles exprese jak v kofenech, tak v nadzemnich ¢astech, avsak treti den
byla hladina exprese opét normalni. Dle vysledku |ze usuzovat, Ze hladina tohoto genu
v nasledujicich dnech dale vzristala. Dasledek tfidenniho stresu kadmiem byl vSak
v pfipadé genl ARR5 a 15 pfesné opalny nez u stresu dlouhodobého. Pfi tfidennim
stresu dochazelo ke snizovani hladiny téchto genu v kofenech a naopak ke zvySovani
v nadzemnich d&astech. Po dlouhodobém stresu byl pokles exprese zaznamenan
v nadzemnich ¢&astech a hladina v kofenech nepatrné vzrostla. Z vySe popsanych
vysledka vyplyva, Ze béhem dlouhodobého stresu kadmiem dochazi ke zvySovani
exprese genl AtCKX, jejichz produkty se podili na odbouravani cytokinind. To maze
zpUsobovat snizenou hladinu ARR5 a 15, jelikoz na jejich aktivaci se podili pravé

cytokininy.
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V kofenech A. thaliana, které byly po dobu 5-ti tydnu vystaveny ucinku kadmia,
byla pozorovana vyrazné nizka exprese genu AtIRT1. U rostlin, které byly kadmiu
vystaveny pouze 4 tydny, byla vSak hladina AtIRT1 vyznamné vysoka. | v pfipadé
tfidenniho stresu kadmiem doslo v kofenech jiz druhy den ke zvySeni exprese tohoto
genu. Kadmium pro svUj pfenos v ramci rostliny muize vyuzivat transportér AtIRT1, coz
vS§ak postupné vede k nedostatku zeleza (Baxter et al., 2008). Z vysledkl Ize usuzovat, ze
se Ctyftydenni rostliny snazi kompenzovat nedostatek Zeleza nadmérnou expresi AtIRT1,
ale paty tyden je exprese potlatena. To muze byt zpusobeno stafim rostlin, které jiz
mohou mit dostateéné zasoby Zeleza, nebo se tak rostliny brani nechténému vstupu
kadmia do rostliny. V pfipadé teorie, ze rostliny dostatek Zeleza nemaji, je mozné, ze se
rostliny snazi doplnit Zelezo jinym zpusobem, a to zvySenou expresi AtZIP4. Tento
transportér je totiz dllezity pro pfenos esencialnich prvkl, jako je Zn, Fe a Mn, ale
bohuZzel diky nému opét nechténé dochazi k pfenosu kadmia (Maser et al., 2001). Toto
tvrzeni vyplyva z vysledkd, kdy druhy a tfeti den stresu kadmiem byla zaznamenana
snizena exprese AtZIP4 jak v kofenech, tak v nadzemnich &astech, ale pfi dlouhodobém
stresu byla jeho exprese naopak normalni nebo zvySena. Hladina exprese genu jiného
transportéru kovl, a to AtABCC1 umisténého v tonoplastech, byla v kofenech prvni den
po vystaveni kadmiu zvySena a v dalSich dnech dochazelo k jejimu poklesu. Mirné
snizeni exprese AtABCCL1 bylo také pozorovano v kofenech dlouhodobé stresovanych
rostlin, ale v pfizemnich rizicich byla jeho exprese zvySena. Da se tedy pfedpokladat, ze
rostliny zvySuji svoji toleranci ke kadmiu jeho ukladanim do vakuol v listech v pfizemni
rizici. Béhem tfidenniho stresu kadmiem dale doslo k poklesu hladiny AtNRAMP3, coz
bylo pozorovano i v kofenech rostlin dlouhodobé& vystavenych kadmiu. V pfizemnich
rbzicich vSak byla hladina tohoto genu i genu AtNRAMP1 zvySena, coz také nasvédCuje
tomu, Ze se rostliny snazi kadmium detoxifikovat ve svych nadzemnich &astech.

V rostlinach, které byly vystaveny tfidennimu stresu kadmiem, byla navic
sledovana exprese genll AtCAT1 a AtCAT2. Po prvnich dvou dnech expozice kadmiem
bylo v kofenech pozorovano zvyseni hladin jejich exprese, ale tfeti den byla hladina stejna
jako v kontrolnich rostlinach. V nadzemnich ¢astech byla hladina AtCAT1 a 2 zvySena, ale
béhem tfi dnl se postupné snizovala. Autory Saffar et al. (2009) bylo jiz ukazano, ze
vlivem kadmia dochazi v nadzemnich Castech A. thaliana k poklesu aktivity katalazy,
naopak z bakalafské prace autorky Halifové (2011) vyplyva, Ze stres kadmiem vede
k jejimu zvySeni. Je mozné, Ze se vysledky téchto praci li§i v dusledku rozdilného stafi
rostlin, a je jisté, zZe katalaza hraje urcitou roli v odpovédi rostlin na stres kadmiem. Bylo
by vS§ak vhodné tento enzym dale prozkoumat.

Aplikaci cytokininu (10nM BA) a antagonisty cytokinind (1-100nM PI-55) byla

ve 12-ti dennich rostlinach snizena exprese genu AtABCC1. V kofenech ¢tyftydennich
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rostlin byla vSak hladina tohoto genu normalni a v pfipadé oSetfeni latkou PI-55 dokonce
zvySena. Dalo by se predpokladat, ze PI-55 timto zplsobem rostlindm pomaha
z dlouhodobého hlediska detoxifikovat t&€Zzké kovy, ale pfi oSetfeni rostlin PI-55 s kadmiem
zUstala hladina genu AtABCC1l nezménéna. V kofenech rostlin vystavenych vlivu
cytokininu nebo PI-55 doslo dale k poklesu exprese AtNRAMP1 a 3, pficemz tento trend
byl dale prohlouben v sou¢asné pfitomnosti kadmia. Jiz bylo fe€eno, Ze se AtNRAMP1
a 3 nejspiS podileji na distribuci kadmia v nadzemnich castech, coz vysvétluje jejich
pokles v kofenech. V nadzemnich €astech rostlin, které byly oSetfeny pouze cytokininem
nebo riznymi koncentracemi PI-55, bylo detekovano snizeni hladiny genu AINRAMP1 ve
vSech pfipadech a AINRAMP3 bylo sniZzeno pouze pfi pouziti 1 nebo 10nM PI-55. Latka
P1-55 podporuje rist postrannich kofenu, coz pravdépodobé vede k dostate¢nému pfijmu
Zivin. Ke snizeni exprese AtNRAMP3 mohlo dojit diky tomu, Ze tyto rostliny nepotiebuji
ziskavat dalsi zelezo ze zasob ve vakuolach. Hladina genu AtZIP4 byla v kofenech 12-ti
dennich i ¢tyftydennich rostlin oSetfenych pfislusnymi latkami nebo kadmiem viceméné
stejna jako u rostlin kontrolnich. V nadzemnich &astech rostlin oSetfenych BA nebo
1-100nM PI-55 vSak doslo k poklesu jeho exprese. To by mohlo byt uzite¢né v pfipadé
kombinace téchto latek s kadmiem, protoze by tak mohlo dojit ke sniZeni jeho pfijmu.

Gen AtIRT1 byl vyrazné exprimovan v kofenech 12-ti dennich rostlin oSetfenych
10nM BA nebo 10nM PI-55, coZz bylo potvrzeno i u C&tyftydennich rostlin. NejvysSi
koncentrace PI-55 (100nM) zpUsobila pokles exprese. U &tyftydennich rostlin byl sledovan
i vliv kadmia spole¢né s pfislusnymi latkami, ktery zpusobil jeSté vétSi narust exprese
tohoto genu. Podobny trend byl zaznamenan i v pfipadé AtFRO2, jehoz produkt redukuje
zelezo, které se poté pomoci IRT transportéri dostava do bunék (Robinson et al., 1999).
Je ovSem zajimavé, ze pfi detekci proteinu AtIRT1 bylo jeho mnozstvi v rostlinach
oSetfenych kombinaci s kadmiem snizeno. Lze tedy pfedpokladat, ze i kdyz dochazi
k vyrazné expresi tohoto genu v rostlinach vystavenych kadmiu, je zabranéno jeho
pfepisu do proteinu. Nejmensi mnozstvi proteinu AtIRT1 bylo pozorovano v rostlinach
oSetfenych PI-55 s kadmiem, ¢imz se pravdépodobné& brani daldimu pfijmu kadmia.
Zrostlin pod vlivem kadmia bylo nejvétSi mnoZstvi tohoto proteinu zaznamenano
v kombinaci s BA, coz odpovidalo i vzhledu téchto rostlin, které nesly nejmarkantnég;jsi
znaky vyvolané kadmiem. K vizualnimu rozdilu mezi témito rostlinami (PI1-55 + Cd a BA
+ Cd) maze vést také exprese néjakého neprozkoumaného transportéru nebo fakt, ze
u rostlin s PI-55 dochazi k prodluzovani kofenu, a tim rostliny pfijimaji vice Zivin, coz jim
pomaha pfi sou¢asném stresu kadmiem. BA jako cytokinin pravé naopak rust kofenu
inhibuje, coz vede, stejné jako pfi stresu kadmiem, ke zkracovani kofenl. Nejvétsi
mnoZzstvi proteinu AtIRT1 bylo v rostlinach s BA, ¢emuZ odpovidala i zvySena exprese

genu AtIRT1. Ztoho Ize odvodit, ze v pfipadé téchto rostlin k zablokovani pfepisu
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nedochazi. Podle autorll Séguéla et al. (2008) vSak v pfitomnosti BA dochazi k poklesu
exprese genu AtIRT1 a nasledné i vznikajiciho proteinu. Zde se nase vysledky rozchazeji,
coz je zpUsobeno hlavné tim, Ze autofi analyzovali rostliny staré maximalné 9 dni.

Dale bylo v rostlinach stanoveno mnozstvi flavonoidd. Cytokinin benzylaminopurin
a antagonista PI-55 zpUsobil v kofenech zvy$eni mnozstvi flavonoidl oproti kontrole
a v pfipadé BA byl pozorovan narust i v nadzemnich ¢astech. V celé rostliné zplsobila
pritomnost kadmia snizeni mnozstvi flavonoidu jak vuci kontrole, tak i vuci variantam bez
kadmia. Tyto vysledky tak potvrzuji to, co uz zjistila i autorka Halifova (2011) ve své
bakalarské praci. Béhem tfidenniho stresu kadmiem také postupné dochazelo k poklesu
flavonoidu. Z vysledki je patrné, ze kadmium ma na mnozstvi flavonoidd negativni vliv.

U rostlin byl také sledovan vliv latky PI-55, v€etné kombinaci s a bez kadmia, na
rist plochy listd b&hem prvnich &tyf dnt po pfenosu do 24-jamkovych desek s 2 MS
médiem a fytagelem. Nejvétsi listovou plochu vykazovaly rostliny oSetfené latkou PI-55
v 1 a 10nM koncentraci. Jiz dfive bylo prokazano, ze PI-55 podporuje prodluZovani
kofenu (Spichal et al., 2009). To muze byt divodem pro zvétSeni plochy listu, jelikoz
rostliny s PI-55 svym rozsahlejSim kofenovym systémem ziskavaji vice zivin pro celkovy
rist. NejvySSi pouzitd koncentrace PI-55 (100nM) se vSak ukazala jako pfili§ vysoka,
jelikoz na velikost plochy listh pusobila negativné. Toto muze byt zpusobeno
i agonistickou aktivitou PI-55 na receptorech. Autofi Gemrotovéa et al. (2013) ukazali, Ze
k prodluzovani kofenu rostlin oSetfenych PI-55 dochazi i v pfitomnosti kadmia, pfi¢emz je
znamo, ze kadmium ma negativni vliv na rast kofenl i nadzemnich ¢asti rostlin (Barcelo
et al.,, 1988). V této praci byly také v pfitomnosti kadmia pozorovany mensi plochy listd,
ale v kombinaci s PI-55 byly listové plochy vétSi nez u kontrolnich rostlin. PI-55 tedy
opravdu zvySuje odolnost rostlin i proti stresu kadmiem.

Dale byla pozorovana jak exprese genu AtACSS8, jehoz produkt se tc€astni tvorby
etylenu, tak i hormonu etylenu samotného. Rostliny v pfitomnosti kadmia vyprodukovaly
znacné mnozstvi etylenu, coz bylo potvrzeno i zvySenou expresi genu AtACS8. Nejvétsi
vzrist hladiny AtACS8 byl zaznamenan béhem pvnich tfi dnUd expozice kadmiem, coz
poukazuje na velmi rychlou reakci rostlin vuci stresu. V pfipadé testovanych latek doslo
k nejvétsi produkci etylenu rostlinami pod vlivem BA s kadmiem a nejmensi produkce byla
zaznamenana u rostlin s BA, PI-55, PI-55 s kadmiem a kontrolnich, ¢emuz odpovidala
i exprese genu AtACSS.

Vyvstava otazka, zda rostliny oSetfené PI-55 v pfitomnosti kadmia opravdu
pfijimaji tolik kadmia jako rostliny, které oSetfeny nejsou. Jsou opravdu schopny odolavat
kadmiu jen diky vétSimu kofenovému systému a snizené percepci cytokinini nebo
v téchto rostlinach existuji dalSi mechanismy, které vstupu kadmia bud zabraniuji (viz

velmi nizké mnozstvi proteinu AtIRT1), nebo ho néjakym zplsobem transportuji tam, kde
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neni tolik Skodlivé? Proto by bylo vhodné zméfit napfiklad pomoci ICP-MS mnozstvi
kadmia v rostlinach s PI-55 a bez néj. Pfedbézné vysledky z téchto méfeni (Gemrotova,
nepublikovana data) ukazuji, Ze rostliny oSetfené antagonistou v 10nM koncentraci maji
stejné mnozstvi kadmia jako rostliny pouze stresované, pfiCemz oproti nim vykazuji vétsi

biomasu. Latka PI-55 by se tak skute¢né mohla vyuzivat pro fytoremediaci.

8. Zaver

Znecdisténi prostfedi téZkymi kovy je celosvétovy problém, nebot se tyto kovy
uvoliuji bé&znymi Cinnostmi, jako jsou napfiklad spalovani uhli, zemniho plynu, ropy
a jinych odpadnich materiall. Zatimco nizké koncentrace Cu, Fe, Ni, Zn jsou pro rostliny
esencialni, jiné kovy v&etné kadmia jsou pro rostliny velmi toxické. Kadmium ma negativni
ucinek na fyziologické a biochemické procesy v rostlinach, ¢imz naruSuje jejich rast
a vyvoj. Pro pochopeni mechanismd, které v rostlinach probihaji béhem reakci na stres
téZzkymi kovy, je nutné porozumét i metabolismu rostlinnych hormonu v&etné cytokinind,
ale také sledovat transport téchto kovu v rostlinach. Jelikoz je kadmium rostlinami snadno
pfijimano a transportovano do nadzemnich ¢asti, stava se soucasti potravniho retézce,
¢imz mize dale ohrozovat zdravi zvifat i lidi. Z zivotniho prostfedi je tedy vhodné tézké
kovy odstranovat, a to napfiklad pomoci rostlin (fytoremediace). Rastové regulatory, jako
napfiklad antagonista cytokinin PI-55 by mohl proces fytoremediace vylepSit, protoze
pozitivné pusobi na rostliny i béhem stresu kadmiem.

Cilem této prace bylo sledovat expresi gen(, jejichz produkty se ucastni
metabolismu a signalizace cytokininu, transportu kovli a odpovédi na stres v rostlinach A.
thaliana vystavenych kadmiu, cytokininu benzylaminopurinu nebo antagonistovi cytokininG
PI-55. V pfipadé transportéru AtIRT1, ktery kromé& Zeleza pfenasi i kadmium, bylo
sledovano také jeho proteinové mnozZstvi v kofenech. UvaZujeme-li pouze vysledky
exprese gend, které v této praci byly sledovany, pak je biosyntéza cytokininu v rostlinach
pod vlivem kadmia zvySena v kofenech a snizena v pfizemnich razicich. Ke zvySené
degradaci cytokininl dochazi pravdépodobné zejména v kofenech a v pfipadé AtCKX2
a AtCKX3 i v nadzemnich &astech, v kofenech a prytech jsou také posileny signalni drahy
cytokininli. Transportér AtABCC1 se dle vysledku ukazal byt vyznamym pfi detoxifikaci
kadmia v nadzemnich ¢astech rostlin, kde hraji ddlezitou roli také prenasece AINRAMP1
a AtNRAMP3. Z vysledku dale vyplyva, ze v rostlinach po &tyftydennim stresu kadmiem

i v kombinaci s BA nebo PI-55 dochazi k potlaeni pfepisu genu AtIRT1 do proteinu.
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Vramci této prace byl dale sledovan vliv kadmia, cytokininu a antagonisty
cytokinin na mnozstvi flavonoidu, plochy listd a produkci etylenu rostlinami. Bylo zjisténo,
ze kadmium ma na mnozstvi flavonoidi negativni vliv. V pfipadé velikosti ploch listd A.
thaliana byl zaznamenan pozitivni uc¢inek 1 a 10nM PI-55, a to dokonce i v kombinacich
s kadmiem. Podle mnozstvi vyprodukovaného etylenu rostlinami bylo potvrzeno, ze tento
hormon hraje dulezitou roli i béhem stresu kadmiem.

Pro hlubSi pochopeni mechanismd ucinku cytokinini a transportu kovi béhem
stresu kadmiem by bylo vhodné provést detekci dalSich proteind, jejichz geny se ukazaly
byt v reakci na stres zajimavé. Dale by bylo Zadouci zméfit mnozstvi cytokinind i jinych
hormonu v rostlinach béhem stresu kadmiem po aplikaci cytokininového antagonisty
a také zjistit mnozstvi dalSich tézkych kovu a jejich celkovou distribuci v téchto rostlinach.
Jestlize by se tento rastovy regulator za¢al nékdy pouzivat v zemeédélstvi, zvySeny obsah
nékterych kovu v rostliné by byl urcité nezadouci. V pfipadé uspésnych vysledkd v dalSich

studiich by mohla tato latka zvySit celkovou efektivitu fytoremediacnich technologii.
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9. Seznam pouzitych zkratek

ABC ATP-binding cassete

ACS 1-aminocyklopropan-1-karboxylat syntaza
ADP Adenosin 5°-difosfat

AHK Histidinkindza v A. thaliana

AHP Histidinovy protein pro pfenos fosfatu v A. thaliana
AMP Adenosin 5°-monofosfat

APS Peroxodisiran amonny

APX Askorbat peroxidaza

ARR Regulator odpovédi v A. thaliana
Asp Kyselina asparagova

At Arabidopsis thaliana

ATP Adenosin 5 -trifosfat

BA Benzylaminopurin (benzyladenin)
BCA Kyselina bicinchoninova

BOMA N6-(benzyloxymetyl)adenosin

CAT Katalaza

CAX Cation/proton exchanger transporter
CDF Cation diffusion facilitator

CDK Cyklin dependentni kinaza

CHASE Cyclase/histidine kinase associated sensing extracellular
CKX Cytokinin dehydrogenaza

Clath Clathrin

CPPU N-(2-chlor-pyridin-4-yl)-N'-fenylurea
cZ cis-zeatin

dH,O Destilovana voda

DMAPP Dimetylalyl pyrofosfat

DMSO Dimetylsulfoxid

DPU N,N-difenylmo&ovina

DHz Dihydrozeatin

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EDTA Kyselina etylendiamintetraoctova
FAD Flavin adenin dinukleotid

FRO Ferric reductase oxidase

Gm Glycine max
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GPX
GR
HA-8
HK
HMA
HMBDP
HMW
HP
HRP
INCYDE
ICP-MS
iP
iPRMP
iPRDP
iPRTP
IPT

IRT
LGR-991
LMW
LOG
MES
MS

mT
MTP
NRAMP
oT

PE

PC
PCR
PCS
PI-55
gRT-PCR
ROS
RNA
RR

RQ
SAG

Guajakol peroxidaza

Glutation reduktaza
N°-(buta-2,3-dienyl)adenin
Histidinkinaza

Heavy metal ATPase
Hydroxymetylbutenyl difosfat

High molecular weight

Histidinovy protein pro pfenos fosfatu
Kfenova peroxidaza
2-chlor-6-(3-metoxyfenyl)aminopurin
Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Isopentenyladenin

Isopentenylribosid monofosfat
Isopentenylribosid difosfat
Isopentenylribosid trifosfat
Isopentenyltransferaza

Iron regulated transporter
6-(2,5-dihydroxybenzylamino)purin
Low molecular weight

Lonely guy

Kyselina 2-(N-morfolino)etan sulfonova
Murashige & Skoog

meta-topolin

Metal tolerance protein

Natural resistance associated macrophage protein
ortho-topolin

Polypropylen

Fytochelatin

Polymerazova fetézova reakce
Fytochelatin syntaza
6-(2-hydroxy-3-metylbenzylamino)purin
Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case
Volné kyslikové radikaly

Ribonukleova kyselina

Regulator odpovédi

Relativni hladina exprese

Senescence associated gene
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SDS
SOD
TBS
TDZ
TEMED
Tmr
Tris

tZ
tZRMP
UGT
ZIP

Dodecylsulfat sodny

Superoxid dismutaza
Tris-buffered saline
Thidiazuron
Tetrametylendiamin

Tumour morfology root
Tris(hydroxymetyl)aminometan
trans-zeatin

trans-zeatinribosid monofosfat
Glukosyltransferaza

Zinc-regulated transporter/iron-regulated transporter-related protein
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