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ABSTRAKT

Vzhledem ke klimatickym zméndm, které negativn¢ dopadaji na vynosy
hospodaisky vyznamnych plodin, ptedstavuje teplotni stres hrozbu pro udrzitelné
zemédélstvi. Studium adaptace a aklimace rostlin viici zvySené teploté proto patii mezi
soucasné vyzvy védéckého usili. Rostliny jsou béhem svého zivota vystaveny riiznym
teplotnim podminkdam. Odpoveéd’ na neptiznivé teploty zahrnuje fadu signdlnich drah,
které reguluji mnoho dalSich vyvojovych a bunéénych procesti. Koordinace vyvojovych
procesti za podminek zvySené teploty nebo jinych vnéjSich faktort je primarné tfizena
rostlinnymi hormony. Tato prace se vénovala studiu interakce mirné zvySené teploty
(29 °C) a rostlinnych hormonti cytokininti u modelové rostliny Arabidopsis thaliana.
Pro sledovani vlivu cytokininli za zvySené teploty byly provedeny experimenty sledujici
morfologii rostlin, kinetiku rlstu, genovou expresi a kvantifikaci cytokinini.
Sledovanim elongace embryonalniho stonku (hypokotylu), ktera pfedstavuje
charakteristickou odpovéd’ rostlin na zvySenou teplotu, bylo prokazéano, Ze cytokininy
maji vyznamnou ulohu pii regulaci odpovédi na zvySenou teplotu. Analyzou genové
exprese a primym stanovenim hladin endogennich cytokininl jsme zjistili, Ze hladina
cytokininii je snizena v odpovédi na mirn€¢ zvySenou teplotu, coz déale ukazuje na

vyznam cytokininll pii adaptaci na teplotni stres.

Klic¢ova slova: cytokininy, teplota, morfologie, RT-qPCR, kvantifikace



ABSTRACT

Climate change and thermal stress poses a problem for sustainable agriculture.
Research in the adaptation and acclimation of plants to the elevated temperature is
therefore one of the current scientific issues. Plants are exposed to different ambient
temperatures during their life. The response to adverse temperatures includes a number
of signalling pathways affecting development and growth processes in plants.
Coordination of develomental processes under elevated temperature and other external
factors is primarily controlled by plant hormones. Here effect of cytokinins on plant
morphology, growth kinetics, gene expression and quanification in combination with
increased temperature was observed. By determination of the hypocotyl growth during
increased temperature, cytokinins were found to play important role in this process.
Cytokinins were found to inhibit temperature induced hypocotyl growth and inversly
seedlings treated with higher temperatutre showed decreased level of cytokinins which
was confirmed on the level of marker gene expression and determination of levels of

cytokinins.

Key words: cytokinins, heat, morphology, RT-qPCR, quantification
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1 UVOD

Rostliny jsou b&hem svého zivota vystaveny pusobeni raznych abiotickych
stresovych faktorti. V reakci na stresové faktory jsou rostliny nuceny odpovidajicim
zpusobem piizpusobit své ristové a vyvojové procesy, a to adaptivnimi reakcemi na
stres regulovanymi fadou vnitfnich faktord, které zahrnujici rostlinné hormony.
Ptikladem takovych hormoni jsou jiz dlouho zndmé rostlinné hormony v odpovédi na
teplotu, kterymi jsou auxiny, brasinosteroidy a gibereliny (Gray et al., 1998). Teplotni
stres patii mezi nejvyznamnéj$i faktory ovlivitujici hospodatské vynosy. Pojem teplotni
stres je chapan jako piekroceni fyziologické meze o 10-15 °C (Wahid et al., 2007).
Vedle sucha patii teplotni stres mezi nejvyznamnéjsi faktory a vedou k nevyhnutelnému
snizovani vitality rostlin, a tim 1 k poklesu hospodatskych vynosi. Z tohoto diivodu je
fada védeckych publikaci vénovéana intenzivnimu vyzkumu teplotniho stresu, ktery je
pro rostliny jednou ze zasadnich zatéZovych zkousek vnéjSiho prostiedi. Nicméné
rostliny jsou schopné zaznamenat i nepatrné zmény teploty byt jen o 1 °C nad nebo pod
jejich optimélni mez a mohou vést ke zméndm na riznych Grovnich Zivotniho cyklu
rostlin od kliceni pfes morfologické zmény aZz po vyvoj reproduktivnich orgéani
(Franklin a Wigge, 2014). Proto je dilezit¢ pochopit komplexni molekularni
mechanismy odpovédi na teplotni zmény v intervalu pted piechodem do teplotniho
Soku. Vzhledem k ménicim se klimatickym podminkdm je v sou€asnosti v zemédé&lstvi
snaha Slechtit rostliny rezistentni vi¢i nepfiznivym faktorGim prostiedi, a proto je
dualezité pochopit fungovani komplexniho mechanismu odpovédi na jednotlivé limitujici
faktory.

V této praci jsem se zabyvala souvislostmi mezi odpovédi na mirné¢ zvySenou
teplotu (29 °C) a cytokininy. Tato problematika nabizi Sirokou $kalu mozZnosti studia
mechanismu vlivu cytokinin@, které jesté nebyly plné objasnény. Vliv cytokininu
v odpovédi na teplotni stres byl v poslednich letech dokézan jiz v fadé praci (Cerny
et al., 2014, Skalak et al., 2016). Vliv mirn¢ zvySené teploty byl v této praci sledovan

ukli¢nich rostlin Arabidopsis thaliana.



2 CIiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe, ktera shrne poznatky
o rostlinnych hormonech cytokininech se zaméfenim na jejich metabolismus a vliv na
rust a vyvoj. Teoreticka ¢ast byla dale doplnéna o piehled vlivu teplotniho stresu na
rostliny. Experimentdlni ¢asti pradce byla studovana odpovéd’ na zvySenou teplotu
u modelové rostliny Arabidopsis thaliana. Experimenty byly zaméfeny na sledovani
kinetiky zmén morfometrickych parametrii kli¢nich rostlin za podminek standardni
teploty 20°C a podminek mirného teplotniho stresu 29 °C. Ziskand data
z morfometrické analyzy byla obohacena o analyzu exprese genli zapojenych do
metabolismu cytokinind. V zavéru prace bylo na zaklad¢ ziskanych vysledkl v Sir§Sim
vyznamovém kontextu diskutovdno ptlisobeni rostlinnych hormoni v odolnosti viici

teplotnimu stresu.



3 SEZNAM ZKRATEK

ABA kyselina abscisova

Asp kyselina asparagova

AHK hybridni histidinkinaza (receptor cytokininil)
AHP histidin fosfotransferovy protein u Arabidopsis
AMP adesinmonofosfat

ARR regulator odpovédi u Arabidopsis

CKX cytokinin dehydrogenaza

cZ cis-zeatin

DMAPP  dimethylallyl pyrofostat

DNA deoxyribonukleova kyselina

DZ dihydrozeatin

ENT ekvilibrativni nukleosidovy transportér
FAD flavinadenindinukleotid

His histidin

IAA indolyl-3-octova kyselina

1P isopentenyladenin

IPP isopentenyldifosfat

1iPMP isopentenyl-adenosin-5"-monofosfat
IPT isopentenyltransferaza

iPR isopentenyladenosin

PUP purin-permeasovy transportér

RNA ribonukleova kyselina

TAA tryptofan aminotransferaza

tRNA transferova ribonukleova kyselina
tZ trans-zeatin

tZR trans-zeatinribosidy



4 TEORETICKA CAST
4.1 Cytokininy
4.1.1 Historie objevu

Je to jiz vice nez 60 let, co védci zuniverzity ve Wisconsinu (University
of Wisconsin, Botany and Biochemistry departments) izolovali a identifikovali viibec
prvni cytokinin s chemickym nadzvem 6-furfurylaminopurin, dnes znamy pod trividlnim
oznacenim kinetin (Miller et al., 1955). Pfed objevem cytokininti ve vzduchu visela
nezodpovézena otazka: Co je zodpoveédné za stimulaci déleni bunék neboli cytokinezi?
Jiz na konci 19. stoleti Wiesner (1892) pfiSel s hypotézou, Ze v organismu existuji
byla mySlenka Wiesnera podpoifena rakouskym botanikem Haberlandtem (1913)
povazovaného za otce rostlinnych explantatd, ktery prokazal, Zze exudaty floému
riznych druh@i rostlin vedou ke stimulaci déleni bunck v parenchymu brambor
(Solanum tuberosum). DalSich n€kolik let se Haberlandt na zaklad¢ ziskanych poznatkt
snazil izolovat z poranéné tkané neznamé substance zodpovédné za cytokinezi, ale ve
findle neuspésné. S postupem Casu se v testech vystiidala velkd fada latek, ktera by
mohla potencidln¢ aktivovat schopnost dé€leni, ale bez vétSiho uspéchu. Bez pochyby
nejlepsiho vysledku dosahli Van Overbeek et al. (1941), kteti poprvé védecké komunité
pfedstavili kokosové mléko jako novy komponent Zivného média. Kokosové mléko
béhem kultivace mladych embryi Datura stramonium podpofilo stabilni proliferaci
bunék. Nasledné byly testovany 1 jiné ptirodni latky vykazujici v kombinaci s auxiny
pozitivni vysledky, naptiklad rajéatova a pomerancova §tava, kvasnicny extrakt nebo
bananovy extrakt, nejvice se vSak osvédcilo kokosové ml¢ko (Caplin a Steward, 1948).
I pfes vynaloZené usili pfijit na kloub zahadnym latkam zodpovédnym za proliferaci
bunék, prvni chemicka identifikace indukujicich latek pfiSla az roku 1955
(Miller ef al., 1955). Hlavnimi davody prvotniho netspéchu byly pravdépodobné
nedostatecna znalost UCinkl rostlinnych regulatorti, nevhodné pouZiti rostlinného
materidlu a kontaminace vzorkti (Amasino, 2005).

Kdyz jiz bylo zndmo, co ovliiuje stimulaci déleni bun€k, vstupuje na scénu
talentovany Miller v roli postdoktoranda pod vedenim prof. Skooga. Ustiednim zijmem

Millera bylo nalezeni ptiCiny proliferace bunék a tvorby pryti. V souladu se svymi

10



pfechazejicimi experimenty vydedukoval, Ze souc€asti navozujicich faktori mohou byt
nukleové baze puriny a pyrimidiny, hlavni slozZky DNA. K témto zavé€rim vedly
vysledky studie prof. Skooga s Cheng Tsui, ktefi pfidavkem adeninu a auxinu navodili
slabou indukci tvorby prytt (Skoog a Tsui, 1951), proto se rozhodl pro pouziti spermatu
sled¢, bohatého na DNA. Stejn¢ jako u extraktu z kultury Saccharomyces cerevisiae
a kokosového mléka doSlo 1 po aplikaci spermatu sledé¢ k iniciaci déleni bunék v kultuie
tabaku. Problémy s reprodukovatelnosti nastaly v opakovanych experimentech, ve
kterych bylo pouzito Cerstvé sperma. Miller posléze zjistil, Ze pokud ponechd sperma
sledé piipokojové teploté po dobu nékolika mésicl, aktivita navozujicich faktora je
opét piitomna. Objev patiicnych faktor Miller posléze navodil aplikaci DNA, kterd
byla degradovana autokldvovanim. Objasnéni chemické struktury zdhadného faktoru
pfiSlo vroce 1955, kdy byl identifikovan prvni cytokinin pojmenovany kinetin
(Miller et al., 1955). Dlouho po objevu kinetinu se predpokladalo, Ze se v organismech
piirozené nevyskytuje. AZ roku 1996 kdy byly testovany razné vzorky izolované DNA
z rostlin a lidi, kde se prokazala pfitomnost kinetinu (Barciszewski et al., 1996). V roce
2000 byl kinetin stanoven 1 v lidské moci (Barciszewski ef al., 2000). Prvni pfirozen¢ se
vyskytujici cytokinin byl nalezen v kukufici (Zea mays), z jejichz obilek se podatilo
purifikovat prvni rostlinny cytokinin, nazvany trans-zeatin (¢Z) (Miller, 1961; Letham,

1963).

A
HN
H
N’/
A

Obr. 1: Strukturni vzorec kinetinu (6-furfurylaminopurin)
4.1.2 Struktura cytokininu

Dnes uz vime, Ze cytokininy jsou nezastupitelnym rastovym regulatorem rostlin
zapojujicim se do mnoha procesti na raznych urovnich rstu a vyvoje rostlin. Tyto

procesy zahrnuji pfevazné déleni bunék, oddalovani senescence, kliceni semen, de novo
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organogenezi, potlacovani apikalni dominance nebo odpovéd rostlin na bioticky
a abioticky stres (Hwang et al., 2012).

Cytokininy mazeme rozd¢lit do dvou skupin: pfirozené¢ a syntetické. VSechny
piirozené se vyskytujici cytokininy jsou z chemického hlediska substituované puriny,
konkrétng derivaty 6-aminopurinu s pfipojenym postrannim fetézcem v poloze N°.
V zavislosti na charakteru pfipojeného postranniho fetézce v poloze N° klasifikujeme

cytokininy jako aromatické a isoprenoidni (Schmiilling, 2004).

Do prvni skupiny pfirozenych  isoprenoidnich  cytokinini  fadime
N®-isopentenyladenin (iP), ¢Z, cis-zeatin (cZ) a dihydrozeatin (DZ) (Obr. 2).
NejCastéjSim piirozenym cytokininem je zeatin (trans-6-(4-hydroxy-3-methylbut-
2-enylamino)purin). Zasluhou hydroxyskupiny véazané v postrannim fetézci je zeatin
schopen tvofit dva odliSné izomery cis a trans (tZ a cZ) (Ziircher a Miiller, 2016). Po
objevu cytokininti do poptedi zajmu vstoupily pifedev§im biologicky aktivni formy, kam
fadime trans-konfigurace, naopak cis-konfigurace, ziistaly v jeho stinu z divodu nizsi
biologické aktivity u mnoha druhii rostlin. V poslednich letech se objevily studie
vyzdvihujici jeji potencialni roli v odpovédi obrannych reakcich rostlin proti patogeniim

a herbivorim (Schifer et al., 2015).

OH
HsC H4C /\/( HaC
OH A/K/OH
HN/\/’/IIL\C.H:, HNA"/A\/ HN N Neh,  HN
N N NF N N/J N NF N
»; L)I\> Ty T
X NN N NN
H H H

N
H

ir [¥i cf 13

Obr. 2: Strukturni vzorce isoprenoidnich cytokininii: N'-isopentenyladenin (iP), trans-

zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ), dihydrozeatin (DHZ)

Druhou skupinou jsou aromatické cytokininy obsahujici benzyl v poloze N°
(Schmiilling, 2004). Mezi zastupce aromatickych cytokininl patii ortho-topolin (oT),
meta-topolin (mT) a para-topolin (pT) tzv. topoliny purifikované z topolu (Populus
canadensis) a dalé jejich methoxy derivaty (MeoT a MemT) a benzyladenin (BA)
(Obr. 3). Aromatické cytokininy se vyskytuji u nékolika specifickych druhti rostlin, jejiz
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vyskyt byl v ptirodé potvrzen, naptiklad u druhtt Populus canadensis a Consolida
regalis (Strnad, 1997; Sakakibara, 2006). Mezi aromatické cytokininy z chemického
hlediska déle fadime derivaty moCoviny a thiomocoviny, které jsou vétSinou syntetické
povahy. Naptiklad derivat moc€oviny thidiazuron ma podobny uUc€inek jako piirozené
cytokininy a byl syntetizovan pro komer¢ni pouziti s cilem defoliace baviniku (Arndt

etal., 1976; Guo et al., 2011).
HM@ HN/-@ HN

BAP ol ml

DCHS DCHE-

ONRON
Kﬂ k‘“ N
H
MeaT MemT
Obr. 3: Strukturni vzorce aromatickych cytokininii: 6-benzyladenin (BA), ortho-

topolin (oT), meta-topolin (mT), ortho-methoxytopolin (MeoT) a meta-methoxytopolin
(MemT).

Cytokininy se vyskytuji napfi¢ rostlinnymi druhy ve formé derivati volnych bazi,
ribosidd, ribotidit a nukleotidl. Cytokininy se po konjugaci s glukézou vyskytuji ve
formé N-glukosidii a O-glukosidli, dalsi formou cytokinini mohou byt i konjugaty

s aminokyselinami (Kieber et al., 2004).
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4.1.3 Biosyntéza cytokininu

V ptedchozich odstavcich jsme byli sezndmeni se dvéma skupinami cytokinind,
Jjimiz jsou isoprenoidni a aromatické cytokininy. Nasledujici kapitola bude vénovana
vyhradné biosyntéze isoprenoidnich cytokinint, jejiZ mechanismus je ndm znadmy jiz od
konce 20. stoleti (Frébort ef al., 2011). Co se tyce biosyntézy aromatickych cytokinind,
1 po uplynuti 44 let od objevu prvniho aromatického cytokininu stale neexistuje Zadny
naznak toho, jak jsou cytokininy nesouci postranni fetézec saromatickym kruhem

v rostlinach syntetizovany (Horgan et al., 1973; Kaminek, 2015).

Biosyntéza isoprenoidnich cytokininti je lokalizovana ptedev§im do meristému
a mladych vyvijejicich se pletiv (Letham, 1994). Tym Taya et al. (1978) jako prvni
detekoval biosyntetickou aktivitu v Dictyostelium discoideum, jehoz extrakt katalyzoval
ptenos isopentenylu z dimethylallyldifostitu (DMAPP) na adesinmonofosfat (AMP).
Produktem reakce je diskadenin, ktery piisobi jako inhibitor kli¢eni spor a jeho aktivita
byla dokazana dokonce i1 v tabakové kultufe. AvSak prvni gen zodpovédny za de novo
biosyntézu cytokinini byl nalezen az u patogenni bakterie Agrobacterium tumefaciens,
jenz je hlavnim iniciatorem nadorQ u rostlin. Vznik infekéniho onemocnéni probiha
skrze oblast T-DNA nalézajici se na tzv. Ti-plazmidu. Specificka oblast T-DNA je
schopna se zacClenit do rostlinného genomu (Kakimoto, 2003). Bakterie Agrobacterium
tumefaciens disponuje dvéma geny ipt, oznaCovanymi tmr a tzs. Gen Tmr je kdédovan
v oblasti T-DNA, diikaz jeho biosyntetické aktivity byl proveden na modelu
Escherichia coli. A po klonovéani do Escherichia coli bylo prokdzano, Ze jeji extrakt
posléze katalyzoval tvorbu isopentenyl-adenosin-5'-monofosfat (iPMP) z DMAPP
a AMP. Gen Tzs je lokalizovan na virulentni oblasti nopalinu na T-DNA (Sakakibara,

2006). Oba geny tmr a tzs fadime do DMAPP:AMP isopentennyltranferaz.

Geny /PT koduji isopentenyltransferazu (IPT), a rozliSujeme adenylat-IPT schopné
ptipojit isoprenoidni fetézec do polohy N® na AMP, ADP nebo ATP (nikoli na adenosin
nebo na adenin) a dale na tRNA-IPT schopné pfipojit isoprenoidni fetézec na adenin
v molekule tRNA (Kakimoto, 2003). Biosyntéza isoprenoidnich cytokininti tedy za¢ina
konverzi isoprenoidniho fetézce na adenin v podobé nukleotidii nebo vazan v RNA.
Mezi prekurzory isoprenoidnich postrannich fetézcl fadime dimethylallylpyrofostaty
(DMAPP) a 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfaty (HMBDP). Meziproduktem
deoxy-D-xylulosa-5-fostatové drahy (DXP) je HMBDP, ktery dale slouzi jako donor
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pro syntézu konecnych produktt DMAPP a isopentenyldifostat (IPP), jehoZ syntéza
probiha v plastidech za pomoci genu IspG. Tato drédha se mimo rostliny vyskytuje
napiiklad 1 v bakteriich a zahrnuje v sobé 1 metylerytritolfosfatovou dradhu (MEP).
Syntéza DMAPP je dale realizovana mevalondtovou drahou (MVA) lokalizovanou
v cytosolu a mitochondriich, jejiz cesta jiz nezahrnuje syntézu HMBDP (Hecht ef al.,

2001).

U rostlin jsou zdrojem isoprenoidnich jednotek drahy kyseliny mevalonové (MVA)
a metylerytritolfosfatové (MEP) drdhy. Mimo rostliny se MVA draha vyskytuje
iujinych organismi jako napiiklad zivocichl, hub ¢i Archaea, kde slouzi jako
producent prekurzori biosyntézy sterold, seskviterpenii a postranniho fetézce
ubichinonu. MEP drdha je v kone¢ném dusledku rovnéz zodpovédna za produkei
dalsich latek, mezi kterymi jsou monoterpeny, nékteré seskviterpeny, diterpeny,

karotenoidy a postranni fetézce chlorofylu (Laule et al., 2003).
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Obr. 4: Model biosyntézy a metabolismu cytokininu (Prevzato z Sakakibara, 20006)
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Biosyntéza cytokininii typu 7Z zahrnuje tvorbu N°-isopentenyladenosin 5’-fosfatt
(1IPRMP, iPRDP, iPRTP) z adenosin-5’-fosfatl (z AMP u bakterii, v pfipadé vysSich
rostlin z ADP nebo ATP) a z DMAPP ¢i HMBDP. Tuto klicovou reakci katalyzuje
enzym adenylat-IPT. Prenylovany isoprenoidni postranni fetézec ribonukleotidl
(ptednostné¢ iPRMP a iPRDP) je za katalyzy cytochrom-P450-monooxygenazou 735A
(CYP735A) hydroxylovan za vzniku cytokinini typu ¢Z (Takei et al., 2004). Biosyntéza
cytokinini typu cZ vychazi z tRNA a je katalyzovana enzymem tRNA-IPT. Poslednim
krok degradace tRNA je doprovéazen vznikem volnych bazi cZ (Murai, 2014).

Identifikace prvnich genii /PT u rostlin byla umoZnéna az po odhaleni kompletni
sekvence genomu Arabidopsis thaliana. Geny AtIPT byly specifikovany na zakladé
vyhledavani a porovnavani homolognich sekvenci metodou BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) vici jiz zndmym bakteridlnim gentim ipt (Takei ef al., 2001).
V soucasnosti je znamo 9 genl IPT (AtIPTI- AtIPT9), z nichZ geny AtIPT2 a AtIPTY
koédujyi enzymy tRNA-IPT. Funkce genu At/PT2 byla potvrzena ve studii
se Saccharomyces cerevisce (Golokov et al., 2002). Studium jednotlivych geni
dokazaly vyznam At/PT3, ktery determinuje biosyntézu cytokininil (#ZR a ¢Z-ribotid{)
v odpovédi na hladinu NO; akumulujici se v kofenech (Miyawaki et al., 2004; Takei

et al., 2004).

Geny AtIPTI, AtIPT3, AtIPTS5 a AtIPTS jsou lokalizovany v plastidech, coz bylo
potvrzeno selektivnim zna¢enim C" jednotlivych isoprenoidnich drah a naslednou fuzi
s GFP v bunkach listu a kofenové Spicky (Kasahara et al., 2004). Vysledek experimentu
byl taktéz v souladu s tvrzenim, Ze vétSina ¢Z a 1P je poskytovana z prekurzoru DMAPP
z MEP drahy, které jsou rovnéz lokalizovany do plastidi. Geny tRNA At/IPT2 a AtIPT4
byly detekovéany v cytosolu a A¢/PT7 v mitochondriich.

Mista exprese jednotlivych genli byly odhaleny studiem exprese genti At/PT v
organové specifickém materidlu pouzitim promotorovych:reportérovych gend. At/PTI
je exprimovdna v xylému prekurzorovych bunék kotene, prasnicich a zrajicich
semenech, exprese At[PT3 je lokalizdna do xylému, At/PT4 a AtIPTS jsou nejvice
exprimovany v misté chazélniho endospermu nezralého semene, At/PTP5 je aktivni
v oblastech lateralniho kofenového primordia, v kolumele kofenové Spicky, v abscisové

zoné plodu, AtIPT6 je dominantni v SeSuli, A#/PT7 pievladd v mistech trichoml
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mladych listli, v pylovych lackach, ve floému a v prodluzovaci z6n€ endodermis kotfene

(Sakakibara, 2006).

Dalsim enzymem v biosyntetické draze cytokinin enzym ribozid-5’-
monofosfatfosforibohydrolaza zvany LONELY GUY (LOG) objeveny vroce 2007
v 1yzi (Oryza sativa) nalezen. Pozdé&ji bylo identifikovano 7 gent kodujici LOG enzymy
v Arabidopsis thaliana (Frébort et al., 2011; Kieber a Schaller, 2014). Enzymy LOG
jsou v jediném kroku schopny ptevést ribotidy cytokinini na volné baze (iP, tZ, DZ,
cZ), které predstavuji neaktivnéj$i formy cytokinini. LOG enzymy vSak nejsou schopné
pracovat se substraty di- a tri-fosfatli, ztohoto divodu je tieba je nejdiive
defosforylovat na mono-fosfaty, které jsou LOG enzymy pieménitelné. Lokalizace
exprese LOG enzyml v Arabidopsis thaliana je ptedevS§im v prytu, s vyjimkou

AtLOG7, ktery vykazuje 5% vyssi aktivitu v kofenech (Kuroha et al., 2009).

4.1.4 Metabolismus cytokinini

Regulace endogennich hladin cytokininli je obecné zajiStovana konverzemi mezi
cytokininovymi béazemi, ribosidy, ribotidy, modifikovanymi postranimi fetézci,
konjugacemi a v posledni fad¢ degradaci cytokininii (Schmiilling, 2004). Podrobné je
pieména cytokininovych bazi a degradace cytokininli popsana v kapitolach vyse a nize,

v této Casti se zame&fim zejména na glykosylace cytokinind.

Pokles aktivnich cytokininovych hladin mizZe byt zplsobena reverzibilni ¢i
ireverzibilni konjugaci cukri glukézy nebo xylozy, prevazné glukdzy. V soucasnosti
jsou ndm znadmy dvé mozné cesty glykosylace, a to bud’ na adeninovém kruhu nebo na
postrannim fetézci cytokininti. Mezi modifikace adeninové kostry fadime ireverzibilni
N-glykosylaci adeninového kruhu vpozici N’-, N’- a N’- nebo konjugaci na
aminokyselinu alanin v pozici N°- (Mok, 2001). Glykosylace adeninového kruhu
v pozicich N’- a N°- zpiisobi nevratnou inaktivaci cytokinind. Preference pipojeni
glykosylu je vicenasobné vyssi v pozici N'- a to plati jak pro ¢Z, tak i pro ¢Z. Za
zprostiedkovatele N-glukosylace je povazovan enzym N-glukozyltransferaza, ktery
ptipojuje cukerny zbytek na dusik adeninového kruhu. Do procesu konjugace alaninu se
zapojuje enzym B-(9-cytokinin)-alanin syntéza, ktery zodpovida za konverzi tZ, cZ, 1P
a DZ (nejCastéji tZ a DZ) za vzniku 9-alanylovanych derivati. Donorem alaninu pro

danou reakci je O-acetylserin (Sakakibara, 2010).
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Mimo N-glykosylace na adeninovy kruh je mozné navazani cukerného zbytku
(glukdzy nebo xylozy) na hydroxylovou skupinu postranniho fetézce (tzv.
O-glykosylace) za vzniku O-glykosidi (O-glukosidy a O-xylosidy) prostfednitvim
katalytick¢ aktivity O-glykosyltransferazy. Donorem glykosylu pro enzym
O-glykosyltransferazy (ZOG) slouzi uridin-5’-difosfogluk6za (UDPG) a UDP-xyl6za
(UDPX), s vyrazng€ vyssi afinitou k UDPG, substratovou jednotkou je #Z (Mok, 2000).
Zpétna konverze O-glykosidi na aktivni formy cytokininli probihd deglykosylaci
pusobenim enzymu B-glukosidazy, ktery byl nalezen v kofeni kukufice. Enzym

B-glukosidaza je taktéZ schopen deaktivovat N°-glukosidy (Brzobohaty ef al., 1993).

4.1.5 Degradace cytokininu

Proces degradace cytokininii hraje vyznamnou roli v regulaci hladin aktivnich
forem cytokininii a distribuci v rostlinném téle (Galuszka et al., 2000). Poprvé byl
enzym degradace popsan roku 1971 profesorem Pacesem a jeho kolegy v kultufe tabdku
(Paces et al., 1971), a byl pojmenovan Whittym a Hallem jako cytokininoxidaza.
(Whitty a Hall, 1974). Cela 1éta se ptredpokladalo, ze finalnim akceptorem elektront je
vyluén€ molekularni kyslik. Pozd&jsi studie vSak nalezly jiné a efektivné;si elektronové
akceptory chinonového typu. Dnes jiz enzym fadime do tfidy dehydrogenaz, tzv.
cytokininoxidaza/dehydrogendza (CKX) (Galuszka et al., 2001; Frébortova et al.,
2004). CKX je jednim z hlavnich enzymit, ktery katalyzuje ireverzibilni inaktivaci
cytokininii u rostlin. Izolace CKX zrostlinnych pletiv byla v minulosti extrémné
obtiznd, predevsim diky jejich nizkému obsahu, prilom pfisel az s pfesnou identifikaci
sekvenci genu ZmCKX1 kodujici CKX v kukutici (Zea mays) (Morris et al., 1999). Od
té chvile byly geny CKX identifikovany v riznych prokaryotickych i eukaryotickych
organismech naptiklad Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Dictyostelium discoideum,

Saccharomyces cerevisiae, Funaria hygrometrica (Frébort et al., 2011).

Spole¢nym znakem enzymii CKX je ptitomnost kovalentné¢ vazané¢ FAD vazebné
domény a substrat vazebné domény. Kofaktor FAD je pfipojen pfes metylovou skupinu
v pozici 8 na isoalloxazinovy kruh na histidinovém zbytku motivu GHS (Frébort et al.,
2011). V genomu Arabidopsis thaliana byla odhalena rodina sedmi homolognich genii
kodujici CKX (AtCKX1 — AtCKX7) sestavajici z vysoce konzervativnich sekvenci

zahrnujici 5 exont a 4 introny (Bilyeu ef al., 2001).
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Ireverzibilni degradace cytokininli probihd oxidativnim Stépenim postranniho
fetézce N°® adeninu a odpovédnym enzymem této reakce je vyie uvedeny CKX.
V prvnim kroku, degradace podléha dehydrogenaci, kdy jsou z cytokininu prevedeny
dva elektrony na FAD kofaktor, za vzniku iminového meziproduktu. Soucasné jsou
elektrony pieneseny na findlni akceptor. Vyslednymi produkty oxidativniho $té€peni jsou
adenin (nebo derivaty N’-substituovanych cytokinint) a aldehyd z postranniho fetézce.

(Frébort et al., 2011).

4.1.6 Signalni draha cytokinini

Molekularné genetické studie odhalily, Ze je pfenos signalli cytokininové aktivity
uskuteciiovan pies dvoukomponentni His-Asp fosforylacni signdlni drahy. Signalni
dréha je zahajena percepci na hybridnim histidinkinasovém receptoru, kterd spousti
vicestuptiovou fosforylaci az ke kone¢né regulaci genové exprese. Dvoukomponentni
systém nalezneme 1 u bakterii, hub a Dictyostelium. Systém je zalozen na principu
pienosu fosfatové skupiny mezi signdlnimi ptenasSeCi (Cheng et al., 2015). Do
signalizaéni drahy cytokinind u Arabidopsis thaliana se zapojuji tfi hlavni slozky,
jmenovité¢ hybridni histidinkinasové receptory (AHK), histidin fosfotransferové

proteiny (AHP) a regulatory odpovédi (ARR) (Hwang et al., 2012).

Percepce signdlni molekuly cytokininu je zahdjena vazbou do vazebné domény
CHASE (soucast AHK) lokalizované na plazmatické membrané nebo
endoplazmatickém retikulu, ktera zpisobi autofosforylaci dimeru hybridniho receptoru
AHK na His, odkud je posléze fosfatova skupina piemisténa na zbytek Asp jeji
piijimacové domény, fosfadtova skupina pokracuje do cytoplazmy a navdze se na
AHP1-AHPS (El-Showk et al., 2013). Histidin fosfotransferovy protein (AHP) slouzi
jako miustek mezi receptory AHK lokalizované na membrané a ARR typu A a typu B
lokalizovanych v jadife. Pfenosem fosforu z AHP dojde k fosforylaci C-koncovych
domén ARR typu B, které obsahuji pfijimacovou doménu a konzervovanou DNA-
vazebnou doménu. Tento déj podmini aktivaci regulatorii odpovédi jako transkripénich
faktort, ty jsou zodpovédné za aktivaci primarn¢ indukovanych genti. V cytokininové
signalni kaskad¢ hraje ARR typu B roli pozitivniho regulatoru, zatimco ARR typu A

maji roli negativniho reguldtoru signalizace cytokininti (Zalabak et al., 2013).
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Obr. 4: Mechanismus prenosu cytokininového signalu v Arabidopsis thaliana
(El-Showk et al., 2013, upraveno a prevzato) P — fosfatova skupina, H — zbytek histitinu,

— zbytek kyselina asparagové, ER — endoplazmatické retikulum
4.1.6.1 Hybridni kindsové receptory (AHK)

U Arabidopsis thaliana je obecné znamo na 11 AHK, znichz AHK2, AHK3,
CRE1/AHK4 se ptimo podili na percepci a signalizaci cytokinint. Jsou lokalizovany na
plazmatické membran¢ endoplazmatického retikula (Caesar et al., 2011). Receptory
cytokinini AHK sestavaji ze dvou az tfi transmembranovych domén, z cytokininové
vazebné domény CHASE (angl. Cyclase/Histidine-kinase Associated Sensory
Extracellular) na N-konci, histidinkindsové domény, pifijimaci domény na C-konci,

homologni doména k pfijimacové doméné (Ferreira a Kieber, 2005).

Struktura histidinkindzovych receptorti je vzdjemné velmi podobna, avSak lisi se
vazebnou preferenci. Receptory CRE1/AHK4 a AHK3 vykazuji pomérné vysokou
afinitu k 7#Z a 1P na rozdil od cZ. Zajimavé je, Ze v kukufici (Zea mays) AHK
rozpoznava c¢Z a vaze je s vysokou afinitou oproti Arabidopsis thaliana, ktera

pritomnost cis-forem viibec nezaznamena (Cheng ef al., 2015). Vazebné ligandy 1P typu
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disponuji nejvyssi afinitou k CRE1/AHK4, ovSem AHK3 je stabilnéj$i za plsobeni
zvySené teploty na rozdil od CRE1/AHK4 (Romanov et al., 2006).

4.1.6.2 Histidin fosfotransferové proteiny (AHP)

AHP jsou nepostradatelnou spojkou transmembranovych a jadernych trankripcnich
faktorti v cytokininové signalni drahy. Pfecteny genom Arabidopsis thaliana poslouzil k
dekodovani péti riznych proteinit pfenasect fosfatu (angl. histidin phosphotransfer
protein; HPT) (AHP1- AHPS) (Suzuki ef al., 1998). Ptrenos AHP1-AHPS5 fosfatovych
skupin je zajistén vysoce konzervovanym motivem (XHQXKGSSXS). Pozdé&ji byl
nalezen tzv. pseudo-fosfotransferovy protein AHP6, ktery neplni svou primarni funkci
pienosu fosfatové skupiny z divodu chybéjiciho konzervativniho His a pasobi jako

inhibitor signalizace cytokinini (Mahdnen et al., 2006).
4.1.6.3 Regulatory odpovédi (ARR)

Regulatory odpovédi (ARR) jsou dalSi slozkou v signalni kaskadé cytokinint.
U Arabidopsis thaliana byla objevena existence 23 funkcnich ARR (To et al., 2007).
Na zédklad€ struktury domén a podobnosti aminokyselinovych sekvenci ptijimaci
domény ARR dé¢lime do 4 hlavnich tfid: typ A, typ B, typ C a regulatory
pseudoodpovédi (ARRR). Z nichZ do signalizace se zapojuji typ A a typ B ARR (Cheng
et al., 2015).

Fosforylace ARR typu B aktivuje schopnost vazby na DNA. Spolecné s cilovymi
geny cytokininové odpovédi a geny ARR proteini typu A jsou pod transkripéni
kontrolou ARR typu B (El-Showk et al., 2013). ARR typu B obsahuje stejn¢ jako ARR
typu A piijimacovou doménu na N-konci, li$i se vSak charakteristickym prodlouzenym

C-koncem s GARP doménou spolecnou pro vSechny ARR typu B (Miiller et al., 2007).

ARR typu A jsou proteiny o relativné malé velikosti sloZzené z ptijimacové domény
s variabilni stfedovou ¢asti a ze zkrdcen¢ho C-konce. Stabilizace regulatoru ARR typu
A je vyvolana fosforylaci (El-Showk er al., 2013). Za transkripci je primarné
zodpovédna signalni draha cytokininli, rovnéz jsou indukovatelné nitraty ¢i abiotickymi
stresovymi faktory jako jsou nizka teplota, dehydratace a zasoleni pudy (Ureo et al.,

1998).
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4.1.7 Transport cytokinini

Pro rostliny je charakteristickd absence lokomoc¢nich pohybii (=pohyb z mista na
misto), coz vede ke vzniku celé fady specifickych drah zapojujicich se do regulace
morfologickych, fyziologickych nebo genetickych vyvojovych procest. V okamziku
vyklieni je rostlina upoutdna ke konkrétnimu biotopu a neexistuje pro ni moznost
uniku, je doslova nucena celit nepiiznivym vliviim vnéjSiho prosttedi. Mezi neptiznivé
faktory fadime napt. sucho, teplotni vykyvy, nedostatek zivin ¢i napadeni rostlinnym
patogenem (Lacombre et al., 2016). K piekonani zminénych limitli ve stale se ménicim
prosttedi si rostliny vyvinuly mechanismus komunikace signalnich molekul
(fytohormony, mRNA, malé¢ RNA, proteiny) mezi jednotlivymi buiikami a organy,
které predavaji signal k cilovému organu a tak koordinuji jejich nasledny rist a vyvoj

(Ruiz-Medrano ef al., 2001).

Transport cytokininh mize probihat na bunécné urovni, tedy na plazmatické

membrané nebo na dlouhé vzdalenosti ptes vodivé svazky (Liu ef al., 2009).
4.1.7.1 Transport cytokininit na dlouhou vzdalenost

Transport signalnich molekul v¢etné cytokininti je zabezpecen pomoci vodivych
pletiv, tzn. na dlouhou vzdalenost. Vodiva pletiva sestdvaji z dfevni €asti (xylém)
zajiSt'ujici rozvadéni vody a anorganickych latek z kofene do nadzemni ¢ésti rostlin tzv.
transpiracnim tokem a lykové Casti (floém) zajistujici prenos produktii syntetizovanych
ve fotosyntéze (Prochdzka et al., 1998)

Pivodni model ptedpokladal, Ze cytokininy jsou syntetizovany prevazné v kotenech
a prytem jsou rozvadény do celého rostlinného téla, pozd¢jsi studie vSak dokazali, ze
cytokininy podléhaji syntéze v riznych castech rostliny (Sakakibara et al., 2006). Pii
transportu cytokinini xylémem se primarné uplatiuji trans-zeatinribosidy (¢ZR), které
v koteni slouzi jako akropetalni signdly (Kuroha et al., 2002). Naopak ve floému je
cytokininovy tok bazipetalni a majoritni ¢ast je zastoupena isopentenyladeniny (iP) typy

isopentenylribosidy a isopentenylribotidy (Kudo et al., 2010).

ABC transportni proteiny jsou jedna z nejvétSich transportnich proteinovych rodin
viubec, u rostlin jsou ABC transportéry v porovnani s ostatnimi organismy hojné
zastoupeny a jsou lokalizovany na plazmatické membrané (Durdn-Medina et al., 2017).

V roce 2014 dvé na sob¢€ nezavislé skupiny pod vedenim Koa a Zhanga oznémili objev
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mozného transportéru cytokinint ABCG14 z rodiny ABC (angl. ATP Binding Cassette)
transportnich  protein. K tomuto objevu pfispéla mutace genu AtABCGI4
u Arabidopsis thaliana, kterd vedla k defektu akropetdlniho transportu ¢Z na dlouhou
vzdalenost, to se projevilo jeho nadmérnou akumulaci v kofenech a vyraznym poklesem

koncentrace v prytu (Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014).

V pokusech sipf mutantnimi a divokymi formami Arabidopsis thaliana
Matsumoto-Kitano et al. (2008) prokazali ptitomnost toku cytokinini iP a ¢Z mezi
kofenem a prytem. To bylo potvrzeno analyzou cCtyfndsobného mutanta v genech
AtIPTI, 3, 5, 7 sdeaktivovanymi geny pro biosyntézu cytokininii, kde se narusila
proliferace kambia a nasledné doslo k redukci pryti a kofenti. Tyto morfologické zmény
byly dikazem absence 1P a tZ v prytu a kofenu a vedly k mySlence, Ze mezi kofenem

a prytem musi dochazet k transportu cytokinini.

V roce 2001 Takei et al. zjistili, Ze mnozstvi nahromadénych cytokininii souvisi
s pritomnosti a koncentraci dusiku nachazejiciho se vpudé. Analyza probihala na
kukufici s nedostatkem dusiku, po exogennim piidavku dusi¢nani byl sledovatelny
narast cytokinind jiz po 1 h nejprve v koteni, postupné v xylému a na zavér v listech,
¢imz prokazali, ze cytokininy skutecné plsobi jako signdlni molekuly na dlouhou

vzdalenost mezi kofenem a prytem v kooperaci s NO;™ (Takei et al., 2001).
4.1.7.2 Transport cytokinini pres plazmatickou membrdanu

Pti transportu pies plazmatickou membranu mohou cytokininy putovat piimo do
lumenu endoplazmatického retikula, centra percepce cytokinini (Wulfetange et al.,
2011). U Arabidopsis se na pienosu ruznych forem cytokinin uvnitt bunky
pravdépodobné podili rodiny proteini PUP (angl. Purine permease) a ENT (angl

Equilibrative nucleoside transporter).

Rodina proteini PUP ma zastoupeni pouze v rostlinné tiSi a pfedpokladanymi
transportéry jsou AtPUPI a AtPUP2 schopné prenaSet cytokininy ve form¢ aktivnich
volnych bazi tZ a iP pfes membranu za pomoci vodikovych protoni H' (Gillissen et
al., 2000; Burkle et al., 2003). U ryze (Oryza sativa) mezi importéry cytokinini fadime
10sPUP7, ktery se vpokusech jevi jako selektivni transportér, ¢emuz napovida
zvySena hladina iP a 1PR vnezralych klasech oproti nezménéné urovni tZ a tZR

(Q1a Xiong, 2013). Nedavna studie Ziircher et al., (2016) pouzitim znaceného (Z
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odhalila dal$i moZzny ptenase¢ AtPUPI4, ten je exprimovan v ruznych vyvojovych
stadiich a tkanich. Studie také naznacuje, Ze by mohl hrat roli 1 v inhibici signdlnich
drah cytokinint.

Transportér nukleosidi ENT zprosttedkovava pienos ribosidii iP a ribosidi ¢Z
(Hirose et al., 2008). Transportér ENT nachdzime kromé rostlin 1 v jinych organismech,
u Arabidopsis je doposud znadmo 8 genli AtENTI - AtENTS (Li et al., 2003). Dalsi
analyzou skupiny gentit ENT pomoci kvasinkového systému byl u ryze (Oryza sativa)
objeven transportérovy gen OsENT2 s vysokou afinitou k adenosinu, exprimovan

pievazné v kotenech (Hirose ef al., 2005).

4.2 Teplotni stres a rostliny

Zmény teplot jsou jednim z nejdilezitéjSich environmentalnich faktord, které
vyznamné ovliviiuji vyvoj a rist vSech organisml. Obecné mizeme zijici organismy
klasifikovat do tii skupin dle jejich teplotniho optima: psychrofily (teplota nizs$i nez
16 °C), mezofily (teplota mezi 15 °C a 40 °C) a termofily (teplota vyssi nez 45 °C).
VétSinu vysSich rostlin fadime do skupiny mezofild, jejiz optimalni teplota ristu se
nachazi mezi teplotami 10 °C a 30 °C (Zrébek-Sokolnik, 2012). Jakmile v okolnim
prosttedi nastane zvySeni teploty obvykle o 10-15 °C, dojde v rostlindch k ptekroceni
fyziologické meze, které vedou k ireverzibilnim zménam rlstu a vyvoje rostlin. Tento

proces definujeme jako teplotni stres (Wahid et al., 2007).
4.2.1 Pisobeni teplotniho stresu na rostliny

Vliv zvySené teploty na rostliny je Casto povazovan za nejdilezitéjs$i limitujici
faktor rlistu a vyvoje rostlin. Tento faktor vede k riznym zméndm na morfologické,
anatomické, fyziologické ¢i hormonalni trovni. Aklimatizaci rostlin ke zvySené teploté
chapeme predevsim jako mechanismus optimalizujici fyziologické a vyvojové procesy,
jejimz hlavnim cilem je zachovani vitality rostlin (Van Zaten ef al., 2013). Dynamika
aklimatizace rostlin na teplotni zmény je podle Atkin et al. (2006) zéavislda na druhu
rostlin. A témi jsou predevSim rostliny s kratkym Zivotnim cyklem, které jsou schopné
rychlé aklimatizace k prostiedi, vhodnymi modelovymi rostlinami jsou jednoletky

napiiklad Arabidopsis thaliana.
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V experimentu z roku 1998 tym Gray et al. prokazal, ze piisobenim zvySené teploty
(27 °C) u Arabidopsis thaliana bylo indukovano rapidni prodluzovani hypokotylu
rostlin. Taktéz byla prokdzana zvySend hladina bioaktivniho auxinu [IAA v rozmezi
teplot 20-29 °C (Gray et al., 1998). Mozné zapojeni auxinu do prodluzovani hypokotylu
bylo podpofeno studii mutanta s deficienci v genu TAAI/TIR2 (angl. TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS/TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 2)
zodpovédného za biosyntézu auxinu v odpovédi na teplo (Yamada ef al., 2009). DalSim
rostlinnym reguladtorem zapojujicim se do prodluzovani hypokotylu za zvysSené teploty
je kyselina giberelinova. Ta se tohoto procesu Ucastni zejména v rané fazi prodluzovani
hypokotylu. Zaclenéni kyseliny giberelinové do prodluzovani hypokotylu bylo
prokazano analyzou transkriptii enzymi zapojenych do jeji biosyntézy; hladina kyseliny

giberelové vzrostla spolecné s rostouci teplotou (Stavang et al., 2009).

Mimo rostlinné reguldtory se do odpovédi rostlin na zvySenou teplotu v rozmezi od
22 °C do 29 °C podili transkripcni faktor PIF4, ktery pusobi jako specificky regulator
termomorfogeneze (Koini ef al., 2009). PIF4 byl piivodné objeven jako represor vyhnuti
se zastinéni (,,shade-avoidance*) (Huq a Quail, 2002). Pozd¢jsi studie u mutanty pif4
ukazaly, ze PIF4 stimuluji hladinu IAA za podminek zvySené teploty (Franklin et al.,
2011, Sun et al., 2012).

4.2.2 Proteiny teplotniho Soku (HSP — angl.. Heat Shock Protein)

Vystaveni rostlin vlivim zvySené teploty vede k syntéze specifickych proteinil
teplotniho Soku, jejichZz hlavni ulohou je chranit nukleové kyseliny a geneticky
vyznamné organely jako je napiiklad jadro pfed ireverzibilnimi zménami struktury.
Proteomické odpovédi rostlin na teplotni stres byly studovany naptiklad na ryzi, pSenici
nebo je¢menu, mimo obiloviny byly vlivy studovany na Arabidopsis thaliana ¢i topolu
eufratském (Neilson et al., 2010).

Proteiny tepelného Soku byly poprvé identifikovany roku 1979 u Drosophila
melanogaster (Ashburner a Bonner, 1979). V buiice jsou HSP lokalizovany v jadre,
cytosolu, mitochondriich, chloroplastech nebo endoplazmatickém retikulu (Boston et
al., 1996). Rozdélujeme je do péti tiid dle jejich velikosti: HSP110, HSP90 (80-95kD),
HSP70 (63-78 kD), HSP60 (53—62 kD) a nizkomolekularni (LMW) HSP (14-30 kD)
(Murthy et al., 2016). Komplementacni studii Keelera et al. (2000) byla dokézéna
funkce proteinu teplotniho Soku HSP100 mutanta kvasinky s deleci v HSP104, v niz
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doslo ke ztraté termotolerance. Naslednou komplementaci standardni variantou genu

HSP100 z Arabidopsis byla opét navozena termotolerance kvasinky (Keeler et al.,

2000).

Pro jednotlivé typy proteint teplotniho Soku jsou urceny konkrétni rodiny gent
(AtHSP110, AtHSP90, AtHSP70 aj.). Aktivace téchto genii je podminéna zvySenou
teplotou a opakujicimi se konzervativnimi motivy 5-nGAAn-3" v protomotorovych
usecich (Nishizawa et al., 2006). K vazbé na specifické misto jsou potfeba nejméné
3 opakujici se motivy v odliSnych orientacich (Schoftl ef al., 1998). Odpovédi rostlin ke
zvysené teploté o 10-15 °C nad prahovou hodnotu je zahajeni transkripce a translace
typi mRNA pro proteiny teplotniho Soku. Ve vSech bunkach jsou obsaZeny
tzv. molekularni chaperony (proteiny ptibuzné k HSP) fungujici jako HSP. Molekularni
chaperony jsou v builkach klicovymi prvky pro sklddani, translokaci a degradaci
proteinii, a zarovenl jsou zodpovédné za stabilizaci proteinli a bunéénych membran
(Wang et al., 2004). Béhem tepelného Soku se hladina téchto HSP zvySuje a translace
puvodnich proteini ustava. Na dana specifickd mista promotoru (HSE — angl.. Heat
Shock Element) se navaze regula¢ni protein aktivovany tepelnym Sokem oznaCovany
HSF (angl. Heat Shock Transcription Factor), ¢imz dojde k aktivaci veSkerych
obrannych mechanismi (Al-Waibi, 2011).
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5 MATERIAL A METODIKA

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla vénovana vlivu mirné zvysené teploty
29 °C na kli¢ni rostliny Arabidopsis thaliana. Experiment byl rozdélen na 3 Casti.
V prvni ¢asti byla sledovana kinetika ristu po dobu 7 dni, spole¢né s morfologii
kli¢nich rostlin po 7 dnech kultivace. Druha ¢ast prace zahrnuje analyzu hladin genové
exprese markerovych genti cytokininli stanovené metodou RT-qPCR. Byly stanoveny
geny regulatortt odpovédi ARR5 a ARR7, geny zapojené do metabolismu cytokinini
IPT2-9, LOGI, 3-6, 8 a posledni fad¢ geny zajist'ujici cytokininovou degradaci CKX1-7.
V tieti ¢asti byly stanoveny hladiny cytokinind ve spolupraci s Ustavem experimentélni
botaniky na pracovisti Laboratofe rustovych regulatort v Olomouci. Veskeré
experimenty probihaly za podminek mirné zvySené teploty 29 °C za sniZzené intenzity

svétla (20 pmol.m™.s™).

5.1 Rostlinny material a jeho kultivace

Vliv G¢inku mirné zvysSené teploty na morfologii semendck a expresi gent
zapojenych do metabolismu cytokininl byl sledovan na modelové rostlin€ Arabidopsis
thaliana (ekotyp Columbia, Col-0). V prvnim kroku experimentu bylo ptipraveno Zivné
!/, Murashige a Skoogovo médium (Duchefa) s 1% agarem (Duchefa). V médiu byla
provedena Uprava pH pfidavkem 1M roztoku KOH na hodnotu v rozmezi 5,7 — 5,8.
Sterilita kultivaéniho média byla zajiSténa autoklavovanim. Pouzitda semena byla
povrchové sterilizovana 75% etanolem po dobu 5 minut. Nésledné byla umisténa do
laminarniho boxu, ktery zabezpecuje sterilni prostiedi pro jeji vysev. Semena byla
vysuSena na filtranim papife a vyseta na kulaté Petritho misky. U experimentu
zaméfen¢ho na zkoumani kinetiky rstu byl do médii pfidan ¢Z a dimethilsulfoxid
(DMSO), pficemz do prvni poloviny médii byl ptfidan trans-zeatin rozpustény v DMSO
a do druhé poloviny pro kontrolni rostliny bylo ptfidano jen DMSO. Semena byla vyseta
na zivné médium do fady zhruba po deseti semenech na jednu 8x8cm Petriho misku.
Posledni krokem v laminarnim boxu bylo oblepeni misek polopropustnou naplasti

Medipor. Takto oblepené misky jsou odoIné viici kontaminaci z vnéjSiho okoli.

Ptipravené misky s vysetymi semeny byly umistény do lednice o teploté 4 °C po

dobu tfi dnii pro stratifikaci semen. Po uplynuti tfi dnti byly misky pifesunuty do
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kultiva¢niho boxu (Percival Scientific, Inc.). Misky byly umistény kolmo (vertikalng)

k podloZce boxu.

Kultivace rostlin pro analyzu exprese genli cytokinini probihala pouze
v podminkach mirného teplotniho stresu pti 29 °C. V kultivacnim boxu byly rostliny
vystaveny rezimu dlouhého dne (16 h svétla/8 h tma) pii intenzité¢ svétla
20 pmol.m™.s™. Po 3denni kultivaci byly kli¢ni rostliny sbirany v &asové fadé v bodech
2 h, 4 h, 8 hy 12 h a 24 h. Nezbytnou soucasti sbéru byla rychlost sbéru a okamzité
zmrazeni v tekutém dusiku. Takto zmrazené vzorky byly pred analyzou uchovany

v hlubokomrazicim boxu az do izolace RNA.

Kultivace rostlin pro analyzu sledovani kinetiky zmén morfometrickych parametrii
probihala za podminek standardni teploty pii 20 °C a mirného teplotniho stresu pfi
29 °C. Kultiva¢ni média byla rozdélena na dvé poloviny, jedna polovina médii byla
obohacena pfidavkem 7Z a druhd polovina pouze DMSO. Rostliny byly stejné jako
v pfedchozim experimentu kultivovany za stejnych podminek intenzity svétla 20
umol.m?.s™ a stejného rezimu dlouhého dne (16 h svétla/8 h tma). Petriho misky se
semeny byly kultivovany po dobu 7 dni, pficemz sbér rostlin byl provadén kazdy den
v tutéz hodinu. Kazdy den (1 den rlstu, 2 dny ristu, 3 dny ristu, 4 dny rastu, 5 dni
rustu, 6dni ristu, 7 dni ristu) byly sbirdny 4 varianty misek, jednotliva varianta byla

zastoupena dvéma miskami (Tab. 1).

Tab. 1: Jednotlivé varianty rostlin pro analyzu kinetiky riistu morfologickych znakii:

Varianta OSetieni Teplota
1 DMSO (kontrola) 20 °C
2 DMSO (kontrola) 29 °C
3 10uM ¢Z 20 °C
4 10uM ¢Z 29 °C

Po kazdodenni kultivaci po dobu 7 dni bylo provedeno fotografovani jednotlivych
misek. Vykli¢ené rostliny na miskach byly ptred samotnym fotografovanim urovnany do
pozic vhodnych pro nasledujici méteni délky hypokotyli v programu ImageJ. Hodnoty

ziskané z programu ImageJ byly zpracovany v programu Microsoft Excel.
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5.2 Homogenizace rostlinného materialu a izolace RNA

Navazka rostlinného materidlu na kazdy vzorek byla pfiblizné 80 mg, navdzka
materidlu vétsi nez 100 mg by mohla vést k vyznamné redukci vytéznosti a kvality
izolovan¢ RNA. Pro analyzu exprese genii byly vzorky homogenizovany pomoci
tekutého dusiku a néasledné byly umistény na homogenizator MM400 (Retsch GmbH,
Némecko). Izolace RNA byla provedena pomoci komeréniho kitu RNeasy Plant Mini
Kit od firmy QIAGEN.

Do mikrozkumavek s homogenizovanymi vzorky bylo napipetovano 450 ul RLT
pufru s pfidavkem B-merkaptoethanolu a dikladné zvortexovano. Vzorky byly kratce
inkubovany po dobu 3 minut pii 56 °C, coz pomohlo rozrusit pletivo. Lyzat byl
pienesen do QIAshredder spin kolonky (fialové), umisténé do 2 ml sbérné zkumavky.
Vzorky byly centrifugovany pfi 12 000 [ot./min.]. Supernatant byl bez peletu prenesen
do 1,5ml zkumavky a k lyzatu bylo ptfidano 220 pl ethanolu (96-100%). Vznikly extrakt
byl pfenesen, vcetné sraZenin vzniklych pfidanim ethanolu, do RNeasy kolonky
(razové) umisténé v 2ml sbérné zkumavce. Naslednd centrifugace probihala po dobu 15
sec pii 14 000 [ot./min.]. Protekld ¢ast byla vylita a sbérna zkumavka byla pouzita
1 v dalsim kroku. Po promyti bylo pfiddno 350 pl RWI1 pufru do RNeasy kolonky
a centrifugovano dobu 15 sec pti 14 000 [ot./min.], aby se promyla membrana. Protekla
cast byla vylita a sbérna zkumavka byla pouzita i v dalsim kroku. Po centrifugaci byly
vyprazdnény sbérné zkumavky a pro odstranéni kontaminujici DNA byla ptfidana
DNasa I v RDD pufru a ponechana 15 minut pii pokojové teploté. Po uplynulych 15
minutach bylo na kolonky ptidano 250 pl RPE pufru a opét byla provedena centrifugace
vzorkli po dobu 1 min pii 10 000 [ot./min.]. Poté byl ptedchozi krok zopakovan. Po
dvojité centrifugaci byly RNeasy kolonky pieneseny do 1,5ml sbérné zkumavky.
Ptidanim 30 pl RNeasy-free water (zbavené¢ RNas) pfimo na membranu kolonky byla
provedena eluce RNA. Pro vymyti RNA byla provedena centrifugace po dobu 1 min 10
000 [ot./min.] a néasledné byl tento krok zopakovan. Koncentrace a Cistota vyizolované
RNA byla stanovena spektrometricky pomoci NanoDrop2000 (Thermo Scientific).
Purifikovanda RNA byla skladovana pii -20°C v RNase-free water. V téchto
podminkach Ize vzorky RNA skladovat po dobu 1 roku.
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5.3 Reverzni transkripce RNA na cDNA

Reverzni transkripce je enzymovéa reakce, ktera umoZiluje piepis RNA do
komplementarni DNA (cDNA). Tato reakce je katalyzovdna enzymem reverzni

transkriptazou.

V prvnim kroku byla namichana reakéni smés sloZena z jednotlivych komponent
dle Tab. 2.. Reak¢ni smés byla inkubovéana na cykleru po dobu 10 min pfi teploté 65 °C
z divodu rozvolnéni sekundérnich struktur mRNA. Abychom zabranili vzniku vysSich
struktur RNA, vzorky byly po inkubaci okamzité¢ zchlazeny v ledové tfisti. V druhém
kroku byly pfidany posledni komponenty reakéni smési dle Tab. 3 a inkubovany
v cykleru po dobu 55 min pti 42 °C. Inaktivace reverzni transkriptazy probéhla teplotni

inaktivaci pfi teploté 70 °C po dobu 10 min.

Tab. 2: Slozeni reakcni smési 1

Slozka Objem [pl] na 1 reakci
H,O 25 ul
Primer dANTP 3ul
Primer RTP 3ul
Vzorek RNA [1ug/ul] Il
Celkem 32 ul

Tab. 3: Slozeni reakcni smési 11

Slozka Objem [pl] na 1 reakci
RT pufr 8 ul
SuperScript I11
Il

Reverse transcriptase

Celkem 9 ul
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5.4 Kvantitativni real-time PCR (RT-qPCR)

RT-qPCR umoziuje pifimou kvantifikaci cDNA v pribéhu reakce, kterd byla
ziskana reverzni transkripci RNA. Principem metody RT-qPCR je zaznamendvani PCR
produktli v redlném case tzn. bezprostiedné po jejich vzniku a v kazdém jednotlivém
cyklu reakce. Kvantitativni detekce produktii je zalozena na emisi svétla fluorescencni
znacky, v naSem ptipad€ se pro vizualizaci vyuzila fluorescenéné znaena sonda UPL
(z angl. Universal Probe Library). UPL sondy jsou zalozeny na systému 165 kratkych
hydrolytickych sond, které jsou znaceny na 5° konci fluoresceinem (FAM) a na 3° konci
zhaSecem.

Prvnim krokem reakce bylo namichani reakéni smési Master Mixu dle Tab. 4. Pro
jednotlivé Master Mixy byli pouzity odlisné primery F a R, které specifikovaly oblast

zkoumanych gent.

Tab. 4: Slozeni reakcni smési Master Mixu pro RT-gPCR

Slozka Objem [ul]
UPL sonda 3,08 ul
Primer F 3,08 ul
Primer R 3,08 ul
MM (Master Mix) pufr 77 ul
voda 29,3 ul
Celkem 115,54 pl

Reakéni smés Master Mixu o objemu 115,54 pl a jednotlivé vzorky cDNA
o objemu 25 ul byly napipetovany na 96-ti jamkovou desticku. Nésledné byly vzorky
rozpipetovany na 384 jamkovou desticku pomoci pipetovaciho stroje Innovadyne
NANODROP 1II. Kazdy vzorek byl na desticku nanaSen ve dvou technickych
opakovéanich. Takto ptipravend desticka byla vlozena do termocycleru LightCycler 480

IT (Roche) s nastavenym teplotnim programem Monocolor Hydrolys Probe.

Normalizace reakce byla stanovena programem geNorm, ktery na zakladé
geometrického priméru umoziuje stanovit normalizacni faktor genové exprese vzorka

pomoci referen¢nich genti (Vandesompele ef al., 2002). Jako referencni geny byly
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pouzity elongacni faktor 1 (EF-1a), ubikvitin 10 (UBQ10) a aktin 2 (ACT2). Sekvence
vSech pouzitych primertt v RT-qPCR jsou uvedeny v Ptilohach (viz kapitola 12).
Vysledky byly zpracovany programem Microsoft Excel. Statisticka analyza rozdili
mezi jednotlivymi variantami oSetfeni oproti kontrole byla provedena Studentovym
t-testem. Vyznamna statisticka signifikace byla stanovena na hladin€¢ pravdépodobnosti

p<0,05.

5.5 Kvantifikace cytokinini

Analyza endogennich hladin cytokininii byla stanovena na Univerzité Palackého
v Olomouci ve spolupraci s Ustavem experimentalni botaniky na pracovisti Laboratofe
rustovych reguldtorti. Stanoveni cytokininti prob&hlo pouzitim vysokotuc¢inné kapalinové
chromatografie ndsledovanou tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vysledky
endogennich hladin cytokininli v kofenech a hypokotylech jsou reprezentovany tiemi
biologickymi vzorky. Podrobny popis celé¢ metodiky je popsan Svacinovou et al.
(2012).

Pro analyzu hladin endogennich cytokinini byly pouzity rostliny Arabidopsis
thaliana typu Col-0. Analyza byla provedena pro vzorky kultivované za podminek
standardni teploty 20 °C a mirné¢ zvySené teploty 29 °C v casovych bodech 4 h, 8 h, 12
ha24h.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Je zndmo, Ze rostliny vzhledem ke svému ptisedlému Zivotu, byly nuceny se béhem
evoluce adaptovat na riizné stanovisté. K adaptaci rostlin na dynamicky se ménici
prostiedi bylo nezbytné vytvotit komplexni systém, ktery je schopny vnimat a reagovat
na vnéjsi podnéty. Velice vyznamnym podnétem provazejicim evoluci rostlin je teplota.
VétSina dosud publikovanych studii se zabyva otazkou teplotniho stresu (cca 30-40 °C)
napiiklad z hlediska proteomické, transkriptomické nebo hormonalni odpovédi rostlin.
Na druhou stranu je jiz méné pozornosti vénovadno podminkdm mirn€¢ zvysSené teploty.
Jednim z pilifd komplexniho systému rostlin jsou rostlinné regulatory. Bylo prokézano,
ze na odpovédi rostlin na teplotni stres se podili auxiny, brassinosteroidy, gibereliny
adale 1 ABA (Gray et al., 1998; Larkindale et al., 2005). AvSak studie publikované
v poslednich letech prokézaly, Ze dal§imi rostlinnymi regulatory zapojeného do teplotni
odpovédi rostlin jsou i cytokininy (Cerny et al., 2014; Skaldk et al., 2016).
Experimentalni ¢ast diplomové prace je z tohoto divodu vénovéna prave roli cytokininti

v odpovédi na mirné zvySenou teplotu.

6.1 Porovnani morfometrickych parametru kli¢nich rostlin Arabidopsis

thaliana za podminek standardni a mirné zvySené teploty s 1Z

Morfometrické parametry byly stanoveny u kli¢nich rostlin Arabidopsis thaliana
ekotypu Col-0 za podminek nizké intenzity svétla (20 pmol.m™.s™). V experimentu byl
porovnavan vliv standardni teploty 20 °C a mirn€ zvySené teploty 29 °C s ptidavkem
10uM ¢Z na morfometrické parametry klicnich rostlin. Studovana latka zdjmu ¢Z byla
rozpusténa v DMSO. Pro kontrolni rostliny bylo do média ptiddno pouze rozpoustédlo
DMSO (vysledna koncentrace 0,002%), aby jedinou proménnou mezi médii byla pouze

ptitomnost 7.

Pro sledovani morfometrickych zmén byl vybran hypokotyl. Hypokotyl je obecné
idealni pro studium interakce rtiznych faktorit z divodu prodluzovani bunék, a tedy
pomérné jednoduchého ristu. Pisobeni zvySené teploty 29 °C bez ptidavku /Z mizeme
pozorovat na zméné fenotypu klicnich rostlin (Obr. 5). V porovnani se standardni
teplotou 20 °C bez ptidavku ¢Z maji klicni rostliny Arabidopsis az pétinasobné
prodlouzeny hypokotyl. Podobny tc¢inek byl prokazan jiz v roce 1998, kdy rostliny pti
teploté 28/29 °C vykazovaly taktéz vyrazné prodlouZeny hypokotyl, dale hyponastii
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listd a snizenou produkci biomasy (Gray et al., 1998). Se stejnou fenotypovou odpoveédi
prodluZzovani hypokotylu se v ptirodé¢ potkdvame béhem morfogeneze kli¢nich rostlin
ve tmé tzv. skotomorfogeneze (Josse et al., 2008). Zarovenn béhem skotomorfogeneze
u rostlin dochazi k vyrazné redukci kotenil, obé tyto morfologické odpovédi se dé&ji za
ucelem rychlejSiho dosazeni svétla. Jiz pied lety byl zjistén vliv cytokinini béhem
piechodu rostlin mezi skotomorfogenezi a fotomorfogenezi (vyvoj na svétle) (Chory et
al., 1994). Zapojeni cytokinini do fotomorfogeneze bylo prokdzano exogenni aplikaci
cytokininu u kli¢nich rostlin Arabidopsis thaliana kultivovanych ve tmé. Dikazem byly
odpovédi rostlin korespondujici s fotomorfogenezi: inhibice prodluzovani hypokotylu,
iniciace vyvoje listli, otevieni kotyledonli a exprese gent regulovanych svétlem
(Lochmanova et al., 2008). Studie Sweere et al. zroku 2001 dokézala, ze ARR4
interferuji signalizaci Cervené¢ho svétla pomoci fytochromii PHYB, které primarné
slouzi jako svételné senzory pro Cervené svétlo. ARR4 moduluji hladiny PHYB tak, ze

stabilizuji aktivni Pfr formu PHYB.
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Obr. 5: Fenotyp klicnich rostlin Arabidopsis thaliana po 7denni kultivaci pii
teplotach 20 °C a 29°C bez a spiidavkem tZ. Na obrazku jsou zobrazeny
reprezentativni rostliny kultivované na médiu bez pridavku latky zajmu tZ (vievo) a

s pridavkem 10uM tZ (vpravo).

Na rostlinach kultivovanych pfti teplotach 20 °C a 29 °C na médiu s ptidavkem
10uM ¢Z jsou vporovnani skontrolnimi rostlinami bez ptidavku ¢Z patrné
morfologické rozdily. Jednim z rozdil oproti kontrolnim rostlinAm u obou variant
20°C a 29°C stZ jsou koteny, které byly asi jedenactindsobné zkraceny. Efekt
zkracenych kofenid neni redukovan teplotou. Aplikaci exogenniho cytokininu 10uM ¢Z
bylo dosazeno regulace hladin endogennich cytokinind. Regulace hladin cytokinint
vede k zvysené expresi genu /PT, ktery vede k inhibici kofenového rustu (Kuderova et
al., 2008). U rostlin kultivovanych za podminek mirn¢€ zvysené teploty 29 °C se opakuje
stejny fenotypovy projev jako u kontrolnich rostlin bez ¢Z (prodlouzeny hypokotyl).
Hypokotyly varianty 29 °C s ¢Z byly asi tfikrat delsi oproti varianté 20 °C s ¢Z. Jak bylo

zminéno vyse, elongace hypokotylu vyvolana teplotou u kontrolnich rostlin byla az
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5x vy$§i. Cytokininy tedy inhibuji dlouzivy riast hypokotylu indukovany vysokou
teplotou. Dlouzivy rast hypokotylu je z hormonélniho hlediska regulovan zejména
auxiny, brassinosteroidy a gibereliny (Gray ef al., 1998) a dle studie z poslednich let
také cytokininy (Cerny et al., 2014). K tomuto morfologickému jevu dochazi béhem
zvyseni teploty 28 °C nad optimalni hranici, coz rostliné pomaha k vytvoteni vétsiho
rozestupu mezi listy a napomahéd vyznamnému ochlazovani rostliny uvoliiovanim pary
z pruducht (Crawford et al., 2012). Souhrné nazyvame vliv zvySené teploty vnéjsiho

okoli na zménu morfologie rostlin termomorfogeneze.

6.2 Cytokininy moduluji riist hypokotylu v zavislosti na mirné zvySené

teploté 29 °C

Kinetika rtstu délky hypokotyli byla sledovana u Arabidopsis thaliana. Po
stratifikaci byla semena pifenesena do podminek standardni teploty 20 °C a mirné
zvySené teploty 29 °C. Vyznam zvySené hladiny cytokinini na rast hypokotylu byl
sledovan na rostlindch s exogenné ptidanym ¢Z o findlni koncentraci 10uM ¢Z a pro
kontrolni rostliny byly pouzity média bez tZ. Kinetika ristu byla sledovana po dobu 7
dni. Délka hypokotyli byla méfena vzdy ve stejny Cas jednotlivé dny: 1. den, 2. den,
3. den, 4. den, 5. den, 6. den, 7. den.

Z bodového grafu (Obr. 6) je viditelné, ze 1. den rlstu nedochazi u zadnych
z variant k zddnému vyraznému ristu. Ve varianté 20 °C s pridavkem ¢Z oproti varianté
20 °C bez tZ nebyl od 1. — 3. dne riistu zaznamenan zvySeny nartist hypokotyli, ten byl
pozorovan az v nasledujicim 4. dni ristu. Vyrazny nartst hypokotyli byl zaznamenan
u variant se zvySenou teplotou 29 °C, ptfedevsim u kontrolni varianty 29 °C. Aplikace tZ
zpusobila snizeni elongace hypokotyll pii 29 °C; tento fenomén byl patrny jiz
u 2dennich semenackii. Nejintenzivnéj$i nartist hypokotyli u variant 29 °C byl
pozorovan 3. den rlstu, proto byly pro pozd¢jsi analyzy genové exprese vybrany 3denni
kli¢ni rostliny (viz kapitola 6.3.). Narist hypokotyl od 2. dne ristu k 3. dni ristu ¢inil u
varianty 29 °C bez tZ zvySeni o0 45% a u varianty 29 °C s ¢Z zvySeni o 40%. Naopak
redukce ristu hypokotylti byla zaznamenana ke konci kultivace rostlin 6 —7. den, kde
byl priomérny nartist hypokotyli v 7. dni oproti 6. dni asi 6%.

Studie Stavanga et al. (2009) ukézala, ze v pocatecni fazi odpoveédi na zvySenou

teplotu, prodluzovanim hypokotylu, jsou vyznamnymi regulatory gibereliny. DalSim
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klicovym regulatorem podilejici se na dlouzivém ristu za zvySené teploty jsou auxiny,
coz bylo dokazano zvySenim hladiny aktivnich auxini IAA ve studii Gray et al. (1998).
V této préci bylo zjisténo, ze dal§im hormonem, ktery se podili na regulaci elongace
hypokotylu v odpovédi na zvySenou teplotu je cytokinin, ktery je ve vysokych
koncentracich inhibitorem dlouzivého rastu hypokotylu. Na druhou stranu v praci
Cerného et al. (2014) bylo ukazano, 7e mutanti v receptorech signalizace cytokininti
méli rovnéz oslabenou odpovéd k teploté tzn., Ze k zvySeni i snizeni cytokininové
signalizace vede ke snizeni reakce na teplotu. K navozeni adekvatni odpovédi na teplo,
tedy musi byt signalizace CK v optimalni hladin€. Cytokininy rovnéz aktivuji rist za
snizené teploty a plisobi tak v zavislosti na teploté (Xia et al., 2009). Regulace elongace
hypokotyll pti zvySené teploté je podminéna ¢innosti transkripéniho faktoru PIF4 (Sun
et al., 2012). Za aktivaci PIF4 jsou zodpovédné brasinosteroidy a kyselina giberelinova,
posléze je transkripénim faktorem PIF4 aktivovan metabolismus bunécné stény. To je
zprostiedkovano zvySenim exprese genii biosyntézy auxini jako 7A4AAIl a YUCS
(De Lucas et al., 2014). Vysledky nedavné studie ukazuji, Ze transkripce samotné¢ho
transkripéniho faktoru PIF4 je zprostiedkovana pfes signaliza¢ni cytokininovou drahu
AHK-ARR1 a dokazuje, Ze cytokininy se zapojuji ido regulace biosyntézy auxinii

(Diet al., 2016).
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Obr. 6: Grafické znazornéni kinetiky rustu délky hypokotylii u Arabidopsis thaliana.
Jednotlivé body reprezentuji prumérné hodnoty a chybové usecky predstavuji
smerodatnou odchylku naméreného souboru. Oznaceni DMSO predstavuje kontrolni
rostliny. Statisticka signifikance dat byla vyhodnocena ANOVA a ndaslednou post-hoc
analyzou (viz Prilohy kapitola 12 Tab. 2).

6.3 Exprese genu souvisejicich s metabolismem a signalni drahou

cytokinini

Relativni hladiny genové exprese byly stanoveny na 3dennich kli¢nich rostlinach
Arabidopsis thaliana pomoci metody RT-qPCR. Z provedené analyzy kinetiky rastu
(viz kapitola 6.2.) bylo zjiSténo, Ze nejintenzivngjsi rast byl mezi 2. a 3. dnem rtstu,
proto byly vybrany 3denni kli¢ni rostliny. V tomto bodé byla ofekavana nejvyssi
aktivita gent, které se na elongaci hypokotylu podileji. Tfidenni kli¢ni rostliny byly
vystaveny pusobeni zvysené teploty 29 °C a byly sbirany po dobu 2 h, 4 h, 8 h, 12 h
a 24 h. Jako kontrolni rostliny poslouzily rostliny kultivované pii teploté 20 °C. Exprese

geni zajmu byla déale sledovana svyuzitim online databize ARAPORT
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(ARABIDOPSIS INFORMATION PORTAL: https://www.araport.org/), kde je mozné
sledovat zmény genové exprese u Arabidopsis thaliana v raznych castech rostlin
v podobnych Casovych bodech jako v naSem experimentu po dobu 24 h v porovnani

s riznymi abiotickymi stresy, pfedevSim vSak s teplotnim stresem 38 °C.
6.3.1 Exprese genii ARR

Pro analyzu genové exprese byly vybrany geny regulatorii odpovédi ARR typu A,
jmenovité ARR5 a ARR7, které slouzi jako transkripnimi markery cytokinina
(D"Agostino et al., 2000; Brenner et al., 2012). V cytokininové signalni draze ARR

typu A slouzi jako negativni regulatory odpovédi.

Stanovené relativni hladiny markerového genu ARRS5 byly statisticky vyznamné
odli$né ve vSech ¢asovych bodech sbéru naproti ARR7, kde byla statistické signifikance
zaznamenana jen v bod¢€ 4h (Obr. 8). U ARRS5 byl sledovan pokles hladiny transkripta
od 2h po 24h, coZ naznacuje 1 pokles endogennich hladin cytokinini v odpovédi na
teplotu. Pokles hladin ARR5 byl prokdzan i u experimentu Danilové et al. (2016)
s Arabidopsis, kde byly rostliny vystaveny teplotnimu Soku 38 °C v riiznych Casovych
intervalech po dobu 24h. ARR5 ma nejvyssi hladinu exprese v kotfenech
a v hypokotylech (D"Agostino et al., 2000). Zmény rastu v odpovédi na teplo jsou
nejvyraznéj$i pravé u kotfene a hypokotylu, proto je lakavé spekulovat, Ze sledované
ARR typu A se vtéchto organech podileji na regulaci signalni drdhy cytokinini.
Databaze ARAPORT uzkazuje, ze v odpovédi na teplotni stres 38 °C nedochazi
k vyraznym zmé&nam v expresi genu ARRS5 v jednotlivych Castech rostliny a taktéz
ukazuje podobny profil snizovani a zvySovani genové exprese ARR7. AvSak co je
zajimavé, exprese genli ARR5 a ARR7 vyrazné stoupne vreakci na chlad 4 °C
v hypokotylu a koteni, coz dale ukazuje, ze teplota je negativnim regulatorem ARRS
a ARR7. Rada vysledki tedy ukazuje, Ze hladina a signalizace cytokininid je teplotou
negativné regulovdna — béhem tepla je hladina cytokininl sniZena a béhem chladu je
hladina cytokininli zvySena, jak lze odvodit ze zmén exprese markert cytokinint (Obr.
8; Jeon et al., 2010; Jeon a Kim, 2012) i1 ptfimého meétfeni jeho hladiny (viz nize).
Snizenad hladina cytokininl u ¢tyfnasobného mutanta ipt/, 3, 5, 7 a u ipt8 koreluje se
zvySenou odolnosti k stresim zasoleni a sucha (Nishiyama ef al., 2012; O’Brien
a Benkova, 2013). V ptirodnich podminkéach je rostlina vystavena typicky kombinaci
vice stresu a prave stres teplem je doprovazen soucasné 1 suchem. Proto navrhuji, Ze
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sniZeni signalni drahy cytokinin je soucasti adapta¢nich mechanismi pfi stresu teplem,

suchem 1 jeji kombinaci.

2h =4h m8h ~ 12h ®24h

=]

1 = EONTROLA

Relativniexprese

*

DHiTz 11

ARRS ARR7

Obr. 8: Relativni hladiny genové exprese genit ARR5 a ARR7 za podminek mirné
zvySené teploty 29 °C. Sloupce reprezentuji relativni hladinu genové exprese a chybové
usecky prestavuji smerodatnou odchylku. Hveézdicky oznacuji statisticky signifikantni

rozdil po piisobeni zvysené teploty oproti kontrole (p <0,05).

40



6.3.2 Exprese genii IPT

Na zacatku metabolické kaskady vzniku aktivnich cytokininl stoji geny /PT7, které
jsou schopné piipojovat isoprenoidni fetézec do polohy N° na AMP, ADP nebo ATP.
Hladiny gent /PT jsou klicovymi geny pro regulaci hladin endogennich cytokinint.
Metodou RT-qPCR byly detekovany geny /P72-9, vyyjma genu IPTI, ktery je obecné
vrostlinném téle v malém mnoZstvi, avSak nejvice je exprimovan v praSnicich.
Vzhledem k tomu, ze analyza probihala na 3dennich kli¢nich rostlinach, prasniky zatim

nebyly pfitomny a to byl patrné diivod, pro¢ byl gen /P71 nedetekovatelny.

Exprese gent /PT nebyla v odpovédi na teplotu regulovana s vyjimkou podregulace
IPT2 po 2h plsobeni tepla. Nejvyznaméjsi isoforma /PT, IPT3 byla sniZena ve vSech
casovych bodech, nicmén€ toto snizeni nebylo signifikantni. Podregulaci [PT3
v odpovédi na zvySenou teplotu dale potvrzuji data v databazi ARAPORT. Snizena
exprese /P73 tedy muize predstavovat jeden z mechanizmi, ktery vede ke snizeni

obsahu (viz nize) a aktivity signalni drahy cytokininti v odpovédi na zvySenou teplotu.
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Obr. 9: Relativni hladiny genové exprese genit IPT 2-9 za podminek mirné zvysSené
teploty 29 °C. Sloupce reprezentuji relativni hladinu genové exprese a chybové usecky
prestavuji smerodatnou odchylku. Hveézdicky oznacuji statisticky signifikantni rozdil po

plisobeni zvysené teploty oproti kontrole (p <0,05).
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6.3.4 Exprese geni CKX

Vedle biosyntézy a pfechody mezi aktivnimi a neaktivnimi formami cytokinint je
pro obsah cytokininil urcujici jejich degradace. Za tento proces jsou zodpovédné geny
CKX. Zatimco geny CKXI, CKX3, CKX7 maji oproti kontrole mirn¢ sniZzenou expresi
po pusobeni zvySené teploty, gen CKX2 a zejména CKXJ5 vyrazné nadregulovany oproti
kontrole (Obr. 11). Nadregulace CKX5 by tedy mohla mit vyznam pro nami pozorované
snizeni obsahu cytokininli a souvisejici podregulaci ARR5 a ARR7. V souladu nami
pozorovanou nadregulaci CKX2 a zejména CKX5 jsou 1 vysledky studie Dobré et al.
(2010), ktera prokézala, ze pti vystaveni rostlin tabaku (Nicotiana tabacum) teplotnimu
Soku 40 °C dochazi k vyraznému zvysSeni hladin CKX v kofeni. Prace Nomoto et al.,
2012 wukazala spojeni CKXS5 sodpovédi na zvySenou teplotu a s regulaci
skotomorfogeneze prostiednictvim transkripéniho faktoru PIF4. Hladina CKX5 je
zvySovdna za tmy spolu s PIF4 za podminek zvySené teploty 28 °C. CKX5 ve tmé
patrné odbourédval cytokininy ve prospéch prodluzovani hypokotylu (Nomoto et al.,
2012). Studie Nomota et al. 2012 déle ukazala, Ze za tmy jsou CKX5 postupné
zvySovany a na svétle je jejich hladina sniZovana stejné jako u PIF4, ktery jsou na svétle
degradovan diky vazbé na PHYB (Lorrain ef al., 2008). Gen CKX5 tedy muize byt
klicovym hra€em, ktery se uplatituje v elongaci hypokotylu v odpovédi na zvySenou

teplotu 1 v podminkach naseho experimentu.
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Obr. 11: Relativni hladiny exprese genii CKX1-7 za podminek mirné zvysSené teploty
29 °C. Sloupce reprezentuji relativni hladinu genové exprese a chybové usecky
prestavuji smerodatnou odchylku. Hveézdicky oznacuji statisticky signifikantni rozdil po

plisobeni zvysené teploty oproti kontrole (p <0,05).

6.4 Endogenni hladina cytokinini klesa v zavislosti na mirné zvySené

teploté 29 °C

Po analyze genové exprese, v niz byly stanoveny relativni hladiny exprese gent
metabolismu a signalizace cytokinind, byl nasledné sledovan vliv mirn€¢ zvySené teploty
29°C na endogenni hladiny cytokininii. Hladiny cytokininii byly stanoveny
v podobnych ¢asovych bodech (4 h, 8 h, 12 h, 24 h) jako u genové exprese s tim

rozdilem, ze zde chybi ¢asovy bod 2 h.

Podregulace transkripénich markert cytokinint ARR5 a ARR7 (Obr. 8), podregulace
klicového genu biosyntézy cytokinini /P73 a nadregulace genu pro degradaci
cytokinini CKX35 indikovala snizeni obsahu cytokininti v odpovédi na zvysSenou teplotu.
Analyza potvrdila ocekavany pokles hladin cytokininli v odpovédi na mirné zvySenou
teplotu 29 °C. SniZzeny byl obsah aktivnich cytokininovych bazi, ribosidii 1 nukleotidii
(Tab. 5 a 6). Ve studii Skaléka et al. (2016) byl sledovan vliv teplotniho stresu 40 °C na
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obsah ribotidi a nukleotidl cytokininii. Byl pozorovan stfidavé narast a pokles — tyto
transientni zmény obsahu cytokinini naznacuji, Ze zatimco zvySena hladina cytokinina
je dulezita pro odpovéd na kratkodobé plisobeni teplotniho stresu, snizené hladiny
cytokinini jsou soucasti adaptivnich mechanizmu pti delSim ptisobeni teplotniho stresu.
Hladina aktivnich forem cytokininii je snizovana glykosylaci — tento mechanismus se
vSak patrné¢ pfi podminkach zvySené teploty vyrazné neuplatituje, protoze obsah N-
glukosidi a O-glulykoskosidii nebyl v odpovédi na zvySenou teplotu signifikantné

zménén (Tab. 7).

Odpovédi na teplotni stres se ucastni fada fytohormonti. Pisobenim teplotniho
stresu dochazi ke zménam hladin riznych rostlinnych regulatorii, jako jsou auxiny,
ABA, salicylova kyselina nebo etylén (Bita et al., 2013). Nase prace identifikovala
cytokininy jako dalsi z fytohormontl, ktery se vyznamné¢ ucastni odpovédi na zvySenou

teplotu.

Signalni draha cytokinint je diilezitd pro toleranci fady abiotickych stresi, jako je
chlad, sucho, zasoleni 1 fotooxida¢ni stres (PospiSilova et al., 1999; Dobra et al., 2010;
Jeon et al., 2010; Kang et al., 2012; O'Brien a Benkova, 2013; Cortleven et al., 2014).
V ptirodnich podminkach je rostlina vystavena typicky kombinaci vice stresi a prave
stres teplem je doprovadzen soucasné i suchem. Studium role cytokinin v odpovédi na

kombinaci téchto dvou strest tak mtize ptedstavovat zajimavé téma dalSich vyzkumii.
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Obr. 11: Endogenni hladiny cytokininovych bazi za podminek standardni teploty

Hladina cytokinini [pmol/g]

20°C a mirné zvySené teploty 29 °C. Sloupce reprezentuji endogenni hladiny
cytokininit a chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku. Jako kontrola slouzi

standardni teplota 20 °C. Oznaceni CK je pro cytokininy.

Cas | Teplota CK ribosidy CK nukleotidy
Hkéa;éna Smérodatna Hkéa;éna Smérodatna
[pmol/g] odchylka [omol/g] odchylka
Ah 20 °C 5,18 + 0,67 1542 + 1,63
29 °C 3,79 + 0,25 12,22+ 1,31
S h 20 °C 4,11 + 0,65 1544 + 1,15
29 °C 2,76 + 0,36 11,38+ 0,34
2h 20 °C 5,52 + 1,41 16,70 + 0,64
29 °C 2,97 + 0,58 10,58 + 0,86
241 20 °C 3,48 + 0,58 8,25 + 0,41
29 °C 1,90 + 0,24 5,12 + 0,67

Tab. 5: Endogenni hladiny cytokininovych ribosidii a nukleotidii stanovené za
podminek standardni teploty 20 °C a mirné zvySené teploty 29 °C. Uvedenad hladina
cytokininit v tabulce byla stanovena na 1 g extrahovaného materialu v pmol/g. Jako

kontrola slouzi standardni teplota 20 °C. Oznaceni CK je pro cytokininy.
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Cas Teplota CK O-glukosidy CK N-glukosidy
chéc;'éna Smeérodatna chéc;'éna Smeérodatna
[pmol/a] odchylka [pmol/a] odchylka
4h 20 °C 23,87 £ 1,23 3,96 4 0,47
29 °C 27,09 + 4,14 3,24 4 0,36
20 °C 27,85 £ 4,11 4,01 4 0,34
8h 29 °C 29,10 =+ 4,19 3,80 4 0,20
12h 20 °C 17,42 + 1,65 3,81 4 0,20
29 °C 14,63 =+ 2,36 3,28 4 0,15
24 h 20 °C 11,55 =+ 1,52 4,80 4 0,10
29 °C 9,67 = 1,62 4,86 4 0,39

Tab. 6: Endogenni hladiny cytokininovych O-glukosidit a N-glukosidui stanovené za
podminek standardni teploty 20 °C a mirné zvySené teploty 29 °C. Uvedena hladina
cytokininit v tabulce byla stanovena na 1 g extrahovaného materialu v pmol/g. Jako

kontrola slouzi standardni teplota 20 °C. Oznaceni CK je pro cytokininy.
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7 ZAVER

V disledku klimatickych zmén dochdzi celosvétové k neustdlému zvySovani
teploty. Od roku 1880 doslo k zvySeni o 1,4 °C a predpokladé se, Ze teplota bude stale
vzristat. Jiz takovd zména je pro rostliny vyznamnd, protoze rostliny jsou schopné
zaznamenat zmény teplot o 1 °C a na zaklad¢ této informace déle koordinovat sviij
vyvoj. Teplotni stres pak patii jeden znejvyznamnéjSich abiotickych stresovych
faktorti, ktery zpisobuje ztraty vynosi vzemédélské produkci. Tato prace byla
zaméfena na studium mirn€ zvySené teploty 29 °C, coz je teplotni bod, ktery
u Arabidopsis thaliana ptedstavuje spodni hranici teplotniho stresu.

Mirn€ zvySena teplota vedla ke sniZzeni obsahu aktivnich cytokininl, coZ
korespondovalo se snizenim aktivity signalni drahy cytokininii (podregulace genu
primarni odpovédi na cytokininy ARR5 a ARR7). Byly rovnéZ identifikovany
kandidatni geny metabolismu cytokinind, které se mohou podilet na regulaci obsahu
cytokinini v odpovédi na zvySenou teplotu. Témy jsou podregulovany gen /P73, ktery
koduje klicovy enzym biosyntézy cytokinind, a gen CKX5 kodujici enzym katalyzujcici
degradaci cytokininii. Regula¢ni uloha cytokininii pii odpovédi na mirné zvySenou
teplotu byla rovnéz prokdzana i1 na fyziologické urovni. Elongace hypokotylu
v odpovédi na stres je naruSena pii disbalaci signalni drahy cytokinind, jak ukazala tato
praci i prace Cerny et al., 2014. Odpovéd prodluzovanim hypokotylu na zvysenou
teplotu je do jist¢é miry podobna skotomorfogenezi. Zahrnuti transkripéniho faktoru
PIF4 v elongaci hypokotylu v odpovédi na zvySenou teplotu i tmu naznacuje, ze tyto
procesy jsou uzce spjaty (Sun et al., 2012) a mohl by byt regulovany cytokininy.

Pfedmétem navazujicicich studii miize byt identifikace slozek signalni dréhy
cytokinind, které se podileji na odpovédi na teplotni stres. Dostupnost fady mutant
u Arabidopsis thaliana poskytuje jednoduchy néstroj pro identifikaci téchto regulacnich

faktort.

Tato prace vznikla s podporou grantu GAP305/12/2144 (GACR) a podpoie MSMT v
ramci projektu CEITEC 2020 (LQ1601). Vystupy a vysledky (publikace, BcP, DP,
Ph.D., projektu apod.) byly zpracovany na pfistrojovém vybaveni financovaném z
projektu OP VaVpl CZ.1.05/4.1.00/04.0135 Vyukové a vyzkumné kapacity pro

biotechnologické obory a rozsifeni infrastruktury.
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Tab. 1: Sekvence pouZzitych primerti pro RT-qPCR
Tab. 2: Post-hoc analyza kinetiky rastu délky hypokotylt Arabidopsis thaliana
(Obr. 7)
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12 PRILOHY

Tab.1: Sekvence pouzitych primerii pro RT-gPCR

Primer Cislo
Produkt genu Zkratka  Lokus (5-3") Sekvence UPL
sondy
Elongaéni faktor 1a EF-la  Atl1g07920 F TCTCTACTTGTCCACTTTTCTACAGC 133
R TTACCCATGGTTAGCTACTTTTCA
Polyubikvitin 10 UBQI0  At4g05320 F AAGATCCAGGATAAGGAAGGAATC 140
R ACGACCATCCTCCAATTGTT
Aktin 2 ACT2  At3gl8780 F CCGCTCTTTCTTTCCAAGC 30
R CCGGTACCATTGTCACACAC
Arabidopsis regulator odpovédi 5 ARR5  At3g48100 F TCAGAGAACATCTTGCCTCGT 17
i} R ATTTCACAGGCTTCAATAAGAAATC
Arabidopsis regulator odpovédi 7 ARR7  Atlgl9050 F TCATCTGAGAACATCTTACCTCGT 6
i} R CTGCTAGCTTCACCGGTTTC
Isopentenyltransferaza 2 IPT2  At2g27760 F AGGCTCCTTCGTCGTCAA 151
R CCATGATTCTTCAGATTTGCTTAATA
Isopentenyltransferaza 3 IPT3 At3g63110 F GGTTAATTTACGCCAATGGTACTT 9
R CGTAGCCTCGTATATTTTGATCG
Isopentenyltransferaza 4 IPT4  At4g24650 F GTTGGAACCGTGTGTGAAGA 92
R TTGCGGTGATATTAGTCCAAAC
Isopentenyltransferaza 5 IPT5  At5gl19040 F AGTTACAGCGATGACCACCA 97
R GGCAGAGATCTCCGGTAGG




Isopentenyltransferaza 6
Isopentenyltransferaza 7
Isopentenyltransferaza 8
Isopentenyltransferaza 9
Lonely guy 1
Lonely guy 3
Lonely guy 4
Lonely guy 5
Lonely guy 6
Lonely guy 8

Cytokinin oxidaza/dehydrogenaza 1

IPT6

IPT7

IPTS

IPTY

LOGI

LOG3

LOG4

LOGS

LOG6

LOGS

CKX1

At1g25410
At3g23630
At3g19160
At5g20040
At2g28305
At2g37210
At3g53450
At4g35190
At5g03270
At5g11950

At2g41510

oo WM WM e ™™ ® ™ ™% ™% ™ ® ™

GATAAGGTGGTTCTCATCACAGG
ATCGACTGAGAGGCGTGACT
TGTGACATTTACCCCGAGAGA
TGAACTCGTAGTCAATAGGTATCAAAC
CGAGATTACTGCTCGTGGAA
CAAGGAGAGCATGAATGAAGG
TGGATTGTATCTGCGATGGTT
TGGGCCTCAGCGATAACTT
GGCATCCATGATAAACCAGTG
CGAGCAGTTGGTGAAATGAA
AACTTGGGCTCAGCTTGGTA
CCTTCTTCGACTGCTTTGTCA
TTTCTGCACCTACTGCCAAG
TTTCATGGCAAGGCGAAT
CTTTACCAGGTGGGTATGGAAC
TCCACATTTAACAAACCCACAG
GGGTTTGGTGTCTCAAGCTG
AAAAAGAGCATCATCATTACCATTATT
ATTGCACTCCCTGGAGGTTA
CCCATCAACATTCAATAGACCA
CTGAGAAGCGGAATTCTGAAC
GAGTACCCTGATCCATTTAACCA

98

143

138

133

86

108

65

25

157

17

142




Cytokinin oxidaza/dehydrogenaza 2
Cytokinin oxidaza/dehydrogenaza 3
Cytokinin oxidaza/dehydrogenaza 4
Cytokinin oxidaza/dehydrogenaza 5
Cytokinin oxidaza/dehydrogenaza 6

Cytokinin oxidaza/dehydrogenaza 7

CKX2

CKX3

CKX4

CKX5

CKX6

CKX7

At2g19500

At5g56970

At4g29740

Atl1g75450

At3g63440

At5g21482

o mmm AT ™ T R

TCCAACAAACCGGAATAAATG
TTGGGGTAGCGGATTGTAGT
TCTCAATACACAGTCAACGAGGA
TCGTACATAAACCCTCTTACATGG
CCCTTCCCATTATTGACCAG
CGAAATACGGAACATCTTGTACG
CCATGGTCCTCAAATTAGTAACG
TCTGAGCATCTCATCACCTCTC
CGTCTACCCAGTGAACAAATCA
GTTAGGATCGCCACCAGGTA
CACCAGAGCTAGGGTTTTGC
CATCGAACTCGGTGTATACTACTCTT

126

25

48

69

17

Tab. 2: Post-hoc analyza kinetiky ristu délky hypokotylii Arabidopsis thaliana (Obr. 7)

l.den | 2.den | 3.den | 4.den | S.den | 6.den | 7.den
20 °C a a a a a a a
20 °C tZ a a b a b b b
29 °C b v d v d d d
29 °C tZ b b v b c c c




