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Abstrakt

Cytokininy jsou skupinou fytohormont klicovou pro regulaci ristu a vyvoje rostlin.
Podle charakteru postranniho fetézce, vazaného na exocyklicky dusik adeninu, se deli
na isoprenoidni a vzacnégji se vyskytujici aromatické. Jako modelovy organismus pro
studium metabolismu a percepce aromatickych cytokinini vybran Populus
x canadensis cv. Robusta. Tento topol obsahuje ortho-topolin a jeho ribosid, ktery je
zaroven vazan v tRNA. Podafilo se klonovat geny vSech deviti topolovych
isopentenyltransferas (PcIPT), které koduji enzymy katalyzujici prvni krok biosyntézy
isoprenoidnich cytokinint, a také vSech péti histidinkinasovych receptori cytokinind
(PcHK). Jejich genova exprese byla napfi¢ organy topolu analyzovana pomoci
kvantitativni PCR. Funk¢nost vétsSiny PcIPT in vivo byla prokazana indukovatelnou
expresi piislusnych genti v Arabidopsis thaliana. Transgenni linie produkovaly zna¢na
mnozstvi metabolitli isopentenyladeninu a trans-zeatinu, ale u nékterych byly
prekvapivé zaznamenany i zvySené hladiny cytokininli Cis-zeatinového typu. PCHK
byly exprimovany v Escherichia coli, navazujici ,live cell binding assay* umoznila
stanovit ligandovou specificitu a pH optimum vSech péti rekombinantnich proteint.
VétSinu cytokinind béhem kompeti¢nich testli vazala nejsilnéji PcHK2. Dale byla
ovéfena kinasova aktivita receptorti, nejvétsi miru aktivace po vazbé ligandu
vykazovala PcHK4a. Kvantifikaci cytokininti pfed a po inkubaci s bakterialni kulturou
bylo potvrzeno, ze isopentenyladenosin je skute¢ny ligand topolovych receptort.
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1 CIiLE PRACE

e Shrnuti aktudlnich poznatkli o vyskytu, metabolismu, percepci a fyziologickych
funkcich cytokininti v rostlinach.

e Pilotni experimenty — selekce vhodného modelového organismu, odvozeni
a charakterizace in vitro kultury topolu Populus x canadensis cv. Robusta.

e Molekularni klonovani gent kodujicich isopentenyltransferasy z P. x canadensis
(PclIPT) a analyza jejich genové exprese.

e Heterologni exprese PcIPT v Escherichia coli a Arabidopsis thaliana,
charakterizace rekombinantnich PcIPT.

e Molekularni klonovéani gend kddujicich histidinkinasové cytokininové receptory
z P. x canadensis (PcHK) a analyza jejich genové exprese.

e Heterologni exprese PCHK v E. coli a charakterizace rekombinantnich PcHK.



2 Uvob

Cytokininy jsou hormony vyznamné se podilejici na regulaci vyvoje a ristu rostlin.
S vyjimkou nékterych syntetickych derivati mocoviny jsou vSechny zndmé latky
s cytokininovou aktivitou derivaty adeninu nesouci isoprenoidni nebo aromaticky
substituent v poloze N°. U bakterii a eukaryotnich organismil jsou navic isoprenylované
adeninové baze soucasti né€kterych populaci tRNA a podili se na stabilizaci interakce
kodon-antikodon (Persson et al. 1994).

Zatimco biosyntéza vzacné€ji se vyskytujicich aromatickych cytokininG zlstava
neobjasnénd, u isoprenoidnich je jiz dobie prostudovana spolu s jejich navazujicim
metabolismem. Isopentenyltransferasy (IPT) umoznuji pfipojeni postranniho fetézce
k adeninovym nukleotidiim. Vzniklé meziprodukty jsou nasledné hydroxylovany nebo jsou
z nich puasobenim specifické ribohydrolasy uvolnény aktivni cytokininové baze. Ty mohou
byt dale konjugovany, nejcastéji se sacharidy, nebo odbourany cytokinindehydrogenasou
(CKX) (Frébort et al. 2011).

Percepci cytokininli zajist'uji histidinkinasové receptory (HK) vétSinou ukotvené
v membrané. Signal je dale prenaSen fosforylacni kaskadou az na skupinu transkripénich
regulatord, které ovliviiuji expresi cilovych gend (Kieber a Schaller, 2018). Prostfednictvim
této signalizace pak cytokininy spolecné s auxiny indukuji bunécné déleni, a zasadnim
zpusobem ovliviiuji bunéénou diferenciaci a morfogenezi (Chandler a Werr, 2015). Mezi
dalsi vyznamné procesy, na jejichZ regulaci se cytokininy podili, patii naptiklad senescence
listli, asimilace mineralnich latek a mobilizace Zivin, reakce na svételné podminky a stres
nebo interakce s patogeny (Werner a Schmiilling 2009).

Kromeé rostlin se cytokininy vyskytuji u nékterych druht hub (Vrabka et al. 2019), sinic,
bakterii, na rostlindch parazitujiciho hmyzu nebo u hlistic. Byly detekovany také volné
v prostiedi, zejména ve vodé nebo pude (Stirk a Staden, 2010). Zatim neni zcela jasné, zda
jsou nekterymi z té€chto organismu vylu¢ovany cilené pro signalizaci napii¢ ekosystémem
(Robischon 2015). Tato diserta¢ni prace je vSak vénovana cytokininim v topolu Populus
x canadensis cv. Robusta, ktery byl jako modelovy organismu vybran na zaklad¢ literatury
a pilotnich experimentd. Pivodnim zamérem bylo objasnit biosyntézu aromatickych
cytokinint, které byly v P. x canadensis poprvé detekovany jako ptirozen¢ se vyskytujici

latky (Horgan et al. 1973). Slozitost této problematiky vSak piesahla ¢asové moznosti
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I materialni prostfedky dostupné béhem mého studia. Z tohoto divodu bylo sméfovani
prace a jeji cile zménény na studium biosyntézy a percepce cytokinind v P. x canadensis
obecné.

Disertacni prace obsahuje vysledky pilotnich experimenti, které predchazely
planovanému avSak nerealizovanému vyuziti tritiem znacenych latek pro nalezeni
biosyntetickych prekurzorti aromatickych cytokinini. Experimentalni ¢ast dale popisuje
vysledky, které byly publikovany v mezindrodnim Casopise Planta jakou soucast dvou
prilozenych prvoautorskych ¢lanki. Prvni znich je vénovan piredevSim klonovani,
purifikaci rekombinantnich topolovych IPT a jejich indukovatelné expresi v Arabidopsis
thaliana. Druhy c¢lanek zahrnuje klonovani a charakterizaci cytokininovych receptord
Z topolu. Veskery data jsou na zavér diskutovana a uvedena do kontextu aktudlnich

védeckych poznatkd.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Struktura a vyskyt cytokinint
Hledani latky pouzitelné pro stimulaci bunécného déleni v rostlinnych in vitro kulturach
vedlo v 50. letech minulého stoleti k objevu N°-furfuryladeninu, znamého jako kinetin
(Obr. 1), ktery byl izolovan z autoklavované DNA (Miller et al. 1955, 1956). Trvalo vSak
jeste 40 let, nez se podafilo prokazat jeho pfirozeny vyskyt v rostlinném materialu
(Barciszewski et al. 1996). Spolu s kinetinem byly ve stejném roce podobné vlastnosti
popsany u 1,3-difenylmocoviny (Shantz a Steward, 1955). Pozdé&ji se vSak ukazalo, ze se
jednd o Cisté syntetickou latku, kterou byl pilvodni zdrojovy materidl kontaminovan
(Amasino 2005). Nicmén¢ disubstituované derivaty mocoviny, napiiklad vysoce aktivni
thidiazuron (TDZ; Obr. 1), se vyuzivaji dodnes (Mok et al. 1982; Yamada et al. 2001).
Souhrnné se této skupiné latek schopnych indukovat déleni rostlinnych bun¢k (cytokinezi)
fikalo kininy. Nazev byl ale pozdé&ji zménén na cytokininy, aby nedochazelo k jejich
zaméng¢ za polypeptidy znamé z fyziologie zivocicht (Skoog et al. 1965).

Vsechny pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou N°- substituované derivaty adeninu.
U vyssich rostlin se vSudypfitomné vyskytuji cytokininy s isoprenoidnim postrannim
fetézcem, aromatické cytokininy jsou naopak pomérné vzacné. Prvnim (isoprenoidnim)
cytokininem izolovanym z rostlinného materialu — z nezralych obilek kukutice (Zea mays),
podle které byl pojmenovan — byl trans-zeatin (tZ; Obr. 1) (Letham, 1963). Strukturné se
jedna o trans- isomer 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl)-adeninu (Letham et al. 1964)
a Vv kukufici byl nalezen také ve formé ribosidu a nukleotidu (Miller 1965). Dalsim
objevenym cytokininem byl N°-(A%isopentenyl)-adenin (iP) produkovany patogenni
bakterii Rhodococcus fascians (Klambt et al. 1966), ktera pomoci iP stimuluje tvorbu
halek. Ze smési malych RNA Spenatu a hrachu se také podatilo izolovat cis-zeatin (cZ),
respektive jeho ribosid (Hall et al. 1967) a ze semen lupiny zluté dihydrozeatin (DHZ)
(Koshimizu et al. 1967). Z obou zeatinovych isomert je tZ biologicky podstatné aktivngjsi
(Spichal et al. 2004; Romanov et al. 2006) a spole¢né s iP je dlouhodobé povazovan
ze prevladajici typ cytokinini (Frébort et al. 2011). Nicméné cZ-typ je také vysoce
abundantni, v n¢kterych rostlinach (tady liliotvaré, hvézdicotvaré nebo celed’ lipnicovité)
a Vv urcitych vyvojovych stadiich (napiiklad semena nebo senescentni listy) dokonce

prevazuje (Gajdosova et al. 2011).
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Obrazek 1 Strukturni vzorce, nazvy a zkratky cytokininovych bazi a syntetického thidiazuronu.

Kromé cytokinovych béazi se v rostlindich vyskytuje celd tada jejich konjugati se
sacharidy a dalsich derivatd. Nejvyznamngjsi jsou cytokininové ribosidy (v poloze N9,
povazované za hlavni transportni formu prostfednictvim cévnich svazki, a nuklotidy, které
jsou primarnim produktem biosyntézy isoprenoidnich cytokinind (Sakakibara 2006). BéZzné
se také vyskytuji N-glukosidy na adeninové bazi v polohach N°, N” a N° nebo O-glukosidy
na hydroxylové skupiné postranniho fetézce, je-li pritomna. O-glukosidy pravdépodobné
slouzi jako pohotovostni zasobni forma cytokinind, jelikoz glukosa z nich mize byt rychle
odstépena. N-glykosylace je naopak povazovana za ireversibilni (Brzobohaty et al. 1993).
Z embryi fazolu byly izolovany také O-xylosidy (Turner et al. 1987), ale jsou popsany
I komplexné&jsi konjugaty jako napiiklad disacharidy z borovice (Taylor et al. 1984)
a petinie (Auer a Cohen, 1993) nebo O-oligosacharid z kokosového mléka (Kobayashi
etal. 1997).

Pozoruhodné jsou 2-methylthio- derivaty isoprenoidnich cytokinind, které byly ptivodné
identifikovany ve formé ribosidi jako soucast tRNA kli¢ka psenice (Burrows et al. 1970)

nebo Spenatovych listd (Vreman et al. 1978). Jsou produkovany také naptiklad bakterii



R. fascians, u které je 2-methylthio-cZ podstatny pro patogenezi (Pertry et al. 2009), nebo
sinicemi rodu Nostoc (Frébortova et al. 2017). Dalsim méné obvyklym derivatem je
napiiklad zeatin s alaninem vazanym v poloze N° nazyvany kyselina lupinova (Entsch et al.
1983). V lupiné byly dale objeveny O-acetyl derivaty zeatinovych nukleotidi (Letham
a Zhang, 1989), které jsou ve form¢ volnych bazi nebo ribosidi produkovany také
v cibulkach narcisu pii ochlazeni (Letham et al. 2003).

Mezi cytokininy saromatickym postrannim fetézcem patii N°-benzyladenin (BAP)
a jeho hydroxylované derivaty ortho- a meta-topolin (oT a mT; Obr. 1). Dlouhou dobu byly
povazovany za syntetické latky, ale mnoho jejich derivata bylo pozdéji detekovano
v listech topolu druhu P. x canadensis, coz se odrazi Vv trivialnim nazvu ,,topolin“ (Strnad
et al. 1997). Jako prvni byl identifikovan ribosid oT (0TR; Horgan et al., 1973), ktery byl
izolovan také zkaly (Chaves das Neves a Pais, 1980a) spolu s 2-methylthio-0T-9-
glukosidem (Chaves Das Neves a Pais, 1980b). Nasledovala izolace BAP, jeho ribosidu,
nukleotidu (Nandi et al., 1989a) a 9-glukosidu (Nandi et al. 1989b) z halek (,,crown gall®)
na rajceti. Skupina profesora Strnada z listi P. x canadensis dale izolovala 0T (Strnad et al.
1992) a oT-9-glukosid (Strnad et al. 1994), mT, jeho ribosid a 9-glukosid (Strnad et al.
1997). V bunécné suspenzni kultufe Chenopodium rubrum byl také identifikovan
0T-O-glukosid  spolu sjeho 2-methylthio- derivatem (Dolezal et al. 2002).
V P. x canadensis, Arabidopsis thaliana a n¢kterych kmenech Agrobacterium tumefaciens
se podafilo identifikovat methoxy- derivaty oT, mT a pfislusnych ribosidii (Tarkowska
et al. 2003).

Aromatické cytokininy byly dale nalezeny napiiklad v palmovém oleji (Jones et al.
1996), ve vybranych kultivarech mikropropagovanych brambor (Baroja-Fernandez et al.
2002), v nékterych druzich motskych fas (Stirk et al. 2003) a v sinicich (Ordog et al. 2004).
Nedavno pak byla detekovana stopova mnozstvi 0T, 0TR a 0T-O-glukosidu v topolu osika
(Edlund et al. 2017). Analyza listi z 12 druhi topolti doklada, ze schopnost produkovat
aromatické cytokininy je u topoli piekvapivé rozsifena, piestoze se jejich mnozstvi
Vrostlinném pletivu mezidruhov€ zna¢né 1i§i. OTR byl dokonce detekovan
Vv hydrolyzatu tRNA izolované z Populus deltoides a P. x canadensis (Jaworek et al.
2019a).



3.2 Biosyntéza a interkonverze isoprenoidnich cytokininu

Stézejnim krokem biosyntézy isoprenoidnich cytokinini je adice prenylové skupiny
na exocyklicky dusik adenosin-5’-fosfatu, pfipadné adeninu vazaného v tRNA (Obr. 2).
Tato enzymova reakce je katalyzovana isopentenyltransferasami (IPT), které krome
ruznych forem adeninu vyuzivaji jako substrat zejména dimethylallyldifosfat (DMAPP;
Barry et al., 1984) a v n¢kterych piipadech také (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfat
(HMBPP; Krall et al., 2002). DMAPP je produkovan primarné mevalonatovou drahou
(MVA), bézn¢ lokalizovanou v cytosolu eukaryotnich bunék. Alternativné jsou isopreny
biosyntetizovany methylerythritolfosfatovou drahou (MEP), objevenou v bakteriich
a v rostlinnych plastidech (Rohmer 1999; Lichtenthaler 1999), ve které HMBPP figuruje
jako jeden z meziproduktt (Hecht et al. 2001).

Isopentenyltransferasy se déli do dvou skupin na vyvojové starSsi tRNA IPT
(EC 2.5.1.75), piitomné téméf ve vSech zZivych organismech, a adenylatové IPT
(EC 2.5.1.27) (Frébort et al. 2011). Aktivita adenylatové IPT byla poprvé pozorovana
V bezbunécném extraktu hlenky, ktery katalyzoval biosyntézu iP z AMP a DMAPP,
pficemz primarnim produktem byl iP nukleotid (Taya et al. 1978). O nékolik let pozdé&ji se
podatilo zjistit, ze Tmr gen A. tumefaciens koduje IPT a po expresi v E. coli také prokazat
jeji funkénost. Gen je lokalizovan na Ti plasmidu (,,tumor inducing®), zodpovédném
zavirulenci bakterie, jako soucast tzv. T-DNA, ktera je b&hem infekce integrovana
do rostlinného genomu (Barry et al. 1984; Akiyoshi et al. 1984). Agrobacterium
tumefaciens obsahuje jesté dalsi IPT gen, oznacovany jako Tzr, ktery bakterie exprimuje
sama (Morris et al. 1993).

U wvysSSich rostlin vSak byla jednozna¢na identifikace adenylatovych IPT
komplikovanéjsi z diivodu malého mnozZstvi proteinu v rostlinnych pletivech a jeho nizké
stability. Enzym se podafilo ¢astec¢né purifikovat z in vitro kultury tabaku (Chen a Melitz,
1979) a mnohem pozd¢ji také z nezralych zrn kukufice (Blackwell a Horgan, 1994).
Na zakladé podobnosti se sekvencemi gent z A. tumefaciens a dalSich mikroorganismu se
nakonec dvéma nezavislym skupinam podatilo v genomu A. thaliana identifikovat celkem
devét IPT gent (AtIPT), pficemz AtIPT2 a AtIPT9 koduji tRNA IPT (Takei et al. 2001a;
Kakimoto 2001). Kromé Arabidopsis byly postupné klonovany a charakterizovany nékteré
IPT ztady dalSich rostlin, zejména chmele (Sakano et al. 2004), ryze (Sakamoto et al.
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Obrazek 2 Schéma biosyntézy isoprenoidnich cytokinind. IPT = isopentenyltransferasa; CYP735A
= cytochrom P450 monooxygenasa; LOG = cytokininribosid-5’-monofosfatfosforibohydrolasy
(,,Lonely guy“); ZR = zeatinreduktasa.

2006), moruse (Abe et al. 2007), kukufice (Brugiére et al. 2008; Vyroubalova et al. 2009),
rajéete (Zizkova et al. 2015) a topolu (Jaworek et al. 2019a). Dale byly identifikovany
a klonovany IPT z hub Claviceps purpurea (Hinsch et al. 2015) a zastupct rodu Fusarium
(Vrabka et al. 2019).

Doposud se podafilo vyftesit krystalovou strukturu adenylatovych IPT z A. tumefaciens
(Sugawara et al. 2008) a chmele (Chu et al. 2010) a strukturu tRNA IPT z bakterii



Pseudomonas aeruginosa (Xie et al. 2007), E. coli (Seif a Hallberg, 2009), Bacillus
halodurans (PDB ID: 2QGN, 3EXA), Staphylococcus epidermidis (PDB ID: 3D3Q)
a kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Zhou a Huang, 2008). Reakéni mechanismus je
u vsech IPT stejny. Jedna se o Sy2 nukleofilni substituci a pro katalytickou aktivitu enzymu
jsou esencialni vysoce konzervovana residua Thr39, Asp62 a Argl84 (Obr. 3a; ¢islovani
podle IPT zchmele). Asp62 prostiednictvim vodikové vazby piimo interaguje
s N® dusikem adeninu a slouzi jako obecna baze, tedy akceptor protonu. Dusikovy atom
nasledné nukleofiln¢ atakuje C! atom DMAPP, ptipadné HMBPP, coz vede k transferu
prenylové skupiny. Thr39 a Argl84 pak pomdhaji stabilizovat pfechodny stav
a kompenzovat negativni naboj difosfatu (Sugawara et al., 2008; Zhou a Huang, 2008; Chu
etal., 2010).

Znalost struktury IPT pomohla vysvétlit rozdily v pozorované substratové specificité
enzymu. Ukézalo se, ze rekombinantni AtIPT4 jako substrat siln¢ preferuje ATP a ADP,
hodnota K, pro AMP je fadové vyssi (Kakimoto 2001). Podobné je tomu také u IPT
z chmele (Sakano et al. 2004) nebo ryze (Sakamoto et al. 2006), naopak jedinym
efektivnim adeninovym substratem IPT z A. tumefaciens je AMP (Morris et al. 1993; Krall
et al. 2002). Chmelova IPT ma v usti aktivniho mista dvé bazicka residua Lys220 a Lys275
(Obr. 3b), ktera pfimo interaguji s f- a y-fosfaty ATP. U bakteridlniho enzymu jsou
na odpovidajicich pozicich kyselda Asp rezidua, kterd podle autor struktury
elektrostatickou repulzi brani vstupu ATP a ADP do aktivniho mista (Chu et al. 2010).
Ze superpozice obou struktur je patrné, Ze vétsi komplikaci je sterické branéni B-fosfatu
reziduem Serl01 (Cislovani podle bakteridlni Tmr) v dusledku rozdilné velikost Usti
substratového tunelu (Obr. 3b). Zajimavosti pak je, ze IPT z moruse nebo chmele dokazi
prenylovat naptiklad i nékteré cytosinové nebo guanosinové nukleotidy (Abe et al. 2007,
Chu et al. 2010). V piipadé tRNA IPT jsou substratem tRNA, které rozpoznavaji kodony
zacinajici uracilem. Dochazi k prenylaci adeninu na pozici 37, pticemz tato modifikace
napomaha stabilizovat interakci antikodon-kodon s mRNA (Persson et al. 1994). Oproti
adenylatovym IPT obsahuji navic tRNA IPT v usti kavity aktivniho mista helikdlni
doménu, ktera napomaha vychlipeni adeninu 37 vné struktury tRNA a jeho vstupu
do aktivniho mista (Zhou a Huang, 2008; Seif a Hallberg, 2009; Chu et al., 2010).
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Obrazek 3 Porovnani aktivniho mista (@) a usti tunelu pro vstup adenosinovych nukleotida (b)
do rostlinné a bakterialni IPT. Rezidua chmelové IPT (PDB ¢islo 3A8T) jsou znazornéna fialove,
rezidua Tmr z A.tumefaciens (PDB c¢islo 2ZE7) zelené. Analog substratu dimethylallyl-S-
thiodifosfat (DMASPP) pochazi z krystalové struktury Tmr, ATP ze struktury chmelové IPT.
Hydroxylova skupina v ¢asti a byla Kk DMASPP piidana dodate¢né, demonstruje moznost vazby
HMBPP. Cerné preruované &ary znazoriiuji polarni interakce mezi atomy. Superpozice struktur
IPT byla provedena pomoci programu WinCoot, obrazek byl vygenerovan a editovan v programech
PyMol a Inkscape.

Bakterialni a rostlinné adenylatové IPT se lisi také v preferenci donoru prenylové
skupiny. Zatimco Tmr, IPT z A. tumefaciens, ma ptiblizné stejné hodnoty K, pro DMAPP
i HMBPP, enzym z Arabidopsis HMBPP jako substrat nevyuziva (Sakakibara et al. 2005).
Z hlediska struktury aktivniho mista jsou hlavni pficinou u rostlin vysoce konzervovana
rezidua I1e222 a Leu268 (¢islovani podle IPT z chmele), ktera obklopuji hydrofobni ¢ast
DMAPP (Obr. 3a). Tmr ma na odpovidajicich pozicich residua Asp a His, coz umoznuje
vstup hydroxylové skupiny HMBPP (Sugawara et al. 2008; Chu et al. 2010). Pfi expresi
Vv rostlinnych bunikéach je Tmr lokalizovan v plastidech, kde je pomér HMBPP ku DMAPP
piiblizné¢ 5:1. B&hem bakteridlni infekce proto dochazi pievazné k pfimé produkci
cytokininti tZ-typu s vyuzitim meziprodukti MEP drahy (Sakakibara et al. 2005).

Na zéklad€ isotopového znafeni bylo prokdzano, Ze MEP drdha je hlavni zdrojem
DMAPP také pro biosyntézu iP- a tZ-typu cytokinini adenylatovymi IPT z Arabidopsis.
AtIPT1, AtIPT3, AtIPTS a AtIPT8 jsou navic primarné lokalizovany v plastidech
(Kasahara et al. 2004), i kdyz v piipadé AtIPT3 muze dojit ke zméné lokalizace do cytosolu
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po farnesylaci jeho C-koncového -CLVA motivu (Galichet et al. 2008). MV A draha muize
poskytovat DMAPP pro cytosolarni AtIPT4 a mitochondridlni AtIPT7 aje také
piedpokladanym hlavnim zdrojem prenylu pro cytosolarni tRNA IPT (Kasahara et al.
2004).

Série mutantt Arabidopsis s vyfazenymi AtIPT geny pomohla objasnit pfispévek
jednotlivych IPT k celkovym hladindm cytokinind v rostliné. U jednonasobnych mutant
byly koncentrace volnych cytokinint iP- a tZ-typu sniZeny jen v ptipadé¢ atipt3. Deficit se
pak dale prohluboval pfi kombinaci této mutace s dalSimi a byl extrémné vyrazny zejména
u mutantd atipt3 5 7 a atiptl 3 5 7. Naopak u nich dochazelo k nartstu koncentrace cZ-typu
cytokininti. Ukazalo se, ze jejich hlavnim zdrojem je minimaln¢ u Arabidopsis degradace
modifikované tRNA, jelikoZ dvojnasobny mutant bez funkénich tRNA IPT neobsahoval
méfitelné hladiny cytokinini cZ-typu. Obsah c¢Z vtRNA pfitom ovliviiuje pievazné
AtIPT2. Jeho pokles by u atipt2 mutanta vyrazné&jsi nez u atipt9, u kterého naopak doslo
k razantnimu snizeni obsahu v tRNA vazaného iP (Miyawaki et al. 2006). Obdobny rozdil
mezi vlivem jednotlivych tRNA IPT byl pozorovan také u topolovych ortologu (Jaworek et
al. 2019a).

Primarnim mechanismem tvorby tZ-typu cytokinint je u rostlin hydroxylace iP, zejména
ve form¢ nukleotidt, katalyzovana cytochromy P450 (Obr. 2). U Arabidopsis se konkrétné
jedna o CYP735A1 a CYP735A2, které jsou oba stereospecifické a cZ produkuji jen
v zanedbatelném mnozstvi (Takei et al. 2004). Pivod hydroxylové skupiny u cis- isomeru
doposud nebyl spolehlivé vysvétlen. V bakterii Salmonella typhimurium sice byla objevena
cis-hydroxylasa, kodovana genem miaE (Persson a Bjork, 1993), u rostlin se vsak
nepodafilo nalézt jeji homolog. Ani piima produkce cZ-typu cytokininl s vyuzitim
cis-HMBPP jako isoprenoidniho prekurzoru neni V literatufe popsana. Puvodné
predpokladana moznost isomerace tZ hypotetickou cis-trans-isomerasou, ¢astecné
purifikovanou z nezralych semen fazolu (Bassil et al. 1993), nebyla prokazana. Enzym se
dlouhou dobu nedatilo identifikovat a jeho vyznam byl dale zpochybnén naptiklad
nepfitomnosti isomerace u mutantnich rostlin Arabidopsis, které mély vyrazné snizené
hladiny tZ, ale nikoliv cZ (Miyawaki et al. 2006). Domn¢la cis-trans-isomerasa byla
nedavno purifikovana z kukufice a identifikovan jako nukleotidpyrofosfatasa/

fosfodiesterasa (EC 3.6.1.9). Ukazalo se vSak, ze isomerace in Vitro probiha spontanné
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za ptitomnosti svétla a FMN, ktery enzym produkuje Stépenim FAD. Ani nadexprese
enzymu vSak nevedla ke zménam poméru koncentrace tZ a cZ in vivo (Hluska et al. 2017).

Aktivace primarnich produktl biosyntézy, cytokininovych nukleotidi, je spojena
s odstépenim fosfatd a ribosy (Obr. 2). Na interkonverzi jednotlivych forem cytokinint se
mohou podilet enzymy obecného purinového metabolismu, jejich afinita k cytokininim je
vSak nizkd. Koncentrace cytokininli v rostlinném pletivu jsou navic fddové nizSich nez
ostatnich derivati adeninu. Defosforylaci pravdépodobné katalyzuji hojné se vyskytujici
alkalické (EC 3.1.3.1) nebo kyselé fosfatasy (EC 3.1.3.2), ptipadné 5’-nukleotidasa
(EC 3.1.3.5) (Galuszka et al. 2008). Na odstépeni ribosy se pak podili nukleosid-N-
ribohydrolasy (NRH; EC 3.2.2.-; Kope¢na et al. 2013). Ribosa mize byt k cytokininovym
bazim také znovu pfipojena a vzniklé nukleosidy déale fosforylovany, coz se projevuje
zejména pii exogenni aplikaci cytokinini (napt. Sondheimer a Tzou, 1971; Letham a
Zhang, 1989). Fosforylaci nukleosidi katalyzuje adenosinkinasa (EC 2.7.1.20; von
Schwartzenberg et al. 1998; Kwade et al. 2005), ale cytokininové baze mohou byt také
ptevedeny rovnou na nukleotidy adeninfosforibosyltransferasou (EC 2.4.2.7; Schnorr et al.
1996; Allen et al. 2002). VySe zminéné enzymy jsou ovSem obvykle exprimovany
konstitutivné, coZ omezuje moZznost citlivé regulace jimi katalyzovanych piemén
cytokinina (Frébort et al. 2011).

Pro porozuméni regulace biosyntézy aktivnich forem cytokinini byl stézejni objev
cytokininribosid-5’-monofosfatfosforibohydrolasy (EC 3.2.2.nl1), ktera v jediném kroku
specificky stépi cytokininové nukleosidmonofosfaty rovnou na volné baze (Obr. 2). Enzym
je bézné oznacovan jako ,,LONELY GUY* (LOG), jelikoz kvéty ryze s mutaci
Vv piislusnych genech casto obsahovaly jedinou ty¢inku a zadné pestiky (Kurakawa et al.
2007). LOG byl pivodné anotovan jako hypoteticka lysindekarboxylasa, piestoze takovou
katalytickou aktivitu postrada (napt. Kurakawa et al., 2007; Pertry et al., 2010). Ve védecké
komunité se vSak tato mylna anotace projevuje dodnes (Naseem et al. 2018). Struktura
dvou homologu pfitomnych v Arabidopsis, ktera jich obsahuje celkem devét (Kuroha et al.
2009), byla vyfesena dokonce pied odhalenim jejich skutecné funkce (Jeon et al. 2006).
Klicovd 1loha LOG v cytokininovém metabolismu byla pozdéji jednoznacné
demonstrovana na rostlinach s mnohonasobnou mutaci v log genech (Tokunaga et al.

2012). Krom¢ vyskytu LOG napfti¢ rostlinnymi druhy byl jeho homolog popsan také jako
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soucast fas operonu R. fascians (Pertry et al. 2010). Jesté zajimavéjsi je potom existence
bifunkénich enzymi kombinujicich IPT a LOG domény u hub rodu Claviceps (Hinsch et
al. 2015) a Fusarium (Vrabka et al. 2019).

Na zavér této kapitoly zbyva strucné shrnout dostupné informace o pivodu DHZ.
Zajeho zdroj je povazovana redukce zeatinu (Obr. 2) domnélou zeatinreduktasou
(EC 1.3.1.69), ktera vsak dodnes nebyla jednozna¢né¢ identifikovana. Tato konverze byla
poprvé pozorovana u embryi fazolu klicenych za pfitomnosti radioaktivné znaceného tZ
(Sondheimer a Tzou, 1971). Enzym byl pozdé&ji Casteéné pieCistén a charakterizovan.
Reakce vyzaduje jako kofaktor NADPH (Martin et al. 1989). Konverze tZ na DHZ byla
zaznamenana také napiiklad v listech hrachu, kde muze slouzit pro udrzeni cytokininové
homeostazy (Gaudinova et al. 2005), jelikoZ DHZ je rezistentni k enzymatické degradaci

bézné pro ostatni typy isoprenoidnich cytokininli (napi. Kaminek et al., 1997; Galuszka

et al., 2007).

3.3 Degradace a inaktivace cytokinini

Pro regulaci hladin aktivnich cytokininii v rostlinném pletivu je vedle biosyntézy
neméné dulezitd jejich degradace nebo inaktivace. Nevratnd degradace cytokininl je
zaloZzena na jejich oxidativnim S$tépeni, které bylo poprvé pozorovano po ptidavku
radioaktivné znaceného iP ribosidu (iPR) k hrubému extraktu pletiv tabaku (Paces et al.
1971). Zodpovédny enzym byl ¢asteéné precistén z obilek kukufice a ptivodné pojmenovan
jako cytokininoxidasa, jelikoZ katalyzuje oxidativni $t€peni cytokininii na adenin, pfipadné
jeho N°- substituovany derivat (Whitty a Hall, 1974), a aldehyd postranniho fetdzce
(Obr. 4) (Brownlee et al. 1975). Z divodu nizkého obsahu enzymu v rostlinnych pletivech
se jej dlouho nedafilo izolovat v dostateéném mnozstvi a €istoté pro detailni charakterizaci.
Zlomovym okamzikem byla azZ identifikace genu kodujiciho jeden s isoenzymii v kukufici
(Morris et al. 1999; Houba-Hérin et al. 1999). Brzy poté bylo zjisténo, ze enzym je schopen
efektivnéji vyuzivat 1 jiné akceptory elektronii nez molekularni kyslik, zejména chinony
(Galuszka et al. 2001; Frébortova et al. 2004). Enzym byl proto pteklasifikovan
na cytokinindehydrogenasu (CKX; EC 1.5.99.12).

Primarnim akceptorem elektronii je ovSem FAD, v aktivnim misté kovalentné¢ vazany
ptes His residuum (Malito et al. 2004). CKX oxiduji cytokininy na iminovy meziprodukt,
ktery néasledné podléha hydrolyze. Reoxidace FADHj; je pak krokem omezujicim rychlost
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katalytické reakce (Popelkova et al. 2006). Je-li findlnim akceptorem elektront kyslik,
enzym katalyzuje produkci jedné molekuly HyO; na kazdou molekulu cytokininového
substratu (Kope¢ny et al. 2005). Z umélych elektronovych akceptort jsou nejefektivnéjsi
2,6-dichlorofenolindofenol a fenazin methosulfat. Mezi potencialni pfirozené se vyskytujici
akceptory elektrond potom patii koenzym Qo, prekurzor ubichinonu (Galuszka et al. 2001),
nebo 2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-on a volné radikaly vzniklé jeho oxidaci
(Frébortova et al. 2010).

Cytokinindehydrogenasy jsou u vysSich rostlin obvykle kédovany malou genovou
rodinou. Poc¢et CKX se mezidruhové lisi, napiiklad u Arabidopsis jich bylo identifikovano
sedm (Bilyeu et al. 2001; Werner et al. 2003), vryzi 11 (Ashikari et al. 2005)
a v genomu kukutice 13 (Massonneau et al. 2004; Vyroubalova et al. 2009). Exprese
jednotlivych CKX genti se 1i§i mezi riznymi pletivy a vyvojovymi stadii rostlin. Funkéni
diverzifikaci isoforem CKX déle podtrhuje jejich rozdilna subcelularni lokalizace. Ctyfi
z CKX Arabidopsis, AtCKX2 a AtCKX4-6, jsou sekretovany do apoplastu, AtCKX1
a AtCKX3 jsou vakuolarni a pouze AtCKX7 neobsahuje signalni peptid, zistava tedy
v cytosolu (Werner et al. 2003; Kowalska et al. 2010). U kukufice je situace obdobna,

HN/\)\/OH NH,

N CKX N OH
NZ N7 /\)V
gﬁy - gtg oo
N H NTH

(2E)-4-Hydroxy-3-methyl-2-butenal

tZz Adenin

N-GT
B-GLU || ZOGT

HN/\)\/O‘GIU HN/\)\/OH
N N
N= NZ
T CT
N N N
Glu
tZ-O-glukosid tZ-N°-glukosid
Obriazek 4 Schéma degradace a inaktivace cytokinini na piikladu trans-zeatinu. CKX =

cytokinindehydrogenasa; ZOGT = zeatin-O-glukosyltransferasa; 3-GLU = -glukosidasa; N-GT =
N-glukosyltransferasa.
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pravdépodobné také obsahuje pouze jedinou cytosolarni isoformu, ZmCKX10 (Smehilova
et al. 2009; Zalabdk et al. 2014). Jednotlivé isoformy se znacné li§i i v substratové
specificité a enzymové aktivité (Galuszka et al. 2007; Zalabék et al. 2014). CKX jsou navic
Casto bohaté glykosylovany, coz ovliviiuje jejich pH optimum, translokaci i stabilitu
(Schmiilling et al. 2003).

Alternativnim mechanismem pro snizeni koncentrace aktivnich cytokininti v rostlinném
pletivu je jejich konjugace s glukosou, piipadné xylosou. Ke glykosylaci dochazi typicky
na hydroxylové skupiné postranniho fetézce cytokinind, je-li pfitomna, a na purinovém
skeletu v polohach N’ nebo N°. Rozdil mezi O-glykosidy a N-glykosidy je nejen
v reverzibilité glykosylace (Mok a Mok, 2001), ale také v moznosti jejich odbourani CKX.
Zatimco O-glykosidy nejsou substraty CKX, Ng-glykosidy jsou nckterymi isoenzymy
Stépeny dokonce efektivnéji nezZ ptislusné baze (Galuszka et al. 2007; Zalabak et al. 2014).

Tvorbu  O-glykosidi  katalyzuji ~ trans-zeatin-O-glukosyltransferasa  (ZOGT,;
EC 2.4.1.203) (Obr. 4) a zeatin-O-xylosyltransferasa (EC 2.4.2.40), které vyuzivaji jako
substrat UDP-glukosu, respektive UDP-xylosu. Oba enzymy byly poprvé izolovany
a Castecné piecistény z nezralych embryi dvou ruznych druhd fazolu (Turner et al. 1987;
Dixon et al. 1989), pozdéji se ze stejnych rostlin také podafilo klonovat pfislusné geny
(Martin et al., 1999a,b). V kukutici (Martin et al. 2001; Veach et al. 2003) a v ryzi (Kudo
etal. 2012) byly dale identifikovany cis-zeatin-O-glukosyltransferasy (EC 2.4.1.215)
schopné, na rozdil od enzymu z fazolu, glukosylovat specificky cZ. Ze 105 studovanych
rekombinantnich glykosyltransferas Arabidopsis je pét schopnych modifikovat cytokininy
(Hou et al. 2004). Jejich specificita k cytokininim byla in vivo prokazana u tii z nich, ale
pouze V jednom piipadé se jedna o ZOGT (Jin et al. 2013). Gen kodujici tuto ZOGT je
vyrazn€¢ exprimovan v senescentnich listech Arabidopsis, coz je doprovazeno
nékolikanasobnym nartistem koncentrace tZ-O-glukosidu (Smehilova et al. 2016). Aktivni
cytokininy mohou byt z O-glykosidii opétovné uvolnény [B-glukosidasou (EC 3.2.1.21),
kterd je pfinejmenSim v kukufici a fepce exprimovéna zejména v intenzivné se délicich
pletivech mladych rostlin (Brzobohaty et al., 1993; Falk a Rask, 1995). O-glykosidy jsou
proto povazovany za zasobni formu cytokinind.

Nevratnou  glykosylaci  cytokininéi v polohdch N’  nebo N® katalyzuji

N-glukosyltransferasy (EC 2.4.1.118) (Obr. 4), poprvé izolované z déloznich listkt fedkve
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(Entsch a Letham, 1979). Donorem glukosy je i v tomto piipadé UDP-glukosa a substratem
téchto enzymi jsou obvykle isoprenoidni i aromatické cytokininy. V Arabidopsis byly
objeveny dvé N-glykosyltranferasy (Hou et al. 2004). Jejich podil na udrzeni cytokininové
homeostazy in vivo byl pozd&ji potvrzen pii podrobnéj$§im studiu rostlin s mutaci
v piislusnych genech (Wang et al. 2011, 2013b). Zejména jeden z dvojice enzymd,
oznacovany jako UGT76C2, je vyrazné nadexprimovan pii exogenni aplikaci cytokinint
(Smehilova et al. 2016). Mutant ugt76c2 mél za fyziologickych podminek mensi semena
nez rostliny divokého typu (WT; z anglického ,,wild type®) a byl k exogenni aplikaci
cytokininu citlivéjsi (Wang et al. 2011). N-glukosylace je také ovlivnéna suchem
a osmotickym stresem (Li et al. 2015).

3.4 Transport cytokinini

Cytokininy zprostfedkovavaji chemickou signalizaci nejen lokalné¢ v misté jejich
produkce, ale jsou také transportovany mezi rostlinnymi organy prostiednictvim floému
a xylému (Hirose et al. 2008). Nemén¢ dilezity, avsak doposud nedostateéné objasnény, je
mechanismu transportu cytokinini pfes bunééné membrany. Podili se na ném ABC
transportéry (z anglického ATP ,binding cassette), obecné purinové permeasy
a nukleosidové transportéry. Predpokldda se vSak existence 1 dalSich, doposud
neobjevenych transportér (Kieber a Schaller, 2018).

Za misto biosyntézy cytokininli byly tradi¢né povazovany kofeny, odkud jsou xylémem
transportovany do nadzemni ¢asti rostlin (Letham a Palni, 1983). Ve skute¢nosti jsou
cytokininy produkovany napfi¢ rostlinnymi organy, ¢emuz odpovidd exprese IPT gent
v Arabidopsis (Miyawaki et al. 2004). Naopak geny kodujici cytochromy CYP735A jsou
az na vyjimky exprimovany hlavné v kotenech (Takei et al. 2004). Tento fakt velmi dobte
koreluje s distribuci jednotlivych cytokininti v cévnich svazcich. Xylémem je akropetalné
transportovan zejména ribosid tZ (tZR) a v mensi mife také tZ (Beveridge et al. 1997;
Takei et al. 2001b; Hirose et al. 2008). Koncentrace tZR v xylémové $tavé navic
dramaticky vzrastd pii opétovném dodani anorganického dusiku rostlindm kukufice
péstovanym za jeho nedostatku (Takei et al. 2001b). V reakci na dostupnost dusiku také
dochdzi ke zméné poméru transportovaného tZ a tZR, které maji nejspis pii akropetalni
signalizaci rozdilnou funkci. Zatimco transportovany tZ u Arabidopsis ovliviiuje hlavné

velikost listl, tZR navic reguluje i aktivitu apikalniho meristému (Osugi et al. 2017).
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Floémova st'ava pak obsahuje zejména iP-typ cytokinint (Corbesier et al. 2003), které
jsou transportovany bazipetalné (Hirose et al. 2008). Rozdilny smér transportu tZ- a iP-typu
cytokininit dale potvrzuji experimenty zalozené na roubovani WT Arabidopsis
a ¢tyfnasobného mutanta atiptl 3 5 7 (Matsumoto-Kitano et al. 2008), ktery ma dramaticky
snizené hladiny obou typt cytokinini (Miyawaki et al. 2006). Je-li naroubovana nadzemni
¢ast mutantni rostliny na koteny WT, dochazi k navratu koncentrace tZ-typu cytokinint
V nadzemni ¢asti na fyziologické hladiny, ale koncentrace iP-typu cytokinini ztistava nizka.
Obdobny, avSak obraceny efekt byl pozorovan po naroubovani nadzemni casti WT
na kofeny mutantni rostliny (Matsumoto-Kitano et al. 2008). Bazipetalni transport
cytokinini floémem probihd symplasticky a bylo prokazano, ze ma vliv na regulaci
uspofadani cévnich svazkt v koteni Arabidopsis (Bishopp et al. 2011) nebo tvorbu hlizek
u bobovitych rostlin (Sasaki et al. 2014).

Pro transport cytokinind z bunék do apoplastu a jejich nakladani do xylému v kotenech
je kli¢ovy ABC transportér podrodiny G, u Arabidopsisi konkrétné ABCG14, coz dokladaji
dvé nezavislé studie (Zhang et al. 2014; Ko et al. 2014). Tento druh transportéra katalyzuje
hydrolyzu ATP, kterd umoziuje konformacni zménu jeho transmembrinové domény
a nasledny pruchod substratu skrz plasmatickou membranu (Locher 2016). Lokalizace
ABCG14 v plasmatické membrané byla ovéfena jeho fuzi se zelenym fluorescencnim
proteinem (GFP; z anglického ,,green fluorescent protein®). Gen ABCG14 je exprimovan
primarné V buiikach centralniho cylindru kotfene a jeho nefunkénost se u mutantnich rostlin
projevuje podstatné mensim vzrustem nadzemni ¢asti nez u WT (Zhang et al. 2014;
Ko et al. 2014). Tento fenotyp je mozné zvratit exogenni aplikaci tZ, ale nikoliv iP, na listy
abcgl4 mutanta nebo naroubovanim nadzemni ¢asti mutantni rostliny na kofeny WT
(Ko et al. 2014). Obsah tZ-typu cytokininti v nadzemni ¢asti i xylémové $tave je u abcgl4
mutantd oproti WT vyrazné snizen, coZ je doprovdzeno vzristem jejich koncentrace
Vv kotenech. Mutantni rostliny maji také podstatn¢ nizsi kapacitu akropetalné transportovat
tZ pridany do rustového média (Zhang et al. 2014; Ko et al. 2014). Experiment zalozeny
nasledovani akumulace C* znafeného tZ v buiikach listdi rostlin nadexprimujicich
ABCG14 v porovnani s WT ukazuji, ze ABCG14 slouzi primarné k exportu cytokinini
z bunék (Zhang et al. 2014).
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Analogické transportéry schopné specificky importovat cytokininy do bun¢k a nakladat
IP-typ cytokinin do floému nebyly doposud identifikovany. Na téchto procesech se
nicmén¢ podileji obecné transportéry purinii ¢i nukleosidi. V pifipadé purini se jedna
0 purinové permeasy (PUP), do jejichZ rodiny u Arabidopsis patii 21 zastupci. Tento pocet
komplikuje studium vyznamu PUP transportu cytokinini in planta S vyuzitim
»loss-of-function” mutantii, nebot mize dochazet ke kompenzaci vyfazenych PUP
v disledku piekryvu jejich aktivit (Cedzich et al. 2008). Jako prvni rostlinna PUP byla
identifikovana AtPUP1 z Arabidopsis pomoci snahy o komplementaci mutantnich kvasinek
neschopnych piijmu adeninu z média, do kterych byly vnaSeny cDNA expresni knihovny
Arabidopsis. Transport adeninu prostfednictvim AtPUP1 pak byl kompetitivné inhibovan
kinetinem a tZ (Gillissen et al. 2000). Schopnost AtPUP1 transportovat cytokininy byla
pozdé&ji potvrzena s vyuzitim tritiovaného tZ. Pii expresi v kvasinkach byla aktivnimi
cytokininy kompetitivné inhibovana také AtPUP2, oba transportéry jsou pfitom
exprimovany zejména v nadzemni ¢asti Arabidopsis (Biirkle et al. 2003).

Jako nejvyraznéjsi ztéto skupiny transportéri se jevi AtPUP14, ktera je silné
exprimovana napii¢ rostlinnymi orgény i vyvojovymi stadii (Ziircher et al. 2016). AtPUP14
je schopna transportovat cytokininy do protoplasti odvozenych z mezofylovych bunck
I do frakce tabakovych mikrosomt, avsak jeji kinetické parametry nejsou znamy. Umlceni
exprese AtPUP14 pomoci indukované nadexprimované miRNA se naembryich
Arabidopsis projevuje viditelnymi morfologickymi defekty. Divodem je aktivace
cytokininové signalizace 1 v téch bunkach embrya, které¢ jsou za normalnich podminek
k exogenné aplikovanym cytokininim necitlivé. Autofi dedukuji, ze AtPUP14 odcerpava
aktivni cytokininy zapoplastu do cytosolu avdusledku tak omezuje aktivaci
cytokininovych receptorti lokalizovanych v plasmatické membrané (Ziircher et al. 2016).

Navrhovany model ov§em nereflektuje dvé zasadni skuteCnosti, na které upozoriuji
nedavno publikované piehledné ¢lanky (Duran-Medina et al. 2017; Romanov et al. 2018).
Prvni z nich je pravdépodobna lokalizace cytokininovych receptori pfevazné do membrany
endoplasmatickém retikula (Caesar et al. 2011; Wulfetange et al. 2011; Lomin et al. 2018),
transport cytokininii z apoplastu do bun¢k proto mulzZe byt pro jejich aktivaci naopak
klic¢ovy. Problematika lokalizace cytokininovych receptort vSak doposud neni dostate¢né

objasnéna a bude podrobnéji rozvedena v nasledujici kapitole. Druhé tuskali
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prezentovaného modelu spociva v neznamé afinité¢ AtPUP14 k cytokininiim, coz je pro
porozuméni jejich fyziologické tuloze podstatna informace. Nicméné Kp pro tZ bylo
v piipadé¢ AtPUPI stanoveno pfiblizné¢ na 40 uM a AtPUP2 pravdépodobné dosahuje
srovnatelnych hodnot (Biirkle et al. 2003). Je mozné, ze AtPUP14 je soucasti transportniho
systému s vysokou afinitou (K, pfiblizné 200 nM), ktery byl u Arabidopsis pozorovan, ale
jednozna¢né neobjasnén (Cedzich et al. 2008). Transport cytokinini do cytosolu
prostfednictvim AtPUP14 piesto nemusi byt dostatecné efektivni, aby aktivaci receptorii
V plasmatické membrané zabranil (Romanov et al. 2018). Jejich zdanlivé (stanoveny
kompetici) disocia¢ni konstanty pro tZ se totiz pohybuji v rozmezi 1-8 nM (Romanov et al.
2006; Lomin et al. 2015).

Ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT) jsou druhou skupinou obecnych
transportéri, Z nichz se alesponn nékteré mohou podilet na transportu cytokininovych
ribosidl. Jako prvni domnély rostlinny ENT byl identifikovan AtENT1 z Arabidopsis,
lokalizovany v plasmatické membrané (Li a Wang, 2000). Pozdgji byla prokazana jeho
schopnost transportovat adenosin pomoci funkéni komplementace kvasinek deficientnich
v biosyntéze adeninu. Ukazalo se vsak, ze typické inhibitory ENT jeho funkci neovliviji,
naopak je zavisly na protonovém gradientu. V ptipadé AtENT1 se tedy jedna spiSe
0 koncentrativni nukleosidovy transportér (Mohlmann et al. 2001). Arabidopsis obsahuje
celkem 8 AtENT homologt, pfi€emZ kinetické parametry, expresni profily a subcelularni
lokalizace ¢asti z nich byla studovana blize (Li et al. 2003; Wormit et al. 2004). Souvislost
mezi ENT a cytokininy byla objevena béhem hledani ,,loss-of-function® mutaci vedoucich
K potlaceni fenotypu zpusobeného nadprodukci cytokinind u Arabidopsis. Rostliny
mutantni v genech atent3 a atent8 byly méné citlivé k aplikaci iPR a tZR, ale nikoliv
piislusnych volnych bazi. Pfijem iPR z ristového média byl také u obou mutantl sniZen,
vybranych AtENT v kvasinkovém expresnim systému byl ovSem import adenosinu
prosttednictvim AtENT3 a také AtENT7 inhibovan iPR a tZR pouze slabé. Podstatné
vyrazné vyssi afinitu k iPR (Ky = 17 uM) nez k tZR (K, = 630 uM) (Hirose et al. 2008).
Velice podobné hodnoty Kn, byly stanoveny také pro OsENT2 z ryze, ktery byl doposud
jako jediny z celkovych ¢ty OsENT detailn€ji charakterizovan (Hirose et al. 2005).
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3.5 Cytokininové receptory a signalizace

Jednim z nejvyznamnéjSich mechanismi pfenosu signdlu uvnitt bunék je fosforylace
regulacnich proteinii katalyzovana proteinkinasami. Kinasovou aktivitu mé casto 1sam
receptor stojici na pocatku signaliza¢ni kaskady (Schenk a Snaar-Jagalska, 1999).
Eukaryotni proteinkinasy ve vétSin€ piipadu fosforyluji postranni fetézce Ser, Thr nebo
Tyr. U prokaryotnich organismi pak dominuje fosforylace rezidui His a Asp v ramci
takzvaného systém dvou komponent (TCS; z anglického ,,two-component system®), ktery
zahrnuju receptorovou histidinkinasu, tvofici obvykle homodimer, a regulator odpovédi
(Obr. 5) (West a Stock, 2001). Vyznam TCS je pro pteziti prokaryotnich organismu zcela
zasadni. Je na ném zaloZena pfevazna vétSina senzorl umoznujicich bakteriim reagovat
na zmény vnéjsiho prostredi. TCS se vSak v mensi mife vyskytuje také u nékterych nizich
eukaryotnich organismii a rostlin, pravdépodobné v disledku horizontalniho genového
transferu z bakterii nebo endosymbiotické udalosti pii vzniku plastida (Capra a Laub,
2012).

Histidinkinasa (HK) prototypické bakteridlni TCS se skldda ze tfi hlavnich domén:
extracelularni senzorické, dimerizaéni a histidin obsahujici fosfotransferové domény
(DHPt) a ATP vazajici kinasové domény (West a Stock, 2001). Percepce signalu
senzorickou doménou vede ke konformacni zméné¢, ktera se pohybem helikalnich segmentt
pfenasi na cytosolarni domény adochazi kaktivaci kinasy (Wang et al., 2013).
Po autofosforylaci konzervovanych His rezidui na DHPt obou HK monomeri dochazi
k jejich interakci s pfijimaci doménou regulatoru odpovédi (RR; z anglického ,,response
regulator), ktera dale katalyzuje pienos fosfatu na vlastni konzervované Asp reziduum
(Obr. 5, horni ¢ast). RR je timto aktivovan a jeho efektorova doména, ktera je typicky
transkripénim faktorem, zprostfedkovava reakci bunky na prijaty signal (Gao a Stock,
2009). Inaktivace defosforylaci je Casto katalyzovana samotnym RR, ptipadné specifickymi
fosfatasami nebo piislusnou HK, jejiz kinasovd doména se Vv inaktivnim stavu receptoru
muze chovat jako fosfatasa (Zschiedrich et al. 2016).

Témer 25 % vSech znamych HK je takzvané hybridnich, obsahuji navic pfijimaci
doménu typickou pro RR. Tyto hybridni HK jsou soucésti vicestupnovych TCS
zahrnujicich jesté histidin obsahujici fosfotransferovy protein (HPt), ktery je v signalizacni

kaskad¢ zatazen mezi HK a RR (Obr. 5, dolni ¢ast). Fosfatova skupina je tedy v ramci
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Obrazek 5 Schématické znazornéni pienosu signalu prostrednictvim klasického prokaryotniho TCS
(nahote) a vicestupnového TCS s hybridni HK (dole). SD = senzorickd doména; DHPt =
dimeriza¢ni a histidin obsahujici fosfotransferova doména; KD = kinasova / katalyticka doména;
PD = pfijimaci doména; ED = efektorova doména. Obrazek byl vytvotfen podle piedlohy (Capra
a Laub, 2012).

vicestupiiové TCS pienaSena celkem ctytikrat, stfidav€ na rezidua His a Asp. Jelikoz HPt
postradaji kinasovou 1 fosfatasovou aktivitu, tento mezistupen pravdépodobné neslouZzi
k zesileni signalu. Zapojeni vétSiho poctu proteind spiSe umoznuje citlivéj$i regulaci
signalni drahy (Gao a Stock, 2009).

Genom Arabidopsis obsahuje 16 HK nebo jim pifibuznych proteint, které jsou ve své
vetsingé hybridniho typu. Vyjimky je mozné nalézt ve skupiné celkem péti ethylenovych
receptortt Arabidopsis, mezi které patii vibec prvni objevena rostlinna HK oznacovana
jako ETR1 (Chang et al. 1993). Tii z ethylenovych receptort jsou hybridniho typu, zatimco
dva zbyvajici piijimaci doménu postradaji. Cast z nich navic i pfes ziejmou evoluéni
blizkost ztratila strukturni motivy nezbytné pro HK aktivitu a namisto His fosforyluji Ser
nebo Thr rezidua (Gallie 2015). Z hlediska Ser/Thr kinasové aktivity a evolu¢ni pfibuznosti
k HK jsou na tom stejné také rostlinné fytochromy (Yeh a Lagarias, 1998), kterych bylo
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u Arabidopsis identifikovano rovnéz pét (Clack et al. 1994). Dalsi hybridni HK
Arabidopsis, AHK1, funguje jako osmosenzor (Urao et al. 1999). Ze zbyvajicich péti HK
jsou tii prokazatelné cytokininovymi receptory (AHK2, AHK3 a AHK4), zatimco funkce
dvou dalsich (CKI1 a CKI2) neni dostate¢né objasnéna (Kakimoto 2003).

Prvni objevend HK, u které byla pozorovana souvislost s cytokininovou signalizaci, byla
pfi nadexprimovani v kalusové kultuie Arabidopsis schopna stimulovat cytokininovou
odezvu 1 bez pfitomnosti cytokinin v péstebnim médiu. Proto je oznaCovana jako CKI1,
tedy cytokinin-independentni (Kakimoto 1996). Pozd¢ji se ukazalo, ze CKI1 neni schopna
vazat cytokininy a je aktivovana konstitutivné (Yamada et al. 2001), nicméné jeji exprese
v samicich pohlavnich bunkach je nepostradatelna pro vyvoj zarode¢ného vaku (Pischke
etal., 2002; Hejatko et al., 2003). Rust kalusu pifi nadexprimovani stimuluje také CKI2,
0 jejiz fyziologické funkci vSak nejsou dostupné zddné informace. Jednd se o jedinou
rostlinnou HK, kterd postrada transmembranovy segment a ptredpoklada se jeji lokalizace
v cytosolu (Kakimoto 2003).

K identifikaci skutecnych cytokininovych receptori vedlo n¢kolik nezavislych linii
vyzkumu. Mutace oznacovana jako wooden leg (wol), ktera vedla k naruSeni pfirozené
organizace cévnich svazki v kofeni Arabidopsis (Scheres et al. 1995), byla zptsobena
zdmenou Thr na Ile v receptorové doméné tehdy blize neurc¢ené HK (Mahonen et al. 2000).
Brzy po tomto zjisténi byly v genomu Arabidopsis identifikovany tfi receptorové HK
oznacené jako AHK2, AHK3 a AHK4 (Ueguchi et al. 2001). Dvé skupiny nezavisle
na sobé nasledné prokazaly, ze AHK4 (oznacovany také jako CREI podle cytokinin
responzivnich mutantii Arabidopsis) je cytokininovy receptor identicky s HK kédovanou
genem WOL (Suzuki et al. 2001; Inoue et al. 2001). Rostliny mutantni v genu ahk4
vykazovaly sniZzenou odpovéd na exogenni aplikaci cytokininli. Exprese AHK4
Vv kvasinkach deficientnich v genu SLN1 (HK osmosenzor) navic v pfitomnosti cytokinin(
dokazala zvratit tuto jinak letalni mutaci (Inoue et al. 2001). Konkuren¢ni skupina dale
demonstrovala schopnost AHK4 komplementovat hybridni HK E. coli a prostfednictvim
navazujicich komponent bakteridlni TCS spoustét expresi reportérového genu (kddujiciho
[-galaktosidasu), ktery byl klonovan do ptislusného operonu (Suzuki et al. 2001). Tento
systtm umoznil prostiednictvim sledovani aktivace f-galaktosidasy Vv zavislosti

na koncentraci pfidanych cytokinini porovnavat jejich afinitu k receptoru. Méné vyrazna
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exprese reportérového genu byla pozorovana také v piipadé AHK3 (Yamada et al. 2001),
pro AHK?2 vsak bakterialni systém nebyl pouzitelny (Suzuki et al. 2001).

Jednozna¢ny dikaz, ze vSechny tfi receptory rozpoznavaji cytokininy in planta, pfinesly
experimenty s rostlinami Arabidopsis mutantnimi v pfislusnych genech. Nadzemni casti
rostlin mutantnich v jediném z gent stejné jako dvojiti mutanti ahk2 ahk4 nebo ahk3 ahk4
nevykazovaly vyrazng€j$i fenotyp. Velikost listi byla vSak podstatné¢ mensi u dvojitého
mutanta ahk2 ahk3 a tento defekt se dale prohloubil pii vyfazeni vSech tii geni. Trojity
mutant mél dale jako jediny vyrazné krat$i kofen (Nishimura et al. 2004; Higuchi et al.
2004). Rozdily oproti WT rostlinam byly i u jednonasobnych mutanti patrnéj§i pfi
exogenni aplikaci cytokinini. K snizen¢ inhibici rustu kofene v tomto piipadé dochazelo
také u mutanta ahk4, pti¢emz vicenasobné mutace mé&ly aditivni efekt (Higuchi et al. 2004).
Citlivost K cytokininim aplikovanym ke kalusové kultufe byla nezménéna pouze
v ptipadu mutanta ahk2 (Nishimura et al. 2004). Tato pozorovani spole¢né s intenzitou
exprese jednotlivych receptorii v riiznych rostlinnych organech naznacuji, Ze 1 pies
ptekryvajici se funkce receptorit maji AHK2 a AHK3 dominantni lohu v nadzemni ¢asti,
zatimco AHK4 v kofenech (Higuchi et al. 2004; Stolz et al. 2011).

N-koncova doména vsSech cytokininovych receptori, pojmenovand jako CHASE
(z anglického cyclase/histidine  kinase-associated sensory extracellular), je obklopena
dvéma transmembranovymi segmenty a je zodpovédna za samotnou vazbu ligandu
(Anantharaman a Aravind, 2001; Mougel a Zhulin, 2001). Struktura CHASE domény
AHK4 krystalizované s riznymi cytokininy ve vazebném misté byla vyfesena (Hothorn et
al. 2011), coz umoznuje vysvétlit rozdilnou afinitu receptoru k jednotlivym ligandim.
Prvni systematickd studie porovnavajici aktivaci AHK3 a AHK4 rGznymi cytokininy
(Spichal et al. 2004) vyuzivala E. coli expresni systém produkujici S-galaktosidasu
vV odezvé na cytokininovy signal (Suzuki et al. 2001). Tento systém vSak umoznil pouze
relativni porovndni afinit, proto byl pozdé&i upraven na kompeti¢ni test. Studovany
cytokinin pfiddvany v raznych koncentracich k zivé bakteridlni kultufe zde kompetuje
0 vazbu na exprimovany receptor s tritiem znacenym tZ. Nasledné se prostfednictvim
méfeni radioaktivity sleduje, jaké mnozstvi [*H]-tZ zistalo na receptorech navézano, co
umoznuje piesné stanovit kinetické parametry vazby ligandu (Romanov et al. 2005, 2006).

Alternativou je analogicky test provedeny s mikrosomalnimi membranami izolovanymi
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z listd tabaku, ktery prechodné exprimuje receptory z jiného rostlinného druhu (Lomin
et al. 2015).

Kromé receptort z Arabidopsis, které byly charakterizovany ve vSech vyse citovanych
¢lancich, jsou dnes jiz dostupné ligandové specificity pro receptory z fady dalSich rostlin.
Zejména se jedna o kukufici (Yonekura-Sakakibara et al. 2004), ryzi (Choi et al. 2012),
brukev fepku (Kuderova et al. 2015), jablon (Daudu et al. 2017), brambor (Lomin et al.
2018) a topol (Jaworek et al. 2019b). Obecné plati, Ze nejlepsim ligandem vétSiny receptort
je tZ s disocia¢nimi konstantami v fadu jednotek nM. Vysoké afinity k receptorim maji
obvykle také iP a TDZ, nasledované tZR a mT. Rozdil v disocia¢nich konstantach pro tZ
a 1P, ktery predstavuje jeden az dva tady, je dan moznosti hydroxylové skupiny postranniho
fetézce tZ interagovat s reziduem Thr294 (Obr. 6; ¢islovani podle AHK4; Hothorn et al.,
2011). Ribosidy jsou vzdy fadové hor$imi ligandy nez pfislusné volné baze a ostatni
testované cukerné konjugaty cytokininll se na receptory nevazi vibec.

Doposud byla také popsana tada bodovych mutaci, které zdsadné meéni vlastnosti
cytokininovych receptort.. Jiz zminéna mutace wol (Thr301 za lle v sekvenci AHK4)
dopomohla ke zjisténi, Ze HK samotné maji fosfatasou aktivitu. Jsou schopné
defosforylovat HPt, ¢imz v nepfitomnosti cytokininli vypinaji navazujici pfenos signalu.

Mutant wol vsak zustava ve stavu aktivni fosfatasy neustdle a snizuje tak odezvu
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Obriazek 6 Aminokyselinova rezidua ve vazebném mist¢ AHK4 a jejich interakce s molekulou iP
(A) atZ (B). Obrazek byl pievzat z publikace Hothorn et al. (2011).
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rostlinnych bun€k na cytokininy (Mahonen et al. 2006a). Nékolik dalSich znamych mutaci
potom zplsobuje permanentni aktivaci receptori. Zejména se jedna o zamény
V intracelularni oblasti mezi poslednim transmembranovym helix a DHPt doménou, kterych
bylo u AHK4 identifikovano celkem pét (Miwa et al. 2007). Daéle byly popsany naptiklad
mutace v genech pro AHK2 a AHK3, oznacované jako represory cytokininove deficience
(rock). Také mutanti rock2 a rock3 se vyznacuji konstitutivni aktivaci receptoru, avSak
minimalné u obou variant rock3 se zodpovédné zamény nachazeji v CHASE doméné
(Bartrina et al. 2017).

Jedna z aktualné diskutovanych oblasti cytokininového vyzkumu se tyka subcelularni
lokalizace receptoru, ktera neni uspokojivé objasnéna (Romanov et al. 2018). Pavodni
bioinformatickd predikce ukazovala na jejich lokalizaci pfevazné v plasmatické membrané
(Ueguchi et al. 2001), coz bylo podpofeno snimky protoplasti exprimujicich AHK3
fazované s GFP (Kim et al. 2006). O né¢kolik let pozdéji vSak byla publikovana trojice
¢lanku, které riznymi metodami vcetné fize s GFP demonstruji, ze majorita AHK3, AHK4
a také receptoru z kukufice je lokalizovana v membrané endoplasmatického retikula
(Lomin et al. 2011; Wulfetange et al. 2011; Caesar et al. 2011). K podobnému zavéru
dochazi také prace na receptorech z jabloné a ryze (Daudu et al. 2017; Ding et al. 2017)
a lokalizaci v membrané endoplasmatického retikula dale podporuji pH optima nékterych
receptorll stanovena v neutrdlni oblasti (cytosol), zatimco pH apoplastu je mirné kyselé
(Romanov et al. 2006; Lomin et al. 2015).

Receptory vsak interaguji s fadou proteinti zapojenych do vnitrobunééného transportniho
systému a zména jejich lokalizace mtize slouzit k regulaci signalizace (Dortay et al. 2008).
Odstranéni receptort z plasmatické membrany miiZze sniZit citlivost buiiky k cytokininim
a endoplasmatické retikulum muze slouzit jako pohotovostni zasoba receptort (Kang et al.
2017). Tento model podporuji experimenty s transportérem AtPUP14, upozornujici
na mozny zasadni vliv cytokininové signalizace zahajené na plasmatické membrané pfi
vyvoji n&kterych rostlinnych organi (Ziircher et al. 2016). Nejnovéjsi a zatim
nepublikovand data kolegli z Centra regionu Hand (PfF UP) a Rakouského Institutu védy
a technologii (IST Austria) tykajici se lokalizace AHK4 pomoci fluorescencné znacenych
cytokininii pak dokazuji jeho rozdilnou distribuci v obou diskutovanych membranach

u raznych typt bun€k (Kubiasova et al. 2019).
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Bez ohledu na lokalizaci receptori je navazujicim ¢lankem cytokininové signalizace
HPt. U Arabidopsis se jedna o skupinu celkem Sesti malych proteinti, z nichz vSak jeden
oznacovany jako pseudo-AHPt (také AHPt6) postrada His reziduum kritické pro pienos
fosfatu (Suzuki et al. 2000). Prvni tfi z pfisluSnych gend pfitom byly klonovany
a charakterizovany dvéma skupinami nezavisle na sobé (Miyata et al. 1998; Suzuki et al.
1998). Pomoci fuze s GFP se také podafilo prokazat, ze AHPt slouzi jako ¢lunek mezi
cytosolem a bunéénym jadrem (Hwang a Sheen, 2001). Arabidopsis s vyfazenymi geny
pro jednotlivé AHPt jakoz i jejich kombinace véetné petinasobného mutanta byly pouzity
pro zhodnoceni vyznamu AHPt in vivo (Hutchison et al. 2006). Ve vétsing pripadi maji
na ptenos signalu pozitivni vliv a jejich funkce se castecné piekryvaji. Jednonasobni
mutanti vykazovali fenotyp nerozlisitelny od WT, nejvyraznéjsi rozdily byly pozorovany
U mutantnich rostlin zahrnujicich ahpt2 3 5. Pétinasobny mutant mél mensi nadzemni Cast
nez WT, nejintenzivngj$i negativni vlivy byly pozorovany u délky kofene, vyvoje cévnich
svazkd, plodnosti a velikosti semen (Hutchison et al. 2006). Zajimavosti je,
ze S-nitrosylace urcitého Cys rezidua v sekvenci AHPtl1, které je pfitomno také u dalSich
AHPt, vede ke snizené schopnosti piendset fosfat na navazujici RR. Na této urovni pfenosu
cytokininového signalu tak mize dochazet k integraci se signalizaci stresu prostiednictvim
oxidu dusnatého (Feng et al. 2013).

Posledni z této skupiny proteini, AHPt6, je nejen neschopen piendSet fosfat, ale navic
inhibuje 1 ostatni AHPt a slouZi tak jako negativni regulator cytokininové signalizace.
Exogenni aplikace cytokininil pak vede ke snizeni exprese AHPt6 v koteni (Mahonen et al.
2006b), kde se tento protein podili na regulaci diferenciace bun€k zakladajicich cévni
svazky (Miahonen et al. 2006b; Bishopp et al. 2011). Mezi dalsi znamé procesy, na jejichz
regulaci se AHPt6 podili, patii zakladani lateralnich kofenti (Moreira et al. 2013).
Periodicky nartst jeho exprese v urcitych ¢asovych intervalech navazanych na auxinovou
signalizaci v apikalnim meristému nadzemni ¢asti rostliny také napomaha udrzovat vzor
pravidelného zakladani listovych primordii (Besnard et al. 2014).

Na konci transdukce cytokininového signalu figuruji RR rozdélované na typ A,
B a ptipadné jesté typ C, které se lisi pfitomnymi doménami a také funkci. RR typu B
obsahuji pfijimaci doménu a DNA vazici doménu jsou aktivovany prenosem fosfatu z HPt

na konzervované Asp reziduum a nasledné funguji jako transkripéni faktory (Imamura et al.
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1999; Sakai et al. 2001; Hosoda et al. 2002). Genom Arabidopsis obsahuje celkem 11 gent
pro RR typu B, které lze dale rozdé€lit do tfi podskupin, a jejich exprese V riiznych ¢astech
rostliny se do zna¢né miry piekryva  (Mason et al. 2004). Nejvétsi z téchto
podskupin zahrnuje ARR1-2 a ARR10-12, které se pro odezvu na cytokinovy signal zdaji
byt nejvyznamnéjsi, jak dokladaji studie jejich ,,loss-of-function® nebo nadexprimujicich
mutant Arabidopsis (Hwang a Sheen, 2001; Sakai et al., 2001; Imamura et al., 2003;
Argyros et al., 2008). Napiiklad pod kontrolou ARR10 je potencialn¢ az né€kolik set gent
rozmisténych napfi¢ genomem (Zubo et al. 2017).

Jednou ze skupin gent velmi rychle ptfepisovanych v disledku aktivace RR typu B
po percepci cytokinind jsou také RR typu A (Brandstatter a Kieber, 1998; D’Agostino
et al., 2000; Rashotte et al., 2003). Arabidopsis jich obsahuje celkem 10 a jejich sekvence je
krat§i nez je tomu u RR typu B, jelikoZ postradaji DNA vazebnou doménu (D’Agostino
etal., 2000). Funguji jako negativni zpétnovazebné regulatory cytokininové signalizace
s Castecnym piekryvem jejich exprese napii¢ rostlinou (Hwang a Sheen, 2001; To et al.,
2004), ktera je dale regulovana naptiklad auxiny. Tato regulace pfitom muiize byt organové
specifickd. Zatimco exprese nékteré RR typa A je vreakci na auxiny V apikalnim
meristému nadzemni Casti rostliny potlacena (Leibfried et al. 2005), tytéZz geny jsou
Vv apikdlnim meristému kotfene auxiny naopak indukovany (Miiller a Sheen, 2008).

Pfesny mechanismus U¢inku RR typu A doposud neni objasnén. Rozsdhlad studie
interakci jednotlivych proteini zapojenych do TCS cytokininové signalizace prokazala
jejich interakce s HPt, ale nikoliv s RR typu B, coz naznaCuje interferenci s pfenosem
signalu na urovni HPt (Dortay et al. 2006). Defosforylace RR typu A je pfiblizn¢ desetkrat
rychlejsi nez u typu B (Asakura et al. 2003), mohou tedy efektivné kompetovat o pienos
fosfatu z HPt. Zaroven jsou vSak RR typu A fosfatem samy aktivovany a stabilizovany,
na¢ez mohou interagovat s dalSimi proteiny nezbytnymi pro regulaci cytokininové
signalizace. Oba popsané zptsoby negativni regulace, tedy kompetice s RR typu B nebo
aktivace dal$ich regulacnich proteint, se pfitom nevylucuji (To et al. 2007).

Neékdy jsou také rozliSovany RR typu C, které jsou strukturné blizké RR typu A
a v Arabidopsis se nachazeji dva homology (ARR22 a ARR24). Jejich exprese vsak neni
indukovéna cytokininy a minimalné v pfipadé ARR22 je za normalnich podminek témét

vyhradné omezend ne reprodukéni organy. Nadexprimovani ARR22 ve zbytku rostliny
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vede k fenotypu podobnému jako u receptorového mutanta wol — naruSeni organizace
cévnich svazkil a zakrnély vzrust (Kiba et al. 2004). Byla prokazana interakce ARR22
s nekterymi AHPt a piedpoklada se, Ze viici nim maji fosfatasovou aktivitu (Hordk et al.
2008). ARR22 se muze pozitivné podilet na odezvé k abiotickému stresu, ale funkce RR
typu C zustava z velké ¢asti nejasna (Kang et al. 2013).

Genom Arabidopsis dale kéduje skupinu proteint piibuznych RR, oznacovanych jako
pseudo-RR, které vsak postradaji konzervované Asp reziduum nezbytné pro piijem fosfatu.
Pétice znich je soucasti mechanismu rostlinnych biologickych hodin. Dochazi
k periodickému stfidani jejich exprese v disledku vzajemné zpétnovazebné regulace, ktera
je navic synchronizovana s fotoperiodou prostiednictvim fytochromd (Matsushika et al.

2000; Strayer et al. 2000; Makino et al. 2001).

3.6 Fyziologické funkce cytokininii

Zaveérecna kapitola teoretické casti disertaéni prace, shrnujici fyziologické funkce
cytokinint v rostlinach (Obr. 7), je psana pouze stru¢né, nebot’ studium této problematiky
nebylo cilem prace. Regulace rlstu, vyvoje a reakci rostlin na vné&jsi prostfedi a stresové
faktory je navic velmi komplexni zdleZitost vyZadujici souhru pulsobeni cytokinint
S ostatnimi fytohormony, jako jsou auxiny, ethylen, giberiliny, strigolaktony a dalsi
(EI-Showk et al. 2013). V poslednich letech také piibyva poznatki o moznych
ekologickych funkcich cytokinina (Stirk and Staden 2010) zejména pii interakci
s mikroorganismy a hmyzem (Robischon 2015).

Objev cytokininti souvisel s hledanim faktoru schopného podnécovat déleni rostlinnych
bunék (Miller et al. 1955). Stimuluji pfechod z G; do S faze (Riou-Khamlichi et al. 1999)
a zejména z G, do M faze bunééného cyklu (Zhang et al. 1996), vyznamné se proto podileji
na regulaci aktivity meristematickych bunék. Jednim z genli indukovanych cytokininy je
WUSCHEL (Zubo et al. 2017), kodujici transkripéni faktor kli¢ovy pro udrzeni kmenovych
bunék apikalniho meristému v nediferenciovaném stavu (Mayer et al. 1998). WUSCHEL
zaroven funguje jako transkripcni represor RR typu A, ¢imz brani zpétnovazebné inhibici
cytokininové signalizace (Leibfried et al. 2005). Na udrzeni apikalniho meristému se dale
podili transkripéni faktor STM (Endrizzi et al. 1996), ktery je také indukovan cytokininy
(Rupp et al. 1999) a soucasné je transkripénim aktivatorem exprese IPT (Yanai et al. 2005).
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Obrazek 7 Prehled fyziologickych funkci a procest, do jejichz regulace jsou zapojeny cytokininy.
Obrazek byl ptevzat z publikace Werner a Schmiilling (2009) a upraven.
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U rostlin ryze s vyfazenymi LOG geny dochdzelo k predCasné ztraté aktivity apikalniho
meristému a defektech pti vyvoji kvéta (Kurakawa et al., 2007).

Zatimco rast nadzemni ¢asti rostliny je cytokininy stimulovan, jejich vliv na kofenovy
systétm je opacny. SniZeni hladiny cytokininii zpusobené nadexpresi AtCKX vedlo
ke zvySeni poctu meristematickych bun¢k v kofeni, ktery byl v porovnani s WT delsi
arozvétvenégjsi (Werner et al., 2001). Pro regulaci déleni bun¢k kofenového meristému
a zakladani postrannich kofenil je stézejnim lokalni koncentrace auxinti, kterou ovlivituje
jejich polarni transport prostiednictvim PIN protiend (Blilou et al. 2005). Cytokininy
aktivuji expresi SHY2, ktery koduje transkripéni represor PIN genti (Moubayidin et al.
2010), a v dusledku tim podporuji diferenciaci bun¢k a negativné ovliviiuji velikost
kofenového meristému (Dello loio et al. 2007). Vliv na rovnovahu mezi délenim
a diferenciaci bun¢k v oblasti meristtmu ma i transkripéni faktore PHB, ktery je
aktivatorem AtIPT7, ale v odezvé na cytokininy zaroven dochazi k negativni zpétnovazebné
regulaci jeho exprese (Dello loio et al. 2012). Cytokininy také naruSuji auxinovy gradient
Vv oblasti zakladani a postrannich kofent, ¢imZ inhibuji jejich rist (Laplaze et al. 2007).
Souhra piisobeni cytokininil a auxint dale tidi naptiklad gravitropismus kotene (Pernisova
et al. 2016) a v rannych fazich embryogeneze pak specifikaci kmenovych buné¢k, které
pozdéji utvareji kofenovy meristém (Miiller a Sheen, 2008).

Koordinace auxinové a cytokininové signalizace je nezbytnd i pro udrZeni apikalni
dominance. Auxiny produkované v oblasti apikdlniho meristému nadzemni ¢asti inhibuji
lokalni biosyntézu cytokininli v postrannich pupenech. Po odstranéni apexu dochazi
k uvolnéni inhibice a cytokininy nasledné stimuluji rist postrannich vétvi (Tanaka et al.
2006). Cytokininy reguluji také aktivitu kambia a radidlni rdst rostlin. Topoly
nadexprimujici CKX mély snizeny pocet bun¢k kambia a tenci stonky nez WT (Nieminen
et al. 2008). Podobny efekt byl pozorovan u atiptl 3 5 7 mutantd Arabidopsis, pficemz
naroubovani nadzemni ¢asti mutantni rostliny na kofeny WT a vice versa obnovilo aktivitu
kambia na normalni uroven (Matsumoto-Kitano et al. 2008). Diferenciace bunék pfi
zakladani cévnich svazkli v kofeni je dalSim procesem pod kontrolou cytokininové
signalizace (Méhonen et al. 2006b; Yokoyama et al. 2007).

Schopnost exogenné aplikovanych cytokininti oddalovat ztratu chlorofylu a senescenci

listovych explantati byla popsana brzy po objevu kinetinu (Richmond a Lang, 1957).
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Exprese IPT v listech tabaku pod kontrolou senescen¢ni specifického promoteru vedla
Kk inhibici senescence a prodlouzeni doby, po kterou byly listy fotosynteticky aktivni (Gan
a Amasino, 1995). Podstatnou ¢asti téchto antisenescen¢nich ucinkd cytokininl je jejich
vliv na alokaci asimilatl prostfednictvim regulace aktivity invertasy Stépici sacharosu
(Balibrea Lara et al. 2004; Werner et al. 2008). Cytokininy dale reguluji expresi gen
souvisejicich s metabolismem chlorofylu a s fotosystémem II, coz ma s oddalenim
senescence nejspis také souvislost (Talla et al., 2016). Antisenescenéni ptisobeni cytokinind
navic zvySuji odolnost rostlin k suchu (Rivero et al. 2007). Cytokininy také negativné
reguluji signalizaci kyseliny abscisové v odezveé na osmoticky stres (Tran et al. 2007).

Jednim z nejdulezitéjsich faktord ovliviiujicich rust rostlin je svétlo a i reakce na néj jsou
propojeny s cytokininovou signalizaci. Fytochrom B, ktery slouzi jako senzor svétla
v ervené a vzdalené Cervené Casti spektra, je stabilizovan v aktivni formé interakci
s ARR4 a zaroven indukuje jeho expresi (Sweere et al. 2001). Cytokininy aktivovany
ARR4 prostiednictvim fytochromu B mimo jiné zpozd'uje fazi rostlinného cirkadidnniho
rytmu (Hanano et al. 2006). Exprese CKI1 je pak v zavislosti na svétle pod kontrolou
signalizace fytochromu A, coZ reguluje rlst a vyvoj hypokotylu (Dobisova et al. 2017).
Pomér dopadajiciho ¢erveného a vzdalené¢ho Cerveného svétla dale ovliviiuje déleni bun¢k
Vv listovych primordiich. Pfi zastinéni rostliny vzroste podil vzdaleného cerveného svétla,
coz vede kauxiny indukované expresi AtCKX6. Disledkem je zvySena degradace
cytokininll v listovych primordiich a zastaveni jejich vyvoje ve prospéch dlouZivého ristu
(Carabelli et al. 2007). Dalsim prvkem propojujicim cytokininovou signalizaci
a fotoreceptory je transkripéni faktor HYS pusobici inhibici ristu hypokotylu. HYS je
na arovni proteinu stabilizovan v odezvé na cytokininy a modré svétlo, jehoz percepci
zajistuji kryptochromy (Vandenbussche et al. 2007).

Spojitost mezi cytokininy a dostupnosti dusiku je znama dlouho (von Wagner a Michael,
1971). Piidavek anorganického dusiku do péstebniho média vede k nardstu koncentrace
cytokininti v kofeni a xylémové stavé (napt. Takei et al., 2001b), coz ovlivituje rust rostlin
a fadu vyvojovych procest (Gu et al. 2018). Cytokininy se vsak podili i na zprostfedkovani
reakci rostlin na dal$i mineralni ziviny. Spole¢né s auxiny a kyselinou abscisovou reguluji

expresi fosfatovych transportérti (Ribot et al. 2008). Pod cytokininovou kontrolou je také
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piijem sulfati (Maruyama-Nakashita et al. 2004) a zeleza (Séguéla et al. 2008), pusobi
represi transkripce piislusnych transportérti a reduktasy zZelezitych chelat v koteni.

Pomérn¢ rozsahlym tématem je uloha cytokinint pfi interakci rostlin s mikroorganismy
a houbami, at’ uz patogennimi nebo symbiotickymi. Nejlépe prostudovanym piikladem je
infekce rostlin bakterii A. tumefaciens, ktera béhem tvorby halek integruje do rostlinného
genomu ¢ast svého Ti-plasmidu kodujici mimo jiné IPT. Prostiednicvim produkce tZ
v plastidech pak ovliviiujé déleni hostitelskych bunék (Sakakibara et al. 2005). Podobnou
strategii vyuziva bakterie R. fascians, ktera béhem infekce vyluCuje smés nékolik
cytokininu (Pertry et al. 2009). Paraziticky prvok Plasmodiophora brassicae, ktery napada
koteny brukvovitych rostlin, v infikovanych pletivech potlacuje expresi tady gent
souvisejicich s cytokininovym metabolismem a signalizaci (Malinowski et al. 2016).
Cytokininy jsou stéZejni také pro tvorbu kofenovych hlizek u luSténin, bez kterych nejsou
symbiotické bakterie druhu Rhizobium schopné fixovat dusik (Murray et al. 2007), nebo
naptiklad pro kolonizaci kofenti endofytni symbiotickou houbou Piriformospora indica
(Vadassery et al. 2008).
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5 MATERIAL A METODY
5.1 Biologicky material

Populus *x canadensis (cv. Robusta)

Mladé stromky byly zakoupeny od Vyzkumného dustavu lesniho hospodarstvi
amyslivosti (VULHM) - Vyzkumné stanice Kunovice. Biologicky material z dospé&lého
topolu, ktery byl uréen dendrologem VULHM, byl sbiran v Olomouci (GPS soufadnice:
49°35'44"N, 17°13'39"E). Kalusovou kulturu topolu odvodila a poskytla skupina RNDr.
Jany Malé, CSc. z VULHM (Jilovistd). Tato kultura byla péstovana v médiu podle
Murashige a Skooga s vitaminy (MS; Duchefa) pH 5,7 doplnéném o 20 g 1" sacharosy,
10mg I* glutaminu, 2mg I* glycinu, 0,2 mg I* tZ (Duchefa) a 0,1 mg I*
2,4-dichlorofenoxyoctové kyseliny (Duchefa). Bylo pouzivano také médium ztuzené 7 g 1™
plant agaru (Duchefa). Kultivace probihala za tiepani (120 rpm) pfi teploté 23/21 °C
(den/noc) a 16 h fotoperiodé (140 pmol m™ s, pasazovani bylo provadéno kazdé dva
tydny.

Pro odvozeni in vitro kultury Populus tremula x Populus alba byly pouzity mladé vétve
ofezané ze stromu v obdobi vegeta¢niho klidu. Po pfesunu do nadoby s vodou umisténé
Vv rustové komote doslu k preruseni dormance pupenti a zacatku ristu novych vyhonk.
Ty byly z mateiské vétve ustfizeny, kdyz dosahovaly délky nékolika cm a povrchové
vysterilizovany 70 % ethanolem po dobu 15 minut. Po oplachu sterilni vodou (5x) z nich
byly odstranény listy a vyhonky byly rozdéleny na segmenty (~ 1 cm) obsahujici vzdy
jeden axilarni pupen. Segmenty byly v bazipetalni orientaci zasazeny do McCownova
média pro devnaté rostliny (Duchefa) pH 5,8 doplnéném o 20 g I sacharosy a ztuzeném
7 g I'* plant agaru. Po zakotenéni byla &ast jejich listii skalpelem natezana na kousky, které
byly pieneseny na kalus indukujici médium — MS médium pH 5,8 s 20 g 1" sacharosy,
1 mg I"* 2,4-dichlorofenoxyoctové kyseliny a 0,02 mg I kinetinu ztuzené 7 g I plant
agaru. Odvozené kalusy byly pfeneseny do téhoz média bez agaru a kultivovany
na tfepacce (120 rpm), kde dochézelo k jejich rozpadu postupné az na droven bunécné

suspenze.
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Arabidopsis thaliana

Semena divokého typu (WT) Arabidopsis ekotypu Columbia poskytl kolega Mgr. David
Zalabak, Ph.D., do WT rostlin byly transformovany adenylatové PcIPT. Semena dvojitého
mutanta atipt 2 9 poskytl prof. Tatsuo Kakimoto (Osaka University, Japonsko), do téchto
rostlin byla transformovana tRNA PcIPT9. Transgenni rostliny Arabidopsis exprimujici
topolové PCIPT fazovné s Myc tagem pod kontrolou estradiolem indukovatelného
promoteru piipravil Mgr. David Zalabak, Ph.D. (Jaworek et al. 2019a), ktery také ovéfil
pritomnost transgenni kazety v T1 generaci pomoci PCR.

Povrchova sterilizace semen byla provadéna 70% ethanolem po dobu 3 min a nasledné
5% (w/w) roztokem chlornanu sodného po dobu 10 min, nakonec byla semena 5x
oplachnuta sterilni vodou. Prvni tydny kultivace vZdy probihaly na MS médium pH 5,7
doplndném o 10 g I sacharosy, 0,5 g I"* 2-(N-morfolino)ethanesulfonové kyseliny (Sigma-
Aldrich) a zahu$téno 7 g 1™ plant agaru (Duchefa). Selekéniho médium navic obsahovalo
hygromycin B (Sigma-Aldrich) v koncentraci 30 mg I™. Kligeni bylo synchronizovéano
umisténim semen na MS médiu do lednice na 2-3 dny, po kterych byly misky pfesunuty
do rtstové komory pii teploté 23/21 °C (den/noc) a 16 h fotoperiodé (140 pmol m2 sh.

Pt1 selekei homozygotnich linii byly v T2 generaci vybrany transgenni rostliny, kterych
na selekénim médiu po tiech tydnech piezivalo 75 %. Tyto rostliny mély transgenni kazetu
V genomu integrovanou pravé jednou. Z kazdé z té€chto linii bylo minimaln€ 10 semenacki
pfesazeno do kvétinacli a umisténo do plastovych tubusli, aby se zamezilo vzidjemnému
opyleni sousednich rostlin. Po dozrani byla semena individudlnich rostlin opét vyseta
na selekéni médium, v piipadé homozygotnich linii ptezivalo 100 % semenacku
T3 generace. Dale byly pouZivany dveé nezavislé homozygotni linie pro kazdou PclIPT.

Exprese PcIPT byla indukovana postfikem 5 uM 17-B-estradiolu (Sigma-Aldrich)
ve vodném roztoku 0.1% Tweenu 20 aplikovanym na tii tydny staré semenacky. Celé
rostliny, oSetfené estradiolem 1 kontrolni, byly po 24 h zamrazeny v kapalném dusiku
apred dalsi analyzou skladovany pii -80 °C. Pro pozorovéani fenotypu byly semena
transgennich rostlin vysazena na Ctvercové misky a péstovany v horizontalni poloze.
Kontrolni skupiny byly kultivovany na vySe popsaném MS médiu, které v pfipadé
indukovanych skupin navic obsahovalo 5 uM estradiol. Fenotyp byl zaznamenan 12 dni

po vykli¢eni semen.
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Ostatni organismy

Ziskani Agrobacterium tumefaciens (kmen GV3103) bylo zprostfedkovano Mgr. Danusi
Tarkowskou, Ph.D. (Institut experimentalni botaniky, Akademie véd Ceské republiky).
Bakterie byly kultivovany pii 30 °C na tiepacce (160 rpm) v LB médiu. Kmeny D5, D188
a MTR2 bakterie Rhodococcus fascians byly poskytnuty Dr. Danny Vereecke (toho ¢asu
pusobici na Ghent University, Belgie). Byly kultivovany pfi 28 °C a 160 rpm v médiu
z kvasni¢ného extraktu (yeast extract broth) a pro indukci produkce cytokinini pievedeny
do minimalniho média MinA (Temmerman et al. 2000).

Suspenzni bunééna kultura Chenopodium rubrum byla ziskdna od skupiny prof.
Dr. Erwina Becka (Universitdt Bayreuth, Némecko) a kultivovana ve stejném médiu
a péstebnim systému se zvySenou koncentraci CO; jako v puvodni praci (Hiisemann and
Barz 1977). Kultivace probihala za tiepani (120 rpm) pfi teploté 23/21 °C (den/noc) a 16 h
fotoperiodé (140 pmol m2 s™%). PasaZovani bylo provadéno vzdy po &tyfech tydnech.
Kultura Protococcus viridis, respektive Chlorella sorokiniana byla poskytnuta
prof. Dr. Vince Ordégem, CSc. (University of West Hungary, Sopron, Madarsko)
a kultivovana dle jeho doporuceni v kapalném médiu obsahujicim stejné makroprvky jako
Tamiya médium (Hase et al. 1957) a mikroprvky pouzivané u Zehnderova média (Hughes
et al. 1958). Rychlost tfepani, teplota a fotoperioda byla stejna jako pro kulturu Ch. rubrum,

pasazovani bylo provadéno kazdé tfi tydny.

5.2 Metody

Disertacni prace nebyla zaméfena na vyvoj novych metod, tato kapitola je proto
koncipovéna pouze jako stru¢ny ptehled. Sekvence primert a prob pouzitych pro klonovani
topolovych IPT (PcIPT) a housekeeping geni UBQ1 a TUA2 stejné jako seznam
aminokyselinovych sekvenci zahrnutych do fylogenetické analyzy je uveden v publikaci
Jaworek et al. (2019a). Analogické informace pro topolové HK (PcHK) obsahuje publikace
Jaworek et al. (2019b). Detailnéji je rozebrana zejména heterologni exprese PcIPT v E. coli

a nasledna snaha o purifikaci rekombinantnich proteini.

Purifikace a analyza cytokinini
Volné cytokininy byly izolovany a piecistény podle Astot et al. (2000) s drobnymi
upravami (Novak et al. 2003). Rostlinnad pletiva (100 mg) byla homogenizovéana

v kapalném dusiku a extrahovana 1 ml Bieleského roztoku (Bieleski 1964) pfes noc
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pti -18 °C spolu s piidavkem 3 pmol deuterovanych standardii cytokinini (OIChemIm,
Olomouc, CZ). Cytokininy byly pfeciétény pomoci extrakce na pevné fazi, katex a C18
reverzni faze (Agilent Technologies), a nasledné imunoafinitné. Vzorky byly
koncentrovany za snizeného tlaku a analyovany UHPLC-MS/MS (LCMS-8050, Shimadzu)
podle Novak et al. (2008). Data byla zpracovana metodou isotopového fedéni (Rittenberg
a Foster, 1940).

Izolace tRNA byla provedena metodou zalozenou na oSetieni extraktu roztokem fenolu
a m-kresolu s naslednym oddélenim DNA a ostatnich typi RNA postupnou precipitaci
(Maal} a Kldambt, 1981), modifikovana podle Stirk et al. (2012). tRNA izolovana ze 100 mg
rostlinného pletiva byla hydrolyzovana 2 M KOH a nukleotidy byly oSetfeny alkalickou
fosfatasou FastAP (Thermo Fisher Scientific). Vzorky byly po piidavku deuterovanych
standardil cytokininil pfecistény extrakci na pevné fazi (C18), koncentrovany za snizené¢ho
tlaku a analyzovany UHPLC-MS/MS. Cytokininy byly vzdy kvantifikovany nejméné
ve tfech technickych replikatech.

Extrakce a analyza fenolickych kyselin

Izolace fenolickych kyselin ze tii replikatt (100 mg) v kapalném dusiku
homogenizovanych rostlinnych pletiv byla provedena podle (Ayaz et al. 2005).
Ke vzorklim extrahovanym 80% methanolem byly ptfidany deuterované standardy kyseliny
4-hydroxybenzoové a salicylové (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA).
Postupné byly oddéleny frakce volnych fenolickych kyselin, jejich esterti, glykosidi
a Vv methanolu nerozpustnych konjugati, které byly podrobeny kyselé ¢i alkalicke
hydrolyze a vyttepany do diethyletheru. Vzorku byly odpafeny do sucha, rozpustény
vV mobilni fazi a analyzovany UHPLC-MS/MS (LCMS-8050, Shimadzu) podle Gruz et al.
(2008). Data byla zpracovana metodou isotopového fedéni (Rittenberg a Foster, 1940).

Molekularni klonovani PcIPT a PCHK

Rostlinnd RNA byla extrahovana kitem RNAqueous a oSetfena Turbo DNasou (Thermo
Fisher Scientific). Piepis do cDNA byl proveden reverzni transkriptasou ProtoScript 11
(NEB) nebo RevertAid H- (Thermo Fisher Scientific). Kodujici sekvence vétsiny gent byly
amplifikovany polymerasou Q5 (NEB) z cDNA, v ptipadé PcIPT7a a PcIPT7b byla jako
templat pouzita genomickd DNA isolovana kitem DNeasy Plant (Qiagen). VSechny

sekvence byly nasledné klonovany do vektoru Zero Blunt (Thermo Fisher Scientific),
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transformovany do kompetentnich bun¢k E. coli NEB-5a (PcIPT a housekeeping geny)
nebo NEB-10p8 (PcHK) pro produkci plasmida a sekvenovany (SeqMe, Dobiis, CZ). Intron
ze sekvenci PcCHK7a a PcHK7b byl odstranén PCR amplifikaci celych zbyvajicich ¢asti
gend a vektord, které byly opétovné ligovany T4 DNA ligasou (NEB). Sekvence gent
PclPT5a, PclPT6a, PclPT7a, PcHK2, PcHK2, PcHK3a, PcHK3b a PcHK4a byly navic
syntetizovany s optimalizaci kodonu pro expresi v E. coli (GenScript, Piscataway, NJ, US).

PcIPT byly nasledné klonovany do expresnich vektora pCDFDuet-1, pETDuet-1 nebo
pPET-28a (Merck) prostfednictvim restrikénich mist obsazenych v sekvencich primert,
kterymi byly pfislusené geny amplifikovany z cDNA nebo genomické DNA. Sekvence
PclIPT byly na N-konci doplnény o 6x His-tag. Pro produkci rekombinantnich proteint byly
pouzity T7 expresni buniky E. coli (NEB). PcHK byly dale klonovany do vektoru
PINITIIAEH a exprimovany v E. coli kmene KMIO01, které byly pouzity pro vazebné
a kompeti¢éni testy. Vektor pINIIIAEH aE. coli KMI0O01 poskytl kolega Mgr. David
Zalabak, Ph.D.

Analyza genové exprese PcIPT a PcCHK

Vzorky ¢cDNA pro analyzu genové exprese byly ziskany stejnym postupem jako pii
molekularnim klonovani. RNA ze dvou biologickych replikati byla ptfepsana ve dvou
nezavislych reakcich. Kazdy vzorek cDNA byl analyzovan qPCR v triplikatu na pfistroji
QuantStudio 5 real-time PCR system (Thermo Fisher Scientific). Byly pouzity dvojité
znacené TagMan proby nesouci fluorescenéni znacku 6-karboxyfluorescein (FAM)
a zhase¢ tetramethylrhodamin (TAMRA). Pro amplifikaci PcIPT byla pouzita smés
polymerasy MyTag Mix (Bioline, Londyn, UK), pro PcHK pak Luna® Universal Mix
(NEB). Plasmidy nesouci sekvence jednotlivych PcIPT a PcHK poslouzily jako templaty
pro ovefeni PCR ucinnosti a specificity ptislusnych primert a préb. Hodnoty Cy (,,cycle

treshold*) byly normalizovany vzhledem k housekeeping geniim.

Fylogenetickad analyza a konstrukce modelii struktur PcIPT a PcCHK

Pro zarovnani aminokyselinovych sekvenci byl pouzit server T-Coffee (Notredame et al.
2000) a casti sekvenci nevhodné pro fylogenetickou analyzu byly odstranény pomoci
programu GBlocks (Castresana 2000). Fylogenetické stromy byly vypocitainy metodou
maximalni v€rohodnosti (,,maximum likehood*) na zakladé¢ LG matrice (Guindon et al.

2010). Statistickd pravdépodobnost konkrétniho vétveni byla wurCena metodou
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,bootstrapping® s parametrem 1000 opakovani. Difive nepublikované sekvence IPT byly
vyhledany algoritmem BLAST v databazi Phytozome v12.1  (https://phyto
zome.jgi.doe.gov/).

Strukturni modely studovanych proteinti z topolu byly zkonstruovany programem Swiss-
model (Waterhouse etal. 2018). Templatem pro adenylatové PcIPT byla struktura
chmelové IPT (PDB ID = 3A8T; Chu et al., 2010) a pro PcHK struktura CHASE domény
AHK4 (PDB ID = 3T4L; Hothorn et al., 2011). Struktury byly superponovany v programu
WinCoot v0.8.9.2 (Emsley et al. 2010).

Exprese PcIPT v Escherichia coli a purifikace rekombinantnich proteinii

Expresni bunky T7 nesouci vektory s PcIPT byly kultivovany pii 37 °C v LB médiu
a indukovany 0,5 mM isopropyl-p-thiogalaktopyranosidem (IPTG; VWR, Lutterworth, UK)
ptes noc pii 20 °C. Ve snaze zvysit rozpustnost PcIPT byly otestovany rtizné koncentrace
IPTG, kultivaéni Casy a teploty a doplnéni média o 1 M sorbitol spolu s 2,5 mM
trimethylglycinem (Blackwell a Horgan, 1991). Bakterialni buniky byly rozsuspendovany
v 50 mM Tris/HCI pufru obsahujicim 100 mM NaCl, 20 mM MgCl; a inhibitor proteas
cOmplete™ (Sigma-Aldrich). pH pufru bylo upraveno podle vypoctenych isoelektrickych
bodi rekombinantnich proteind: pH 7,0 pro PcIPT2/6a/6b/9, pH 8,2 pro PcIPT5a/5b/7a/7b
a pH 9,0 pro PcIPT3. Byl otestovan také HEPES a K-fosfatovy pufr. Vzorky byly lyzovany
pfistrojem Constant Systems OS (Constant Systems, Daventry, UK) pfi tlaku 20 kpsi nebo
30 kpsi pro purifikaci rekombinantnich proteint z inkluznich télisek. Ta byla pfed dalSim
zpracovanim promyta pufrem obsahujicim navic 1 M mocovinu, 5 % (v/v) glycerolu a 1 %
(w/v) Tritonu X-100. Inkluzni téliska byla solubilizovana 6 M mocovinou, 6 M guanidinem
nebo 2,2% N-lauroylsarkosinem (Sigma-Aldrich).

Bunécny lyzat byl osetten DNasou | a RNasou A (Sigma-Aldrich). Purifikovace
rekombinantnich proteinii byla provedena na kobaltovych kolonach HisPur (Thermo
Fischer Scientific) ekvilibrovanych pfisluSnym pufrem doplnénym o 10 mM imidazol
a 5% (v/v) glycerol, ptipadné navic o 6 M mocovinu pii purifikaci za denatura¢nich
podminek. Pro eluci byla koncentrace imidazolu zvysena na 250 mM, vzorky byly nasledné
zakoncentrovany na kolonidch Amicon 10 kDA (Merck). V ptipadé¢ PcIPT5a byla také
provedena purifikace proteini vsadkou ze 2 1 vychozi bakterialni kultury. Ionty kobaltu
(roztok 5 g I CoCly) byly sorbovany na sepharosu (Sigma-Aldrich), které byla nasledné
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ekvilibrovana 50 mM octanem amonnym pH 6,0 obsahujicim 20 mM NaCl. Frakce
rozpustnych proteinti (30 ml) byla smisena se 60 ml sorbentu. Po 10 min inkubaci na ledu
byla sorbentem naplnéna chromatograficka kolony, vzorek byl promyt a eluovan pufrem
obsahujicim 250 mM imidazol. Vzorek byl zakoncentrovan na 1 ml a inkubovan s 100 uM
amonnou soli DMAPP (Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT, US) a 100 uM ATP
(Sigma-Aldrich). Pfitomnost produktu enzymatické reakce PcIPT byla ovéfena pomoci
UHPLC-MS/MS podle Béres et al. (2012).

Pro opétovné sklddani denaturovanych proteinii byla vyzkouSena dialyza nebo gelova
filtrace. Béhem dialyzy byly vzorky obsahujici chaotropni ¢inidlo postupné pienasny
do pufri s klesajici koncentraci mocoviny V pribéhu dvou dnl. Gelova filtrace byla
provedena na chromatografické koloné naplnéné Superdexem 200 (GE Healthcare).
Neptitomost chaotropniho Cinidla v mobilni fazi méla zajistit opétovné slozeni PcIPT
béhem jejich pritoku kolonou. Na zavér byla ovéiena enzymaticka aktivita PcIPT (Béres
etal. 2012).

Western blotting a imunodetekce PcIPT

Ptitomnost a Cistota rekombinantnich PcIPT po expresi a v pribéhu purifikace byla
kontrolovana pomoci SDS-PAGE s vyuzitim NuPAGE prefabrikovanych gelt (Thermo
Fisher Scientific) v prostiedi MOPS pufru (3-(N-morfolino)propanesulfonova kyselina).
Gely byly barveny pomoci Coomassie Brilliant Blue. Proteiny z geli byly piipadné
blotovany na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu (Millipore) na pfistroji Trans-
Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). Membrana byla blokovana roztokem 2%
polyvinylpyrolidonu 40 a 0,1% Tweenu 20 (Sigma-Aldrich) v PBS pufru, ktery slouzil také
K aplikaci protilatek a promyvani membrany. Nasledovala 1 h inkubace s 2500x fedénou
mysi monoklonalni protilatkou proti His-tagu (Thermo Fisher Scientific; katalogové ¢islo
MA1-21315) a promyti membrany. Jako sekundarni protilatka byla pouzita 10000x fedéna
kozi protilatka proti mysi IgG (H+L) konjugovanad s alkalickou fosfatasou (Life
Technologies; katalogové Ccislo A16069). Proteiny byly vizualizovany roztokem
nitrotetrazoliové modii a 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfatu (NBT/BCIP; Roche).
Imunohistochemicka detekce PcIPT po expresi v Arabidopsis probihala analogicky s tim
rozdilem, ze primarni protilatkou byla 5000x fedénd mysi monoklonalni protilatka anti-

Myc-tag klon 4A6 (Merck; katalogové Cislo 05-724).
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Vazebné a kompeticni testy PCHK

Vazba cytokininii k PCHK byla studovana s vyuzitim zivych bunék E. coli KMI001
exprimujicich jednotlivé receptory podle Romanov et al. (2005, 2006) s drobnymi
upravami (Kuderova et al. 2015). Bakterialni buiikky byly kultivovany v M9 minimalnim
médiu doplnéném o 0.1% (w/v) hydrolyzat kaseinu, 100 pg ml™ ampicilinu a 100 pM
IPTG pti 25 °C ptes noc na ODggy 0,7-0,8. Nasledovala 30 min (4 °C) inkubace 1 ml
kultury s [*H]-tZ (Isotopova laboratof Ustavu experimentalni botaniky AVCR, Praha, CZ).
Vzorky obsahujici nadbytek neznacené¢ho tZ byly pouzity jako negativni kontrola pro
odliSeni nespecifické vazby v dusledku vytésnéni radiolignadu. Po centrifugaci byl
bakterialni pelet rozsuspendovan v 1 ml kapalného scintilitoru a analyzovan
na scintilaénim pocita¢i Hidex 300 SL (Hidex, Turku, Finsko). Primérna hodnota Kp byla
stanovena pomoci Scatchardovy analyzy (Scatchard 1949) v programu GraphPad Prism 5.1
(http://www.graphpad.com/). Stanoveni afinity cytokininti (OlChemIm, Olomouc, CZ)
probihalo na zakladg jejich kompetice s [*H]-tZ pii pH 7,0. Cytokininy byly testovany
v rozmezi koncentraci od 0,01 nM do 10 uM a koncentrace radioligandu byla 2,5 nM pro
PcHK?2, PcHK3a a PcCHK3b nebo 5 nM pro PcHK4a a PcHK4b. Maximalni vazba [3H]-tZ
byla ovéfena za piitomnosti 0,1% dimethylsulfoxidu namisto kompetitoru.

pH optimum PcHK bylo stanoveno po rozsuspendovani bakterialnich bun¢k v M9
médium obsahujicim 10x men$i mnozstvi fosfati a nasledném smiseni kultur s MES
(2-(N-morfolino)ethanesulfonova kyselina) nebo MOPS pufry v rozmezi pH od 5,5 do 8,0
na jejich 100 mM finalni koncentraci. Stabilita ribosidii v priitbéhu inkubace byla testovana
s vyuzitim iP nebo iPR, jejichz koncentrace byla 25 nM pro PcHK2, 900 nM pro PcHK3b
al125 nM pro PcHK4a. Jako pozitivni kontrola hydrolyzy iPR byly pouZity vzorky
inkubované navic s kukufi¢cnou NRH (Kopecna et al. 2013) po dobu 30 minut pti 4 °C

nebo za laboratorni teploty.

Receptorovy aktivacni test

Schopnost PcHK fosforylovat navazujici fosfotransferovy protein bakterialniho TCS
(Takeda et al. 2001) byla ovéfena stanovenim aktivity P-galaktosidasy podle Spichal
(2011). Bakterialni kultury exprimujici PCHK byly natedény Cerstvym médiem obsahujicim
100 uM IPTG v poméru 1:100 pro PcHK2, 1:5 pro PcHK3a, 1:500 pro PcHK3b a 1:5 pro
PcHK4a a PcHK4b. Tyto prekultury byly rozdéleny na dvé ¢asti, ke kterym byl pridan bud’
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dimethyldulfoxid (kontrola), nebo tZ na 1 uM finalni koncentraci. Vzdy tfi technické
replikaty byly kultivovany v 96-jamkové desti¢ce 18 h pfi 25 °C na tiepacce. Nasledné bylo
stanoveno ODggp pomoci pristroje Synergy™ H4 (Biotek, Winooski, VT, US) a 50 ul
alikvoty byly pfepipetovany do nové desticky spolu s 2 ul 25 mM 4-methylumbeliferyl
galaktosidu (Sigma-Aldrich). Vzorky byly inkubovany 15 min pii 37 °C a reakce byla
zastavena roztokem 130 mM glycinu a 80 mM uhli¢itanu sodného pH 10,7 (NaOH).
Fluorescence vzniklého 4-methylumbeliferonu byla stanovena piistrojem Synergy™ H4.
Pro porovnani aktivity vzorkli bez a s ptfidanym tZ byly vypocteny pomeéry fluorescen¢niho

signalu, hodnoty ODggg a délky inkubace bez/s ligandem.
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6 VYSLEDKY

Pivodnim cilem disertacni prace bylo objasnit ptivod postranniho fetézce aromatickych
cytokininli pomoci radioaktivné zna¢enych meziprodukti metabolismu aromatickych latek.
Prvni kapitola experimentalni ¢asti prace stru¢né shrnuje vysledky témét dvou let snazeni,
které¢ bylo zaméteno na vybér vhodného modelového organismu a nasledné na odvozeni
a charakterizaci in vitro kultury topolu druhu Populus x canadensis (cv. Robusta).
Nemoznost replikovat nékteré diive publikované vysledky jakoz i1 ¢etné dalsi komplikace
nakonec vedly k pfehodnoceni cili prace. Nasledujici dvé kapitoly jsou proto vénovany
charakterizaci IPT a HK cytokininovych receptorit z P. x canadensis. V disledku zmény
zaméteni prace bylo potieba zvladnout fadu novych metod zejména z oblasti molekularniho
klonovani, heterologni exprese rekombinantnich proteinti, jejich  purifikace

a charakterizace.

6.1 Vybér modelového organismu pro studium aromatickych cytokininu

Primarni selekce vhodného modelového organismu probéhla na zéklad¢ literarni reserSe,
a dostupnosti biologického materialu. Byly vybrany nasledujici organismy: Agrobacterium
tumefaciens (kmen GV3103), Chenopodium rubrum, P. x canadensis, Protococcus viridis
a Rhodococcus fascians (kmeny D5, D188 a MTR2). Nasledovala jejich kultivace, izolace
a purifikace cytokinini a kone¢né analyzy obsahu cytokinini pomoci UHPLC-MS/MS.
V ptipadé Kultur obou bakterii, A.tumefaciens a R. fascians, stejn¢ jako v bunétné
suspenzni kultufe a listech Ch. rubrum nebyly za danych experimentalnich podminek
aromatické cytokininy detekovany. Domn¢la kultura P. viridis, ziskana od prof. Dr. Vince
Ordoga, CSc. (University of West Hungary, Sopron, Mad’arsko), byla pozdgji doc. RNDr.
Petrem HaSlerem, PhD. (Algologicka laboratot katedry botaniky, UP v Olomouci) ur¢ena
jako Chlorella sorokiniana. Pravdépodobné doslo k omylu pii odeslani vzorkt skupinou
prof. Orddga. Studiu cytokinind v této fase se dale ve své bakalafské praci vénovala
Mgr. Simona Juiikova (2016), které se sice podatilo identifikovat volny 0T a v hydrolyzatu
tRNA také 0TR, avSak jejich koncentrace byly pro dalsi praci shledany jako nedostatecné.
Jedinym zkoumanym organismem, ktery aromatické cytokininy (0T a 0TR) produkoval

Vv dostate¢ném mnozstvi, byl P. x canadensis.
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Na jafe roku 2014 bylo v arealu ptirodovédecké fakulty UP (Olomouc-Holice) vysazeno
asi 50 mladych stromkt P. x canadensis pro zajisténi dostatku cerstvého biologického
materidlu. Zacatkem Iéta byl proveden sbér pIné rozvinutych listi v pulhodinovych
az hodinovych ¢asovych intervalech, po¢inaje hodinu pied rozbieskem. UHPLC-MS/MS
analyza cytokininti izolovanych a pfeciSténych ze vzorku listi prokazala zna¢nou dynamiku
koncentraci nékterych isoprenoidnich (tZacZR) a obou detekovanych aromatickych
(0T a0TR) cytokininti v prabéhu dne (Obr. 8). Koncentrace oT v listech kulminovala

2,5 hodiny po vychodu Slunce na urovni 11,9+6,1 pmol g

Cerstvé vahy (FW;
z anglického fresh weight), zatimco nejvyrazné€j$i narist koncentrace OTR se dostavil
pozdé¢ji, 6-8 hodin po osvitu. Tento experimentalni sad poslouzil také jako zdroj listovych
pupenti pro odvozeni in vitro kultury. I pfes ochranna opatieni, jakymi bylo pletivo kolem
kotenového balu a kmene, vSak dvé nasledujici zimy nepfezil jediny strom zejména kvili

okusu zvéri (hrabosi, zajici a srny).
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Obrizek 8 Casovy profil zmén koncentraci vybranych isoprenoidnich (A) a aromatickych (B)
cytokinini v plné rozvinutych listech mladych stromt P. x canadensis. Sbér lista byl proveden
3. ervence 2014, poprvé hodinu pied vychodem slunce. Body v grafu reprezentuji zprimérované
vysledky analyz tfi replikatl, vcetné standardnich odchylek, které byly odebrany ze spolecné
homogenizovanych, ndhodné¢ vybranych listu.
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Jelikoz experimenty s radioaktivné zna¢enymi meziprodukty aromatického metabolismu
neni praktické provadét na topolech péstovanych v hling, bylo rozhodnuto pokusit se
odvodit in vitro kulturu P. x canadensis, idedlné az do stadia buné¢né suspenze. Béhem
mésicni staze v Belgii na Ghent University (Department of plant production) jsem si proto
pod vedenim Dr. Danny Vereecke osvojil zdklady prace s rostlinnymi explantdtovymi
kulturami. Cerstvé vyrasené pupeny hybridniho topolu Populus tremula x Populus alba,
ktery byl pouzit pro vyuku, se podafilo pfenést do in vitro podminek, zregenerovat jim
kofenovy systém a také z nich odvodit kalusovou kulturu (Obr. 9A-C). Analogicky postup
vsak v ptipad¢ P. x canadensis nefungoval, explantaty ztracely chlorofyl a brzy umiraly
(Obr. 9D-E). Tento problém se nepodafilo vyfesit ani s asistenci Ing. Ludmily Ohnoutkové,
Ph.D. (Ustav experimentalni botaniky AVCR a P¥F UP v Olomouci). Situaci dale
komplikoval fakt, ze pro kultivaci topolu in vitro nebylo Zadouci ptidavat do péstebnich
médii aromatické cytokininy (mT nebo BAP), které jsou pro praci s rostlinnymi explantaty
s Gspéchem S$iroce vyuzivany (Aremu et al. 2012). Exogenni aplikace aromatickych
cytokinint by totiz kolidovala s pldnovanym studiem jejich biosyntézy.

Kalusovou kulturu péstovanou v kapalném MS20 médiu obsahujicim tZ se nakonec
podatilo ziskat ve spolupraci se skupinou RNDr. Jany Malé, CSc. (toho Casu pisobici
ve Vyzkumném ustavu lesniho hospodafstvi a myslivosti, Jilovisté). Pavodni kalusy,
oznacované v dal$im textu jako ,kalus A“, mély zlutou barvu a pomérné tuhou strukturu
(Obr. 9F). Po jejich pfenosu na tuhé MS20 médium a nékolikerém pasazovani zacaly
produkovat chlorofyl, nediferenciované pletivo kalusi zméklo a pomémé snadno se
rozpadalo na mensi casti (Obr. 9G). Tento typ kalust je dale oznaCovan jako ,kalus B*.
Opétovny prenos nejméné soudrznych casti kalusi B do kapalného MS20 média, jeho
kultivace na tfepacce a selekce co nejmensSich shlukli pletiva pii pasdzovani vedla
k odvozeni kultury blizké bunétné suspenzi (Obr. 9H, drobné shluky bunék). Pfi
pozorovani zakaleného média po dvoutydenni kultivaci téchto mikrokalusi pod
mikroskopem v ném byly jasné viditelné shluky nékolik malo rostlinnych bunék (Obr. 9l).
Jejich zivotaschopnost byla ovéfena piidavkem fluorescein diacetitu a pozorovanim
fluorescence pii 490/530 nm (Obr. 9J). Tato kultura byla z morfologického hlediska

shledana dostate¢nou pro dalsi studium biosyntézy aromatickych cytokinini.
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Obrazek 9 Fotografie in vitro kultur hybridnich topold P. tremula x P. alba (A-C)
aP. x canadensis (D-J). Explantat Cerstvé pteneseny do in vitro podminek (A), rostliny se
zregenerovanym kofenovym systémem (B) a tvorba kalusti na okrajich listovych fezi umisténych
na indukénim médiu (C). Snaha o ptenos explantati P. x canadensis do in vitro podminek (D)
a jejich regeneraci (E). Kalus odvozeny RNDr. Janou Malou, CSc. udrzovany v kapalném MS20
médiu (F) a kalus po pfenosu a nékolikerém pasazovani na pevném MS20 médiu (G). Mikrokalusy
vzniklé béhem snahy o odvozeni bunécné suspenzni kultury (H). Bunky v suspenzni kultufe
pozorované pod mikroskopem ve viditelném spektru (1) a po obarveni fluorescein diacetatem
(oveéfeni Zivotaschopnosti bunék) pii excita¢ni/emisni vinové délce 490/530 nm (J). Na snimky A,
D a E byla v programu GIMP 2.8 aplikovana funkce pro automatické vyvazeni bile barvy. Métitko
na snimcich | a J bylo manualné posunuto do prostoru vyfezu. Ostatni fotografie jsou prezentovany
pouze Skalované na vhodnou velikost a ofiznuté bez dalsi grafické upravy.
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Paraleln¢ s praci na odvozeni bunécné suspenzni kultury P. x canadensis byl v obou
typech kalusti pomoci UHPLC-MS/MS analyzovan obsah aromatickych cytokinini a také
fenolickych kyselin. Prekvapivym zjisténim byly velmi vysoké hladiny BAP a jeho
sacharidovych konjugati stanovené v kalusech, nebot’ tyto cytokininy nebyly v listech
mladych stromt vitbec detekovany (Obr. 10A). Zejména v ptivodnim kalusu A dosahovala
koncentrace viech forem BAP v souhrnu piiblizng 180 pmol g FW. Pro srovnani jsou
v Obr. 10A =znazornény také koncentrace aromatickych cytokininti v listech topolu
sklizenych 3 hodiny po vychodu slunce. Z grafu je patrné, Ze hladiny oT a oTR byly

Vv kalusech naopak podstatné nizsi.
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Obrazek 10 Koncentrace aromatickych cytokininii (A) a vybranych fenolickych kyselin (B)
stanovenych ve vzorcich kalusti a v listech mladych strom@ P. x canadensis sklizenych 3 hodiny
po vychodu slunce. Hodnoty zobrazené v grafu predstavuji zprimérované vysledky analyz tii
replikat véetné standardnich odchylek. Panel B zobrazuje soucet koncentraci volnych fenolickych
kyselin, jejich glykosidii a esteri. Kalusy A a B odpovidaji tém prezentovanym na Obr. 9F
respektive Obr. 9G. BAPR = benzyladeninribosid; BAP9G = benzyladenin-9-glukosid. PA =
kyselina protokatechova; pHBA = kys. para-hydroxybenzoova; SyA = kys. syringova; CaA = kys.
kavova; VA = kys. vanilovd; FA = kys. ferulovd; pCoA = kys. para-kumarova; SA = kys.
salicylova.
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Stanoveni obsahu fenolickych kyselin pak bylo realizovano pro ovéteni, do jaké miry
invitro podminky u kalusti ovliviuyji metabolismus aromatickych latek, konkrétné
Sikimatovou a navazujici fenylpropanoidovou drahu. Produkce fenolickych kyselin byla
Vv obou piipadech oproti listim dramaticky snizena (Obr. 10B). Ve vzorcich kalusu A byly
nad limitem kvantifikace detekovany pouze kyseliny para-hydroxybenzoova a kéavova.
Situace byla ponckud lepsi u kalusu B, péstovaného na pevném MS20 médiu. Hladiny
fenolickych kyselin vSak i zde dosahovaly piiblizné¢ jen 1 % koncentraci stanovenych
v listech. Kyselina salicylov4, jejiz obsah byl v listech nejvyssi (3280 + 340 nmol g™ FW),
nebyla detekovana ani v jednom z kalust.

Poslednim typem experimentu provedenym v ramci této casti disertacni prace byla
analyza obsahu cytokininl vazanych v tRNA, respektive ve smési malych RNA, izolované
z kalust P. x canadensis. Ptipadna kontaminace izolované tRNA jinymi druhy nukleovych

kyselin byla ovéfena pomoci elektroforézy na agarosovém gelu (Obr. 11A). Ze vzorki
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Obrazek 11 Elektroferogram tRNA izolované z kalusu P. x canadensis (A) a vysledek
semikvantitativniho stanoveni cytokininti z hydrolyzatu tRNA (B). Byl pouZit elektroforeticky
marker GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Fisher Scientific). Hodnoty znazornéné v panelu B
reprezentuji prumér a smérodatné odchylky ze ¢tyf replikati (V1 az V4 v panelu A). bp = pary bazi
(z anglického ,,base pair®); DHZR = dihydrozeatin ribosid.
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tRNA po alkalické hydrolyze byly nasledné piecistény a analyzovany cytokininy pomoci
UHPLC-MS/MS. Nejvyrazn&ji zastoupenym cytokininem byl iPR (54 + 11 pmol g* FW)
nasledovany cZR. V topolové tRNA byl vazadn také OTR Vv mnozstvi pfiblizné
45+0.5pmol g FW. Stanoveni cytokinindi v hydrolyzatu tRNA bylo vsak pouze
semikvantitativni, nebot’ nebyl dostupny interni standard (tRNA s vazanym deuterovanym
cytokininem). Tématu cytokininii v topolové tRNA se ve své bakalaiské respektive
magisterské praci dale vénovali Mgr. Véra Dosedélova a Mgr. Stépan Koufil.

Zasadni problém, ktery znemoznil samotné studium ptivodu postranniho fetézce
aromatickych cytokinini, se ukazal béhem kontrolni analyzy obsahu cytokinint
Vv kalusovych kulturach provedené ptiblizné po ctyfech mésicich od jejich ziskani. BAP
stejn¢ jako 0T a 0TR nebyly po nékolikerém pasazovani (kazdé 2-3 tydny) detekovany
v zadné z kalusovych kultur. Koncentrace sacharidovych derivatii BAP se pak pohybovaly
blizko limitu kvantifikace, tedy vrozmezi 0,01 az 0,2 pmol g'1 FW. Cerstvou
a zivotaschopnou invitro kulturu P. x canadensis se jiz nepodafilo znovu ziskat a pro

nemoznost pokracovat S experimenty bylo nezbytné piistoupit ke zméné cili prace.

6.2 Charakterizace topolovych isopentenyltransferas

Rozhodnuti pokusit se charakterizovat topolové IPT bylo u¢inéno s ohledem na moZznost
jejich ucasti na biosyntéze aromatickych cytokinini. Tato kapitola shrnuje mdj podil
nafeSeni piedestfené problematiky a do znacné miry se piekryva s obsahem prvniho
z mych prvoautorskych ¢lankt (Jaworek et al. 2019a). Primarné bylo nezbytné klonovat
anechat osekvenovat vsech 9 IPT gent zP. x canadensis (PcIPT), jejichz exprese
ve vybranych organech topolu pak mohla byt analyzovana pomoci kvantitativni PCR.
Na trovni aminokyselinovych sekvenci adenylatovych IPT byla déale provedena
fylogeneticka analyza a porovnani jejich aktivnich mist zejména s chmelovou IPT (HIIPT;
podle latinského Humulus lupulus), jejiz struktura je znama. Zaroven probihala snaha
0 heterologni expresi v§ech IPT v E. coli a navazujici purifikaci rekombinantnich proteint,
které mély byt podrobeny studiu enzymové aktivity in vitro. Jelikoz se timto pfistupem
nepodafilo ziskat proteiny v rozpustné a aktivni formé&, kolega Mgr. David Zalabédk, Ph.D.
vétsinu z topolovych IPT gent zatransformoval do genomu Arabidopsis pod kontrolou
inducibilniho promoteru. Po vyselektovani homozygotnich linii bylo alespoii mozné ovéfit

funkénost piislusnych IPT in vivo.
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Navrh primert pro klonovani IPT z P. x canadensis (PcIPT) byl proveden na zakladé
sekvenci ortolognich gent P. trichocarpa, toho ¢asu jediného topolu se znamym genomem.
Hledani sekvenci IPT v databazi Phytozome 3.0 (https://phytozome.jgi.doe.gov/) usnadnila
2013; Tab. 1). Nékteré sekvence vsak byly chybné anotovany, vyhledani chyb a jejich
oprava byla konzultovana s Mgr. Davidem Kope¢nym, Ph.D. Vsechny geny s vyjimkou
PcIPT7a a PclPT7b se podafilo PCR amplifikovat z cDNA, zbylé dva byly po ¢etnych
nezdarech nakonec amplifikovany piimo z genomické DNA. Nasledné byly vSechny IPT
klonovany do vektoru Zero Blunt, sekvenovany a s vyjimkou paralogti PCIPT7 byly jejich
sekvence vlozeny do databdze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
Piislusna identifika¢ni Cisla jsou spole¢né s dal§imi tdaji uvedena v Tab. 1. V ptipadé obou
paralogli PcIPT7 byl pfitomny intron odstranén PCR amplifikaci celé zbyvajici ¢asti genil

a vektort, nacez byl produkt reakce opétovné ligovan.

Tabulka 1 Piehled topolovych IPT geni obsahujici identifika¢ni ¢isla (ID) jejich sekvenci
v databazich GenBank a Phytozome, Cislo chromozomu, kde se nachazeji, pocet exonti a pocet
aminokyselin v proteinech, které koduji.

Oznaceni GenBank Phytozome ID Cislo Pocet Pocet
genu ID (P. trichocarpa) chromozomu exont aminokyslin
PcIPT2 KU319560 Potri.009G147600 9 10 495
PcIPT9 KU319561  Potri.001G376600 1 11 445
PcIPT3 KU319566  Potri.014G139300 14 1 326
PcIPT5a KU319564  Potri.008G202200 8 1 328
PcIPT5b KU319565  Potri.010G030500 10 1 327
PclPT6a KU319562  Potri.008G121500 8 1 360
PclPT6b KU319563  Potri.010G123900 10 1 368
PclPT7a / Potri.004G150900 4 2 333
PcIPT7b / Potri.008G033300 2 335
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Presna znalost sekvenci PCIPT, které se od ortologu z P. trichocarpa lisi o 11 (PcIPT5b)
az 64 (PcIPT2) parti bazi, umoznila navrhnout primery a TagMan préby pro analyzu
genové exprese pomoci kvantitativni PCR po reverzni transkripci (RT-gPCR). Vysledky
této analyzy objastiuji, pro¢ nebylo mozné z dostupnych vzorki cDNA amplifikovat
paralogy PcIPT7. Zatimco PclIPT7a nebyla exprimovana Vv zadném z analyzovanych
organt topolu, PcIPT7b byla detekovana pouze v rozmezi 2 az 8 transkriptd na 1 ng RNA
izolované z kalust, kofenti a kvéta (Obr. 12; Jaworek et al., 2019a). Ze zbyvajicich
adenylatovych IPT byla dale velmi slabé nebo vibec exprimovana PcIPT6a, naopak
PcIPT6b byla pifevazujicim homologem ve kvétech. Jistou miru organové specifity
naznacuje také silna exprese PCIPT3 a PcIPT5b v plné rozvinutych listech a PcIPT5a
v mladych listech a kofeni. PcIPT2 sPcIPT9, tedy obé tRNA IPT, byly pomérné
rovnomeérné exprimovany napiic¢ studovanymi organy, avSak vyrazné vice abundantni z této
dvojice byla PcIPT9. Zaroven se jedna o jedinou IPT, jejiz exprese nebyla podstatné

snizena v kalusech péstovanych na médiu obsahujicim tZ.
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Obrazek 12 Expresni profil IPT geni zP. x canadensis ve vybranych organech znazornény
pomoci mapy intenzity. Absolutni pocty transkriptd na 1 ng celkové RNA jsou vyjadieny jako log,
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Vv ptipadech, kdy exprese pfislusného genu nebyla detekovana (n.d.).
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Rozsahly  fylogeneticky  strom  zkonstruovany z  konzervovanych  Casti
aminokyselinovych sekvenci adenylatovych IPT topolu a dalSich 17 rostlinnych druhi
(Obr. 13) demonstruje jejich evoluéni pfibuznost. Pozice topolovych IPT je platna také pro
druhy P. trichocarpa a P. deltoides, jelikoz jejich ortologni sekvence se vzajemné lisi
minimalné bez zameén Vv aktivnim misté (Jaworek et al. 2019a). PcIPT3 stejné jako jeji
ortolog z vrby (Salix purpurea) a Arabidopsis obsahuje C-koncovy motiv CLVA, ktery
muze byt farnesylovan, coz ovlivituje subcelularni lokalizaci proteinu (Galichet et al.
2008). Tento motiv neni pfitomen v zadné ze zbyvajicich IPT zahrnutych ve fylogenetické
analyze. Oba paralogy PcIPT5 klastruji s AtIPT5 a AtIPT6, zatimco paralogy PcIPT6a jsou
evoluéné blizké ctyfem IPT Arabidopsis (AtIPT1, AtIPT4, AtIPT6 a AtIPT8) a také
chmelové IPT. Fylogenetickéd vétev obsahujici PcIPT7a a PcIPT7b je pak vyvojove blizsi
jedné ze skupin adenylatovych IPT jednodé€loznych rostlin nez ostatnim IPT rostlin
dvoudéloznych (Obr. 13). Zajimavosti je, Ze oba paralogni geny PCIPT7 stejné jako jejich
ortology z broskvoné (Prunus persica), manioku (Manihot esculenta) a skocce (Ricinus
communis) obsahuji intron, coZ je mezi adenylatovymi IPT netypické.

Aminokyselinové slozeni aktivniho mista topolovych IPT bylo blize prostudovano
se zamérem posoudit moZnost vyuZiti potencidlniho aromatického analogu DMAPP nebo
HMBPP jako substratu. Rezidua v aktivnim misté adenylatovych IPT topolu jsou znac¢né
konzervovana, nejvétsi rozdily byly nalezeny u paralogii PcIPT6 a PcIPT7 (Obr. 14A).
Z4dna z piitomnych zamén vSak neni vramci souboru sekvenci pouZitych pro
fylogenetickou analyzu unikatni (Obr. 14C). S vyuzitim struktury HIIPT (Chu et al., 2010;
PDB ID: 3A8T) jako templatu se dale podafilo zkonstruovat modely né€kolika vybranych
IPT pomoci programu SWISS-MODEL (Waterhouse et al. 2018). Porovnani modelt
s HIIPT bylo diskutovano s Mgr. Davidem Kopecnym, Ph.D. Zdmény Lys220 (¢islovani
podle HIIPT), ptitomného v celé fylogenetické vétvi obsahujici PcIPT6a, za Arg u ostatnich
topolovych IPT stejné¢ jako Met64 za Ile u PcIPT6b a obou paralogti PcIPT7 jsou
pravdépodobné bez vyraznéjSich dasledki pro vazbu substratu. Arg piitomny u obou
PcIPT7 namisto Serl131 potom muze vést ke zvySeni afinity k ADP/ATP diky intenzivnéjsi
polarni interakci s fosfatovymi skupinami (Obr. 14B).
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Variace rezidui na pozicich 40, 41 a 44 vramci DMAPP vazebného mista
(Obr. 14A a C) ovliviyji vazbu substratu také jen minimalné. Tyto aminokyseliny totiz
s fosfatovymi skupinami DMAPP interaguji zejména prostiednictvim vodikovych vazeb

vychazejicich z dusikovych atomu hlavniho polypetidového fetézce (Obr. 14D).
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Obrazek 13 Fylogeneticky strom vypocitany metodou maximalni vérohodnosti (,,maximum
likehood*) zahrnuje celkem 99 aminokyselinovych sekvenci adenylatovych IPT z 18 rostlinnych
druhti. Hodnoty uvedené v blizkosti jednotlivych uzld reprezentuji statistickou pravdépodobnost
konkrétniho vétveni v procentech (metoda ,,bootstrapping® s parametrem 1000 opakovani). Métitko
udava prumérny pocet zamén aminokyselin. Zkratky zobrazenych rostlinnych druhd:
Ac = Aquilegia coerulea, Ah = Amaranthus hypochondriacus, At = Arabidopsis thaliana,
Br = Brassica rapa, Cs = Citrus sinensis, Eg = Eucalyptus grandis, Gr = Gossypium raimondii,
HI = Humulus lupulus, KI = Kalanchoe laxiflora, Me = Manihot esculenta, Os = Oryza sativa,
Pp = Prunus persica, Rc = Ricinus communis, Sp = Salix purpurea, SI = Solanum lycopersicum,
Sp = Spirodela polyrhiza, Vv = Vitis vinifera, Zm = Zea mays.
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Obrazek 14 Porovnani aktivnich mist IPT z P. x canadensis. Zarovnani aminokyselinovych rezidui
vSech PcIPT a chmelové HIIPT (A); katalyticka rezidua jsou vyznacena Cervenym podbarvenim.
Porovnani struktury ADP/ATP vazebného mista HIIPT (Sedd) s modely PcIPT6a (zlutd) a PcIPT7b
(magenta; B). Cetnost vyskytu aminokyselinovych rezidui v aktivnich mistech 99 adenylatovych
IPT (stejny soubor jako pro fylogenetickou analyzu; C); obrazek byl vytvofen ve webové aplikaci
WebLogo; katalyticka rezidua jsou oznacena cervenou hvézdickou. Porovnani struktury DMAPP
vazebného mista HIIPT (Sedd) s modely PcIPT5a (azurovd) a PcIPT7b (magenta; D). VSechny
modely byly vytvoieny pomoci serveru Swiss-model podle struktury HIIPT (PDB ID: 3A8T) jako
templatu. DMAPP (Cerna) v panelu D pochazi ze superpozice (program WinCoot) struktury tRNA
IPT Saccharomyces cerevisiae (PDB ID: 3EPL). Obrazky struktur byly vygenerovany a editovany
v programech PyMol a Inkscape. Cislovani rezidui se ve viech panelech idi sekvenci HIIPT.
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Pro produkci rekombinantnich proteint v E. coli bylo vSech devét topolovych IPT geni
pteklonovano z vektoru Zero Blunt do expresnich vektord pCDFDuet-1, pETDuet-1 nebo
pET-28a(+). Primery pouzité béhem prvotni amplifikace geni z cDNA nebo genomické
DNA obsahovaly krom¢ sekvence specifické pro dany gen také restrikéni mista, kterd byla
béhem toho sekundarniho klonovani vyuzita. Geny PclPT5a, PcIPT6a a PclPT7a byly
navic objednany jako syntetické s kodony optimalizovanymi pro expresi v E. coli, tyto
konstrukty bylo nadale pouzivany pfednostné. S vyjimkou PcIPT9 byla exprese ve vSech
ptipadech uspés$na. Proteiny ve vzorcich bunéénych lyzath jednotlivych kmenu E. coli byly
separovany pomoci SDS-PAGE, po obarveni gelti byly viditelné elektroforetické pasy
Vv oblasti molekulovych hmotnosti, které ptiblizné¢ odpovidaly vypoctenym molekulovym
hmotnostem piislusnych PcIPT (Obr. 15A). Identita PcIPT byla potvrzena MALDI-TOF
analyzou tryptickych §tépu proteind vyizolovanych z gelu, kterou provedl prof. Mgr. Marek
Sebela, Dr. (Jaworek et al. 2019a).

Rekombinantni PcIPT se vSak nepodafilo detekovat ve frakci rozpustnych proteint
ziskanych po lyzi E. coli. Nepomahala ani snaha o optimalizaci expresnich podminek,
zejména teploty (16 — 30 °C), ¢asu (4 — 20 hodin), slozeni média (pfidavek sorbitolu
a trimethylglycinu) a koncentrace isopropyl-p-D-thiogalaktosidu (50 — 500 mM) jakozto
indukéniho agens. Prevazna cast rekombinantnich proteinti pfesto koncila v inkluznich
téliscich, které byly pro dal§i analyzu solubilizovany mocovinou. PcIPT odpovidajici
elektroforetické péasy je mozné vidét na elektroferogramu se vzorky inkluznich télisek
a také na fotografii membrany po nasledném blotovani (Obr. 15B). Imunohistochemicka
vizualizace PcIPT na membrané byla mozna diky ptfitomnosti polyhistidinové kotvy,
(His-tag) ktera byla do sekvence proteinti vnesena z expresnich vektor. Tato kotva méla

slouZzit pro snadnou purifikaci rekombinantnich proteind.
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Obrazek 15 Vysledky analyzy proteinti pfitomnych ve kmenech E. coli exprimujicich jednotlivé
PcIPT geny. Elektroferogram po SDS-PAGE separaci vzorki bunéénych lyzatt — vzorky pied (-)
apo (+) l6hodinové indukci pfi 20 °C (A). Elektroferogram po SDS-PAGE separaci vzorka
solubilizovanych inkluznich télisek izolovanych z E. coli po indukci a fotografie membrany
po nasledném pienosu proteinti z gelu metodou western blot (B). Gely po SDS-PAGE byly barveny
Coomassie Brilliant Blue. Imunodetekce proteini na polyvinilidenfluoridové membrané byla
provedena pomoci protilatky proti polyhistidinové kotvé (6xHis-Tag) a sekundarni protilatky
konjugované s alkalickou fosfatasou. Barveni membrany bylo provedeno roztokem NBT/BCIP.
Byly pouzity NuPAGE prefabrikované gely (Thermo Fisher Scientific) a proteinovy marker Protein
ladder 10-200 kDa (NEB). Sipky oznaéuji oéekavanou polohu jednotlivych PcIPT.

Kvili omezeni pocétu zpracovavanych vzorkd byla dalsi snaha o ziskani aktivniho
rekombinantniho enzymu soustfedéna zejména na PcIPT5a a ptipadné PcIPT7a, které byly
Vv bakterialni kultufe produkovany nejlépe (Obr. 15A). Pro praci se vSemi PcIPT byl
standardn¢ pouzivan Tris/HCl pufr o pH odpovidajicim jejich vypoctenému
isoelektrickému bodu. Lyze PcIPT5a a PcIPT7a byla navic testovana v prostiedi HEPES
a K-fosfatového pufru o pH blizkém isoelektrickému bodu, v rozmezi hodnot o dvé
jednotky niz8i a vysS§i. Ani pouZiti rozdilnych pufrG nevedlo ke zvySeni podilu PcIPT

v rozpustné fazi. Dale byla provedena vsadkova purifikace (Co?* ionty chelatované
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na kyselinu iminodioctovou vazanou na sepharosu) piipadného rozpustného zbytku
PcIPT5a ze 2 1 bakteridlni kultury s vyuzitim His-tagu. Pfestoze na gelu po nasledné SDS-
PAGE nebyl viditelny pas odpovidajici PcIPT5a, zahustény vzorek byl pies noc inkubovan
s DMAPP a ATP. Ve vysledné smési nebyl detekovan zadny z nukleotidd iP nebo jeho
metabolity.

Neuspéchy s rozpustnou fazi vyustily ve snahu ziskat aktivni PcIPT z inkluznich télisek
jejich solubilizaci a naslednym postupnym sklddanim proteinti zpét do nativniho stavu. Pro

solubilizaci inkluznich télisek byly vyzkouseny roztoky Tris-HCI pufri o vhodném pH
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Obrazek 16 Elektroferogram po SDS-PAGE potizeny béhem purifikace aktivnich PcIPT
Z inkluznich télisek. Kontrolni analyza vzorku PcIPT7a purifikovaného na kolonce HisPur (Thermo
Fisher Scientific) z inkluznich télisek za denatura¢nich podminek v pfitomnosti 6 M guanidinu (A)
— vzorky pred apoindukci IPTG, frakce nenavazanych proteinti a zakoncentrovana frakce
precisténych proteint; klasicky polyakrylamidovy gel a marker Protein ladder 10-250 kDa (NEB).
Kontrolni analyza vzorku PcIPT5a béhem snahy o postupné slozeni proteini ze solubilizovanych
inkluznich télisek pomoci dialyzy (B) — vzorek proteind solubilizovanych ve 2,2 % N-
lauroylsarkosinu, srazenina nerozpustna v mocoving, vzorek prevedeny do 6 M mocoviny a dvojice
vzorkti srazeniny a rozpustnych proteini odebranych pii snizujici se koncentraci mocoviny
(uvedeno v procentech ptivodniho mnozstvi) béhem dialyzy; NuPAGE prefabrikovany gel (Thermo
Fisher Scientific) a marker Protein ladder 10-200 kDa (NEB). Oba gely byly barveny Coomassie
Brilliant Blue. Sipky ozna¢uji o¢ekavanou polohu jednotlivych PcIPT.
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doplnéné o 6 M mocovinu, 6 M guanidin, nebo 2,2 % N-lauroylsarkosin. Nasledn¢ byly
vzorky bud’ rovnou v nékolika krocich dialyzovany proti klesajici koncentraci mocoviny,
nebo byly PcIPT nejprve purifikovany za denaturacnich podminek v piitomnosti zvoleného
chaotropniho  &inidla pomoci chelatani chromatografie (ionty Co®"). Vzorky
rekombinantnich proteinti bylo mozné znacné piecistit a zakoncentrovat i v denaturovaném
stavu, jak je mozné vidét na piikladu PcIPT7a (Obr. 16A). Béhem opétovného skladani
proteinil postupnym snizovanim koncentrace chaotropniho ¢inidla vSak dochéazelo k tvorbé
srazeniny obsahujici majoritu pozadovanych PcIPT. Prestoze naptiklad findlni dialyzat
nepiecisténého vzorku PcIPTS5a nejspi§ obsahoval zbytek rekombinantniho proteinu
(Obr. 16B), pti jeho inkubaci s DMAPP a ATP vreakéni smési nevznikal o¢ekavany
produkt. Alternativné byla pro opétovné skladani proteinu vyzkousena také gelova
permeacni chromatografie, pfiCemz pouzita mobilni fdze na rozdil od nanasené¢ho vzorku
neobsahovala chaotropni ¢inidlo. Ani tento postup vsak nevedl k zisku aktivnich PcIPT.

Z divodu neaktivity rekombinantnich PcIPT produkovanych v E. coli nebylo mozné
stanovit jejich kinetické parametry. Bylo tedy rozhodnuto alesponi ovétit, zda jsou funkéni
in vivo. Kolegovi Mgr. Davidu Zalabakovi, Ph.D. se podafilo transformovat rostliny
Arabidopsis geny pro PcIPT3, PcIPT5a/b, PcIPT6a/b a PcIPT9 fizované s Myc tagem pod
kontrolou estradiolem indukovatelného promoteru. Adenylatové PCIPT byly vneseny
do rostlin divokého typu, zatimco pro PcIPT9 byl zvolen dvojity mutant atipt 2 9
s uml¢enymi obéma geny pro ptvodni tRNA IPT. Pro kazdy konstrukt se mi podafilo
vyselektovat minimalné dvé nezavislé homozygotni linie Arabidopsis nesouci v genomu
vzdy pravé jednu kopii pfislusného genu. Ttitydenni rostliny pak byly po dobu 24 h
indukovany estradiolem a pouzity pro dalsi analyzy. Kolegové pomoci RT-qPCR stanovili
nartst exprese PcIPT genti a pomoci LC-MS/MS kvantifikovali zmény hladin cytokinint
po indukci, tyto vysledky budou diskutovany pozdé&ji. Pfitomnost PcIPT na urovni proteinti
byla ovétfena s vyuzitim SDS-PAGE, western blottingu a imunohistochemické detekce.
Nejveétsi mnozstvi rekombinantnich proteinti bylo po indukci detekovano u linii nesoucich

PcIPT9 a oba paralogy PcIPT6, zbyvajici PcIPT byly produkovany jen slabé (Obr. 17A).
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Obrazek 17 Detekce PcIPT ve smeési proteini izolovanych z transgennich rostlin Arabidopsis
ajejich fenotyp. Fotografie PVDF membrany po western blottingu (A); PcIPT byly detekovany
pomoci protilatky proti Myc tagu a sekundarni protilatky konjugované s alkalickou fosfatasou.
Barveni membrany bylo provedeno roztokem NBT/BCIP. Sloupec s proteinovym markerem
(Protein ladder 10-200 kDa; NEB) pochazi z predchazejiciho gelu po SDS-PAGE barveného
Coomassie Brilliant Blue. Sipky oznacuji ogekavanou pozici jednotlivych PcIPT. Fotografie
reprezentativnich kontrolnich (WT Col-0 aatip 29) atransgennich rostlin Arabidopsis
pestovanych bez (ctrl) nebo s (indukce) estradiolem piidanym do média (B); Cervené Sipky
oznacuji pozici kofenové Spicky. Graf zndzornujici primernou délku kotfene kontrolnich
a transgennich rostlin (n = 6) - bez estradiolu v médiu (ctrl), nebo indukovanych (C).



Na zavér byl u vybranych linii (na zakladé exprese PCIPT a hladin cytokinint; Jaworek
et al. 2019a) sledovan fenotyp. Pfitomnost estradiolu v médiu témét neovlivnila rist WT
rostlin ani kontrolnich mutanti atipt 2 9, které se vyznacovaly vyrazné kratSim kofenem
ataké pomalej$im vyvojem nadzemni casti (Obr. 17B,C). Fenotyp téchto mutanti byl
zvracen pritomnosti PCIPT9 genu, a to i bez indukce estradiolem. Ztetelné rozdily mezi
kontrolnimi a indukovanymi rostlinami pak byly pozorovany u linii PcIPT5a a PcIPT6a.
Rostliny mély extrémné kratky primérni kofen bez viditelného vétveni, zakrnélou nadzemni

¢ast a pii delsi kultivaci v pfitomnosti estradiolu hynuly.

6.3 Charakterizace cytokininovych receptoru z topolu

Pritomnost 0T a 0TR v listech P. x canadensis vedla k myslence ovéfit, jaka je jejich
afinita k topolovym cytokininovym receptorim a pii tom je podrobné&ji charakterizovat.
Veskeré zde prezentované vysledky pak tvoii jddro mého druhého prvoautorského ¢lanku
(Jaworek et al. 2019b). Nejprve bylo vsech pét gend pro topolové cytokininovych HK
receptory (PcHK) klonovano a osekvenovano. Pomoci qPCR byla stanovena mira jejich
exprese ve vybranych rostlinnych organech. Na proteinové urovni byla provedena jejich
fylogentick4 analyza a pomoci modeli struktur senzorickych CHASE domén prostudovano
vazebné misto. Dale byly PcHK pieklonovany do expresniho vektoru pINIII
a transformovany do E. coli kmene KMIOO01 (Suzuki et al. 2001). Tento expresni systém
byl pouzit pro kompeti¢ni receptorové testy provadéné s zivymi buiikami E. coli (Romanov
et al. 2005, 2006), diky kterym bylo mozné stanovit afinity vSech studovanych PcHK
k vybranym isoprenoidnim a aromatickym cytokininim. Bylo také stanoveno pH optimum
receptort, potvrzena jejich kinasova aktivita a ovéfena jejich schopnost vazat cytokininové
ribosidy.

Prvotni klonovani PCHK bylo analogické jako v piipadé PcIPT. Pro jejich amplifikaci
zcDNA byly pouzity primery navrzené podle sekvenci cytokininovych receptort
P. trichocarpa ziskanych z databaze Phytozome 3.0 (https://phytozome.jgi.doe.gov/)
do vektoru Zero Blunt a jejich nasledné sekvenovani bylo provedeno po ¢astech metodou
Hprimer walking®, jelikoz velikost jednotlivych geni se pohybuje vrozmezi 3018
az 3783 bp. PcHK2 piitom byla zcDNA amplifikovana v celkem ¢tyfech variantach

sestfihu, z nichz jedina kodovala funkéni protein (Obr. 18). Sekvence této varianty byla
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Tabulka 2 Piehled topolovych HK genl obsahujici identifikac¢ni ¢isla (ID) jejich sekvenci
v databazich GenBank a Phytozome, ¢islo chromozomu, kde se nachdzeji, poc¢et aminokyselin
Vv piislusnych proteinech a pocet transmembranovych (TM) segmenti. Pro predikci polohy TM
segmenti na zdkladé aminokyselinovych sekvenci byl pouzit server TMpred
(https://embnet.vital-it.ch/software/ TMPRED_form.html).

Oznaceni  GenBank Phytozome ID Cislo Pocet Pocet TM
genu ID (P. trichocarpa)  chromozomu aminokyselin  segmenti
PcHK2 MH248795 Potri.014G164700 14 1261 4
PcHK3a MH248793  Potri.001G057400 1 1020 3
PcHK3b MH248794  Potri.003G171000 3 1019 3
PcHK4a MH248791 Potri.008G137900 8 1006 2
PcHK4b MH248792  Potri.010G102900 10 1006 2
spolu S ostatnimi PcHK vloZena do databaze GenBank

(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/) pod identifika¢nimi ¢isly uvedenymi v Tab. 2.

Na zaklad¢ zarovnani sekvenci PCHK shomolognimi geny z Arabidopsis (AHK)
a kukutice (ZmHK) byly vytvofeny modely genti znazoriujici velikosti jejich exont
a introntd (Obr. 18). Sekvence kodujici CHASE doménu je u vS§ech PCHK zachovana. Délka
a pocet exoni je u orthologh HK2 mezi témito druhy konzervovana s vyjimkou prvniho
exonu PcHK2, ktery je pfiblizné o 150 bp delsi. JeSté vyrazné€ji jsou konzervovany
homology HK3, nejvétsi rozdily byly naopak zaznamenany u homologh HK4. Zatimco
sekvence obou paralognich genti PCHK jsou velice podobné genu z kukufice, zacatek
sekvence AHK4 je pfiblizné o 240 bp delsi a rozdélen do dvou exonti. Dvé dvojice exond,
ptitomné u PcCHK4 a ZmHK, jsou pak v piipadé¢ AHK4 slouceny (Obr. 18).

Byla navrzena sada primerti a Tagman prob pro RT-qPCR analyzu exprese PcHK
ve stejné sad¢ vzorktl, kterd byla difive pouzita pro analogickou analyzu PcIPT. Napfic¢
studovanymi organy byla nejsilnéji exprimovana PcHK2 (Obr. 19A), mnozstvi
detekovanych transkripti na 1 ng se pohybovalo v rozmezi 600-2200. Exprese obou
paralogii PCHK3 je podobna, stejné jako v piipadé PCHK2 bylo nejvétsi mnozstvi
transkripti pfitomno v RNA izolované z mladych listi topolu. Naopak mezi paralogy
PcHK4 byly zaznamenany dva hlavni rozdily. Celkové je PCHK4a exprimovana vice nez

PcHK4b, jejiz exprese je zaroven vramci studovanych organd topolu nejslabsi
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https://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED_form.html

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5 Exon6 Exon7 Exon8 Exon9 Exon10 Exon 11 Exon 12 Exon 13

491 819

PcHK2_v1 265 982 124 & 143 [5] 86 105 [gg1}-227 668 20 eo7 M
PcHK2_v2 a9t 819 143 [5] 86 105 [g91}-227 668 20 eo7 M
PCHK2_v3 491 64 1819 25 576 152 {17 H2 = 178 77 86 2 = 668 20 o7 A0
PCHK2_v4 2 e 142 {572 {20 H% a2 668 {507 P
AHK2 = 105 280 52} 230} % g9 % 641 & 289 1% 2501
ZmHK3a 600 27687 106 120 96 m 4236 668 509 501 1111
PcHK3a 2 265 387 3207 157184 {531 & 1%6 g9} 556 1139 46 {505]
PCHK3b 378 282 122 2 3241 1871 86 = 111 g} 464 1136 28 {505]
AHK3 281 o8y }-2% 8 = % 521 230 1% [eg} 1106 2265 ]
ZmHK2 135 282 128 g 100 122 f57} 84 111 gg} Lo 1109 H42 (359
PcHK4a 498 23471 978 % 98 55124 288 [9g 227 713 12 Bo7 }%°'[265]
PcHK4b 345 1" 2321 938 93 [ 157100 552 308 rg}-242 713 8 507 %% 765
AHK4 518 550 180 (537 - % e = 239 9% 8 9915 1205 H4 23]
ZmHK1 276 1°2° [ 234 - {170} *** (219} > { 187 - % &0 186 991128 716 1029780 262
CHASE

Obrazek 18 Modely HK genu z Arabidopsis, kukutice (ZmHK) a topolu sefazené podle jejich
homologie, které znazornuji velikost (bp) jednotlivych exonti (obdélniky) a intronii (spojnice).
Modely PcHK byly odvozeny na zakladé zarovnani sekvenci s jejich orthology z P. trichocarpa,
jehoz genom je znam. V piipadé PCHK2 jsou zobrazeny ¢tyti klonované varianty sestfihu, piicemz
pouze PcHK2_v1 kéduje funkéni protein. Cervené hvézditky a ipky indikuji polohu stop kodonu,
respektive pocatek posunu ¢teciho ramce. Cerveny obdélnik ohraniuje ¢asti sekvenci kodujici
senzorické CHASE domény.

(30-170 transkriptd na 1 ng RNA). Dale je mezi nimi patrna vyraznéj$i organova specifita,
transkripty PcHK4a jsou nejabundantnéjsi v kofenech zatimco PCHK4b ve kvétech.

Kazda ze tiihlavnich vétvi fylogenetického stromu, zkonstruovaného na zakladeé
zarovnani aminokyselinovych sekvenci HK topolu a dalSich péti rostlinnych druht,
obsahuje vzdy po jednom zastupci receptoru z Arabidopsis (Obr. 19B). Ptitomnost tii
ruznych skupin HK je také zachovana u vSech analyzovanych druhti s vyjimkou brukve
fepky (Brassica napus) postradjici ortholog k AHK4 (Kuderova et al. 2015). Z analyzy je
dale patrna vétsi evoluéni ptibuznost vétvi zahrnujicich PcHK2 a PcHK3, nez kazdé z nich
k vétvi PcHK4 (Obr. 19B). Také expresni profily PCHK2 a paralogh PcHK3 vykazuji
podobny rys - jsou pomérné intenzivné exprimovany napfi¢ topolovymi organy, zatimco
exprese obou geni PCHK4 je vice organove specificka (Obr 19A). Co do velikosti gen

a jejich ¢lenéni na exony a introny jsou si naopak podobnégjsi PCHK3 a PcHK4 (Obr. 18).
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Obrazek 19 Expresni profil HK geni zP. x canadensis ve vybranych organech znazornény
pomoci mapy intenzity (A). Absolutni pocty transkriptd na 1 ng celkové RNA jsou vyjadireny jako
log, s ptifazenymi barvami od nejniz§ich (modra) po nejvyssi (Cervena) hodnoty. Fylogeneticky
strom vypocitany metodou maximalni vérohodnosti (,,maximum likehood*) zahrnujici celkem 28
aminokyselinovych sekvenci HK ze Sesti rostlinnych druhti (B). Hodnoty uvedené v blizkosti
jednotlivych uzlti reprezentuji statistickou pravdépodobnost konkrétniho vétveni v procentech
(metoda ,,bootstrapping s parametrem 1000 opakovani). Méfitko udava primérny pocet zameén
aminokyselin. Zkratky zobrazenych rostlinnych druhi: A = Arabidopsis thaliana, Bn = Brassica
napus, Md = Malus domestica, Os = Oryza sativa, St = Solanum tuberosum, Zm = Zea mays.

Zivé bakterialni kultury E. coli exprimujici jednotlivé PcHK byly pouZity pro stanoveni
afinity riznych cytokininim k receptorim. VSechna méfeni byla realizovana s vyuzitim
tritiem znaceného tZ o znamé specifické aktivité a scintilacniho pocitace. Nejprve bylo
nutné stanovit disociaéni konstanty [°H]-tZ pro viechny receptory, jelikoz jeho koncentrace
priblizné odpovidajici Kp byly dale pouzivany v kompeti¢nich testech. [*H]-tZ byl
inkubovan s pfislusnymi bakterialnimi kulturami v rozmezi koncentraci 0,5-30 nM.
Na zaklad€ namétenych hodnot poctu radioaktivnich rozpadi za minutu bylo mozné urcit

mnozstvi [3H]-tZ navazaného na receptor v kazdém bodé koncentracni fady a zkonstruovat
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saturacni kiivky (Obr. 20A). Vypoctené hodnoty Kp se pak pohybovaly od 1,8 do 5,5 nM,
tZ se na vSechny topolové receptory vaze velmi silné.

Afinita ostatnich cytokininii byla stanovena kompetici 0 vazbu na receptor mezi [°H]-tZ
a testovanymi ligandy pfi riznych koncentracich. Ze ziskanych ki¥ivek, znazoriiujicich kolik
procent [*H]-tZ zistalo navazano na receptor pii dané koncentraci cytokinint (Obr. 20B),
byly vypocitany hodnoty polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (1Csp). Nasledné bylo mozné

ptepocitat hodnoty ICsy na K (Tab. 3) podle rovnice:

k= G
(1+ [S]/Kb)
kde [S] reprezentuje koncentraci [*H]-tZ a Kp jeho dfive stanovenou disocia¢ni konstantu.
Tento ptepocet je nezbytny, jelikoz K; reflektuje skutecné vlastnosti receptoru a ligandu,
zatimco 1Cs je zatizena konkrétnim provedenim experimentu (Cheng a Prusoff 1973).

Na vSech pét receptort se nejsilngji vaze tZ a jen s malym odstupem synteticky TDZ,
ptipadné iP (Tab. 3, Obr. 20B). Zejména na paralogy PcHK3 se siln¢ vaze také tZR
a na PcHK2 potom iPR, cytokininové ribosidy jsou vSak ve vSech piipadt fadové horsimi
ligandy nez pfislusné volné baze. Afinita cZ je pak o 2-3 tady niz$i nez u jeho isomeru.
Mezi aromatickymi cytokininy ma nejvyssi afinitu k PCHK mT, ktery je hojné vyuZzivan pii
praci s rostlinnymi in vitro kulturami (Aremu et al. 2012). Naopak oT a zvlasté 0TR maji

ke vSem receptorim velmi malou afinitu, v rozsahu testovanych koncentraci cytokinint

Tabulka 3 Vypoétené hodnoty K; pro jednotlivé kombinace cytokinini a PcHK, praméry
a smérodatné odchylky zahrnuji soubor nejméné tii replikatu.

. Ki (NM)
Cytokinin

PcHK?2 PcHK3a PcHK3b PcHK4a PcHK4b

iP 3.9+0.2 236+ 13 147 £ 13 17+£0.9 14+1
tZ 1.6 0.1 1.5+0.1 1.6 £ 0.1 3.7+0.1 48+0.2
cZ 106 + 7 858 £ 113 1070 £ 194 205+ 24 331+22

iPR 22+1 2270 £ 117 890 + 81 125+6 96 + 11
tZR 2442 8.9+0.8 11+£04 38 +3 53+£2.1

TDZ 22+0.1 35+0.2 1.5+0.1 9.6+0.5 23+1
BAP 87+5 704 + 33 850 + 82 601 +£27 739 +£39
mT 23+2 55+6 52+5 302 +£22 223+ 16
oT 1100 £ 118 >5000 >5000 4500 £ 296 2820 + 346
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Obriazek 20 Saturaéni kiivky jednotlivych PcHK pro [H]4Z (A) a kiivky znazoriiujici mnozstvi
[*H]-tZ (koncentrace odpovidajici Kp) vazaného na PcHK b&hem kompetice s riznymi cytokininy
Vv koncentra¢ni §kale od 0,01 nM do 10 uM (B). VSechna méteni byla provedena s vyuzitim zZivych
bun&k E. coli exprimujicich jednotlivé PcHK. Radioaktivita [*H]-tZ vazeného na receptory byla
méfena pomoci scintilatniho pocita¢e v jednotkach dpm (pocet rozpadi za minute; z anglického
“decays per minute"). VSechny inkubace byly provedeny pii pH 7,0.
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pro né Casto ani nebylo mozné stanovit K;j, respektive 1Cso. Ponékud 1épe nez ostatni je 0T
schopna véazat PcHK2, ktera je obecné receptorem s nejvyssi senzitivitou k vétSing
cytokininti (Tab. 3, Obr. 20B). Dvojice paralognich receptort PcHK3 a PcHK4 pak maji
Kk jednotlivym cytokininim velmi podobnou afinitu, nejvyraznéj$im rozdilem jsou hodnoty
Ki pro iPR u PcHK3a a PcHK3b.

Schopnost receptorti vazat cytokininové ribosidy byla dfive zpochybnéna argumentaci,
ze na HK se ve skuteCnosti vazi volné baze vzniklé jejich hydrolyzou Vv pribéhu
experimentu (napt. Lomin et al., 2015). Proto byly realizovany dva experimenty, které
umoznily ovéfit stabilitu ribosidd béhem jejich inkubace s receptory exprimovanymi
v E. coli. Pro tento ucel byl zvolen iPR, ktery se na vétSinu PcHK potencialné vazal
s fadov€ nizsi afinitou nez tZR (Tab. 3, Obr. 20B). Bylo tedy mozné pracovat s jeho
vy$§imi koncentracemi a snédze tak sledovat jejich zmény.

Béhem prvniho experimentu byl iPR, v Koncentraci odpovidajici K pro dany receptor,
inkubovan s kulturami E. coli exprimujicimi PcHK2, PcHK3b a PcHK4a pfi 4 °C po dobu
30 az 120 minut. K druhé sadé totoznych vzorkli byla navic pfiddna rekombinantni
nukleosidribohydrolasa (NRH) z kukutice, ktera §tépi cytokininové ribosidy na volné baze
(Kopecna et al. 2013), pficemZ trojice vzorkli s ni byly inkubovany také 30 minut pfi
laboratorni teploté jako pozitivni kontrola hydrolyzy iPR. Dalsi kontrolou byly vzorky
inkubované s iP 0 stejnych koncentracich, jaké byla pouzita u iPR (25 nM pro PcHK2,
900 nM pro PcHK3b a 125 nM pro PcHK4a). Tato kontrola demonstruje, jakou odezvu
beéhem komeptice s [3H]-tZ bylo mozné ocekavat, pokud by byl veskery iPR v ostatnich
vzorcich hydrolyzovan (Obr. 21A). Mnozstvi ligandu navdzaného na receptory b&éhem
jejich inkubace s iPR pfi 4 °C se vsak ani po dvou hodinach vyrazné nezménilo. Pokud by
dochdzelo k hydrolyze iPR v diasledku aktivity NRH wuvolnénych z odumfelych
bakteridlnich bun¢k, mnozstvi navazanych liganda (a tedy vytésnéného [3H]-tZ) by mélo
rust. Tento efekt je patrny u kontrolnich vzorkidl inkubovanych navic s kukufi¢nou NRH,
zejména po dvou hodinach pii 4 °C nebo po 30 minutach za laboratorni teploty (Obr. 21A).
Ani za téchto podminek vSak nebylo dosazeno hodnot stanovenych pro kontroly

inkubované s iP.
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Druhy experiment byl zalozen na UHPLC-MS/MS stanoveni koncentrace iP a iPR
Vv reakéni smési po inkubaci bakterialni kultury exprimujici PcCHK4a se 125 nM iPR. Izolaci
cytokinini z kultivatniho média a finalni UHPLC-MS/MS analyzy provedl kolega
Mgr. Ondiej Vrobel spolecné¢ s mym Skolitelem doc. RNDr. Petrem Tarkowskym, Ph.D.,
ptesto jsou tyto vysledky pro uplnost prezentovany. Po pilhodinové inkubaci pii 4 °C,
kterd odpovida standardnimu provedeni vSech kompeti¢nich testl, byla koncentrace iP
vzniklého hydrolyzou pfidaného mnozstvi iIPR stanovena piiblizné¢ na 7 nM (Obr. 21B).
U vzorkt inkubovanych sou¢asné s NRH za laboratorni teploty byla pfitom konverze iPR

na iP piiblizné 50%. Po dosazeni 7 nM koncentrace iP do rovnice odpovidajici kiivky pro
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Obriazek 21 Stabilita iPR v pribéhu kompeti¢niho vazebného testu s PCHK2, PcCHK3b a PcHK4a.
Graf prezentujici relativni vazbu iP a iPR v prubéhu jejich 30-120 minutové inkubace s E. coli
exprimujicimi pfislusné receptory (A). PferuSované Cary naznacuji vysledek oéekavany v piipadé,
kdy by byl hydrolyzovan veskery pfitomny iPR na iP. Koncentrace iP a iPR, stanovena pomoci
UHPLC-MS/MS, ptitomna v reakéni smési po 30 min inkubace iPR s E. coli exprimujici PcHK4a
(B). Pferusovana ¢ara indikuje ptvodni koncentraci iPR (125 nM) piidanou do reakce. Relativni
podil iP na mnozstvi ligandu vazaného na PcHK4a (C) vypocéitany na zakladé jeho koncentrace
v reakéni smési (panel B) dosazené do rovnice piisluiné kiivky stanovené kompetici s [*H]-tZ
(Obr. 20B). Cast vzorki byla inkubovéna za p¥itomnosti nukleosidribohydrolasy (NRH) jako
pozitivni kontroly hydrolyzy iPR. Zkratka LT oznacuje vzorky inkubované pfi laboratorni teplote,
ostatni vzorky byly inkubovany pii 4 °C. Pouzité koncentrace ligandli odpovidaly hodnotam K pro
iPR a dany receptor. VSechny inkubace byly provedeny pii pH 7,0.
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PcHK4a ziskané béhem kompeti¢niho testu pak vychdzi, Ze toto mnozstvi iP by dokéazalo
saturovat receptor pouze ze 17 % (Obr.21C). Zbylé mnozstvi ligandi navazaného
na PcHK4a béhem pozorované polovi¢ni saturace po inkubaci se 125 nM iPR (Obr. 21A)
tedy musi odpovidat prave ribosidu. Naopak pii inkubaci s NRH se iP uvolnéné hydrolyzou
podili na celkovém mnozstvi ligandl vazanych na receptor ze 60 % (Obr. 21C).

Déle bylo ovéfeno pH optimum vsech receptori na zakladé¢ stanoveni mnozstvi
navazaného [3H]-tZ béhem inkubace v sadé MES a MOPS pufra pokryvajicich rozmezi
pH 5,5-8,0 (Obr. 22A). PcHK2 véaze cytokininy nejsilnéji pii pH 6,5, zatimco dvojice
paralogii pak vykazuji opacéné trendy. Mnozstvi [*H]-tZ navézaného na PcHK3
se vzruistajicim pH pozvolna stoupalo. V pripadé PcHK4 byla vazba naopak nejsilngjsi pii
pH 5,5 a mnozstvi vazaného [3H]-tZ V celém testovaném rozmezi pH linearné klesalo.

Pro transdukci cytokininového signalu je nepostradatelnd kinasova aktivita receptord,
kterou je VvE. coli kmene KMIOOI mozné monitorovat prostiednictvim indukce

reportérového genu pro (3-galaktosidasu Sté€pici fluorogenni substrat. VSech pét PcHK bylo
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Obrazek 22 VIiv pH na vazbu [*H]-tZ na jednotlivé receptory (A) stanoveny s vyuZitim sady
100 mM MES a MOPS pufri. Kinasova aktivita receptorti bez navazeného lignadu (B) relativné
vztazend k maximalni aktivit¢ v pfitomnosti 1 pM tZ. Pomér maximalni kinasové aktivity receptort
a aktivity v neptitomnosti ligandu (C). Absolutni hodnoty detekované fluorescence byly
normalizovany na optickou hustotu bakterialni kultury a ¢as inkubace s ligandem (fluorescence
x ODggo™ * h™). Dvojice priméri se smérodatnymi odchylkami (n = 6) normalizovanych hodnot
stanovenych v nepfitomnosti, respektive v pfitomnosti 1 uM tZ, jsou nasledujici: 358 + 16
a2128 + 371 pro PcHK2, 11 £6 a 294 +£ 53 pro PcHK3a, 3817 £ 477 a 6522 + 515 pro
PcHK3b, 6 + 14 a 2795+ 83 pro PcHK4a, 13+ 1 a 398 + 44 pro PcHK4b.
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béhem inkubace piislusnych bakteridlnich kultur s tZ schopno aktivovat navazujici signalni
dréhu, jedna se tedy o funkéni HK. Kazdy z receptorti také vykazuje ur¢itou miru kinasové
aktivity i bez navazaného ligandu (tzv. ,,background kinase activity*), ktera u PcHK3b
dosahuje témeéi 60 % maximalni aktivity, stanovené v pfitomnosti 1 uM tZ (Obr. 22B).
Nartst kinasové aktivity po vazbé tZ je nejvyssi u PcHK4a, oproti stavu bez navazané¢ho
u PcHK2 a zejména PcHK3b, dosahuje pouze Sestindsobu, respektive dvojnasobku hodnoty

stanovené v nepiitomnosti ligandu (Obr. 22C).
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7 DISKUZE

Prezentovana diserta¢ni prace je tématicky ¢lenéna do tfi okruhi: 1) Vybér topolu druhu
P. x canadensis (cv. Robusta) jako modelového organismu pro studium aromatickych
cytokininti a snaha o odvozeni jeho in vitro kultury. 2) Klonovani a charakterizace
topolovych IPT katalyzujicich klicovy krok biosyntézy isoprenoidnich cytokinind.
3) Klonovani a charakterizace topolovych HK receptorti rozpoznavajicich cytokininy.
Zamérem, ktery vSechny tfi C¢asti volné spojuje, byla snaha o rozSifeni poznatki
0 aromatickych cytokininech, doposud malo prostudované skuping rostlinnych hormonti.

Aromatické cytokininy byly poprvé identifikovany v listech P. x canadensis (Horgan
etal. 1975; Strnad et al. 1992, 1994, 1997), ktery byl pro dalsi praci zvolen jako
nejvyhodnéjsi model. Na rozdil od fady dalSich organismil se u n¢j podatilo opakované
potvrdit pfitomnost 0T @ 0TR a navic bylo snadné ziskat Cerstvy rostlinny material.
Na zaklad¢ literarnich daji byl obsah aromatickych cytokininti, ale nikoliv jejich
2-methylthio- nebo methoxy- derivatl, analyzovan pomoci UHPLC-MS/MS také
ve vzorcich bunééné suspenzni kultury Ch. rubrum (Dolezal et al. 2002) a bakterie
A. tumefaciens (Tarkowska et al., 2003). Za danych kultiva¢nich podminek vsak nebyly
aromatické cytokininy detekovany. V laboratofi byly dostupné tifi kmeny bakterie
R. fascians produkujici 2-methylthio-cZ (Pertry et al. 2009), které byly pro zajimavost
analyzovany také, avSak s negativnim vysledkem. Domnélé sinice druhu P. viridis (zdména
vzorkil odesilatelem), které by mély aromatické cytokininy rovnéz obsahovat (Orddg et al.
2004), byly charakterizovany studentkou (Jufikova 2016). Aromatické cytokininy v nich
sice byly detekovany, ale jejich nizk4 koncentrace byla pro dalsi praci nevyhovujici.

Pro Spatnou dostupnost biologického materidlu nebo komplikovanou manipulaci s nim
byly rovnou vylouCeny dal§i organismy, u nichz se aromatické cytokininy v minulosti
podatilo detekovat. Jmenovité se jednalo o plody kaly (Chaves das Neves a Pais, 19803, b),
halky na rajceti zptusobené infekci A. tumefaciens (Nandi et al. 1989a, b), palmovy olej
(Jones et al. 1996) a nékteré druhy motskych tas (Stirk et al. 2003). Zna¢ného mnozstvi
meta-topolinu bylo také detekovano v nékolika kultivarech brambor péstovanych in vitro
(Baroja-Fernandez et al. 2002), ale tyto experimenty se jiz dfive nepodafilo Gspé$né

opakovat (Berkova 2012).
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Hladiny oT a oTR stanovené pomoci UHPLC-MS/MS v listech mladych stromu
P. x canadensis v 1ét¢ roku 2014 vykazovaly dynamiku v zavislosti na délce osvitu.
Mnozstvi 0T kulminovalo 2,5 hodiny a 0TR pak 7 hodin po vychodu Slunce, ob¢ ptiblizné
na hladin¢ 11 pmol g'1 FW. Toto mnozstvi faddoveé odpovidalo koncentraci aromatickych
cytokininti stanovené o rok pozdé¢ji ve vymladcich rodi¢ovského stromu (Jaworek et al.
2019b). Podobna dynamika hladiny 0TR v zavislosti na expozici stroml ¢ervenému svétlu
pak byla zaznamenana jiz nedlouho po jeho objevu (Hewett a Wareing, 1973). Ve vzorcich
listi dospélého topolu, které byly analyzovany v roce 2015, byl narast hladin mnohem
vyrazngj$i nez u stromi mladych — koncentrace oT stoupla 4 hodiny po osvitu az na uroven
250 pmol g™ FW (Jaworek et al. 2019a). Mnozstvi aromatickych cytokininii v listech téhoz
dospélého stromu se vSak v roce 2017 pohybovalo blizko limitu kvantifikace analytické
metody (Jaworek et al. 2019b). Znacna variabilita v hladinach cytokinin byla meziro¢né
I Vv ramci jedné sezony pozorovana také u pribuzného druhu Populus tremula (Edlund et al.
2017). V ptipad¢ koncentrace aromatickych cytokinintt ma vliv i stafi stromu.

Podatilo se potvrdit pilotni méfeni provedena Mgr. Katefinou Podlesakovou, Ph.D.
ukazujici, Ze 0TR je vazan v tRNA izolované z P. x canadensis. Po elektroforetické
analyze vzorkl izolované tRNA byly naagarosovém gelu po obarveni viditelné pasy
velikosti odpovidajici priblizné 250 bp (Obr. 11A), pficemz oéekavana velikost tRNA byla
do 100 bp. Tento problém byl konzultovan s Dr. Klausem von Schwartzenbergem
(University of Hamburg, Némecko), ktery se vénuje problematice cytokininii vazanych
v tRNA. Jeho vysvétlenim je, ze nepfitomnost denaturacnich podminek vedla k rozdilnému
chovani DNA markeru atRNA béhem elektroforetické separace. Problematika 0TR
vazaného v tRNA byla déale rozpracovdna ve spolupraci s kolegy, ktefi jej pozdéji
identifikovali také ve vzorcich z listd Populus deltoides, jednoho z rodicovskych druht
hybridniho topolu P. x canadensis. Dokonce se ukazalo, ze listy P. deltoides obsahuji
I znaéna mnozstvi volného 0T a 0TR podléhajici dynamice v zavislosti na délce osvitu.
Tyto zmény v hladinach volnych aromatickych cytokinini vSak nekorelovaly s mnozstvim
0TR vazaného v tRNA, jeho koncentrace zlstavala stabilni (Jaworek et al. 2019a). Zda se
proto nepravdépodobné, ze degradace tRNA je vyhradnim zdrojem OTR v topolu, jak je
tomu v piipadé cytokininti cZ-typu v Arabidopsis (Miyawaki et al. 2006).

71



V Cerstvé kalusové kultuie P. x canadensis byly detekovany piekvapivé vysoké
koncentrace BAP a jeho cukernych konjugatt, které vSak po nékolikerém pasédzovani zcela
vymizely. Existuje podezieni, Ze bdhem odvozovani kultury na pracovisti VULHM doslo
Kk jeji kontaminaci BAP. Alternativné ho kalusy mohly prestat produkovat v disledku
starnuti kultury. Nové kalusy se jiz z VULHM ziskat nepodafilo a snaha o jejich odvozeni
pfimo na pracovisti také nebyla UspéSna, experiment proto nemohl byt zopakovan.
Explantaty P. x canadensis po pienosu do in vitro podminek ztracely chlorofyl a brzy
umiraly.

Kalusy také obsahovaly 0T a 0TR, nicméné¢ jejich koncentrace byly fadove nizsi (méné
nez 1 pmol g* FW) neZ v listech mladych stromii. Toto mnoZstvi bylo pro dal§i préci
shledéno jako nedostatecné. Piivodnim zdmérem pii odvozovani kalusii totiz bylo nasledné
provedeni experimentli, béhem kterych mély byt ke kultute pfidavany rizné meziprodukty
rostlinného aromatického metabolismu. Ptipadné zabudovani radioaktivni znacky do oT
meélo umoznit identifikaci prekurzoru jeho postranniho fetézce. Pracovni hypotézou bylo,
ze prekurzorem je néktery z meziproduktl Sikimatové nebo navazujici fenylpropanoidové
drahy, které produkuji pravé aromaty substituované v polohach ortho nebo para (napf.
Macholan 2003). Byly proto stanoveny koncentrace vybranych fenolickych kyselin jakozto
indikatort, do jaké miry jsou tyto metabolické drahy v kalusech zachovany. Oproti listim
bylo mnozstvi fenolickych kyselin v kalusech dramaticky snizeno, coz mohlo mit vliv
na nizky obsah 0T a 0TR z divodu nedostupnosti potencialniho prekurzoru.

Cetné nezdary s in vitro kulturami topolu vedly k pfehodnoceni dalsiho postupu. Bylo
rozhodnuto charakterizovat topolové IPT. VSech devét PcIPT genli bylo klonovéano
a pfesna znalost jejich sekvenci néasledn€ umoznila analyzu jejich exprese a zhodnoceni
fylogenetické ptibuznosti s IPT dalsich rostlin. PcIPT3 obsahuje C-koncovy motiv CLVA,
ktery je u orthologu z Arabidopsis rozpoznavan farnesyltransferasou a ovliviiuje
subcelularni lokalizaci proteinti (Galichet et al. 2008). Silna exprese PCIPT3 v dospélych
listech a naopak nepfitomnost jeho transktipti v mladych listech je podobna jako v piipadé
SIIPT3 z rajéete (Zizkova et al. 2015). Paralogy PcIPT5 jsou piibuzné AtIPTS a AtIPT7,
které se u Arabidopsis zdaji byt méné vyznamné, jelikoz hladiny cytokininti zustaly u jejich

dvojitého mutanta nezménény (Miyawaki et al. 2006). Toto vsak u topolu pravdépodobné
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neplati, PCIPT5a byl nejsilnégji exprimovanym IPT genem v mladych listech a kofenech
a prislusny protein byl navic in vivo vysoce aktivni (Jaworek et al. 2019a).

Zatimco PcIPT6a je exprimovan jen velice slab¢, zna¢né mnozstvi transkripti PCIPT6b
bylo detekovano zejména ve kvétech P. x canadensis. Stejny expresni profil obou paralogt
IPT6 byl zaznamenan u P. tremula (Sundell et al. 2015) a P. trichocarpa (Yang et al.
2008), data z rozsahlé analyzy jejich genové exprese na Cipech lze prohlizet na portalu
PopGenlE (https://popgenie.org). Také AtIPT1, AtIPT4, AtIPT6 a AtIPT8, které patii
do stejné fylogenetické vétve jako PCIPT6, jsou exprimovany hlavné ve kvétech
Arabidopsis (Miyawaki et al. 2004). Paralogni geny PcIPT7 pak nebyly ve studovanych
organech exprimovany vibec nebo jen extrémné slabé, coz plati i pro P. tremula
a P. trichocarpa. Naopak PcIPT9 byl pomémé silné exprimovan napii¢ vSemi organy
vcetné kalusi, u kterych je exprese vSech ostatnich PCIPT velmi nizka. Divodem je nejspis
jejich kultivace na médiu obsahujicim tZ. Exogenni aplikace cytokinini vedla k negativni
regulaci exprese adenylatovych IPT, ale nikoliv tRNA IPT, také u Arabidopsis (Miyawaki
et al. 2004) a kukufice (Vyroubalova et al. 2009).

Piestoze vétsina PcIPT byla v E. coli exprimovana a identita pfislusnych proteint byla
ovéfena, PcIPT agregovaly do inkluznich télisek. Podobny problém se v minulosti podafilo
vytesit kultivaci E. coli za podminek osmotického stresu (Blackwell a Horgan, 1991),
v piipadé PcIPT vSak tento pfistup nepomohl. Nizkd rozpustnost rekombinantnich IPT
produkovanych v E. coli byla zaznamenana také napiiklad u nékterych enzymu z rajcete
(Zizkova et al. 2015). Kromé snahy o optimalizaci podminek kultivace a lyze bakteridlnich
bunék bylo bez zadouciho vysledku vyzkouseno 1 nékolik postupl solubilizace
a opétovného skladani rekombinantnich PcIPT. Pro nedostatek casu byla tato problematika
nakonec opusténa. V budoucnu je mozné vyzkouSet pouziti expresnich vektord, které
umoziuji koexpresi cilového genu s eukaryotnimi chaperony, nebo PcIPT produkovat
ve kvasinkach. Alternativné mohou byt vyzkouSeny jiné podminky purifikce nebo
solubilizace, napiiklad IPT z chmele pomohla stabilizovat ptitomnost ATP v dialyzacnim
pufru (Chu et al. 2010).

Funk¢nost casti PcIPT byla ovéfena in vivo po jejich estradiolem indukované expresi
Vv transgennich liniich Arabidopsis. Mij pfispévkem k této Casti prace byla kromé selekce

homozygotnich linii také ovéfeni pfitomnosti rekombinantnich PcIPT v indukovanych
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rostlindch a sledovani jejich fenotypu. Kolegové pak analyzovali expresi gent PcIPT
a zmény v hladinach cytokinini (Jaworek et al. 2019a). Vysledky se vzajemné dopliuji
a jsou proto diskutovany spole¢né. PCIPT9 byla schopna komplementovat fenotyp mutanta
atipt2 9, do kterého byla vnesena. Gen byl exprimovan i bez piedchozi indukce
estradiolem, kterd jeho expresi dale zvysila ptiblizné¢ 100x. Bazélni exprese PcIPT9 pied
indukci byla dostate¢na pro navraceni koncentrace iPR vazaného v tRNA na troven WT
rostlin. Koncentrace vazaného cZR vSak zustala oproti WT snizend. Za tuto modifikaci
nejspi$ odpovida hlavné PcIPT2, podobné jako je tomu u jejiho orthologu z Arabidopsis
(Miyawaki et al. 2006).

Nejveétsi nardst koncentraci isoprenoidnich cytokininii v¢etné CZR monofosfatu byl
pozorovan u linii exprimujicich PcIPT5a a oba paralogy PcIPT6 (Jaworek et al. 2019a).
Na trovni proteinti bylo detekovéno relativné malé mnozstvi PcIPT5a, coz ve spojitosti
s mnozstvim cytokininti Kvantifikovanych Vv pfisluSnych rostlinach ukazuje na jeho
vysokou aktivitu. Kontinualn¢ indukované rostliny nesouci geny PcIPT5a a PcIPT6a mély
také nejvyraznéjsi fenotyp, ktery odpovidal mutantim Arabidopsis nadexprimujicim
AtIPT8 (Sun et al. 2003). Rostliny mély velmi kratky primarni kofen bez vétveni,
zpomaleny vyvoj nadzemni ¢4sti a malé listy.

Zvysena hladina cytokininti cZ-typu byla ptekvapiva, nebot’ jejich vyhradnim zdrojem je
u Arabidopsis degradace tRNA (Miyawaki et al. 2006). Puvod postranniho fetézce cZ
pfitom neni znam, ale piimé zapojeni PcIPT5a nebo paralogti PcIPT6 do produkce cZ nelze
vyloucit. Je také mozné, Ze pti 1000x vysSich koncentracich iPR monofosfatu, nez jakeé jsou
bézné pro WT, dochazelo k jeho hydroxylaci v poloze cis doposud neidentifikovanym
cytochromem P450. Popsané CYP735A1 a CYP735A2 jsou totiZ stereospecifické a podili
se vyhradné na produkci cytokininti tZ-typu (Takei et al. 2004). Alternativni vysvétleni je
trans-cis isomerace tZR monofosfatu, ktery byl vindukovanych rostlinach linie
PclPT6a_8-3 piitomen v koncentraci 1015 + 61 pmol g FW. Takové mnozstvi miize
napomahat priab&hu isomerace v opaéném sméru, nez je preferovan (Bassil et al. 1993;
Hluska et al. 2017). Transgenni linie Arabidopsis nesouci gen PcIPT6a by mohly
v budoucnu poslouzit jako model pro objasnéni biosyntézy cZ.

V z4dné z transgennich linii nebyl detekovan oT a 0TR, at uz volny nebo véazany

v tRNA. Arabidopsis mize na rozdil od topolu postradat vhodny aromaticky prekurzor
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nebo dal§i enzymy nezbytné pro jeho transformaci na substrat PcIPT. Jejich ucast
na biosyntéze aromatickych cytokinini se vSak nezda pravdépodobna i s ohledem
na strukturu aktivniho mista. Modely PcIPT zkonstruované na zakladé struktury chmelové
IPT jako templatu ukazuji, ze vazb&é potencidlniho aromatického substratu by stéricky
branilo reziduum I1e220 (Obr. 14D).

Pritomnost 0T a 0TR v topolu vedla k rozhodnuti charakterizovat jeho HK receptory
a zjistit, jaka je jejich afinita k aromatickym cytokininim. Topol obsahuje celkem pét
cytokininovych receptord, zatimco Arabidopsis pouze tfi (Ueguchi et al. 2001). Jejich vétsi
pocet je diusledkem duplikace genomu u ¢éeledi vrbovitych, ze které v genomu topolu
dodnes ztstava piiblizné 8000 paralognich gent (Tuskan et al. 2006) v¢etné dvojic PCHK3
a PcHK4. Evoluce paralognich genti ¢asto vede k jejich funkéni diverzifikaci, coz se mohlo
stat v piipad¢ paralogh PCHK4, které¢ se zna¢né liSi svym expresnim profilem. Zatimco
PcHK4a byl podobné jako AHK4 (Higuchi et al. 2004) silné exprimovan v kofenech,
exprese PCHK4b byla celkové slaba s vyjimkou kvéta. PCHK2 a paralogy PcHK3 pak jsou
relativné silné exprimovany napii¢ v§emi studovanymi organy. Fylogeneticka analyza dale
ukazuje, Ze k sobé maji evoluéné blize nez k PCHK4. Expresni profil PCHK velmi dobie
koreluje s expresi receptorti jabloné, které byly studovany nedavno (Daudu et al. 2017).

Vsech pét PCHK genti se podatilo klonovat a exprimovat v E. coli v aktivnim stavu, coz
je pomérn¢ vzacné. Napiiklad AHK2 v tomto heterolognim expresnim systému béZné
nefunguje (Spichal et al. 2004; Stolz et al. 2011) a kompletni receptor byl charakterizovan
pouze v mikrosomalni frakci bun¢k tabaku (Lomin et al. 2015). Hodnoty Kp pro tZ se
u vSech topolovych receptorti pohybuji v rozmezi 1,5 — 5,0 nM podobné jako v ptipadé
Arabidopsis (Romanov et al. 2006; Lomin et al. 2015), fepky (Kuderova et al. 2015) nebo
brambor (Lomin et al. 2018). Obecné vysoka citlivost PCHK?2 k cytokininiim je srovnatelna
s ortholognim receptorem jablon¢ (Daudu et al. 2017). Podobn¢ jako PcHK3 vaze iP a iPR
relativné slab¢é naptiklad i AHK3 (Romanov et al. 2006), naopak vSechny receptory

z brambor maji k iP zna¢nou afinitu (Lomin et al. 2018).
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Jedinym rozdilem mezi vazebnym mistem PcHK4 a AHK4 je zdména Leu274 za lle
(¢islovani podle AHK4). Struktura vazebného mista PcHK2 se pak od AHK4 lisi navic
zamé&nami Tyr273 za His a zejména Ala345 za Ser (Obr. 23A), ktera umoznuje vznik nové
vodikové vazby s atomem dusiku cytokininové baze nebo hydroxylovou skupinou
pfipadného ribosidu. Tato dodatecna stabilizace vazby ligandu se u PcHK2 odréazi
na niz§ich hodnotach Kj, nez jaké byly stanoveny pro PcHK4 (Tab. 3). Oba paralogy
PcHK3 se od AHK4 1isi celkem péti zaménami ve vazebném misté, nicméné
nejpodstatné;si jsou Val315 za Ile a Ala345 za Ile (Obr. 23B). Pod rovinu tvofenou purinem
se tak dostavaji dvé podstatné vétsi rezidua, kterd prekazi vazbe cytokininu v pozici bézné
uAHK4 (Hothorn et al. 2011). Pravdépodobné dochazi k posunu ligandu blize
K postrannimu fetézci protilehlého Vall4l (Cislovani podle PcHK3a; zaména za Leu274
ve strukture AHK4). Vysledkem je destabilizace vazby a podstatné nizsi afinita vétSiny
studovanych cytokinini k PcCHK3 nez ke zbyvajicim tfem receptorim (Tab. 3). Tento rozdil
je nejvice patrny u slabé vazaného iP, zatimco afinita tZ k PcHK3 zistava velmi vysoka.
Vysvétlenim je pfitomnost hydroxylové skupiny na postrannim fetézci tZ a tZR, ktera tvofi

vodikovou vazbu s reziduem Thr317 a kompenzuje tim stéricky efekt obou Ile.

A M249 g7 B m2494
& ! mze Y Y273
(H140)

! V264 =~ M249

Obrazek 23 Porovnani struktur vazebného mista AHK4 (8edda) s modely PcHK2 (zelena; A)
a PcHK3a (modra; B). Modely byly vytvofeny pomoci serveru Swiss-model podle struktury
CHASE domény AHK4 (PDB ID: 3T4L) s navazanym tZ (Zlutd) jako templatu. Obrazky struktur
byly vygenerovany a editovany v programech PyMol a Inkscape. Cislovani rezidui se v obou
panelech tidi sekvenci AHK4; zdmény jsou zvyraznény Cervené a oznaceny Sipkou.
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Z aromatickych cytokinint je nejlepSim ligandem topolovych receptort mT se znacnym
odstupem nésledovany BAP, jejichz ptitomnost v topolu je vSak neprikazna. PcCHK?2 vaze
aromatické cytokininy nejlépe, coz plati i pro jeji orthology z fepky (Kuderova et al. 2015)
nebo Arabidopsis (Romanov et al. 2006; Lomin et al. 2015). VétSina studii rostlinnych
cytokininovych receptori nezahrnuje 0T ani 0TR, jelikoz jejich schopnost aktivovat HK je
obecn¢ velice nizkd (Spichal et al. 2004). Za fyziologickych podminek muze byt
potencialné schopna vazat oT jen PcCHK2 (K; =1100 + 118 nM) a ptipadné podstatné
slabgji jest¢ PcHK4b (K; =2820 + 346 nM). Koncentrace 0T V dospélych listech
P. x canadensis muze dosahnout koncentrace az 250 nM (Jaworek et al. 2019a), coz
v ptipadé¢ PcHK2 odpovida ptiblizn¢ 20% saturaci receptoru. Schopnost 0T aktivovat
cytokininovou signalizaci in vivo se v8ak nepodatilo prokazat (Jaworek et al. 2019b). Tyto
vysledky spole¢né s vyraznymi fluktuacemi hladin 0T a 0TR a pravdépodobné oddé€lenou
biosyntetickou drahou podporuji ptedpoklad, ze aromatické cytokininy maji v topolu jinou
funkci nez ty isoprenoidni (Strnad 1997).

Schopnost HK vézat cytokininové ribosidy byla zpochybnéna na zdklad¢ stanoveni
kinetickych parametri receptortt v mikrosomalni frakci rostlinnych bunék (Lomin et al.
2015). Kontaminace mikrosoml cytosolarnimi enzymy, které mohly ribosidy b&hem
inkubace modifikovat, vSak nebyla ovéfena. Autofi této studie dale argumentuji,
ze ve struktufe CHASE domény AHK4 neni pro ribosidy dostatek mista (Hothorn et al.
2011). Do svych tvah vSak nezahrnuli moznost indukovaného pfizplsobeni vazebného
mista ligandu. Podobné jako u CKX z kukufice muze navic pfi vazbé ribosidu dojit
k pietoCeni adeninové baze okolo osy tvoiené isoprenoidnim postrannim fetézcem (Malito
et al. 2004; Kopecny et al. 2016). Bylo tedy nutné ovéfit, zda jsou cytokininové ribosidy
skute¢nymi ligandy PcHK, nebo zda v prubéhu inkubace s kulturami E. coli dochazi
K jejich stépeni na volné baze piusobenim NRH. Mnozstvi ligandu navazaného na PcHK se
béhem dvouhodinové inkubace siPR neménilo, standardné délka inkubace pfi
kompeti¢nich testech pfitom byla pouhych 30 minut. Pokud by dochazelo
k vyrazngjsi hydrolyze iPR na iP, ktery ma k receptorim vyss$i afinitu, mnozstvi
navazaného ligandu by s ¢asem pozvolna rostlo (Obr. 21A). Pomoci UHPLC-MS/MS byla
stanovena koncentrace iP a iPR v reakéni smési. Mnozstvi detekovaného iP nebylo samo

0 sob& schopné vytésnit 50 % [3H]-tZ (pozorovana odezva), zbyvajicim ligandem tedy
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musel byt iPR (Obr. 21B,C). Receptory z Arabidopsis a kukufice jsou navic schopné vazat
iP fluorescen¢né znaCeny 7-nitrobenzofurazanem (iP-NBD), ktery je stejné jako ribosid
véazéan v poloze N° (Kubiasova et al. 2018).

Jednotlivé PcHK se vzajemné lisi pH optimem a mirou kinasové aktivity Vv zavislosti
na navazaném ligandu. Zatimco oba paralogy PcHK4 vazi cytokininy nejlépe ve slabé
kyselém pH, zbyvajici tfi receptory maji pH optima posunuta do neutralnich az slabé
bazickych hodnot. Ztoho je mozné usuzovat na jejich subceluldrni lokalizaci
Vv cytoplasmatické membran¢ (pH v apoplastu je ~5,5), respektive v endoplasmatickém
retikulu (Romanov et al. 2018). PcHK3b se pak vyznacuje vysokou kinasovou aktivitou
I bez pFitomnosti ligandu podobné jako jeho orthology z jabloné¢ (Daudu et al. 2017) nebo
AHK2 a AHK3 z Arabidopsis (Tran et al. 2007). Ty byly schopné komplementovat
kvasinkového mutanta sInl, ktery postrada ptislusny HK osmosenzor a za podminek
osmotického stresu hyne (Inoue et al. 2001), bez pfidani cytokininu do média. Mutantni
varianty receptoru AHK4 oznacované jako rock2 a rock3 jsou také aktivni konstitutivné
(Bartrina et al., 2017).

Pétici topolovych receptorti je mozné v budoucnu vyuzit napiiklad pro podrobnéjsi
studium vazby N°- substituovanych cytokininil, zejména iP-NBD, ktery neni hydrolyzovén
NRH. Pomoci cilené¢ mutageneze mohou byt identifikovana aminokyselinova rezidua
nezbytna pro vazbu ribosidii. Zajimavou moznosti je také krystalizace CHASE domény
nékterého z receptorti s navdzanym iP-NBD a nasledné urceni jeho struktury pomoci
rentgenoveé krystalografie. Znacnd homologie PcHK s receptory ovocnych stromt (jablon)
dale nabizi moznost jejich vyuziti pro testovani cytokininové aktivity latek s potencidlni
aplikaci v zemédélstvi. Tento koncept jiz byl ovéten pro dvojici novych inhibitort CKX
(Jaworek et al. 2019b).
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8 ZAVER

e Jako modelovy organismu pro studium aromatickych cytokinini byl vybran
Populus x canadensis (cv. Robusta). Komplikace spojené s jeho kultivaci in vitro
vSak znemoznily identifikaci prekurzoru postranniho fetézce 0T-typu cytokininu,
které topol produkuje a které jsou také soucasti jeho tRNA.

e Bylo klonovdno vsSech devét topolovych IPT genii. Produkce ptislusnych
rekombinantnich proteinii do rozpustné faze se v E. coli nezdafila z divodu jejich
agregace do inkluznich télisek.

e Funkcnost ¢asti PcIPT byla prokazana po jejich indukovatelné expresi v A. thaliana.
Transgenni linie nesouci geny pro PcIPT5a, PcIPT6a a PcIPT6b produkuji zna¢na
mnozstvi metaboliti iP a tZ. U téchto linii bylo ptekvapivé detekovéno také
zvySené mnozstvi CZ-typu cytokinint.

e Podafilo se klonovat vSech pét PCHK gent kodujicich cytokininové receptory, které
byly dale charakterizovany. VétSina cytokininti véetné aromatickych se nejsilnéji
vaze na receptor PCHK2.

e Byla ovéfena schopnost topolovych receptori vazat cytokininové ribosidy.
Jednotlivé receptory se lis§i ve svych pH optimech a mife kinasové aktivity bez
pritomnosti ligandu, kterd je nejvyrazngjsi u PcHK3b. Nejsilnéji je cytokininy
naopak aktivovana PcHK4a.
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DHZ
DMAPP
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HMBPP
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IPT
IPTG
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MEP
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MOPS
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MVA
NBD
NBT/BCIP
NRH
oT(R)
Pc

PUP
PVDF
RR

TCS
TDZ
tZ(R)
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Arabidopsis thaliana

benzyladenin (benzylaminopurin)
cytokinindehydrogenasa
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dihydrozeatin
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4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfat
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isopentenyladenin(ribosid)

isopentenyltransferasa

isopropyl-p thiogalaktopyranosid
cytokininribosid-5’-monofosfatfosforibohydrolasa (,,Lonely guy*)
methylerythritolfosfatova draha

2 (N morfolino)ethanesulfonova kyselina
3-(N-morfolino)propanesulfonova kyselina
meta-topolin

mevalonatova draha

7-nitrobenzofurazan

nitrotetrazoliova modt / 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat
nukleosid-N-ribohydrolasa

ortho-topolin(ribosid)

Populus x canadensis (cv. Robusta)

purinova permeasa

polyvinylidendifluorid

regulator odpovédi (,,response regulator)

systém dvou komponent (,,two-component system*)
thidiazuron

trans-zeatin(ribosid)

Vyzkumny ustav lesniho hospodafstvi a myslivosti
rostlina divokého typu (,,wild type®)
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Abstract

Main conclusion Isoprenoid and aromatic cytokinins occur in poplar as free compounds and constituents of tRNA,
poplar isopentenyltransferases are involved in the production of isoprenoid cytokinins, while biosynthesis of their
aromatic counterparts remains unsolved.

Cytokinins are phytohormones with a fundamental role in the regulation of plant growth and development. They occur natu-
rally either as isoprenoid or aromatic derivatives, but the latter are quite rare and less studied. Here, the spatial expression
of all nine isopentenyl transferase genes of Populus X canadensis cv. Robusta (PcIPTs) as analyzed by RT-qPCR revealed
a tissue preference and strong differences in expression levels for the different adenylate and tRNA PcIPTs. Together with
their phylogeny, this result suggests a functional diversification for the different PcIPT proteins. Additionally, the major-
ity of PcIPT genes were cloned and expressed in Arabidopsis thaliana under an inducible promoter. The cytokinin levels
measured in the Arabidopsis-overexpressing lines as well as their phenotype indicate that the studied adenylate and tRNA
PcIPT proteins are functional in vivo and thus will contribute to the cytokinin pool in poplar. We screened the cytokinin
content in leaves of 12 Populus species by ultra-high performance-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) and dis-
covered that the capacity to produce not only isoprenoid, but also aromatic cytokinins is widespread amongst the Populus
accessions studied. Important for future studies is that the levels of aromatic cytokinins transiently increase after daybreak
and are much higher in older plants.

Keywords Cytokinin - Expression - Isopentenyltransferase - Poplar - Topolin - tRNA
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iP NS-(2-Isopentenyl)adenine

iPR N®-(2-Isopentenyl)adenine riboside
IPT Isopentenyl transferase

Pc Populus X canadensis cv. Robusta
RMP Riboside 5’-monophosphate

T Topolin

TR Topolin riboside

zZ Zeatin

ZR Zeatin riboside

Introduction

Cytokinins are plant hormones that control a wide variety
of growth and developmental processes. Among other func-
tions, they induce cell division together with auxins (Skoog
and Miller 1957), regulate morphogenesis (Werner et al.
2001) and cambial development (Nieminen et al. 2008),
modulate activity of root, shoot and reproductive meristems
(Werner et al. 2001; Bartrina et al. 2011), and inhibit leaf
senescence (Gan and Amasino 1995). Cytokinins addition-
ally mediate responses to environmental stimuli, including
light conditions, drought and osmotic stress, availability of
some mineral nutrients, and interaction with pathogenic or
symbiotic microorganisms (Werner and Schmiilling 2009).
All the above effects are mediated via histidine kinase sign-
aling pathways (Suzuki et al. 2001). Interestingly, cytokinins
also occur in bacteria, fungi, worms, parasites, and insects
(Stirk and Staden 2010; Giron et al. 2013; Samanovic et al.
2015; Andrabi et al. 2018; Smant et al. 2018) and thus rep-
resent ancient signals that can function across kingdom bor-
ders (Schultz 2002; Schultz and Appel 2004). For instance,
they are present in gall-forming insect secretions (Elzen
1983) and are produced by plant pathogenic bacteria (e.g.,
Rhodococcus fascians; Stes et al. 2011) as well as fungi
(e.g., Fusarium species; Vrabka et al. 2019) where they play
a relevant role in pathogenicity by modulating the cytokinin
homeostasis of the host plant (Kabbara et al. 2018; Spallek
et al. 2018). In addition, cytokinins have been detected out-
side living cells in leaf litter and soil, fresh and marine water
(Stirk and Staden 2010). It is not clear, whether these are
breakdown products or secreted compounds fulfilling a sign-
aling role in the ecosystem (Robischon 2015).

Cytokinins are N®-subsituted adenine derivatives
(bases, ribosides or nucleosides) with either an isoprenoid
or an aromatic side chain. Isoprenoid cytokinins, com-
prising Nﬁ-(2-isopentenyl)adenine (iP), trans-zeatin (1Z),
cis-zeatin (cZ) and dihydrozeatin are ubiquitous in plants
(GajdoSova et al. 2011), but they are also produced by
algae, bacteria and some insects and nematodes (Stirk and
Staden 2010). Moreover, bacteria and eukaryotes carry
isoprenoid cytokinins as modified adenosines at position
37 in a subset of tRNAs of which the anticodon sequence
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starts with U. This modification is adjacent to the antico-
don region and stabilizes the anticodon—codon interaction
with mRNA (Persson et al. 1994). In contrast, the occur-
rence of aromatic cytokinins, such as Nﬁ—benzyladenine
(BA) and its hydroxy derivatives ortho- and meta-topolin
(oT and mT), is limited to few plant species including
calla, palm, and red goosefoot, but they are best studied in
poplar species (Strnad et al. 1997; Chaves Das Neves and
Pais 1980; Jones et al. 1996; Dolezal et al. 2002; Edlund
et al. 2017).

The key step in the biosynthesis of isoprenoid cytokinins
is the transfer of dimethylallyl diphosphate (DMAPP) or (E)-
4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl diphosphate (HMBPP)(Krall
et al. 2002) to the exocyclic amino group of either free or
tRNA-bound adenosine phosphate. The reaction is catalyzed
by two related dimethylallyl transferases, commonly referred
to as isopentenyl transferases (IPTs). Plant adenylate IPTs
(EC 2.5.1.27) utilize ADP or ATP as a substrate (Kakimoto
2001) and produce mainly iP-type cytokinins, which can fur-
ther be hydroxylated by cytochrome P450 monooxygenases
to tZ-type structures (Takei et al. 2004). tRNA IPTs (EC
2.5.1.75) are responsible for tRNA modification, the deg-
radation of which is the main source of c¢Z-type cytokinins,
at least in Arabidopsis thaliana (Miyawaki et al. 2006). The
crystal structure of the adenylate IPT from Humulus lupu-
lus has been solved (Chu et al. 2010), as well as that of
the tRNA IPTs from Saccharomyces cerevisiae (Zhou and
Huang 2008), Escherichia coli (Seif and Hallberg 2009),
Bacillus halodurans (PDB IDs: 2QGN, 3EXA) and Staphy-
lococcus epidermidis (PDB ID: 3D3Q). Cytokinins are
synthesized as inactive nucleotides that are activated by a
phosphoribohydrolase called ‘Lonely guy’ to the free bases
(Kurakawa et al. 2007). The conversion from nucleosides
to bases on the other hand is catalyzed by nucleosidases
(Kopecna et al. 2013). The cytokinin pool is controlled by
the combination of biosynthesis, activation, interconversion
to inactive forms, and irreversible oxidation by cytokinin
oxidase/dehydrogenases (Houba-Hérin et al. 1999; Morris
et al. 1999).

Although much is known about the metabolism of iso-
prenoid cytokinins (Frébort et al. 2011), the origin and fate
of aromatic cytokinins remain unexplained. In that context,
Populus X canadensis cv. Robusta can be considered as a
model organism as it has traditionally been used for stud-
ies on aromatic cytokinins. Indeed, oT (Strnad et al. 1992),
oT riboside (oTR) (Horgan et al. 1973; Hewett and Ware-
ing 1973), 0oT-9-glucoside (Strnad et al. 1994), and mT and
its sugar conjugates (Strnad et al. 1997) have been identi-
fied for the first time as naturally occurring compounds in
extracts of P. X canadensis leaves. P. X canadensis is a hybrid
cross of Populus deltoides and Populus nigra and all exist-
ing P. x canadensis cv. Robusta specimens are clones of the
original staminate tree.
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In this work, we wanted to better understand cytokinin
production in poplar. For the isoprenoid cytokinins, we
cloned the nine IPTs from P. X canadensis, determined
their expression in different poplar tissues by RT-qPCR,
and analyzed their phylogeny. Additionally, to demonstrate
their functionality, six out of nine /PT genes were expressed
in A. thaliana for protein production and phenotyping, and
their active site composition was examined. Finally, as an
essential step towards the identification of the genetic deter-
minants implicated in aromatic cytokinins biosynthesis, we
profiled the cytokinin content of various poplar accessions
and species to get insight into the occurrence of aromatic
cytokinins and the timing of their synthesis.

Material and methods
Biological material and growth conditions

Depending on the analysis, different types of samples were
collected. For the cytokinin analyzes, fully developed leaves
of the 12 poplar species were randomly harvested from the
lower part of the canopy of field-grown young suckers 4 h
after daybreak at the research station of the Forestry and
Game Management Research Institute (FGMRI; Kunov-
ice, CZ; 49°2'37"N, 17°25'27"E). Additionally, leaves of
mature Populus deltoides and Populus nigra trees were
used to assess the influence of age on cytokinin levels. For
the RT-qPCR experiments, samples of Populus X canaden-
sis cv. Robusta leaves, flowers and shoot meristems were
collected from trees growing in an urban environment
(Olomouc, CZ, 49°35'44"N, 17°25'27"E) and roots were
collected from twigs rooted in tap water for two weeks.
Calli of P. X canadensis were derived from dormant leaf
buds provided by Dr. Jana Mal4 (FGMRI, Jilovisté, CZ).
The calli was grown in a growth chamber at 23/21 °C (day/
night), with a 14-h photoperiod (140 pmol m~2 s~!) on MS2
medium with vitamins (Duchefa), pH 5.7, solidified by 0.7%
(w/v) plant agar (Duchefa) and supplemented with 2% (w/v)
sucrose, 10 mg L~! glutamine, 2 mg L~! glycine (Appli-
Chem, Darmstadt, Germany), 0.2 mg L~'tZ and 1.0 mg L!
2.4-dichlorophenoxyacetic acid (Duchefa). A subcultivation
was performed every 2 weeks.

The seeds of Arabidopsis thaliana (L.) Heyhn. accession
Col-0, both wild-type and atipt2 9 double knockout mutants
(kindly provided by Tatsuo Kakimoto, Osaka University,
Japan), were surface-sterilized with 70% (v/v) ethanol and
10% (w/v) sodium hypochlorite. They were germinated in
Petri dishes on MS2 medium, supplemented with 25 mg L™!
hygromycin B (Sigma-Aldrich) for homozygote selection
of the latter. The germination was synchronized by a 2-day
incubation at 4°C and the plates were then transferred to a

growth chamber set to 23/21°C (day/night) at a 16-h photo-
period (140 pmol m=2 s71).

Phenotyping of Arabidopsis wild-type, mutant, and trans-
genic lines was performed under the same growth condi-
tions. Seeds were germinated on vertically oriented plates on
MS2 medium with or without 5 pM 17-f-estradiol (Sigma-
Aldrich) and the primary root length and the overall mor-
phology of the plants were recorded 12 days later.

Cloning and expression analysis of poplar IPTs

The gene-specific primers used for PCR amplification of
the nine P. X canadensis genes, abbreviated as PcIPTs, are
provided in Table S1. Total RNA was extracted from the
different plant tissues using the RNAqueous isolation kit
(Thermo Fisher Scientific) and treated with Turbo DNase
(Thermo Fisher Scientific). cDNA was synthesized by Pro-
toScript II reverse transcriptase (NEB) and used for PCR
amplification by Q5 DNA polymerase (NEB). Only PcIPT7a
and PcIPT7b, which carry an intron, were cloned directly
from genomic DNA purified by DNeasy Plant kit (Qiagen).
Their introns were removed by PCR and the plasmid con-
structs were religated. All IPT sequences were cloned in a
Zero Blunt vector (Thermo Fisher Scientific), transformed
into NEB 5-alpha competent E. coli cells and sequenced.

For the expression analysis, cDNAs from the different
plant tissues and calli of P. X canadensis were synthesized
by RevertAid H Minus reverse transcriptase using ran-
dom hexamer primers (Thermo Fisher Scientific). RNA
from two biological replicates was transcribed in two
independent reactions. The subsequent RT-qPCR analysis
of each cDNA was performed in triplicate on a QuantS-
tudio 5 real-time PCR system (Thermo Fisher Scientific).
The reaction mixture contained 250 nM TagMan 6-FAM
TAMRA probe, 300 nM of both primers, ROX Reference
Dye (Thermo Fisher Scientific), and MyTaq Mix (Bioline,
London, UK). The primers and TagMan probes (Table S2)
were designed using Primer Express 3.0 software (Thermo
Fisher Scientific). Plasmid constructs carrying the ORFs of
the PcIPT genes were used as templates for the determina-
tion of PCR efficiencies of the designed probes and primer
pairs as well as to verify their specificity. Cycle threshold
values were normalized with respect to the amplification
efficiency and two housekeeping genes, poplar ubiquitin
extension protein 1 (UBQ1, Gene Bank XP_002318470)
and a-tubulin 2 (TUA2, XP_002303998) which were cloned
from P. X canadensis and sequenced.

Phylogenetic analysis of adenylate IPTs
The amino acid alignment of the adenylate IPT sequences

was performed with T-Coffee (Notredame et al. 2000),
treated with Gblocks (Castresana 2000) and then a maximum
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likelihood phylogeny plus bootstrap analysis was done with
PhyML v3.0 using the LG amino acid replacement matrix
(Guindon et al. 2010). The following unpublished sequences
(provided with their abbreviations and Phytozome ID num-
bers) were retrieved by a BLAST search from Phytozome
v12.1 (https://phytozome.jgi.doe.gov/): Spirodela pol-
yrhiza (SpipoIPT1: Spipo12G0008100), Aquilegia coerulea
(AcIPT1: Aqcoe3G036000.1, AcIPT3: Aqcoe2G331600.1),
Amaranthus hypochondriacus (AhIPT3: AHYPO_002878-
RA, AhIPTS5a: AHYPO_003836-RA, AhIPT5b:
AHYPO_007916-RA, AhIPT5c: AHYPO_019779-
RA), Kalanchoe laxiflora (KIIPT1a: Kalax.0037s0153.1,
KIIPT1b: Kalax.0509s0007.1, KIIPT1c: Kalax.0101s0038.1,
KIIPT1d: Kalax.0124s0069.1, KIIPT1e: Kalax.0216s0012.1,
KIIPT1f: Kalax.0543s0031.1, KIIPT3: Kalax.0039s0028.1,
KI1IPT4: Kalax.0038s0074.1, KIIPT5a: Kalax.0111s0027.1,
KIIPT5b: Kalax.0313s0034.1), Eucalyptus grandis (EgIPT3:
Eucgr.K03385.1, EgIPT5a: Eucgr.B01146.1, EgIPT5b:
Eucgr.H03602.1, EgIPT7: Eucgr.G00473.1), Manihot
esculenta (MelPT3a: Manes.01G209100.1, MeIPT3b:
Manes.05G074300.1, MelPT5a: Manes.03G185000.1,
MelIPT5b: Manes.15G022800.1, MelPT6a:
Manes.06G067100.1, MeIPT6b: Manes.14G103300.1,
MelIPT7: Manes.15G148500.1), Ricinus communis
(RcIPT3: 28153.m000272, RcIPTS5: 29844.m003302,
RcIPT6: 30066.m000705, RcIPT7a: 29851.m002452,
RcIPT7b: 29851.t000086), Salix purpurea (SpIPT3:
SapurV1A.0053s0620.1, SpIPT5a: SapurV1A.0022s0170.1,
SpIPT5b: SapurV1A.0656s0190.1, SpIPT6a:
SapurV1A.0079s0060.1, SpIPT6b: SapurV1A.0078s0330.1,
SpIPT7: SapurV1A.0576s0130.1), Citrus sinensis (CsIPT3:
orangel.1g020775m, CsIPTS5: orangel.1g020362m,
CsIPT7: orangel.1g044048m), Gossypium rai-
mondii (GrIPT3a: Gorai.004G082600.1, GrIPT3b:
Gorai.007G135400.1, GrIPT3c: Gorai.007G147200.1,
GrIPTS5: Gorai.011G169700.1, GrIPT6a:
Gorai.009G347400.1, GrIPT6b: Gorai.012G122700.1,
GrIPT7: Gorai.004G259100.1), and Brassica rapa
(BrIPT3a: Brara.104365.1, BrIPT3b: Brara.D00029.1,
BrIPT5a: Brara.JO1679.1, BrIPT5b: Brara.B00796.1). Only
a portion of all IPT sequences from A. hypochondriacus,
E. grandis, C. sinensis and B. rapa was used to refine the
tree without increasing its complexity too much.

The published IPT sequences comprise those from
Oryza sativa (OsIPTs; Sakamoto et al. 2006), Zea mays
(ZmIPTs; Brugiere et al. 2008; Vyroubalova et al. 2009),
Solanum lycopersicum (S1IPTs; Matsuo et al. 2012),
Vitis vinifera (VvIPTs; Frébortova et al. 2015) with one
extra sequence retrieved from Phytozome (VVIPT6b:
GSVIVTO01011107001), Populus x canadensis (PcIPTs),
A. thaliana (AtIPTs; Kakimoto 2001; Takei et al. 2001),
and Prunus persica (PpIPTs; Immanen et al. 2013). The IPT
sequence of Humulus lupulus was retrieved from UniProt
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(https://www.uniprot.org/) (HIIPT: QSGHF7) (Chu et al.
2010).

Inducible expression of poplar IPTs in Arabidopsis
thaliana

The ORFs of PcIPTs were PCR amplified from the Zero
Blunt constructs, fused with a C-terminal Myc tag (con-
tained within the primer sequences; Table S1) and cloned
into the cloning vector pPENTR2B (Thermo Fisher Scien-
tific). Because the protein sequence of PtIPT3 carries a
putative farnesylation motif at the C-terminus, the Myc
tag was fused with the protein N-terminus in this case. The
ORFs were then subcloned under control of an estradiol-
inducible promoter in the binary vector pMDC7 (Curtis
and Grossniklaus 2003) using Gateway LR cloning. The
final pMDC?7::PcIPT constructs were introduced into Agro-
bacterium tumefaciens strain GV3101 and infiltrated into
A. thaliana using the floral-dip method. The constructs
for tRNA PcIPT2 and 9, were introduced into the atipt2 9
double knockout, while the adenylate PcIPTs were trans-
formed into the wild-type A. thaliana Col-0 background. T1
seedlings were selected on hygromycin B (Sigma-Aldrich)
and the presence of the transgenic cassette was confirmed
by PCR. In the next generations, single transgene insertion
lines (75% survival ratio) and subsequently homozygous
lines (100% survival ratio) were selected on hygromycin
B and further used. Three-week-old seedlings grown on
MS2 medium with vitamins (Duchefa) at pH 5.7 solidified
by 0.7% plant agar (Duchefa) and supplemented with 2%
sucrose were sprayed with 5 pM 17-B-estradiol (Sigma-
Aldrich) in 0.1% Tween 20. After 24 h of induction, entire
seedlings were snap frozen in liquid nitrogen and stored at
— 80 °C. For RT-qPCR experiments, RNA was extracted
from each homozygous line (3—4 plants per /PT construct).
The protein expression was verified by Western blot analysis
(see Supplemental Material and methods). The membrane
was incubated with an anti-Myc tag antibody, clone 4A6
(diluted 5000 x; Merck; Cat. # 05-724) for 1 h and probed
using the goat anti-mouse IgG (H + L) alkaline phosphatase
conjugate (diluted 10,000 x; Thermo Fisher Scientific; Cat.
# A16069).

Accession numbers

The IPT sequences from P. X canadensis were submitted to
GenBank under the accession numbers KU319560 (PcIPT2),
KU319561 (PcIPT9), KU319566 (PcIPT3), KU319564
(PclIPT5a), KU319565 (PcIPT5b), KU319562 (PcIPT6a),
and KU319563 (PcIPT6b). Sequences of PcIPT7a and
PcIPT7b were not submitted because they were not cloned
from cDNA.
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Cytokinin purification and analysis

Free cytokinins were isolated and purified as outlined by
Bar et al. (2016). Briefly, plant tissue (100 mg) was homog-
enized in 1 mL ice-cold Bieleski solution (methanol—-chloro-
form—formic acid-water; 12:5:1:2) and after 12 h of extrac-
tion in the presence of 3 pmol of heavy-labeled standards
(*H,-N®-BA, *H,-N°®-BAR, '°N,-MemT, >N ,-mT "*N,-m-
T9G, '"N,-mTR, ’N,-oT "N,-0T9G, "N ,-0TR, °N,-pT
"N,-pT9G, N,-pTR, 1*Cs-1Z, 3Cs-cZ *H,-DHZ, *Hg-iP,
’Hg-iPRMP, *H;-1ZRMP, *Hs-cZRMP “H,-DHZRMP, °H,-
NS-BARMP, *H,-iPR, *H-tZR, *Hs-cZR *H;-DHZR, *H-
iPRMP, *Hs-1Z9G, *Hs-cZ9G *H;-DHZ9G, *H,-N°-BAR9G)
(O1ChemIm, Olomouc, CZ), cytokinins were isolated by
solid-phase extraction (SPE) with a strong cation exchanger
(Agilent Technologies). Eluates were concentrated in vacuo
at 37 °C. Cytokinins were analyzed via UHPLC-MS/MS
(LCMS-8050, Shimadzu) according to Novak et al. (2008).
Data were processed by the standard isotope dilution method
(Rittenberg and Foster 1940).

tRNA-bound cytokinins were isolated as outlined by
Frébortova et al. (2017). Briefly, tRNA was isolated from
100 mg of frozen plant tissue, hydrolyzed with 2 M KOH,
and dephosphorylated using FastAP alkaline phosphatase
(Thermo Fisher Scientific). After dephosphorylation, heavy-
labeled cytokinin standards were added and the cytokinins
were isolated by SPE with C18 cartridge (Agilent Technolo-
gies). Eluates were concentrated in vacuo at 37 °C and ana-
lyzed via UHPLC-MS/MS. All cytokinin quantitations were
carried out in three technical replicates.

Results

Cloning and expression profile of the IPT genes
in Populus x canadensis cv. Robusta

To explore isoprenoid cytokinin biosynthesis in poplar, we
first set out to clone the nine /PT genes of P. X canadensis
(indicated as PcIPT; Table 1), whereas seven PcIPTs were
successfully cloned from cDNA, PcIPT7a and PcIPT7b
which contain an intron, had to be cloned from genomic
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Fig.1 Expression profiles of the nine /PT genes of P.xcanaden-
sis in various organs and tissues. The heat map represents transcript
levels detected in 1 ng of total RNA given as a color-coded scale of
the log,-ratios from the lowest (blue) to the highest (red) values; the
gray color indicates that the expression of the respective gene was not
detected

Table 1 Nomenclature of

; Gene name GenBank accession Phytozome ID Chromo- Number of Number of
P.X canadensis IPT genes P. trichocarpa some # exons amino acids

PcIPT2 KU319560 Potri.009G147600 9 10 495

PcIPT9 KU319561 Potri.001G376600 1 11 445

PcIPT3 KU319566 Potri.014G139300 14 1 326

PcIPT5a KU319564 Potri.008G202200 8 1 328

PcIPT5b KU319565 Potri.010G030500 10 1 327

PcIPT6a KU319562 Potri.008G121500 8 1 360

PcIPT6b KU319563 Potri.010G123900 10 1 368

PcIPT7a N/A Potri.004G150900 2 333

PcIPT7b N/A Potri.008G033300 8 2 335

The table includes GenBank accession numbers and Phytozome ID numbers for the respective
P. trichocarpa orthologs with their chromosome location and exon numbers
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DNA and the introns were removed by PCR. Then, based
on the obtained PcIPT sequences, primers and probes were
designed to determine the expression level of the nine /PT
genes in different tissues and organs of P. X canadensis using
RT-qPCR (Fig. 1; Table S3).

Of all PcIPT genes, the tRNA PcIPT9 was the most
abundantly expressed in all tested tissues and organs, while
the second tRNA PcIPT2 was much less abundant (Fig. 1).
With the exception of PcIPT9, all other PcIPTs were down-
regulated in callus cultured on medium supplemented with
the #Z. Transcripts of PcIPT3 were highly abundant in fully
developed leaves and leaf buds, whereas the expression of
the two paralogs PcIPT5a and PcIPT5b was high in both
young and developed leaves and also in roots. PcIPT6b was
highly expressed in flowers and leaf buds, while its paralog
PcIPT6a was only weakly or not expressed in most samples.
Expression of PcIPT7a and PcIPT7b was the lowest of all
PcIPTs. PcIPT7a was not expressed at all while only few
gene copies of PcIPT7b were detected in flowers, roots and
calli.

Phylogenetic analysis and active site comparison
of the IPT sequences of P. x canadensis

To examine their evolutionary relationship, a comprehen-
sive phylogenetic analysis was performed of the adenylate
IPT sequences from P. X canadensis and 17 other plant
species (Fig. 2). There was a minor difference between the
IPT sequences from P. X canadensis obtained in this work,
and those from P. deltoides (genome pre-release v2.1) and
P. trichocarpa (genome release v3.0; Tuskan et al. 2006)
(Table S4), but this was without consequences for the amino
acid composition of their active sites (data not shown). For
the PcIPT7 genes two peculiarities were noted. First of all,
the IPT7 genes found in poplar, Manihot esculenta, Pru-
nus persica and Ricinus communis contained an intron,
which is highly uncommon among adenylate /PTs. Second,
in the phylogenetic tree, the PcIPT7-containing clade did
not cluster together with other dicot IPTs, but exhibited
the closest relationship with one of the two subgroups of
monocot [PTs. PcIPT3 was the only PcIPT that contained a
C-terminal CLVA motif recognized by plant farnesyl trans-
ferases (Galichet et al. 2008). This motif was missing in the
remaining IPTs from the IPT3 clade, except for the related
IPT3 from Salix purpurea and that of A. thaliana. The clade
containing both PcIPT5 proteins also comprised AtIPTS and
AtIPT7, while PcIPT6 paralogues clustered together with
four IPTs from A. thaliana, namely AtIPT1, AtIPT4, AtIPT6
and AtIPTS. The PcIPT6 clade also comprised HIIPT from
hops (Humulus lupulus) for which the crystal structure is
known, allowing a more detailed analysis (Chu et al. 2010).
Both PcIPT6 proteins displayed ~60% identity and ~80%
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similarity to HIIPT. The similarities of remaining PcIPTs
are shown in Table S5.

The active sites of the P. X canadensis IPTs were mod-
eled by the Swiss-model program (Waterhouse et al. 2018)
using the crystal structure of HIIPT as a template (PDB
ID: 3A8T). From the sequence alignment it was clear that
the active site residues were highly conserved among the
eight adenylate IPTs, whereas the two tRNA IPTs displayed
numerous substitutions at both the DMAPP and ADP/ATP
binding sites (Fig. 3a). To predict the impact of the few
substitutions in the adenylate PcIPTs on their conformation
and substrate interaction, their model was superposed on the
HIIPT structure. Concerning the ADP/ATP binding site, the
substitution of Lys220 to arginine, which occured in all but
the PcIPT6 proteins, did not lead to a conformational change
(Fig. 3b). Both PcIPT7 proteins had two additional substitu-
tions at the positions of Met64 (to Ile) and Ser131 (to Arg).
While the first substitution, which also occured in PcIPT6b,
did not change the nonpolar character of the interaction with
the adenine moiety of ADP/ATP, the second one, which was
unique to IPT7, could positively affect the affinity for ADP/
ATP via a salt-bridge interaction with the phosphate moiety
(Fig. 3b). Comparison of the ADP/ATP binding sites of the
99 plant adenylate IPTs used for the phylogenetic analysis
illustrated that the residues at positions 64, 131 and 220
were indeed less conserved for their interaction with ADP/
ATP (Fig. 3c).

Because the DMAPP binding site was highly con-
served, we deduced the putative binding of DMAPP in the
PcIPTs by superposing the model of the tRNA IPT from
Saccharomyces (PDB ID: 3EPL) with that of HIIPT. The
second phosphate of the superposed DMAPP overlapped
with the phosphate moiety that was co-crystalized within
HIIPT structure. A comparison of the DMAPP binding sites
showed that substitutions especially occured at positions
40, 41 and 44 (Fig. 3c). As the second phosphate group
of DMAPP establishes hydrogen bonds to the main chain
nitrogen atoms of residues 40—44, the side chain variations
should have minimal effects on DMAPP binding (Fig. 3d).
The PcIPT7 proteins had a substitution at Gly40 to Ala and
both PcIPT6 proteins had two substitutions, first at Thr41 to
Cys and second at Ser44 to Thr (Fig. 3a). When the HIIPT
crystal structure and the PcIPT structure models are consid-
ered, based on this analysis, it is unlikely that an aromatic
substrate different from DMAPP would fit the active site
cavity due to steric hindrance of Ile222. (Fig. 3d).

Heterologous expression of PcIPTs

With the nine PcIPT genes cloned, we introduced them
in an appropriate vector for protein production and puri-
fication in E. coli (see Supplemental Material and meth-
ods). Except for PcIPT9, protein bands with molecular
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Fig.2 An unrooted maximum likelihood phylogenetic tree of 99 ade-
nylate IPT amino acid sequences from 18 plant species. PcIPTs are
highlighted in red and the internal labels give bootstrap frequencies
for each clade. Plant species abbreviations are as follows: Ac=Aqui-
legia coerulea, Ah=Amaranthus hypochondriacus, At=Arabidop-
sis thaliana, Br=Brassica rapa, Cs=Citrus sinensis, Eg=Euca-

weight estimates corresponding to the respective IPTs
were detected in crude extracts of the bacterial lysates
(Fig. Sla). However, it was not possible to purify active
IPTs from the soluble protein fraction or to resolubilize
and refold the proteins from inclusion bodies. Solubiliza-
tion of these inclusion bodies and subsequent Western blot
analysis supported the expression of the genes (Fig. S1b)
and the immuno-detected bands were in-gel digested and
analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry (see Sup-
plemental Material and methods), confirming their identity
as the respective IPTs (Table S6). As none of the applied
approaches led to functional proteins we were unable to
analyze PcIPTs enzyme kinetics in vitro.

—
0.2

lyptus grandis, Gr=Gossypium raimondii, Hl=Humulus lupulus,
Kl=Kalanchoe laxiflora, Me = Manihot esculenta, Os = Oryza sativa,
Pp=Prunus persica, Rc=Ricinus communis, Sp=_Salix purpurea,
Sl=Solanum lycopersicum, Sp=Spirodela polyrhiza, Vv = Vitis vin-
ifera, Zm =Zea mays

Despite this setback, to be able to explore the IPT activ-
ity of the adenylate PcIPTs after all, we continued to assess
their in vivo functionality through overexpression in A. thali-
ana accession Col-0 under the estradiol-inducible promoter.
Additionally, the two tRNA PcIPTs were transformed into
the atipt2 9 double knockout mutant to verify functional
complementation. New constructs were prepared for all
PcIPT genes providing them with a C- or N-terminal Myc
tag and these constructs were introduced into Arabidop-
sis via Agrobacterium-mediated floral-dip transformation.
Although the procedure was not successful for PcIPT2,
PcIPT7a and PcIPT7b, homozygous lines in the Col-0 back-
ground carrying a single transgenic insertion were obtained
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Fig.3 Analysis of the amino acid residues in the active sites of pop-
lar IPTs. a Alignment of the PcIPTs with the HIIPT sequence. Cata-
lytic residues are highlighted in red. b Conservation of the ADP/
ATP binding sites in models of PcIPT6a and PcIPT7b constructed by
Swiss-model using the crystal structure of HIIPT (PDB ID: 3A8T) as
a template. Unconserved residues between IPTs are labeled using the
structure colors. HIIPT is colored in gray, IPT6a is yellow and IPT7b
is purple. ¢ Overall conservation of DMAPP and ATP binding sites
in 99 plant adenylate IPTs. The Weblogo was generated from the

for PcIPT3, PcIPT5a, PcIPT5b, PcIPT6a, and PcIPT6b and
in the mutant background for PcIPT9. Analysis of their tran-
script levels by RT-qPCR before and after induction showed
that in nearly all lines a leaky expression occurred before
induction, which was the highest for line /PT3_2-4 with
1446 +414 gene copies per ng of RNA (Fig. 4a). Neverthe-
less, the expression of all PcIPTs could be strongly activated
by a 24 h-treatment with 17-p-estradiol with induction levels
ranging from 90- to 3600-fold for the lines Pc/PT5b_3-1 and
PcIPT6a_7-9, respectively. Western blot verification of the
PcIPT gene translation into proteins indicated that, whereas
PcIPT9 and both PcIPT6 paralogs were highly expressed,
protein production of PcIPT5a/b and PcIPT3 was weak
(Fig. 4b).
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sequences used for the phylogenetic analysis. Catalytic residues are
marked with asterisks. d Conservation of the DMAPP binding sites
in models of PcIPT5a (cyan) and PcIPT7b (purple) constructed by
Swiss-model using the crystal structure of HIIPT (gray) as a template.
The black colored DMAPP molecule is superposed from the Saccha-
romyces tRNA IPT structure (PDB ID: 3EPL), hydrogen bonds are
shown only for the second phosphate as given in the HIIPT structure.
Numbering in all panels follows the sequence of HIIPT

To assess their role in cytokinin production, the isopre-
noid cytokinin content of the transgenic plants was analyzed
before and after estradiol induction. We noted that estradiol
treatment of both wild-type Col-0 plants and the atipt2 9
double knockout mutant decreased the concentration of all
free cytokinins (Table 2). As expected, of all transgenic
lines, the lowest alteration in free cytokinin levels was
recorded for the lines expressing the tRNA PcIPT9. In the
PcIPT3 transgenic lines, the low protein level (Fig. 4b) cor-
related well with the very mild increase in the cytokinin
content. Similarly, the intermediate increase in cytokinin
concentration in the PcIPT5b transformants (Table 2) was
in line with their moderate PcIPT5b expression and low pro-
tein level (Fig. 4b). On the other hand, the estradiol-induced
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Fig.4 Heterologous expression of PcIPTs in A. thaliana. a Number
of gene copies (GC) per ng of total RNA determined by RT-qPCR
(threshold set to 100) and represented in a log-10 scale before (black
bars) and after (gray bars) a 24 h-induction with 5 pM 17-f-estradiol.
The tRNA PcIPT9 was introduced in the atipt2 9 mutant background,
whereas the adenylate PcIPTs were introduced in the wild-type Col-0
background. b Western blot analysis of IPT proteins visualized by
the anti-Myc tag antibody and the reaction of conjugated alkaline
phosphatase with NBT/BCIP. ¢ Representative examples of con-
trol (WT Col-0, atipt2 9) and transgenic PcIPT plants grown in the
absence (ctrl) or presence (induced) of 17-p-estradiol in the cultiva-
tion medium. The pictures were taken 12 days after germination. Red
arrows indicate the length of the primary roots. d Quantification of
the primary roots lengths of the wild-type, mutant, and transgenic
plants (n=6 plants per line) grown in the absence (black bars) or
presence (gray bars) of inducer

expression of PcIPT5a, PcIPT6a, and PcIPT6b caused a
dramatic increase in the level of the cytokinin nucleotides
iPR 5’-monophosphate (iPRMP) and tZRMP. Expectedly, as

a consequence of these high amounts of IPT primary prod-
ucts, highly elevated concentrations of the other cytokinin
metabolites, in particular the ribosides and free bases, were
found as well (Table 2). Although for PcIPT6a_7-9 and
PcIPT6a_8-3 tZ levels of 7.5+ 0.6 and 16.2+0.5 pmol g~
FW were recorded, respectively, in all other cases the free
bases of the Z-type cytokinins were below the limit of
quantification.

Because cytokinins in plants not only occur as free
compounds, but are also a component of tRNA, we also
determined the concentration of tRNA-bound cytokinins.
While iPR and ¢ZR were undetectable in the atipt2 9
knockout mutant, wild-type Arabidopsis plants reached
1.2-2.0 pmol pg~! tRNA-bound iPR and 9.6-11.2 pmol pg™"
tRNA-bound c¢ZR. The transgenic PcIPT9 lines contained
1.4-2.0 pmol pg~! tRNA-bound iPR and 2.1-2.8 pmol pg™"
tRNA-bound cZR. The differences before and after estradiol
induction were minor (and included in the mentioned con-
centration ranges).

We additionally analyzed the aromatic cytokinin con-
tent in all generated PcIPT transgenic Arabidopsis lines,
but neither free nor tRNA-bound aromatic cytokinins were
detected.

Finally, to evaluate the effect of the PcIPT transgenes on
Arabidopsis growth and development, the transgenic lines
with the most prominent transgene expression together with
wild-type plants and the atipt 2 9 mutant were grown on
MS2 medium with or without 5 pM 17--estradiol (Fig. 4c,
d). After 12 days of cultivation, inducer treatment did not
provoke significant differences in root length and plant mor-
phology of both non-transgenic control plants. However,
the shorter root length and the less developed shoot phe-
notype of the atipt 2 9 mutant was reverted in the PcIPT9
line, even in the absence of inducer. Additionally, induction
of PcIPT5a and PcIPT6a resulted in extreme phenotypes
typically associated with excess cytokinins, including an
extremely short primary root, the absence of lateral roots,
the under-development of the shoot, and smaller leaves.

Cytokinin profiling in different poplar accessions

Since nothing is known about aromatic cytokinin biosyn-
thesis, as a first step towards the identification of the genetic
determinants involved, we set out to identify the most suit-
able poplar model synthesizing both isoprenoid and aro-
matic cytokinins. To establish the best timing for sampling,
aromatic cytokinin levels were measured in fully expanded
leaves harvested from mature P. X canadensis cv. Robusta
at several time points during a day. As shown in Fig. 5a, a
time-dependent accumulation of aromatic cytokinins was
observed, with the highest levels of oT (253 pmol g~! FW)
and oTR (156 pmol g~! FW) occurring 4 h after daybreak.
In contrast, only negligible temporal variations in the levels
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Table 2 Content of free
isoprenoid cytokinins

Cytokinin concentration (pmol g~! FW)

before (ctrl) and after (est) iPRMP iPR iP tZRMP tZR cZRMP cZR

17-p-estradiol-induced

expression of poplar PcIPT WT_ctrl 6.0+06 13+02 04+0.1 14+40 58+06 34+05 0.9+0.1

genes in A. thaliana atipt2 9 WT_est 3.8+04 0.6+0.1 02+0.1  94+12 24+02 23+04 0.5+0.1

(tRNA. PcIPT) or wild-type atipt 2 9_ctrl 101413 29405 1.0402 104+17 63+09 nd. nd.

Col-0 background (all adenylate :

PeIPTy) atipt 2 9_est 67408 13+03 06+01  72+06 24+03 nd n.d.
PcIPT9_21-6_ctrl 7.6+0.1 04+0.1 0.3+0.1 40+15 3.0+0.2 nd. 0.1+0.1
PcIPT9_21-6_est 35+08 03+0.1 03+0.1 49+16 39+03 04=+0.1 0.1+0.1
PcIPT9_21-10_ctrl 54+0.6 05+03 nd. 59493 43+14 nd 0.1+0.1
PcIPT9_21-10_est 3.6+0.2 02+0.1 04+02 17+42 13+0.1 05+02 0.1+0.1
PcIPT3_7-7_ctrl 78+0.6 0.8+0.1 0.3+0.1 16+1.0 57+06 24+04 0.7+0.1
PcIPT3_7-7_est 87+04 0.7+02 03+0.1 17+3.6 34+03 37+12 05+0.1
PcIPT3_7-9_ctrl 75+03 0.6+0.1 0.3+0.1 16+0.1 4.6+02 29+1.1 0.7+0.1
PcIPT3_7-9_est 81+0.2 0.7+0.1 03=+0.1 15+15 3.0+0.7 3.0+02 0.6+0.1
PcIPT5a_1-1_ctrl 7.1+£05 05+0.1 0.3+0.1 16+4.6 14+04 28+08 04=+0.1
PcIPT5a_1-1_est 1841 +87 45+ 17 97+10 206+53 33+49 148+3.0 0.8+0.1
PcIPT5a_13-10_ctrl 6.8+04 05+0.1 0.3+0.1 15+£1.0 29+0.1 2.6+04 04+0.1
PcIPT5a_13-10_est  1599+63 32+45 62+1.8 188+7.3 46+1.8 12+0.6 09+0.2
PcIPT5b_3-2_ctrl 7.5+04 1.0£0.2 04+0.1 15+0.5 4.8+03 2.7+08 0.7+0.1
PcIPT5b_3-2_est 249+13 6.3+0.8 9.5+0.1 21+4.2 3.0+£0.5 2.7+03 0.6+0.1
PcIPT5b_5-8_ctrl 6.8+03 0.7+0.1 0.3+0.1 79409 16+03 26+03 0.5+0.1
PcIPT5b_5-8_est 145+10 6.5+1.5 54406 16+3.3 33+0.7 24+05 0.6+0.1
PcIPT6a_7-9_ctrl 11+09 05+02 0.6+02 31+28 42+0.6 35+05 0.6+0.1
PcIPT6a_7-9_est 33524133 114+34 148+52 512+30 17721 16=+0.5 1.3+0.2
PcIPT6a_8-3_ctrl 10.1+0.2  0.6+0.2 0.5+0.1 26+11 34+0.6 3.0+05 0.6+02
PcIPT6a_8-3_est 7534+360 3464144 454+27 1015+£61 290435 35+1.2 2.6+0.5
PcIPT6b_8-6_ctrl 6.1+0.2 05+0.1 04=+0.1 29+4.0 2.6+04 34+03 04+0.1
PcIPT6b_8-6_est 2720+290 152+42 199+53 610+£100 44+4.0 23+3.6 1.1+0.2
PcIPT6b_12-8_ctrl 72+08 0.6+0.2 0.5+0.1 27+2.8 33+02 2.7+02 0.7x0.1
PcIPT6b_12-8_est 1843 +97 95+15 103+£3.5 344+15 40+3.8 14+2.1 1.1+0.2

The values represent the mean of three replicates with standard deviations

n.d. not detected

of tZ and its riboside were observed, with average concentra-
tions of 2.2 pmol g~! FW and 1.2 pmol g~! FW, respectively
(Table S7). Therefore, fully expanded leaf samples of young
suckers in the lower part of the canopy (mature trees were
not accessible) from all 12 gene bank accessions available at
the research station of the FGMRI (Kunovice, CZ) were col-
lected 4 h after day break (July 2015) and the content of 10
aromatic cytokinins was quantified using UHPLC-MS/MS
(Fig. 5b). In none of the samples BA-, methoxy-oT, mT-, and
para-topolin-type aromatic cytokinins were detected, but
oTR was present in all accessions and especially abundant in
P. x canadensis, P. x berolinensis, P. laurifolia, P. maximovi-
chi, and P. x oxford. Surprisingly, except for P. x canadensis,
oT was present only in low quantities or not at all in the
accessions tested.

Next, we investigated the tRNA cytokinin content in
fully expanded leaves of adult P. X canadensis and P. del-
toides trees. In addition to iPR (50 pmol g~! FW) and ¢ZR
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(19 pmol g~! FW), also oTR (4 pmol g~! FW) was found in
the tRNA hydrolysates of both accessions. To evaluate the
possible occurrence of a time-dependent presence of aro-
matic cytokinins in the tRNA, the free and tRNA-bound
oTR concentration was determined in leaf samples harvested
from P. deltoides trees at different time points (Fig. 6). In
agreement with our previous findings, the free 0 TR levels
exhibited a diurnal variation with a 13-fold accumulation at
4 h after daybreak. In contrast, the tRNA-bound oTR levels
varied only slightly and increased steadily in time from 36
to 63 pmol g~! FW.

Interestingly, in the latter analyzes it appeared that the
free 0TR levels in the leaves of mature P. deltoides trees
(Fig. 6) were much higher than those detected in our initial
quantifications in leaves of young suckers (Fig. 5b). To cor-
roborate this finding, the levels of free oT and 0oTR from
old and young P. X canadensis, P. deltoides, and P. nigra
trees 4 h after daybreak were compared (Table 3). The older
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P. deltoides trees during a 6-h period after daybreak
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P. x canadensis tree at different time points after daybreak. b The
content of oT and 0TR (pmol g~' FW) in fully developed leaves har-
vested from the lower part of the canopy of 12 poplar species

P. X canadensis and P. deltoides tissues contained much
higher free aromatic cytokinin levels compared to those
detected in leaves from young suckers. For instance, in
P. deltoides, the concentration of oT in material originating
from mature trees was 56-fold higher than that in sucker
leaves and the oTR levels were up to 185 times higher in
the former. Similarly, in P. X canadensis, the concentration
of oT in material originating from mature trees was 17-fold
higher than that in sucker leaves and the 0 TR levels were up
to 6 times higher in the former. In contrast, in young as well
as mature material originating from P. nigra trees, aromatic
cytokinins were hardly detectable (Table 3).

Table 3 Level of aromatic

i Poplar Mature tree Young suckers
cytokinins in fully developed
leaves harvested from oT (pmol g™ oTR (pmol g7 oT (pmol g™} oTR (pmol g™
P. x canadensis cv. Robusta,
P. deltoides and P. nigra trees P. x canadensis 253+138 156+36 15+4 26+4
4 h after daybreak P. deltoides 169+37 443+98 3.0+0.2 24+0.1
P. nigra 39+22 0.5+0.3 n.d. 0.4+0.1

The values represent the mean of three replicates with standard deviations

n.d. not detected
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Discussion

The poplar genome has undergone a duplication event
from which about 8000 gene pairs survived to the present
day; among these are three /PT pairs (Tuskan et al. 2006).
To get insight into the production of isoprenoid cytokinins
in poplar, we cloned all nine /PT genes from P. X canaden-
sis to allow the analysis of their structure and expression
pattern. Especially the PcIPT7 and the PcIPT3 genes
stood out when considering their sequence. Whereas the
IPT7 genes contained an intron, which is highly uncom-
mon for adenylate /PTs, PcIPT3 was the only PcIPT that
contained a C-terminal CLVA motif recognized by plant
farnesyl transferases. In A. thaliana, farnesylation directs
the subcellular localization of the AtIPT3 protein to the
nucleus and cytoplasm, while non-farnesylated AtIPT3 is
transported to plastids (Galichet et al. 2008). According
to our phylogenetic analysis, both SIIPT3 and SIIPT4 are
PcIPT3 orthologues in tomato. Just like PcIPT3, SIIPT3
is mainly expressed in developed leaves while the other
orthologue SIIPT4 is weakly expressed in all studied
tomato tissues (Zizkova et al. 2015). In the phylogenetic
tree, the clade containing both PcIPTS proteins also
comprised AtIPT5 and AtIPT7, which seem to be of less
importance in A. thaliana given that the production of iso-
prenoid cytokinins is not affected in their double knockout
mutant (Miyawaki et al. 2006). It seems unlikely that this
would also be the case in P. X canadensis because PcIPT5a
has the broadest expression pattern of all adenylate /IPT
genes and additionally the PcIPT5a protein has a very high
in vivo activity. Concerning the active sites of the seven
adenylate PcIPTs, their sequences were highly conserved
both at the DMAPP and ADP/ATP binding sites, whereas
the two tRNA IPTs displayed numerous substitutions,
which is in agreement with other plant IPTs.

Expression analysis revealed that with exception of the
tRNA PcIPT9, all other PcIPTs were downregulated in
callus cultured on medium supplemented with 7Z. This
finding is in line with other reports, where the absence
of a negative feedback regulation caused by exogenous
cytokinin application was also observed for tRNA IPTs
in A. thaliana (Miyawaki et al. 2004) and maize (Vyrou-
balova et al. 2009). Additionally, the obtained adenylate
PcIPT expression profiles largely resembled those
described in other plants. For instance, when comparing
the results of a large-scale cDNA microarray available at
the PopGenlE website (https://popgenie.org), it appears
that also in P. tremula, IPT7a is not expressed and IPT7b
is expressed only weakly (Sundell et al. 2015). Similarly,
in P. trichocarpa, the two IPT7 genes and IPT6a display
the weakest expression (Yang et al. 2008). Additionally,
IPT6b expression seems to be largely restricted to flowers,
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not only in P. X canadensis, but also in P. tremula and in
A. thaliana (AtIPTI, AtIPT4, AtIPT6 and AtIPTS genes
belong to the same clade as PcIPT6; Fig. 2) (Miyawaki
et al. 2004). In contrast, the expression pattern of the
tRNA IPT genes seems less conserved across poplar acces-
sions. Indeed, both in P. trichocarpa and P. tremula, IPT2
transcripts are high in roots while those of IPT9 are espe-
cially high in shoots. However, the expression profiles of
PcIPT2 and PcIPT9 do correspond to those of the A. thali-
ana orthologues (Miyawaki et al. 2004). Altogether, these
data show that similar to other plants, most of the IPT
genes in P. X canadensis display a preferential tissue spe-
cific expression indicative of functional diversification.
To analyze the functionality of the PcIPT genes, they
were expressed under an estradiol-inducible promotor in
A. thaliana. The modest changes in the profile of free isopre-
noid cytokinins combined with the wild-type level in tRNA-
bound iPR of the transgenic plants, and the complementation
of the double knockout mutant atipt 2 9 phenotype proved
that the tRNA PcIPT9 was indeed a functional equivalent of
the A. thaliana tRNA IPTs. Since the differences in tRNA-
bound cytokinins before and after estradiol induction were
minor, it seems that the leaky expression of the PcIPT9
gene was sufficient to modify available sites in the Arabi-
dopsis tRNA with a cytokinin moiety. However, given that
the tRNA-bound ¢ZR level in the atipt 2 9 mutant was not
restored to wild-type levels by PcIPT9 and based on previ-
ous work on tRNA IPT knockouts in A. thaliana (Miyawaki
et al. 2006), we suggest that the PcIPT2 orthologues are
predominantly responsible for the modification of tRNA
by ¢ZR, while the PcIPT9 orthologues introduce an iPR
moiety. Concerning the adenylate PcIPTs, the isoprenoid
cytokinin profiles of the transgenic lines were modified to
different extents depending on the gene. In transgenic lines
of PcIPT5a, PcIPT6a and PcIPT6b the strongest increase in
iPRMP was measured which concomitantly resulted in high
levels of ZRMP. Intriguingly, however, in these plants the
level of cZRMP was also very high. In fact, the concentra-
tion of #ZZRMP was 16- to 32-fold higher than the concentra-
tion of cZRMP in these lines. In wild-type A. thaliana, the
production of cZ-type cytokinins is strictly associated with
tRNA IPT activity and tRNA degradation (Miyawaki et al.
2006). To our knowledge, a precursor of a cZ side chain has
not been identified yet, but the direct formation of cZRMP
by the action of the PcIPTs cannot be excluded. Alterna-
tively, although the conversion from cis- to trans-zeatin
is favored (Bassil et al. 1993; Hluska et al. 2017), in the
PcIPT5a, PcIPT6a and PcIPT6b transgenic lines trans—cis
isomerization could be taking place. An enzyme suppos-
edly responsible for this reaction was recently identified in
maize as a nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase.
Although in vitro the isomerization occurred spontaneously
in the presence of FMN and light (Hluska et al. 2017), the
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contribution of this enzyme to in vivo isomerization was
strongly disputed. A third possibility that should be con-
sidered is the hydroxylation of iPRMP to cZRMP by a so
far unidentified cytochrome P450 monooxygenase with a
different substrate specificity compared to the published
CYP735A1 and CYP735A2 enzymes (Takei et al. 2004).
Whatever is the underlying mechanism for the observed high
cZRMP levels, the phenotype of the transgenic PcIPT5a
and PcIPT6a lines clearly supported the functionality of
these PcIPT genes. Indeed, the very short primary root, the
absence of lateral roots, the under-development of the shoot,
and smaller leaves have all been observed in transgenic
A. thaliana lines overexpressing AtIPTS8 (Sun et al. 2003).
Finally, this study also provided some insights con-
cerning the biosynthetic machinery for the production of
aromatic cytokinins. Indeed, the fact that neither free nor
tRNA-bound aromatic cytokinins were detected in the trans-
genic A. thaliana lines expressing the PcIPTs implies that
whereas these proteins are clearly functional enzymes, they
are responsible exclusively for the production of isoprenoid
cytokinins. Indeed, as a green plant, A. thaliana is able to
synthesize aromatic compounds via the shikimate, polyke-
tide and phenylpropanoid pathways (Crozier et al. 2007),
which could theoretically serve as precursors for the produc-
tion of aromatic cytokinins. Additionally, although it cannot
be excluded that the enzymes required for the transformation
of these precursors and the PcIPT metabolites into aromatic
cytokinins are lacking, structural prediction of the PcIPT
active site indicates that it is unlikley that an aromatic sub-
strate different from DMAPP would fit the active site cavity.
So, as an alternative but essential step towards functional
insights into the biosynthesis of aromatic cytokinins, we
determined the free and tRNA-bound aromatic cytokinin
profile and the kinetics of their production in poplar. This
analysis showed that free aromatic cytokinins were widely
prevalent amongst poplar as they could be detected in all of
the 12 poplar species analyzed, albeit at different concentra-
tions. Interestingly, the results also revealed that aromatic
cytokinins were much more prevalent in P. deltoides than
in P. nigra, indicating that the hybrid P. X canadensis must
have inherited the trait to synthesize aromatic cytokinins
from the former parental species. Furthermore, our data for
P. x canadensis cv. Robusta were found to be in good agree-
ment with the cytokinin levels recently determined with the
same analytical method in P. tremula (Edlund et al. 2017),
but there were discrepancies with earlier works. For instance,
Horgan et al. (1975) and Strnad et al. (1992) reported tenfold
higher aromatic cytokinin levels in P. X canadensis, and, in
contrast to our findings, mT, its riboside and 9-glucoside
were detected in this accession (Strnad et al. 1997). It is
important to note that those studies used different analyti-
cal techniques, but the differences might also be caused
by seasonal variations, other environmental factors, plant

pathogens or the timing and age of the sampled material.
Indeed, we have observed significantly higher aromatic cyto-
kinin concentrations in the leaves of mature P. X canadensis
and P. deltoides than in young suckers.

Additionally, the concentration of aromatic cytokinins is
reported to vary according to the length of exposure to light
and its quality (Hewett and Wareing 1973) and we could
indeed establish that aromatic cytokinin levels exhibited a
diurnal pattern with a peak production 4 h after daybreak.
This time-dependent cytokinin production is an interesting
point and based on available data it appears that there is a
co-operation between light and cytokinin signaling in plant
growth and development (Zdarska et al. 2015). However,
to unravel the currently unknown underlying molecular
mechanisms, experiments directed at the identification of
regulatory determinants acting downstream of phytochromes
and controlling cytokinin biosynthesis, catabolism, conjuga-
tion, interconversion and transport are required. Finally, in
contrast to the free oTR levels, no time-dependent variation
could be detected for the tRNA-bound form. In A. thaliana,
cZ-type are produced exclusively through the activity of
tRNA IPTs and the subsequent degradation of the modified
tRNA (Miyawaki et al. 2006). However, given the lack of
correlation between the diurnal levels of free and tRNA-
bound oTR, it seems unlikely that tRNA modification is
the sole source of 0TR in poplar. Based on the cytokinin
profiling, mature trees of the hybrid P. X canadensis and its
parent P. deltoides appear suitable accessions to explore the
biosynthesis and perception of both isoprenoid and aromatic
cytokinins. Indeed, although both cytokinin groups display
overlapping biological activities (Strnad 1997; Holub et al.
1998; Spichal et al. 2004), the different dynamics in their
levels revealed in this study and the reported existence of
binding proteins specific for aromatic cytokinins (Kaminek
et al. 2003) suggest that they might have divergent functions
in these hardwood trees. In that respect, we are currently
finalyzing the analyses of all five poplar cytokinin receptors.

Conclusions

Concerning the production of isoprenoid cytokinins in pop-
lar, the expression profiles as well as their phylogenetic anal-
ysis support a functional diversification for the different ade-
nylate IPTs in P. X canadensis comparable to that observed
for other plant /PTs. The cytokinin profiles of the transgenic
Arabidopsis lines overexpressing the PcIPT5 paralogs sig-
nify that they are mainly implicated in the production of
iP-type cytokinins. Supported by the active site composition
of the PcIPTS proteins, these iP-type cytokinins would then
be modified by P450 cytochrome oxidases to produce Z
cytokinins. In that context, the relatively high cZRMP lev-
els in transgenic PcIPT6 Arabidopsis lines are particularly
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interesting. Other experiments are needed to assess the sig-
nificance of IPTs, cytochromes P450 monooxygenases or
cis—trans isomerization in the formation of cZRMP in pop-
lar under physiological conditions. Analysis of the tRNA-
bound isoprenoid cytokinins in transgenic atipt2 9 mutant
lines expressing the tRNA PcIPT9, supports the enzymatic
activity of this protein. Thus, although the heterologous
expression of the PcIPTs in E. coli was not successful, with
the expression in Arabidopsis we could demonstrate the
functionality of both the adenylate and the tRNA IPTs of
P. X canadensis.

Furthermore, it has become clear that the appropriate
timing of sampling and the age of the harvested material
is key to the analysis of aromatic cytokinins in poplar. The
discrepancy in the results of different research teams can
probably be attributed in part to differences in these aspects
of the experiments. Additionally, our data indicate that the
occurrence of aromatic cytokinins is a relatively widely
conserved property amongst the studied poplar accessions.
Although the position of P. X canadensis as a model for aro-
matic cytokinin biosynthesis and metabolism is supported
by our results, in our opinion P. deltoides might be a better
model organism for two main reasons. The fact that P. del-
toides shows the highest level of aromatic cytokinins among
all poplar accessions is an important feature for feeding
experiments with labeled precursors of the aromatic moiety
which could uncover the biochemical origin of the aromatic
cytokinins. In addition, an advantage of P. deltoides over the
hybrid P. X canadensis is the availability of both staminate
and pistillate individuals.

Last, the genetic determinants of aromatic cytokinin bio-
synthesis remain to be identified, but based on the cytokinin
profiles of the transgenic PcIPT Arabidopsis lines it seems
unlikely that the adenylate IPTs of P. X canadensis are impli-
cated in aromatic cytokinins production. Consequently, the
use of labeled intermediates of the shikimate and polyke-
tide pathway, for instance shikimic acid, L-phenylalanine,
cinnamic acid or acetyl-CoA, seems the most appropriate
approach to move forward into the analysis of the biosynthe-
sis and metabolism of aromatic cytokinins in plants.
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MAIN CONCLUSION

Five poplar CHASE-containing histidine kinase receptors bind cytokinins and display kinase activities.
Both endogenous isoprenoid and aromatic cytokinins bind to the receptors in live cell assays.

ABSTRACT

Cytokinins are phytohormones that play key roles in various developmental processes in plants. The
poplar species Populus x canadensis cv. Robusta, is the first organism found to contain aromatic cytokinins.
Here, we report the functional characterization of five CHASE-containing histidine kinases from
P. x canadensis: PcHK2, PcHK3a, PcHK3b, PcHK4a and PcHK4b. A gPCR analysis revealed high transcript
levels of all PcHKSs other than PcHK4b across multiple poplar organs. The ligand specificity was determined
using a live cell Escherichia coli assay and we provide evidence based on UHPLC-MS/MS data that ribosides
can be true ligands. PcHK2 exhibited higher sensitivity to iP-type cytokinins than the other receptors, while
PcHK3a and PcHK3b bound these cytokinins much more weakly because they possess two isoleucine
residues that clash with the cytokinin base and destabilize its binding. All receptors display kinase activity but
their activation ratios in the presence/absence of cytokinin differ significantly. PcHK4a displays over 400-fold
higher kinase activity in the presence of cytokinin, suggesting involvement in strong responses to changes in
cytokinin levels. trans-Zeatin was both the most abundant cytokinin in poplar and that with the highest
variation in abundance, which is consistent with its strong binding to all five HKs and activation of cytokinin
signaling via A-type response regulators. The aromatic cytokinins’ biological significance remains unclear,
their levels vary diurnally, seasonally, and annually. PcHK3 and PcHK4 display the strongest binding at pH
7.5 and 5.5, respectively, in line with their putative membrane localization in the endoplasmic reticulum and
plasma membrane.

Keywords: aromatic cytokinin; histidine kinase; hormone; isoprenoid cytokinin; poplar; topolin



Abbreviations: 3FMTDZ, 1-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-3-(3-trifluoromethoxy-phenyl)urea; BAP,
N°-benzyladenine; ¢z, N°-(cis-4-hydroxy-3-methyl-2-buten-1-yl)adenine i.e. cis-zeatin; iP, N°-(2-
isopentenyl)adenine; iPR, N°-(2-isopentenyl)adenosine; mT, meta-topolin; HETDZ, 1-[2-(2-hydroxy-
ethyl)phenyl]-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)urea; HK, histidine kinase; oT, ortho-topolin; RR, response regulators;
TDZ, N-(1,2,3-thidiazol-5-yI)-N"-phenylurea i.e. thidiazuron; tZ, trans-zeatin; tZR, zeatin riboside

Introduction

The cytokinins are adenine-derived phytohormones that regulate cell proliferation and differentiation,
shoot and root growth, development, and responses to various environmental stimuli including biotic and
abiotic stress (Werner and Schmiilling 2009; Kieber and Schaller 2014). Two groups of cytokinins, aromatic
and isoprenoid, can be distinguished based on the nature of their N-substituents. Isoprenoid cytokinins are
ubiquitous in higher plants and include the most biologically active species trans-zeatin (tZ) and
N°-(2-isopentenyl)adenine (iP) as well as less bioactive analogs such as cis-zeatin (cZ) and dihydrozeatin
(Spichal et al. 2004; Lomin et al. 2011; Kuderova et al. 2015). Aromatic cytokinins are rare and may have
different biological functions to their isoprenoid counterparts (Strnad 1997). Notable aromatic cytokinins
include 6-benzylaminopurine (BAP) and ortho- (0T) and meta-topolin (mT). Aromatic cytokinins were shown
to induce changes in chlorophyll a and b levels (Dobranszki and Mendler-Drienyovszki, 2014). Both
isoprenoid and aromatic cytokinins also exist as ribosides, 9-glucosides, and other derivatives (Mok and Mok
2001). Ribosides, considered in general as a transport form of the hormone (Beveridge et al. 1997; Corbesier
et al. 2003; Hirose et al. 2008), can be metabolized by nucleoside-N-ribohydrolase (NRH) to the active form
(cytokinin base) in cytosol (Kopecna et al. 2013).

The cytokinin signal is perceived and mediated by a multistep His-Asp phosphorelay cascade, which
activates type-B response regulators (RR) that function as transcriptional activators in the nucleus (Hwang
and Sheen 2001; Miiller and Sheen 2008). Among the genes transcribed upon B-type RRs activation are
smaller A-type RRs acting as negative regulators of the initial signal transduction pathway (To et al., 2004).
The A-type RRs are cytokinin primary response genes (D’Agostino et al., 2000; Rashotte et al., 2003).
Cytokinin receptors are hybrid-type transmembrane sensor histidine kinases (HKs) (Inoue et al. 2001; Suzuki
et al. 2001; Ueguchi et al. 2001) that are autophosphorylated at a conserved His residue in the HK domain,
and subsequently at an Asp residue in the receiver domain, upon cytokinin binding. The cytokinin binding site
is at an N-terminal extracytoplasmic binding domain known as the CHASE (Cyclase/Histidine kinase
Associated Sensory Extracellular) domain, which comprises ~ 270 amino acids (Heyl et al. 2007) surrounded
by transmembrane (TM) domains of ~ 20 - 25 amino acids. Receptors are predominantly localized in the
membrane of the endoplasmic reticulum (Caesar et al. 2011; Lomin et al. 2011; Wulfetange et al. 2011). The
best described cytokinin receptors are three HKs from Arabidopsis (AHK2, AHK3 and AHK4) (Ueguchi et
al. 2001). The crystal structure of the CHASE domain of AHK4 (Hothorn et al. 2011) has been solved,
revealing that it forms a dimer and explaining previously reported ligand specificity (Spichal et al. 2004;
Romanov et al. 2006). Other organisms with biochemically characterized cytokinin receptors include maize
(Yonekura-Sakakibara et al. 2004), rice (Choi et al. 2012), rapeseed (Kuderova et al. 2015), the apple tree
(Daudu et al. 2017), and potato (Lomin et al. 2018). The pathogenic bacterium Xanthomonas campestris also
senses cytokinin via HKs (Wang et al. 2017), which induces a bacterial response to oxidative stress.

Plant HKs display high redundancy with overlapping specificities, functions, interactions and gene
expression, at least in Arabidopsis thaliana (Dortay et al. 2006; Stolz et al. 2011). While ahk2 ahk4 and ahk3
ahk4 double mutants exhibited only minor phenotypic differences from the wild type (Nishimura et al. 2004;
Higuchi et al. 2004; Riefler et al. 2006), studies on the dwarfed ahk2 ahk3 double mutant revealed that AHK2
and AHK3 play important roles in leaf development. AHK3 regulates leaf senescence (Kim et al. 2006).
Conversely, AHK4 activity is required for the morphogenesis of vascular tissues in roots (Méhonen et al.
2000). Cytokinin signaling is also involved in the formation of legume root nodules: spontaneous nodulation
in a Lotus japonicus mutant was linked to a gain-of-function mutation in the HK1 gene (Tirichine et al. 2007).
This mutation L266F affected the sequence of the CHASE domain, making the mutant protein constitutively
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active even without cytokinin binding. Constitutively active variants of the Arabidopsis AHK4 receptor have
also been described (Miwa et al. 2007). All these variants feature mutations in a narrow region extending
from the TM to the HK domain. Gain-of-function mutants of the AHK2 and AHK3 genes, named repressor of
cytokinin deficiency2 (rock2) and rock3, caused increased shoot growth, leaf and flower size, and seed yield
(Bartrina et al. 2017). Interestingly, the rock3-1 and rock3-2 mutant genes encode AHK3 variants with point
mutations in the CHASE domain (T1791 and E182K, respectively).

Here we present a study on a family of cytokinin receptors from Populus x canadensis cv. Robusta,
a hybrid of P. deltoides x P. nigra. We chose P. x canadensis as a model because it is the first organism
reported to contain aromatic cytokinins: oT (Strnad et al. 1992), ortho-topolin riboside (Hewett and Wareing
1973; Horgan et al. 1973), ortho-topolin-9-glucoside (0T9G) (Strnad et al. 1994), mT, and its sugar
conjugates (Strnad et al. 1997) have been detected in extracts of its leaves. We recently analyzed the
occurrence of aromatic cytokinins in various poplar species (Jaworek et al. 2019). All five poplar HK genes
were cloned and putative cytokinin receptors were analyzed using a live-cell competitive assay to determine
ligand specificities and kinase activities. We also investigated the genomic organization of the HK genes and
their expression patterns in poplar by gPCR.

Materials and methods
Biological material and growth conditions

The majority of Populus x canadensis (cv. Robusta) samples were collected from a tree growing in the
urban environment (Olomouc, CZ, 49°35'44"N, 17°13'39"E). Samples for the determination of seasonal
changes in cytokinin content were collected at a set time after daybreak between 25 May and 29' September
2017. A total of 48 data points represent values in samples collected every second week in two biological
replicates (each replicate was a mixture of five leaves), which were measured in triplicate. Roots were
obtained from poplar twigs rooted in a tap water for two weeks. Calli were grown in a growth chamber at
23/21 °C (day/night), with a 14 h photoperiod (140 umol m?s™) on MS medium with vitamins at pH 5.7
solidified with 0.7% (w/v) plant agar (Duchefa) and supplemented with 2% (w/v) sucrose, glutamine
(AppliChem) at 10 mg I, glycine at 2 mg I, tZ at 0.2 mg I}, and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid at 1.0 mg I
! (Duchefa). Sub-cultivation was performed every two weeks. All samples were frozen in liquid nitrogen.

Cloning and construct preparation

Gene-specific primers (Table S1) for amplification of P. x canadensis HK genes, abbreviated as
PcHKSs, were designed based on previously identified corresponding sequences from Populus trichocarpa
(Immanen et al. 2013). The Phytozome 12 (https://phytozome.jgi.doe.gov/) identification numbers of
individual sequences are presented in Table 1. Total RNA was extracted from P. x canadensis leaves or calli
using the RNAqueous isolation kit and treated with Turbo DNase (Thermo Fisher Scientific). cDNA was
synthesized with RevertAid H Minus reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific) for PCR amplification
with Q5 DNA polymerase from New England Biolabs (NEB). All PcHK ORFs were ligated into a Zero Blunt
vector (Thermo Fisher Scientific), transformed into NEB 10-p competent E. coli cells for plasmid production,
and sequenced. A similar procedure was used for genes encoding ubiquitin extension protein 1 (UBQ1;
GeneBank XP 002318470) and a-tubulin 2 (TUA2; GeneBank XP_002303998), which were used as
a reference genes for qPCR. All HK genes were further subcloned into the pINIIIAEH vector (kindly provided
by David Zalabak, Palacky University, CZ) (Suzuki et al. 2001; Yamada et al. 2001) using its BamHI and
Spel restriction sites and preserving the GATT motif in front of the start codon. The constructs were
transformed into Escherichia coli strain KMI001 (kindly provided by David Zalabak, Palacky University, CZ)
for use in cytokinin binding and receptor activation assays. Because the natural ORFs of PcHK2, PcHK3a,
PcHK3b and PcHK4a contain BamHI or Spel sites, these were further codon optimized (GenScript).




gPCR analysis of PcHK and PcRR expression

Total RNA from individual tissues and calli of P. x canadensis was extracted using the RNAqueous
isolation kit and treated with Turbo DNase (Thermo Fisher Scientific) twice. Expression of A-type response
regulator genes (PcRR) was analyzed in freshly cut leaves from mature trees. Leaf stalks were incubated in
1uM tZ, 0.5 uM oT and 0.5 uM oTR for 4 hours. Alternatively, freshly cut young twigs were treated with
2 uM tZ and BAP for 24 hours. cDNA was synthesized using the RevertAid H Minus reverse transcriptase
(Thermo Fisher Scientific) with random hexamer primers. RNA from a pool of 15-20 poplar organ samples
(flowers, buds, leaves etc.) was transcribed in two independent reactions. All subsequent PCR analyses of
cDNA samples were performed in triplicate. The gPCR reaction mixture contained cDNA, 200 nM FAM-
TAMRA probe, 400 nM primers, and Luna® universal probe qPCR master mix (NEB). Primer Express 3.0
software (Thermo Fisher Scientific) was used for primer and probe design (Table S1). Data were recorded
using the QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). PCR efficiencies and
specificities of designed probes and primer pairs were verified using plasmid DNA carrying ORFs of the
poplar HK genes. Cycle threshold values were normalized with respect to the amplification efficiency of two
housekeeping genes UBQ1 and TUA2.

Phylogenetic analysis and cytokinin binding site comparison

An amino acid alignment of the HK sequences was generated using T-Coffee (Notredame et al. 2000)
and then treated with Gblocks (Castresana 2000). A maximum likelihood phylogeny with bootstrap analysis
was constructed with PhyML v3.0 using the LG amino acid replacement matrix (Guindon et al. 2010). The
phylogeny included HK sequences from Arabidopsis thaliana (AHKS) (Ueguchi et al. 2001), Brassica napus
(BnHKSs) (Kuderova et al. 2015), Malus domestica (MdHKSs) (Daudu et al. 2017), Oryza sativa (OsHKSs)
(Du et al. 2007), P. x canadensis (PcHKSs; Table 1), Solanum tuberosum (StHKs) (Lomin et al. 2018), and
Zea mays (ZmHKSs) (Yonekura-Sakakibara et al. 2004). A sequence logo was generated using Weblogo from
the sequences used in the phylogenetic analysis together with sequences from Prunus persica (Immanen et al.
2013) and sequences from Hordeum vulgare, Kalanchoe laxiflora, Salix purpurea, and Solanum lycopersicum
retrieved from the Phytozome 12 (https://phytozome.jgi.doe.gov/) or Uniprot (www.uniprot.org) databases.
Models of the poplar receptor sensor domains were constructed with  Swiss-model
(https://swissmodel.expasy.org) using the dimeric domain of the AHK4 crystal structure (PDB ID 3T4L)
(Hothorn et al. 2011) as a template. The resulting models of the PcHK4a and PcHK4b CHASE domains
display an average RMSD of 0.15 A and share 83% sequence identity with that of Arabidopsis AHK4.
Models of the PcHK2, PcHK3a and PcHK3b CHASE domains display an average RMSD of 0.25 A and share
66-68% sequence identity with that of Arabidopsis AHK4. HK sequences from P. x canadensis,
P. trichocarpa and P. deltoides were nearly identical as shown in Table S2.

Cytokinin binding assay

The PcHKs’ binding properties were analyzed using a live cell competitive binding assay (Romanov et
al. 2005, 2006) with slight modifications as described previously (Kuderova et al. 2015). Radiolabeled trans-
zeatin ([2-H]zeatin, 1.3 TBg/mmol) was obtained from the Isotope Laboratory, Institute of Experimental
Botany (Prague, CZ). Bacterial cultures were grown in liquid M9 medium supplemented with 0.1% (w/v)
casamino acids, 100 ug ml™ ampicillin and 100 uM IPTG at 25 °C overnight up to an ODgg 0f 0.7-0.8.
Samples of the bacterial suspension (1 ml) were then transferred to Eppendorf tubes, incubated for
30 minutes, and centrifuged at 6000 x g for 6 minutes. The resulting bacterial pellet was resuspended in 1 ml
of a scintillation cocktail (Beckman, USA) and its radioactivity was monitored using a Hidex 300 SL
scintillation counter (Hidex). A high excess of unlabeled tZ (at least 3000-fold) was used for competition to
discriminate between specific and non-specific binding. Mean Ky values were determined based on three
independent Scatchard analyses (Scatchard 1949) using GraphPad Prism 5.1 (http://www.graphpad.com/).
Competitive assays to determine 1Cs, values were performed at pH 7.0 using 2.5 nmol I [*H]-tZ for PcHK2,
PcHK3a and PcHK3b or 5 nmol I [®H]-tZ for PcHK4a and PcHK4b samples, with or without unlabeled
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cytokinins at various concentrations, and 0.1% (v/v) dimethylsulphoxide (DMSO). K; values were calculated
using the equation K; = ICso/(1+[radioligand]/Kp) (Cheng and Prusoff 1973), where Kp denotes the
radioligand’s affinity for the receptor being studied. The optimal pH was studied using 100 mM MES and
MOPS buffers in pH range from 5.5 to 8.0. Prior to measurements, bacterial cultures were resuspended in
liqguid M9 medium containing 10 fold lower concentration of phosphate salts. Riboside stability was studied
using the same concentration of iP and iPR (25 nM for PcHK2, 900 nM for PcHK3b and 125 nM for
PcHK4a). In parallel, 30 pug of pure maize NRH2b (Kopecna et al. 2013) were added to the reactions with iPR
to release free iP cither at 4°C or at room temperature for 30 minutes.

Receptor activation assay

The E. coli KMIOO1 strains express the HK receptor — YojN — RcsB — cps::lacZ pathway, enabling
reporter gene activation upon cytokinin binding (Takeda et al. 2001). The ability of the PcHK receptors to
trigger phosphorelay signaling was verified by monitoring the strains’ B-galactosidase activity in the absence
or presence of tZ as described by (Kuderova et al. 2015) with slight modifications. Bacterial precultures were
grown in liquid M9 medium (pH 7.0) supplemented with 0.1% (w/v) casamino acids and 100 pg ml™
ampicillin at 25 °C up to an ODgqy 0f 0.6. Precultures were diluted with fresh media containing 100 uM IPTG
at ratios of 1:100 for strains expressing PcHK2, 1:5 for PcHK3a, 1:500 for PcHK3b, and 1:5 for PcHK4a and
PcHK4b. Each preculture was then split into two batches; solvent was added to one (the control) and tZ at
a final concentration of 1 uM to the other. Three aliquots of 200 ul from each culture were transferred to a 96-
well plate and incubated for 18 h at 25 °C, with shaking at 250 rpm. At the end of the incubation, the ODggg
values of these samples were measured using a Synergy™ H4 hybrid multi-mode microplate reader (Biotek),
and a 50 pl subsample from each well was transferred to a new 96-well plate containing 2 pl of 25 mM
4-methyl umbelliferyl galactoside (Sigma-Aldrich) in each well. After a 15 min incubation at 37 °C, the
reaction was stopped by adding 100 pl of a pH 10.7 solution (NaOH) containing 130 mM glycine and 80 mM
sodium carbonate. The fluorescence of 4-methylumbelliferone was measured using a plate reader at excitation
and emission wavelengths of 365 and 460 nm, respectively. The ratio of the fluorescence signal to the product
of the ODggo and cultivation time was used to compare the B-galactosidase activity of the controls and tZ-
supplemented samples.

Analysis of cytokinin content

Isoprenoid cytokinins were isolated and purified according to (Bar et al. 2016) using 3 pmol of heavy-
labeled standards (*Cs-tZ, *Cs-cZ, 2Hg-iP, *He-iPR, *Hs-tZR, *Hs-CZR ?H3-DHZR, ?Hg-iPRMP, *Hs-tZ9G,
’Hs-cZ9G 2H3-DHZ9G) (OIChemlIm, Olomouc, CZ). Cytokinins were isolated by solid-phase extraction with
a strong cation exchanger (Agilent Technologies), concentrated under reduced pressure at 37 °C, and
analyzed by UHPLC-MS/MS (LCMS-8050, Shimadzu) according to (Novék et al. 2008). The resulting data
were processed using the standard isotope dilution method (Rittenberg and Foster 1940). Molar
concentrations of cytokinins were calculated by assuming a relative water content of 95% for leaf tissue
(Sorrentino et al. 2016) in order to compare hormone levels in leaves to the receptors’ K; values.

The identity and levels of iP and iPR incubated with E. coli cell cultures expressing PcHK4a were
determined via UHPLC-MS/MS (LCMS-8050, Shimadzu) according to Novak et al. (2008). Samples for
analysis were prepared by liquid-liquid extraction of cultivation media with diethyl ether. Three ether aliquots
for each sample were pooled and concentrated under reduced pressure at 30 °C prior to analysis.

Accession numbers

Sequence data can be found in the GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) data library under
accession numbers MH248795 for PcHK2, MH248793 for PcHK3a, MH248794 for PcHK3b, MH248791 for
PcHK4a and MH248792 for PcHK4b. Alternatively spliced PcCHK2 sequences were also submitted as
MH248796 for PcHK2_v1 and MH248797 for PCHK2_v2.



Results
HK genes in Populus % canadensis cv. Robusta and their phylogeny

A detailed analysis of the Populus trichocarpa genome revealed the existence of five putative
cytokinin receptors, all of which are CHASE-containing HKs (Table 1) (Pils and Heyl 2009; Immanen et al.
2013). The high number of these receptors in poplar compared to Arabidopsis is due to a whole-genome
duplication event in the Salicaceae family, from which almost 8000 pairs of paralogous genes have survived
in poplar to the present day (Tuskan et al. 2006). We cloned all ORFs of the five HKs found in
P. x canadensis (for accession numbers, see Table 1) including several splicing variants of PcHK2. The
PcHK2 gene lies on chromosome 9 and comprises 13 exons (Fig. S1). The exon number and lengths of HK2
orthologues, including those from Arabidopsis and maize, are conserved except for the first exon of PCHK2,
which is about 150 bp longer. Additionally, there are two PcHK3 paralogues on chromosomes 1 and 14 with
10 exons, and two PcHK4 paralogues on chromosomes 8 and 10 with 11 exons. Uniquely, the Arabidopsis
AHK4 gene contains an additional first exon and longer second exon that encode an extra membrane-anchored
N-terminal helix (Ueguchi et al. 2001; Hothorn et al. 2011). In line with increasing length of N-terminal part
of sequences, both PcHK4 comprise two TM segments, both PcCHK3 have 3 TM segments and PcHK2
comprises even 4 TM segments (Table S3).

The phylogenetic tree constructed from the HK sequences of the seven studied plant species (which
include both monocots and dicots) shows that the receptors cluster into three main clades (Fig. 1). Each clade
contains one of the Arabidopsis receptors with established numbering; this pattern is also observed for the
poplar, potato (Lomin et al. 2018), and apple tree (Daudu et al. 2017) orthologues. Brassica napus is the only
analyzed species (Kuderova et al. 2015) without representation in all clades: it lacks an AHK4 orthologue but
has four members of the HK2 clade.

Expression profile of poplar HKs

The gene expression of the five PcCHKs was analyzed in various poplar organs by gRT-PCR (Fig. 2).
Their transcript copy numbers varied between 600 and 2200 per 1 ng of RNA (Table S4). PcHK2 is the most
abundant HK gene, and is expressed strongly in all organs. The evolution of paralogous genes often leads to
functional diversification, as appears to have happened in the case of the PcHK4 genes based on their distinct
expression profiles. The two PcHK3 paralogues exhibit similar expression patterns, with their transcripts
being most abundant in young leaves, roots and flowers. However, the only strongly expressed PcHK4
paralogue was PcHK4a, which is mostly expressed in roots and axillary meristems.

Functional analysis of poplar HKs using isoprenoid cytokinins

A functional analysis of all five cloned PcHK protein-encoding genes with conserved CHASE domains
was performed to determine whether they can function as genuine cytokinin receptors. A modified direct
binding assay using E. coli strains expressing individual full-length ORFs of five PcHKs was used (Romanov
et al. 2005, 2006; Kuderova et al. 2015) to obtain saturation curves for [*H]-tZ (Fig. 3a). All five PcHKs
display strong tZ binding affinities with estimated Ky values from 1.8 nM for PcHK3a to 5.5 nM for PcCHK4b.
The effect of pH on binding strength was analyzed in pH range from 5.5 to 8.0 (Fig. 3b). PcHK2 displayed a
maximal binding at pH 6.5, while curves of both isoforms PcHK3 as well as of PcHK4 showed opposite
trends. Cytokinin binding to PcHK3 receptors increased steadily towards higher pH values. On the other
hand, binding to PcHK4 receptors decreased linearly from a maximal value at pH 5.5. The receptors’ kinase
activities were also analyzed using tZ in a bacterial activation assay (Suzuki et al. 2001). All five receptors
exhibited kinase activity and thus are functional cytokinin receptors. Uniquely, PcHK3b exhibited a relatively
high background activity level (60% of that observed in the presence of 1 uM tZ) in the absence of cytokinins
(Fig. S2). The fold activation value (i.e. the ratio of kinase activity in the presence and absence of tZ) for
PcHK4a was 400, whereas those for PcHK2 and PcHK3b were only 6 and 2, respectively (Fig. 3c).

The receptors’ ligand specificities were investigated using isoprenoid and aromatic cytokinins
including bases and ribosides (Fig. 4) by determining their ICs, (inhibitory concentration 50 %) values, i.e.
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the concentrations of unlabeled ligands required to reduce the binding of a radioligand by 50%. This enabled
the determination of K; values (Table 2) (Cheng and Prusoff 1973), which are properties of the receptor and
unlabeled ligand, whereas ICsq values are only properties of the experiment. The cytokinin binding strengths
of all five receptors declined in the order tZ > iP > cZ. PcHK2 had a much higher sensitivity than the other
four receptors; it displayed the lowest overall K; values (the highest being 100 nM) and thus the strongest
binding to cytokinin bases and ribosides. The only exception was tZR, which was bound slightly more
strongly by the PcHK3a/b isoforms. However, PcHK3a and PcHK3b exhibit weaker binding to iP-type
cytokinins, cZ, BAP, and oT than the other HKs. The K; values for isoprenoid cytokinin bases range from 2
nM (for tZ) to 1.1 uM (for cZ), while those for isoprenoid cytokinin ribosides range from 9 nM (for tZR) to
2.3 uM (for iPR). In general, tZR is a good ligand for all five PcHKSs, with K; values up to 50 nM, while iPR
only binds strongly to PcHK2.

Binding of cytokinin ribosides to poplar HKs in live cell assay

The fact that cytokinin ribosides can bind to receptors in E. coli assays was further verified by
measuring binding stability. E. coli cultures expressing PcHK2, PcHK3b and PcHK4a were incubated with
iPR for two hours at 4 °C compared with the standard 30 minutes. iP incubated for 30 min was used as a
positive control. Ligand concentrations were chosen to reach 50% [*H]-tZ displacement according to K;
values for iPR (25, 900 and 125 nM, Table 2). Obtained data (Fig. 5a) show that receptor saturation was
~50% and did not significantly differ over the incubation period. An addition of ZmMNRH2b (Kope¢na et al.,
2013) induced release of iP from iPR resulting in higher receptor saturation.

Additional UHPLC-MS/MS quantification of iPR and iP incubated at 125 nM (K; values for iPR) for 30
minutes in media containing E. coli producing PcHK4a was performed to assess a false positive effect of iP
released from iPR (Fig. 5b). A small conversion of iPR to iP was observed (7.1 nM of 125 nM). Such a
concentration of iP would saturate the receptor only up to ~ 17 % (83% of nondisplaced tritiated tZ) as
calculated from the binding curve of iP (Fig. 5¢). However, the assay with 125 nM iPR (Fig. 5a, second
column) showed saturation of 49.7 + 3.4%, which must be due to riboside binding. Addition of ZmNRH2b
and 30-minute incubation at room temperature resulted in 50% conversion of iPR to iP (58.0 nM). This
concentration of iP would saturate the receptor up to ~ 60 % according to the iP binding curve. We may
assume that 65 + 1.9 % PcHK4a receptor saturation (Fig. 5a, last column) can be fully attributed to released
iP.

Binding of urea-derived and aromatic cytokinins

The synthetic phenylurea TDZ (Mok et al. 1982) is a similarly good ligand to tZ, with low K; values
(Table 2). Two other TDZ derivatives, namely 1-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-3-(3-trifluoromethoxy-phenyl)urea
(B3FMTDZ) and 1-[2-(2-hydroxy-ethyl)phenyl]-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)urea (HETDZ) were also tested
because they are better inhibitors of cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX) (Nisler et al. 2016) than TDZ
itself. As subtle modulations of cytokinin levels in planta can have positive effects on seed filling and crop
yield, it is important to determine whether these new inhibitors can trigger undesired cytokinin signaling.
3FMTDZ and HETDZ are poor ligands for PcHK2, PcHK4a/b and PcHK3a. However, their affinity towards
PcHK3b is higher, with K; values of 0.6 uM and 1.2 uM, respectively. These values are comparable to the
inhibition constants for CKX.

Of the tested aromatic cytokinin bases, BAP and mT bind to PcHKs with K; values between ~23 nM
and ~ 0.85 uM (Table 2), with mT generally binding more strongly. Conversely, oT is a poor ligand for
PcHK3 isoforms; its K; values were above the range measurable in the assay. Leaves of mature
P. x canadensis trees exhibit diurnally fluctuating levels of oT under physiological conditions (Jaworek et al.
2019); its concentration can peak at around 250 nM, which may be sufficient to trigger cytokinin signaling in
poplar by activating PcHK2 and (at least partially) PcHK4b. This point was clarified by analyzing the
expression of two cytokinin primary fast response genes coding for A-type RRs (Ramirez-Carvajal et al.
2008), namely PcRR1 and PcRR10, by gPCR using FAM-TAMRA probes. PcRR1 gene is strongly (~7 - 9
fold) upregulated while PcCRR10 gene response is only moderate (~ 3 fold) after tZ treatment for 4 hours
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(Fig. S3). BAP, which displays much lower K; values for all five receptors than oT, induces expression of
PcRR1 only, although it is still half of that observed with tZ. Activation of cytokinin signaling by oT and o TR
(transport form of oT) is inconclusive as only two out of eleven type-A RRs were studied and differences in
expression are not statistically significant enough.

Cytokinin content in poplar leaves

Finally, we profiled cytokinins in mature leaves of P.x canadensis between the end of May and
September in 2017. (Fig. 6). As we had detected oT and oTR in poplar leaves harvested in July 2015
(Jaworek et al. 2019), here we screened their appearance covering the period of dark green fully expanded
leaves till the early stage of senescence. Surprisingly, the levels of aromatic cytokinins were close to the
detection limit (oT) or well below those required for appreciable receptor binding (0TR), and are not
presented. The main isoprenoid cytokinin was tZ followed by iP, whereas the concentration of ¢Z was lower
by one order of magnitude than that of tZ. Nevertheless, a decrease of total cytokinins was not observed
during our experiment. While the levels of tZ and cZ steadily rose from the beginning of August till the end
September, those of the remaining cytokinins did not follow any obvious trend (Fig. S4). iP and iPR displayed
a positive peak during August.

Discussion

The poplar genome contains five putative cytokinin receptor HK genes and to get insight into the
cytokinin perception, we cloned all five HKs and analyzed gene expression and binding properties of coded
receptor proteins. The data of HK gene expression correlate well with those in the apple tree (Malus
domesticus; MdHK) published only recently (Daudu et al. 2017). MdHK2, an orthologue of PcCHK2, was the
most abundant in leaves and stems; MdHK3a was mainly expressed in roots, and MdHK3b in flowers. In
Arabidopsis, AHK2 was reported to be moderately expressed in all tested organs, whereas AHK3 transcripts
were even more abundant in leaves and AHK4 transcripts appeared mainly in roots (Ueguchi et al. 2001;
Higuchi et al. 2004).

The Kp values for tZ and five poplar PcHKSs in low nanomolar range observed in this work correlate
well with those reported for Arabidopsis (Romanov et al. 2005, 2006; Stolz et al. 2011; Lomin et al. 2015),
Brassica (Kuderova et al. 2015), and potato HKs (Lomin et al. 2018). The specificity and sensitivity of
PcHK?2 are strikingly similar to those for the two orthologous receptors from Brassica (Kuderova et al. 2015).
The high sensitivity of PCHK2 parallels that of MdHK2 from apple tree (Daudu et al. 2017). Similarly, the
weak binding of iP-type cytokinins by PcHK3a/b is mirrored by that of the Arabidopsis AHK3 receptor
(Romanov et al. 2006) and to lesser degree by the AHK3-like Brassica BnHKS5 receptor (Kuderova et al.
2015). Both of these receptors also display similar specificity as PcHK3a and PcCHK3b. Our experiments also
confirmed that cytokinins bind to all five poplar receptors at pH values of their supposed subcellular
localization either in endoplasmic reticulum (neutral pH, Martiniére et al. 2013) or in apoplast (acidic pH of
~5.5) (Fig. 3b). At pH 5.5, both PcHK4 receptors display maximal ligand-binding ability while PcHK2 and
both PcHK3 receptors have their pH maxima at more neutral or basic pH values.

A superposition of the sensor domain of Arabidopsis AHK4 (Hothorn et al. 2011) with those of five
PcHK models constructed using SWISS-MODEL (Waterhouse et al. 2018) confirmed the presence of highly
conserved and mainly hydrophobic residues that form the cytokinin binding cavity and are thus essential for
receptor activity. The conservation of these residues is also apparent in the analysis of 52 plant HKs (Fig. 7a).
All five PcHKs share a conserved aspartate residue (Asp285 in AHK4) that forms two hydrogen bonds to the
nitrogen atoms of the cytokinin ligands’ adenine ring, and a conserved threonine residue (Thr317 in AHK4)
that binds the hydroxyl group of tZ (Fig. 7b-d). While T317A mutant was still binding tZ, residues interacting
with the adenine ring (namely D285, F304, L306 and L307) were found to be essential for cytokinin binding
because the corresponding alanine mutants were inactive (Hothorn et al. 2011).

The primary sphere of interactions of PcHK4a and PcHK4b with the cytokinin ligand comprises only a
minor difference compared with that of AHK4 where L274 is replaced by isoleucine in PcHK4a/b (Fig. 7b).
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The substitution occurs above the cytokinin adenine ring. PcCHK2 also exhibits this substitution of L274 for
isoleucine, together with the replacement of Y273 with histidine and A345 with serine (Fig. 7d). The latter
change introduces a new H-bond donor/acceptor at the base of the binding site, enabling stronger interactions
with the cytokinin base’s nitrogen atoms or the hydroxyl groups of a cytokinin riboside, as demonstrated by
the K; values for the PcHK2 and PcHK4a/b isoforms. The binding sites of PcHK3a and PcHK3b differ from
that of AHK4 by five substitutions (Fig. 7c). L274, located above the cytokinin adenine ring, is replaced by
smaller valine residue. However, two residues below the adenine ring, namely V315 and A345, are replaced
by bulkier isoleucine residues. These residues would clash with a cytokinin molecule bound in the position
observed in AHK4 (Hothorn et al. 2011) and therefore presumably alter the binding position of the cytokinin
ligand, shifting its adenine moiety up towards V141 (in the PcHK3a numbering). These changes clearly
destabilize the binding of the studied cytokinins (Table 2). The weak binding of iP derivatives can be
explained by the missing isoprenoid hydroxyl group, which allows tZ derivatives to establish H-bonds to
T317 on the opposite side of the cavity and thus bind more strongly.

Although a crystal structure of cytokinin receptor in complex with cytokinin riboside is not available,
an induced fit, rearrangement of the loop close to the nucleobase or eventually a nucleobase flip may occur. In
the case of cytokinin oxidase/dehydrogenase, the adenine base of the ligand can be flipped by 180° around its
longitudinal axis formed by the isoprenoid side chain as observed for tZ in WT-ZmCKO1 (Malito et al, 2004)
and for iP in P427Q-ZmCKO1 (Kope¢ny et al, 2016). Such a flip in AHK is possible and opens a possibility
for riboside binding. Previously, it was demonstrated that cytokinin ribosides are poor ligands in plant assays
using microsomal fractions but not intact cells as used in E. coli assay (Lomin et al. 2015). This brings a
possibility of contamination with cytosolic enzymes involved in cytokinin metabolism such as NRHs
(Kopecna at el. 2013) or adenosine kinases (Schoor et al. 2001) and others. We analyzed the stability of iPR
in live cell E. coli assay and found no changes in signal during several hours (Fig. 5). However, all data
during competition experiments are always acquired after 30 minute incubation at 4 °C. Moreover, our
UHPLC-MS/MS data show the presence of only a small amount of iP released from iPR which is not
sufficient to displace 50% of [®H]-tZ based on binding curves for iP. These findings confirm that all five
poplar HKs bind cytokinin ribosides in live cell assay. In parallel, pure NRH2b (Kope¢na et al. 2013) was
added to the reactions with iPR to release its free base iP. Our data show that it would take up to 8 hours to
fully convert iPR and reach the value of iP signal at 4 °C.

Incubation at room temperature resulted in approximately half-conversion of iPR (Fig 5b). The amount
of iP released and the calculated displacement of [°H]-tZ correlate well with the measured response of
PcHK4a (displacement of tritiated tZ, Fig. 5a and 5c). Our finding is further supported by a recent study
showing the ability of cytokinin receptors to bind N9-substituted cytokinins fluorescently labelled with
T-nitrobenzofurazan group (Kubiasova et al. 2018). Such compounds cannot be hydrolyzed as NRHs require
the presence of the ribose group and therefore these derivatives are suitable for in vivo labelling.

The functional analysis of the receptors (Table 2, Fig. 4) suggests that PcHK2 (and to lesser extent also
PcHK4a and PcHK4b) are the most likely to be activated by in vivo concentrations of iP. At least partial
activation may also be induced by iPR. The cytokinin exhibiting the most dramatic seasonal changes in poplar
was tZ (Fig. 6), but its concentration remained above K; values for all receptors, suggesting that it plays a
central role in cytokinin signaling in poplar. The affinity of tZR towards the receptors is lower by
approximately one order of magnitude. However, the in vivo concentrations of tZR are more stable than those
of tZ and still sufficient to activate all receptors, at least partially. Conversely, the concentration of cZ was
much lower than that of the other cytokinins, suggesting that it induces little activation, if any. Levels of
isoprenoid and aromatic cytokinins measured from P. x canadensis leaves presented in this work and those
gathered two years earlier from the same tree (Jaworek et al. 2019) reveal considerable variability between
years, as well as seasonal fluctuations. This is consistent with a report on annual and seasonal fluctuations in
P. tremula (Edlund et al. 2017) observed in three consecutive years. Other factors such as interactions with
microbial pathogens or insects must also be accounted for. Activation of cytokinin signaling pathway by both
cytokinin types was verified by analyzing the expression of two A-type RRs, which are well known as fast
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cytokinin response genes. Cytokinin-dependent upregulation of RR1 and weaker activation of RR10 was
observed, which slightly differs from findings in P. trichocarpa (Ramirez-Carjaval et al. 2008) where stronger
activation was reported for RR10 using semi-quantitative PCR.

PcHK3b displays a significant constitutive background HK activity. The sequence shows no
alternations in proximity to the conserved His site (SHE motif) found in the HK domain and conserved Asp
site (FMD motif) in the receiver domain. Very recently, the similar activity was reported for both HK3a and
HK3b in a study on apple MdHK family (Daudu et. 2017), which relied on complementation of AsInl yeast
mutant strain lacking endogenous osmo-sensing HK called SLN1 (Inoue et al 2001). While MdHK2,
MdHK4a and MdHK4b rescued the mutant in cytokinin-dependent manner, both MdHK3a and especially
MdHK3b allowed a basal growth of the mutant in absence of cytokinin suggesting a constitutive background
HK activity. Similar finding has also been reported for A. thaliana AHK3 and AHK2 (Tran et al. 2007).
AHKA4 variants equivalent to rock2 and rock3 mutants also suppressed the lethality of Aslnl even without the
addition of cytokinin (Bartrina et al. 2017). Additionally, it is known that among five apple cytokinin
receptors only MdHK3a and MdHK3b do not form homodimers (Daudu et. 2017). Taken together, the
constitutive HK activity of HK3 found in woody plants raises the question of either additional sensing
function or alternation of kinase activity due to presence of particular unknown residue and slight structural
rearrangements in relation to changes in the receptor’s oligomerization.

Conclusion

We have characterized all five poplar CHASE-containing HKs and verified that they function as
genuine cytokinin receptors. The affinity of PcCHK2 for cytokinins declines in the order tZ > TDZ > iP > iPR
>mT >tZR > BAP > cZ > oT > oTR, whereas the cytokinin affinities of PcHK3a and PcHK3b decline in the
order tZ > TDZ > tZR > mT > iP > BAP > c¢Z ~ iPR > oT > 0TR. Those of PcHK4a and PcHK4b decline in
the order tZ > iP ~ TDZ > tZR > iPR >mT ~ ¢Z > BAP > oT > oTR. Although the PcHK2 and PcHK3b genes
are expressed quite strongly across various organs in poplar, they have comparatively low kinase activation
ratios. Conversely, the kinase activity of PcHK4a increases over 400-fold upon cytokinin binding, suggesting
an exceptional role in strong responses to changes in cytokinin levels. The best receptor for aromatic
cytokinins is PcHK2, which also displays a strong affinity for the other tested cytokinins. The full set of
poplar HK constructs developed in this work could be used as a tool for testing newly developed urea
derivatives as CKX inhibitors in order to identify compounds with strong inhibitory effects that do not
activate cytokinin receptors. Such compounds have potential agricultural applications as agents for increasing
crop yields (Kope¢ny et al. 2010; Nisler et al. 2016). It is important to note that cytokinin profiling was
performed at the leaf level. Therefore, the quantitative data presented here relate to average cytokinin
concentrations in the organs. Future studies should investigate the localization of cytokinin signaling at the
sub-organ level.
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The following supplemental materials are available online:

Table S1 Primer pairs used for cloning of poplar HKs and housekeeping genes together with probes and
primer pairs used for RT-gPCR of PcHK gene expression

Table S2 Identities and similarities of amino acid sequences of the HKs from P. x canadensis with those
from P. trichocarpa and P. deltoides

Table S3 Number and position of transmembrane (TM) helical segments in poplar cytokinin receptors
Table S4 Absolute quantification of PcHK transcripts

Fig. S1 Gene models showing length of exons and introns of individual HK homologues

Fig. S2 Relative background kinase activity of the receptors in the absence of cytokinin

Fig. S3 Relative gene expression of PcCRR1 and PCRR10 upon cytokinin treatment

Fig. S4 Concentration of isoprenoid cytokinins tZ, cZ, iP in samples of P. x canadensis leaves.
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TABLES

Table 1 A nomenclature of HKs from P. x canadensis (cv. Robusta) studied in this work. The table shows
GenBank™ accession numbers for all five HK genes as well as Phytozome ID numbers for the respective
P. trichocarpa orthologues with their chromosome locations and corresponding amino acid lengths. Sequence
identities of CHASE domains with either those of their A. thaliana orthologues or only that of AHK4 with
known crystal structure (Hothorn et al. 2011) were calculated by Lalign (Huang and Miller 1991)

GenBank™ Phytozome ID Chromosome Identity of CHASE domain to:
Gene name . ich AA
accession (P. trichocarpa) # A.th. ortholog (%) AHK4 (%)
PcHK?2 MH248795 Potri.014G164700 14 1261 80.3 63.6
PcHK3a MH248793 Potri.001G057400 1 1020 84.8 61.7
PcHK3b MH248794 Potri.003G171000 3 1019 84.8 62.5
PcHK4a MH248791 Potri.008G137900 8 1006 82.6 82.6
PcHK4b MH248792 Potri.010G102900 10 1006 82.6 82.6

Table 2 Ki values for various natural and synthetic cytokinins and their binding to the cytokinin HK receptors
from poplar. The values were calculated using the equation of Cheng and Prusoff (Cheng and Prusoff 1973)
based on IC50 values obtained from competitive binding curves and the known Kp values for [3H]-tZ towards
each receptor determined at pH 7.0. Values are means of at least three measurements

Ki (M)
Compound

PcHK?2 PcHK3a PcHK3b PcHK4a PcHK4b

iP 39+£0.2 236+ 13 147 +£13 17+£0.9 14+1
tz 1.6 £0.1 1.5+0.1 1.6 +0.1 3.7+0.1 48+0.2
cZ 106 =7 858 £ 113 1070 £ 194 205 +24 331+22
iPR 22+1 2270+ 117 890 + 81 125+6 96+ 11
tZR 2442 8.9+0.8 11£04 38+3 53+2.1
BAP 87+5 704 + 33 850 + 82 601 £27 739 +£39

oT 1100+ 118 >5000 >5000 4500 £+ 296 2820+ 346

mT 23+£2 55+6 52+5 302 +£22 223+ 16

TDZ 22+0.1 3.5+0.2 1.5+0.1 9.6+0.5 23+1

HETDZ >5000 3530+ 789 1190 + 88 >5000 >5000

3FMTDZ >5000 3890 + 465 622 +37 >5000 >5000
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Phylogenetic tree illustrating the relationship of poplar PcHK2, PcHK3a/b and PcHK4a/b to other
CHASE-containing HKs. Amino acid alignments of 28 HKs were performed using T-Coffee (Notredame et
al. 2000) and treated with Gblocks (Castresana 2000). The maximum likelihood phylogeny with bootstrap
analysis was performed with PhyML v3.0 using the LG amino acid replacement matrix (Guindon et al. 2010).
The internal labels show bootstrap frequencies (in percentage) for each clade. Scale bar shows an average
number of substitutions per site. Only a subset of known HKs was chosen, focusing on those that have been
studied previously. The subset includes examples from Arabidopsis thaliana (AtHKs: At5g35750, At1g27320
and At2g01830), Brassica napus (BnHKs: KF621029-33), Malus domestica (MdHKs: KM114879-83), Oryza
sativa (OsHKs: 0s02g50480, Os03g50860, 0s10g21810 and 0s01g69920), Solanum tuberosum (StHKs:
XM_015303261.1, XM_006352114.2 and XM_006354988.2) and Zea mays (ZmHKs: AB042270,
AB102956, AB102957 and AB121445)

Fig. 2 Expression pattern of PcHK genes in various organs. The heat map shows transcript levels detected in
1 ng of total RNA. These total transcript levels are expressed as log,-values and are color-coded from blue to
red representing the lowest and highest detected transcript numbers, respectively

Fig. 3 Cytokinin binding and kinase activity of PcHKs. a Dose-dependent specific binding of [°H]tZ to
cytokinin receptor-expressing E. coli clones. Binding was studied at pH 7.0 and cytokinin concentrations of
up to 30 nM, and the calculated Kp values are given for each receptor. b Effect of pH on binding strength.
Binding was analyzed for [*H]-tZ in pH range from 5.5 to 8.0 using 100 mM MES and MOPS buffers.
¢ Ratios of maximal to background kinase activity for individual receptors. Maximal activity was measured in
the presence of 1 uM tZ. Absolute detected fluorescence values were normalized against the product of the
bacterial cultures’ ODgyo Values and cultivation times (fluorescence x ODgyo” x h™). Two values were
calculated for each receptor, representing results obtained in the absence and presence, respectively, of 1 uM
tZ: 358 + 16 and 2128 + 371 for PcHK2, 11 +6 and 294 + 53 for PcHK3a, 3817 + 477 and 6522 + 515 for
PcHK3b, 6 + 14 and 2795+ 83 for PcHK4a, 13+ 1 and 398 + 44 for PcHK4b. All measurements were
performed twice with three technical replicates.

Fig. 4 Competitive binding curves for various cytokinins versus [*H]-tZ using five poplar cytokinin receptors.
The bound radioactivity corresponding to 100% binding was 19500, 11000, 70000, 16500 and 13500 dpm for
experiments with PcHK2, PcHK3a, PcHK3b, PcHK4a and PcHK4b, respectively. Binding was studied at pH
7.0.

Fig. 5 Stability of iPR in cytokinin binding assays with three PcHKs. a The graph shows relative binding of
cytokinin base (iP) and riboside (iPR) determined by competitive binding assay with [*H]-tZ at pH 7.0.
Concentrations of iP and iPR used in the assay were based on K; values for each receptor (25 nM for PcHK2,
900 nM for PcHK3b and 125 nM for PcHK4a). Addition of nucleoside N-ribohydrolase (NRH), hydrolyzing
ribosides to bases, to E. coli samples resulted in signal increase corresponding to stronger binding of iP.
Dashed lines indicate a maximal response if all iPR would be converted to iP. b Concentration of iP and iPR
present in the reaction mixture with PcHK4a receptor-expressing E. coli clones determined by UHPLC-
MS/MS. Data show cytokinin levels under standard assay conditions and upon addition of NRH; applied
125 nM iPR incubated for 30 minute is shown as a dashed line. ¢ Calculated saturation of the PcHK4a
receptor by the amount of released iP from iPR as measured by UHPLC-MS/MS in the reaction mixture.

Fig. 6 Seasonal fluctuations of isoprenoid cytokinins in leaves of P. x canadensis. Values for each cytokinin

represent a sum of 48 data points and concentrations are reported in units of nM although they were
determined in pmol g™ FW. The conversion assumes a relative leaf water content of 95 % (1.0 g ~ 0.95 ml).
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Values in boxes cover data from upper and lower quartiles (25 — 75 %), lines in the middle of the boxes stand
for a median value while the black squares indicate a mean values. Whiskers delineate 9" and 91% percentiles
and stars indicate the lowest and highest values.

Fig. 7 Amino acid conservation in the cytokinin binding sites of poplar HKs. a Overall conservation of
residues forming cytokinin binding sites in 52 plant HKs. Sequence logos were generated using WebLogo
(http://weblogo.threeplusone.com). 3D representations of the binding sites for the PcHK4a model (b, colored
in pink), PcHK3a model (c, colored in blue), and PcHK2 model (d, colored in green) constructed using
SWISS-MODEL with the crystal structure of Arabidopsis AHK4 (PDB ID 3T4L) serving as a template
(colored in gray). The numbering follows that of AHK4; substitutions are labelled in red and indicated by red
arrows.
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Table S1 Primer pair sequences used for cloning of poplar HKs and housekeeping genes and probes and
primer pair sequences used for RT-gPCR determination of poplar HK and RR gene expression

Oligo name Oligo sequence (5’ to 3°)

Primer pair sequences for cloning into the Zero Blunt or pINIII vectors
PcHK2_Fw ATGAGTTGTACTGGTGGTGGAG
PcHK2_R CTAAAAAAACCGTGTCACAGCATTGTA
PcHK3a_Fw ATGAGTTTACTTCATGTATATGGGTT
PcHK3a_R CTATAAATTCACGTTGGACGTTGGCTGT
PcHK3b_Fw ATGAGTTTGCTTCATGTATTTGG
PcHK3b _R CTATAAATTCGCACTGGAAGTTG
PcHK4a_Fw ATGGCGTTAAAGATGCAGCAAAGC
PcHK4a_R TTATGACTTCAAAGTGGATTTGGTAT
PcHK4b_Fw ATGGCGTTGAATATACAGCAAAGTTA
PcHK4b_R TTATGACTTTAAAGTGGATTTGCTAT

PcHK4b_BamHI_Fw

PcHK4b_Spel R
UBQ1_Fw
UBQ1 R
TUA2_Fw
TUA2 R

PcHK2_gFw
PcHK2_Probe
PcHK2_gR
PcHK3a_gFw
PcHK3a_Probe
PcHK3a_gR
PcHK3b_gFw
PcHK3b_Probe
PcHK3b_gR
PcHK4a_gFw
PcHK4a_Probe
PcHK4a_gR
PcHK4b_gFw
PcHK4b_Probe
PcHK4b_gR
RR1_gFw
RR1_Probe
RR1 gR
RR10_gFw
RR10_Probe
RR10 gR
PcUBQ1_gFw
PcUBQ1_Probe
PcUBQ1 gR
PcTUA2_gFw
PcTUA2_Probe
PcTUA2 _gR

ACTGGATCCGATTATGGCGTTGAATATACAGCA
TAGACTAGTTTATGACTTTAAAGTGGATTTG
ATGCAGATCTTTGTGAAAACCCTGAC
TTGGCCTCAACTGGTTGCTGT
CATACACATAGGGCAAGCAGGGATT
GTCTTCTTCATCATCTACACCTTCA

Probes and primer for RT-qPCR
CGCCATTTCAATGTCAGCAA

[6FAM]- ACCAGCTTCATGCTTTGGGTTCTTTGTTCT-[TAM]
GGGATGCTACCTGATCTGAATCA
GCTGCATCTTTACAACGAGCAAT

[6FAM]- ATCCCCGCAATGGAGAACACCCC-[TAM]
AACAAGATGGTTGCAAAGAGACAA
CCCAATGAATGGTGTCCTAGGA

[6FAM]- ATGGACACAGAACTAGACGCAACTCAGCAA-[TAM]
TTTATAAGTGAGACCAGTGCTTTTCC
ACTTGTTTAAATGGAGGATCCAATG

[6FAM]- CTTACATCAGGTTCCCAAAA-[MGBNFQ]
TGCTTCACAACCACTCAAGGTT
TCACTGAAAGAGGACATACATTCGTT

[6FAM]- CCAAGGCCACGACAGATACAAAAGCAGAC-[TAM]
TATAAGCACACTTTCATTGGACCCA
TTCATCGCCGCCCTCTATC
[EFAM]ACCGTCTCCTTCGCCTTCCTCTGC[TAM]
CGGCGCTGATGATGAGAAC
GCTCTGTTGGGTTCAATGATTTG
[6FAM]TCAATCTCATCATGACCGATTACTCCATGCI[TAM]
TTTTTAAGCAGCTCATATCCTGTCA
TCTTGAGGTCGAATCTAGTGATACTATTG
[6FAM]-CAATGTCAAAGCCAAAATCCAGGACAAGG-[TAM]
CTCTGCTGATCAGGAGGAATCC
CAATGCTTGTTGGGAGCTTTACT
[6FAM]-TCTTGAACATGGCATCCAGCCAGATG-[TAM]
TGAAGCGTCACTAGGCATCACT




Table S2 Identities and similarities of amino acid sequences of the HKs from P. x canadensis with those
from P. trichocarpa and P. deltoides

P. trichocarpa P. deltoides
Identity (%)  Similarity (%0) Identity (%)  Similarity (%0)
PcHK?2 98.5 99.2 98.2 99.0
PcHK3a 99.4 99.7 100.0 100.0
PcHK3b 99.8 100.0 100.0 100.0
PcHK4a 99.2 99.8 99.1 99.8
PcHK4b 99.2 99.9 98.5 99.7

Table S3 Number and position of transmembrane (TM) helical segments in poplar cytokinin receptors.
Poplar sequences were analyzed using TMpred server TMHMM Server v. 2.0

TM segments (TMHMM) TM segments (TMpred)
Gene name AA
T™M1 TM2 TM3 TM4 TM1 TM2 TM3 TM4
PcHK2 1261 68-87  245-262  308-325 - 68-86 244-266  308-325  611-630
PcHK3a 1020 13-35 88-106 391-413 - 15-34  88-106 393-414 -
PcHK3b 1019  15-34 88-106 391-413 - 13-34  89-107 393-414 -
PcHK4a 1006  41-60  338-360 - - 37-57  324-353 - -
PcHK4b 1006  41-60  331-353 - - 37-57  324-353 - -




Table S4 Absolute quantification of PcCHK gene expression. Results are given as number of gene copies
per 1 ng of RNA in various plant organs of P. x canadensis determined by gPCR. Mean values with SD
were calculated from samples (pooled plant material) transcribed in two independent reactions and each
was measured in triplicate. PCR efficiencies and specificities of designed probes and primer pairs were
verified using plasmid DNA carrying ORFs of the poplar HK genes. Cycle threshold values were
normalized with respect to the amplification efficiency of two housekeeping genes UBQ1 and TUA2.

Developed  Axillary

Callus Leaf bud Young leaf Root Flower
leaf meristem
PcHK2 671 £205 865+ 75 2176 £350 595+42 728 £214 1697 £314 647 +£210
PcHK3a 416 +£104 758 £40 1512+ 188  845+78 279 £46 1344 +£257 1232 +362
PcHK3b 348 £42 450 +43 2081 £318 889 £ 145 406 + 46 904 +208 507 £ 136
PcHK4a 193 £ 20 277 £ 14 139 £31 14+2 447 £ 53 1220+ 275 32+4
PcHK4b 153 +£31 106 +7 51+9 30+£18 615 170 £ 36 425 +42




Fig. S1 Gene models showing length (bp) of exons (boxes) and introns (lines) of individual HK
homologues from Arabidopsis thaliana, Zea mays and Populus x canadensis. Models of PcHK genes
were deduced from alignment with orthologues genes from Populus trichocarpa. PCHK2 is present in
several detected splicing variants, PcCHK2_v1 represents the functional gene. Red rectangle flanks the
CHASE domains, arrows and asterisks indicate the positions of insertion/deletion leading to frame shift
and stop codon, respectively
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Fig. S2 Relative background kinase activity of the receptors in the absence of cytokinin, calculated as the
percentage ratio of background activity to maximal activity in the presence of 1 pM tZ. Absolute detected
fluorescence values were normalized against the product of the bacterial cultures’ ODgqo Values and cultivation times
(fluorescence x ODggo ™ % h'l). All measurements were performed twice with three technical replicates.

Background kinase activity (%)
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Fig. S3 Relative gene expression of PCRR1 and PcRR10 upon cytokinin treatment. Total RNA was
isolated from young leaves exposed to cytokinin stimuli for 4 hours (a), or young twigs exposed to
cytokinins for 24 hours (b). Transcript abundance of both genes was determined by gPCR using FAM-
TAMRA dual labelled probes and was further normalized against expression of the ubiquitin reference
gene. Error bars were calculated from triplicates. Asterisks indicate statistically significant difference in
the cytokinin treated versus non-treated samples in a Student's t-test (t-test; *, **, and *** correspond to
P-values of 0.05 > p > 0.01, 0.01 > p > 0.001, and p < 0.001, respectively).
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Fig. S4 Concentration of isoprenoid cytokinins tZ, cZ, iP in samples of P. x canadensis leaves. The values
(in pmol g* fresh weight of leaf material) represent an average of two biological samples analyzed in
triplicate. Error bars represent standard deviations.
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ABSTRAKT

Cytokininy jsou skupinou fytohormont klicovou pro regulaci ristu a vyvoje rostlin. Podle
charakteru postranniho fetézce, vézaného na exocyklicky dusik adeninu, se d¢li na
isoprenoidni a vzacnéji se vyskytujici aromatické. Jako modelovy organismus pro studium
metabolismu a percepce aromatickych cytokinind vybran Populus x canadensis cv. Robusta.
Tento topol obsahuje ortho-topolin a jeho ribosid, ktery je zaroven vazan v tRNA. Podafilo se
klonovat geny vSech deviti topolovych isopentenyltransferas (PCIPT), které koduji enzymy
katalyzujici prvni krok biosyntézy isoprenoidnich cytokinin,, a také vSech péti
histidinkinasovych receptor cytokinini (PcHK). Jejich genova exprese byla napfi¢ organy
topolu analyzovana pomoci kvantitativni PCR. Funkénost vétsSiny PcIPT in vivo byla
prokazana indukovatelnou expresi ptislusnych gend v Arabidopsis thaliana. Transgenni linie
produkovaly zna¢na mnozstvi metabolitli isopentenyladeninu a trans-zeatinu, ale u nékterych
byly ptekvapivé zaznamenany i zvySené hladiny cytokinint Cis-zeatinového typu. PCHK byly
exprimovany v Escherichia coli, navazujici ,live cell binding assay” umoznila stanovit
ligandovou specificitu a pH optimum vSech péti rekombinantnich proteini. VétSinu
cytokininii béhem kompeticnich testil vazala nejsilnéji PcHK2. Dale byla ovéfena kinasova
aktivita receptord, nejvétsi miru aktivace po vazbé ligandu vykazovala PcHK4a. Kvantifikaci
cytokinini pfed a po inkubaci s bakterialni kulturou bylo potvrzeno, Ze isopentenyladenosin je
skute¢ny ligand topolovych receptori.



ABSTRACT

Cytokinins are phytohormones with a key role in the regulation of plant growth and
development. They are divided into isoprenoid or aromatic group according to the nature of
side chain bound to the exocyclic nitrogen atom of adenine. In this work, Populus
x canadensis cv. Robusta was chosen as a model organism to study metabolism and
perception of aromatic cytokinins as it contains ortho-topolin and its riboside, also bound in
the poplar tRNA. All nine poplar isopentenyl transferase genes (PcIPT), coding enzymes
fundamental for isoprenoid cytokinin biosynthesis, as well as all five cytokinin receptors
hisidine kinase genes (PcHK) were cloned. The levels of gene expression were analyzed using
quantitative PCR across various poplar organs. The majority of PcCIPTs was proved to be
functional in vivo after their inducible expression in Arabidopsis thaliana. These transgenic
lines produced substantial amounts of trans-zeatin and isopentenyl adenine metabolites.
Suprisingly, levels of cis-zeatin type cytokinins were also elevated in some cases. PCHK were
functionally expressed in Escherichia coli to perform live cell binding assay for
determinantion of receptors ligand specificities and pH optima. The majority of cytokinins
exhibited the strongest binding to PcHK2. Additionally, kinase activities of the receptors were
verified, PcHK4a displayed the highest activation by ligand binding. The quantification
of cytokinins before and after their incubation with bacterial cultures proved that isopentenyl
adenosine is a true ligand of poplar receptors.
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1 CILEPRACE

Shrnuti aktudlnich poznatkii o vyskytu, metabolismu, percepci a fyziologickych
funkcich cytokininl v rostlinach.

Pilotni experimenty — selekce vhodného modelového organismu, odvozeni
a charakterizace in vitro kultury topolu Populus x canadensis cv. Robusta.
Molekularni klonovani genti kodujicich isopentenyltransferasy z P. x canadensis
(PclIPT) a analyza jejich genové exprese.

Heterologni exprese PCIPT v Escherichia coli a Arabidopsis thaliana, charakterizace
rekombinantnich PcIPT.

Molekularni klonovani gent kodujicich histidinkinasové cytokininové receptory
z P. x canadensis (PcHK) a analyza jejich genové exprese.

Heterologni exprese PCHK v E. coli a charakterizace rekombinantnich PcHK.



2 TEORETICKY UVOD

2.1 Struktura a vyskyt cytokinint

Cytokininy jsou hormony vyznamné se podilejici na regulaci vyvoje a ristu rostlin.
Viechny pfirozend se vyskytujici cytokininy jsou N°- substituované derivaty adeninu.
U vysSich rostlin se vSudypfitomné vyskytuji cytokininy s isoprenoidnim postrannim
fetézcem, aromatické cytokininy jsou naopak pomérné vzacné. U bakterii a eukaryotnich
organismu jsou navic isoprenylované¢ adeninové baze soucasti nékterych populaci tRNA
a podili se na stabilizaci interakce kodon-antikodon (Persson et al. 1994).

Prvnim (isoprenoidnim) cytokininem izolovanym z rostlinného materialu — z nezralych
obilek kukufice (Zea mays), podle které byl pojmenovan — byl trans-zeatin (tZ; Letham,
1963). Brzy poté byl objeven byl N°-(A%isopentenyl)-adenin (iP; Obr. 1) produkovany
patogenni bakterii Rhodococcus fascians (Klambt et al. 1966). Ze smési malych RNA Spenatu
a hrachu se také podafilo izolovat cis-zeatin (cZ), respektive jeho ribosid (Hall et al. 1967).
Z obou zeatinovych isomert je tZ biologicky podstatné aktivnéj$i (Spichal et al. 2004,
Romanov et al. 2006) a spole¢né s iP je dlouhodobé povazovan ze pievladajici typ cytokinint
(Frébort et al. 2011). Nicméné cZ-typ je také vysoce abundantni, v nékterych rostlinach (fady
liliotvaré, hvézdicotvaré nebo ¢eled lipnicovité) a v urcitych vyvojovych stadiich (napiiklad
semena nebo senescentni listy) dokonce pievazuje (Gajdosova et al. 2011).

Mezi cytokininy s aromatickym postrannim fetézcem patii N°-benzyladenin (BA) a jeho
hydroxylované derivaty ortho- a meta-topolin (0T a mT; Obr. 1). Dlouhou dobu byly
povazovany za syntetické latky, ale mnoho derivati aromatickych cytokinini bylo pozdgji
detekovano v listech topolu druhu P. x canadensis, coz se odrazi v trivialnim nazvu ,,topolin®
(Strnad et al. 1997). Jako prvni byl identifikovan ribosid oT (0TR; Horgan et al., 1973).
Skupina profesora Strnada z listd P. x canadensis dale izolovala oT (Strnad et al. 1992)
a 0T-9-glukosid (Strnad et al. 1994), mT, jeho ribosid a 9-glukosid (Strnad et al. 1997).

OH
C_ C_ OH C2/
HN/R1 LL{ LL{ LL{
6 ; Isopentenyladenin (iP) trans-zeatin (t2) cis-zeatin (c2)
NP NS N

OH OH
~N.
N7 H,
C Hy Hy
\_\_4 C C
<, <

Benzyladenin (BAP) ortho-topolin (oT) meta-topolin (mt)

Obrazek 1 Strukturni vzorce, nazvy a zkratky vybranych cytokininovych bazi.



2.2 Metabolismus cytokinini

Stézejnim krokem biosyntézy isoprenoidnich cytokininli je adice prenylové skupiny
na exocyklicky dusik adenosin-5’-fosfatu, ptipadné adeninu vazaného v tRNA. Reakce je
katalyzovéana isopentenyltransferasami (IPT), které kromé rliznych forem adeninu vyuzivaji
jako substrat zejména dimethylallyldifosfat (DMAPP; Barry et al., 1984) a v nékterych
piipadech také (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfat (HMBPP; Krall et al., 2002).
Isopentenyltransferasy se déli do dvou skupin na vyvojové starsi tRNA IPT (EC 2.5.1.75),
piitomné témé&f ve vSech zivych organismech, a adenylatové IPT (EC 2.5.1.27) (Frébort et al.
2011).

Rostlinné IPT jako substrat silné preferuji ATP a ADP, hodnota K, pro AMP je fadove
vyssi  (Kakimoto 2001). Naopak jedinym efektivnim adeninovym substratem IPT
z A tumefaciens je AMP (napt. Krall et al. 2002). V pripadé tRNA IPT jsou substratem tRNA,
které rozpoznavaji kodony zacinajici uracilem. Dochazi k prenylaci adeninu na pozici 37,
pfi¢emz tato modifikace napomaha stabilizovat interakci antikodon-kodon s mRNA (Persson
et al. 1994). Bakterialni a rostlinné adenylatové IPT se 1isi také v preferenci donoru prenylové
skupiny. Zatimco Tmr, IPT z A. tumefaciens, ma piiblizn¢ stejné hodnoty K, pro DMAPP
i HMBPP, enzym z Arabidopsis HMBPP jako substrat nevyuziva (Sakakibara et al. 2005).

Primarnim mechanismem tvorby tZ-typu cytokininl je u rostlin hydroxylace iP, zejména
ve form¢ nukleotidi, katalyzovana cytochromy P450. U Arabidopsis se konkrétné jedna
0 CYP735A1 a CYP735A2, které jsou oba stereospecifické a CZ produkuji jen
v zanedbatelném mnozstvi (Takei et al. 2004). Puvod hydroxylové skupiny u cis- isomeru
doposud nebyl spolehlivé vysvétlen. Phvodné predpokladand moznost isomerace tZ
hypotetickou cis-trans-isomerasou, ¢aste¢né purifikovanou z nezralych semen fazolu (Bassil
et al. 1993), nebyla prokazana. Domn¢la cis-trans-isomerasa byla nedavno purifikovana
zZ kukufice a identifikovan jako nukleotidpyrofosfatasa/ fosfodiesterasa (EC 3.6.1.9). Ukazalo
se v8ak, ze isomerace in Vitro probiha spontanné. Ani nadexprese enzymu nevedla ke zménam
pomeéru koncentrace tZ a cZ in vivo (Hluska et al. 2017).

Aktivace primarnich produkti biosyntézy, cytokininovych nukleotidli, je spojena
s odstépenim fosfatii a ribosy. Na interkonverzi jednotlivych forem cytokinini se mohou
podilet enzymy obecného purinového metabolismu, jejich afinita k cytokinintim je vSak nizka
(Galuszka et al. 2008). Na odstépeni ribosy se podili nukleosid-N-ribohydrolasy (NRH;
EC 3.2.2.-; Kopecna et al. 2013). Enzym je bézné oznacovan jako ,,LONELY GUY* (LOG),
jelikoz kvéty ryze s mutaci v piislusnych genech casto obsahovaly jedinou ty¢inku a zadné
pestiky (Kurakawa et al. 2007).

Pro regulaci hladin aktivnich cytokinind v rostlinném pletivu je vedle biosyntézy neméné
dalezita jejich degradace nebo inaktivace. Nevratnd degradace cytokininli je zaloZena na
jejich oxidativnim Stépeni, které je katalyzovano enzymem pivodné pojmenovan jako
cytokininoxidasa. Produkty reakce jsou adenin, piipadné jeho N°- substituovany derivat
(Whitty a Hall, 1974), a aldehyd postranniho fetézce (Brownlee et al. 1975). Enzym je vsak
schopen efektivnéji vyuzivat i jiné akceptory elektrond nez molekularni kyslik (Galuszka et
al. 2001; Frébortova et al. 2004) a byl proto pieklasifikovan na cytokinindehydrogenasu
(CKX; EC 1.5.99.12).



Alternativnim mechanismem pro sniZzeni koncentrace aktivnich cytokinin v rostlinném
pletivu je jejich konjugace s glukosou, pfipadné xylosou. Ke glykosylaci dochazi typicky
na hydroxylové skupiné postranniho fetézce cytokininii, je-li pfitomna, a na purinovém
skeletu v polohach N’ nebo N° Tvorbu O-glykosidi Kkatalyzuji trans-zeatin-O-
glukosyltransferasa (EC 2.4.1.203) vyuzivajici jako substrat UDP-glukosu (Dixon et al.
1989). Aktivni cytokininy mohou byt z O-glykosidi opétovné uvolnény B-glukosidasou
(EC 3.2.1.21; Brzobohaty et al., 1993). O-glykosidy jsou proto povazovany za zasobni formu
cytokinind. Nevratnou glykosylaci cytokininti v polohach N’ nebo N° Kkatalyzuji
N-glukosyltransferasy (EC 2.4.1.118), poprvé izolované z déloznich listkii fedkve (Entsch
a Letham, 1979).

2.3 Cytokininové receptory a signalizace

Percepci cytokinini zajist'uji hybridni histidinkinasové receptory (HK), které jsou soucasti
tzv. systtmu dvou komponent (TCS; =z anglického ,two-component system®) S§iroce
roz§iteného u prokaryotnich organismi. HK prototypické bakteridlni TCS se sklada ze tii
hlavnich domén: extracelularni senzorické, dimerizacni a histidin obsahujici fosfotransferové
domény (DHPt) a ATP vazajici kinasové domény (West a Stock, 2001). Percepce signalu
senzorickou doménou vede ke konformacni zméné, ktera se pohybem helikalnich segmentt
pfenasi na cytosolarni domény adochazi k aktivaci kinasy (Wang et al., 2013).
Po autofosforylaci konzervovanych His rezidui na DHPt obou HK monomert dochazi
k jejich interakci s pfijimaci doménou regulatoru
odpovédi (RR; zanglického ,response regulator), kterd dale katalyzuje ptenos fosfatu

Membrana
Regulator
Signal odpovédi
ATP
Histidinkinasa , -<--
® v ® w,

~ .

® ® H
Signal § e A
\ H  atp D
protein

Hybridni
histidinkinasa

Obrazek 2 Schématické znazornéni prenosu signalu prostfednictvim klasického prokaryotniho TCS
(nahote) a vicestupniového TCS s hybridni HK (dole). SD = senzoricka doména; DHPt = dimeriza¢ni
a histidin obsahujici fosfotransferova doména; KD = kinasova / katalyticka doména; PD = pfijimaci
doména; ED = efektorova doména. Obrazek byl vytvoren podle piedlohy (Capra a Laub, 2012).



na vlastni konzervované Asp reziduum (Obr. 2, horni ¢ast). RR je timto aktivovan a jeho
efektorova doména, kterd je typicky transkripénim faktorem, zprostfedkovava reakci buiky
na prijaty signal (Gao a Stock, 2009). Témeér 25 % vsSech znamych HK je takzvané
hybridnich, obsahuji navic pfijimaci doménu typickou pro RR. Tyto hybridni HK jsou
soucasti vicestupniovych TCS zahrnujicich jesté histidin obsahujici fosfotransferovy protein
(HPt), ktery je v signaliza¢ni kaskadé zatazen mezi HK a RR (Obr. 2, dolni ¢ast).

K identifikaci cytokininovych receptor vedlo nékolik nezavislych linii vyzkumu. Mutace
oznac¢ovana jako wooden leg (wol), ktera pusobi naruSeni piirozené organizace cévnich
svazkii v kofeni Arabidopsis, je dusledkem zamény V receptorové doméné tehdy blize
neuréené HK (Mahonen et al. 2000). Brzy po tomto zjisténi byly v genomu Arabidopsis
identifikovany tfi receptorové HK oznacené jako AHK2, AHK3 a AHK4 (Ueguchi et al.
2001). Dvé¢ skupiny nezavisle na sob¢ nasledné prokazaly, ze AHK4 je cytokininovy receptor
identicky s HK kodovanou genem WOL (Suzuki et al. 2001; Inoue et al. 2001). Funkce
jednotlivych receptorti se piekryvaji, nicméné AHKZ2 a AHK3 maji dominantni ulohu
vV nadzemni ¢asti, zatimco AHK4 v kofenech (Higuchi et al. 2004; Stolz et al. 2011).

Pro vazbu cytokininti je stéZejni N-koncovd doména HK, pojmenovand jako CHASE
(z anglického cyclase/histidine kinase-associated sensory extracellular). Jeji struktura pro
AHK4 byla vyfeSena (Hothorn et al. 2011), coz umoziuje vysvétlit rozdilnou afinitu
receptoru K jednotlivym ligandim. Prvni systematicka studie porovnavajici aktivaci AHK3
a AHK4 riuznymi cytokininy (Spichal et al. 2004) vyuzivala E. coli expresni systém
produkujici S-galaktosidasu v odezvé na cytokininovy signal (Suzuki et al. 2001). Tento
systém byl pozdéji upraven na kompeti¢ni test, ktery umoznuje piesnéji stanovit kinetické
parametry vazby ligandu pomoci tritiem znaceného tZ (Romanov et al. 2005, 2006).

Navazujicim ¢lankem cytokininové signalizace je HPt. U Arabidopsis se jedna o skupinu
celkem Sesti malych proteinl, znichz vSak jeden oznaCovany jako pseudo-AHPt (také
AHP16) postrada His reziduum kritické pro ptenos fosfatu (Suzuki et al. 2000). Pomoci faze
S GFP se také podafilo prokdzat, Ze AHPt slouzi jako Clunek mezi cytosolem a bunécnym
jadrem (Hwang a Sheen, 2001). Ve vétsiné ptipadt maji HPt na pienos signalu pozitivni vliv
a jejich funkce se ¢astecné prekryvaji (Hutchison et al. 2006). AHPt6 je nejen neschopen
pfenaset fosfat, ale navic inhibuje i1 ostatni AHPt a slouzi tak jako negativni regulator
cytokininové signalizace (Mahonen et al. 2006).

Na konci transdukce cytokininového signalu figuruji RR rozdélované zejména na typ A
a B, které se lisi pfitomnymi doménami a také funkci. RR typu B obsahuji pfijimaci doménu
a DNA vazici doménu jsou aktivovany prenosem fosfatu z HPt na konzervované Asp
reziduum a nasledn¢ funguji jako transkrip¢ni faktory (napt. Imamura et al. 1999; Sakai et al.
2001). Jednou ze skupin gent velmi rychle piepisovanych v dusledku aktivace RR typu B
po percepci cytokinind jsou také RR typu A. Arabidopsis jich obsahuje celkem 10 a jejich
sekvence je krat$i nez, je tomu u RR typu B, jelikoZz postradaji DNA vazebnou doménu
(D’Agostino etal., 2000). Funguji jako negativni zpétnovazebné regulatory cytokininové
signalizace s castecnym prekryvem jejich exprese napfi¢ rostlinou (napif. Hwang a Sheen,
2001).



2.4 Fyziologické funkce cytokinini

Cytokininy stimuluji ptechod bun¢k z G; do S faze (Riou-Khamlichi et al. 1999)
a zejména z G, do M faze bunécného cyklu (Zhang et al. 1996), vyznamné se proto podileji
na regulaci aktivity meristematickych bunék. Jednim z genli indukovanych cytokininy je
WUSCHEL (Zubo et al. 2017), koédujici transkripéni faktor kliCovy pro udrzeni kmenovych
bunék apikalniho meristému v nediferenciovaném stavu (Mayer et al. 1998). WUSCHEL
zaroven funguje jako transkripéni represor RR typu A, ¢imz brani zpétnovazebné inhibici
cytokininové signalizace (Leibfried et al. 2005). Cytokininy reguluji také aktivitu kambia
aradialni rust rostlin (Nieminen et al. 2008) a oddaluji senescenci listia (Gan a Amasino,
1995).

Zatimco rist nadzemni ¢asti rostliny je cytokininy stimulovan, jejich vliv na kofenovy
systém je opacny. Cytokininy ovliviuji distribuci auxinti v kofeni prostfednictvim regulace
exprese jejich transportérd (Moubayidin et al. 2010). V dasledku tim podporuji diferenciaci
bunék a negativné ovliviiuji velikost kofenového meristému (Dello loio et al. 2007), ale také
zakladani postrannich kofentt (Laplaze et al. 2007). V ranych fazich embryogeneze pak
souhra ptsobeni cytokininid a auxin fidi specifikaci kmenovych bunék, které pozdéji utvareji
kotenovy meristém (Miiller a Sheen, 2008). Koordinace auxinové a cytokininové signalizace
je nezbytna pro udrzeni apikalni dominance, po odstranéni apexu dochazi k uvolnéni inhibice
a cytokininy nasledné stimuluji rist postrannich vétvi (Tanaka et al. 2006).

Cytokininy se dale podileji na regulaci reakcei rostlin na vnéjsi podminky, zejména svétlo
a dostupnost mineralnich zivin. Pfi zastinéni rostliny vzroste podil vzdaleného cerveného
svétla indikovany fytochromy, coz vede k auxiny indukované expresi AtCKX6. Dusledkem je
zvySena degradace cytokininil v listovych primordiich a zastaveni jejich vyvoje ve prospéch
dlouzivého ristu (Carabelli et al. 2007). Cytokininy aktivovany ARR4 prostfednictvim
fytochromu B pak mimo jiné zpozd'uje fazi rostlinného cirkadianniho rytmu (Hanano et al.
2006). Ptidavek anorganického dusiku do péstebniho média vede k nardstu koncentrace
cytokininti v kofeni a xylémové §tavé (napi. Takei et al., 2001b), coz ovliviiuje rdst rostlin
atadu vyvojovych procest. Pod cytokininovou kontrolou je také exprese transportért
fosfatovu, sulfati nebo zeleza (Werner a Schmiilling 2009).

Pomérné rozsahlym tématem je uloha cytokininG pfi interakci rostlin s mikroorganismy.
Nejlépe prostudovanym piikladem je infekce rostlin bakterii A. tumefaciens, ktera b&éhem
tvorby halek integruje do rostlinného genomu c¢ast svého Ti-plasmidu kddujici mimo jiné IPT.
Prostfednicvim produkce tZ v plastidech pak ovliviiuj¢ déleni hostitelskych bunék
(Sakakibara et al. 2005). Podobnou strategii vyuziva bakterie R. fascians, ktera béhem infekce
vyluCuje smés nékolik cytokinini (Pertry et al. 2009). Cytokininy jsou stéZejni také pro
tvorbu kotfenovych hlizek u lusSténin, bez kterych nejsou symbiotické bakterie druhu
Rhizobium schopné fixovat dusik (Murray et al. 2007).



3  MATERIAL A METODY

Detailni popis pouzitych metod je uveden v disertacni praci, piipadné v publikacich
(Jaworek et al. 20193, b).

Populus x canadensis (cv. Robusta)

Mladé stromky byly zakoupeny od Vyzkumného ustavu lesniho hospodatstvi a myslivosti
(VULHM) - Vyzkumna stanice Kunovice. Biologicky material z dosp&lého topolu, ktery byl
uréen dendrologem VULHM, byl sbiran v Olomouci (GPS soufadnice: 49°35'44"N,
17°13'39"E). Kalusovou kulturu topolu odvodila a poskytla skupina RNDr. Jany Malé, CSc.
z VULHM.

Arabidopsis thaliana

Semena divokého typu (WT) Arabidopsis ekotypu Columbia poskytl kolega Mgr. David
Zalabédk, Ph.D., do WT rostlin byly transformovany adenylatové PCIPT. Semena dvojitého
mutanta atipt 2 9 poskytl prof. Tatsuo Kakimoto (Osaka University, Japonsko), do téchto
rostlin byla transformovana tRNA PcIPT9. Transgenni rostliny Arabidopsis exprimujici
topolové PcIPT fuzovné s Myc tagem pod kontrolou estradiolem indukovatelného promoteru
ptipravil Mgr. David Zalabak, Ph.D. (Jaworek et al. 2019a). Pro selekci homozygotnich linii
bylo pouzito MS10 médium pH 5,7 doplnéné o0 30 mg I"* hygromycinu B. Exprese PcIPT byla
indukovana postiikem 5 uM 17-B-estradiolu na tfi tydny staré semenacky.

Purifikace a analyza cytokinini

Volné cytokininy byly izolovany a piegistény podle Astot et al. (2000) s drobnymi
upravami (Novak et al. 2003) pomoci extrakce na pevné fazi. lzolace tRNA byla provedena
metodou zalozenou na oSetfeni extraktu roztokem fenolu a m-kresolu s naslednym oddélenim
DNA aostatnich typii RNA postupnou precipitaci (MaaBl a Klambt, 1981), ktera byla
modifikovana podle (Stirk et al. 2012). Vzorky byly analyovany UHPLC-MS/MS (LCMS-
8050, Shimadzu) podle Novak et al. (2008).

Molekuldarni klonovdni a analyza genové exprese PCIPT a PCHK

Kodujici sekvence vétSiny gentt byly amplifikovany z cDNA, v ptipadé¢ PclPT7a
a PcIPT7b byla jako templat pouzita genomicka DNA. Vsechny sekvence byly nasledné
klonovany do vektoru Zero Blunt, transformovany do kompetentnich bun¢k E. coli NEB-5a.
(PclIPT a housekeeping geny) nebo NEB-10p (PcHK) pro produkci plasmidi a sekvenovany.
Vybrané geny byly navic syntetizovany s optimalizaci kodonu pro expresi v E. coli
(GenScript, Piscataway, NJ, US). PcIPT byly nasledn¢ klonovany do expresnich vektord
pCDFDuet-1, pETDuet-1 nebo pET-28a, pro produkci rekombinantnich proteinti byly pouzity
T7 expresni bunky E. coli. PCHK byly dale klonovany do vektoru pINIIIAEH a exprimovany
v E. coli kmene KMI001, které byly pouzity pro vazebné a kompeticni testy.

Pro analyzu genové exprese pomoci kvantitativni PCR byly pouZity dvojit¢ znacené
(6FAM-TAMTA) TagMan proby. Plasmidy nesouci sekvence jednotlivych PcIPT a PcHK
poslouzily jako templaty pro ovéfeni PCR Ucinnosti a specificity ptislusnych primert a prob.
Hodnoty Cr (,,cycle treshold) byly normalizovany vzhledem k housekeeping gentim.



Exprese PcIPT v Escherichia coli a purifikace rekombinantnich proteinii

Ve snaze zvysit podil PcIPT v rozpustné fazi béhem exprese v E. coli byla testovany rizné
koncentrace IPTG, kultivacni Casy a teploty a ptidavky aditiva do média. Pro lyzy bunck
a naslednou purifikaci proteint byly pouzity pufry (Tris/HCl, HEPES nebo K-fosfatovy) s pH
upravenym podle isoelektrickych bodt rekombinantnich proteint. Inkluzni téliska byla
solubilizovana 6 M mocovinou, 6 M guanidinem nebo 2,2% N-lauroylsarkosinem.
Purifikovace rekombinantnich proteinti byla provedena na kobaltovych kolonach HisPur
(Thermo Fischer Scientific), piipadné vsadkou pomoci sepharosy s navazanymi ionty Co?".
Vzorky byly nasledné zakoncentrovany na kolonach Amicon 10 kDA (Merck). Pro opétovné
skladani denaturovanych proteinti byla vyzkousena dialyza nebo gelova filtrace, béhem které
bylo ze vzorki postupné odstranéno chaotropni ¢inidlo. Enzymaticka aktivita PcIPT
ve vzorcich byla ovéfena metodou podle Béres et al. (2012).

Vazebné, kompeticni aktivacni testy PCHK

Vazba cytokinini k PCHK byla studovana pomoci vazebnych a kompeti¢nich testil
s zivymi bunkami E. coli KMIOO1 exprimujicich jednotlivé receptory podle Romanov et al.
(2005, 2006) sdrobnymi tGpravami (Kuderova et al. 2015). Bakterialni kultury byly
inkubovény s [3H]-tZ za pritomnosti: 1) 0,1% DMSO pro stanoveni maximalni vazby
radioligandu, 2) nadbytku neznaceného tZ pro urceni nespecifick¢ vazby, 3) rtznych
kompetitori — cytokininii V rozmezi koncentraci od 0,01 nM do 10 uM. Analyza byla
provedena pomoci scintilaéniho po¢itade. Primérné hodnoty Kp pro [PH]-tZ byly stanoveny
pomoci Scatchardovy analyzy (Scatchard 1949). Hodnoty ICsp jednotlivych komptitor
vypoctené ze ziskanych kiivek byly prevedeny na K; podle (Cheng a Prusoff 1973).

pH optimum PcHK bylo stanoveno v sad¢é MES a MOPS pufrd v rozmezi pH od 5,5
do 8,0. Stabilita ribosidii v pribéhu inkubace byla testovana s vyuzitim iP nebo iPR, jejich
koncentrace pied a po inkubaci byla stanovena pomoci UHPLC-MS/MS. Vzorky inkubované
navic s kukuticnou nukleosidribohydrolasou (Kopec¢na et al. 2013) slouzily jako pozitivni
kontrola hydrolyzy iPR. Schopnost PcCHK fosforylovat navazujici fosfotransferovy protein
bakterialniho TCS byla ovéfena stanovenim aktivity (-galaktosidasy podle (Spichal 2011).
Transkripce reportérového gen lacZ je v piipadé E. coli KMIOO1 aktivovana v disledku
cytokininové signalizace. Jako fluorogenni substrat byl pouzit 4-methylumbeliferylgalaktosid,
signdl byl normalizovéan na optickou hustotu bakterialni kultury a délku inkubace.



4 \/YSLEDKY

4.1 Vybér modelového organismu pro studium aromatickych cytokinini

Aromatické cytokininy byly poprvé identifikovany v listech P. x canadensis (napt. Horgan
etal., 1975; Strnad et al., 1992), ktery byl pro dalsi praci zvolen jako nejvyhodnéj$i model.
Narozdil od fady dalSich ovéfovanych organismi se u n¢j podafilo opakované potvrdit
pifitomnost 0T a 0TR pomoci UHPLC-MS/MS. Jejich hladiny v listech mladych topold navic
vykazovaly dynamiku v zavislosti na délce osvitu (Obr. 3). Ve vzorcich listi dospélého topolu
byl nartst hladin mnohem vyrazné&jsi, koncentrace oT stoupla 4 hodiny po osvitu az na Groven
250 pmol g* FW (Jaworek et al. 2019a). Podafilo se také potvrdit pilotni mé&feni provedena
Mgr. Katefinou Podlesdkovou ukazujici, Ze OTR je vadzan v tRNA izolované
z P. x canadensis. Jeho mnozstvi odpovidalo piiblizné 4,5 + 0.5 pmol g™ FW.

Zatimco odvozeni kalusové Populus tremula x Populus alba, ktery byl pouzit pro osvojeni
metod prace s rostlinnymi explantatovymi kulturami, bylo pomérné snadné (Obr. 4A-C),
analogicky postup V piipadé P. x canadensis nefungoval. Explantaty ztracely chlorofyl a brzy
umiraly (Obr. 4D-E). Kalusovou kulturu péstovanou v kapalném MS20 médiu obsahujicim tZ
se nakonec podafilo ziskat ve spolupraci se skupinou RNDr. Jany Malé, CSc. (VULHM).
Ptvodni kalusy (Obr. 4F), oznaované v dal§im textu jako ,kalus A, zacaly produkovat po
pfenosu na tuhé médium chlorofyl a nediferenciované pletivo kalusi zméklo (Obr. 4G). Tento
typ kalust je dale oznacovan jako ,kalus B“ a byla z n&j odvozena kultura blizké bunééné
suspenzi (Obr. 4H, I). Zivotaschopnost bundk byla ovéfena pomoci fluorescein diacetatu
(Obr. 4J).
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Obrizek 3 Casovy profil zmén koncentraci vybranych isoprenoidnich (A) a aromatickych (B)
cytokininii v plné rozvinutych listech mladych stromi P. x canadensis. Sbér listd byl proveden
3. ¢ervence 2014, poprvé hodinu pfed vychodem slunce.



Obrazek 4 Fotografie in vitro kultur hybridnich topola P. tremula x P. alba (A-C) a P. x canadensis
(D-J). Explantat Cerstvé pfeneseny do in vitro podminek (A), rostliny se zregenerovanym kofenovym
systémem (B) a tvorba kalust na indukénim médiu (C). Snaha 0 pienos explantatt P. x canadensis do
in vitro podminek (D) a jejich regeneraci (E). Kalus odvozeny RNDr. Janou Malou, CSc. udrzovany
v kapalném MS20 médiu (F) a kalus po pfenosu a nékolikerém pasazovani na pevném MS20 médiu
(G). Mikrokalusy vzniklé béhem snahy o odvozeni buné¢né suspenzni kultury (H). Buiiky v suspenzni
kultute pozorované pod mikroskopem ve viditelném spektru (1) a po obarveni fluorescein diacetatem
(ovéteni Zivotaschopnosti buné€k) pii excita¢ni/emisni vinové délce 490/530 nm (J).
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V Cerstvé kalusové kultufe P. x canadensis byly detekovany piekvapivé vysoké
koncentrace BAP a jeho cukernych konjugati (Obr. 5A; v souhrnu pfiblizng 180 pmol g™
FW), které vSak po né€kolikerém pasazovani zcela vymizely. Kalusy také obsahovaly 0T
a 0TR, nicménd jejich koncentrace byly fadové nizsi (méng nez 1 pmol g™ FW) nez v listech
mladych stromtl. Toto mnozstvi bylo pro identifikaci prekurzoru postranniho fetézce
aromatickych cytokininti shleddno jako nedostate¢né. Dale byly stanoveny koncentrace
vybranych fenolickych kyselin jakozto indikatorti, do jaké miry je u kalusi zachovana
Sikimatova a fenylpropanoidova metabolicka draha. Oproti listim bylo mnozstvi fenolickych
kyselin v kalusech dramaticky snizeno (Obr. 5B), coz mohlo vést k nizkému obsahu oT a 0TR
z diivodu nedostupnosti potencidlniho prekurzoru.

4.2 Charakterizace topolovych isopentenyltransferas

Vsech devét PcIPT gent bylo klonovano apfesnd znalost jejich sekvenci nasledné
umoznila analyzu jejich exprese pomoci kvantitativni PCR (Obr. 6). Silna exprese PcIPT3
v dospélych listech a naopak nepfitomnost jeho transktiptl v mladych listech je podobnd jako
v piipadé SIIPT3 zrajéete (Zizkova et al. 2015). Gen kodujici vysoce aktivni PcIPT5a
(Jaworek et al. 2019a) byl nejsilngji exprimovanym V mladych listech a kofenech. Zatimco
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Obrazek 5 Koncentrace aromatickych cytokinini (A) a vybranych fenolickych kyselin (B)
stanovenych ve vzorcich kalusti a v listech mladych stromt P. x canadensis sklizenych 3 hodiny
po vychodu slunce. Panel B zobrazuje soucet koncentraci volnych fenolickych kyselin, jejich
glykosidi a estert. Kalusy A a B odpovidaji tém prezentovanym na Obr. 9F respektive Obr. 9G.
BAP(R) = benzyladenin(ribosid); BAP9G = benzyladenin-9-glukosid. PA = kyselina protokatechova;
pHBA = kys. para-hydroxybenzoova; SyA = Kkys. syringova; CaA = kys. kavova; VA = kys. vanilova;
FA = kys. ferulova; pCoA = kys. para-kumarova; SA = kys. salicylova.
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PcIPT6a je exprimovan jen velice
slabé, zna¢né mnozstvi transkripti
PcIPT6b bylo detekovano zejména
ve kvétech P. x canadensis.
Paralogni geny PcIPT7 pak nebyly

PclPT5b

PN -

PclPT2
PcIPT9

Kalus

Listovy pupen

ve studovanych organech Miady list

exprimovany vibec nebo jen Dospély list

extrémné slabé. Tyto vysledky Axilarni meristém

dobie korespundouji s expresnimi Kofen

profily pfislusnych IPT u Populus Kvét

tremula a P. trichocarpa

(https://popgenie.org). Naopak nd. 1 14
PcIPT9 byl pomémé  siln& B | | | | |
exprimovan napfi¢ vSemi organy Log,-skala

vcetné kalust, u kterych je exprese Slaba exprese Silna exprese

vSech ostatnich PcIPT velmi nizka.
Diivodem je nejspis jejich kultivace

i t Obrazek 6 Expresni profil IPT genti P. x canadensis
na médiu obsahujicim tZ. Exogenni

ve vybranych orginech znazornény pomoci mapy

aplikace cytokinini vedla intenzity. Absolutni po¢ty transkriptt na 1 ng celkové
k negativni regulaci exprese RNA jsou vyjadieny jako log, S pfifazenymi barvami
adenylatovych IPT, ale nikoliv od nejnizsich (modra) po nejvyssi (Servena) hodnoty.
tRNA  IPT, také  napiiklad Sedd barva je pouzita v piipadech, kdy exprese
u Arabidopsis  (Miyawaki et al. prislusného genu nebyla detekovana (n.d.).

2004).

Aminokyselinové slozeni aktivniho mista topolovych IPT bylo blize prostudovéano
se zamérem posoudit moznost vyuZziti potencidlniho aromatického analogu DMAPP nebo
HMBPP jako substratu. Rezidua v aktivnim misté¢ adenylatovych IPT topolu jsou znacné
konzervovana, nejvétsi rozdily byly nalezeny u paralogti PcIPT6 a PcIPT7 (Obr. 7A). Zadna
Z ptitomnych zamén vSak neni v ramci souboru 99 porovnavanych sekvenci unikatni (Obr.
7C). S vyuzitim struktury chmelové HIIPT (Chu et al., 2010; PDB ID: 3A8T) jako templatu
byly zkonstruovany modely nékolika vybranych PCIPT. Zamény Arg220 (Cislovani podle
HIIPT) pritomného u paralogti PCIPT6 za Lys u ostatnich topolovych IPT stejn¢ jako lle64
u PcIPT6b a obou paralogii PcIPT7 za Met jsou pravdépodobné bez vyraznéjSich dusledki
pro vazbu substratu. Arg pifitomny u obou PcIPT7 namisto Ser131 potom mulze vést ke
zvySeni afinity k ADP/ATP diky intenzivnéj$i polarni interakci s fosfatovymi skupinami
(Obr. 7B). Variace rezidui na pozicich 40, 41 a 44 vramci DMAPP vazebného mista
(Obr. 7A, C) ovliviyji vazbu substratu také jen minimaln€. Tyto aminokyseliny totiz
s fosfatovymi skupinami DMAPP interaguji zejména prostfednictvim vodikovych vazeb
vychazejicich z dusikovych atomt hlavniho polypetidového tetézce (Obr. 7D).
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Obrazek 7 Porovnani aktivnich mist IPT z P. x canadensis. Zarovnani aminokyselinovych rezidui
vSech PcIPT a chmelové HIIPT (A); katalytickd rezidua jsou vyznaCena Cervenym podbarvenim.
Porovnani struktury ADP/ATP vazebného mista HIIPT (Sed4) s modely PcIPT6a (zluta) a PcIPT7b
(magenta; B). Cetnost vyskytu aminokyselinovych rezidui v aktivnich mistech 99 adenylatovych IPT
(C; stejny soubor jako pro fylogenetickou analyzu); obrazek byl vytvofen ve webové aplikaci
WebLogo; katalytickd rezidua jsou oznaCena Cervenou hvézdickou. Porovnani struktury DMAPP
vazebného mista HIIPT (Sed4) s modely PcIPT5a (azurova) a PcIPT7b (magenta; D). VSechny modely
byly vytvofeny pomoci serveru Swiss-model podle struktury HIIPT (PDB ID: 3A8T) jako templatu.
DMAPP (Cerna) v panelu D pochazi ze superpozice (program WinCoot) struktury tRNA IPT
Saccharomyces cerevisiae (PDB ID: 3EPL). Obrazky struktur byly vygenerovany a editovany
v programech PyMol a Inkscape. Cislovani rezidui se ve viech panelech ¥idi sekvenci HIIPT.

13



Pro produkci rekombinantnich proteini v E. coli bylo vSech devét PCIPT gent
pteklonovano do expresnich vektori pCDFDuet-1, pETDuet-1 nebo pET-28a(+). Piestoze
vétsina PCIPT byla v E. coli exprimovana a identita pfislusnych proteint byla ovéfena, PcIPT
agregovaly do inkluznich télisek. Podobny problém se v minulosti podafilo vyftesit kultivaci
E. coli za podminek osmotického stresu (Blackwell a Horgan, 1991), v pfipad¢ PcIPT vsak
tento pristup nepomohl. Nizka rozpustnost rekombinantnich IPT produkovanych v E. coli
byla zaznamenana také napiiklad u ndkterych enzymi z rajéete (Zizkova et al. 2015). Kromé
snahy o optimalizaci podminek kultivace a lyze bakterialnich bun¢k bylo bez zadouciho
vysledku vyzkouseno i né¢kolik postupt solubilizace a opétovného skladani rekombinantnich
PcIPT. V budoucnu je mozné vyzkouset pouziti expresnich vektort, které umoziuji koexpresi
cilového genu s eukaryotnimi chaperony, nebo PcIPT produkovat ve kvasinkéach. Alternativné
mohou byt vyzkouSeny jiné podminky purifikace ¢i solubilizace, napiiklad IPT z chmele
pomobhla stabilizovat pfitomnost ATP v dialyza¢nim pufru (Chu et al. 2010).

Funk¢nost ¢asti PcIPT byla ovéfena in vivo po jejich estradiolem indukované expresi
Vv transgennich liniich Arabidopsis. Muj pfispévkem k této Casti prace byla kromé selekce
homozygotnich linii také ovéfeni piitomnosti rekombinantnich PcIPT v indukovanych
rostlinach a sledovani jejich fenotypu. Nejvétsi mnozstvi rekombinantnich proteinit bylo po
indukci detekovano u linii nesoucich PcIPT9 a oba paralogy PcIPT6. Bylo detekovano
relativné malé mnozstvi PcIPT5a (Obr. 8A), coz ve spojitosti s mnozstvim cytokinint
kvantifikovanych Vv pfislusnych rostlinach ukazuje na jeho vysokou aktivitu. Nejvétsi nartst
koncentraci isoprenoidnich cytokininti vcetné CZR monofosfatu byl pozorovan u linii
exprimujicich PclPT5a a oba paralogy PcIPT6 (Jaworek et al. 2019a). Kontinualné
indukované rostliny nesouci geny PCIPT5a a PcIPT6a mély také nejvyrazngjsi fenotyp, ktery
odpovidal mutantim Arabidopsis nadexprimujicim AtIPT8 (Sun et al. 2003). Rostliny mély
velmi kratky primarni kofen bez vétveni, zpomaleny vyvoj nadzemni ¢asti a malé listy
(Obr. 8B, C).

Zvysena hladina cytokinini cZ-typu byla ptekvapiva, nebot” jejich vyhradnim zdrojem je
u Arabidopsis degradace tRNA (Miyawaki et al. 2006). Pti 1000x vyssich koncentracich iPR
monofosfatu oproti WT mohlo dochazet k jeho cis-hydroxylaci doposud neidentifikovanym
cytochromem P450. Popsané CYP735A1 a CYP735A2 jsou totiz stereospecifické a podili se
vyhradné na produkci cytokinini tZ-typu (Takei et al. 2004). Alternativni vysvétleni je
isomerace tZR monofosfatu, ktera mohla pfi jeho koncentraci 1015 + 61 pmol g™ FW (linie
PclPT6a_8-3) probihat v opacném nez preferovaném sméru (Bassil et al. 1993; Hluska et al.
2017).

PcIPT9 byla schopna komplementovat fenotyp mutanta atipt2 9 (Obr. 8B, C), gen byl
exprimovan i bez ptredchozi indukce estradiolem. Bazalni exprese PcIPT9 byla dostate¢na pro
navraceni koncentrace v tRNA vazaného iPR na aroven WT, koncentrace vazaného cZR vsak
zustala snizena. Za tuto modifikaci nejspiS odpovida hlavné PcIPT2, podobné jako je tomu
jejiho orthologu z Arabidopsis (Miyawaki et al. 2006).

V Zadné z transgennich linii nebyl detekovan 0T a 0TR, at’ uz volny nebo vazany v tRNA.
Utast PcIPT na biosyntéze aromatickych cytokininii se nezda pravdépodobna. Modely PcIPT
zkonstruované na zakladé struktury chmelové IPT jako templatu ukazuji, Ze vazbé
potencialniho aromatického substratu by stéricky branilo reziduum 11e220 (Obr. 7D).
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Obrazek 8 Detekce PcIPT ve smési proteinti izolovanych z transgennich rostlin Arabidopsis a jejich
fenotyp. Fotografie polyvinilidenfluoridové membrany po western blottingu (A); PcIPT byly
detekovany pomoci protilatky proti Myc tagu a sekundarni protilatky konjugované s alkalickou
fosfatasou. Barveni membrany bylo provedeno roztokem NBT/BCIP. Sloupec s proteinovym
markerem (Protein ladder 10-200 kDa; NEB) pochazi z ptedchazejiciho gelu po SDS-PAGE
barveného Coomassie Brilliant Blue. Sipky oznaluji o¢ekdvanou pozici jednotlivych PcIPT.
Fotografie reprezentativnich kontrolnich (WT Col-0 a atip 2 9) atransgennich rostlin Arabidopsis
pestovanych bez (ctrl) nebo s (indukce) estradiolem pfidanym do média (B); cervené Sipky oznacuji
pozici kotenové $picky. Graf znazornujici primérnou délku kofene kontrolnich a transgennich rostlin
(n = 6) - bez estradiolu v médiu (ctrl), nebo indukovanych (C).
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4.3 Charakterizace cytokininovych receptori z topolu

Topol obsahuje celkem pét cytokininovych receptorii. P¥itomnost dvojic paralogi PCHK3
a PcHK4 je dtsledkem duplikace genomu u ¢eledi vrbovitych (Tuskan et al. 2006). Funk¢ni
diverzifikaci paralogii PCHK4 naznacuji jejich rozdilné expresni profily (Obr. 9A). Zatimco
PcHK4a byl podobné jako AHK4 (Higuchi et al. 2004) siln¢ exprimovan v kotfenech, exprese
PcHK4b byla celkové slaba s vyjimkou kvéta. PCHK2 a paralogy PCHK3 pak jsou relativné
silné exprimovany napiic vSemi studovanymi organy. Fylogeneticka analyza dale ukazuje, Ze
k sobé maji evoluéné blize nez k PCHK4 (Obr. 9B). Expresni profil PCHK velmi dobie
koreluje s expresi receptorti jabloné (Daudu et al. 2017).

Vsech pét PCHK genti se podafilo klonovat a exprimovat v E. coli v aktivnim stavu, coz je
pomérn¢ vzacné. Naptiklad AHK?2 v tomto heterolognim expresnim systému bézné nefunguje
(Spichal et al. 2004). Hodnoty Kp pro tZ se u vSech topolovych receptorti pohybuji v rozmezi
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Obrazek 9 Expresni profil HK gent z P. x canadensis ve vybranych organech znazornény pomoci
mapy intenzity (A). Absolutni pocty transkripti na 1 ng celkové RNA jsou vyjadieny jako log,
S pfifazenymi barvami od nejnizSich (modra) po nejvyssi (Cervena) hodnoty. Fylogeneticky strom
vypoc¢itany metodou maximalni vérohodnosti (,,maximum likehood*) zahrnujici celkem 28
aminokyselinovych sekvenci HK ze Sesti rostlinnych druhti (B). Hodnoty uvedené v blizkosti
jednotlivych uzlt reprezentuji statistickou pravdépodobnost konkrétniho vétveni v procentech (metoda
,»bootstrapping® s parametrem 1000 opakovani). M¢titko udava primémy pocet zameén aminokyselin.
Zkratky zobrazenych rostlinnych druhti: A = Arabidopsis thaliana, Bn = Brassica hapus, Md = Malus
domestica, Os = Oryza sativa, St = Solanum tuberosum, Zm = Zea mays.
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1,5-5,0 nM (Tab. 1, Obr. 10A) podobn¢ jako v piipadé Arabidopsis (Romanov et al. 2006;
Lomin et al. 2015), nebo fepky (Kuderova et al. 2015). Jen s malym odstupem za tZ se
na topolové receptory silné¢ vaze synteticky thidiazuron a kromé na PcHK3 také iP (Tab. 1,
Obr. 10B). Nizkou afinitu PcHK3 k cytokininim iP-typu je mozné vysvétlit kompozici
aktivniho mista. Pfitomnost dvou rezidui Ile (zdmény oproti AHK4) pod rovinou tvofenou
purinem vede K posunu ligandu blize k postrannimu fetézci protilehlého Val a destabilizaci
vaby. Hydroxylové skupiny na postrannim fetézci tZ a tZR pak tvori vodikovou vazbu s
reziduem Thr a kompenzuji tim stéricky efekt obou Ile (Jaworek et al. 2019b). Paralogy
PcHK3 maji vysokou afinitu také k tZR a PcCHK2 potom k iPR, cytokininové ribosidy jsou
vSak obecné fadove hor§imi ligandy nez ptislusné volné baze.

Z aromatickych cytokininil je nejlep$im ligandem topolovych receptorit mT se znaénym
odstupem nasledovany BAP (Tab. 1, Obr. 10B), jejichz pfitomnost v topolu je vSak
neprikazna. PcHK2 véaze aromatické cytokininy nejlépe, coz plati i pro jeji orthology z
Arabidopsis (Romanov et al. 2006), fepky (Kuderova et al. 2015) nebo jabloné (Daudu et al.
2017). Vétsina studii rostlinnych cytokininovych receptori nezahrnuje 0T ani 0TR, jelikoz
jejich schopnost aktivovat HK je obecné velice nizka (Spichal et al. 2004). Za fyziologickych
podminek mize byt potencialné schopna vazat oT jen PcHK2 a piipadné podstatné slabéji
jeste¢ PcHK4b. Koncentrace 0T Vv dospélych listech P.x canadensis muze dosahnout
koncentrace az 250 nM (Jaworek et al. 2019a), coz v ptipadé PcHK2 odpovida piiblizné 20%
saturaci receptoru. Schopnost oT aktivovat cytokininovou signalizaci in vivo se vSak
nepodatilo prokazat (Jaworek et al. 2019b). Tyto vysledky spole¢né s vyraznymi fluktuacemi
hladin oT a 0TR a pravdépodobné oddélenou biosyntetickou drahou podporuji pfedpoklad, ze
aromatické cytokininy maji v topolu jinou funkci nez ty isoprenoidni (Strnad 1997).

Tabulka 1 Vypoétené hodnoty K; pro jednotlivé kombinace cytokinini a PcHK, praméry
a smerodatné odchylky zahrnuji soubor nejméné tii replikatt.

. Ki (nM)
Cytokinin
PcHK?2 PcHK3a PcHK3b PcHK4a PcHK4b
iP 39+0.2 236+ 13 147 £ 13 17+£0.9 14+1
tZ 1.6 £0.1 1.5+0.1 1.6 £ 0.1 3.7+0.1 48+0.2
cZ 106 + 7 858+ 113 1070 + 194 205 +24 331+£22
iPR 22+1 2270+ 117 890 + 81 125+6 96 + 11
tZR 24 +£2 8.9+0.8 11+£04 38 +3 53+2.1
TDZ 22+0.1 3.5+0.2 1.5+0.1 9.6+0.5 23+1
BAP 87+5 704 + 33 850 £ 82 601 +27 739 £39
mT 2342 55+6 52+5 302 £22 223+ 16
oT 1100 £ 118 >5000 >5000 4500 + 296 2820 + 346
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Obrazek 10 Saturatni kiivky jednotlivych PcHK pro [PH]-tZ (A) a kiivky znazoriujici mnoZstvi
[*H]-tZ (koncentrace odpovidajici Kp) vazaného na PcHK b&hem kompetice s riznymi cytokininy

v koncentraéni $kale od 0,01 nM do 10 uM (B). VSechna méfeni byla provedena s vyuZzitim zivych
bungk E. coli exprimujicich jednotlivé PcHK. Radioaktivita [*H]-tZ vazeného na receptory byla
meéfena pomoci scintilaniho pocitaée v jednotkach dpm (pocet rozpadd za minute; z anglického

“decays per minute"). VSechny inkubace byly provedeny pii pH 7,0.
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Schopnost HK vazat cytokininové ribosidy byla zpochybnéna na zaklad¢ stanoveni
kinetickych parametrii receptortt v mikrosomalni frakci rostlinnych bun¢k (Lomin et al.
2015). Kontaminace mikrosomu cytosolarnimi enzymy vSak nebyla ovéfena. Podle struktury
CHASE domény AHK4 ve vazebném misté neni pro ribosidy dostatek mista (Hothorn et al.
2011), nelze ale vyloucit moznost indukovaného piizplisobeni nebo rotaci adeninové baze
okolo osy tvofené postrannim fetézcem, ke které dochazi u CKX (napi. Kopecny et al. 2016).
Bylo tedy ovéfeno, zda jsou cytokininové ribosidy skuteénymi ligandy PcHK, nebo zda jsou
Vv pritbéhu experimentu $tépeny pusobenim NRH. Mnozstvi ligandu navazaného na PcHK se
béhem dvouhodinové inkubace s iPR neménilo. Pokud by dochazelo k hydrolyze iPR na iP,
ktery ma k receptoriim vyssi afinitu, mnozstvi navdzaného ligandu by s ¢asem rostlo (Obr.
11A). Pomoci UHPLC-MS/MS byla dale stanovena koncentrace iP a IPR v reakéni smési.
Mnozstvi detekovaného iP nebylo samo 0 sob& schopné vytésnit 50 % [°H]-tZ (pozorovana
odezva), zbyvajicim ligandem tedy musel byt iPR (Obr. 11B,C). Receptory z Arabidopsis
akukufice jsou navic schopné vazat iP znaGeny 7-nitrobenzofurazanem v poloze N°
(Kubiasova et al. 2018).
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Obrazek 11 Stabilita iPR v pribéhu kompeti¢niho vazebného testu s PCHK2, PCHK3b a PcHK4a.
Relativni vazbu iP a iPR v pribéhu inkubace s E. coli exprimujicimi pfislusné receptory (A).
PreruSované Cary naznacuji vysledek oCekévany v piipade, kdy by byl hydrolyzovan veskery pritomny
iPR na iP. Koncentrace iP a iPR, stanovena pomoci UHPLC-MS/MS, ptitomna v reakéni smési béhem
inkubace iPR s E. coli exprimujici PcHK4a (B). Pierusovana ¢ara indikuje pivodni koncentraci iPR
(125 nM) ptidanou do reakce. Relativni podil iP na mnozstvi ligandu vazaného na PcHK4 (C)
vypocitany na zakladé jeho koncentrace v reakéni smési dosazené do rovnice kiivky stanovené
kompetici s [°H]-tZ (Obr. 10B). Vzorky s pfidavkem NRH slouzily jako pozitivni kontroly hydrolyzy
iPR. LT = inkuboce pii laboratorni teploté; ostatni vzorky byly inkubovany pii 4 °C. Koncentrace
ligandti odpovidaly hodnotam K;pro iPR.
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Jednotlivé PcHK se vzajemné 1iSi pH optimem a mirou kinasové aktivity v zavislosti
na navazaném ligandu. Zatimco oba paralogy PcHK4 vazi cytokininy nejlépe ve slabé
kyselém pH, zbyvajici tii receptory maji pH optima posunuta do neutrdlnich az slabé
bazickych hodnot (Obr. 12A). Z toho je mozné usuzovat na jejich subcelularni lokalizaci
V cytoplasmatické membrané (pH v apoplastu je ~5,5), respektive v endoplasmatickém
retikulu (Romanov et al. 2018). PcHK3b se pak vyznacuje vysokou kinasovou aktivitou i bez
piitomnosti ligandu (Obr. 12B) podobné jako jeho orthology z jabloné (Daudu et al. 2017).
Ty byly schopné komplementovat kvasinkového mutanta sInl, ktery postrada piislusny HK
osmosenzor a za podminek osmotického stresu hyne (Inoue et al. 2001), i bez piidani
cytokininu do média. Mutantni varianty receptoru AHK4 oznacované jako rock2 a rock3 jsou
také aktivni konstitutivné (Bartrina et al., 2017). Nardst kinasové aktivity po vazbé tZ je
nejvyssi u PcHK4a, oproti stavu bez navazaného ligandu se aktivita kinasové domény zvysi
vice nez 400x (Obr. 12C).
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Obrazek 12 Vliv pH na vazbu [*H]-tZ na jednotlivé receptory (A) stanoveny s vyuzitim sady 100 mM
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k maximalni aktivité v pfitomnosti 1 uM tZ. Pomér maximalni kinasové aktivity receptort a aktivity
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na optickou hustotu bakterialni kultury a ¢as inkubace s ligandem (fluorescence x ODggo™ * h™).
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5 ZAVER

Jako modelovy organismu pro studium aromatickych cytokinini byl vybran Populus x
canadensis (cv. Robusta). Komplikace spojené sjeho kultivaci invitro vSak
znemoznily identifikaci prekurzoru postranniho fetézce OT-typu cytokinind, které
topol produkuje a které jsou také soucasti jeho tRNA.

Bylo klonovano vsech devét topolovych IPT genti. Produkce pfisluSnych
rekombinantnich proteinii do rozpustné faze se v E. coli nezdatila z davodu jejich
agregace do inkluznich télisek.

Funk¢nost ¢asti PcIPT byla prokazana po jejich indukovatelné expresi v A. thaliana.
Transgenni linie nesouci geny pro PclPT5a, PcIPT6a a PcIPT6b produkuji zna¢na
mnozstvi metabolitd iP a tZ. U téchto linii bylo pfekvapivé detekovano také zvysené
mnozstvi CZ-typu cytokinini.

Podaftilo se klonovat vSech pét PCHK gent kodujicich cytokininové receptory, které
byly dale charakterizovany. VétSina cytokininti véetné€ aromatickych se nejsilnéji vaze
na receptor PCHK?2.

Byla ovétena schopnost topolovych receptortl vazat cytokininové ribosidy. Jednotlivé
receptory se 1isi ve svych pH optimech a mife kinasové aktivity bez pfitomnosti
ligandu, ktera je nejvyraznéjsi u PCHK3b. Nejsilnéji je cytokininy naopak aktivovana
PcHKA4a.
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