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Abstrakt

Cytokininy jsou fytohormony, jejichz objevovani zacalo jiz na zaCatku dvacatého
stoleti. Maji velké mnozstvi fyziologickych funkci, jako je iniciace bunécného déleni, oddaleni
senescence, urychleni vyvoje chloroplastii a dalsi. Jedna se o derivaty adeninu substituované
v N® pozici a nejvice fyziologicky aktivnim cytokininem je trans-zeatin. Cytokininy se mohou
v rostlin€ vyskytovat ve form¢ glykosidi, ribotida, ribosidli a volnych bazi, které jsou jedinou
aktivni formou rozpoznavanou receptory u Arabidopsis. Aby dochdzelo ke spravné signalizaci
a naslednym uc¢inkim, musi byt cytokininy v ramci rostliny transportovany. Transport probiha
mezi organy, kdy je zajiStovan pfedevSim vodivymi pletivy, a také mezi buiikami ptes
plazmatické membrany. Transport pfes membrany zajist'uje velké mnozstvi transportérti z rodin
proteint ABCG, PUP, AZG, SWEET a ENT. Cytokininy nejsou syntetizovany pouze
rostlinami, ale napftiklad také nékterymi bakteriemi, které Ziji v rhizosféfe. Je to napiiklad
Azotobacter chroococcum, Paenibacillus polyxyma nebo Agrobacterium tumefaciens. Velmi
zajimavym zjiSténim je, ze tyto cytokininy produkované bakteriemi mohou byt rostlinou

pfijimany a mit pozitivni vliv na jeji rust.

Kli¢ova slova: rostlinné hormony, cytokinin, trans-zeatin, transport cytokinini, membranové

pfenasece, ENT proteiny



Abstract

Cytokinins are phytohormones whose discovery began in the early twentieth century.
They have a large number of physiological functions, such as initiating cell division, delaying
senescence, accelerating chloroplast development, and others. They are derivatives of adenine
substituted at the N° position and the most physiologically active cytokinin is trans-zeatin.
Cytokinins can occur in the plant in the form of glycosides, ribotides, ribosides and free bases,
which are the only active form recognized by receptors of Arabidopsis. Cytokinins must be
transported within the plant for proper signalling and subsequent effects to occur. Transport
takes place between organs, mainly facilitated by vascular tissue, and also between cells
through plasma membranes. Transport across membranes is provided by a large number of
transporters from the protein families ABCG, PUP, AZG, SWEET and ENT. Cytokinins are
not only synthesized by plants but also by certain bacteria that live in the rhizosphere. This is
for example Azotobacter chroococcum, Paenibacillus polyxyma or Agrobacterium tumefaciens.
A very interesting finding is that these cytokinins produced by bacteria can be taken up by the

plant and have a positive effect on its growth.

Keywords: plant hormones, cytokinin, frans-zeatin, cytokinin transport, membrane

transporters, ENT proteins



Seznam zkratek

ATP/ADP/AMP — adenosintrifostat/adenosindifosfat/adenosinmonofosfat
DMAPP — dimethylallyldifosfat

MEP — methylerythritolfosfat

MVA — mevalonat

iPRTP/iPRDP — isopentenyladeninribosid-5"-trifosfat/isopentenyladeninribosid-5"-difosfat
IPT — isopentenyltransferaza

tZRTP/tZRDP — trans-zeatinribosid-5"-trifosfat/trans-zeatinribosid-5"-difostat
LOG -, LONELY GUY*

Z — zeatin

tZ — trans-zeatin

iP — Ni-isopentenyladenin

cZ — cis-zeatin

tZR — trans-zeatinribosid

iPR — Nf-isopentenyladeninribosid

tRNA-IPT — tRNA-isopentenyltransferaza

At — Arabidopsis thaliana

Os — Oryza sativa

Hv — Hordeum vulgare

Mt — Medicago trunculata

ZRED - zeatinreduktaza

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
CKX — cytokininoxid4za/dehydrogenéaza

AHK - ,,ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE*

CHASE — ,,Cytokinin Histidine kinase And Sensor Environment*



AHP — ,,ARABIDOPSIS HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER*
ARR —,, ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS*

NO - oxid dusnaty

RAM - kotenovy apikalni meristém

ER — endoplazmatické retikulum

ABC —,, ATP-BINDING CASETTE*

PUP — ,,PURINE UPTAKE PERMEASE*

ENT — ,,EQUILIBRATIVE NUCLEOSIDE TRANSPORTERS*
SWEET —,,SUGAR WILL EVENTUALLY BE EXPORTED TRANSPORTERS*
AZG —,,AZA-GUANINE RESISTANT*

PIN — ,,PIN FORMED*

CCCP — karbonylkianid-m-chlorofenylhydrazon

DNP — 2,4-dinitrofenol

Ti-plazmid — tumor indukujici plazmid

T-DNA — transferovd DNA

PGPR —,,plant growth promoting rhizobacteria“

GFP — ,,green fluorescent protein*
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1 Uvod

Cytokininy jsou dilezitymi signdlnimi molekulami s mnoha funkcemi v rostlinach.
senescence listi, urychleni diferenciace chloroplastt a dalsi (Kieber and Schaller, 2014). Dalsi
dualezitou funkci cytokininti je signalizace o dostupnosti Zivin, ktera je realizovana transportem
cytokininti z kofene do nadzemni ¢asti rostliny pomoci xylému (Takei et al., 2001; Sakakibara,
2021). Transport cytokininii neprobiha pouze prostiednictvim vodivych pletiv, ale je nutné je
transportovat 1 pres plazmatické membrany. Ackoliv neni zcela vyloucena moznost prosté
difuze, jsou k transportu pfes membranu potiebné prenaSece riznych typt (Nedvéd et al.,
2021). Cytokininy jsou produkované také ptidnimi bakteriemi a tyto cytokininy jsou rostliny
schopné pfijimat kotfeny a déle transportovat do nadzemnich casti (Arkhipova et al., 2005).
Jakym zpiisobem jsou bakteridlni cytokininy pfijimané neni ale prozatim zcela objasnéno.
Poznéni mechanismu transportu riznych derivata cytokininil a popsani jejich pfenasecu, které
Casto transportuji cytokininy selektivné, je zasadni pro pochopeni a nasledné ovlivnéni
distribuce cytokininii v rostliné. Cilenym ovlivnénim cytokininového transportu je mozné

doséhnout naptiklad vysSich vynosti nadzemnich ¢4sti rostlin.

Cilem prace je popsat cytokininové pienasece a strukturu cytokininovych metabolitd,
kterd nasledn¢ ovliviiuje mechanismus jejich transportu, a popsani specifického transportu
cytokininovych ribosidii, do kterého jsou zapojeny pienaSece z rodiny ENT, a popsani mozné

funkce téchto pfenaseci v transportu cytokininti bakteridlniho ptivodu.

2 Cytokininy a jejich objeveni

Fytohormony jsou organické nizkomolekuldrni latky, které v rostlinach zajistuji
signalizaci. Vyskytuji se ve velmi nizkych koncentracich a rostlina je sama syntetizuje nebo je
muze piijimat z okoli (Arkhipova et al., 2005). Cytokininy jsou jedny z rostlinnych hormont
a maji mnoho fyziologickych funkci, jako je oddaleni senescence, urychleni diferenciace

chloroplastti, iniciace bunééného déleni, snizeni apikalni dominance a mnoho dalSich (Kieber

and Schaller, 2014).

Prvni myslenka o existenci cytokininil je jiz ze zac¢atku 20. stoleti. Gottlieb Haberlandt

si v8§iml, Ze ned¢lici se parenchymatické buiky je mozné pfimét k déleni pridanim floémové



Stavy zjinych rostlin. Piedpokladal, ze se jedna o ucinek n¢jakého hormonu (Haberlandt,
1913). O n¢kolik desitek let pozdéji se profesor Folke Skoog zabyval aplikaci stimulantt
podporujicich rist kalusu. Pracoval s tabakovymi stonky a zjistil, Ze pokud pfidd adenin do
kultivacniho média, které obsahuje auxin, bude inhibi¢ni ucinek auxinu na tvorbu pupenii
potlacen. Bylo ale ziejmé, Ze adenin nestimuluje déleni bun¢k a nejedna se tedy o hledanou
latku. Efektivniho déleni bunék bylo dosazeno az ptidanim tekutého endospermu z kokosu.
Dulezitym zjisténim pro identifikaci hledané latky bylo, Ze je mozné ji vysrdzet dusi¢nanem
stiibrnym. To naznaCovalo, Zze se muze jednat o purinovy nebo pyrimidinovy derivat, ale
preferovany byl purinovy. Az v roce 1954 se podafilo izolovat prvni krystal hledané latky.
Vzhledem ke schopnosti stimulovat bunééné déleni dostala jméno kinetin. Jednalo se ale pouze
o synteticky cytokinin. Po tomto objevu zacalo hledani ptirodniho cytokininu. Laboratof
profesora Lethama se v Sedesatych letech zabyvala dlouhodobym uskladnénim jablek.
Z pokusti se podarilo vyvodit, ze stimulace bunééného déleni zpiisobuje mensi velikost bunck
jablek, kdy dochéazelo k mén¢ ¢astému vyskytu hniloby, a proto stimulaci bunééného déleni Ize
snizit riziko vyskytu hniloby. Snazili se tedy izolovat latku stimulujici déleni bun¢k (Kaminek,
2015). Vroce 1963 se podafilo tuto latku izolovat znezralych kukuficnych jader

a byla pojmenovana zeatin po kukufici (Zea mays) (Letham, 1963).

3 Struktura

Cytokininy jsou ve vétsing pripadii derivaty adeninu substituované v N° pozici. V této
pozici mohou mit pfipojeny isoprenoidni fetézec a v tom piipad€ se jedna o isoprenoidni
cytokininy, mezi které patii NS-isopentenyladenin (iP) s Cisté isoprenoidnim postrannim
fetézcem, trans-zeatin (tZ) a cis-zeatin (cZ) s hydroxylovanym postrannim fetézcem
a dihydrozeatin (DHZ), ktery mad kromé& hydroxylovaného postranniho fetézce také
redukovanou dvojnou vazbu isoprenoidniho postranniho fetézce. Dalsi skupinou jsou
aromatické cytokininy, které maji v N° pozici navazané aromatické jadro a fadi se mezi né
ortho-methoxytopolin, meta-methoxytopolin, ortho-topolin a meta-topolin (Strnad, 1997).
Riizné strukturalni varianty na postrannim fetézci isoprenoidnich a aromatickych cytokininti
ovliviyji interakci s cytokininovymi receptory, coZ by mohlo znamenat funkéni specifitu
(Spichal et al., 2004; Yonekura-Sakakibara et al., 2004). Existuje také mnozstvi syntetickych

cytokinintl, naptiklad benzyladenin, kinetin a difenylmocovina. Vzorce nékterych piirodnich



a syntetickych cytokinini jsou zobrazeny na obrazku 1. Nejvice fyziologicky aktivnim

cytokininem je frans-zeatin (Argueso and Kieber, 2024).
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Obrazek 1: Strukturni vzorce nékterych prirodnich a
syntetickych cytokininii a adeninu, ze kterého jsou cytokininy
odvozeny (Kieber and Schaller, 2014).

4 Biosyntéza

Cytokininy se mohou v rostlinach vyskytovat jako glykosidy, ribotidy, ribosidy nebo
volné baze (Kieber and Schaller, 2014). Volné baze jsou jediné aktivni formy, tj. formy
rozpoznavané receptory cytokinind (Spichal ez al., 2004). Vychozi latky pro syntézu cytokininu
jsou adenosintrifosfat (ATP) nebo adenosindifosfat (ADP) a dimethylallyldifosfat (DMAPP).
Poskytovatel isoprenoidniho postranniho fetézce DMAPP miiZze vznikat dvéma drahami, a to
drdhou methylerythritolfostaitovou (MEP), kterd probih4 v plastidech nebo mevalonitovou

(MVA) dréhou, ktera probihé v cytosolu (Kasahara et al., 2004).

Prvnim krokem v syntéze cytokininu tZ a iP je napojeni isopentenylového fetézce
z DMAPP, ktery v tomto pifipadé€ vznika pfevazné drahou MEP, na ATP/ADP (Kasahara et al.,
2004). Timto krokem vznik4 isopentenyladeninribosid-5’-trifosfat/isopentenyladeninribosid-

5’-difosfat (1IPRTP/iPRDP) a jeho katalyzatorem je isopentenyltransferaza (IPT), ktera
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v Arabidopsis thaliana existuje v 9 isoforméach (Kakimoto, 2001; Takei, Sakakibara and
Sugiyama, 2001). V piipadé biosyntézy tZ dochazi navic k hydroxylaci postranniho fetézce,
kterou zajistuje cytochrom P450 monooxygendza, v Arabidopsis kddovana geny AtCYP735A41
a AtCYP735A42, a da tak vznik trans-zeatinribosid-5’-trifosfatu/trans-zeatinribosid-5’-difosfatu
(tZRTP/tZRDP), nukleotidové formé& (Takei, Yamaya and Sakakibara, 2004). Nukleotidové
formy iPRTP/iPRDP a tZRTP/tZRDP jsou stale neaktivni a je tfeba dalsi krok, ktery katalyzuje
enzym LONELY GUY (LOG), v Arabidopsis kodovany geny AtLOGI-9. Tento krok zahrnuje
odstranéni ribosa-5"-monofosfatové skupiny a vznika tak volna baze (Kurakawa et al., 2007).

Schéma biosyntézy je znazornéno na obrazku 2.

Existuje 1 dal$i draha, kterd dava vznik cZ. Adenin v tomto pfipad€ pochazi z tRNA
a napojeni isopentenylového fetézce zajistuje tRNA-isopentenyltransferdza (tRNA-IPT).
U Arabidopsis tento enzym koduji 2 geny (AtIPT2 a AtIPTY) (Miyawaki et al., 2006). Neni
dosud popsan pitvod cis hydroxylovaného postranniho prenylového fetézce. Kromé cZ byly

nalezeny v tRNA vazané také dalsi cytokininy: iP, DHZ a tZ (Stirk et al., 2012).

Dals$im cytokininem je DHZ, ktery je syntetizovan z tZ. Zeatinreduktaza (ZRED), pivodné
izolovand z embryi fazolu, je enzymem specifickym pro tZ, ktery rozpoznava hydroxylovou
skupinu na postrannim fetézci a redukuje jeho dvojnou vazbu (Martin et al., 1989). Plivodné se
zdalo, ze jedinym kofaktorem ZRED je nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH), ale

ukézalo se, Ze jsou nejspise nutné i nekteré kovy (Gaudinova et al., 2005).
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Obrazek 2: Schéma biosyntézy trans-zeatinu (IPT — isopentenyltransferdaza;, CYP735A4
— gen pro cytochrom P450 monooxygendazu;, DMAPP — dimethylallyldifosfat;
iPRTP/iPRDP — isopentenyladeninribosid-5 -trifosfat/isopentenyladeninribosid-5 -
difosfat;, ZTP/ZDP — zeatinribosidtrifosfat/zeatinribosiddifosfat;, P — fosfatova
skupina) (Taiz et al., 2015)

5 Metabolismus

Hladina cytokininti v rostling je regulovana nejen biosyntézou, ale také jejich degradaci
nebo reverzibilni €i ireverzibilni inaktivaci. Inaktivaci zpiisobuje glukosylace, kterd spoc¢iva
v navazani molekuly glukozy na volné baze cytokininii v pozicich N°, N7 nebo N° nebo pies

kyslik v postrannim fetézci obou izomerti Z (zeatin) a DHZ (Argueso and Kieber, 2024).

N-glukosylaci na purinu v pozicich N’ a N’ zajistuje N-glukosytransferdza.
N-glukosyltransferazu koduji u Arabidopsis dva geny, AtUGT76C1 a AtUGT76C2. Oba tyto

proteiny rozpoznavaji nejspiSe vSechny cytokininy a jejich ptisobeni bylo povazovano za



nevratné (Hou et al., 2004). Metabolicka studie na Arabidopsis viak prokazala konverzi tZ N’
a N” glukosidii na tZ (Hosek et al., 2020). Doposud viak nebyl objeven enzym katalyzujici
tvorbu N>-glukosidi.

Dalsim typem inaktivace cytokinini je O-glukosylace, kdy je glukéza navazana na
postranni fetézec pies hydroxylovou skupinu. Existuji celkem cCtyfi geny kodujici
O-glukosyltransferazu. ZOGI izolovany z Phaseolus lunatus, ZOX1 z Phaseolus vulgaris
a cis-ZOG1, cis-ZOG2 ze Zea mays. Na rozdil od N-glukosyltransferaz jsou tyto transferazy
specifické pouze pro ur€ité cytokininy. ZOGI a ZOXI jsou specifické pouze pro tZ a maji
vysokou expresi v semenech, cis-ZOGI a cis-ZOG2 pro ¢Z (Martin, Mok and Mok, 1999b,
1999a; Martin et al., 2001; Veach et al., 2003). Tato modifikace je vratna a je tedy mozné
konjugaty hydrolyzovat a ziskat opét aktivni volné baze. To zajist'uje B-glukosidaza, kterd byla
puvodné izolovana ze semen kukufice (Campos et al., 1992; Brzobohaty et al., 1993).
O O-glukosidech by se tedy dalo fici, Ze se jednad o zasobni formu hormonu (Spichal et al.,

2004).

Nevratnou degradaci katalyzuje cytokininoxiddza/dehydrogenaza (CKX). Ta odStépuje
postranni fetézec od adeninu (Paces, Werstiuk and Hall, 1971), takze naptiklad v ptipadé iP
vznikne adenin a aldehyd 3-methyl-2-butenal. Substraty pro tento enzym jsou pouze
cytokininy, které maji nenasyceny postranni fetézec (tZ, cZ, iP a jejich derivaty) (Brownlee,
Hall and Whitty, 1975; McGaw and Horgan, 1983). Nelze tedy oxidovat DHZ a jeho derivaty,
protoZze v jeho postrannim fetézci neni dvojna vazba. Dale jsou pfed oxidaci chranéné
O-glukosidy. U Arabidopsis tento enzym koduje 7 CKX gent (AtCKX1-7) (Schmiilling et al.,
2003). Vzniklé isoformy vykazuji riizné substratové preference. Obecné jsou ale akceptovany
jako substrat preferen¢né cytokininové baze a nasledné ribosidy. AtCKX1 a AtCKX7 vSak
preferuji jako substrat N-isopentenyladenin-9-glukosid. CKX v rostlindch jsou tedy ¢asteéné

redundantni, ale vykazuji i jistou miru specificity vici substratu (Galuszka et al., 2007).

6 Signalizace
Cytokininova signalizace probiha pfes zménu genové exprese v jadie. Signalizace
zaCind navazanim volné baze cytokininu na receptor, ktery je lokalizovany v membrané.

Receptory jsou histidinové kinazy a u Arabidopsis jsou jimi AHK2, AHK3 a AHK4
(ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE2,3.4) (Inoue et al., 2001; Ueguchi, Koizumi, et al.,

6



2001). Cytokininy se na vnéjsi strané membrany navazi na CHASE (Cytokinin Histidine kinase
And Sensor Environment) doménu receptoru (Anantharaman and Aravind, 2001). Toto
navazani ligandu na receptor, zpusobi aktivaci histidin-kinazové domény na vnitini strané
membrany a dojde tak k autofosforylaci na histidinu. Tento fosfat je ndsledné pfenesen na dalsi
¢ast receptoru na aspartat (Ueguchi, Sato, ef al., 2001; Yamada et al., 2001). Pivodni pfedstava
lokalizace receptort byla na plazmatické membrané (Kim et al., 2006), ale pozd¢jsi vyzkumy
ukdzaly, Ze se vyskytuji na membrané endoplazmatického retikula (ER) (Wulfetange et al.,
2011). Pozdé&ji byla potvrzena lokalizace cytokininovych receptor na plazmatické membrané
(Antoniadi et al., 2020; Kubiasova et al., 2020). Receptory jsou tedy na plazmatické membrané

1 na membrané ER.

Dalsim krokem v pienosu signalu je pteneseni fosfatu z aspartatu na fosfotransferové
proteiny obsahujici histidin (ARABIDOPSIS HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER
PROTEINS-AHP). AHP se vyskytuji ve stabilni koncentraci v cytoplazmé a v jadie a pohybem
mezi témito kompartmenty zajist'uji prenos signdlu od receptort k regulatoriim odpovédi ARR
(ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS) (Punwani et al., 2010). Genom Arabidopsis
kéduje pét téchto proteini (AHP1-5) (Suzuki ef al., 1998, 2000). U AHP1, AHP2, AHP3
a AHPS5 bylo prokazano, Ze se chovaji jako pozitivni regulatory odpovédi, ale AHP4 mize
v nékterych ptipadech fungovat jako reguldtor negativni (Hutchison et al., 2006). Rostlinny
genom koduje také protein podobny AHP, ktery ale neobsahuje histidin nutny pro pienos
fosfatu. Je to AHP6 a funguje jako negativni reguldtor cytokininové signalizace, protoze
blokuje aktivitu AHP proteini (Mahonen et al., 2006). Negativnim regulatorem pienosu signalu
je také oxid dusnaty (NO). NO mtize AHP1 modifikovat S-nitrosilaci na cysteinu, coZ snizuje

jejich schopnost prenaset fosfat na ARR1 (Feng et al., 2013).

Posledni ¢ast cytokininové signalizace se odehrava piedevsim v jadie pomoci ARR typu
B a ARR typu A. ARR typu B jsou transkripéni faktory, které spousti genovou expresi
jako odpoveéd’ na cytokininy (Sakai, Aoyama and Oka, 2000) a v genomu Arabidopsis jsou
kédovany 11 geny, ale ne u vSech je prokazana ucast v signalizaci (Mason et al., 2004).
V nepfitomnosti cytokininid pfijimaci doména ARR typu B inhibuje funkci téchto
transkrip¢nich faktort (Sakai ef al., 2001) a pouze po navazani fosfatu na ptijimaci doménu

dojde k aktivaci a ARR typu B se mohou navézat na cilové sekvence (Zubo et al., 2017).

ARR typu A jsou negativnimi reguldtory odpovédi (Kiba et al., 2003; To et al.,
2004). U Arabidopsis jsou kodovany 10 geny. Stejné jako ARR typu B maji ARR typu A



piijimaci doménu, ale chybi jim doména umoznujici vazbu na DNA. Rychlost, jakou probiha
transkripce genil pro tyto reguldtory, se zvySuje se zvySujici se hladinou cytokinind
(D’Agostino, Deruere and Kieber, 2000). Neni zcela znamo, jakym zplisobem negativni
regulace probiha, ale fosforylované ARR typu A ziejmé specificky interaguji s cilovymi
proteiny a také neni vylouceno, ze ARR typu B a ARR typu A spolu kompetuji o fosfat, a tim
pak dochazi ke snizeni pozitivni odezvy (To et al., 2007). ZjednoduSené schéma signalizace je

zndzornéno na obrazku 3.
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Obrdazek 3: Schéma signalizace cytokininy (HK — histidinovd kindza, D — aspartat, H—
histidin, P — fosfat, HP — histidine phosphotransfer protein, RR — response regulator,
TF — transkripcni faktor) (Argueso and Kieber, 2024)



7 Transport

Rostliny v priib¢hu zivota musi reagovat na podminky prostiedi a jejich jednotlivé casti
spolu musi komunikovat a mit tak koordinovanou reakci. Signalizace probihd mezi
jednotlivymi buitkami, pletivy a celymi organy. Komunikace mezi organy probiha predevsim
pomoci floému a xylému. Dilezitou signalni molekulou jsou cytokininy, které maji roli
v transportu na dlouhou i kratkou vzdalenost a ucCastni se pravé komunikace mezi organy

a ovliviiyji rist v odpoveédi na mnozstvi dostupného dusiku v prostiedi (Sakakibara, 2021).

7.1 Transport na dlouhou vzdalenost

Diive se zdalo, Ze cytokininy se syntetizuji pouze v kofenovych $pickach a v apikalnich
oblastech nadzemni ¢asti rostlin a jsou nasledné transportovany. Pozd¢ji se ovsem ukazalo, ze
se syntetizuji v celé rostliné (Sakakibara, 2006). Existuji ovS§em oblasti rostlin, ve kterych
pfevazuje urcity typ cytokininu. Hlavnim transportni cytokininem je tZ, a hlavné jeho ribosid
(tZR), ktery je prevazn¢ syntetizovan v kofeni, kde je akumulovani cytochrom P450
monooxygendza, zajiStujici hydroxylaci postranniho fetézce, coz vede k pfeméné iP typu
cytokininu na tZ typ (Takei, Yamaya and Sakakibara, 2004). Jelikoz je tZ typ cytokinint
syntetizovany v koteni, je transportovany pomoci xylému do nadzemni ¢asti, kde mé pozitivni
vliv na rist (Kiba et al., 2013). Naopak je tomu u iP typu, jehoZ syntéza pievazuje v nadzemni
Casti a je tak do kofene transportovany diky floému (Hirose et al., 2008). Pozdé&ji bylo zjisténo,
ze transport 1P neni pouze jednosmérny, ale ze dochazi k cirkulaci tohoto cytokininu (Zhao et

al., 2023).

Cytokininy tZ typu (tZ a tZR) transportované xylémem do nadzemni ¢asti rostliny tedy
reguluji jeji rist (Hirose et al., 2008; Kiba et al., 2013). Bylo ale zji§téno, Ze tZR, ktery je
nasledné v misté ucinku konvertovany diky LOG na tZ (Kurakawa et al., 2007), ovliviiuje
velikost listil 1 meristematickou aktivitu vzrostného vrcholu, zatimco z kotfent transportovany
aktivni tZ ovliviluje pouze velikost listh. V ptipadé zvySeni dostupnosti dusiku, dochazi
k mnohem vy$§imu narGstu tZR nez tZ v xylémové stave (Osugi et al., 2017). Situace je

schematizovana na obrazku 4.

Nejen samotna vodiva pletiva jsou potfebna pro transport na dlouhou vzdalenost, ale

vvvvvv

vzdalenost je ATP-Binding Cassette G14 nalezeny u Arabidopsis (AtABCG14), ktery zajistuje



nakladani kofenového xylému, vykladani floému nadzemni casti a vykladani kofenového
floému (Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014; Zhao et al., 2021, 2023). Pokud je gen tohoto
prenasSece mutovany, nedochazi k normalnimu riistu nadzemni ¢asti rostliny. Dal§im fenotypem
atabcgl4 je dlouhy primarni kotfen, coz je fenotyp vyskytujici se také u rostlin se snizenou
hladinou cytokinint (Ko et al., 2014). Role tohoto pienasece v dalkovém transportu je tedy

dilezita a nezastupitelna.

7.1.1 Signalizace dostupnosti dusiku

Dusik je klicovy prvek, ktery je v piirodé Casto limitujici a rostlina je informovéana
ukézalo, ze dusik ma vliv na mnoZzstvi cytokininil v rostling (Singh ef al., 1992; Samuelson and
Larsson, 1993). Po aplikaci dusiku se v xylému zvysi vyraznéji obsah tZR nez tZ. tZR je poté
transportovany do nadzemni Casti, kde signalizuje o dostupnosti dusiku (Takei et al., 2001;
Osugi et al.,, 2017). Toto zjisténi naznacuje, ze dusikovy signal se c¢aste¢né meéni na
cytokininovy signal (Sakakibara, 2021). V Arabidopsis existuji dva druhy transkripcnich
faktorti, které zprostfedkovavaji dusi¢nanovou odezvu a jsou to NIN-LIKE PROTEIN
a NITRATE-INDUCIBLE GARP-TYPE TRANSCRIPTIONAL REPRESSORI, které¢ funguji
jako antagonisté (Konishi and Yanagisawa, 2013; Maeda ef al., 2018). O vzdjemném propojeni
syntézy cytokinini a pfijmu dusiku také vypovida fakt, Ze AtIPT3 a AtCYP735A2 jsou

regulovany stejn¢ jako nékteré geny pro pfijem a asimilaci dusicnanti (Maeda et al., 2018).

Leaf emergence rate
(plastochron)

7 AK
ZRe»tZR—tZRP
lLOG
1
Leaf size t T(‘;S
maintenance Z tZR AL
Iﬂ\si!nal

Obrdzek 4: Cytokininy (tZR a tZ) transportované z korene ovlivijici riist nadzemni casti
v zavislosti na dusikové signalizaci (AK — adenosinova kindza; LOG — LONELY GUY;
TCS — dvoukomponentovy signalni system, CKX — cytokininoxiddaza/dehydrogendza)
(Sakakibara, 2021).
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7.2 Transport pres plazmatickou membranu

Cytokininy 1 dalsi latky vyskytujici se v rostlinach musi pii pfechodu mezi bunkami,
kompartmenty a mezi cytoplazmou a apoplastem piekondvat membrany. Membrany jsou
tvofené dvojvrstvou amfifilnich lipidi a mnoha proteiny s riznou funkci. Membrany vytvaii
hydrofobni prostiedi, které je pro vétSinu molekul nemozné ptekonat bez pomoci transportnich
proteinil umisténych v membrané. Volné pfes membranu jsou schopné piejit pouze malé
a nepolarni latky. Transport pies plazmatickou membranu 1ze rozdélit na aktivni a pasivni.
V ptipad¢ pasivniho transportu se jedna o difuzi, kdy je molekula schopné piejit samovolné
ptes plazmatickou membranu bez pienaSece, a usnadnénou difuzi, kterou jiz zprostiedkovava
membranovy prenaSeC, ovSem bez spotieby energie. Oba typy difuze probihaji po
koncentracnim gradientu transportované latky. Aktivni transport jiz vyzaduje k transportu
molekul energii a pfenase¢ a je timto typem mozné transportovat molekuly proti jejich
koncentra¢nimu gradientu. Pravé podle zdroje energie lze rozdélit aktivni transport na primarni
aktivni transport a sekundarni aktivni transport. V pfipad¢ primarniho pochézi energie ptimo
z hydrolyzy ATP a takovy pfenaSe¢ musi obsahovat doménu, kterd hydrolyzu zajisti. Pti
sekunddrnim aktivnim transportu je energie ziskavana z jiného, jiz existujiciho gradientu, ktery
je u rostlin nejcasteji protonovy a lze ho vyjadrit jako rozdil pH. Transportovana molekula je
pfenesena prenaSeCem spoleéné s protonem, ktery se pohybuje po svém koncentratnim
gradientu, a to bud’ ve stejném sméru (symport), nebo v opacném sméru (antiport) (Nedveéd et

al., 2021).

Cytokininy vyuZzivaji mnoho typll pfenosu pies membrany a neni vylouceno, Ze n¢které
volné baze cytokinini mohou prostupovat membranu volnou difuzi, protoze jsou malé
a hydrofobni a vzhledem k jejich afinité¢ k hydrofobnimu prostiedi. To samé ovSem neplati
o hojné transportovanych cytokininovych ribosidech (Nedvéd et al., 2021). V¢tSina

cytokininovych transportért je tedy aktivni, a to bud’ primarné¢, nebo sekundarné.

7.2.1 ABCG — ATP-BINDING CASSETTE G

ABC pienasece jsou obecné proteiny sklddajici se bézné ze dvou transmembranovych
domén, které utvari por, a ze dvou cytosolickych domén, které vazou nukleotidy. Transport
molekul pfes membranu je spfazeny s hydrolyzou ATP, jedna se tak o primarni aktivni transport

a je mozné takto transportovat molekuly proti jejich koncentraénimu gradientu. U rostlin
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muzeme ABC pienaSeCe rozdé€lit do 8 podrodin (ABCA-ABCG a ABCI). Pravé ABCG je

podrodina, u které byla prokazéana ucast na transportu cytokininti (Nedvéd et al., 2021).

PrenaSe¢ AtABCG14 hraje vyznamnou roli v transportu cytokinint typu tZ z kofent do
nadzemni ¢asti. Jednd se o homodimer (Zhao et al., 2023) lokalizovany v plazmatickych
membranach stélé, vCetné prokambia a floému v kofeni 1 v nadzemni ¢asti. Je zasadni pro
nakladani cytokininu tZ typu do xylému v koteni (Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014), ale
nasledné také pro vykladani z floému v nadzemni ¢asti (Zhao et al., 2021). Pozdéjsi vyzkumy
ukazaly, ze tento prenase¢ ma jeste vetsi ulohu v dalkovém transportu. Neucastni se totiz pouze
transportu tZ typu cytokininl z kofene do nadzemni Casti, ale také transportu iP typu cytokininii
z nadzemni ¢asti do kotent, takZe slouZzi 1 k vykladani z floému v kotfenech. AtABCG14 tedy
transportuje pomérné¢ mnoho typl cytokininti, preferuje jak volné baze (tZ, iP), tak ribosidy
(NS-isopentenyladeninribosid — iPR, tZR), a je tak dileZitou slozkou dalkového transportu

cytokininl (Zhao et al., 2023).

Dalsim ABCG ptenasecem je MtABCGS56, popsany u Medicago truncatula. Nejvétsi
expresi méd v kotenech a v dusik fixujicich kotfenovych hlizkach, s jejichz vyvojem ziejmé
souvisi. Nachazi se na plazmatické membrané a stejné jako ostatni ABC prenaseCe je
energeticky zavisly na ATP. Je schopen transportovat pouze volné baze cytokinind (iP, tZ), na
rozdil od jiz popsaného AtABCG14, ktery je schopen transportovat jak volné baze, tak ribosidy
(Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014; Zhao et al., 2023), takze se jedna o prenasec s vysokou
substratovou specifitou. mRNA MtABCGS56 se v kofeni akumuluje po oSetfeni rostliny
aktivnimi cytokininy, Nod faktorem nebo po infekci bakterii produkujici tento faktor, coz

nasvédcuje o souvislosti tohoto pfenasece s vyvojem kofenovych hlizek (Jarzyniak ef al., 2021).

MtABCG40 je také pienaSeCem aktivnich cytokinini na plazmatické membrané.
Vyskytuje se v bunkach apikalniho kofenového meristému (RAM), kde snizuje koncentraci
cytokininli v apoplastu a sniZzuje tak cytokininovou odpovéd’ pies receptory na plazmatické
membrané (Antoniadi et al., 2020; Kubiasova et al., 2020), coz miize snizit inhibi¢ni efekt
cytokinini na RAM (loio et al., 2007). Dal§im mistem vyskytu MtABCG40 v koteni je stéle,
kde ma vliv na iniciaci rastu lateralnich kofend. Mutantni rostliny mtabcg40 maji totiz zvySeny

pocet lateralnich kotenli oproti kontrolnim rostlindm (Jamruszka et al., 2024).
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7.2.2 PUP - PURINE UPTAKE PERMEASE

PUP jsou hydrofobni proteiny, prochazejici plazmatickou membranou, s 9-10
transmembranovymi doménami, popsané ve vyzkumu s kvasinkami. Jsou schopné pienaset
pies membranu volné baze cytokininil a dalsi purinové derivaty a jelikoz transport bézi proti
koncentracnimu gradientu, jsou energeticky zavislé. Energii pro transport ziskévaji z gradientu
H', takze se jedna o sekundarni aktivni transport, kotransport (Gillissen et al., 2000).
U Arabidopsis je kodovany 21 geny. Riizné isoformy tohoto pienaSece maji v rdmci rostliny
a bunky rozdilnou lokalizaci a maji tak vyznam jednak v transportu z apoplastu do bunky
(Ziircher et al., 2016), z buiiky do apoplastu a z cytoplazmy do vakuoly (Hu et al., 2023).
Prvnim objevenym PUP pienasecem je AtPUPI1, ktery se nachazi ve vSech organech rostliny
aZ na koten a je specificky pro purinové baze a jejich derivaty vcetné cytokininill tZ a kinetinu
(Gillissen et al., 2000). Transport cytokininit pomoci AtPUP1 byl potvrzen pozdé&ji ve studii

s kvasinkami. Navic se ukazal jako substrat také iP (Biirkle ez al., 2003).

Nejvice exprimovanym AtPUP je AtPUPI14. Pievysuje expresi vsech AtPUP ve vSech
analyzovanych pletivech rostliny, jako je kvét, koten, semenacky atd. (Cedzich et al., 2008).
Transportuje aktivni cytokininy z apoplastu do bunck a dokéze tak lokalné regulovat obsah
cytokininl v apoplastu rostlin. Funkce tedy spociva nejspise v redukci signalu dostupného pro

cytokininové receptory lokalizované v plazmatické membrané (Ziircher et al., 2016).

AtPUP pienaSece se nenachazi pouze na plazmatické membrané, ale také na membrané
vakuoly, kde umoznuje import, a jsou jimi AtPUP7 a AtPUP21. Tato lokalizace muze
cytokininovou odezvu. Spolecné s AtPUP7 a AtPUP21 byl popsan i AtPUPS, lokalizovany na
plazmatické membrané a zajist'ujici export cytokininll z buiikky. AtPUP7, AtPUPS i AtPUP21
tedy zpisobuji snizeni hladiny cytokininii v cytoplazmé (Hu et al., 2023).

Pti vyzkumech s Oryza sativa byly PUP nalezeny 1 na membrané ER, a to konkrétné
OsPUP7 a OsPUP1 zajistujici import cytokininii do ER. (Xiao et al., 2019, 2020). Jelikoz jsou
cytokininové receptory lokalizované nejen na plazmatické membrané (Antoniadi et al., 2020;
Kubiasova et al., 2020), ale také na membrané ER (Wulfetange ef al., 2011), mohou pro né tyto
pienasece zvySovat dostupnost aktivnich cytokinini a regulovat tak cytokininovou odpovéed..
OsPUP1 se vyskytuje prevazné ve vodivych pletivech, a to hlavné ve floému kotene, takZe se

predpoklada funkce vykladani cytokininti a regulace rtistu kofene (Xiao et al., 2020).
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OsPUP4 je lokalizovany na plazmatické membrané, a to piedevsim ve vodivych
pletivech. Zajistuje transport z apoplastu do cytoplazmy bunék. Je mozné, Ze je zapojeny
do transportu na dlouhou vzdalenost a ma ekvivalentni roli k ABCG14, ktery je zodpovédny za
nakladani cytokininti do vodivych pletivech kotfene (Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014; Xiao
etal.,2019).

7.2.3 SWEET — SUGAR WILL EVENTUALLY BE EXPORTED TRANSPORTERS
SWEET je rodina pfenaSeci transportujicich cukry z maternalnich pletiv do rostlinnych
embryi (Chen et al., 2015). Jedna se o uniportery a funguji nezavisle na pH gradientu (Chen et
al., 2010). Nedavna studie ukazala, ze HYSWEET11b izolovany z Hordeum vulgare je schopny
spole¢né s cukry transportovat i cytokininy. To, Ze rostlina pro transport cytokinind a cukrti do
semene vyuziva stejny prenase¢, umoznuje koordinovat jeho vyvoj a ukazuje, Ze tyto dva

komponenty pii ném vysoce interaguji (Radchuk et al., 2023).

7.2.4 AZG — AZA-GUANINE RESISTANT

AZG byly puvodné popsané jako pfenasece purinti a pozdéji bylo zjisténo, ze dokazou
transportovat také cytokininy. Arabidopsis ma pouze dva geny kddujici tento prenasec, AtAZG1
a AtAZG2 (Manstield, Schultes and Mourad, 2009). Jsou lokalizované v plazmatické membrané
a na membran¢ ER. Prvnim popsanym pro transport cytokininl je AtAZG2, ktery je
lokalizovany na plazmatick¢ membran€ i na membran¢ ER. Funguje na principu usnadnéné
difuze, protoze na rozdil od AtAZG1 je méné zavisly na elektrochemickém protonovém
gradientu a pravdépodobné umoziiuje transport obéma sméry. Nejvétsi vyskyt prenasece
AtAZG?2 je v okoli zakladajicich se postrannich kofentl, z ¢ehoz vyplyva jeho Gcast v regulaci

tohoto procesu (Tessi et al., 2021).

AtAZG1 je lokalizovany pouze v plazmatické membrané. Vyskytuje se ve vSech
castech rostlin, ale nejvice v koteni a kvétech. K transportu cytokininli vyuziva protonovy
gradient, jedna se tedy o sekundarni aktivni transport. DileZitou funkci tohoto pfenaSece je
nejen transport cytokinind, ale také stabilizace ptenase¢e AtPIN1 (PIN FORMED 1) (Tessi et
al., 2023). AtPIN1 je pfenase¢ auxinu (jiny typ fytohormonu) a zprostiedkovava jeho transport
v koteni smérem ke klidovému centru v kofenové Spic¢ce (Sabatini ef al., 1999). Nachazi se

predevsim na bazalnich stranich bunék stélé a endodermis kotene (Friml et al., 2002). U rostlin
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mutovanych v AtAZG1 nebo AtAZGl a AtAZG2 je prenasece AtPIN1 vyrazné¢ mensi
mnozstvi, coz u obou AtAZG prenasecich vypovidd o jejich funkci ve stabilizaci tohoto
proteinu. Stejné jako AtAZG2 ovliviiuje vyvoj postrannich kofenti. Mutantni rostliny mély
oproti kontrolnim rostlinam vétsi mnozstvi postrannich kotfenti, coz poukazuje na roli téchto
dvou pfenasecu ve vyvoji tohoto organu. Dalsi funkci je odpovéd’ na stres ze zasoleni, pii némz

dochazi ke zvyseni transkripce genu AtAZG1 (Tessi et al., 2023).

7.2.5 ENT - EQUILIBRATIVE NUCLEOSIDE TRANSPORTERS

ENT byly u rostlin nejdiive popsany jako ptfenasece nukleosidi s velkou afinitou
k adenosinu a jako prvni byl popsan AtENTI1. Pozdéji bylo na kvasinkovych bunkach
exprimujicich OsENT? zji§téno, Ze tato rodina pienaSect je schopna transportovat cytokininy

(Hirose et al., 2005).

Genom Arabidopsis obsahuje 8 genll pro tento pfenaSe¢ (AtENTI-8) a u 5 znich
(AtENTI, 3, 4, 6, 7) je podrobn¢ popsan transportni mechanismus a dalsi specifika. 7 AtENT
gent, u kterych se podatilo identifikovat cDNA, jsou si blize piibuzné mezi sebou nez s ENT
zjinych organismil. Nepodafilo se identifikovat cDNA pouze u AtENTS5, coz muze byt
zpiisobeno naptiklad tim, Ze tento gen neni transkribovan nebo Ze jsou hladiny transkriptu velmi
nizké atd. (Li ef al., 2003). ENT byly také popsany u ryZze, jejiz genom obsahuje 4 ENT geny
(OsENTI-4) (Hirose et al., 2005).

Zpisob transportu pres membranu se u jednotlivych isoforem li§i. Z nazvu vyplyva, ze
pujde o ekvilibrativni pfenos, ale vétSina rostlinnych ENT je zavisla na protonovém gradientu
a zprostfedkovava tedy sekundarni aktivni transport (Girke ef al., 2014). Tento typ pfenosu byl
potvrzen v mnoha studiich. V né€kterych za pouZiti protonoforii, coz jsou latky naruSujici
protonovy gradient na membranach diky schopnosti pfenosu protonil. V takovych ptipadech po
aplikaci naptiklad karbonylkyanid-m-chlorofenylhydrazonu (CCCP) nebo 2,4-dinitrofenolu
(DNP) byl transport prostiednictvim ENT pienaSecti inhibovan (Mdohlmann et al., 2001;
Wormit et al., 2004). V jinych ptipadech byl transport zkouman v zavislosti na zménach pH
(Girke et al., 2015). Vyjimkou je AtENT7, jehoz transport neni ovlivnén ani zm&nami pH ani
pritomnosti protonofort, z ¢ehoz vyplyva, ze nevyuziva k transportu protonovy gradient, ale
umoziiuje usnadnénou difuzi a chova se tak jako klasicky ekvilibrativni pfenaSe¢ (Wormit et

al., 2004; Girke et al., 2015)
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Transport adenosinu je u AtENT1 inhibovan purinovymi i pyrimidinovymi nukleosidy,
coz sveédci o jeho Siroké substratové specifité. Nebyl ale inhibovéan uridinem a zddnymi volnymi
bazemi, tudiz je netransportuje (Mohlmann et al., 2001). Ma 11 transmembranovych domén,
stejné jako vSechny ENT ptenaSece, a vykazuje vysokou podobnost lidskému nukleosidovému
transportéru human ENT1 (Li and Wang, 2000). AtENTI1 se vyskytuje v plazmatické
membrané (Li and Wang, 2000) i na tonoplastu (Jaquinod et al., 2007), kde by mohl zajist'ovat
export nukleosidli a produktti rozpadu RNA z vakuoly do cytoplazmy (Bernard et al., 2011).

AtENT3 je lokalizovany v plazmatické membrané a je schopny transportovat také
uridin, ¢ehoz AtENT1 neni schopny. Dal§im rozdilem je, ze AtENTI je témét 100% inhibovany
protonofory (CCCP, DNP) (M6hlmann ef al., 2001), ale AtENT3 je jimi inhibovany podstatné
mén¢, coz muze naznacovat, ze neni zcela zavisly na protonovém gradientu. V experimentu,
kde byl AtENT3 exprimovany v kvasinkovych bunikdch importujicich adenosin, po ptidani iPR
ani tZR nedoslo k vyrazné inhibici pfijmu adenosinu a podobné vysledky byly také u AtENT7.
U AtENTO6 se vysledek lisil, a to u bunék oSetfenych iPR, kde doSlo k vyraznéjsi inhibici pfijmu
adenosinu. Tyto vysledky naznacuji, Ze by AtENT6 mohl transportovat iPR a také mit roli
v kompartmetalizaci iP a tZ, jelikoz ma rozdilnou afinitu k iPR a tZR (Hirose et al., 2008).
AtENTG6 je také lokalizovany v plazmatické membrané (Wormit et al., 2004). V rostlin¢ se
AtENTG6 vyskytuje nejvice v kofeni, listech, kvétech a pradusich, takZe je moZné, Ze je zapojeny

do transportu na dlouhou vzdalenost (Hirose et al., 2008).

AtENT3 se spolecné s AtENT1 nachazi ve vysokych hladinach v kofeni, kde jsou
nejspise zapojeny do transportu cytokinint (Li ez al., 2003). V laboratofi hormonalnich regulaci
u rostlin, UEB AV CR byla prokézana ptitomnost ENT1 a ENT3 také piimo ve rhizodermis
kotfene, pomoci konfokalni mikroskopie diky oznaceni pfenaSect GFP (green fluorescent
protein) (Hoyerova, osobni sdéleni). Nedavna studie popsala funkci AtENT3 v fizeni mnozstvi
cytokininl v kofeni. Autofi se zde poprvé zabyvali mnozstvim cytokinind v kofeni a nadzemni
casti rostlin zvlast’. Rostliny s mutaci v AtENT3 obsahovaly v kofenech méné cytokinini nez
kontrolni rostliny a bylo tomu tak u rostlin oSetfenych i neoSetfenych zeatinribosidem. To
nasvédcuje tomu, Ze tento prenaseC zajistuje pfijem cytokinini do kotfene. Opacny vysledek
byl u nadzemni ¢asti, ve které bylo u mutantnich rostlin vét§i mnozstvi cytokinini, a to
konkrétné aplikovaného zeatinribosidu, coz znamena, ze byl vice transportovan z kotene do
nadzemni ¢asti. Diivodem jsou chybégjici AtENT3 pienaSece, které za béznych podminek
zajiStuji pfijem cytokinind do bunék kotfene, ¢imZ je sniZované mnoZzstvi cytokinint, které
muze byt transportovano do xylému pienaseCem ABCG14 a dopraveno tak do nadzemni ¢ésti
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(Zhang et al., 2014; Korobova et al., 2021). Kofeny mutantnich rostlin byly v obou ptipadech
delsi, coz lze ptisuzovat nizsi hlading cytokinind, které funguji jako negativni regulator aktivity

kotfenového meristému (Werner et al., 2003; Korobova et al., 2021).

U AtENTS se ptivodné zdalo, Ze mu chybi transportni funkce. Tento vysledek mohl byt
zpusoben tim, Ze volné nukleosidy nejsou substratem pro tento pienaSe¢ anebo proto, ze se
pienasec¢ nespravné integroval do plazmatické membrany kvasinek, na kterych byla studie
provadéna (Wormit et al., 2004). Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze rostliny se zvysenou expresi AtENT8
jsou hypersenzitivni na iPR, na iP ale ne. To potvrzuje, Ze transportni formou cytokinint
u téchto prenasect jsou nukleosidové formy. Co se tyka rozlozeni pfenaSeCe v rostlinném téle,
nejvice se vyskytuje v hypokotylu, stonkovém apikalnim meristému, stonku, fapiku, nezralych
plodech a primarnich vodivych pletivech v listech. Ve zbylych pletivech listu a v kofeni se
témét nevyskytuje, coz znamend, ze cytokininy v téchto pletivech musi transportovat
analogicky pfenasec a tim je jiz zminény AtENT3, u kterého byl v této studii prokdzan transport

cytokininovych nukleosidl (Sun et al., 2005).

ENT ptenaSece u rostlin nejsou popsany pouze u Arabidopsis, ale také u ryze. Jsou
nalezeny celkem ctyti OsENT geny (OsENTI-4), jejichZ exprese je rozdilna v jednotlivych
organech rostliny. Transkripty OsENT se vyskytuji ve vSech testovanych organech (koten,
stonek, listovd pochva, listova cepel, semena), OsENT2-4 se nachéazeji hlavné v kotenech.
Celkové se v rostliné nachazi nejvice transkriptu OsENT2, a je tak dominantni isoformou.
Nejveétsi aktivitu mad OsENT2 pfi pH 5, ale ¢aste€nd aktivita pretrvava i pii vysSich hodnotach
pH. Inhibice protonoforem CCCP je okolo 30 %, takze se zda, ze OsENT2 nema transport zcela
zavisly na protonovém gradientu. Také u tohoto pienasece byla potvrzena schopnost
transportovat cytokininy, a to s vyssi afinitou k iPR nez k tZR. V prib¢hu vyvoje se lokalizace
pfenasece v ramci rostliny proménuje. V malych semenaccich se vyskytuje nejvice v kofeni
a v dospélych rostlindich ve vodivych pletivech celé rostliny. Rozlozeni tohoto pifenasece
v rostlinném téle naznacuje, ze by se mohl tcastnit transportu na dlouhou vzdélenost (Hirose et

al., 2005).
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8 Bakterie produkuijici cytokininy

8.1 Agrobacterium tumefaciens

Cytokininy nejsou pouze rostlinnou zalezitosti, ale také bakteridlni. Agrobacterium
tumefaciens je bakterie zpusobujici nadory na rostlinach, pomoci tumor indukujiciho plazmidu
(Ti-plazmid). Tento plazmid obsahuje segment transferové DNA (T-DNA), ktery se pienese do
rostlinné bunky. V rostlinné buiice je T-DNA transportovana do jadra, kde je nasledné
zaclenéna do genomu. Po napadeni touto bakterii dochazi v rostliné ke zvySené syntéze
rostlinnych hormonti a opinti, coz jsou nizkomolekularni latky, slouzici jako zdroj dusiku
a uhliku pro Agrobacterium. Mezi t€émito hormony jsou pravé také cytokininy. Diky této
interakci mezi rostlinou a bakterii byl jiz v osmdesatych letech popsan enzym zajist'ujici prenos
postranniho isopentenylového fetézce na AMP, coz je dilezity krok v syntéze cytokininl. Gen
pro tento enzym se nachazi pravé na Ti-plazmidu a u bakterii a nésledné i u rostliny slouzi
k syntéze cytokinini. Nazyva se DMA transferaza (Akiyoshi et al., 1984) a homologicky
enzym IPT byl u rostlin nalezen az o mnoho let pozd¢ji (Kakimoto, 2001; Takei, Sakakibara
and Sugiyama, 2001).

8.2 Bakterie podporuijici rast rostlin

Okolo korenti rostlin, v rhizosfére, se nachazi vEtsi koncentrace bakterii nez v ostatnich
castech pludy. Je to proto, Ze rostliny svymi kofeny vylucuji velké mnoZstvi jimi
syntetizovanych latek, a mohou tak bakterie pfitahovat, a dochazi mezi nimi k vytvofeni
symbiotického vztahu (Lynch and Whipps, 1990). Nékteré z téchto bakterii patii mezi bakterie
podporujici rist rostlin (PGPR — plant growth promoting rhizobacteria), které jsou schopné
produkovat fytohormony, vitaminy a rustové faktory (Babalola, 2010). Piisobeni PGPR na
rostliny miize byt pfimé a nepiimé (Glick, 1995). Mezi pfimé mechanismy patii produkce
fytohormonti, fixace dusiku, solubilizace fosforu atd. Nepiimy mechanismus muize byt
napfiklad inhibice rostlinnych patogennich hub a bakterii diky produkci antibiotik nebo enzymu
degradujicich bunétné stény (Olanrewaju, Glick and Babalola, 2017). PGPR pomahaji
rostlindm svou Cinnosti 1épe zvladat stresové podminky, jako je zvySena salinita nebo sucho

(Kurepin et al., 2015; Islam et al., 2016).

Mezi hormony, které mohou bakterie syntetizovat jsou také cytokininy, a to pfedevSim

ve formé ribosidii. Existuje mnoho druhli bakterii, které jsou syntézy schopné, napiiklad jiz
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zminéné Agrobacterium spp. Dale Pseudomonas spp., Azotobacter chroococcum, Azotobacter
vinelandii, Paenibacillus polyxyma a dalsi (Akiyoshi, Regier and Gordon, 1987; Nieto and
Frankenberger, 1989; Taller and Wong, 1989; Timmusk et al., 1999). Predpoklada se, ze
fytohormony produkované bakteriemi maji pozitivni vliv na rust rostlin (Arkhipova et al.,
2005). Bakterie v okoli rostlin jsou také schopné zvySovat ptistupnost mineralnich latek pro
ptijem kofeny, a to miize mit vliv na obsah fytohormonti v rostliné (Takei et al., 2001; Ping and

Boland, 2004).

Nicméné na rostlinach salatu bylo prokazano, ze po inokulaci Bacillus subtilis byla
v rostliné zvySena hladina cytokinini a bylo zde vylouceno, ze by S$lo o cytokininy
syntetizované rostlinou. Akumulace cytokinint byla vyssi v kofenech nez v nadzemni ¢asti, coz
odpovida tomu, ze byly pfijaté do rostliny pomoci kotenil ze substratu. Obsah zeatinu v rostling
vzrostl stejnou mirou jako jeho ribosilovand forma. Bakterie ovSem v tomto ptipadé zeatin
neprodukovaly, takze zvySend hladina zeatinu v rostliné miize byt vysvétlena konverzi ZR na
zeatin diky LOG (Arkhipova et al., 2005; Kurakawa ef al., 2007). Inokulace také ovlivnila riist
kotenti i listd, jejichz Cerstvd hmotnost byla zvySena jiz po péti dnech oproti kontrolnim
rostlinam. U rostlin také doslo ke zvysené produkci chlorofylu a karotenoida (Arkhipova et al.,

2005).

V dalsi studii bylo prokézéno, Ze vojtéska po inokulaci transformovanou bakterii
Sinorhizobium meliloti, kterd produkuje cytokininy, ma podstatn€ vyssi toleranci ke stresu ze
sucha. V listech vojtésky po inokulaci Sinorhizobiem meliloti byla hladina zeatinu vy$s$i oproti
neosetfenym rostlinam a po suchém obdobi byly inokulované rostliny schopné piezit a mély

znateln¢ vyssi Cerstvou hmotnost (Xu, Li and Luo, 2012).

Pti pokusech s bakterii Bacillus megaterium bylo prokazano, ze k podpofe ristu
u inokulovanych rostlin dojde pouze v piipadé, pokud jsou v rostliné k dispozici cytokininové
receptory AHK2, AHK3 a AHK4. V pfipadé trojit¢tho mutanta ke stimulaci nedos$lo (Ortiz-
Castro, Valencia-Cantero and Lopez-Bucio, 2008). Dale bylo zjiSténo, ze pii oSetfeni rostlin
Arabidopsis thaliana bakterii Bacillus sp. LZR216 dochazi ke sniZzeni exprese ARR typu A
a AHP v nadzemni ¢ésti, a naopak ke zvySeni exprese téch samych gent v koteni. Tato bakterie
podporuje rGst a méni architekturu kofenového systému. Konkrétné z AHP proteinli je pii
ahp?2,3,5 nedochazi k podpofe rastu. Z toho vyplyva, Ze aby doslo k odpovédi na bakterie, jsou
potiebné AHP a ARR (Wang et al., 2018). I v dalSim ptipadé, pti oSetieni rostlin Arabidopsis
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bakterii Azospirillum brasilense Sp245, doslo v kofeni ke zvySeni exprese transkripniho
faktoru ARR5 a u rostlin s trojitou mutaci v receptoru pro cytokininy (ahk2,3,4) opét nedoslo
k podpote rastu. Aby doslo k cytokininové signalizaci v rostling, musi dojit k pfimé interakci
mezi rostlinou a PGPR a kontakt rostliny pouze s t¢kavymi latkami produkovanymi bakteriemi

neni dostacujici (Méndez-Goémez et al., 2021).

Tato zjisténi naznacuji, Ze se opravdu jedna o cytokininy produkované bakteriemi a Ze
se nejedna pouze o zvysenou produkci cytokinini samotnou rostlinou. Aby ale mohlo dojit
k signalizaci témito molekulami v rostlin€, musi byt nejdiive transportovany koteny dovniti do
bunék. Pienasece, které tento transport zajistuji ovSem nejsou znamé. Vzhledem k tomu, ze
bakterie syntetizuji cytokininy ve formé ribosidi/nukleosidi (Arkhipova et al., 2005), na které
jsou citlivé prenasece z rodiny ENT (Sun et al., 2005), mohly by byt tyto prenasece, konkrétné
ENT1 a ENT3, které se vyskytuji ve rhizodermis (Hoyerova, osobni sdéleni), dobrymi
kandidaty pro pfijem cytokininii produkovanych PGPR. Na obrazku 5 je schéma popisujici tuto

hypotézu.
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Obrdzek 5: Bakterie v rhizosfére jsou schopné produkovat cytokininové ribosidy, které rostlina
nasledné miize prijmout prenaseci ENTI1 a ENT3, lokalizovanymi ve rhizodermis. Cytokininové
ribosidy mohou byt nasledné metabolizovdny na volné baze, které jsou schopné signalizace (CKR —
cytokininové ribosidy, CKRMP — cytokininribosidmonofosfat, CK — volna bdze cytokininu) (schéma
vzniklo ve spolupraci s LHR UEB AV CR a LRR UP).
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9 Zaveér

V této praci byly souhrnné popsany hlavni poznatky o cytokininech, pocinaje jejich
strukturou, vlastnostmi, biosyntézou, metabolismem a signalizaci, aby bylo mozné nasledné
Iépe porozumét jejich transportu, ktery byl poté popsan detailnéji. Transport byl zamétren
piedevsim na pienos pres plazmatickou membranu a konkrétné na pienasece z rodiny ENT. Na
zaver byly cytokininy popsany i z jiného pohledu, a to na jejich funkci ve spojeni mezi bakterii

a rostlinou.

ENT pienasSece jsou pomérné¢ dobie popsanou skupinou a jejich tloha v rostlinach je
nemald. Velmi zajimavé je, Ze bakterie jsou schopné také produkovat cytokininy, a to ve forme
ribosidu, které rostlina umi z rhizosféry ptijmout a vyuzit. Jelikoz ENT ptenasece transportuji
ribosidy, vyplyva z poznatkit o nich, Ze jsou moznymi kandidity pro import cytokinind
produkovanych bakteriemi. Konkrétné to lze ptedpokladat o ENT1 a ENT3, protoze jsou

lokalizované v rhizodermis kofene.

Symbidza mezi rostlinou a bakteriemi, a piedev§im zminény piijem bakterialnich
cytokinint, je téma, na kterém bych rada pracovala v pribéhu navazujiciho magisterského

studia na PfF UK na katedie Experimentalni biologie rostlin.
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