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Zakladem teoretické c¢asti prace bude literarni prehled metabolismu cytokinind

a jejich vliv na rast a vyvoj rostlin. Teoretickd ¢ast bude doplnéna o prehled vlivu
teplotniho stresu na rostliny.

. 'V praktické Casti se studentka sezndmi s metodou kultivace semenackd Arabidopsis

thaliana in vitro a pripravou rostlinného materiélu pro naslednou analyzu qRT-PCR.

. Hlavni néaplni laboratorni prace bude stanoveni exprese markerovych gend cytokinin(

u rostlin kultivovanych za standardnich teplotnich podminek a podminek mirného
teplotniho stresu.

. Data z qRT-PCR budou doplnény o analyzu transgennich linii exprimujicich GFP

v zévislosti na sile cytokininové signalizace.

. Soucasti prace bude radné vedeni laboratorniho deniku, do kterého bude studentka

zapisovat veskeré relevantni informace, které se mohly promitnout do koneénych
vysledkd experimentd.
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ABSTRAKT

Optimalni teplota je jednou ze zakladnich podminek pro spravny rist a vyvoj rostlin.
Jelikoz se v soucasnosti teplota podnebi neustdle zvySuje, je snahou objasnit chovani
rostlin v odpovédi na zvysenou teplotu a jiné abiotické stresy. S odpovedi na zvySenou
teplotu je spojovano né€kolik skupin fytohormond, a to auxiny, gibereliny,
brassinosteroidy a nové také cytokininy. Vzhledem k tomu, ze vliv teploty na modulaci
cytokininové signalizace prozatim nebyl popsén, stal se namétem této prace. Analyza
transgennich rostlin s cytokininovym reportérem TCSn::GFP odhalila, Ze zvySena teplota
vede ke zvySeni cytokininové signalizace v kofenové Spi¢ce sedmidennich kli¢nich
rostlin Arabidopsis thaliana L. Podrobnd analyza exprese genl zapojenych do
signaliza¢ni kaskady cytokinini prokdzala, Ze teplota moduluje expresi n€kterych ARR
typu A i B a kratkodobou odpovédi kli¢nich rostlin na zvySeni teploty je represe

markerovych gentll cytokininové odpovédi ARRS5 a ARR7.

Klicova slova: cytokininy, teplota, cytokininova 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 ARRS

and ARR7 in whole-seedling samples.

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

Arabidopsis thaliana
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1 POUZITE ZKRATKY

ADP adenosindifosfat

AHK histidinkinaza u Arabidopsis

AHP histidinfosfotransferovy protein u Arabidopsis
AMP adenosinmonofosfat

ATP adenosintrifosfat

APT adeninfosforibosyltransferaza

ARR regulatory odpoveédi u Arabidopsis

Asp aspartat

BA benzyladenin

CDK cyklin-dependentni protein kinaza

cDNA komplementarni DNA

CKX cytokininoxid4za/dehydrogenaza

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

CRF cytokininové faktory odpovédi (v signélni draze cytokininil)
cZ cis-zeatin

DHZ dihydrozeatin

DMAPP dimethylallyldifosfat

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

ENT transportéry nukleosidll (Equlibrative Nukleoside Transporter)
FAD flavinadenindinukleotid

GFP zeleny fluoreskujici protein



His histidin

HPt histidinfosfotransferovy protein
iP isopentenyladenin

IPT isopentenyltransferaza

iPR isopentenylribosid

KMD KISS ME DEADLY

LOG fosforibohydrolaza (LONELY GUY)
MEP methylerythritolfosfatova drdha
MVA mevalonatova draha

PCR polymerazova fetézova reakce
PIF fytochrom interagujici faktor
PIN auxinové effluxové prenasece
PUP purinovapermeaza

RNA kyselina ribonukleova

RT-qPCR  kvantitativni RT-PCR

RTP primery pro reverzni transkripci
SAM vrcholovy apikalni meristém
SCF S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN1/Cullin/F-box,E3

ubiquitin ligdzovy komplex
TCSn Two Component Signaling Sensor, transgenni linie Arabidopsis
UBQI10 ubikvitin 10 (referencni gen)

UPL universal probe library (sondy)

10



2 UVOD

Teplota je jednim z klicovych faktort ovliviiyjicich vyvoj a rtst rostlin. I malé zmény
v teplotdch mohou mit zdsadni vliv na zivotni procesy, od kli¢eni az po kveteni. Jednim
z aktualnich témat jsou klimatické zmény plisobici na ekosystémy a biodiverzitu.
I nepatrné zvySovani teploty mize mit na rostliny negativni dopad, jako naptiklad
zvysenou spotiebu vody. Pochopeni, jak rostlina reguluje adaptaci k teplotnim zménam,

muze pfinést nové moznosti pro zemedélstvi (Franklin a Wigge, 2014).

Tyto adaptivni strategie rostliny jsou regulovany mnoha faktory, zejména
fytohormony. Fytohormony nejsou zapojeny pouze v odpoveédi na zmény podminek, ale
ucastni se vSech Zivotnich procesii v rostliné. Nejvyznamnéj$i z nich jsou auxiny,

cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova.

Tato bakalafska prace se zabyva cytokininy. Cytokininy byly objeveny v 50. letech
20. stoleti praveé diky jejich schopnosti podporovat bunééné déleni a dle toho také
nazvany. Mezi dals$i efekty cytokinint patii také oddaleni senescence, podili se na tvorbé
vrcholového apikalniho meristému nebo na transportu a piijmu zivin. Déle se Gcastni
regulace diferenciace chloroplastl ¢i zvySeni odolnosti vii¢i suchu. V soucasné dobé se
rovnéz prokdzalo, Ze tato skupina hormont hraje vyznamnou roli v modulaci odpovédi
rostliny ke zvysené teploté€, ale vliv teploty na hladiny cytokinintl a jejich signalizaci je

zatim nejasny.
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3 CIL PRACE

Jelikoz dodnes neni zndmo, jak zvySend teplota ovliviluje biosyntézu cytokininid
a jejich signalizaci, stala se tato problematika tématem moji bakaléaiské prace. Cilem tedy
je zpracovat literarni ptehled o rostlinnych hormonech cytokininech, zejména o jejich
metabolismu a signalizaci v rostliné. Nedilnou soucast teoretické ¢asti tvoii také prehled
vlivu teplotniho stresu na rostliny. Pro objasnéni vlivu teploty na cytokininovou
signalizaci jsme se rozhodli analyzovat rostliny exprimujici GFP v zdvislosti na sile
cytokininové signalizace pomoci konfokalni mikroskopie. Déle byla v praktické casti
provedena kvantitativni RT-PCR, pomoci které¢ byla stanovena exprese geni ARR za
standardnich teplotnich podminek (20 °C) a podminek mirného teplotniho stresu (29 °C).
ARR (z angl. Arabidopsis Response Regulator) typu A mohou byt vyuzity jako
markerové geny hladiny cytokininti, nebot’ jsou exprimovany v celém rostlinném téle

a jsou transkripéné¢ indukovany v odpovedi na exogenni cytokininy.
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4 LITERARNI PREHLED

4.1 Fytohormony

V rostlindch najdeme latky, které reguluji vyvojové a ristové procesy. Tyto latky
obecné nazyvame ristové regulatory. Mezi rustové regulatory patii rostlinné hormony
(fytohormony) a dalsi latky s regulaéni aktivitou. Diive byly Casto také déleny na latky
inhibujici nebo stimulujici, ovSem toto rozdéleni neni vhodné, nebot’ nékteré latky mohou
v jistych koncentracich inhibovat, v jiné stimulovat (Prochdzka, 1998). Jedna se
pfedevS§im o auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou a etylen. Také jsou
znamy dals$i skupiny fytohormont, jako jsou brassinosteroidy, strigolaktony, polyaminy,
kyselina jasmonova, kyselina salicylovd, peptidové hormony a oxid dusnaty (Davies,

2004).

Nejdéle znamymi fytohormony jsou auxiny. Hlavnim G¢inkem auxini je stimulace
prodluzovaciho ristu a také stimulace déleni bun¢k. Dale udrzuji apikdlni dominanci
a podporuji tvorbu adventivnich kofent (Prochdzka, 1998). Prodluzovaci rist
nadzemnich ¢asti rostlin stimuluji také gibereliny. Dé&je se tak prostfednictvim stimulace
ptechodu z faze Gl do faze S bunécného cyklu. Naopak kyselina abscisova plsobi
inhibi¢né na prodluzovaci rust. Kyselina abscisova déale urychluje starnuti a stimuluje
buitkky opadové zény na rozhrani fapiku a Cepele, a tim urychluje opad listu. Podobné
muze pusobit 1 plynny fytohormon etylen. Jeho nejvyraznéj§im ucinkem je urychleni
zrani plodl prostiednictvim aktivace tvorby hydrolytickych enzymd, které zpiisobuji

degradaci pektind, celuldzy a Skrobu (Prochazka, 1998).

4.2 Cytokininy

Cytokininy jsou fytohormony ovliviiujici bunééné dé€leni, rast, apikalni dominanci,
ptijem zivin. Dale se podileji na vyvoji embrya a gametofytu, nebo se také ucastni
odpovédi na bioticky a abioticky stres.

Cytokininy 1ze podle jejich biologické aktivity definovat jako latky, které stimuluji
bunécné deleni v ptritomnosti auxinu. Strukturné to jsou derivaty adeninu, substituované
v poloze N°. Po navézani ribozy v poloze N’ vznikaji ribosidy. V piipadé navazani

kyseliny fosforecné v poloze 5 na rib6ze dochézi ke vzniku ribotida. Ribosidy i ribotidy

13



maji snizenou biologickou aktivitu. Nejvyssi aktivitu vykazuji cytokininy nachazejici se

jako volné baze (Prochéazka et al., 1998).

Jako prvni byl izolovan 6-furfurylaminopurin z autoklavované DNA a nazvan kinetin
(Miller et al., 1955). Kinetin se v rostlinach pfirozené nenachézi, je to vedlejsi produkt
degradace DNA zplsobenym teplotnim stresem (Taiz a Zeiger, 2010). O nékolik let
pozd¢ji byla Lethamem izolovana latka se stejnou biologickou aktivitou z nezralého
endospermu kukufice (Zea mays) a nazvéna zeatin. Jelikoz postranni fetézec zeatinu
obsahuje dvojnou vazbu, nachazi se ve dvou konfiguracich: trans a cis. Ve vyssich

rostlinach se nachdzeji ob€ jeho formy (Taiz a Zeiger, 2010).

H

HN ~ é’—[l ]l
o)

N N

kinetin
Obr. 1: Chemicka struktura kinetinu (Prochdzka, 1998)

Nejbéznéjsi cytokininy obsahuji isoprenoidni postranni fetézec, podle né¢hoZ jsou
nazyvany isoprenoidni cytokininy (Kieber a Schaller, 2014). Mezi zastupce
isoprenoidnich cytokinind fadime isopentenyladenin (iP), trans-zeatin (¢Z), cis-zeatin
a dihydrozeatin (Mok a Mok, 2001). Druhou skupinou jsou cytokininy aromatické, mezi
které patii o- a m-topolin, coz jsou hydroxylované derivaty benzyladeninu v poloze ortho-
a meta- (Strnad, 1997). Mezi dalsi latky s cytokininovou aktivitou fadime derivaty
mocoviny, z nichZ nékteré jsou také vysoce aktivni. Pfikladem mtze byt thidiazuron nebo

CPPU (N-fenyl-N"-[2-chloro-4-pyridyl]urea) (Mok a Mok, 2001).
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Obr. 2: Chemicka struktura zdstupcii isoprenoidnich cytokininii isopentenyladeninu

a trans-zeatinu (Kieber a Schaller, 2014)

4.2.1 Biosyntéza cytokinini

Za biosyntézu cytokininli zodpovida enzym isopentenyltransferdza. Poprvé byl tento
gen ipt identifikovan u bakterie Agrobacterium tumefaciens a nazvan tmr gen (z angl.
tumour morphology root; Akiyoshi et al., 1984). V genomu Arabidopsis se nachdzi 9 ipt
gend, a to AtIPT1 az AtIPTY. Fylogenetické analyzy odhalily, ze AtIPT2 (At2g27760)
a AtIPT9 (At5g20040) koduji tRNA-IPT. Zbylych sedm je blizce piibuznych
s bakterialnimi ipt geny (Kieber a Schaller, 2014). At{IPT2 a AtIPT9 jsou exprimovany ve
vSech pletivech, ale v proliferujicich pletivech vykazuji vyssi expresi (Miyawaki et al.,
2004). Mezi dalsi enzymy podilejici se na biosyntéze patii cytokinin trans-hydroxylaza

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

Biosyntéza isoprenoidniho cytokininu #Z muze probihat dvéma zplsoby. Enzym
isopentenyltransferdza prenasi isopentenylovou skupinu z DMAPP (dimethylallyl
difosfat) na ADP (adenosindifosfat) nebo ATP (adenosintrifosfat). Zde DMAPP pochazi
z methylerythritol fosfatové (MEP) drahy probihajici v plastidech. Vzniklé iP ribotidy
jsou néasledn¢ hydroxylovany na trans-zeatinové ribotidy pomoci CYP735A1 nebo
CYP735A2 (Takei et al., 2004). Tyto trans-hydroxyldzové enzymy jsou kédovany geny
CYP735A1 (At5g38450) a CYP735A42 (Atlg67110; Kieber a Schaller, 2014). Pii druhém
zpusobu prekursor DMAPP pochazi z mevalonatové (MVA) drahy lokalizované
v cytosolu, nicméne v Arabidopsis vétsina syntetizovaného ¢Z pochazi pravé z MEP
drahy  (Kasahara et al, 2004). Biosyntéza c¢Z je iniciovana tRNA-
isopentenyltransferazou, ktera katalyzuje prenylaci tRNA za pouziti DMAPP (Kudo

et al., 2010). Primarni produkty syntézy jsou tedy isopentenyladenosin-5-trifosfat nebo
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isopentenyladenosin-5"-difosfat (Zalabak et al., 2013).

Pfeména cytokinind na jejich aktivni volné baze se uskuteciiuje bud’ dvou krokovou
drdhou, nebo mohou byt pfimo pfemeény na volné bize pomoci enzymové rodiny
LONELY GUY (LOG). LOG koéduji enzymy, které se ucastni posledniho kroku syntézy
bioaktivnich cytokininii. Tyto enzymy pfeménuji neaktivni nukleotid cytokininu na volné
baze cytokinin-specifickou fosforibohydroldzovou aktivitou. Jedna se o pfeménu ribosid
5’-monofosfatu na bazi a rib6za-5"-monofosfat (Kurakawa et al., 2007). LOG je
specificky zapojen do aktivace cytokininti, nebot hydrolyzuje pouze cytokinin ribosid-5’-
monofosfat a nikoli AMP (Kuroha et al., 2009). LOG mediatorové RNA jsou specificky
exprimovany v apikalnim meristému (Kurakawa et al., 2007). V Arabidopsis se nachazi
devét genil kodujicich tyto enzymy (4tLOG 1 az AtLOG 9), nicméné piima aktivace
cytokinint je regulovéana sedmi z nich (Kuroha et al., 2009). Tyto geny jsou v riznych
castech rostliny rozdiln¢ exprimovany. Nejcetné€jsi jsou transkripty genti LOGI a LOGS
(Kuroha et al., 2009). Dvoukrokovéa draha se sklada z defosforylace ribotidl a nasledné

pfemény na volné baze (Kudo et al., 2010).

4.2.2 Inaktivace cytokininii

Rostliny maji nékolik mechanismii, kterymi reguluji homeostazu cytokinint. Hladina
aktivnich cytokininli miiZze byt sniZzena degradaci nebo konjugaci (Frébort et al., 2011).
DalSim zptisobem muze byt opacna reakce k reakci katalyzované LOG, tedy konverze
aktivnich volnych bazi na neaktivni nukleotidy (Zhang et al., 2013). Klicovym enzymem
v této konverzi je enzym APT1 (z angl. Adenine Phoshoribosyl Transferase 1). Ztrata
aktivity APT1 vede k mnoha odpovédim regulovanych cytokininy, jako je naptiklad

oddaleni starnuti nebo akumulace antokyanii (Zhang et al., 2013).

Cytokininové baze mohou konjugovat s glukdzou na pozici N°, N’ a N’ adeninového
kruhu a na hydroxylovych skupinach postranniho fetézce (Frébort et al., 2011). N-
glykosylace nastava na dusiku v poloze N’ nebo N’ purinového kruhu a je irreverzibilni.
O-glykosylace miiZe nastat na postrannim fetézci zeatinu nebo dihydrozeatinu. Tento d&;
je vratny, zpét na volné baze se mlize pieménit pomoci B-glukosidazy (Brzobohaty et al.,
1993). Diky tomuto mechanismu slouzi O-glykosylované cytokininy jako zasobni formy
hormonu. V Arabidopsis se nachdzi 5 gend kodujici tyto glukosyltransferazy, dva koduji

proteiny pro N-glykosylaci a tfi pro O-glykosylaci (Kieber a Schaller, 2014). Konjugace
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s glukézou znemoziuje cytokininim se navéazat na receptory AHK v Arabidopsis

(Spichal et al., 2004).

Degradace cytokinint je katalyzovana enzymem cytokinin oxidazou/dehydrogenazou
(CKX), ktery nevratné odtépuje postranni fetézec z polohy N° molekuly adeninu u ¢Z
a iP. Jelikoz enzym S$té€pi nenasycené postranni fetézce, tak u DHZ a BA neni toto
odstépeni mozné (Kieber a Schaller, 2014). Ve vSech rostlinnych druzich CKX enzymy
obsahuji kovalentn¢ navazanou molekulu FAD (Frébort et al., 2011). Genom Arabidopsis
kéduje 7 cytokinin oxidaz, a to AtCKXI az AtCKX7. Tyto enzymy byly nalezeny i u
dal$ich rostlinnych druhd, naptiklad u kukufice bylo charakterizovano 13 ZmCKX nebo
11 u ryze. Mohou mit odliSnou regulaci exprese i intracelularni lokalizaci genového
produktu (Schmiilling et al., 2003; Zalabdk et al., 2016). U Arabidopsis vykazuji nejvyssi
enzymatickou aktivitu AtCKX2 a AtCKX4. Vsech sedm enzymil plsobi spiSe jako
dehydrogendzy nez oxidazy, nebot u vsSech byla zvySena aktivita pifi méfeni
s elektronovym akceptorem (Galuszka et al., 2007). Tyto oxidazy/dehydrogendzy
irreverzibiln¢ inaktivuji cytokininy (Kieber a Schaller, 2014).

JCHS
HN—CHQ—CH:C NH,
N ,CH
N/
|\ IS 7-§— |\ \> + O=CH—CH=C|
X, N CH:«
Isopentenyladenlne FAD FADH, Adenlne 3-Methyl-2-butenal

Obr.3: Reakce katalyzovana enzymem CKX (Schmiilling et al., 2003)

4.2.3 Transport

Dftive se myslelo, Ze cytokininy jsou syntetizovany v kofenech a dale transportovany
xylémem. Dnes je jiz znamo, Ze cytokininy jsou syntetizovany i v nadzemnich ¢astech
rostliny (Kudo et al., 2010). Geny /PT a LOG, zodpovédné za biosyntézu cytokininti, se
exprimuji v riznych Castech Arabidopsis (Kieber a Schaller, 2014). JelikoZ jsou
cytokininy mobilni hormony, musi vy$si rostliny obsahovat importni a exportni systémy
pro transport cytokininti pfes plazmatické membrany.

Jako cytokininové pienasece pracuji dvé genové rodiny, a to purinové permeazy PUP
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a transportéry nukleosidd ENT (z angl. Equlibrative Nukleoside Transporter).
V Arabidopsis byla identifikovana AtPUPI (Arabidopsis thaliana purin permeéaza 1)
a AtPUP?2 (Gillissen et al., 2000). AtPUP1 pitenasi adenin a dal$i nukleobaze. Studiemi
s vyuzitim radioaktivné znaceného cytokininu bylo dok4zéano, Ze se AtPUP1 muze podilet
na transportu cytokinini (Biirkle et al., 2003). AtPUP1 funguje jako membranovy
protonovy kotransporter, jelikoz piijem je zavisly na energii a probihd proti
koncentra¢nimu gradientu. Jeho gen je exprimovan ve vSech organech kromé kotenti, coz
souvisi se skutecnosti, ze ptevazna ¢ast cytokininil je syntetizovana v kotfenech a museji
tak byt transportovany do nadzemnich ¢asti rostliny (Gillissen et al., 2000). Druhym
cytokininovym pifenaSecem je ENT rodina. Tyto pfenasece zprosttedkovavaji transport
cytokinini typu ¢Z (Zhang et al., 2014). V Arabidopsis thaliana bylo nalezeno
genomovym sekvenovanim osm genid ENT (AtENT1 az AtENTS; Li et al., 2003).

Transport cytokininli na dlouhé vzdalenosti se uskuteciiuje v xylému, hlavné ve forme
tZ-ribosidi (Hirose et al., 2007). Pro pfenos ¢Z je nezbytny ABCG14 (ATP-binding
cassette transporter). ABCG14 zprostfedkovava pienos cytokinini syntetizovanych
v kotfenech do vzrostného vrcholu (Zhang et al., 2014). Floém obsahuje cytokininy typu
iP, jako jsou iPR a IP-ribotidy. Jeho funkce zde spociva ve vedeni bazipetalniho signalu.
Toto rozdéleni mize byt dilezité pro rostlinnou buniku v rozpoznani sméru signalu

zprostfedkovaného cytokininy (Hirose et al., 2007).

4.2.4. Signalni draha

Cytokininova signadlni drdha funguje jako modifikovany bakteridlni dvou-
komponentni systém, nicméné s urcitymi odliSnostmi, jako je napiiklad pievod signalu
do jadra (Keshishian a Rashotte, 2015). Bakterialni dvou-komponentni draha se sklada
ze senzorové histidin-kindzy, kterd pfijima signal, a regulatoru odpovédi, ktery casto
pfimo reguluje transkripci cilovych gent. Aktivni histidinkindza je dimer, ktery se obecné
trans-fosforyluje na konzervovanych histidinovych zbytcich. Fosfat je ddle pfenesen na
aspartatovy zbytek v pfijimacové doméné regulatoru odpovédi (Kieber a Schaller, 2014).
Fosforylace vyvold konformacni zmény v regulacni doméné, které vedou k odpovédi
(Stock et al., 2000). U Arabidopsis thaliana se cytokininové signalni drdhy Gcastni tfi
komponenty: hybridni receptorova kindza obsahujici histidinkinazovou a pfijimacovou
doménu, AHP proteiny a regulatory odpoveédi ARR typu A, nebo ARR typu B (Schaller

etal., 2015).
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Obr. 4: Zjednodusené schéma dvoukomponentnich fosforylacnich systémii, upraveno

z Keshishian a Rashotte (2015)

A) Obecna bakterialni dvoukomponentni draha, kde je vstupni signal zaznamenan
senzorovou histidinkinazou. Histidinovy zbytek je fosforylovan a fosfat prechazi
na zbytek kyseliny asparagové v prijimacoveé doméne regulatoru odpovédi.

B) Cytokininovy vicestupniovy fosforylacni systém. Vstupni signal je zachycen
hybridni senzorovou histidinkinazou obsahujici prenasecovou i prijimacovou
doménu s His zbytkem i zbytkem Asp, které jsou fosforylovany. Tento fosfat je

prenesen na histidinfosfotransferové proteiny a poté na reguldtor odpoveédi.

4.2.4.1 Cytokininové receptory

Rodina cytokininovych receptorti v Arabidopsis zahrnuje tfi histidinkinazy: AHK?2
(At5g35750), AHK3 (At1g27320) a AHK4 (At2g01830), také nazyvanou CRE1 nebo
WOL1 (Ueguchi et al, 2001). Jednda se o transmembranové proteiny
s transmembranovym segmentem, typickou ligand-vazajici doménou, konzervovanou
histidinkinazovou doménou a pfijimacovou doménou (Shi a Rashotte, 2012). Nachazeji
se prevazné v endoplazmatickém retikulu (Wulfetange et al., 2011). Extracytosolicka ¢ast
obsahuje CHASE doménu, cytosolickd ¢ast mé histidinkindzovou a C-koncovou
ptijima¢ovou doménu s vysoce konzervovanymi zbytky zodpovédnymi za enzymatickou
funkci (Kieber a Schaller, 2014). Po navazani cytokininu na CHASE doménu dojde
k autofosforylaci na His zbytcich v histidinkindzové doméné a fosforylova skupina je
pfenesena na Asp zbytek v jeho ptijimacové doméné (Osugi a Sakakibara, 2015). CHASE
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doména obsahuje 200 az 300 aminokyselinovych zbytkl a vaZe nizkomolekularni ligandy
(Anantharaman a Aravind, 2001). Tyto receptory vykazuji riizny stupen afinity pro rizné
cytokininy a také maji rozdilnou expresi. Obecné jsou ale nejvice exprimovany
v proliferujicich pletivech, jako jsou meristematické oblasti kofene a vzrostného vrcholu,
lateralni kofenova primordia a mitoticky aktivni oblasti mladych listd (Kieber a Schaller,
2014). AHK?2 a AHK3 jsou hlavné exprimovany v nadzemnich ¢éstech rostliny, zatimco
AHKA4 je nejhojnéjsi v kotenech (Ueguchi et al., 2001). Z tohoto usporadani Ize urcit i
funkéni roli receptord, napiiklad AHK2 a AHK3 souvisi s regulaci senescence listl
(Keshishian a Rashotte, 2015). AHK4 je hlavnim regulatorem rastu kofene, kde
kontroluje bunécnou proliferaci a elongaci (Kieber a Schaller, 2014). Analyza
aminokyselinové sekvence ukazala, ze sekvence téchto receptort jsou vysoce homologni
(Ueguchi et al., 2001). Kazdy z receptorti je urcen primarné pro jejich funkei, naptiklad
AHK4 je hlavnim regulatorem primarniho ristu kofene, AHK3 reguluje cytokininy
indukovanou fotomorfogenezi. Nicméné zddna z odpovédi rostliny neni regulovéna
pouze jednim receptorem, coz potvrzuje funkéni piekryti jednotlivych prvki signalni

drahy (Kieber a Schaller, 2014).

4.2.4.2 HPt proteiny

DalSimi ucastniky signalni drahy jsou HPt proteiny (z angl. Histidin Phosphotransfer
Proteins). Jejich funkce spociva v prenosu fosforylové skupiny z pfijimacové domény
aktivované histidinkindzy v cytosolu na pfijimacovou doménu regulatoru odpovéedi
v jadre. Genom Arabidopsis kdéduje 5 HPt proteini (AHP1 az AHPS), které obsahuji
konzervované zbytky nezbytné pro jejich aktivitu, a jeden pseudoHPt (AHP6), ktery
neobsahuje His zbytek nezbytny pro fosforylaci (Kieber a Schaller, 2014). Kazdy z nich
obsahuje okolo 150 aminokyselin s velmi podobnymi sekvencemi (Suzuki et al., 2000).
Fylogenetické analyzy odhaluji, ze AHP2, AHP3 a AHPS jsou si blizce ptibuzné a také
maji podobny expresni profil (Suzuki et al., 2000). AHP6 funguje jako negativni regulator
cytokininové signalni drahy (Mé&honen et al., 2006). AHP proteiny si udrzuji konstantni
rozloZeni mezi jadrem a cytosolem nezavislé na pfitomnosti nebo absenci cytokinint

(Punwani a Kieber, 2010).

4.2.4.3 Regulatory odpovédi
Regulatory odpovédi jsou proteiny, které funguji jako transkripcni faktory aktivované

fosforylaci, nebo pusobi jako represory (Kakimoto, 2003). Jsou rozdeleny do tii skupin
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podle pfitomnosti GARP domény na ARR typu A, ARR typu B a ARR typu C
(Keshishian a Rashotte, 2015).

Odpovéd’ na urovni transkripce cilovych gent je zprostfedkovana regulatory
odpovédi ARR typu B. V genomu Arabidopsis se nachazi 11 téchto regulatorti patticich
do tii podrodin. Podrodina 1 zahrnuje ARR1, ARR2, ARR10, ARR11, ARR12, ARR14
a ARRI18. Do podrodiny 2 patii pouze dva clenové, a to ARRI3 a ARR21. Tteti
podrodina obsahuje také dva ¢leny ARR19 a ARR20 (Kieber a Schaller, 2014). Kazdy se
sklada pfijimac¢ové domény dlouhé okolo 120 aminokyselin a z velké C-koncové extenze,
ktera se mize v délce lisit. Piijimacova doména je vysoce konzervovana a obsahuje Asp
zbytek, ktery je fosforylovan (Hosoda et al., 2002). V C-koncové extenzi se nachazi také
konzervovana ¢ast 60 aminokyselin nazvana 3 motiv nebo GARP doména. Tento  motiv
je predstavitelem GARP motivii, diky némuz se reguladtor navaze do velkého
zlabku cilové DNA a aktivuje tak transkripci pfislusného genu (Hosoda et al., 2002).
Z analyzy trojnasobnych mutantii bylo zjisténo, ze ARR1, ARR10 a ARRI12 maji
nejvyznamnéjsi role v pfenosu signalu cytokinini. Mutanti v téchto genech vykazovali
mens$i vzrust kvili snizenému bunéénému déleni ve vzrostném vrcholu, pozménéné
koncentrace chlorofylu a antokyant, nebo také zvySenou senzitivitu ke svétlu (Argyros
et al., 2008). ARR typu B mohou tvofit homodimery nebo heterodimery a regulovat tak
svou genovou expresi (Veerabagu et al., 2012). Jednim z mechanismd, jak regulovat
funkci ARR typu B, je jejich degradace ubikvitin-proteasomovym systémem (Santner

a Estelle, 2010).

ARR typu A funguji jako negativni regulatory cytokininové signalizace a jsou
transkripéné indukovany cytokininy (D”Agostino et al., 2000). Déle postradaji vystupni
doménu pro transkripéni regulaci (Kieber a Schaller, 2014). V Arabidopsis jich existuje
deset: ARR3-9 a ARR15-17. Jejich geny jsou usporadany do péti para podle piibuznosti
jejich sekvenci (D"Agostino et al., 2000). Transkripce ARR5-7 a ARRI5 a ARRIG6 je
indukovéna cytokininy, zatimco u ARR4, ARRS8 a ARRY se transkripce razantn¢ nezvysuje
(D"Agostino et al., 2000). Existuji dva mechanismy, kterymi ARR typu A negativné
reguluji cytokininovou signalizaci. Jednim z nich je kompetice mezi ARR A a ARR B
o fosforylaci AHP proteind, jelikoZ typ A i typ B interaguji s AHP proteiny (Dortay et
al., 2006). Pfi tomto typu regulace je zpétna inhibice pfimo imérna k mnozstvi ARR A

v buiice (Dortay et al., 2006). ZvySeni koncentrace ARR A tedy vede ke snizeni
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fosforylace ARR B, a tim ke sniZeni transkrip¢niho vystupu ARR B (Kieber a Schaller,
2014). Druhym zptsobem regulace mohou byt fosfospecifické interakce s regula¢nimi

proteiny (To et al., 2007).

ARR typu C se téZ nechovaji jako transkripcni faktory a plsobi jako negativni
regulatory CK signalizace, nicméné od ARR typu A se odliSuji tim, Ze jejich exprese neni
indukovana cytokininy (Keshishian a Rashotte, 2015). Do této skupiny zarazujeme

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

Dale existuje jeden regulator nezatazeny do zadné z téchto skupin ARR23. Ma
zkracenou ptijimacovou doménu a nejspiSe nepfijima fosfat (Keshishian a Rashotte,

2015).

4.2.5 DalSi nekanonické komponenty

V cytokininové signalni draze existuji nejen tyto kanonické komponenty, ale i nékteré
dalsi. Jednim z nich jsou proteiny KISS ME DEADLY (KMD), které nélezi do rodiny
F-boxovych proteint. Jejich funkce spociva v pfimé interakci s ARR typu B a jejich
oznaceni pro degradaci (Kim et al., 2013). KMD proteiny tvoii SCF (z angl. S-PHASE
KINASE-ASSOCIATED PROTEIN1/Cullin/F-box) E3 ubiquitin ligdzovy komplex,
ktery negativné reguluje cytokininovou odpovéd’ kontrolou hladiny ARR B (Kim et al.,
2013). Dalsimi proteiny spojenymi se signdlni kaskddou jsou CRF proteiny (z angl.
Cytokinin-Response Factors). Nejsou piimo soucasti fosforylacni drahy, ale funguji jako
postranni vétev této signalizace a pfimo interaguji s AHP proteiny (Keshishian
a Rashotte, 2015). Tyto proteiny jsou transkripéni faktory regulované cytokininy, které
se podileji na kontrole dulezitych procest, podobné jako regulatory odpovédi (Keshishian

a Rashotte, 2015).

4.3 Role cytokinini v rostlinach

Cytokininy se ucastni v rostliné na mnoha procesech béhem vyvoje a rastu. Ve
spolupréci s auxiny jsou nezbytné pro bunééné déleni. Nejvyssi hladiny cytokinini jsou
v mitoticky aktivnich oblastech, jako jsou kofenové a apikdlni meristémy (Kieber
a Schaller, 2014). Bun&cny cyklus je regulovan cyklin-dependentnimi protein kindzami
(CDKs) s jejich regula¢nimi podjednotkami cykliny (Taiz a Zeiger, 2010). Cytokininy
zvySuji expresi pravé genu CYCD3, ktery koduje cyklin typu D. Aktivuji tak bunécné

déleni diky indukci CYCD3 v G1-S fazi bunééného cyklu, a tim indukuji pfechod z G1
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do S faze (Riou-Khamlichi et al., 1999). V Arabidopsis je CYCD3 exprimovan hlavné
v apikdlnim meristému a mladych listovych primordiich (Taiz a Zeiger, 2010).

Cytokininy hraji roli také v G2/M fazi bunééného cyklu (Lipavska et al., 2011).

4.3.1 Vrcholovy apikalni meristém

Vrcholovy apikdlni meristém (SAM, z angl. shoot apical meristem) je vysoce
specializovand skupina bunék, z nichz se vyviji pfevazna cast rostliny. Cytokininy jsou
pozitivni regulatory bunécné proliferace v SAM. KNOTTED-LIKE (KNOX)
homeoboxové transkripéni faktory, které jsou v SAM exprimované, reguluji jeho funkci
kontrolou relativni hladiny cytokininti a giberelinli. KNOX proteiny zvysuji hladinu
cytokininli a snizuji hladinu giberelind, coz je pfiznivé pro funkci meristému (Kieber
a Schaller, 2014). V odpovédi na zvySeni hladiny cytokinini jsou KNOX geny
,hadregulovany* (Rupp et al., 1999). Z toho vyplyva, Ze zde hraje roli pozitivni zpétna
vazba mezi hladinou cytokininii a expresi KNOX genti (Kieber a Schaller, 2014).
Homeodoménovy transkripéni faktor WUSCHEL (WUS) pozitivné reguluje bunécnou
proliferaci zvySenim senzitivity na cytokinin represi ARR typu A (Kieber a Schaller,

2014).

4.3.2 Korenovy apikalni meristém

Cytokininy jsou nezbytné pro rast apikalniho meristému, nicméné naopak v kofenech
pusobi inhibién€é na primarni rist. Snizeni funkce cytokinini vede ke zvétSeni
a prodlouzeni kotent (Werner et al., 2003). Negativn¢ reguluji velikost délici zony
kontrolou poc¢tu bunéénych déleni pied diferenciaci (Schaller et al., 2014). Cytokininy
plsobi inhibi¢né také na iniciaci tvorby lateralnich kotent, ale elongaci lateralnich kotenti
podporuji stimulaci bunééného cyklu z G; do S faze (Li et al., 2006). Zatimco vyvoj
vrcholového apikalniho meristému je u transgennich rostlin s redukovanym obsahem
cytokininli zakrnély, u kotfenového apikalniho meristému je rist zvySen. Z tohoto
vyplyva, Ze cytokininy maji opacnou regulacni funkci v kotfenovém a vrcholovém

meristému (Werner et al., 2003).

4.3.3 Dalsi role cytokininu
Mezi dal$i vyznamnou roli cytokinint patii oddaleni senescence. Genetické analyzy
tii cytokininovych receptor odhalily, Ze tento efekt zavisi zejména na AHK3 (Kieber

a Schaller, 2014). Cytokininy s auxiny jsou také zdkladem regeneracnich procest in vitro.
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Jejich pomér v médiu udava, jakym smérem budou rostliny regenerovat (Prochazka,
1998). Cytokininy také souvisi s regulaci pfijmu Zivin z prostfedi, naptiklad dusiku,
fosforu nebo siry. Hladina nitratd dostupnych rostliné reguluje endogenni koncentraci
cytokininti (Argueso, 2009). Cytokininy hraji ur¢itou ulohu pii odpovédi na abioticky
stres, jako je teplo, chlad, sucho nebo zasolené prostredi (Kieber a Schaller, 2014). Dale
bylo zjisténo, Ze cytokininy hraji roli v interakcich s patogenem. Aktivace ipt genu
Agrobacterium tumefaciens vede ke zvyseni hladiny endogenniho cytokininu a néasledné
hypersenzitivni odpovédi. Pfi hypersenzitivni odpovédi byla pozorovana tvorba 1€zi ve
starSich listech, kterd souvisi s rozsahlou bunécnou smrti. Déle také inhibice fotosyntézy,
zvysen¢ hladiny stresovych hormontl nebo oxidativni poskozeni membran (Novak et al.,

2013).

4.4 Teplotni stres

Teplota zasahuje do mnoha Zivotnich projevii rostliny, jako je prodluzovaci rist,
zmény v c¢ase kveteni nebo pohyby listli. Teplotni stres pfimo ovliviiuje stabilitu
membran, proteini, RNA a také strukturu cytoskeletu (Franklin a Wigge, 2014).
Fenotypovym projevem vysokych teplot muze byt elongace hypokotylu, fapiku
nebo vztycené listy (Franklin a Wigge, 2014).

Pojem termomorfogeneze obecné oznacuje fadu morfologickych a stavebnich zmén
indukovanych vysokymi teplotami, které jsou jesté pod hranici teplotniho stresu (Quint
et al, 2016). Pii zvySeni teploty dochédzi u rostlin k anatomickym zménam, jako je
clanek Proveniers a Zanten, 2013). Jiz Gray et al. (1998) dokazali, zZe teplotn¢ indukovana
elongace hypokotylu je podminéna auxiny a brassinosteroidy. Tento efekt vysoké teploty
je zavisly na svétle, jelikoz pti skotomorfogenezi nedochazi k teplotné indukované
elongaci hypokotylu (Gray et al., 1998). Dnes je jiz znamo, Ze pro tento proces je
nezbytna i aktivita giberelint (Stavang et al., 2009). Jednim z diilezitych transkripcnich
faktorti zapojenych v kontrole termomorfogeneze je PIF4, ktery v rostling interaguje
s dalSimi proteiny a Gcastni se tak vice signalnich drah, naptiklad giberelinové a auxinové
signalizace nebo také svételné signalizace (Koini et al., 2009). PIF4 reguluje hladinu
auxinu kontrolou exprese genti zodpovédnych za biosyntézu auxinu a SAUR gend, které

podporuji elongaci za vysoké teploty (Franklin a Wigge, 2014). PIF4 je tedy dilezitym
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regulatorem auxinové signalizacni drahy, kterd je zapojena v adaptaci k vysoké teploté
(Koini et al., 2009). PIF4 je také zodpovédny za indukcei kveteni v odpovédi na zvySenou
teplotu. Vaze se ptimo na promotor lokusu FT (z angl. Flowering locus T) za vysoké
teploty. Pro brzky néstup kveteni je nezbytna jak abundance PIF4, tak i vysoka teplota,
nebot’ teplota tento transkripcni faktor stabilizuje (Kumar et al., 2012). Odpoveéd’ k vyssi
teploté zprosttedkovana PIF4 je Uzce spjata se svételnou signalizaci prostfednictvim
jejich klicovych regulatort DET1 (DE-ETIOLATEDI) a COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMOPHOGENESIS 1; Delker et al., 2014). DET1 funguje jako represor
fotomorfogeneze. Mutace v tomto genu zpusobi fotomorfogenezi i pfi vyvoji za tmy.
DET]1 pfimo ovliviiuje expresi svétlem regulovanych gent interakci s PIF proteiny (Dong
et al., 2014). Tyto dva vySe zminéné komponenty svételné signaliza¢ni drahy podporuji
expresi PIF4, a tim i teplotn¢ indukovany elongaéni rist (Gangappa a Kumar, 2017).
V regulaci termomorfogeneze je zapojen také transkripéni faktor HYS (Delker et al.,
2014). HYS se vaze na promotory genu spojenych s elongaci, stejné jako PIF4 a mohou
tak mit antagonistickou roli v regulaci ristu v odpovédi na environmentalni zmény. HY'S
tedy kontroluje elongaci zprostfedkovanou PIF4 diky kompetitivnimu vazani na cilové

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

V odpovédi na teplotni stres hraji urCitou ulohu také cytokininy. Propojeni mezi
cytokininovou signalizaci a teplotnim stresem miiZe byt prostfednictvim toku iontd Ca®".
Dale jsou také proteiny cytokininové odpovédi a proteiny odpovédi teplotniho stresu
lokalizovany v chloroplastech, které by mohly byt centrem odpovédi na teplotni stres
(Cerny et al., 2014). Cytokininy soucasné s vysokou teplotou mohou stimulovat
biosyntézu auxinu diky zvySené transkripci genu CKRC/ a 2 (z angl. Cytokinin Induced
Root Curling). Déje se tak prosttednictvim PIF4, ktery podporuje transkripci téchto genti
(Di et al., 2016). Také bylo zjisténo, ze vyssi hladina cytokininli zvySuje biosyntézu
proteinti teplotniho Soku a proteinli zapojenych v odpovédi na teplotni stimul, a poméaha
tak rostlin€ ptekonat teplotni stres. Proteomické analyza také odhalila, Ze se pii zvySené
hladin€ cytokinini zvySuje vyskyt proteinli souvisejicich s fotosyntetickym
a antioxidatnim systémem, jako je superoxiddismutdza nebo ferredoxin-

NADP(H)oxidoreduktaza (Skaldk et al., 2016).
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Rostlinny material a jeho kultivace

Pro sledovani vlivu teploty na cytokininovou signalizaci byla vybrana semena
transgennich rostlin Arabidopsis thaliana TCSn::GFP (z angl. Two Component Signaling
Sensor; Ziircher et al., 2013). Tato semena byla povrchové sterilizovana 70% ethanolem
po dobu 4 minut. Poté byla vysuSena na filtracnim papife a vyseta na 2 Murashige
a Skoogovo médium s 1% agarem. Médium urcené pro rostliny s exogenné zvySenou
hladinou cytokinini obsahovalo 10 uM trans-zeatinu rozpusténého v dimethylsulfoxidu
(DMSO). Misky byly oblepeny polopropustnou naplasti Medipor, aby byla zachovéna
sterilita. Rostliny byly kultivovany pii 20 °C a 29 °C po dobu 7 dni za rezimu dlouhého
dne (16 hodin svétla/ 8 hodin tma) pfi svételné intenzité 20 pmol.m™.s™'. Tyto misky byly
vlozeny do kultiva¢nich boxti AR361 (Percival Scientific, Inc). Po 7 dnech nésledovalo
fotografovani rostlin a analyza konfokélni mikroskopii. Intenzita fluorescence byla
meéfena v programu ImageJ. Ziskané hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft

Excel. Celkem byla provedena 3 biologicka opakovani tohoto experimentu.

Pro stanoveni relativni hladiny exprese markerovych genti cytokinini byla vybrana
semena Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col-0). Semena byla povrchoveé
sterilizovana 70% ethanolem po dobu 4 minut. Ve sterilnim prostfedi flowboxu byla
vyseta na zivné 2 Murashige a Skoogovo médium (Duchefa) s 1% agarem. pH bylo
upraveno piidavkem 1M roztoku KOH na hodnotu 5,7 — 5,8. Pro zachovani sterility byly
Petriho misky oblepeny polopropustnou néaplasti Medipor. Tyto misky byly umistény do
kultiva¢niho boxu AR361 (Percival Scientific, Inc) za rezimu dlouhého dne (16 hodin
svétla/ 8 hodin tma) pfi svételné intenzité 20 pmol.m™s" a tieti den byly sbirany

v ¢asovych bodech 2 hod., 4 hod., 8 hod., 12 hod. a 24 hod. po oSetfeni zvySenou teplotou.

5.2 Homogenizace rostlinného materialu a izolace RNA

Rostlinny materidl byl homogenizovan za piitomnosti tekutého dusiku na
homogenizatoru MM400 (Retsch GmbH). Izolace a purifikace RNA byla provedena
s pouzitim RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). Ke vzorkim bylo ptiddno 450 pl RLT
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pufru s pfidavkem B-merkaptoethanolu a tyto vzorky byly inkubovany pti 56 °C po dobu
3 minut. Lysat byl pfenesen do fialovych kolon a probéhla centrifugace pii 13000 rpm
a teploté 4 °C. K supernatantu bylo ptidano 220 pl ethanolu, poté byla smés byla nanesena
na dalsi kolonu a centrifugovéna 15 sekund pti 14000 rpm. Pro promyvani bylo na kolonu
pfidano 350 ul RW1 pufru a centrifugovano 15 sekund pii 14000 rpm. Pro odstranéni
kontaminujici DNA byla pfidina DNasa I v RDD pufru a ponechdna 15 minut pfi
pokojové teploté. Nasledné byl ptfidan RPE pufr na kolonu a probéhla centrifugace
15 sekund pii 10000 rpm. Tento krok byl znovu zopakovan. Eluce RNA byla provedena
pfidanim 30 pl vody zbavené RNas a centrifugaci 1 minutu pti 10000 rpm.

5.3 Reverzni transkripce

Pii reverzni transkripci dochazi k pfepisu RNA do cDNA pomoci enzymu reverzni
transkriptasy. Do reakéni smési byl napipetovan 1 ug RNA, 3 ul ANTP a 3 pul RTP
(primery). Reakéni smés byla ponechana na cykleru po dobu 10 minut pti 70 °C. Nasledné
bylo pfidano 8 pl RT pufru a 1 pl reverzni transkriptasy (SuperScript III Reverse
transcriptase) a vzorky byly znovu umistény do cykleru na 55 min pti 42 °C. Nakonec
probéhla teplotni inaktivace enzymu pii 70 °C po dobu 10 min. Vysledny objem smési

ginil 40 pl.

5.4 RT-qPCR
Reakce byla napipetovana pomoci pipetovaciho stroje Innovadyne NANODROP I1.

Smés obsahovala 25 pl cDNA a 115,54 pl Master Mixu. SloZeni master mixu je uvedeno
v nasledujici tabulce. Pro vizualizaci amplifikované sekvence byly vyuzity UPL sondy
(z angl. Universal Probe Library). Jedna se o systém 165 specifickych hydrolyza¢nich
sond, které jsouna 5" konci znacené fluoresceinem a na 3" konci obsahuji zhase¢. Primery
byly navrzeny v programu ProbeFinder Software (Roche). Pro normalizaci vysledki jsou
pouzity provozni geny elonga¢ni faktor 1 (EF-1a), ubikvitin 10 (UBQ10) a aktin 2
(ACT2). Desticka byla vlozena do termocykleru LightCycler 480 II (Roche) s pfedem

nastavenym programem (viz Tab.3).
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Tab.1: Slozeni reakcni smési Master Mixu

REAKCNi KOMPONENTA OBJEM (ul)
sonda UPL 3,08 ul
forward primer 3,08 ul
reverse primer 3,08 ul
MM pufr 77 ul
voda 29,3 ul

Tab. 2: Sekvence primerii provoznich genii, ARR typu A a ARR typu B

GEN FORWARD PRIMER |REVERSE PRIMER CiSLO
SONDY
Provozni geny
AT1G07920 |EF-la tctctacttgtccactttictacage | ttacccatggttagcetacttttca 133
AT4G05320 |UBQIO aagatccaggataaggaaggaatc | acgaccatcctccaattgtt 140
AT3G18780 |ACT2 ccgctctttctttccaage ccggtaccattgtcacacac 30
ARR typu A
AT1G59940 |ARR3 aggaaacaaacggaagctga atcgaggatgtggctgagag 70
ATIG10470 | ARR4 gtcatcgagagattgcttcgt acgccatccactatctaccg 4
AT3G48100 |ARRS tcagagaacatcttgcctegt atttcacaggcttcaataagaaatc 17
AT5G62920 | ARR6 gaacattttgcctcgtattgatag | cgagagttttaccggcttca 41
AT1G19050 |ARR7 tcatctgagaacatcttacctcgt ctgctagettcaccggtttc 6
AT2G41310 |ARRS acgttcctgcaagaatctec ggtttcaacttggtaagatcage 17
AT2G40670 |ARRI16 cacaaaaggaatcataaaaagtgg |tggaagagagaagacatcgtca 9
ARR typu B
AT3G16857 |ARRI gcgcacttcttaagcaggaa tggagtatgcgtcaaagtcg 147
AT4G31920 |ARRI0 cttcagcgctgccaatate gttctccctcaacaactccaa 98
ATIG67710 |ARRII ggtcttgaattagaccteecetgt tgttgcactcecttcatcac 152
AT2G25180 |ARRI2 ctccacgatgaagcaggaa aactaaaccctccatatcccaaa 65
AT2G01760 |ARRI14 tgtttctgtggcggttcat tgttaacgtcacctcetetgtetg 73
AT5G58080 |ARRIS ccagcatgatgtattcgatga cactggcaccattccgtta 63
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Tab. 3: Program qPCR

KROK PCR CAS TEPLOTA (°C)
pocatecni denaturace 10 min 95
denaturace 10s 95
nasedani primert 30s 60
elongace ls 72
pocet cykli 45
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Teplota je parametr, ktery vyznamné ovlivituje elongacéni riist rostlin a mnoho dalsich
procesti (Gray et al., 1998; Franklin a Wigge, 2014). Fytohormony a interakce mezi nimi
reguluji vyvoj a rlst rostlin, zejména interakce mezi auxiny a cytokininy. Ukazuje se, Ze
odpoveéd ke zvySené teploté je také vyznamné regulovana hormony. Stejné tak teplota
ovliviiuje hormony, méni jejich metabolismus a moduluje jejich hladinu (Stavang et al.,
2009). Soucasné prace dokazuji, Ze mimo auxiny, gibereliny a brassinosteroidy, se na
regulaci odpovédi k teploté mohou podilet i cytokininy (Cerny et al., 2014; Skalak et al.,
2016). Cytokininy vyznamné ovliviiuji ristové procesy, nebot se podili na regulaci
bunécného déleni a jsou tedy nezbytné pro spravny rust. Neni dodnes zndmo, zda zvysena
teplota ovliviluje cytokininovou signalizaci, a proto byla sledovdana odpoveéd
cytokininové signalizace na zvySenou teplotu. Zamérné byla vybrana pouze vyssi teplota
(29 °C), nebot’ se v soucasné dobé pii globalnim oteplovani rostliny musi vypotadat nejen
s kratkodobymi intervaly extrémnich teplot, ale i s dlouhodob& zvySenou primérnou

teplotou. Navic vliv teplotniho stresu (40 °C) byl jiz studovan (Skalék et al., 2016).

6.1 Porovnani vlivu zvySené teploty a rZ na morfologii kli¢nich rostlin
Arabidopsis thalina

Sledovani vlivu ptisobeni zvysSeni teploty na morfologii rostlin bylo provedeno na
kli¢nich rostlindich modelové rostliny Arabidopsis thaliana L. Analyza morfologie byla
provedena na transgennich rostlindich TCSn::GFP (Ziircher et al., 2013). Ty rovnéz
umoziuji sledovat miru cytokininové signalizace, kterd byla provedena jako nasledna
analyza. Kli¢ni rostliny linie TCSn byly kultivovany 7 dni pti 20 °C a 29 °C za snizené
intenzity svétla (20 pmol.m™.s™), a to na médiich s nebo bez piidavku 10 pM ¢Z
(v DMSO). Koncentrace 10 uM ¢Z byla vybrana jako vysoka hladina, pfi jejiz aplikaci

dochazi k vyznamné retardaci riistu hlavniho kotene.

Velice napadnou zménou pozorovanou u klicnich rostlin kultivovanych pii 29 °C bylo
az Ctyfnasobné prodlouzeni embryondlniho stonku (dale jen hypokotyl). Tato odpoveéd
patii spole¢né s prodluzovanim fapiki k nejnapadnéjSim zménam zpisobenych zvysenou
teplotou (Franklin a Wigge, 2014). Tyto morfologické zmény jsou v soucasné dobée
oznacovany jako termomorfogeneze a jsou do znatné miry podobné zméndm

indukovanymi zastinénim nebo kultivaci rostlin ve tmé (skotomorfogeneze). Kazdy

30



z téchto faktort vede k indukci dlouzivého rastu at’ uz u hypokotyli nebo fapiki pravych
listh. Elongaéni rust v disledku zastinéni slouZi pro rychlejsi dosazeni svétla v rychle
rostouci populaci (Franklin a Whitelam, 2005). Pii skotomorfogenezi je elongacni rust
dilezity pro dosazeni svétla (Josse a Halliday, 2008). Pti zvysené teploté je divodem
elongace lepsi ochlazovani rostliny diky vétsi vySce a rozestupu listti (Crawford et al.,
2012; Bridge et al., 2013). Podobnost téchto odpovédi je odrazem podobného a ¢aste¢ne
sdileného molekuldrniho mechanismu regulace téchto odpovédi (Jung et al., 2016).
O klicnich rostlindich ve skotomorfogenezi je zndmo, Ze pii exogennim oSetieni
cytokininy, je v nich skotomorfogeneze narusena. Cytokininy za tmy mimo jiné inhibuji
prodluzovani hypokotylu (Chory et al., 1994) a pravé tento ucinek byl pozorovan i pii
pusobeni zvysené teploty. Pfidavek 10 uM ¢Z do rastového média zna¢né€ inhiboval
teplotou indukovany rtast hypokotylu (Obr. 5). ZvySena hladina cytokininu tedy narusuje
teplotou indukovanou termomorfogenezi. Je zajimavé, Ze podobny projev ma i snizeni
hladiny cytokininu. V praci Cerného et al. (2014) bylo prokazino, Ze narudena
cytokininova signalizace ¢i snizeni hladiny cytokininu pomoci ektopicky exprimovaného
genu degradace cytokinintit CKX, vede rovnéz ke snizené odpovédi na zvySenou teplotu.
Na zaklad¢ téchto dat a vysledkt zde 1ze konstatovat, Ze pro adekvatni odpoved rostliny
k teploté je nutna specificka Uroven cytokininové signalizace a odchyleni smérem

k posileni ¢i oslabeni cytokininové drahy vede k inhibici odpovédi ke zvysené teploté.

Zatimco auxiny, brassinosteroidy a gibereliny podporuji elongaci hypokotylu

(Stavang et al., 2009), cytokininy spise tlumi tuto odpovéd’ k teplot¢.
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Obr. 5: Fenotyp klicnich rostlin Arabidopsis thaliana kultivovanych pri 20 °C, 29 °C

a na médiu s tZ

Mezi dalsi u¢inky cytokinint patii regulace bunécného déleni, oddalovani senescence,
inhibice ristu hlavniho kofene ¢i indukce tvorby ochrannych pigmentt (Taiz a Zeiger,
2010). Analyza kli¢nich rostlin odhalila, ze nékteré z efekti cytokinini ziistavaji
zachovany 1 za vyssi teploty, ale jiné zachovany nejsou, nebo jsou do znacné miry
redukovany. Inhibi¢ni plsobeni cytokininl na prodluzovaci rast kofene je znacny i za
zvySené teploty, coz také indikuje, Ze rostlina je stale citlivd k vysokym davkam
cytokininli. Jak je jiz znadmo, cytokininy a auxiny maji antagonistické role ve vyvoji
kotene. Cytokininy mohou ménit expresi genli auxinovych prenasecti PIN, coz muize
ovlivnit distribuci auxinu v kotfenovém apikdlnim meristému (Ridzicka et al., 2009).
Inhibi¢ni efekt cytokininu na elongaci kotfene tedy zlistdva zachovéan, ale jinak je tomu
u akumulace antokyani. Antokyany jsou fialové pigmenty, které maji fotoprotektivni
nebo antioxidacni u€inky (Gould, 2004) a bylo jiz pted n¢kolika dekddami potvrzeno, ze
aplikace cytokinini vede k jejich zvySené¢ akumulaci (Deikman a Hammer, 1995).
U rostliny kultivované ve vyssi teploté s #Z ovSem nedoslo k akumulaci antokyand,
z ¢ehoz je patrné, Ze teplota brani cytokininy indukované akumulaci antokyanti (viz obr.

5). Tento efekt se zda byt podobny jako u rostlin kultivovanych za neptitomnosti svétla.
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Jak jiz bylo zji§téno, pii absenci svétla cytokininy také nemaji zadny efekt na akumulaci
antokyant (Vandenbussche et al., 2007). Propojeni mezi cytokininovou signalizaci
a svétlem spociva v transkripénim faktoru HYS, ktery ovliviluje transkripci svétlem
indukovanych genii a ucastni se transkripéni regulace biosyntetickych enzymu
antokyant. Cytokininy za tmy mohou stabilizovat HYS protein a chranit ho pted
degradaci. Stabilizace HY 5 vede ke zvySeni exprese genu chalkonsyntdzy, ktera je jednim
z biosyntetickych enzymu antokyanti (Vandenbussche et al., 2007). Podobnost mezi
skotomorfogenezi a termomorfogenezi naznaCuje moznost sdileni ¢asti regulacnich

mechanismi, coZ by mohlo byt zajimavym namétem pro dalsi analyzy.

6.2 Teplota moduluje cytokininovou signalizaci

a naopak teplota reguluje metabolismus a signalizaci hormont (Stavang et al., 2009).
Vzhledem k tomu, Ze cytokininy dokazi regulovat odpovéd’ k teploté, bylo snahou ovéfit,
zda teplota rovnéz reguluje cytokininovou signalizaci a metabolismus. Odraz vlivu
teploty na cytokininovou signalizaci byl sledovdn pomoci transgennich rostlin
Arabidopsis thaliana TCSn::GFP. Tato linie nese uméle vytvofeny konstrukt TCS
(z angl. Two Component Signaling sensor) slozeny z promotorové oblasti s opakujici se
(24 krat) sekvenci 5-(A/G)GAT(C/T)-3 a genu kddujiciho zelené fluoreskujici protein
GFP (green fluorescent protein). Opakujici se sekvence byla ziskdna z promotorovych
oblasti genti regulovanymi cytokininy na zdkladé aktivace pomoci ARR typu B (Ziircher
et al., 2013). ARR typu B tedy nasedaji na tuto sekvenci a spousti expresi GFP. Hladina

GFP tak piimo odrazi aktivitu cytokininové signalizace.

Tyto transgenni rostliny byly po 7 denni kultivaci podrobeny pozorovani konfokalnim
mikroskopem. Nejsilngjsi signal byl naméten v kotfenovych Spickach, proto byla analyza
zamétena prave na tuto oblast. Preparat byl rovnéz obarven propidium jodidem, aby byla

ovéfena intaktnost bunék.
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Obr. 6: Fotografie korenovych Spicek transgenni linie Arabidopsis thaliana

TCSn::GFP kultivovanych pri 20 °C, 29 °C a na médiu s tZ

Jiz okometricky bylo zpozorovano, Ze vyssi intenzitu fluorescence maji kotfenové
Spicky kli¢nich rostlin kultivovanych pfi 29 °C. Analyza tedy potvrdila vliv teploty na
cytokininovou signalizaci v oblasti kotfenové $picky. Kvantifikace GFP signalu pomoci
programu ImageJ ukazala, ze kli¢ni rostliny kultivované za vyssi teploty vykazovaly
v kofenové Spicce témét dvojnasobnou intenzitu signalu GFP. U rostlin nebyl pozorovan
zadny negativni vliv teploty na poruseni bun¢k. Vzhledem k pozitivnimu Gcinku teploty
na cytokininovou signalizaci bylo v nasledném experimentu testovano, zda bude mit
vysoka davka cytokininu aplikovand do média rozdilnou aktivaci cytokininové
signalizace. Pro tento experiment byla vybrana 10 uM koncentrace ¢Z, kterd vedla k témét
uplné inhibici rastu hlavniho kofene u obou teplotnich rezimii. U obou teplotnich variant
nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil v mife aktivity cytokininové signalizace. Za
ptedpokladu, Ze teplotou nebyl ovlivnén transport exogenniho cytokininu napfi¢ buiikami

kotenové Spicky, které jsou v blizkém kontaktu s médiem, lze tvrdit, Ze zvySena teplota
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jiz pii vysokych hladinach cytokininu nemé na cytokininovou signalizaci dalsi aditivni

udinek.

3,5
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Obr. 7: Intenzity signalu fluorescence GFP. Statistické hodnoceni bylo provedeno

pomoci ANOVA s post-hoc analyzou provedenou pomoci Scheffova testu.

6.3 Stanoveni relativni hladiny exprese markerovych genii cytokinini pomoci
RT-qPCR

Jelikoz bylo dokazano, ze teplota moduluje cytokininovou signalizaci v kotfenové
Spicce, byla ndsledna analyza vénovana kinetice zmény exprese genll zapojenych do
cytokininové signalizace. Kli¢ni rostliny ekotypu Columbia byly kultivovany po dobu
3 dnti pti 20 °C a nasledné pieneseny na zvysenou teplotu 29 °C. Tteti den byl vybran na
zakladé predchozich analyz, které ukdzaly, Ze prave tieti den dochazi u kli¢nich rostlin
kultivovanych pti 29 °C k nejvyraznéjSimu prodluzovani. Jako markerové geny
cytokininové signalizace jsou oznaCovany regulatory odpovédi ARR (Arabidopsis
response regulators). Produkty téchto genti se Ucastni regulace odpovédi rostliny na

hladinu cytokinini (ptehledovy ¢lanek Keshishian a Rashotte, 2015). ARR typu B jsou
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transkripéni faktory, které jsou zodpovédné za expresi cytokininy regulovanych genti
(Kieber a Schaller, 2014). Dale byla sledovdna exprese geni ARR typu A, které jsou
transkripéné indukovany v odpovédi na cytokininy a staly se tak reportérovymi geny pro

stanoveni cytokininové signalizace.

Hladiny exprese gent byly sledovany po dobu 24 hodin od oSetieni zvySenou

teplotou.
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Obr. 8: Relativni hladiny exprese genit ARR typu B. Data reprezentuji priumeérnou
hodnotu a smérodatnou odchylku. Hvezdicky oznacuji statisticky signifikantni rozdil
mezi danym oSetrenim a kontrolou bez oSetieni, hodnoceno na zaklade Studentova

t-testu (P <0,05).



Nejvyznamngjsimi ARR typu B jsou ARRI, ARR10 a ARR12 (Ishida et al., 2008).
Z analyzy trojitych mutanti v téchto genech bylo naptiklad zjisténo, Ze se vyznamné
podili na negativni regulaci odpovédi k suchu prostiednictvim cytokininového
fosforylacniho systému (Nguyen et al., 2016). Analyza exprese genli odhalila, Ze
u riznych transkripcnich faktorti pisobi zvysena teplota odlisné. Exprese genu ARR1 dvé
hodiny po pfenosu do 29 °C prudce vzrostla, nicméné nasledné postupné klesala. U
ARRI10 dochézi naopak plisobenim teploty ke sniZzeni exprese. Hladina exprese genu
ARRI2 nebyla zménéna. Velmi vysoké odchylky v ptipadé ARR18 mohou byt zptisobeny
jeho nizkou abundanci, nebot je exprimovan ve velmi malém mnozstvi a z toho velkou
Casti v reprodukénich organech (Araport). Analyza exprese ukazala, Ze zvySena teplota
nepusobi na rizné ARR typu B stejnym zplsobem. Zatimco u nékterych dochazi
k aktivaci, u jinych k inhibici. Aby bylo odhaleno, jaka je zména exprese gend zapojenych

do cytokininové signalni kaskady, byly stanoveny hladiny exprese ARR typu A.
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Obr. 9: Relativni hladiny exprese genit ARR typu A. Data reprezentuji priumeérnou
hodnotu a smérodatnou odchylku. Hvezdicky oznacuji statisticky signifikantni rozdil
mezi danym oSetrenim a kontrolou bez oSetieni, hodnoceno na zdkladeé Studentova

t-testu (P <0,05).



Jednim z nejvyznamnégjsich regulatori odpovédi cytokininové signalni drahy je
ARRA4. Jeho gen je hojné exprimovan v hypokotylu kli¢ni rostliny Arabidopsis a po
ptechodu ke kveteni nejvice v listové rtzici (Araport). ARR4 pfimo interaguje se
svételnym receptorem phyB (z angl. Phytochrome B), ktery kontroluje délku periody
v cerveném svétle. phyB je také zapojen ve vniméni teploty a zastava funkci
termosenzoru béhem noci (Jung et al., 2016). Mutanti postradajici fytochromovou
aktivitu maji prodlouzené hypokotyly uz pii 17 °C a jsou jiz k dal§imu zvySovani teploty
necitlivi, tudiz jsou fytochromy nezbytné pro termomorfogenezi (Jung et al., 2016).
Kontroly cirkadidnniho rytmu se ucastni také ARR3, ktery mé& podobnou funkci
jako ARR4 (Salomé et al., 2006). Po stanoveni exprese ARR3 i ARR4 se ukazalo, ze jejich
relativni hladiny transkriptl jsou niz8i po vystaveni teploté¢ 29 °C. ARRS a ARR7 jsou
vhodnymi markerovymi geny cytokininti, nebot’ jsou exprimovany ve velkém mnoZzstvi
v téméf celém rostlinném téle. Analyza exprese prokazala statisticky signifikantni snizeni
exprese genu ARRS. U ARR7 byla exprese také snizena, nicmén¢ na hrané statistické
signifikance (P < 0.05). Velké odchylky u ARRS a ARR16 by mohly byt zplsobeny opét
nizkou abundanci, protoze ARRS je exprimovan v malém mnozstvi a ARRI6 spiSe az

pozd¢jsich vyvojovych stadiich, zejména v reprodukénich organech (Araport).

Celkove vysledky z analyzy exprese genl cytokininové signalizace ukazuji, ze
kratkodobou odpovédi na zvyseni teploty je snizeni exprese regulator odpovédi. V brzké
fazi po pfesunu na vyssi teplotu dochdzi tedy ke sniZeni exprese cytokininovych
regulatori odpovédi ARR. Vzhledem k tomu, Ze zvySené hladiny cytokinini vedou
k oslabeni odpovédi k teploté, mize byt inhibice cytokininové signalizace ptfedpokladem
pro maximalni odpovéd’ ke zvysené teploté. Nicméné vysledky z dlouhodobé kultivace
pfi zvysené teploté ziskané pomoci analyzy TCS linii ukazuji, Ze tato odpovéd’ muize

zaviset na délce kultivace pii zvysené teploté ¢i konkrétnim pletivu rostliny.

Matematické modely prokézaly, ze prodluzovaci rist spojeny s ptisobenim vysokych
teplot mtize mit vliv na ochlazovani rostlin (Bridge et al., 2013). Tato prace ukazuje, ze
cytokininy podobné jako auxiny hraji vyznamnou roli v regulaci odpovédi rostlin na
zvySenou teplotu. Na rozdil od auxinl se zdd byt cytokininova signalizace ptisobenim

teploty oslabena.

40



7 ZAVER

Teplota je jednim z abiotickych faktorii, ktery pifimo ovliviiuje riist a vyvoj rostlin
a ma dramaticky vliv na rostlinnou produkci. Proto je velmi dilezit¢ porozumét
mechanismiim, kterymi se rostlina adaptuje na rtizné teplotni podminky, a jaké
fytohormony jsou v tomto procesu zapojeny. Na rozdil od teplotniho stresu neni vliv
zvysené teploty na cytokininovou signalizaci a vliv cytokininii na termomorfogenezi
dostatecné prostudovan, a to navzdory tomu, ze jsou cytokininy vyznamné hormony
pusobici na rtizné procesy od kliceni az po senescenci rostlin. Tato prace poukazuje na
jistou podobnost vlivu plsobeni cytokinind pii termomorfogenezi a skotomorfogenezi.
U obou téchto procest je prodluzovaci rust inhibovan zvysSenou hladinou cytokinind.
Cytokininova signalizace je jednak zavisld na hladin€ samotnych hormonti a jejich
distribuci v rostlinném téle, ale také na systému signalizace. Tato prace poukazuje na
dosud neprobadanou problematiku vlivu zvysSené teploty na modulaci cytokininové
signalizace. Analyza exprese genl zapojenych do fosforyla¢ni kaskady cytokininové
signalizace odhalila, Ze teplota moduluje expresi transkripcnich faktort zapojenych do
cytokininové signalizace, coz mé ve vysledku negativni vliv na expresi genll primarné
odpovidajicich na cytokininovy signal. Matematické modely prokazaly, Ze prodluzovaci
rist spojeny s pusobenim vysokych teplot mize mit vliv na ochlazovani rostlin.
Vzhledem k tomu, ze zvySend hladina cytokininti tltumi prodluzovani hypokotylu, mize
byt negativni vliv teploty na cytokininovou signalizaci ptedpokladem pro maximalizaci
odpovédi rostliny ke zvySené teploté. Nicméné tato hypotéza vyzaduje jesté dalsi

experimenty, které by tuto domnénku potvrdily.

Tato prace byla vypracovéana za finan¢ni podpory grantu P305/12/2144.
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9 SEZNAM POUZITYCH OBRAZKU

Obr. 1:  Chemicka struktura kinetinu

Obr.2:  Chemicka struktura zastupcu isoprenoidnich cytokininti

isopentenyladeninu a frans-zeatinu
Obr. 3:  Reakce katalyzovana enzymem CKX
Obr. 4:  ZjednoduSené schéma dvoukomponentnich fosforyla¢nich systému

Obr. 5:  Fenotyp klicnich rostlin Arabidopsis thaliana kultivovanych pti 20 °C,
29 °C a na médiu s tZ

Obr. 6:  Fotografie kotenovych Spicek transgenni linie Arabidopsis thaliana

TCSn::GFP kultivovanych pti 20 °C, 29 °C a na médiu s tZ
Obr. 7:  Intenzity signalu fluorescence GFP
Obr. 8:  Relativni hladiny exprese genli ARR typu B

Obr. 9:  Relativni hladiny exprese gentit ARR typu A
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