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ABSTRAKT 
Optimální teplota je jednou ze základních podmínek pro správný růst a vývoj rostlin. 

Jelikož se v současnosti teplota podnebí neustále zvyšuje, je snahou objasnit chování 

rostlin v odpovědi na zvýšenou teplotu a jiné abiotické stresy. S odpovědí na zvýšenou 

teplotu je spojováno několik skupin fytohormonů, a to auxiny, gibereliny, 

brassinosteroidy a nově také cytokininy. Vzhledem k tomu, že vliv teploty na modulaci 

cytokininové signalizace prozatím nebyl popsán, stal se námětem této práce. Analýza 

transgenních rostlin s cytokininovým reportérem TCSn::GFP odhalila, že zvýšená teplota 

vede ke zvýšení cytokininové signalizace v kořenové špičce sedmidenních klíčních 

rostlin Arabidopsis thaliana L. Podrobná analýza exprese genů zapojených do 

signalizační kaskády cytokininů prokázala, že teplota moduluje expresi některých ARR 

typu A i B a krátkodobou odpovědí klíčních rostlin na zvýšení teploty je represe 

markerových genů cytokininové odpovědi ARR5 a ARR7.  

Klíčová slova: cytokininy, teplota, cytokininová signalizace, skotomorfogeneze, 

Arabidopsis thaliana 

ABSTRACT 
Optimal temperature is one of the key environmental factors necessary for regular 

plant development, growth and production. Since ambient temperature is increasing due 

to global warming, response of the plants to increased ambient tempareture is in the focus 

of the recent plant research. In this context, phytohormones like auxins, gibberellins, 

brassinosteroids and newly cytokinins were shown to modulate plant response to 

increased temperature. Despite of high cytokinin impact on plant development and 

growth, the effect of the temperature on cytokinin signalling haven´t been studied yet. 

Analysis of cytokinin marker line TCSn::GFP showed that long-time higher temperature 

treatment increase cytokinin signalling in root tips of model plant Arabidopsis thaliana. 

Detailed RT-qPCR analysis of genes participating in cytokinin signalling showed that 

temperature modulates expression of both ARR type A and B genes. Moreover, short-

time temperature treatment was shown to decrease expression of cytokinin markers ARR5 

and ARR7 in whole-seedling samples. 

Key words: cytokinins, temperature, cytokinin signalling, skotomorphogenesis, 

Arabidopsis thaliana  
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1  POUŽITÉ ZKRATKY 
ADP   adenosindifosfát 

AHK   histidinkináza u Arabidopsis 

AHP   histidinfosfotransferový protein u Arabidopsis 

AMP   adenosinmonofosfát 

ATP   adenosintrifosfát 

APT   adeninfosforibosyltransferáza 

ARR   regulátory odpovědi u Arabidopsis 

Asp   aspartát 

BA    benzyladenin 

CDK   cyklin-dependentní protein kináza 

cDNA   komplementární DNA 

CKX   cytokininoxidáza/dehydrogenáza 

CPPU    N-fenyl-N´-[2-chloro-4-pyridyl]urea 

CRF   cytokininové faktory odpovědi (v signální dráze cytokininů) 

cZ    cis-zeatin 

DHZ   dihydrozeatin 

DMAPP   dimethylallyldifosfát 

DMSO  dimethylsulfoxid 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

ENT   transportéry nukleosidů (Equlibrative Nukleoside Transporter) 

FAD   flavinadenindinukleotid 

GFP   zelený fluoreskující protein 
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His    histidin 

HPt   histidinfosfotransferový protein 

iP    isopentenyladenin 

IPT   isopentenyltransferáza 

iPR   isopentenylribosid 

KMD   KISS ME DEADLY 

LOG   fosforibohydroláza (LONELY GUY) 

MEP   methylerythritolfosfátová dráha  

MVA   mevalonátová dráha 

PCR   polymerázová řetězová reakce 

PIF   fytochrom interagující faktor 

PIN   auxinové effluxové přenašeče 

PUP   purinovápermeáza 

RNA   kyselina ribonukleová 

RT-qPCR  kvantitativní RT-PCR 

RTP   primery pro reverzní transkripci 

SAM   vrcholový apikální meristém 

SCF    S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN1/Cullin/F-box,E3 

ubiquitin ligázový komplex 

TCSn   Two Component Signaling Sensor, transgenní linie Arabidopsis  

UBQ10  ubikvitin 10 (referenční gen) 

UPL   universal probe library (sondy) 

  



 11 

2  ÚVOD 
Teplota je jedním z klíčových faktorů ovlivňujících vývoj a růst rostlin. I malé změny 

v teplotách mohou mít zásadní vliv na životní procesy, od klíčení až po kvetení. Jedním 

z aktuálních témat jsou klimatické změny působící na ekosystémy a biodiverzitu. 

I nepatrné zvyšování teploty může mít na rostliny negativní dopad, jako například 

zvýšenou spotřebu vody. Pochopení, jak rostlina reguluje adaptaci k teplotním změnám, 

může přinést nové možnosti pro zemědělství (Franklin a Wigge, 2014).  

Tyto adaptivní strategie rostliny jsou regulovány mnoha faktory, zejména 

fytohormony. Fytohormony nejsou zapojeny pouze v odpovědi na změny podmínek, ale 

účastní se všech životních procesů v rostlině. Nejvýznamnější z nich jsou auxiny, 

cytokininy, gibereliny a kyselina abscisová. 

Tato bakalářská práce se zabývá cytokininy. Cytokininy byly objeveny v 50. letech 

20. století právě díky jejich schopnosti podporovat buněčné dělení a dle toho také 

nazvány. Mezi další efekty cytokininů patří také oddálení senescence, podílí se na tvorbě 

vrcholového apikálního meristému nebo na transportu a příjmu živin. Dále se účastní 

regulace diferenciace chloroplastů či zvýšení odolnosti vůči suchu. V současné době se 

rovněž prokázalo, že tato skupina hormonů hraje významnou roli v modulaci odpovědi 

rostliny ke zvýšené teplotě, ale vliv teploty na hladiny cytokininů a jejich signalizací je 

zatím nejasný.  
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3  CÍL PRÁCE 
Jelikož dodnes není známo, jak zvýšená teplota ovlivňuje biosyntézu cytokininů 

a jejich signalizaci, stala se tato problematika tématem mojí bakalářské práce. Cílem tedy 

je zpracovat literární přehled o rostlinných hormonech cytokininech, zejména o jejich 

metabolismu a signalizaci v rostlině. Nedílnou součást teoretické části tvoří také přehled 

vlivu teplotního stresu na rostliny. Pro objasnění vlivu teploty na cytokininovou 

signalizaci jsme se rozhodli analyzovat rostliny exprimující GFP v závislosti na síle 

cytokininové signalizace pomocí konfokální mikroskopie. Dále byla v praktické části 

provedena kvantitativní RT-PCR, pomocí které byla stanovena exprese genů ARR za 

standardních teplotních podmínek (20 °C) a podmínek mírného teplotního stresu (29 °C). 

ARR (z angl. Arabidopsis Response Regulator) typu A mohou být využity jako 

markerové geny hladiny cytokininů, neboť jsou exprimovány v celém rostlinném těle 

a jsou transkripčně indukovány v odpovědi na exogenní cytokininy.  
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4  LITERÁRNÍ PŘEHLED 
 

4.1 Fytohormony 
V rostlinách najdeme látky, které regulují vývojové a růstové procesy. Tyto látky 

obecně nazýváme růstové regulátory. Mezi růstové regulátory patří rostlinné hormony 

(fytohormony) a další látky s regulační aktivitou. Dříve byly často také děleny na látky 

inhibující nebo stimulující, ovšem toto rozdělení není vhodné, neboť některé látky mohou 

v jistých koncentracích inhibovat, v jiné stimulovat (Procházka, 1998). Jedná se 

především o auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou a etylen. Také jsou 

známy další skupiny fytohormonů, jako jsou brassinosteroidy, strigolaktony, polyaminy, 

kyselina jasmonová, kyselina salicylová, peptidové hormony a oxid dusnatý (Davies, 

2004). 

Nejdéle známými fytohormony jsou auxiny. Hlavním účinkem auxinů je stimulace 

prodlužovacího růstu a také stimulace dělení buněk. Dále udržují apikální dominanci 

a podporují tvorbu adventivních kořenů (Procházka, 1998). Prodlužovací růst 

nadzemních částí rostlin stimulují také gibereliny. Děje se tak prostřednictvím stimulace 

přechodu z fáze G1 do fáze S buněčného cyklu. Naopak kyselina abscisová působí 

inhibičně na prodlužovací růst. Kyselina abscisová dále urychluje stárnutí a stimuluje 

buňky opadové zóny na rozhraní řapíku a čepele, a tím urychluje opad listu. Podobně 

může působit i plynný fytohormon etylen. Jeho nejvýraznějším účinkem je urychlení 

zrání plodů prostřednictvím aktivace tvorby hydrolytických enzymů, které způsobují 

degradaci pektinů, celulózy a škrobu (Procházka, 1998). 

4.2 Cytokininy 
Cytokininy jsou fytohormony ovlivňující buněčné dělení, růst, apikální dominanci, 

příjem živin. Dále se podílejí na vývoji embrya a gametofytu, nebo se také účastní 

odpovědi na biotický a abiotický stres.  

Cytokininy lze podle jejich biologické aktivity definovat jako látky, které stimulují 

buněčné dělení v přítomnosti auxinu. Strukturně to jsou deriváty adeninu, substituované 

v poloze N6. Po navázání ribózy v poloze N9 vznikají ribosidy. V případě navázání 

kyseliny fosforečné v poloze 5 na ribóze dochází ke vzniku ribotidů. Ribosidy i ribotidy 
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mají sníženou biologickou aktivitu. Nejvyšší aktivitu vykazují cytokininy nacházející se 

jako volné báze (Procházka et al., 1998). 

Jako první byl izolován 6-furfurylaminopurin z autoklávované DNA a nazván kinetin 

(Miller et al., 1955). Kinetin se v rostlinách přirozeně nenachází, je to vedlejší produkt 

degradace DNA způsobeným teplotním stresem (Taiz a Zeiger, 2010). O několik let 

později byla Lethamem izolována látka se stejnou biologickou aktivitou z nezralého 

endospermu kukuřice (Zea mays) a nazvána zeatin. Jelikož postranní řetězec zeatinu 

obsahuje dvojnou vazbu, nachází se ve dvou konfiguracích: trans a cis. Ve vyšších 

rostlinách se nacházejí obě jeho formy (Taiz a Zeiger, 2010). 

 

Obr. 1: Chemická struktura kinetinu (Procházka, 1998) 

 

Nejběžnější cytokininy obsahují isoprenoidní postranní řetězec, podle něhož jsou 

nazývány isoprenoidní cytokininy (Kieber a Schaller, 2014). Mezi zástupce 

isoprenoidních cytokininů řadíme isopentenyladenin (iP), trans-zeatin (tZ), cis-zeatin 

a dihydrozeatin (Mok a Mok, 2001). Druhou skupinou jsou cytokininy aromatické, mezi 

které patří o- a m-topolin, což jsou hydroxylované deriváty benzyladeninu v poloze ortho- 

a meta- (Strnad, 1997). Mezi další látky s cytokininovou aktivitou řadíme deriváty 

močoviny, z nichž některé jsou také vysoce aktivní. Příkladem může být thidiazuron nebo 

CPPU (N-fenyl-N´-[2-chloro-4-pyridyl]urea) (Mok a Mok, 2001). 
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Obr. 2: Chemická struktura zástupců isoprenoidních cytokininů isopentenyladeninu 

a trans-zeatinu (Kieber a Schaller, 2014) 

 

4.2.1 Biosyntéza cytokininů 

Za biosyntézu cytokininů zodpovídá enzym isopentenyltransferáza. Poprvé byl tento 

gen ipt identifikován u bakterie Agrobacterium tumefaciens a nazván tmr gen (z angl. 

tumour morphology root; Akiyoshi et al., 1984). V genomu Arabidopsis se nachází 9 ipt 

genů, a to AtIPT1 až AtIPT9. Fylogenetické analýzy odhalily, že AtIPT2 (At2g27760) 

a AtIPT9 (At5g20040) kódují tRNA-IPT. Zbylých sedm je blízce příbuzných 

s bakteriálními ipt geny (Kieber a Schaller, 2014). AtIPT2 a AtIPT9 jsou exprimovány ve 

všech pletivech, ale v proliferujících pletivech vykazují vyšší expresi (Miyawaki et al., 

2004).  Mezi další enzymy podílející se na biosyntéze patří cytokinin trans-hydroxyláza 

a cytokinin nukleosid 5´-monofosfátfosforibohydroláza (LOG; Kudo et al., 2010). 

Biosyntéza isoprenoidního cytokininu tZ může probíhat dvěma způsoby. Enzym 

isopentenyltransferáza přenáší isopentenylovou skupinu z DMAPP (dimethylallyl 

difosfát) na ADP (adenosindifosfát) nebo ATP (adenosintrifosfát). Zde DMAPP pochází 

z methylerythritol fosfátové (MEP) dráhy probíhající v plastidech. Vzniklé iP ribotidy 

jsou následně hydroxylovány na trans-zeatinové ribotidy pomocí CYP735A1 nebo 

CYP735A2 (Takei et al., 2004). Tyto trans-hydroxylázové enzymy jsou kódovány geny 

CYP735A1 (At5g38450) a CYP735A2 (At1g67110; Kieber a Schaller, 2014). Při druhém 

způsobu prekursor DMAPP pochází z mevalonátové (MVA) dráhy lokalizované 

v cytosolu, nicméně v Arabidopsis většina syntetizovaného tZ pochází právě z MEP 

dráhy (Kasahara et al., 2004). Biosyntéza cZ je iniciována tRNA-

isopentenyltransferázou, která katalyzuje prenylaci tRNA za použití DMAPP (Kudo 

et al., 2010). Primární produkty syntézy jsou tedy isopentenyladenosin-5´-trifosfát nebo 
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isopentenyladenosin-5´-difosfát (Zalabák et al., 2013). 

Přeměna cytokininů na jejich aktivní volné báze se uskutečňuje buď dvou krokovou 

dráhou, nebo mohou být přímo přeměny na volné báze pomocí enzymové rodiny 

LONELY GUY (LOG). LOG kódují enzymy, které se účastní posledního kroku syntézy 

bioaktivních cytokininů. Tyto enzymy přeměňují neaktivní nukleotid cytokininu na volné 

báze cytokinin-specifickou fosforibohydrolázovou aktivitou. Jedná se o přeměnu ribosid 

5´-monofosfátu na bázi a ribóza-5´-monofosfát (Kurakawa et al., 2007).  LOG je 

specificky zapojen do aktivace cytokininů, neboť hydrolyzuje pouze cytokinin ribosid-5´-

monofosfát a nikoli AMP (Kuroha et al., 2009). LOG mediátorové RNA jsou specificky 

exprimovány v apikálním meristému (Kurakawa et al., 2007). V Arabidopsis se nachází 

devět genů kódujících tyto enzymy (AtLOG 1 až AtLOG 9), nicméně přímá aktivace 

cytokininů je regulována sedmi z nich (Kuroha et al., 2009). Tyto geny jsou v různých 

částech rostliny rozdílně exprimovány. Nejčetnější jsou transkripty genů LOG1 a LOG8 

(Kuroha et al., 2009). Dvoukroková dráha se skládá z defosforylace ribotidů a následné 

přeměny na volné báze (Kudo et al., 2010). 

4.2.2 Inaktivace cytokininů 

Rostliny mají několik mechanismů, kterými regulují homeostázu cytokininů. Hladina 

aktivních cytokininů může být snížena degradací nebo konjugací (Frébort et al., 2011). 

Dalším způsobem může být opačná reakce k reakci katalyzované LOG, tedy konverze 

aktivních volných bází na neaktivní nukleotidy (Zhang et al., 2013). Klíčovým enzymem 

v této konverzi je enzym APT1 (z angl. Adenine Phoshoribosyl Transferase 1). Ztráta 

aktivity APT1 vede k mnoha odpovědím regulovaných cytokininy, jako je například 

oddálení stárnutí nebo akumulace antokyanů (Zhang et al., 2013). 

Cytokininové báze mohou konjugovat s glukózou na pozici N3, N7 a N9 adeninového 

kruhu a na hydroxylových skupinách postranního řetězce (Frébort et al., 2011). N-

glykosylace nastává na dusíku v poloze N7 nebo N9 purinového kruhu a je irreverzibilní. 

O-glykosylace může nastat na postranním řetězci zeatinu nebo dihydrozeatinu. Tento děj 

je vratný, zpět na volné báze se může přeměnit pomocí β-glukosidázy (Brzobohatý et al., 

1993). Díky tomuto mechanismu slouží O-glykosylované cytokininy jako zásobní formy 

hormonu. V Arabidopsis se nachází 5 genů kódující tyto glukosyltransferázy, dva kódují 

proteiny pro N-glykosylaci a tři pro O-glykosylaci (Kieber a Schaller, 2014). Konjugace 
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s glukózou znemožňuje cytokininům se navázat na receptory AHK v Arabidopsis 

(Spíchal et al., 2004).  

Degradace cytokininů je katalyzována enzymem cytokinin oxidázou/dehydrogenázou 

(CKX), který nevratně odštěpuje postranní řetězec z polohy N6 molekuly adeninu u tZ 

a iP. Jelikož enzym štěpí nenasycené postranní řetězce, tak u DHZ a BA není toto 

odštěpení možné (Kieber a Schaller, 2014). Ve všech rostlinných druzích CKX enzymy 

obsahují kovalentně navázanou molekulu FAD (Frébort et al., 2011). Genom Arabidopsis 

kóduje 7 cytokinin oxidáz, a to AtCKX1 až AtCKX7. Tyto enzymy byly nalezeny i u 

dalších rostlinných druhů, například u kukuřice bylo charakterizováno 13 ZmCKX nebo 

11 u rýže. Mohou mít odlišnou regulaci exprese i intracelulární lokalizaci genového 

produktu (Schmülling et al., 2003; Zalabák et al., 2016). U Arabidopsis vykazují nejvyšší 

enzymatickou aktivitu AtCKX2 a AtCKX4. Všech sedm enzymů působí spíše jako 

dehydrogenázy než oxidázy, neboť u všech byla zvýšena aktivita při měření 

s elektronovým akceptorem (Galuszka et al., 2007). Tyto oxidázy/dehydrogenázy 

irreverzibilně inaktivují cytokininy (Kieber a Schaller, 2014).  

 

Obr.3: Reakce katalyzovaná enzymem CKX (Schmülling et al., 2003) 

 

4.2.3 Transport 

Dříve se myslelo, že cytokininy jsou syntetizovány v kořenech a dále transportovány 

xylémem. Dnes je již známo, že cytokininy jsou syntetizovány i v nadzemních částech 

rostliny (Kudo et al., 2010). Geny IPT a LOG, zodpovědné za biosyntézu cytokininů, se 

exprimují v různých částech Arabidopsis (Kieber a Schaller, 2014). Jelikož jsou 

cytokininy mobilní hormony, musí vyšší rostliny obsahovat importní a exportní systémy 

pro transport cytokininů přes plazmatické membrány. 

Jako cytokininové přenašeče pracují dvě genové rodiny, a to purinové permeázy PUP 
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a transportéry nukleosidů ENT (z angl. Equlibrative Nukleoside Transporter).  

V Arabidopsis byla identifikována AtPUP1 (Arabidopsis thaliana purin permeáza 1) 

a AtPUP2 (Gillissen et al., 2000). AtPUP1 přenáší adenin a další nukleobáze. Studiemi 

s využitím radioaktivně značeného cytokininu bylo dokázáno, že se AtPUP1 může podílet 

na transportu cytokininů (Bürkle et al., 2003). AtPUP1 funguje jako membránový 

protonový kotransporter, jelikož příjem je závislý na energii a probíhá proti 

koncentračnímu gradientu. Jeho gen je exprimován ve všech orgánech kromě kořenů, což 

souvisí se skutečností, že převážná část cytokininů je syntetizována v kořenech a musejí 

tak být transportovány do nadzemních částí rostliny (Gillissen et al., 2000).  Druhým 

cytokininovým přenašečem je ENT rodina. Tyto přenašeče zprostředkovávají transport 

cytokininů typu tZ (Zhang et al., 2014). V Arabidopsis thaliana bylo nalezeno 

genomovým sekvenováním osm genů ENT (AtENT1 až AtENT8; Li et al., 2003).  

Transport cytokininů na dlouhé vzdálenosti se uskutečňuje v xylému, hlavně ve formě 

tZ-ribosidů (Hirose et al., 2007). Pro přenos tZ je nezbytný ABCG14 (ATP-binding 

cassette transporter). ABCG14 zprostředkovává přenos cytokininů syntetizovaných 

v kořenech do vzrostného vrcholu (Zhang et al., 2014). Floém obsahuje cytokininy typu 

iP, jako jsou iPR a IP-ribotidy. Jeho funkce zde spočívá ve vedení bazipetálního signálu. 

Toto rozdělení může být důležité pro rostlinnou buňku v rozpoznání směru signálu 

zprostředkovaného cytokininy (Hirose et al., 2007). 

4.2.4. Signální dráha 

Cytokininová signální dráha funguje jako modifikovaný bakteriální dvou-

komponentní systém, nicméně s určitými odlišnostmi, jako je například převod signálu 

do jádra (Keshishian a Rashotte, 2015). Bakteriální dvou-komponentní dráha se skládá 

ze senzorové histidin-kinázy, která přijímá signál, a regulátoru odpovědi, který často 

přímo reguluje transkripci cílových genů. Aktivní histidinkináza je dimer, který se obecně 

trans-fosforyluje na konzervovaných histidinových zbytcích. Fosfát je dále přenesen na 

aspartátový zbytek v přijímačové doméně regulátoru odpovědi (Kieber a Schaller, 2014). 

Fosforylace vyvolá konformační změny v regulační doméně, které vedou k odpovědi 

(Stock et al., 2000). U Arabidopsis thaliana se cytokininové signální dráhy účastní tři 

komponenty: hybridní receptorová kináza obsahující histidinkinázovou a přijímačovou 

doménu, AHP proteiny a regulátory odpovědi ARR typu A, nebo ARR typu B (Schaller 

et al., 2015).  
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Obr. 4: Zjednodušené schéma dvoukomponentních fosforylačních systémů, upraveno 

z Keshishian a Rashotte (2015) 

A) Obecná bakteriální dvoukomponentní dráha, kde je vstupní signál zaznamenán 

senzorovou histidinkinázou. Histidinový zbytek je fosforylován a fosfát přechází 

na zbytek kyseliny asparagové v přijímačové doméně regulátoru odpovědi. 

B) Cytokininový vícestupňový fosforylační systém. Vstupní signál je zachycen 

hybridní senzorovou histidinkinázou obsahující přenašečovou i přijímačovou 

doménu s His zbytkem i zbytkem Asp, které jsou fosforylovány. Tento fosfát je 

přenesen na histidinfosfotransferové proteiny a poté na regulátor odpovědi. 

 

4.2.4.1 Cytokininové receptory 

Rodina cytokininových receptorů v Arabidopsis zahrnuje tři histidinkinázy: AHK2 

(At5g35750), AHK3 (At1g27320) a AHK4 (At2g01830), také nazývanou CRE1 nebo 

WOL1 (Ueguchi et al., 2001). Jedná se o transmembránové proteiny 

s transmembránovým segmentem, typickou ligand-vázající doménou, konzervovanou 

histidinkinázovou doménou a přijímačovou doménou (Shi a Rashotte, 2012). Nacházejí 

se převážně v endoplazmatickém retikulu (Wulfetange et al., 2011). Extracytosolická část 

obsahuje CHASE doménu, cytosolická část má histidinkinázovou a C-koncovou 

přijímačovou doménu s vysoce konzervovanými zbytky zodpovědnými za enzymatickou 

funkci (Kieber a Schaller, 2014). Po navázání cytokininu na CHASE doménu dojde 

k autofosforylaci na His zbytcích v histidinkinázové doméně a fosforylová skupina je 

přenesena na Asp zbytek v jeho přijímačové doméně (Osugi a Sakakibara, 2015). CHASE 
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doména obsahuje 200 až 300 aminokyselinových zbytků a váže nízkomolekulární ligandy 

(Anantharaman a Aravind, 2001). Tyto receptory vykazují různý stupeň afinity pro různé 

cytokininy a také mají rozdílnou expresi. Obecně jsou ale nejvíce exprimovány 

v proliferujících pletivech, jako jsou meristematické oblasti kořene a vzrostného vrcholu, 

laterální kořenová primordia a mitoticky aktivní oblasti mladých listů (Kieber a Schaller, 

2014). AHK2 a AHK3 jsou hlavně exprimovány v nadzemních částech rostliny, zatímco 

AHK4 je nejhojnější v kořenech (Ueguchi et al., 2001). Z tohoto uspořádání lze určit i 

funkční roli receptorů, například AHK2 a AHK3 souvisí s regulací senescence listů 

(Keshishian a Rashotte, 2015). AHK4 je hlavním regulátorem růstu kořene, kde 

kontroluje buněčnou proliferaci a elongaci (Kieber a Schaller, 2014). Analýza 

aminokyselinové sekvence ukázala, že sekvence těchto receptorů jsou vysoce homologní 

(Ueguchi et al., 2001). Každý z receptorů je určen primárně pro jejich funkci, například 

AHK4 je hlavním regulátorem primárního růstu kořene, AHK3 reguluje cytokininy 

indukovanou fotomorfogenezi. Nicméně žádná z odpovědí rostliny není regulována 

pouze jedním receptorem, což potvrzuje funkční překrytí jednotlivých prvků signální 

dráhy (Kieber a Schaller, 2014). 

4.2.4.2 HPt proteiny 

Dalšími účastníky signální dráhy jsou HPt proteiny (z angl. Histidin Phosphotransfer 

Proteins). Jejich funkce spočívá v přenosu fosforylové skupiny z přijímačové domény 

aktivované histidinkinázy v cytosolu na přijímačovou doménu regulátoru odpovědi 

v jádře. Genom Arabidopsis kóduje 5 HPt proteinů (AHP1 až AHP5), které obsahují 

konzervované zbytky nezbytné pro jejich aktivitu, a jeden pseudoHPt (AHP6), který 

neobsahuje His zbytek nezbytný pro fosforylaci (Kieber a Schaller, 2014). Každý z nich 

obsahuje okolo 150 aminokyselin s velmi podobnými sekvencemi (Suzuki et al., 2000). 

Fylogenetické analýzy odhalují, že AHP2, AHP3 a AHP5 jsou si blízce příbuzné a také 

mají podobný expresní profil (Suzuki et al., 2000). AHP6 funguje jako negativní regulátor 

cytokininové signální dráhy (Mähönen et al., 2006). AHP proteiny si udržují konstantní 

rozložení mezi jádrem a cytosolem nezávislé na přítomnosti nebo absenci cytokininů 

(Punwani a Kieber, 2010).  

4.2.4.3 Regulátory odpovědi 

Regulátory odpovědi jsou proteiny, které fungují jako transkripční faktory aktivované 

fosforylací, nebo působí jako represory (Kakimoto, 2003). Jsou rozděleny do tří skupin 
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podle přítomnosti GARP domény na ARR typu A, ARR typu B a ARR typu C 

(Keshishian a Rashotte, 2015). 

Odpověď na úrovni transkripce cílových genů je zprostředkována regulátory 

odpovědi ARR typu B. V genomu Arabidopsis se nachází 11 těchto regulátorů patřících 

do tří podrodin. Podrodina 1 zahrnuje ARR1, ARR2, ARR10, ARR11, ARR12, ARR14 

a ARR18. Do podrodiny 2 patří pouze dva členové, a to ARR13 a ARR21. Třetí 

podrodina obsahuje také dva členy ARR19 a ARR20 (Kieber a Schaller, 2014). Každý se 

skládá přijímačové domény dlouhé okolo 120 aminokyselin a z velké C-koncové extenze, 

která se může v délce lišit.  Přijímačová doména je vysoce konzervovaná a obsahuje Asp 

zbytek, který je fosforylován (Hosoda et al., 2002). V C-koncové extenzi se nachází také 

konzervovaná část 60 aminokyselin nazvaná β motiv nebo GARP doména. Tento β motiv 

je představitelem GARP motivů, díky němuž se regulátor naváže do velkého 

žlábku cílové DNA a aktivuje tak transkripci příslušného genu (Hosoda et al., 2002). 

Z analýzy trojnásobných mutantů bylo zjištěno, že ARR1, ARR10 a ARR12 mají 

nejvýznamnější role v přenosu signálu cytokininů. Mutanti v těchto genech vykazovali 

menší vzrůst kvůli sníženému buněčnému dělení ve vzrostném vrcholu, pozměněné 

koncentrace chlorofylu a antokyanů, nebo také zvýšenou senzitivitu ke světlu (Argyros 

et al., 2008). ARR typu B mohou tvořit homodimery nebo heterodimery a regulovat tak 

svou genovou expresi (Veerabagu et al., 2012).  Jedním z mechanismů, jak regulovat 

funkci ARR typu B, je jejich degradace ubikvitin-proteasomovým systémem (Santner 

a Estelle, 2010). 

ARR typu A fungují jako negativní regulátory cytokininové signalizace a jsou 

transkripčně indukovány cytokininy (D´Agostino et al., 2000). Dále postrádají výstupní 

doménu pro transkripční regulaci (Kieber a Schaller, 2014). V Arabidopsis jich existuje 

deset: ARR3-9 a ARR15-17. Jejich geny jsou uspořádány do pěti párů podle příbuznosti 

jejich sekvencí (D´Agostino et al., 2000). Transkripce ARR5-7 a ARR15 a ARR16 je 

indukována cytokininy, zatímco u ARR4, ARR8 a ARR9 se transkripce razantně nezvyšuje 

(D´Agostino et al., 2000). Existují dva mechanismy, kterými ARR typu A negativně 

regulují cytokininovou signalizaci. Jedním z nich je kompetice mezi ARR A a ARR B 

o fosforylaci AHP proteinů, jelikož typ A i typ B interagují s AHP proteiny (Dortay et 

al., 2006). Při tomto typu regulace je zpětná inhibice přímo úměrná k množství ARR A 

v buňce (Dortay et al., 2006). Zvýšení koncentrace ARR A tedy vede ke snížení 
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fosforylace ARR B, a tím ke snížení transkripčního výstupu ARR B (Kieber a Schaller, 

2014). Druhým způsobem regulace mohou být fosfospecifické interakce s regulačními 

proteiny (To et al., 2007).  

ARR typu C se též nechovají jako transkripční faktory a působí jako negativní 

regulátory CK signalizace, nicméně od ARR typu A se odlišují tím, že jejich exprese není 

indukovaná cytokininy (Keshishian a Rashotte, 2015). Do této skupiny zařazujeme 

ARR22 a ARR24 (Kiba et al., 2004). 

Dále existuje jeden regulátor nezařazený do žádné z těchto skupin ARR23. Má 

zkrácenou přijímačovou doménu a nejspíše nepřijímá fosfát (Keshishian a Rashotte, 

2015). 

4.2.5 Další nekanonické komponenty 

V cytokininové signální dráze existují nejen tyto kanonické komponenty, ale i některé 

další. Jedním z nich jsou proteiny KISS ME DEADLY (KMD), které náleží do rodiny 

F-boxových proteinů. Jejich funkce spočívá v přímé interakci s ARR typu B a jejich 

označení pro degradaci (Kim et al., 2013). KMD proteiny tvoří SCF (z angl. S-PHASE 

KINASE-ASSOCIATED PROTEIN1/Cullin/F-box) E3 ubiquitin ligázový komplex, 

který negativně reguluje cytokininovou odpověď kontrolou hladiny ARR B (Kim et al., 

2013). Dalšími proteiny spojenými se signální kaskádou jsou CRF proteiny (z angl. 

Cytokinin-Response Factors). Nejsou přímo součástí fosforylační dráhy, ale fungují jako 

postranní větev této signalizace a přímo interagují s AHP proteiny (Keshishian 

a Rashotte, 2015). Tyto proteiny jsou transkripční faktory regulované cytokininy, které 

se podílejí na kontrole důležitých procesů, podobně jako regulátory odpovědi (Keshishian 

a Rashotte, 2015). 

4.3 Role cytokininů v rostlinách 
Cytokininy se účastní v rostlině na mnoha procesech během vývoje a růstu. Ve 

spolupráci s auxiny jsou nezbytné pro buněčné dělení. Nejvyšší hladiny cytokininů jsou 

v mitoticky aktivních oblastech, jako jsou kořenové a apikální meristémy (Kieber 

a Schaller, 2014). Buněčný cyklus je regulován cyklin-dependentními protein kinázami 

(CDKs) s jejich regulačními podjednotkami cykliny (Taiz a Zeiger, 2010). Cytokininy 

zvyšují expresi právě genu CYCD3, který kóduje cyklin typu D. Aktivují tak buněčné 

dělení díky indukci CYCD3 v G1-S fázi buněčného cyklu, a tím indukují přechod z G1 
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do S fáze (Riou-Khamlichi et al., 1999). V Arabidopsis je CYCD3 exprimován hlavně 

v apikálním meristému a mladých listových primordiích (Taiz a Zeiger, 2010). 

Cytokininy hrají roli také v G2/M fázi buněčného cyklu (Lipavská et al., 2011).  

4.3.1 Vrcholový apikální meristém 

Vrcholový apikální meristém (SAM, z angl. shoot apical meristem) je vysoce 

specializovaná skupina buněk, z nichž se vyvíjí převážná část rostliny.  Cytokininy jsou 

pozitivní regulátory buněčné proliferace v SAM. KNOTTED-LIKE (KNOX) 

homeoboxové transkripční faktory, které jsou v SAM exprimované, regulují jeho funkci 

kontrolou relativní hladiny cytokininů a giberelinů. KNOX proteiny zvyšují hladinu 

cytokininů a snižují hladinu giberelinů, což je příznivé pro funkci meristému (Kieber 

a Schaller, 2014). V odpovědi na zvýšení hladiny cytokininů jsou KNOX geny 

„nadregulovány“ (Rupp et al., 1999). Z toho vyplývá, že zde hraje roli pozitivní zpětná 

vazba mezi hladinou cytokininů a expresí KNOX genů (Kieber a Schaller, 2014). 

Homeodoménový transkripční faktor WUSCHEL (WUS) pozitivně reguluje buněčnou 

proliferaci zvýšením senzitivity na cytokinin represí ARR typu A (Kieber a Schaller, 

2014).  

4.3.2 Kořenový apikální meristém 

Cytokininy jsou nezbytné pro růst apikálního meristému, nicméně naopak v kořenech 

působí inhibičně na primární růst. Snížení funkce cytokininů vede ke zvětšení 

a prodloužení kořenů (Werner et al., 2003). Negativně regulují velikost dělící zóny 

kontrolou počtu buněčných dělení před diferenciací (Schaller et al., 2014). Cytokininy 

působí inhibičně také na iniciaci tvorby laterálních kořenů, ale elongaci laterálních kořenů 

podporují stimulací buněčného cyklu z G1 do S fáze (Li et al., 2006). Zatímco vývoj 

vrcholového apikálního meristému je u transgenních rostlin s redukovaným obsahem 

cytokininů zakrnělý, u kořenového apikálního meristému je růst zvýšen. Z tohoto 

vyplývá, že cytokininy mají opačnou regulační funkci v kořenovém a vrcholovém 

meristému (Werner et al., 2003).  

4.3.3 Další role cytokininů 

Mezi další významnou roli cytokininů patří oddálení senescence. Genetické analýzy 

tří cytokininových receptorů odhalily, že tento efekt závisí zejména na AHK3 (Kieber 

a Schaller, 2014). Cytokininy s auxiny jsou také základem regeneračních procesů in vitro. 
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Jejich poměr v médiu udává, jakým směrem budou rostliny regenerovat (Procházka, 

1998). Cytokininy také souvisí s regulací příjmu živin z prostředí, například dusíku, 

fosforu nebo síry. Hladina nitrátů dostupných rostlině reguluje endogenní koncentraci 

cytokininů (Argueso, 2009). Cytokininy hrají určitou úlohu při odpovědi na abiotický 

stres, jako je teplo, chlad, sucho nebo zasolené prostředí (Kieber a Schaller, 2014). Dále 

bylo zjištěno, že cytokininy hrají roli v interakcích s patogenem. Aktivace ipt genu 

Agrobacterium tumefaciens vede ke zvýšení hladiny endogenního cytokininu a následné 

hypersenzitivní odpovědi. Při hypersenzitivní odpovědi byla pozorována tvorba lézí ve 

starších listech, která souvisí s rozsáhlou buněčnou smrtí. Dále také inhibice fotosyntézy, 

zvýšené hladiny stresových hormonů nebo oxidativní poškození membrán (Novák et al., 

2013). 

4.4 Teplotní stres 
Teplota zasahuje do mnoha životních projevů rostliny, jako je prodlužovací růst, 

změny v čase kvetení nebo pohyby listů. Teplotní stres přímo ovlivňuje stabilitu 

membrán, proteinů, RNA a také strukturu cytoskeletu (Franklin a Wigge, 2014). 

Fenotypovým projevem vysokých teplot může být elongace hypokotylu, řapíku 

nebo vztyčené listy (Franklin a Wigge, 2014).  

Pojem termomorfogeneze obecně označuje řadu morfologických a stavebních změn 

indukovaných vysokými teplotami, které jsou ještě pod hranicí teplotního stresu (Quint 

et al, 2016). Při zvýšení teploty dochází u rostlin k anatomickým změnám, jako je 

elongace hypokotylu, listová hyponastie, nebo i k dřívějšímu nástupu kvetení (přehledový 

článek Proveniers a Zanten, 2013). Již Gray et al. (1998) dokázali, že teplotně indukovaná 

elongace hypokotylu je podmíněna auxiny a brassinosteroidy. Tento efekt vysoké teploty 

je závislý na světle, jelikož při skotomorfogenezi nedochází k teplotně indukované 

elongaci hypokotylu (Gray et al., 1998). Dnes je již známo, že pro tento proces je 

nezbytná i aktivita giberelinů (Stavang et al., 2009).  Jedním z důležitých transkripčních 

faktorů zapojených v kontrole termomorfogeneze je PIF4, který v rostlině interaguje 

s dalšími proteiny a účastní se tak více signálních drah, například giberelinové a auxinové 

signalizace nebo také světelné signalizace (Koini et al., 2009). PIF4 reguluje hladinu 

auxinu kontrolou exprese genů zodpovědných za biosyntézu auxinu a SAUR genů, které 

podporují elongaci za vysoké teploty (Franklin a Wigge, 2014). PIF4 je tedy důležitým 
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regulátorem auxinové signalizační dráhy, která je zapojena v adaptaci k vysoké teplotě 

(Koini et al., 2009). PIF4 je také zodpovědný za indukci kvetení v odpovědi na zvýšenou 

teplotu. Váže se přímo na promotor lokusu FT (z angl. Flowering locus T) za vysoké 

teploty. Pro brzký nástup kvetení je nezbytná jak abundance PIF4, tak i vysoká teplota, 

neboť teplota tento transkripční faktor stabilizuje (Kumar et al., 2012). Odpověď k vyšší 

teplotě zprostředkovaná PIF4 je úzce spjata se světelnou signalizací prostřednictvím 

jejích klíčových regulátorů DET1 (DE-ETIOLATED1) a COP1 (CONSTITUTIVE 

PHOTOMOPHOGENESIS 1; Delker et al., 2014). DET1 funguje jako represor 

fotomorfogeneze. Mutace v tomto genu způsobí fotomorfogenezi i při vývoji za tmy. 

DET1 přímo ovlivňuje expresi světlem regulovaných genů interakcí s PIF proteiny (Dong 

et al., 2014). Tyto dva výše zmíněné komponenty světelné signalizační dráhy podporují 

expresi PIF4, a tím i teplotně indukovaný elongační růst (Gangappa a Kumar, 2017). 

V regulaci termomorfogeneze je zapojen také transkripční faktor HY5 (Delker et al., 

2014). HY5 se váže na promotory genů spojených s elongací, stejně jako PIF4 a mohou 

tak mít antagonistickou roli v regulaci růstu v odpovědi na environmentální změny. HY5 

tedy kontroluje elongaci zprostředkovanou PIF4 díky kompetitivnímu vázání na cílové 

geny PIF4, nikoliv represí exprese PIF4 (Gangappa a Kumar, 2017). 

V odpovědi na teplotní stres hrají určitou úlohu také cytokininy. Propojení mezi 

cytokininovou signalizací a teplotním stresem může být prostřednictvím toku iontů Ca2+. 

Dále jsou také proteiny cytokininové odpovědi a proteiny odpovědi teplotního stresu 

lokalizovány v chloroplastech, které by mohly být centrem odpovědi na teplotní stres 

(Černý et al., 2014). Cytokininy současně s vysokou teplotou mohou stimulovat 

biosyntézu auxinu díky zvýšené transkripci genu CKRC1 a 2 (z angl. Cytokinin Induced 

Root Curling). Děje se tak prostřednictvím PIF4, který podporuje transkripci těchto genů 

(Di et al., 2016). Také bylo zjištěno, že vyšší hladina cytokininů zvyšuje biosyntézu 

proteinů teplotního šoku a proteinů zapojených v odpovědi na teplotní stimul, a pomáhá 

tak rostlině překonat teplotní stres. Proteomická analýza také odhalila, že se při zvýšené 

hladině cytokininů zvyšuje výskyt proteinů souvisejících s fotosyntetickým 

a antioxidačním systémem, jako je superoxiddismutáza nebo ferredoxin-

NADP(H)oxidoreduktáza (Skalák et al., 2016). 
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5  MATERIÁL A METODIKA 
 

5.1 Rostlinný materiál a jeho kultivace 
Pro sledování vlivu teploty na cytokininovou signalizaci byla vybrána semena 

transgenních rostlin Arabidopsis thaliana TCSn::GFP (z angl. Two Component Signaling 

Sensor; Zürcher et al., 2013). Tato semena byla povrchově sterilizována 70% ethanolem 

po dobu 4 minut. Poté byla vysušena na filtračním papíře a vyseta na ½ Murashige 

a Skoogovo médium s 1% agarem. Médium určené pro rostliny s exogenně zvýšenou 

hladinou cytokininů obsahovalo 10 µM trans-zeatinu rozpuštěného v dimethylsulfoxidu 

(DMSO). Misky byly oblepeny polopropustnou náplastí Medipor, aby byla zachována 

sterilita. Rostliny byly kultivovány při 20 °C a 29 °C po dobu 7 dní za režimu dlouhého 

dne (16 hodin světla/ 8 hodin tma) při světelné intenzitě 20 µmol.m-2.s-1. Tyto misky byly 

vloženy do kultivačních boxů AR361 (Percival Scientific, Inc). Po 7 dnech následovalo 

fotografování rostlin a analýza konfokální mikroskopií. Intenzita fluorescence byla 

měřena v programu ImageJ. Získané hodnoty byly zpracovány v programu Microsoft 

Excel. Celkem byla provedena 3 biologická opakování tohoto experimentu. 

Pro stanovení relativní hladiny exprese markerových genů cytokininů byla vybrána 

semena Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col-0). Semena byla povrchově 

sterilizována 70% ethanolem po dobu 4 minut. Ve sterilním prostředí flowboxu byla 

vyseta na živné ½ Murashige a Skoogovo médium (Duchefa) s 1% agarem. pH bylo 

upraveno přídavkem 1M roztoku KOH na hodnotu 5,7 – 5,8. Pro zachování sterility byly 

Petriho misky oblepeny polopropustnou náplastí Medipor. Tyto misky byly umístěny do 

kultivačního boxu AR361 (Percival Scientific, Inc) za režimu dlouhého dne (16 hodin 

světla/ 8 hodin tma) při světelné intenzitě 20 µmol.m-2.s-1 a třetí den byly sbírány 

v časových bodech 2 hod., 4 hod., 8 hod., 12 hod. a 24 hod. po ošetření zvýšenou teplotou. 

 

5.2 Homogenizace rostlinného materiálu a izolace RNA 
Rostlinný materiál byl homogenizován za přítomnosti tekutého dusíku na 

homogenizátoru MM400 (Retsch GmbH). Izolace a purifikace RNA byla provedena 

s použitím RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). Ke vzorkům bylo přidáno 450 µl RLT 
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pufru s přídavkem ß-merkaptoethanolu a tyto vzorky byly inkubovány při 56 °C po dobu 

3 minut. Lysat byl přenesen do fialových kolon a proběhla centrifugace při 13000 rpm 

a teplotě 4 °C. K supernatantu bylo přidáno 220 µl ethanolu, poté byla směs byla nanesena 

na další kolonu a centrifugována 15 sekund při 14000 rpm. Pro promývání bylo na kolonu 

přidáno 350 µl RW1 pufru a centrifugováno 15 sekund při 14000 rpm. Pro odstranění 

kontaminující DNA byla přidána DNasa I v RDD pufru a ponechána 15 minut při 

pokojové teplotě. Následně byl přidán RPE pufr na kolonu a proběhla centrifugace 

15 sekund při 10000 rpm. Tento krok byl znovu zopakován. Eluce RNA byla provedena 

přidáním 30 µl vody zbavené RNas a centrifugací 1 minutu při 10000 rpm. 

5.3 Reverzní transkripce 
Při reverzní transkripci dochází k přepisu RNA do cDNA pomocí enzymu reverzní 

transkriptasy. Do reakční směsi byl napipetován 1 µg RNA, 3 µl dNTP a 3 µl RTP 

(primery). Reakční směs byla ponechána na cykleru po dobu 10 minut při 70 °C. Následně 

bylo přidáno 8 µl RT pufru a 1 µl reverzní transkriptasy (SuperScript III Reverse 

transcriptase) a vzorky byly znovu umístěny do cykleru na 55 min při 42 °C. Nakonec 

proběhla teplotní inaktivace enzymu při 70 °C po dobu 10 min. Výsledný objem směsi 

činil 40 µl. 

5.4 RT-qPCR 
Reakce byla napipetována pomocí pipetovacího stroje Innovadyne NANODROP II. 

Směs obsahovala 25 µl cDNA a 115,54 µl Master Mixu. Složení master mixu je uvedeno 

v následující tabulce. Pro vizualizaci amplifikované sekvence byly využity UPL sondy 

(z angl. Universal Probe Library). Jedná se o systém 165 specifických hydrolyzačních 

sond, které jsou na 5´ konci značené fluoresceinem a na 3´ konci obsahují zhášeč. Primery 

byly navrženy v programu ProbeFinder Software (Roche). Pro normalizaci výsledků jsou 

použity provozní geny elongační faktor 1 (EF-1a), ubikvitin 10 (UBQ10) a aktin 2 

(ACT2). Destička byla vložena do termocykleru LightCycler 480 II (Roche) s předem 

nastaveným programem (viz Tab.3). 
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Tab.1: Složení reakční směsi Master Mixu 

REAKČNÍ KOMPONENTA OBJEM (µl) 

sonda UPL 3,08 µl 

forward primer 3,08 µl 

reverse primer 3,08 µl 

MM pufr 77 µl 

voda 29,3 µl 

 

 

 

Tab. 2: Sekvence primerů provozních genů, ARR typu A a ARR typu B 

GEN 
 

FORWARD PRIMER 
 

REVERSE PRIMER 
 

ČÍSLO 
SONDY 

Provozní geny 
AT1G07920 EF-1a tctctacttgtccacttttctacagc ttacccatggttagctacttttca 133 
AT4G05320 UBQ10 aagatccaggataaggaaggaatc acgaccatcctccaattgtt 140 
AT3G18780 ACT2 ccgctctttctttccaagc ccggtaccattgtcacacac 30 
ARR typu A 
AT1G59940 ARR3 aggaaacaaacggaagctga atcgaggatgtggctgagag 70 
AT1G10470 ARR4 gtcatcgagagattgcttcgt acgccatccactatctaccg 4 
AT3G48100 ARR5 tcagagaacatcttgcctcgt atttcacaggcttcaataagaaatc 17 
AT5G62920 ARR6 gaacattttgcctcgtattgatag cgagagttttaccggcttca 41 
AT1G19050 ARR7 tcatctgagaacatcttacctcgt ctgctagcttcaccggtttc 6 
AT2G41310  ARR8 acgttcctgcaagaatctcc ggtttcaacttggtaagatcagc 17 
AT2G40670 ARR16 cacaaaaggaatcataaaaagtgg tggaagagagaagacatcgtca 9 
ARR typu B 
AT3G16857 ARR1 gcgcacttcttaagcaggaa tggagtatgcgtcaaagtcg 147 
AT4G31920  ARR10 cttcagcgctgccaatatc gttctccctcaacaactccaa 98 
AT1G67710 ARR11 ggtcttgaattagacctccctgt tgttgcactcccttcatcac 152 
AT2G25180 ARR12 ctccacgatgaagcaggaa aactaaaccctccatatcccaaa 65 
AT2G01760 ARR14 tgtttctgtggcggttcat tgttaacgtcacctctctgtctg 73 
AT5G58080 ARR18 ccagcatgatgtattcgatga cactggcaccattccgtta 63 
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Tab. 3: Program qPCR 

KROK PCR ČAS TEPLOTA (°C) 

počáteční denaturace 10 min 95 

denaturace 10 s 95 

nasedání primerů 30 s 60 

elongace 1 s  72 

počet cyklů 45 
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6  VÝSLEDKY A DISKUSE 
Teplota je parametr, který významně ovlivňuje elongační růst rostlin a mnoho dalších 

procesů (Gray et al., 1998; Franklin a Wigge, 2014). Fytohormony a interakce mezi nimi 

regulují vývoj a růst rostlin, zejména interakce mezi auxiny a cytokininy. Ukazuje se, že 

odpověď ke zvýšené teplotě je také významně regulována hormony. Stejně tak teplota 

ovlivňuje hormony, mění jejich metabolismus a moduluje jejich hladinu (Stavang et al., 

2009). Současné práce dokazují, že mimo auxiny, gibereliny a brassinosteroidy, se na 

regulaci odpovědi k teplotě mohou podílet i cytokininy (Černý et al., 2014; Skalák et al., 

2016). Cytokininy významně ovlivňují růstové procesy, neboť se podílí na regulaci 

buněčného dělení a jsou tedy nezbytné pro správný růst. Není dodnes známo, zda zvýšená 

teplota ovlivňuje cytokininovou signalizaci, a proto byla sledována odpověď 

cytokininové signalizace na zvýšenou teplotu. Záměrně byla vybrána pouze vyšší teplota 

(29 °C), neboť se v současné době při globálním oteplování rostliny musí vypořádat nejen 

s krátkodobými intervaly extrémních teplot, ale i s dlouhodobě zvýšenou průměrnou 

teplotou. Navíc vliv teplotního stresu (40 °C) byl již studován (Skalák et al., 2016).  

6.1 Porovnání vlivu zvýšené teploty a tZ na morfologii klíčních rostlin 

Arabidopsis thalina 

Sledování vlivu působení zvýšení teploty na morfologii rostlin bylo provedeno na 

klíčních rostlinách modelové rostliny Arabidopsis thaliana L. Analýza morfologie byla 

provedena na transgenních rostlinách TCSn::GFP (Zürcher et al., 2013). Ty rovněž 

umožňují sledovat míru cytokininové signalizace, která byla provedena jako následná 

analýza. Klíční rostliny linie TCSn byly kultivovány 7 dní při 20 °C a 29 °C za snížené 

intenzity světla (20 µmol.m-2.s-1), a to na médiích s nebo bez přídavku 10 µM tZ 

(v DMSO). Koncentrace 10 µM tZ byla vybrána jako vysoká hladina, při jejíž aplikaci 

dochází k významné retardaci růstu hlavního kořene. 

Velice nápadnou změnou pozorovanou u klíčních rostlin kultivovaných při 29 °C bylo 

až čtyřnásobné prodloužení embryonálního stonku (dále jen hypokotyl). Tato odpověď 

patří společně s prodlužováním řapíků k nejnápadnějším změnám způsobených zvýšenou 

teplotou (Franklin a Wigge, 2014). Tyto morfologické změny jsou v současné době 

označovány jako termomorfogeneze a jsou do značné míry podobné změnám 

indukovanými zastíněním nebo kultivací rostlin ve tmě (skotomorfogeneze). Každý 
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z těchto faktorů vede k indukci dlouživého růstu ať už u hypokotylů nebo řapíků pravých 

listů. Elongační růst v důsledku zastínění slouží pro rychlejší dosažení světla v rychle 

rostoucí populaci (Franklin a Whitelam, 2005). Při skotomorfogenezi je elongační růst 

důležitý pro dosažení světla (Josse a Halliday, 2008). Při zvýšené teplotě je důvodem 

elongace lepší ochlazování rostliny díky větší výšce a rozestupu listů (Crawford et al., 

2012; Bridge et al., 2013). Podobnost těchto odpovědí je odrazem podobného a částečně 

sdíleného molekulárního mechanismu regulace těchto odpovědí (Jung et al., 2016). 

O klíčních rostlinách ve skotomorfogenezi je známo, že při exogenním ošetření 

cytokininy, je v nich skotomorfogeneze narušena. Cytokininy za tmy mimo jiné inhibují 

prodlužování hypokotylu (Chory et al., 1994) a právě tento účinek byl pozorován i při 

působení zvýšené teploty. Přídavek 10 µM tZ do růstového média značně inhiboval 

teplotou indukovaný růst hypokotylu (Obr. 5). Zvýšená hladina cytokininu tedy narušuje 

teplotou indukovanou termomorfogenezi. Je zajímavé, že podobný projev má i snížení 

hladiny cytokininu. V práci Černého et al. (2014) bylo prokázáno, že narušená 

cytokininová signalizace či snížení hladiny cytokininu pomocí ektopicky exprimovaného 

genu degradace cytokininů CKX, vede rovněž ke snížené odpovědi na zvýšenou teplotu. 

Na základě těchto dat a výsledků zde lze konstatovat, že pro adekvátní odpověď rostliny 

k teplotě je nutná specifická úroveň cytokininové signalizace a odchýlení směrem 

k posílení či oslabení cytokininové dráhy vede k inhibici odpovědi ke zvýšené teplotě. 

Zatímco auxiny, brassinosteroidy a gibereliny podporují elongaci hypokotylu 

(Stavang et al., 2009), cytokininy spíše tlumí tuto odpověď k teplotě.  
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Obr. 5: Fenotyp klíčních rostlin Arabidopsis thaliana kultivovaných při 20 °C, 29 °C 

a na médiu s tZ 

 

Mezi další účinky cytokininů patří regulace buněčného dělení, oddalování senescence, 

inhibice růstu hlavního kořene či indukce tvorby ochranných pigmentů (Taiz a Zeiger, 

2010). Analýza klíčních rostlin odhalila, že některé z efektů cytokininů zůstávají 

zachovány i za vyšší teploty, ale jiné zachovány nejsou, nebo jsou do značné míry 

redukovány. Inhibiční působení cytokininů na prodlužovací růst kořene je značný i za 

zvýšené teploty, což také indikuje, že rostlina je stále citlivá k vysokým dávkám 

cytokininů. Jak je již známo, cytokininy a auxiny mají antagonistické role ve vývoji 

kořene. Cytokininy mohou měnit expresi genů auxinových přenašečů PIN, což může 

ovlivnit distribuci auxinu v kořenovém apikálním meristému (Růžička et al., 2009). 

Inhibiční efekt cytokininu na elongaci kořene tedy zůstává zachován, ale jinak je tomu 

u akumulace antokyanů. Antokyany jsou fialové pigmenty, které mají fotoprotektivní 

nebo antioxidační účinky (Gould, 2004) a bylo již před několika dekádami potvrzeno, že 

aplikace cytokininů vede k jejich zvýšené akumulaci (Deikman a Hammer, 1995). 

U rostliny kultivované ve vyšší teplotě s tZ ovšem nedošlo k akumulaci antokyanů, 

z čehož je patrné, že teplota brání cytokininy indukované akumulaci antokyanů (viz obr. 

5). Tento efekt se zdá být podobný jako u rostlin kultivovaných za nepřítomnosti světla. 



 33 

Jak již bylo zjištěno, při absenci světla cytokininy také nemají žádný efekt na akumulaci 

antokyanů (Vandenbussche et al., 2007). Propojení mezi cytokininovou signalizací 

a světlem spočívá v transkripčním faktoru HY5, který ovlivňuje transkripci světlem 

indukovaných genů a účastní se transkripční regulace biosyntetických enzymů 

antokyanů. Cytokininy za tmy mohou stabilizovat HY5 protein a chránit ho před 

degradací. Stabilizace HY5 vede ke zvýšení exprese genu chalkonsyntázy, která je jedním 

z biosyntetických enzymů antokyanů (Vandenbussche et al., 2007). Podobnost mezi 

skotomorfogenezí a termomorfogenezí naznačuje možnost sdílení části regulačních 

mechanismů, což by mohlo být zajímavým námětem pro další analýzy. 

6.2 Teplota moduluje cytokininovou signalizaci 

Dřívější práce prokázaly, že odpověď ke zvýšené teplotě je modulována hormony, 

a naopak teplota reguluje metabolismus a signalizaci hormonů (Stavang et al., 2009). 

Vzhledem k tomu, že cytokininy dokáží regulovat odpověď k teplotě, bylo snahou ověřit, 

zda teplota rovněž reguluje cytokininovou signalizaci a metabolismus. Odraz vlivu 

teploty na cytokininovou signalizaci byl sledován pomocí transgenních rostlin 

Arabidopsis thaliana TCSn::GFP. Tato linie nese uměle vytvořený konstrukt TCS 

(z angl. Two Component Signaling sensor) složený z promotorové oblasti s opakující se 

(24 krát) sekvencí 5-(A/G)GAT(C/T)-3 a genu kódujícího zeleně fluoreskující protein 

GFP (green fluorescent protein). Opakující se sekvence byla získána z promotorových 

oblastí genů regulovanými cytokininy na základě aktivace pomocí ARR typu B (Zürcher 

et al., 2013). ARR typu B tedy nasedají na tuto sekvenci a spouští expresi GFP. Hladina 

GFP tak přímo odráží aktivitu cytokininové signalizace.  

Tyto transgenní rostliny byly po 7 denní kultivaci podrobeny pozorování konfokálním 

mikroskopem. Nejsilnější signál byl naměřen v kořenových špičkách, proto byla analýza 

zaměřena právě na tuto oblast. Preparát byl rovněž obarven propidium jodidem, aby byla 

ověřena intaktnost buněk. 
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Obr. 6: Fotografie kořenových špiček transgenní linie Arabidopsis thaliana 

TCSn::GFP kultivovaných při 20 °C, 29 °C a na médiu s tZ 

 

Již okometricky bylo zpozorováno, že vyšší intenzitu fluorescence mají kořenové 

špičky klíčních rostlin kultivovaných při 29 °C. Analýza tedy potvrdila vliv teploty na 

cytokininovou signalizaci v oblasti kořenové špičky. Kvantifikace GFP signálu pomocí 

programu ImageJ ukázala, že klíční rostliny kultivované za vyšší teploty vykazovaly 

v kořenové špičce téměř dvojnásobnou intenzitu signálu GFP. U rostlin nebyl pozorován 

žádný negativní vliv teploty na porušení buněk. Vzhledem k pozitivnímu účinku teploty 

na cytokininovou signalizaci bylo v následném experimentu testováno, zda bude mít 

vysoká dávka cytokininu aplikovaná do média rozdílnou aktivaci cytokininové 

signalizace. Pro tento experiment byla vybrána 10 µM koncentrace tZ, která vedla k téměř 

úplné inhibici růstu hlavního kořene u obou teplotních režimů. U obou teplotních variant 

nebyl nalezen statisticky signifikantní rozdíl v míře aktivity cytokininové signalizace. Za 

předpokladu, že teplotou nebyl ovlivněn transport exogenního cytokininu napříč buňkami 

kořenové špičky, které jsou v blízkém kontaktu s médiem, lze tvrdit, že zvýšená teplota 
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již při vysokých hladinách cytokininu nemá na cytokininovou signalizaci další aditivní 

účinek.

 

 Obr. 7: Intenzity signálu fluorescence GFP. Statistické hodnocení bylo provedeno 

pomocí ANOVA s post-hoc analýzou provedenou pomocí Scheffova testu.  

 

6.3 Stanovení relativní hladiny exprese markerových genů cytokininů pomocí 

RT-qPCR 

Jelikož bylo dokázáno, že teplota moduluje cytokininovou signalizaci v kořenové 

špičce, byla následná analýza věnována kinetice změny exprese genů zapojených do 

cytokininové signalizace. Klíční rostliny ekotypu Columbia byly kultivovány po dobu 

3 dnů při 20 °C a následně přeneseny na zvýšenou teplotu 29 °C. Třetí den byl vybrán na 

základě předchozích analýz, které ukázaly, že právě třetí den dochází u klíčních rostlin 

kultivovaných při 29 °C k nejvýraznějšímu prodlužování. Jako markerové geny 

cytokininové signalizace jsou označovány regulátory odpovědi ARR (Arabidopsis 

response regulators). Produkty těchto genů se účastní regulace odpovědi rostliny na 

hladinu cytokininů (přehledový článek Keshishian a Rashotte, 2015). ARR typu B jsou 

a 
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transkripční faktory, které jsou zodpovědné za expresi cytokininy regulovaných genů 

(Kieber a Schaller, 2014). Dále byla sledována exprese genů ARR typu A, které jsou 

transkripčně indukovány v odpovědi na cytokininy a staly se tak reportérovými geny pro 

stanovení cytokininové signalizace. 

Hladiny exprese genů byly sledovány po dobu 24 hodin od ošetření zvýšenou 

teplotou. 
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 Obr. 8: Relativní hladiny exprese genů ARR typu B.  Data reprezentují průměrnou 

hodnotu a směrodatnou odchylku. Hvězdičky označují statisticky signifikantní rozdíl 

mezi daným ošetřením a kontrolou bez ošetření, hodnoceno na základě Studentova 

t-testu (P <0,05). 



 38 

Nejvýznamnějšími ARR typu B jsou ARR1, ARR10 a ARR12 (Ishida et al., 2008). 

Z analýzy trojitých mutantů v těchto genech bylo například zjištěno, že se významně 

podílí na negativní regulaci odpovědi k suchu prostřednictvím cytokininového 

fosforylačního systému (Nguyen et al., 2016). Analýza exprese genů odhalila, že 

u různých transkripčních faktorů působí zvýšená teplota odlišně. Exprese genu ARR1 dvě 

hodiny po přenosu do 29 °C prudce vzrostla, nicméně následně postupně klesala. U 

ARR10 dochází naopak působením teploty ke snížení exprese. Hladina exprese genu 

ARR12 nebyla změněna. Velmi vysoké odchylky v případě ARR18 mohou být způsobeny 

jeho nízkou abundancí, neboť je exprimován ve velmi malém množství a z toho velkou 

částí v reprodukčních orgánech (Araport). Analýza exprese ukázala, že zvýšená teplota 

nepůsobí na různé ARR typu B stejným způsobem. Zatímco u některých dochází 

k aktivaci, u jiných k inhibici. Aby bylo odhaleno, jaká je změna exprese genů zapojených 

do cytokininové signální kaskády, byly stanoveny hladiny exprese ARR typu A. 
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 Obr. 9: Relativní hladiny exprese genů ARR typu A.  Data reprezentují průměrnou 

hodnotu a směrodatnou odchylku. Hvězdičky označují statisticky signifikantní rozdíl 

mezi daným ošetřením a kontrolou bez ošetření, hodnoceno na základě Studentova 

t-testu (P <0,05). 
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Jedním z nejvýznamnějších regulátorů odpovědi cytokininové signální dráhy je 

ARR4. Jeho gen je hojně exprimován v hypokotylu klíční rostliny Arabidopsis a po 

přechodu ke kvetení nejvíce v listové růžici (Araport). ARR4 přímo interaguje se 

světelným receptorem phyB (z angl. Phytochrome B), který kontroluje délku periody 

v červeném světle. phyB je také zapojen ve vnímání teploty a zastává funkci 

termosenzoru během noci (Jung et al., 2016). Mutanti postrádající fytochromovou 

aktivitu mají prodloužené hypokotyly už při 17 °C a jsou již k dalšímu zvyšování teploty 

necitliví, tudíž jsou fytochromy nezbytné pro termomorfogenezi (Jung et al., 2016). 

Kontroly cirkadiánního rytmu se účastní také ARR3, který má podobnou funkci 

jako ARR4 (Salomé et al., 2006). Po stanovení exprese ARR3 i ARR4 se ukázalo, že jejich 

relativní hladiny transkriptů jsou nižší po vystavení teplotě 29 °C. ARR5 a ARR7 jsou 

vhodnými markerovými geny cytokininů, neboť jsou exprimovány ve velkém množství 

v téměř celém rostlinném těle. Analýza exprese prokázala statisticky signifikantní snížení 

exprese genu ARR5. U ARR7 byla exprese také snížena, nicméně na hraně statistické 

signifikance (P < 0.05). Velké odchylky u ARR8 a ARR16 by mohly být způsobeny opět 

nízkou abundancí, protože ARR8 je exprimován v malém množství a ARR16 spíše až 

pozdějších vývojových stádiích, zejména v reprodukčních orgánech (Araport). 

Celkově výsledky z analýzy exprese genů cytokininové signalizace ukazují, že 

krátkodobou odpovědí na zvýšení teploty je snížení exprese regulátorů odpovědi. V brzké 

fázi po přesunu na vyšší teplotu dochází tedy ke snížení exprese cytokininových 

regulátorů odpovědi ARR. Vzhledem k tomu, že zvýšené hladiny cytokininů vedou 

k oslabení odpovědi k teplotě, může být inhibice cytokininové signalizace předpokladem 

pro maximální odpověď ke zvýšené teplotě. Nicméně výsledky z dlouhodobé kultivace 

při zvýšené teplotě získané pomocí analýzy TCS linií ukazují, že tato odpověď může 

záviset na délce kultivace při zvýšené teplotě či konkrétním pletivu rostliny. 

Matematické modely prokázaly, že prodlužovací růst spojený s působením vysokých 

teplot může mít vliv na ochlazování rostlin (Bridge et al., 2013). Tato práce ukazuje, že 

cytokininy podobně jako auxiny hrají významnou roli v regulaci odpovědi rostlin na 

zvýšenou teplotu. Na rozdíl od auxinů se zdá být cytokininová signalizace působením 

teploty oslabena.  
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7  ZÁVĚR 
Teplota je jedním z abiotických faktorů, který přímo ovlivňuje růst a vývoj rostlin 

a má dramatický vliv na rostlinnou produkci. Proto je velmi důležité porozumět 

mechanismům, kterými se rostlina adaptuje na různé teplotní podmínky, a jaké 

fytohormony jsou v tomto procesu zapojeny. Na rozdíl od teplotního stresu není vliv 

zvýšené teploty na cytokininovou signalizaci a vliv cytokininů na termomorfogenezi 

dostatečně prostudován, a to navzdory tomu, že jsou cytokininy významné hormony 

působící na různé procesy od klíčení až po senescenci rostlin. Tato práce poukazuje na 

jistou podobnost vlivu působení cytokininů při termomorfogenezi a skotomorfogenezi. 

U obou těchto procesů je prodlužovací růst inhibován zvýšenou hladinou cytokininů. 

Cytokininová signalizace je jednak závislá na hladině samotných hormonů a jejich 

distribuci v rostlinném těle, ale také na systému signalizace. Tato práce poukazuje na 

dosud neprobádanou problematiku vlivu zvýšené teploty na modulaci cytokininové 

signalizace. Analýza exprese genů zapojených do fosforylační kaskády cytokininové 

signalizace odhalila, že teplota moduluje expresi transkripčních faktorů zapojených do 

cytokininové signalizace, což má ve výsledku negativní vliv na expresi genů primárně 

odpovídajících na cytokininový signál. Matematické modely prokázaly, že prodlužovací 

růst spojený s působením vysokých teplot může mít vliv na ochlazování rostlin. 

Vzhledem k tomu, že zvýšená hladina cytokininů tlumí prodlužování hypokotylu, může 

být negativní vliv teploty na cytokininovou signalizaci předpokladem pro maximalizaci 

odpovědi rostliny ke zvýšené teplotě. Nicméně tato hypotéza vyžaduje ještě další 

experimenty, které by tuto domněnku potvrdily. 

Tato práce byla vypracována za finanční podpory grantu P305/12/2144.  
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9  SEZNAM POUŽITÝCH OBRÁZKŮ 
Obr. 1:  Chemická struktura kinetinu 

Obr. 2:  Chemická struktura zástupců isoprenoidních cytokininů 

 isopentenyladeninu a trans-zeatinu 

Obr. 3:  Reakce katalyzovaná enzymem CKX 

Obr. 4:  Zjednodušené schéma dvoukomponentních fosforylačních systémů 

Obr. 5:  Fenotyp klíčních rostlin Arabidopsis thaliana kultivovaných při 20 °C, 

 29 °C a na médiu s tZ 

Obr. 6:  Fotografie kořenových špiček transgenní linie Arabidopsis thaliana 

 TCSn::GFP kultivovaných při 20 °C, 29 °C a na médiu s tZ 

Obr. 7:  Intenzity signálu fluorescence GFP 

Obr. 8:  Relativní hladiny exprese genů ARR typu B 

Obr. 9:  Relativní hladiny exprese genů ARR typu A 

 

 

 


