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Abstrakt
Teplota ovlivňuje celou škálu procesů v rostlinné buňce. Přestože je teplotní odpověď rostlin
relativně dobře známá, mechanizmy podílející se na samotném vnímání změn teploty nejsou
objasněny. Rostliny teplotu vnímají komplexně v celé buňce pomocí širokého spektra procesů
a odpověď rostliny na změnu teploty je tak výsledkem integrace signálů z několika různých
organel a úrovní buněčné komplexity. Na mechanizmu termosenzitivity u rostlin se podílí
změna fyzikálních vlastností membrány, membránové proteiny, změna konformace proteinů,
fotoreceptory, sekundární struktura RNA a DNA. V této práci jsou základní mechanizmy
vnímání teploty u rostlin shrnuty a dány do širšího kontextu buněčného metabolismu
a evoluce.

Klíčová slova
vnímání teploty u rostlin, termosenzitivní role membrány, teplotní stres, fluidita membrány,
teplotou indukované změny konformace proteinů, termosenzorická funkce DNA a RNA,
cytoskelet
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Abstract
Temperature is a key factor modulating a wide range of processes in the plant cell. While the
signaling pathways that triggered temperature changes are described, the way plants sense
temperature is not well understood. Plants perceive temperature changes by a complex
network of processes and response to temperature change is regulated by signals from
different organelles and cellular complexity levels. The main mechanisms taking part in
temperature perception in plants are changes in physical membrane properties, membrane
proteins, changes in protein conformation, photoreceptors, and secondary structure of RNA
and DNA. My thesis is focused on these main mechanisms by which plants sense temperature
and their context in cellular metabolism and evolution.

Keywords
plant temperature sensing, membrane heat stress response, heat stress, membrane fluidity,
thermally induced conformational changes protein, DNA and RNA  thermosensors,
cytoskeleton
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1. Úvod

Rostliny musejí být schopné reagovat na nepříznivé abiotické podmínky, mezi které patří
i změny teploty. Každý rostlinný druh má své specifické rozmezí optimálních teplot pro růst
a vývoj a pokud se teplota pohybuje mimo toto rozmezí, dostává se rostlina do teplotního
stresu. Rostliny osídlují celou planetu a v některých prostředích se mohou denní teploty lišit
až o desítky stupňů, dobrým příkladem může být i hlavní modelová rostlina huseníček rolní
(Arabidopsis thaliana). Jde o ranou jarní rostlinu, rostoucí na osluněných stanovištích, kde
teplota může během dne výrazně kolísat (Iba 2002). S velkými denními výkyvy teplot se
musí vypořádat i horské rostliny. Některé druhy horských rostlin jsou schopné se vypořádat
s teplotou klesající až k -70°C (Sakai and Otsuka 1970). Schopnost rostlin čelit rozdílným
teplotám může být i významným hráčem v evoluci. Například u huseníčku písečného
(Arabidopsis arenosa) je adaptace na mráz zcela klíčová pro vznik horského ekotypu
(Kaplenig et al. 2022).

S aktuální hrozbou globálního oteplování se problém adaptace rostlin na extrémní teploty
stává velmi aktuální i mimo vědeckou komunitu. Po dlouhá léta bylo oteplení planety o 1,5ºC
oproti teplotě před začátkem industriální éry jakousi pomyslnou hranicí a hrozbou, které jsme
se jako civilizace měli snažit za každou cenu předejít. Mezivládní panel pro změnu klimatu
ve své Šesté hodnotící zprávě z roku 2022 označil nárůst teploty o 1,5ºC během následujících
dvaceti let za nevyhnutelný. V této zprávě bylo také poprvé panelem oficiálně potvrzeno, že
právě lidská aktivita je hlavní hnací silou globální změny klimatu. Dle zprávy může současný
děj událostí zvrátit pouze drastický pokles v užívání fosilních paliv, i když i tento, v optice
dnešního světa bohužel zcela nereálný krok, nemusí být nutně dostatečný (IPCC 2022 ).

Šlechtění plodin odolných proti extrémním abiotickým podmínkám je tak jedním z klíčových
zájmů vědců, stejně jako celé civilizace. Není tedy divu, že porozumění vnímání teploty
u rostlin je velmi populární a prudce se rozvíjející téma mezi rostlinnými buněčnými biology.
V této práci se snažím nejnovější poznatky na tomto vědecké poli shrnout a dát do širšího
kontextu.

Téma termosenzitivity rostlin je opravdu nesmírně široké a má práce shrnuje jen hlavní,
nejvíce objasněné mechanizmy. Základní mechanizmem odpovědi na teplotní stres je změna
genové exprese, která vede k optimalizaci rostlinného metabolismu pro danou teplotu (Iba
2002). Součástí reakce na změnu teploty jsou ale i rychlejší mechanizmy, ve kterých se mimo
jiné uplatňuje změna konformace proteinů, sekundární struktury RNA, vlastností membrány
nebo lokalizace proteinů do jednotlivých kompartmentů.

Rostliny vnímají teplotu komplexně v celé buňce pomocí fyzikálních změn vlastních
molekul, organel a metabolických drah. Odpověď rostliny na změnu teploty je tak výsledkem
integrace signálů z několika různých úrovní buněčné komplexity. Rostlina využívá skutečně
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široké spektrum procesů, pomocí kterých je teplotní odpověď regulována a modulována na
základě intenzity a délky teplotního stresu. Výsledkem všech těchto procesů je neobyčejně
komplexní systém, který rostlinám umožňuje přežít i na těch nejextrémnějších stanovištích
naší planety.
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2. Vývojové procesy rostliny ovlivněné teplotou

Teplota má zásadní vliv na regulaci růstu a vývoje rostlin. Podílí se na regulaci dormance
semen i pupenů, klíčení a skrz termomorfogenezi ovlivňuje i architekturu rostliny (viz
kapitola 7.2.1.). Variace v teplotě během vývoje semene vede ke změně transkriptomu
a prodloužení dormance (Kendall et al. 2011). Teplota je tak považována za nejdůležitější
environmentální signál pro regulaci dormance a klíčení semen (Chahtane et al. 2017). Teplota
se také podílí na regulaci cirkadiánních hodin (Gould et al. 2006) a regulaci kvetení. Tato
regulace je hezkým modelovým příkladem integrace vnímání teploty a regulace
fyziologických dějů a je v následující kapitole podrobněji popsána. Dalším procesům se
vzhledem k rozsahu práce není možné podrobněji věnovat.

2.1. Regulace kvetení
Přechod z vegetativní do generativní fáze je pro rostlinu klíčovým okamžikem života
a správné načasování kvetení je zásadním faktorem rozhodujícím o evoluční úspěšnosti
druhu.

Načasování kvetení je ovlivněno dvěma protichůdnými selekčními tlaky: čím delší je
vegetativní fáze, tím větší rostlina je a tím více semen může vyprodukovat, zároveň je ale
nezbytné, aby rostlina stihla vykvést v období příznivých podmínek, aby došlo k opylení,
semena mohla dozrát a případně se i rozšířit. Regulace kvetení je tedy velmi komplexní
a kombinuje v sobě jak signály environmentální, tak endogenní signalizaci. Mezi základní
vnější faktory, které se na regulaci podílí, patří délka dne a noci (fotoperiodická dráha),
období chladu (vernalizace), teplota (termosenzorická dráha) nebo dostupnost vody a živin.
Důležitými endogenními faktory jsou pak stáří a velikost rostliny, fytohormon giberelin nebo
dostupnost cukrů (Kinoshita and Richter 2020).

Kvetení a tvorba semen je klíčová pro zemědělství, a je tak vědci zkoumána již po dlouhá
léta. Postupně se ukazuje, že téměř všechny metabolické dráhy a procesy v rostlině jsou nějak
napojeny na tuto složitou regulační kaskádu a vnímání teploty a regulace teplotní odpovědi
není výjimkou. Pro účel této bakalářské práce bude regulace kvetení jen stručně shrnuta.

Centrálním bodem regulace kvetení je FLOWERING LOCUS T (FT), který tvoří jakousi
křižovatku, kde se environmentální i endogenní signalizace propojují (obrázek 1). FT je
dlouho hledaný florigen, tedy protein, který je z listů floémem transportován do apikálního
meristému, kde spouští přechod vegetativního meristému na meristém květní (Corbesier et al.
2007).

2.1.1. Fotoperiodická dráha
Rostliny lze na základě fotoperiodicity rozdělit na 3 skupiny: krátkodenní rostliny, které
kvetou, když délka noci překročí kritickou délku, dlouhodenní rostliny, které kvetou, pokud
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je noc kratší než kritická délka, a rostliny neutrální k délce dne, jejichž kvetení není délkou
dne ovlivněno (Andrés and Coupland 2012). U huseníčku, který patří mezi dlouhodenní
rostliny, bylo identifikováno hned několik genů, které se podílí na vnímání fotoperiodicity
a indukci kvetení. Centrálním proteinem pro fotoperiodickou dráhu je CONSTANS (CO).

CO se váže na promotor FT a aktivuje tak jeho expresi. Hladina CO během dne osciluje, což
je zajištěno několika různými regulacemi na transkripční, posttranskripční a posttranslační
úrovni (rev. in Kinoshita and Richter 2020).

Transkripční regulace je založená na světlem řízené degradaci proteinů, které se podílejí na
represi CO. Ubiquitin ligáza KELCH REPEAT, F-BOX1 (FKF1) je stabilizována tvorbou
komplexu s GIGANTEA (GI). Tvorba FKF1-GI komplexu je závislá na modrém světle.
Exprese obou těchto genů je regulována cirkadiánními hodinami a hladiny proteinů jsou
synchronizovány jen při dlouhém dni. Vzniklý komplex ubiquitinuje CYCLING DOF
FACTORs (CDFs) a určí je tak k degradaci. CDFs se v komplexu s TOPLESS (TPL) podílí
na represi exprese CO. Degradací CDFs se tedy celá dráha negativní regulace rozpadá
a exprese CO je aktivována. Na regulaci se podílí i další transkripční aktivátory (Sawa et al.
2008).

Posttranskripční regulace je závislá na alternativním sestřihu CO. Alternativa COβ vede
k zvýšení ubiquitinace CO, jeho rychlejší degradaci a tím k poklesu hladiny proteinu v buňce
(Gil et al. 2017).

Posttranslační regulace CO je založena na jeho fotosenzitivitě. CO je komplexem E3
ubiquitin ligázy CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) a SUPPRESSOR OF
PHYTOCHROME A-105 (SPA) určen k degradaci a degradován v proteazomu. FKF1
aktivována modrým světlem reprimuje COP1 a zvyšuje tak hladinu CO v buňce. Receptory
modrého světla CRY1 a CRY2, stejně jako receptory pro červené světlo phyB a phyA,
regulují stabilitu CO během dne (Liu et al. 2016).

2.1.2. Termosenzorická dráha
Kvetení v závislosti na teplotě je regulováno pomocí represe květních aktivátorů. Mezi
nejdůležitější represory termosenzorické dráhy u huseníčku patří SHORT VEGETATIVE
PHASE (SVP) a FLOWERING LOCUS M (FLM). Zmíněné proteiny při nízké teplotě
společně s dalšími proteiny vytváří komplex, který reprimuje expresi aktivátorů kvetení
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) a FT (Capovilla et al.
2015). Dalším důležitým mechanizmem v této regulaci je alternativní sestřih proteinů
v závislosti na teplotě (Posé et al. 2013) a histonová varianta H2A.Z, která je zodpovědná za
teplotně závislou kondenzaci chromatinu (Kumar and Wigge 2010) (viz kapitola 7.1.). Mezi
geny downstream od H2A.Z patří například PHYTOCHROME INTERACTING PROTEIN 4
(PIF4), který je společně s CO a PHYTOCHROME INTERACTING PROTEIN 5 (PIF5)
zodpovědný za interakce mezi fotoperiodickou a termosenzorickou drahou (Fernández et al.
2016).
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2.1.3. Vernalizace
Vernalizace do regulační kaskády vstupuje skrz supresor kvetení FLOWERING LOCUS C
(FLC), který je aktivována pomocí proteinu FRIGIDA (FRI). Dlouhé období chladu spouští
expresi genů, které pomocí metylace histonů a remodelace chromatinu reprimují FLC a tím
aktivují expresi FT, SOC1 a dalších květních regulátorů (rev. in Xu and Chong 2018).

2.1.4. Endogenní faktory
Klíčovým endogenním faktorem je věk rostliny. Molekulární mechanismus vnímání stáří je
založen na rovnováze dvou microRNA. Hladina miR156 je nejvyšší v semenáčku a během
života rostliny se postupně snižuje. Když hladina klesne pod určitou úroveň, aktivuje se
exprese SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN (SBP)-LIKE (SPLs), která spustí
transkripci miR172. Molekula miR172 následně funguje jako posttranskripční inhibitor
represoru kvetení APETALA2 (AP2) (Yamaguchi et al. 2009). Významnou roli v endogenní
regulaci kvetení hrají i gibereliny a autonomní dráha. Autonomní dráha zahrnuje geny, jejichž
mutace reprimuje kvetení pomocí zvýšené hladiny FLC, ale zároveň mutace nikterak
nepostihuje regulační dráhy závislé na prostředí (Amasino 2010).

Obrázek 1: Diagram molekulárních mechanizmů regulace kvetení u huseníčku rolního
Diagram ilustruje propojení fotoperiodické dráhy (photoperiodic), termosenzitivní dráhy (ambient temperature),
vernalizace (vernalization) a endogenních faktorů, které jsou na obrázku rozděleny na věk rostliny (age),
giberelinovou signalizaci (gibberellin) a autonomní dráhu (autonomous).
Převzato z Leijten et al. (2018).
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3. Podíl membrány na termosenzitivitě

Změny okolní teploty zásadně ovlivňují fyzikální vlastnosti membrány, její složení
a interakce mezi lipidy a proteiny i lipidy navzájem mezi sebou. Vzhledem k velkému
povrchu je tak membrána často označována za největší termosenzitivní strukturu v buňce.

3.1. Stavba membrány
Biologická membrána je mozaika tvořená vysoce uspořádanou lipidovou dvouvrstvou
a proteiny. Představa membrány jako fluidní mozaiky z roku 1972 (Singer and Nicolson
1972) je již v současné době překonána. A aktuálně se za platnou hypotézu považuje teorie
membránových mikrodomén, podle které je biologická membrána komplexně uspořádána do
domén, které umožňují specializaci jednotlivých oblastí membrány (Malinsky et al. 2013).

Základní stavební jednotkou membrán jsou lipidické molekuly tvořené polární “hlavičkou”
a hydrofobními “ocásky” z mastných kyselin. Díky amfipatické povaze tyto molekuly ve
vodním prostředí samovolně tvoří dvouvrstvu. Membránové lipidy můžeme rozdělit do tří
základních skupin: glycerolipidy, sfingolipidy a steroly. Nejdůležitějšími glycerolipidy jsou
pak fosfolipidy a galaktolipidy (Luckey 2014).

Složení membrán se mezi jednotlivými organelami liší a rozdílnou skladbu mají i vnější
a vnitřní vrstva membrány. Asymetrie jednotlivých vrstev je udržována pomocí flipáz za
spotřeby ATP (van Meer et al. 2008).

Tvar a velikost jednotlivých částí amfipatických molekul zásadně ovlivňují vlastnosti
membrány (Furt et al. 2011). Cylindrické lipidy, které mají stejný poloměr hydrofobní
a hydrofilní části, tvoří dvouvrstvu, lipidy s rozdílným poloměrem hydrofobní a hydrofilní
části pak mají kuželovitý tvar a způsobují zakřivení membrány. Molekuly s větším
poloměrem hlavičky než ocásku tvoří pozitivní zakřivení, a naopak lipidy s větším
poloměrem hydrofobní části dávají vzniknout negativně zakřivené membráně (Luckey 2014).

Membránové struktury můžeme rozdělit do 3 základních uspořádání: lamelární, hexagonální
a kubické (obrázek 2). Nejběžnější struktury jsou lamelární, kam patří i dvouvrstva, která je
základní strukturou biologických membrán. Lamelárně uspořádaná membrána se může
nacházet ve fázi tekutého krystalu, kdy jsou molekuly dál od sebe a membrána je fluidní,
nebo ve fázi gelového krystalu, kdy jsou molekuly blíž a membrána je rigidnější. Teplota,
kdy membrána přechází z gelové fáze do fáze tekutého krystalu, se nazývá teplota fázového
přechodu a záleží na konkrétním složení membrány (Jouhet 2013). Pokud teplota dále roste,
může membrána přejít do neuspořádaného stavu - hexagonální fáze, což může hrát důležitou
roli v signalizace teplotní odpovědi (viz kapitola 3.3.1.) (Marrink and Mark 2004).
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Obrázek 2: Základní uspořádání membrány
Molekuly s větším poloměrem hydrofobní části způsobují negativní zakřivení membrány a vedou
k invertovanému hexagonálnímu (HII) a kubickému (cubic phase) uspořádání. Cylindrické molekuly se stejným
poloměrem hydrofilní a hydrofobní části vedou k lamelárnímu uspořádání (lamellar phase) do dvouvrstvy.
Molekuly s větší hydrofilní částí způsobují pozitivní zakřivení membrány a vedou k hexagonálnímu uspořádání
(HI phase).
Upraveno z Jouhet (2013).

Fyzikální vlastnosti membrány jsou ovlivněné tvarem, délkou a mírou nasycenosti mastných
kyselin. Přítomnost cis-dvojné vazby způsobí ohnutí řetězce o 30°, což vede k větší
vzdálenosti mezi jednotlivými molekulami a tím k zvýšení fluidity a zároveň snížení teploty
fázového přechodu. Délka mastné kyseliny taktéž hraje ve vlastnosti membrány důležitou
roli. Delší řetězce mastných kyselin mají díky větší ploše hydrofobních interakcí vyšší teplotu
tání a snižují tak fluiditu membrány (Huang et al. 1997; Fujimoto and Parmryd 2016).

Důležitým specifikem rostlinné plazmatické membrány je přítomnost buněčné stěny, která
ještě zvyšuje potenciál membrány podílet se na signalizaci a metabolismu buňky, ale zároveň
představuje i omezení pro její strukturu a funkci (Malinsky et al. 2013).

3.2. Fluidita membrány jako hlavní termosenzor
Fluidita je zásadní proměnlivou vlastností všech membrán v buňce. Pomocí změn fluidity je
regulovaná funkce membrány, stejně jako aktivita, konformace a mobilita membránových
proteinů (Cournia et al. 2015). Fluidita membrány je dána kombinací čtyř základních
parametrů: rotačním pohybem fosfolipidových molekul, jejich laterální difúzí, uspořádaností
řetězců mastných kyselin v hydrofobní vrstvě a hustotou a uspořádáním fosfátových hlaviček
v hydrofilních vrstvách membrány (Los and Murata 2004).
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Se zvyšující se teplotou roste rotační pohyb i laterální difúze, což vede k vyšší
neuspořádanosti mastných kyselin a k větším mezerám mezi fosfátovými hlavičkami
molekul. Výsledkem je zvýšení fluidity membrány, které může spouštět celou kaskádu
signálních a regulačních procesů v buňce (Los and Murata 2004). Právě samotná změna
fluidity membrány se tedy nabízí jako elegantní mechanizmus vnímání teploty, pro který
známe i zpětnovazebnou smyčku.

3.2.1. Zpětnovazebný mechanizmus
Zvýšení fluidity při teplotním stresu je vyrovnáváno změnou složení membrány pomocí
procesu zvaného homeoviskozní adaptace (Sinensky 1974). Principem homeoviskozní
adaptace je zvýšení obsahu nasycených mastných kyselin v membráně, které vede k vyšší
uspořádanosti fosfátových hlaviček a snížení fluidity membrány (Hazel 1995). Důležitým
aktérem tohoto procesu jsou proteiny z rodiny FATTY ACID DESATURASE (FAD). Jde
o enzymy, které se podílí na syntéze nenasycených mastných kyselin. Právě délka a obsah
nenasycených vazeb je jedním z klíčových faktorů ovlivňujícím fluiditu membrány. Násobné
vazby v nenasycených mastných kyselinách prostorově znemožňují těsnou blízkost
fosfátových hlaviček a zvyšují tak fluiditu (Aguilar and de Mendoza 2006; Fujimoto and
Parmryd 2016).

Jak přesně je aktivita proteinů rodiny FAD v rostlinné buňce regulována není popsáno, ale
existuje hypotéza založená na regulaci aktivity FAD pomocí termolabilní domény. FAD8,
desaturáza, která se podílí na syntéze kyseliny linolenové s třemi nenasycenými vazbami
v plastidech, obsahuje autoregulační doménu, která protein destabilizuje při přechodu do
27°C. Destabilizace desaturázy vede ke snížení obsahu kyseliny linolenové v buňce, což vede
ke snížení membránové fluidity (Matsuda et al. 2005). Desaturázy v endoplazmatickém
retikulu FAD2 a FAD3 jsou pravděpodobně regulovány pomocí degradace. Při zvýšení
teploty dochází k jejich ubiquitinaci a degradaci v porteazomu (Tang et al. 2005; O'Quin et
al. 2010). Mechanizmus, pomocí kterého jsou desaturázy opět aktivovány při poklesu teploty
je zatím neznámý.

Změna fluidity membrány pomocí homeoviskózní adaptace je velmi pomalý proces, který
může trvat až několik dní (Falcone et al. 2004). Lze tedy předpokládat existenci rychlejšího
mechanizmu reagujícího na změny fluidity. Tento mechanizmus by mohl být založený na
využití sekundárních poslů. Během prvních minut po zvýšení teploty se v buňce aktivují
fosfolipáza D (PLD) a fosfatidylinositol fosfát kináza (PIPK) a vzrůstá koncentrace
sekundárních poslů: fosfatidylinositol 4,5-bisfosfátu (PIP2) a kyseliny fosfatidové (PA)
(Mishkind et al. 2009). Přesná funkce této signalizace není zatím známá, ale PA a PIP2 se
podílí na regulaci velké škály dějů v buňce, včetně membránové dynamiky (Testerink and
Munnik 2005). Je tedy možné, že by se tato signalizace mohla podílet i na udržení integrity
membrány při změnách teploty. Důležitou roli v rychlé odpovědi na změnu fluidity
membrány by mohly hrát i mikrodomény (viz kapitola 3.3.2.).
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3.2.2. Vnímání fluidity
U některým organizmů je způsob, kterým se signál o změně fluidity plazmatické membrány
přenese do cytosolu buňky, známý (viz kapitola 4). U rostlin je ale problematika přenosu
signálu zatím nevysvětlená. Součástí teplotní stresové odpovědi rostlin je i vtok vápníku do
buňky. Vysoká koncentrace vápníku následně spouští například expresi heat shock proteinů
(Finka et al. 2012; Saidi et al. 2009). Vtok vápníku by mohl být teoreticky regulován právě
změnou fluidity. Tuto hypotézu potvrzují i experimenty s chemikáliemi, které fluiditu
membrány uměle ovlivňují. Dimetylsulfoxid (DMSO) způsobí snížení fluidity a aktivuje tak
chladovou odpověď (Furuya et al. 2014), naopak benzyl alkohol (BA) uměle fluiditu zvyšuje
a spouští tak vtok vápníku a expresi heat shock proteinů (Saidi et al. 2009). Využití DMSO
a BA pro potvrzení hypotézy o fluiditě jako hlavním rostlinném termosenzoru je ale
přinejmenším diskutabilní (Rütgers et al. 2017) a neposkytuje přímý důkaz o fungování
tohoto mechanizmu.

3.3. Další možné mechanizmy termosenzitivity membrány

3.3.1. Fázový přechod membrány
Dalším mechanizmem podílejícím se na udržení membránové integrity při teplotním stresu
jsou i samotné změny fyzikálních vlastností membrány. Membrány pod teplotním stresem
podléhají fázovému přechodu. Tyto změny struktury mohou vést k navázání proteinů na
membránu. Navázané proteiny následně fungují jako stabilizátory dvouvrstvy. Tuto dráhu
můžeme pozorovat například v plastidech. (Heckathorn et al. 1998; Zhang et al. 2016).
Vzhledem k tomu, že tento děj není závislý na změně exprese, ale pouze na navázání
proteinů, může probíhat v podstatě okamžitě a mohl by tak představovat rychlý a elegantní
mechanizmus, pomocí kterého může rostlina na změnu teploty zareagovat.

Fázový přechod membrány je mimo jiné klíčový pro teplotní signalizaci a aklimaci
v thylakoidech. Membrány thylakoidů jsou kvůli svému tvaru a složení vždy blízko přechodu
do hexagonální fáze. Agregace Light-harvesting complex II (LHCII) způsobená nárůstem
teploty vede k vytlačení fosfolipidů z membrány do lumen a jejich přechodu do invertované
hexagonální fáze (Schaller et al. 2010). Přestože je potřeba nekontrolovanému fázovému
přechodu membrány zabránit pomocí heat shock proteinů (Tsvetkova et al. 2002), má
hexagonální fáze svou zasadní roli pro aklimaci. Vzniklé membránové struktury
kompartmentalizují a aktivují enzymy xantofylového cyklu, který je klíčový pro ochranu
fotosyntetického aparátu při teplotním stresu (Dlouhý et al. 2020). Role chloroplastů ve
vnímání teploty a teplotní aklimaci není zcela objasněna, ale nové studie ukazují že hraje
v teplotní toleranci huseníčku zcela zásadní roli (Dickinson et al. 2018) (viz kapitola 8).

3.3.2. Role mikrodomén
Většina lipidů v membráně se nachází v tekutém neuspořádaném stavu, ale některé oblasti
membrány mohou nabývat i uspořádané fáze a tvořit tak nano a mikrodomény se
specifickými vlastnostmi a složením. Mikrodomény tvoří specializované oblasti membrány
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a hrají klíčovou roli v signalizaci, transportu, udržování integrity a dynamiky membrány, ale
i ve vnímání okolního prostředí buňky. Funkce a struktura mikrodomén je pro rostlinu
klíčová i vzhledem k omezením vlastností membrány, které s sebou přináší buněčná stěna
(Jaillais and Ott 2020).

Nickels et al. (2019) navrhli hypotézu, podle které by další rolí membránových nanodomén
mohlo být pufrování fyzikální vlastností membrány v reakci na abiotický stres. Podle této
hypotézy by mikrodomény mohly fungovat jako jakési rezervoáry lipidů, které by při
výchylkách teploty mohly vyrovnávat změny fluidity. Tento mechanizmus je na rozdíl od
homeoviskozní adaptace vysvětlením rychlého přizpůsobení fluidity membrány teplotním
změnám, které je klíčové pro udržení homeostáze (Nickels et al. 2019).

Některé mikrodomény jsou propojeny s endoplazmatickým retikulem pomocí kontaktních
míst - ER-plasma membrane contact sites (EPCSs). V kontaktních místech jsou membrány
těsně propojené pomocí specifických proteinů - synaptogaminů (Ruiz-Lopez et al. 2020).
V místech kontaktu dochází k transportu lipidů mezi dvěma membránami. Výměna
lipidických molekul se zdá být klíčová pro udržení integrity membrány pod vlivem teplotního
stresu u kvasinky (Collado et al. 2019) a nové studie ukazují, že by EPCSs mohly mít
podobnou funkci i v rostlinné buňce (Yan et al. 2017).

4. Membránové proteiny a jejich role ve vnímání
teploty

Změna fluidity membrány je považována za jeden z hlavních senzorických mechanizmů
u huseníčku, přestože je tato signalizace stále obklopená velkým množstvím otázek.
Nejpalčivější z nich je mechanizmus transdukce signálu z membrány do cytosolu buňky.
Změna fluidity je pravděpodobně vnímána pomocí transmembránových proteinů. Mezi hlavní
kandidáty na membránový termosenzor rostlin patří histidin kinázy (HKs),
receptor-like-kinázy (RLKs) a iontové kanály.

4.1. Histidin kinázy
Histidinové kinázy jsou složkou dvoukomponentního signalizačního systému, který se skládá
z membránové histin kinázy (HK) a z proteinu, který se označuje jako response regulator
(RR). Při environmentálním stimulu dochází k aktivaci HK pomocí autofosforylace histidinu.
Aktivovaná HK fosforyluje RR, který potom spouští signalizační kaskádu v buňce. U rostlin
je tato signalizační dráha často komplexnější a podílí se na ní více kináz, které fungují
v kaskádě. Základní mechanizmus přenosu fosfátu z histidinu na kyselinu asparagovou je ale
zachován. Shrnuto podle přehledových článků (Schaller et al. 2008; Hoang et al. 2021).

Přesný mechanizmus vnímání teploty pomocí histidinové kinázy je popsaný pro DesK,
kinázu regulující Des signální dráhu u bakterie Bacillus subtilis. Des signální dráha je
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zodpovědná za aktivaci Δ5 desaturázy mastných kyselin. Δ5 desaturáza v rámci aklimace na
chladový stres zvyšuje obsah nenasycených mastných kyselin ve fosfolipidové dvouvrstvě
a reguluje tím její fluiditu (Aguilar et al. 1998).

DesK je lokalizovaná v plazmatické membráně, kde vnímá teplotu skrz změny fluidity
(Aguilar et al. 2001). Chladem indukovaná rigidita membrány vede ke změně konformace
transmembránové domény DesK. Přesný mechanizmus, pomocí kterého DesK změnu fluidity
vnímá, by mohl být založený na změně tloušťky membrány. Zvýšení teploty vede k přechodu
gelové fáze do fáze tekutého krystalu a dvouvrstva se tak stává výrazně tenčí. Chladem
indukovaná změna fluidity membrány vede naopak k vzniku tlustší dvouvrstvy. V proteinu
tedy při ochlazení vzniká missmatch mezi transmembránovými helixy a lipidickou vrstvou
membrány, který vede ke změně konformace (Cybulski et al. 2010).

Změna konformace je pomocí helikální coiled-coil domény přenesena na cytosolickou část
proteinu, kde vede k uvolnění aktivního místa pro vazbu ATP (Albanesi et al. 2009). Dochází
k autofosforylaci a aktivovaná DesK fosforyluje svůj response regulator DesR (Aguilar et al.
2001). Fosforylovaný DesR se váže na promotor genu des a aktivuje jeho expresi (obrázek 3)
(Cybulski et al. 2004). Exprimovaná Δ5 desaturáza následně zvyšuje podíl nenasycených
mastných kyselin v cytoplazmatické membráně a tím i její fluiditu. Zvýšení fluidity vede skrz
změnu konformace membránové domény ke změně konformace DesK (Aguilar et al. 2001)
a deaktivaci její kinázové aktivity (Albanesi et al. 2009). Samotná změna fluidity tedy
funguje jako elegantní zpětnovazebný mechanizmus regulující celou kaskádu.

Obrázek 3: Regulace Des signální u Bacillus subtilis
Při chladnějších teplotách přechází membrána do gelové fáze, kdy jsou lipidy více uspořádané (Ordered
membrane lipids) a DesK má kinázovou aktivitu (Kinase dominant state). Dochází tedy k expresi des mRNA.
Při zvýšení teploty ale membrána přechází do fáze tekutého krystalu, kdy je uspořádanost molekul nižší
a membrán je tenčí (Phosphatase dominant state). Změna v tloušťce membrány vede ke změně konformace
DesK. Protein přechází do fosfatázové aktivity (Phosphatase dominant state) a gen des není exprimován.
Převzato z Saita and de Mendoza (2015).
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U huseníčku kináza s podobným mechanizmem fungování není známá. Na chladové
odpovědi se podílí histidin kinázy lokalizované v membráně endoplazmatického retikula:
receptor pro etylen ETHYLENE RESPONSE 1 (ETR1) a receptory pro cytokinin
ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 2 (AHK2) a AHK3. Není však jasné, zda jsou
senzorickým komponentem, nebo zda se jen podílí na transdukci signálu a chladové aklimaci
(Chen et al. 2021). Do rodiny histidinových kináz patří mimo jiné i fotoreceptory (Hwang et
al. 2002), které se taktéž podílí na vnímání teploty (viz kapitola 6). V genomu huseníčku se
celkem nachází 16 HKs a 24 RRs (Huo et al. 2020). Je tedy otázkou, zda by podobný
mechanismus jako u bakteriální DesK mohl hrát roli i v termosenzitivitě rostlin.

4.2. Receptor-like kinázy
Receptor-like-kinázy (RLKs) jsou membránové proteiny, jež se svou strukturou nápadně
podobají tyrosinovým kinázám, které fungují jako receptory u zvířat. Skládají se
z extracelulární domény, která funguje jako receptor, a intracelulární domény s kinázovou
aktivitou. RLKs se v buňce podílejí na regulaci široké škály procesů včetně odpovědi na
abiotický stres. Shrnuto na základě přehledových článků (Shiu and Bleecker 2001; Shiu and
Bleecker 2001).

U huseníčku se na teplotní stresové odpovědi podílí například leucinové kinázy leucine-rich
repeat receptor-like-kinases (LRR-RLKs): ERECTA, PHLOEM INTERCALATED WITH
XYLEM-LIKE 1 (PXL1) a CALCIUM/CALMODULIN-REGULATED RECEPTOR-LIKE
KINASE1 (CRLK1) (Shen et al. 2015; Jung et al. 2015; Yang et al. 2010). Zda se podílejí
i na samotném vnímání teploty, není známo. Lui et al. (2017) ale předpověděli existenci jiné
membránové RLK podílející se na vnímání chladu. Tato hypotetická kináza by měla být
chybějícím článkem signalizační dráhy obsahující cytoplazmatickou kinázu
COLD-RESPONSIVE PROTEIN KINASE 1 (CRPK1). CRPK1 přenáší signál o změně
teploty z membrány dál do buňky a membránový protein, který ji aktivuje, zatím není známý
(Liu et al. 2017).

V genomu huseníčku se vyskytuje přes 600 homologů RLKs a u většiny z nich není jejich
funkce objasněna, je tedy možné, že se některé z RLKs se na vnímání teploty podílí (Shiu and
Bleecker 2001).

4.3. Iontové kanály
Teplotní šok u huseníčku vede k rychlému nárůstu koncentrace Ca2+ v buňce. Tento nárůst je
nezbytný pro aktivaci teplotní odpovědi (Finka et al. 2012; Saidi et al. 2009). Komponenty
regulační kaskády, podílející se na této odpovědi, se zdají být konzervované od mechorostů
po krytosemenné rostliny (Marchetti et al. 2021). V genomu huseníčku se vyskytuje přes
40 vápenatých kanálů lokalizovaných v membráně (Ward et al. 2009) a vtok vápníku do
buňky je jedním z prvních kroků teplotní signalizace (Finka et al. 2012). Otázka, zda
vápenaté kanály fungují přímo jako termosenzory, se tedy přirozeně nabízí.
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U savců se na vnímání teploty podílí iontové kanály TRANSIENT RECEPTOR
POTENTIAL CHANNELS (TRPVs), které fungují jako mechanosenzory (Benham et al.
2003). Rostliny ale ve svém genomu TRPVs homolog nemají. Zajímavé je, že geny pro
TRPVs byly identifikovány v genomu zelené řasy Chlamydomonas reinhardtii (Wheeler and
Brownlee 2008), což ukazuje na možnost druhotné ztráty těchto genů během evoluce.
U rostlin se na teplotní odpovědi podílí jiné typy mechanosenzitivních iontových kanálů
(Mori et al. 2018), ale není jasné, zda tyto kanály u huseníčku hrají roli i ve vnímání teploty.

Jinou důležitou rodinou iontových kanálů u rostlin jsou CYCLIC NUCLEOTIDE GATED
CHANNELS (CNGCs), které se podílejí na zvýšení cytosolického vápníku v odpovědi na
teplotní stres a regulují tak expresi HSP (Gao et al. 2012). Finka et al. (2012) přišli
s modelem, podle kterého CNGCs tvoří hetero-oligomerické vápenaté kanály v membráně,
vnímají změny fluidity a fungují jako primární senzory teploty spouštějící heat shock
response (HSR) signální dráhu. Tato hypotéza, ale není zatím potvrzena. Herero-oligomery
CNGCs se podílejí na vnímání a přenosu signálu i v olfaktorických neuronech savců (Zheng
and Zagotta 2004).

Přestože u huseníčku nebyl iontový kanál fungující jako termosenzor identifikován, u rýže
byl protein, který by mohl fungovat jako termosenzorický vápenatý kanál nalezen.
CHILLING-TOLERANCE DIVERGENCE 1 (COLD1) je transmembránový protein
vyskytující se v plazmatické membráně a membráně endoplazmatického retikula. Při poklesu
teploty COLD1 interaguje s α podjednotkou G-proteinu RHO GTPase-ACTIVATING
PROTEIN 1 (RGA1) a spouští signalizační kaskádu, která vede ke vtoku vápenatých iontů do
buňky (Ma et al. 2015). Zvýšená hladina vápníku v buňce následně reguluje další
mechanizmy chladové odpovědi (Knight et al. 1996).

Regulace vápenatých kanálů pomocí interakce s trimerickými G-proteiny je u savců
konzervovaným mechanizmem (Van Petegem et al. 2004) . U rostlin, na rozdíl od živočichů,
G-proteiny nepotřebují Guanine nucleotide exchange factor (GEF) pro svou aktivaci, protože
jsou schopny autoaktivace. Hlavním regulační mechanizmem G-proteinů v rostlinné buňce je
tedy deaktivace G-proteinů pomocí štěpení GTP (Urano et al. 2013). Příkladem této regulace
je právě i interakce COLD1 s RGA1. COLD1 zvyšuje GTPázovou aktivitu RGA1 a tím mění
hladinu aktivovaného G-proteinu v buňce a spouští další signalizaci (Ma et al. 2015).

Zajímavé je, že jednotlivé alely COLD1 ovlivňují i bazální hladinu vápníku v buňce. Vědci
tedy přišli s hypotézou, že by protein COLD1 mohl být přímo iontovým kanálem nebo jeho
podjednotkou (Ma et al. 2015). Termosenzitivita COLD1 by mohla být založena na změnách
konformace transmembránové domény závislých na fluiditě membrány (Ma et al. 2015), jako
to funguje například u bakteriální kinázy DesK (Aguilar et al. 2001).

Tento objev má velký význam nejen proto, že jde o první popsaný membránový protein
u rostlin, který by mohl fungovat jako termosenzor, ale i proto, že chlad je hlavním
limitujícím faktorem pro pěstování rýže. Objasnění signalizace zodpovědné za regulaci
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chladové odpovědi je klíčovým krokem pro genetické modifikace rýže, která bude odolnější
vůči abiotickému stresu.

Přestože se transmembránové proteiny podílí na mnoha signálních drahách v buňce,
molekulární mechanizmus jejich senzorické funkce je stále obklopený velkým množstvím
otázek. Studium této problematiky značně komplikuje komplexita interakcí mezi
membránovým proteinem a membránou samotnou. Kontext membrány a jejího lipidického
složení a vlastností je totiž často klíčový pro regulaci funkce daného proteinu. Právě proteiny
vnímající teplotu na základě změn fluidity membrány tak představují dobrou příležitost, jak
komplexním interakcím membrán a membránových proteinů porozumět.

5. Vnímání teploty prostřednictvím konformačních
změn proteinů

Teplota má na fungování a aktivitu proteinů přímý vliv. Ovlivňuje kinetiku enzymatických
reakcí, stabilitu, interakce, aktivitu a buněčnou lokalizaci proteinů (Somero 1995). Přímo
změny konformace by tedy mohly fungovat jako jednoduchý mechanizmus vnímání teploty.

Příkladem termosenzitivní změny konformace proteinu je transkripční regulátor EARLY
FLOWERING 3 (ELF3), který je součástí důležitého regulátoru cirkadiánních hodin rostlin
EVENING COMPLEX (EC). ELF3 funguje jako “scaffold protein”, který zprostředkovává
vazbu dvou zbývajících složek EC a hraje tak klíčovou roli ve formování komplexu
(Nusinow et al. 2011). Ztráta funkce ELF3 vede mimo jiné k časnému kvetení (Zagotta et al.
1996).

Jung et al. (2020) skrze tvorbu chimérních proteinů, objasňují mechanizmus, pomocí kterého
protein ELF3 funguje jako termosenzor a zároveň přepínač teplotou regulovaného časného
kvetení.

Protein ELF3 obsahuje prionovou doménu (PrD). Součástí této domény je i polyglutaminová
repetice, jejíž délka se u rostlin přirozeně pohybuje mezi 7 až 29 aminokyselinami na základě
různých alel (Tajima et al. 2007; Undurraga et al. 2012). U rostlin adaptovaných na teplejší
klima je prionová doména menší nebo dokonce úplně vymizí (Jung et al. 2020).

Mechanizmus termosenzitivity ELF3 je založený na změnách konformace a jaderné
lokalizace proteinu. Při teplotě 22°C je protein ELF3 v EC komplexu navázaném na DNA
a geny teplotní odpovědi jsou reprimovány. Při zvýšení teploty na 27°C dojde ke změně
konformace PrD a následné změně konformace celého proteinu. ELF3 nabývá multimerní
vysoce uspořádanou strukturu, kterou po fúzi s GFP můžeme pozorovat v jádře jako jaderné
skvrny. Kvůli změně konformace ELF3 dochází k rozpadu komplexu EC a geny teplotní
odpovědi, které byly pomocí komplexu reprimovány, mohou být aktivovány. Reverzibilní
vznik jaderných skvrn bylo možné pozorovat i po přenesení genu do kvasinky
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Saccharomyces cerevisiae. Samostatně izolovaná prionová doména z ELF3 se chová stejně
i v roztoku in vitro (Jung et al. 2020).

Výsledky této studie prokazují, že prionová doména ELF3 funguje jako termosenzor, ale
samotný protein je zároveň i efektor teplotní signalizace. Opět tak můžeme pozorovat míru
komplexity rostlinné signalizace, kdy často dochází ke smazávání hranice mezi senzorem
a efektorem signální dráhy. Prionová doména ELF3 díky různě dlouhé polyglutaminové
repetici funguje jako modulátor senzitivity na změny teploty, a mohla by tak být vhodným
genem pro šlechtění plodin odolných vůči vyšším teplotám.

Z předchozích studií vyplývá, že samotná teplota může spustit u huseníčku časné kvetení,
přestože nejsou splněny fotoperiodické podmínky, a že je tato regulace závislá na ústředním
regulátoru kvetení FLOWERING LOCUS T (FT) (Kumar et al. 2012) a právě výše zmíněný
mechanizmus by mohl být vysvětlením. Jedním z genů, které jsou reprimovány pomocí EC je
i transkripční faktor PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4)
a PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 5 (PIF5) (Nusinow et al. 2011). Tyto
transkripční faktory pak přispívají k regulaci exprese FT (viz kapitola 2.1.). Vazba PIF4
a PIF5 na FT promotor je navíc také teplotně závislá (Kumar et al. 2012).

Role ELF3 ve vnímání teploty bude ale pravděpodobně ještě složitější. Zhu et al. (2022) ve
své studii ukázali, že ELF3 reguluje odpověď cirkadiánních rytmů na změny teploty
nezávisle na EC. Lze tedy předpokládat, že ELF3 funguje jako termosenzor i skrz jiný
molekulární mechanizmus. Zda tomu tak skutečně je a jak by tento na EC nezávislý
mechanizmus měl fungovat, je v současné době neznámé.

6. Fotosenzory jako termosenzory

Množství světla a okolní teplota jsou pro rostlinu jedněmi z klíčových faktorů pro růst
a vývoj. Receptory pro vnímání světla jsou u rostlin známy a mechanizmus jejich fungování
je poměrně dobře objasněn. Červené a dlouhovlnné červené světlo je vnímáno pomocí
fytochromů, modré světlo a UV-A rostlina vnímá pomocí kryptochromů, fototropinů
a proteinů z rodiny ZEITLUPE, a UV-B je absorbováno UVR8 receptory (Galvão and
Fankhauser 2015). Termosenzitivní a fotosenzitivní dráhy jsou v úzkém propojení skrze
PHYTOCHROME INTERACTING PROTEINs (PIFs) (viz kapitola 2.1.) (Leivar and Monte
2014). Není tedy překvapením, že fotoreceptory hrají důležitou roli i ve vnímání teploty.

Nejlépe je mechanizmus termosenzitivity popsán u fytochromu B (phyB). Fytochrom se
v buňce vyskytuje ve dvou konformacích: Pfr je biologicky aktivní formou proteinu a je
aktivována červeným světlem, naopak dlouhovlnné červené světlo vede ke změně
konformace na Pr, biologicky neaktivní formu fytochromu. Právě pomocí poměru Pfr a Pr
rostlina vnímá světelné podmínky (Butler et al. 1959). Aktivovaný Pfr je translokován do
jádra, kde tvoří jaderná tělíska (Yamaguchi et al. 1999), která se zdají být klíčová pro
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fytochromovou signalizaci, přestože jejich funkce není plně objasněna (Kaiserli et al. 2015).
Aktivní Pfr forma může přejít zpět na neaktivní Pr formu i samovolně a studie ukazují, že je
tento proces teplotně závislý (Legris et al. 2016; Jung et al. 2016).

Samovolný přechod Pfr na Pr se skládá ze dvou kroků. Pomalejší přechod homodimeru
Pfr-Pfr na heterodimer Pfr-Pr a rychlejší přechod heterodimeru Pfr-Pr na homodimer Pr-Pr
(Klose et al. 2015). Teplota ovlivňuje rychlost obou těchto kroků a zvýšení teploty vede
k vychýlení rovnováhy směrem k neaktivní formě Pr (Jung et al. 2016; Legris et al. 2016).
Tento proces se nazývá teplotní reverze a je klíčový pro správnou regulaci fytochromové
signalizace. Vychýlení poměru teplotní reverzí vede ke změně velikosti a stability jaderných
tělísek a schopnosti phyB asociovat s promotory cílových genů (Hahm et al. 2020). Pomocí
teplotní reverze je integrována informace o změnách teploty během dne i noci (Jung et al.
2016).

Podle nejnovějších studií by za teplotní reverzi měl být zodpovědný vnitřně neuspořádaný
region proteinu, který je důležitý i pro tvorbu jaderných tělísek. Vnitřně neuspořádaný region
proteinu podstupuje fázovou separaci, která je klíčová pro dynamiku jaderných tělísek a tím
i fytochromové signalizace (Burgie et al. 2021; Pardi and Nusinow 2021).

Za normálních podmínek aktivovaný fytochrom reguluje degradaci PIFs, při zvýšení teploty
ale kvůli teplotní reverzi množství aktivovaného Pfr v buňce klesá, PIFs nejsou degradovány
a spouští se termomorfogeneze (Leivar and Monte 2014).

V buňkách huseníčku se vyskytuje 5 základních typů fytochromu, a právě fytochrom B se
zdá být klíčový pro termosenzitivitu. Tato hypotéza již byla potvrzena i u kukuřice a lilku
brambory (Burgie et al. 2021).

Výše popsaný mechanizmus představuje elegantní propojení dvou důležitých signálních drah
reagujících na abiotické podmínky a umožňuje tak rostlině měnit svou architekturu
v závislosti na prostředí. Termosenzitivní a fotosenzitivní dráha jsou navíc v úzkém propojení
i v dalších krocích signalizace (viz kapitola 2.1.).

Podíl na vnímání teploty u dalších fotosenzorů je mnohem méně jasný. Fototropin se podílí
na cold avoidance odpovědi u porostnice Marchantia polymorpha skrze podobný
mechanizmus termosenzitivity jako phyB u huseníčku. Podle studie Fujii et al. (2017)
fototropin v porostnici integruje informace o světle a teplotě a reguluje tak pozici
chloroplastů v buňce. Teplota je pak vnímána opět pomocí teplotní reverze, s nízkou teplotou
je přechod fototropinu z aktivní na neaktivní formu pomalejší, což způsobí vychýlení
rovnováhy a signalizaci vedoucí k optimalizaci fotosyntézy v odpovědi na okolní teplotu
(Fujii et al. 2017). Zda podobný mechanizmus funguje u huseníčku zůstává otázkou.
Fototropiny jsou u huseníčku nutné pro otevírání průduchů v reakci na vysoké teploty, což
ukazuje na jejich zapojení do teplotní odpovědi (Kostaki et al. 2020). Zda a jak přesně se
fototropiny u huseníčku podílí na vnímání okolní teploty, ale není v současné době jasné.
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U ZEITLUPE, kryptochromů a UVR8 je zapojení do vnímání teploty ještě méně objasněné.
Teplotní reverze u ZEITLUPE by mohla vysvětlovat zpomalení cirkadiánních hodin při
vyšších teplotách (Hayes 2020). ZEITLUPE byl navíc identifikován jako hlavní kvantitativní
lokus pro teplotní kompenzaci cirkadiánních hodin (Edwards et al. 2005). Role ZEITLUPE
v regulaci rychlosti cirkadiánních hodin ale není v současné době potvrzena.

Teplotní reverze je společným motivem pro většinu fotoreceptorů, je tedy možné, že ve
vnímání teploty hrají mnohem důležitější roli, než si v současné době myslíme. Rozdílná
stabilita aktivovaných chromoforů navíc nabízí jednoduchou možnost, jak reagovat na změny
teploty v rozdílném časovém měřítku. Poločas rozpadu aktivovaného fytochromu je relativně
dlouhý (t1/2 = přibližně 30 minut) naopak aktivovaný fototropin je mnohem méně stabilní
(t1/2 = přibližně 30 sekund) (časy jsou uvedeny pro porostnici Marchantia polymorpha)
(Eichenberg et al. 2000) a umožňuje tak reagovat na změny prostředí mnohem rychleji.

7. Termosenzitivní funkce DNA a RNA

7.1. DNA a chromatin
Vnímání teploty pomocí DNA je založeno na změnách superspiralizace v reakci na okolní
teplotu. Remodelace chromatinu může vést ke změně exprese a teplotní odpovědi.

Příkladem této regulace je cyanobakterie Synechocystis, která pomocí superspiralizace
reguluje expresi genů chladové odpovědi. Konkrétně expresi desaturázy, která zvyšuje
fluiditu membrány pomocí zvyšování obsahu nenasycených mastných kyselin ve
fosfolipidové dvouvrstvě. S poklesem teploty se zvýší superspiralizace DNA v oblasti
regulačních elementů genu desB, což vede k nárůstu exprese desaturázy ω3 (Mironov et al.
2012). Stejný mechanizmus podílející se na regulaci chladové odpovědi funguje
i u Escherichia coli (Falconi et al. 1998).

U huseníčku se podobný model zavedl pro histonovou varianta H2A.Z, která byla
považovaná za termosenzor zodpovědný za remodelaci chromatinu v závislosti na teplotě.
Hypotéza byla založena na destabilizaci nukleozomů obsahujících H2A.Z se zvyšující se
teplotou, a tím pádem zpřístupnění DNA pro expresi (Kumar and Wigge 2010). Z novějších
studií ale vyplývá, že regulace H2A.Z je downstream od HEAT SHOCK FAKTORŮ (HSFs),
které jsou hlavními transkripčními faktory regulujícími odpověď na teplotní stres (Cortijo et
al. 2017), a histon jako takový se tedy na vnímání teploty nepodílí.

Motiv záměny signalizační role za senzorickou je ve výzkumu vnímání teploty u rostlin
velmi častý a komplikuje hlubší porozumění této problematice. Přestože je role epigenetické
regulace pro teplotní odpověď klíčová, není jasné, zda remodelace struktury chromatinu
funguje přímo jako termosenzor.
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7.2. Teplotně řízená modulace RNA

7.2.1. Sekundární struktura
U bakterií je velké množství genů regulováno pomocí termosenzitivních RNA, tak zvaných
RNA thermometers (RNATs). Regulace teplotní odpovědi pomocí RNA je výrazně rychlejší
než regulace pomocí změny exprese, protože translace potřebných proteinů může začít ihned
(Kortmann and Narberhaus 2012). Mezi takto regulované geny u bakterií patří například geny
pro virulenci, které se aktivují teplotou nad 37°C po vstupu do těla hostitele, geny stresové
odpovědi na chlad, které regulují zpomalení metabolismu a zastavení dělení, a heat shock
geny reagující na extrémně vysoké teploty (Narberhaus 2010).

Principem této regulace je změna sekundární struktury úseku mRNA, který v sobě zahrnuje
i AUG start kodon a zabraňuje tak nasednutí ribozomu na RNA. Změna teploty vyvolá změnu
sekundární struktury, start kodon je dostupný pro ribozom a dochází ke spuštění translace
proteinu (de Smit and van Duin 1990).

RNATs můžeme rozdělit do dvou základních kategorií zippers a switches. Zippers mají na
5’ konci region, který při nízké teplotě vytváří vlásenkovou strukturu. Struktura je založena
na Non-Watson-Crickovském párování. Se zvyšující se teplotou se vlásenka stává nestabilní
a dochází k aktivaci translace. Switches mohou zaujímat dvě rovnocenné struktury
v závislosti na vnější teplotě a fungovat tak jako jednoduchý přepínač translace proteinu.
Důležitým rozdílem je, že změna sekundární struktury může být způsobena i prudkým
poklesem teplot, který za normálních podmínek sekundární strukturu RNA stabilizuje
(Kortmann and Narberhaus 2012). Zda tento princip využívají i archea a eukaryota není
jasné, ale některé studie využití RNATs potvrzují.

Translace mRNA kódující HSP90 u octomilky se zdá být regulována stejným mechanizmem
jako u bakterií. Teplotně labilní sekundární struktura mRNA HSP90 na 5’ konci se zdá být
zodpovědná za významné zvýšení hladiny HSP90 v buňce v odpovědi na teplotní stres.
Delece nukleotidů poblíž AUG vede ke ztrátě schopnosti reagovat na teplotní stres
zefektivněním translace HSP90, zatímco normální hladina translace tímto není nijak
ovlivněná. Ahmed and Duncun (2004) přišli s hypotézou, že podobně jako u bakterií funguje
sekundární struktura RNA jako termosenzitivní přepínač, který reguluje přechod mezi
normální mírou translace HSP90 a významným zvýšením HSP90 v buňce při teplotním
stresu.

Dalším příkladem je heat shock RNA-1 (HSR1), která se podílí na aktivaci heat shock
odpovědi v savčích buňkách (Shamovsky et al. 2006) a je široce rozšířená mezi eukaryoty
včetně huseníčku (Choi et al. 2015). Teplotně závislá změna konformace mRNA se zdá být
jedním z regulačních mechanizmů exprese HSF-1, který je důležitým aktivátorem exprese
heat shock genů (Shamovsky et al. 2006). Široké rozšíření HSR1 mezi eukaryoty se dá
vysvětlit horizontálním přenosem genu z bakterií do eukaryot (Choi et al. 2015).
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U huseníčku je funkce RNA jako přepínače potvrzená u regulace exprese proteinu
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 7 (PIF7). PIF7 je jedním z faktorů regulující
termomorfogenezi skrz aktivaci exprese genů podílejících se na biosyntéze auxinu
a prodlužování hypokotylu (Chung et al. 2020). Zvýšení efektivity translace po nárůstu
teploty je závislé na vlásenkové sekundární struktuře na 5’ konci PIF7 mRNA a mutace v této
oblasti vedou k narušení termomorfogeneze (Chung et al. 2020). Na regulaci PIF7 se ale
podílí i jiné mechanizmy. Model vysvětlující roli PIF7 v shade-avoidance je založený na roli
aktivní formy phyB ve fosforylaci PIF7 (Li et al. 2012, Huang et al. 2018). Předchozí studie
prokázaly vliv teploty na urychlení přechodu phyB z aktivní na neaktivní formu (Legris et al.
2016) (viz kapitola 6). Je tedy otázkou zda by teplota do regulace PIF7 mohla vstupovat
i skrz phyB. Podobná sekundární struktura byla nalezena i u dalších proteinů (například
HSF2A2), je tedy možné, že by jejich regulace mohla fungovat na stejném principu (Chung
et al. 2020).

Využití RNA jako termosenzorů představuje rychlý a efektivní způsob vnímání teploty, jehož
přesné fungování a rozšíření v eukaryotické říši stále obklopuje spousta otázek. Výzkum
komplikuje fakt, že schopnost RNA fungovat jako termosenzitivní přepínač není závislá na
sekvenci, ale na sekundární struktuře. A sekvence termosenzitivních regionů tak nejsou
evolučně konzervované (Kortmann and Narberhaus 2012). Dominantní roli struktury oproti
sekvenci dokazuje i sekundární strukturou podmíněné navrácení termosenzitivity u mutantů,
kteří tuto schopnost úplně ztratili. Změny sekvence, které obnovily sekundární strukturu,
vedly k obnovení teplotně regulovaných změn efektivity translace u huseníčku (Chung et al.
2020). Celogenomová studie sekundární struktury RNA u huseníčku také potvrzuje
schopnost mRNA genů stresové odpovědi plasticky měnit sekundární strukturu v reakci na
vnější faktory (Ding et al. 2014). Nově se rozvíjející metody genomiky umožňují analýzu
struktury RNA na úrovni celého genomu a otvírají tak zcela nové možnosti pro analýzu role
sekundární struktury RNA v odpovědi na teplotní stres.

7.2.2. Alternativní sestřih
Alternativní sestřih je důležitým mechanizmem posttranskripční regulace exprese. Geny
stresové odpovědi často mají několik variant mRNA, které mohou sestřihem pre-mRNA
vzniknout. Výsledné izoformy proteinů se v buňce vyskytují v různém poměru, který se
dynamicky mění v odpovědi na environmentální stresory (Laloum et al. 2018).

Příkladem teplotně závislé regulace alternativního sestřihu je FLOWERING LOCUS M
(FLM), květní represor, který se podílí na regulaci kvetení skrz termosenzitivní dráhu a je
zásadní pro modulaci termosenzitivity (Balasubramanian et al. 2006). Protein se v buňce
vyskytuje ve dvou izoformách: FLM-β a FLM-δ, které spolu kompetují o tvorbu komplexu
s SVP a dalšími proteiny (viz kapitola 2.1.1.). FLM-β v buňce převažuje při chladnějších
teplotách a v komplexu s SVP reprimuje expresi květních aktivátorů. Při zvýšení teploty
začne v buňce převažovat izomorfa FLM-δ, která vykompetuje FLM-β z komplexu s SVP.
Vznikne tak neaktivní varianta SVP-FLM komplexu a represe květních aktivátorů je
ukončena (Posé et al. 2013). Přestože regulace a dopady alternativní sestřihu FLM jsou
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poměrně dobře popsány, komponent, který v této kaskádě vnímá změnu teploty, je zatím
neznámý.

Model objasňující termosenzitivní komponent alternativního sestřihu byl navržen pro LATE
ELONGATED HYPOCOTYL (LHY). Vliv teploty na alternativní sestřih vede k poklesu
LHY v buňce a podílí se tak na regulaci cirkadiánních hodiny (James et al. 2012). Pozdější
studie James et al. (2018) odhalila 4 haplotypy LHY, které se liší SNP v 5’ regionu
pre-mRNA a které korelují s jednotlivými variantami výsledné mRNA vzniklé alternativním
sestřihem. Vzhledem k tomu, že haplotypy vykazují rozdílnou termodynamickou stabilitu,
navrhli autoři studie model, ve kterém právě rozdílná stabilita RNA funguje jako
termosenzitivní prvek (James et al. 2018).

Fungování RNA jako termosenzoru regulujícího alternativní sestřih bylo prokázáno
u kvasinek (Meyer et al. 2011), ale u rostlin se s tímto modelem stále pojí řada otázek
a k potvrzení hypotézy jsou třeba další studie.

Alternativní sestřih může být regulován také pomocí reverzibilní fosforylace proteinů
podílejících se na sestřihu. Tento mechanizmus funguje například u teplokrevných savců, kde
změna teploty o 1°C vede ke změně sestřihu pre-mRNA velkého množství genů. Včetně
proteinů podílejících se na tvorbě spliceozomu (Preußner et al. 2017). I u rostlin jsou proteiny
podílející se na sestřihu častým cílem fosforylace (de la Fuente van Bentem et al. 2006). Je
tedy otázkou, zda i tento mechanizmus hraje u rostlin roli a co je termosenzitivním
komponentem této signální kaskády.

8. Role semiautonomních organel

Mitochondrie a chloroplasty se podílí na signalizaci abiotického stresu mimo jiné skrz ROS.
Pod abiotickým stresem dochází k výraznému navýšení množství kyslíkových radikálů, které
vznikají jako vedlejší produkt elektronového transportního řetězce (Suzuki et al. 2012).
Retrográdní signalizace, tedy signalizace ze semiautonomních organel do jádra, je naprosto
klíčová pro teplotní stresovou odpověď a vede ke změně exprese genů v jádře buňky. Princip
retrográdní signalizace je často založený na hromadění metabolitu, jenž následně vyvolává
signalizaci, která vede ke změně exprese (Sun and Guo 2016). Retrográdní signalizace a její
podíl na stresové odpovědi rostlin by mohly vydat na samotnou bakalářskou práci. Uvádím je
tedy jen pro úplnost a nebudu se jim podrobně věnovat.

Role chloroplastů ve vnímání teploty a teplotní aklimaci není zcela objasněna, ale studie
ukazují, že hraje v teplotní toleranci huseníčku zásadní roli (Dickinson et al. 2018; Sun and
Guo 2016).Příkladem retrográdní signalizace podílející se na teplotní odpovědi v chloroplastu
je MEcPP (metyl-D-erythritol-cyklodifosfát). MEcPP je jedním z prekurzorů pro syntézu
isoprenoidů. Zvýšením teploty dojde k rozladění biosyntetické dráhy a MEcPP se začne
v chloroplastu hromadit. Zvýšená hladina spouští retrográdní signalizaci, která vede
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k stresové odpovědi (Benn et al. 2016). Jak přesně samotná signalizace probíhá není známé,
ale existují dvě hlavní hypotézy. První hypotéza je založená na transportu do jádra, kde by
signalizace měnila přímo expresi. Podle druhé hypotézy je MEcPP transportován do
endoplazmatického retikula, kde by měl ovlivňovat sestřih mRNA a translaci proteinů
(Walley et al. 2015)

Dalším důležitým faktorem podílejícím se na teplotní odpovědi chloroplastu je membrána
thylakoidů (viz kapitola 3.3.1.).

9. Depolymerace cytoskeletu jako termosenzor

Reorganizace cytoskeletu je důležitou součástí teplotní odpovědi na horko i chlad.
Depolymerace aktinových filament a mikrotubulů v reakci na vysoké teploty byla
pozorována jak u huseníčku, tak u tabáku (Müller et al. 2007; Malerba et al. 2010). Zajímavé
je, že i nízká teplota ovlivňuje stabilitu mikrotubulů i aktinových filament u tabáku (Pokorna
et al. 2004).

Role depolymerace mikrotubulů byla prokázána například pro regulaci heat shock proteinů
a MAP kinázové kaskády. Pokud je depolymerace uměle vyvolána, rostliny zareagují změnou
aktivity a exprese proteinů teplotní odpovědi. Naopak, pokud je depolymerace zablokovaná,
rostlina není schopná teplotní odpověď spustit ani při vysokých teplotách (Suri and Dhindsa
2008). Depolymerace cytoskeletu je ale vždy v úzkém propojení s dalšími procesy teplotní
odpovědi (změna fluidity, vtok vápníku, denaturace proteinů…), a není tedy jasné, zda
depolymerace cytoskeletu jako taková funguje jako primární termosenzor.

10. Diskuze

Vnímání a odolnost vůči teplotním stresům jsou pro rostlinu naprosto klíčové a většina rostlin
se během svého života musí s teplotními výkyvy vypořádat. Základní principy jsou pro
signalizaci teplotního šoku způsobeného vysokými a nízkými teplotami stejné. Oba teplotní
stresy mají vliv na fluiditu membrány, na obou signalizacích se podílejí sekundární poslové
(vápník, ROS, lipické molekuly), dochází ke změně aktivity a exprese proteinů
a přizpůsobení metabolismu na nové teplotní podmínky.

U vnímání obou teplotních extrémů jsou ale rané kroky signalizace stále neobjasněné. Vysoké
teploty vedou k přechodu membrány do fáze tekutého krystalu, zvýšení neuspořádanosti
a fluidity. Do několika sekund po vystavení vysokým teplotám dochází ke vtoku vápníku do
buňky. Vápník následně moduluje aktivitu proteinů, která vede k aktivaci teplotní odpovědi -
heat shock response (HSR). Stejně tak mění vlastnosti membrány chlad. Membrána přechází
do gelové fáze, snižuje se fluidita a permeabilita. Dochází ke změně aktivity proteinů a taktéž
ke vtoku vápníku do buňky (Sangwan et al. 2002). Zvýšená koncentrace vápníku spouští
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složitou kaskádu dějů, která vede k aklimaci na chlad. Samotné termosenzorické komponenty
obou signalizací jsou ale stále nepotvrzeny. Vnímání teploty není lokalizované do speciálních
organel či buněčných kompartmentů, ale probíhá na membráně, v cytosolu, membránách
organel a také v samotném jádře.

Membrána je často označována za největší termosenzitivní strukturu v rostlinné buňce.
Přestože mechanizmus změn fyzikálních vlastností membrány v reakci na teplotní výkyvy je
dobře vysvětlen, hypotéza membrány jako termosenzoru postrádá vysvětlení, jak se u rostlin
signál o změně fluidity přenese do buňky. Mechanizmus přenosu signálu založený na změně
konformace membránových proteinů v reakci na změnu fluidity je podrobně popsán
u bakterií, ale u rostlin je analog DesK zatím neznámý. Funkce vápenatých kanálů jako
mechanoreceptorů fluidity membrány by byla elegantním řešením i vzhledem k vápenatému
vtoku v časné fázi signalizace. Vápenatý kanál, který by na změny fluidity přímo reagoval ale
zatím nebyl u huseníčku nalezen. U rýže je hypotéza o přímé termosenzitivní funkci
vápenatých kanálů rozpracována pro protein COLD1, ale pro její potvrzení zatím chybí
dostatečné důkazy.

Dalším popsaným termosenzitivním mechanizmem je změna konformace proteinů. Tento
princip termosenzitivity je v současné době široce přijímán u proteinu ELF3, který je součástí
proteinové komplexu EC, represoru genů teplotní odpovědi. EC remprimuje i PIFs geny,
a hraje tak klíčovou roli v indukci kvetení. Nová studie z tohoto roku ale ukázala, že ELF3
reguluje teplotní odpověď i pomocí jiného mechanizmu, zcela nezávislé na EC. Tato zjištění
přináší spoustu nových otázek ohledně mechanizmu, který byl považován za vysvětlený.
Velkým přínosem pro tuto oblast výzkumu je pokrok v predikci struktury proteinů pomocí
nástroje AlphaFold (Jumper et al. 2021). Možnost predikovat strukturu proteinů s téměř
stejnou spolehlivostí jako krystalografické analýzy (Kryshtafovych et al. 2021) otvírá zcela
nové možnosti pro výzkum chování proteinů při různých teplotních podmínkách.

Fungování phyB jako termosenzoru je taktéž široce přijímáno a potvrzeno u více rostlinných
druhů. PhyB propojuje informace o teplotě a světelných podmínkách prostředí a skrz PIFs se
podílí na regulaci celé řady vývojových procesů rostliny. Role ostatních fotoreceptorů ve
vnímání teploty není ta dobře objasněna. Role fototropinů v reakci na chlad byla potvrzena
u porostnice, ale u huseníčku není jejich podíl na vnímání teploty potvrzen. Funkce ostatních
fotoreceptorů je obklopena ještě větším množstvím otázek. Mechanizmus teplotní reverze,
který je společný pro všechny fotoreceptory (Galvão and Fankhauser 2015), je ale elegantní
možností jak díky rozdílné stabilitě aktivovaných chromoforů teplotu vnímat v různých
časových rozmezích.

Další zajímavou oblastí výzkumu je role RNA a DNA. Termosenzitivní funkce RNA byla
u živočichů objasněna již v minulosti. Její podíl na vnímání teploty u rostlin je rychle se
rozvíjejícím tématem a vzhledem k novým metodám genomiky můžeme očekávat rychlý
pokrok v porozumění tohoto mechanizmu. Role DNA byla naopak považována za obecně
platnou, ale ukázalo se, že jako přímý termosenzor pravděpodobně nefunguje (Cortijo et al.
2017), přestože je role epigenetické regulace pro teplotní odpověď klíčová.
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Podíl dalších organel na vnímání teploty je také obklopen velkým množstvím otázek.
Retrográdní signalizace ze semiautonomních organel do jádra zcela jistě hraje v teplotní
odpovědi roli, ale podíl na vnímání teploty není potvrzen. U chloroplastů jsou hypotézy
o termosenzitivní funkci více rozpracovány, ale je potřeba si uvědomit, že teplota
v chloroplastu neodpovídá teplotě v celé buňce. Vzhledem k tomu, že v chloroplastu dochází
k absorpci světla, je teplota uvnitř této organely stabilně vyšší než ve zbytku rostlinné buňky.
Stejně tak cytoskelet se nepochybně podílí na teplotní odpovědi. Zda ale funguje přímo jako
termosenzor není jasné.

Objasnění schopnosti vnímat teplotu u rostlin s sebou nese mnohá úskalí. Hranice mezi
termosenzorem a efektorem termosenzitivní signalizace se u rostlin často smazává
a znesnadňuje tak vědcům práci. Samotná definice termosenzoru je totiž problematická.

Vu et al. (2019) ve svém přehledovém článku definují termosenzor rostlin pomocí tří kritérií:
1. změna teploty přímo vede ke změně aktivity nebo konformace termosenzoru,
2. tato změna je nezbytně nutná pro termosenzitivní signalizaci,
3. tato změna vede k teplotní odpovědi.

Takovéto strojené definování se může zdát zbytečné, ale vzhledem ke komplexnosti
rostlinného vnímání teploty je naprosto nezbytné. Sama jsem se při psaní této práce
nesčetněkrát setkala se záměnou termosenzoru a efektoru termosenzitivní signalizace.
Například zmíněná histonová varianta H2A.Z (viz kapitola 7.1.) splňuje dvě ze tří těchto
kritérií a dlouho byla za termosenzor považována. Postupně se ale ukázalo, že nevnímá
teplotní změny přímo, ale je regulována downstream od jiné signalizace.

Dalším problém je i úzké propojení abiotických stresů. Stres vysokou teplotou je často
doprovázen stresem z vysokého osvitu, suchem a osmotickým stresem. Signální dráhy těchto
abiotických stresorů se navíc překrývají a intenzivně spolu komunikují (Suzuki et al. 2012).

Výzkum problematiky termosenzitivity se často dává do souvislosti se šlechtěním plodin
odolných globálnímu oteplování. Tato představa je ale přinejmenším zkratkovitá. Globální
oteplování může přinést mnohem komplexnější změnu klimatu než zvýšení teploty
a představovat si porozumění teplotní signalizace a následnou genetickou modifikaci nebo
šlechtění rostlin jako jednoduché řešení je skutečně krátkozraké.

Jak tedy rostliny vnímají teplotu? Tato jednoduchá otázka si na své zodpovězení bude muset
ještě počkat. V posledních letech, ale vědci postupně získali alespoň částečnou odpověď.
Budoucí výzkum však má před sebou ještě spoustu výzev a s rychle postupujícím globálním
oteplováním se tato otázka stává víc a víc palčivou. Nezbývá tedy než doufat, že si vědci
zachovají chladnou hlavu.
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