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1 UVOD

Auxiny a cytokininy jsou rostlinné hormony, které se podili na regulaci mnoha procest
pfi ristu a vyvoji rostliny. Nékteré fytopatogenni organismy jsou schopny tyto hormony
také syntetizovat. Vyuzivaji je pravdépodobné k pfeprogramovani hostitelské rostliny
k vlastnimu prospéchu. Bylo také prokazano, ze tyto hormony zpusobuji fyziologické
zmény v samotnych fytopatogennich houbach, jako jsou zména morfologie a vyvoje hyf,
ovlivnéni sporulace a pfijmu zivin. To naznacuje, Ze i n¢které houby mohou vnimat
auxinovy a cytokininovy signal a reagovat na ngj.

Claviceps purpurea je biotrofni fytopatogenni houba, ktera napada mnoho rostlin,
dokonce i ekonomicky vyznamnych plodin. Je znama tvorbou tzv. sklerocii v klasu
napadené rostliny v posledni fazi infekce. Bylo prokazano, Ze tato houba je schopna
syntetizovat auxiny i cytokininy. Navic, oSetfeni kultury C. purpurea cytokininem mélo
za nasledek rapidni tvorbu dalSich cytokinint.. Absence tZ v myceliu mutované houby,
kterd nebyla schopna jeho produkce, méla za nasledek hypersporulujici fenotyp. Obé

fakta naznacuji, ze Claviceps vnima signal rostlinnych hormond.

V této praci byla vypracovana literarni reSerse, ktera se zabyva houbou Claviceps
purpurea, metabolismem auxind a cytokinint a také jejich signalnimi drahami. Dale jsou
uvedeny znamé informace o téchto rostlinnych hormonech ve vztahu k fytopatogennim
organismam. Prakticka ¢ast této prace se pak zabyva zménami v expresi gend v houbé

C. purpurea po osetfeni auxinem a cytokininem.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Claviceps purpurea

Claviceps purpurea neboli pali¢kovice nachova je obligatné biotrofni fytopatogenni
houba. Patii do rodu Claviceps z oddéleni vieckovytrusnych hub (Ascomycota). Tento
rod zahrnuje pies 30 riznych druht (Taber, 1985). Houby z tohoto rodu parazituji na vice
nez 600 jednodéloznych rostlinach, véetné mnoha hospodaisky vyznamnych plodin, jako
jsou zito, pSenice, je¢men, kukufice, oves a proso (Bove, 1970). Claviceps purpurea je

nejznamgj$im a nejvice studovanym ¢lenem tohoto rodu.

Jeji zivotni cyklus (Obr. 1) za¢ina na jafe, kdy se askospory roznasené vétrem uchyti

Obr. 1 Zivotni cyklus Claviceps purpurea (Hulvova et al., 2012).
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na jesté neopylenych pesticich kvetoucich obilnin a vykli¢i (Luttrell, 1977). Obdobi, kdy
mohou infikovat rostliny, je tedy velmi kratké, protoze Claviceps neni schopna
proniknout do rostliny jinym zptsobem (Swan and Mantle, 1991). Spora prorusta
pestikem podobné jako pyl po opyleni, obklopi vajicko a dostane se k cévnimu pletivu,
odkud ziskava ziviny pro svuj rist (Luttrell, 1980). Je nutné, aby cely tento proces probehl
nepozorovang, protoZe jinak by rostlina mohla pfisun Zivin uzavfit a houba by
vyhladovéla k smrti. Houba spotiebuje veskeré zasoby uréené vyvijejicimu se vajicku,
ale neprorusta dale do rostliny; tato interakce mezi patogenem a hostitelem je konstantni
po celou dobu infekce (Luttrell, 1980; Tudzynski et al., 1995). Znakem tuspé&snosti
infekce, ktery 1ze pozorovat zvnéjsku, je vylouceni malé kapicky, tzv. medovice. Tato
medovice je bohatd na sacharidy a obsahuje také konidie, které jsou roznaSeny na okolni
rostliny pfedev§sim pomoci hmyzu, a dochdzi tak k propagaci sekundéarni infekce

(Tudzynski et al., 1995; Tenberge, 1999).

Pot¢, co houba zkonzumuje cely semenik véetné€ vajicka, zacnou jeji hyfy diferencovat
a vznika tzv. sklerocium (Obr. 2). Bunky sklerocia obsahuji vice vakuol a jsSou mensi a
tlustéjsi nez bunky mycelia (Shaw and Mantle, 1980). Vyzralé sklerocium vyrazné
vy¢éniva z klasu, ma tvar podobny zrnu, jeho kira je tvrda a ma vyraznou ¢erno-fialovou

barvu.

Pouze v této fazi Zivotniho cyklu produkuje houba ndmelové alkaloidy, diky kterym

se ji dostalo takového zajmu. Obsah téchto alkaloidti ve sklerociu se pohybuje mezi

Obr. 2 Sklerocium Claviceps purpurea vy¢nivajici z klasu napadeného touto houbou (zdroj:
http://bioweb.uwlax.edu/bio203/2011/miedema_kait/classification.htm).

11
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Obr. 3 (A) Zakladni struktura ergolinu, tvoifeného ¢tyfmi cykly, z néhoz jsou odvozeny namelové
alkaloidy; struktura dvou klavinovych alkaloidli a amidu kyseliny lysergové; (B) Struktura
kyseliny lysergové a jeji podoba s nékterymi neurotransmitery.

0,01 az 0,2 % wiv (Tudzynski et al., 1995). Strukturné jsou namelové alkaloidy derivaty
indolu, ktery je rizné substituovan. DéEli se na dvé hlavni skupiny, klaviny (napf.
agroklavin, elymoklavin) a derivaty kyseliny lysergové (Obr. 3A) (Keller, 1999). Adici
diethylamidu ke kyseling¢ lysergové ziskame LSD, ktery ma halucinogenni ucinky
(Hoffman, 1972).

Néamelové alkaloidy piisobi na centralni nervovou soustavu savcil, protoze jejich
struktura je podobna nékterym neurotransmiterim jako jsou dopamin, noradrenalin a
serotonin (Obr. 3B), a tudiz se miZe vazat na stejné receptory. V minulosti zptsobovaly
onemocnéni zvané ergotismus nebo také ohen sv. Antonina. Toto onemocnéni se
projevuje gangrénou, kieCemi, Silenstvim, a nakonec miize nasledovat smrt (Lee, 2009).

W

V soucasné dobé se diky svym ucinkiim na centralni nervovou soustavu vyuzivaji k 1é¢bé
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neurodegenerativnich chorob, jako je Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba, a také
pii migrénach (Schiff, 2006).

2.2 Auxiny

Auxiny jsou rostlinné hormony. Slovo ,,auxin® je odvozeno z feckého slova ,,auxein®,
které znamena ,,rast, prodluzovat®. Auxiny jsou nezbytné pro vyvoj rostliny. Na bunécné
urovni fidi auxiny prodluzovani bun¢k zménou poddajnosti bunécné stény, a také
buné¢né déleni. Tim, Ze reguluji utvafeni meristému, davaji vznik novym organtim, jako
jsou lateralni (postranni) a adventivni kofeny (Woodward and Bartel, 2005; Vanneste and
Friml, 2009). Dale podporuji apikalni dominanci a tidi nastoleni a udrZeni polarity.
Reguluji senescenci (Ellis et al., 2005), reakci na patogeny (Kazan and Manners,
2009; Fu and Wang, 2011) a abioticky stres (Wang et al., 2010), vznik plodt (De Jong
et al., 2009) a opadavani listu.

Malé molekuly, které vyvoldvaji auxinovou odpovéd’, 1ze rozdélit na piirozené se
v organismech vyskytujici a syntetické. Mezi ptirozen¢ se vyskytujici aktivni auxiny patii
nejvyznamnéj$i zastupce auxinl, kyselina indol-3-octova (IAA), dale kyselina
4-chlor-indol-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctova (PAA) (Obr. 4A). Dalsi
skupinou jsou pfirozené se vyskytujici neaktivni auxinové prekursory, kam patii kyselina
indol-3-pyrohroznova (IPyA), indolacetamin (IAM), indolacetaldoxim (IAOx),
indol-3-acetonitril (IAN) a indol-3-acetaldehyd (IAAld). Mezi pfirozené se vyskytujici
zasobni formy auxinl patii indol-3-maselna kyselina (IBA), methylester IAA (MelAA)
a auxiny konjugované s aminokyselinami nebo cukry. Do skupiny syntetickych auxint
patii 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), l-naftyloctova kyselina (NAA),
3,6-dichlor-2-methoxybenzoova kyselina (dicamba) a 4-amino-3,5,6-trichloropikolinova
kyselina (picloram; Obr. 4B) (Korasick et al., 2013).

Piisobeni auxint v rostlinach je regulovano tfemi zplisoby — biosyntézou, polarnim

auxinovym transportem a percepci nebo signalni transdukci (Tivendale et al., 2014).

2.2.1 Metabolismus auxinii
Biosyntéza auxinli miiZe probihat dvéma zakladnimi drahami, a to na tryptofanu zavislou
a na tryptofanu nezadvislou drahou. K draham na tryptofanu zavislym patii drahy

pojmenované podle meziproduktl jako IPyA, IAOx a IAM (Obr. 5).

13



Q O
Cl
OH COH
OH
. 3
5N L5 o
H H
IAA 4-CI-IAA PAA
B
Q
0] OH

N/

24-D NAA
Cl 0 0
Cl N
OH = OH
0 o] = Cl
Cl | NH,
dicamba picloram

Obr. 4 (A) Struktura ptirozené se vyskytujicich auxint — kyselina indol-3-octova (IAA), kyselina
4-chlor-indol-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctova (PAA); (B) Struktura syntetickych
auxini — 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), 1-naftyloctova kyselina (NAA),
3,6-dichlor-2-methoxybenzoova kyselina (dicamba) a 4-amino-3,5,6-trichloropikolinova
kyselina (picloram).

K tvorbé volné TAA nejvice piispiva draha IPyA a je to také zatim jedina draha, ktera
byla kompletné popsana (Zhao, 2012). Pfeména tryptofanu na TAA je dvoustupnovy
proces. V prvnim kroku je tryptofan pfeveden na IPyA pomoci enzymu
tryptofanaminotransferasy (TAA — EC 2.6.1.28) (Stepanova et al., 2008; Tao et al.,
2008). Druhym krokem je pfeména IPyA na volnou IAA, ktera je zajiSténa
flavinmonooxygenasami (YUCCA, EC 1.14.13.8) (Mashiguchi et al., 2011; Stepanova
etal. 2011; Won et al., 2011).

IAOx draha se vyskytuje v podstaté jen u brukvovitych (Quittenden et al., 2009;
Sugawara et al., 2009). Enzymy cytochrom P450 monooxygenasy CYP79B2 a CYP79B3

14
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Obr. 5 Biosyntetické drahy vedouci k tvorbé indol-3-octové kyseliny. Plnou Sipkou jsou
vyznaceny drahy, u nichz jsou identifikovany pfislusné enzymy, které je katalyzuji. Pferusované
Sipky naznacuji drahy, jejichz enzymy zatim identifikovany nejsou; mohou zahrnovat i vice
krokti. CYP79B2 a CYP79B3 — enzymy patfici mezi cytochrom P450 monooxygenasy, TAA —
tryptofanaminotransferasa, NIT — nitrolasa, AMI1 — amidasa, YUCCA — enzymy patfici mezi
flavinmonooxygenasy (podle Korasick et al., 2013).

(EC 1.14.13.125) ptevadéji tryptofan na indol-3-acetaldoxim. IAOx je poté prevazné
pouzit pro tvorbu obrannych latek, jako jsou glukosinolaty (Bak et al., 2001; Zhao et al.,
2002; Mikkelsen et al., 2004), a jen jeho mala ¢ast je pfevedena na IAA (Zhao et al.,
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2002; Sugawara et al., 2009). Tato pieména je uskutecnéna pies indol-3-acetonitril (IAN)
nebo pies indol-3-acetamid (IAM). Pievedeni IAOX na IAN zajistuje pravdépodobné
enzym CYP71A13 (EC 4.99.1.6) (Nafisi et al., 2007). IAN je pak pifeveden na IAA
pomoci nitrolas (NIT, EC 3.5.5.1) (Bartling et al., 1992; Bartling et al., 1994; Park et al.,
2003).

V IAM draze vsak muze tento prekursor vznikat i nezavisle na IAOx z jinych
prekursorti (Sugawara et al., 2009). IAM je poté preveden na IAA pomoci enzymu
amidasa (AMI1, EC 3.5.1.4) (Pollmann et al., 2003).

Dalsim  pfedpoklddanym auxinovym prekursorem a intermedidtem je
indol-3-acetaldehyd (IAAld) (Seo et al. 1998) a je mozné, Ze je v rostlinach pievadén
ptimo na TAA (Korasick et al. 2013). Enzymy, které tyto pfemény zajist'uji, vSak stale
nejsou znamy.

Pii analyze trp mutantd Arabidopsis a kukufice auxotrofnich na tryptofan bylo
zjisténo, ze v mutovanych rostlinach nedoslo ke zmén¢ hladiny IA A oproti wild typu, coz
ukazuje, ze IAA miZe byt syntetizovana i na tryptofanu nezavislou drahou (Wright et al.,
1991; Normanly et al., 1993). O potencialnich intermediatech této drahy je toho vsak
znamo jen malo a zatim nebyly identifikovany Zzadné geny, které by se této drahy
ucastnily. Pfedpoklada se, ze prekursory této drahy jsou indol a indol-3-glycerolfosfat
(Ouyang et al., 2000).

Kromé de novo biosyntézy muze byt volna IAA ziskana z inaktivniho prekursoru
indol-3-maselné kyseliny (IBA), methylesteru IAA nebo hydrolyzou z inaktivnich
zasobnich forem, jako jsou konjugaty IAA s aminokyselinami nebo glukosou (Korasick
et al. 2013).

2.2.2 Transport auxinii

Transport auxind je zprostiedkovan specializovanymi transportéry. Vylucovani auxinu
zbunky je zprostiedkovano rodinami PIN proteini a ABCB (ATP-BINDING
CASSETTE SUBFAMILY B) proteinti, zatimco piijem IAA do bunky umoziuji clenové
skupiny AUXIN RESISTANTL/LIKE AUX1 transportéri (AUX1/LAX) (Peer et al.,
2011).

Clenové rodiny AUX1/LAX se podobaji aminokyselinovym permeasam. Jsou to
H* symportéry a vyskytuji se v plasmatické membrang. Patii sem proteiny AUX1, LAX1,
LAX2 a LAX3 (Swarup et al., 2004; Yang et al., 2006). Na zaklad¢ rozmanitych fenotypt
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mutantli defektnich v jednotlivych ¢lenech AUX1/LAX rodiny bylo prokazéano, ze kazdy
z téchto transportéri ma jinou roli. Aktivita AUX1 je nutna pro gravitropismus (Bennett
et al., 1996; Marchant et al., 1999), vyvin kofenovych vlaska (Grebe et al., 2002; Jones
et al., 2009) a apikalniho hacku (Vandenbussche et al., 2010), a také pro fylotaxi
(Reinhardt et al., 2003; Bainbridge et al., 2008). LAX3 hraje roli pti vzniku postrannich
kofend a vyvinu apikalniho hacku (Swarup et al., 2008; Vandenbussche et al., 2010).
LAX1 a LAX2 reguluji fylotaxi (Bainbridge et al. 2008) a LAX2 také reguluje
diferenciaci cévnich svazki v délohach (Péret et al., 2012). VSechny tyto auxinové
transportéry jsou nezbytné pro polarni transport auxind a hraji roli v riznych aspektech

rostlinného vyvoje.

Clenové rodin PIN a ABCB proteinii zprostiedkovavaji vyludovani auxinu ven
z buiiky. PIN proteiny jsou transportéry, které jsou fizeny auxinovym gradientem, a
vyskytuji se pouze u rostlin. Do skupiny Arabidopsis PIN proteini se fadi 8 ¢lend, a ty

jsou rozdeleny do dvou kategorii — dlouhé (,,long*) a kratké (,,short*) PIN proteiny.
Dlouhé PIN proteiny zahrnuji PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 a PIN7. Tyto proteiny jsou

lokalizovany na plasmatické membrané a vSechny zajist'uji polarni transport IAA (Friml
et al., 2002a; Friml et al., 2002b; Petrasek et al., 2006). Kazdy z téchto proteini vSak
vykazuje specifickou a odlisnou lokalizaci v rostlin€é. Specifické umisténi a polarni
lokalizace téchto proteinti jsou diilezité pro rozdilnou distribuci auxind, diky ¢emuz jsou
regulovany ruzné aspekty vyvoje rostlin (Zazimalova et al., 2010).

Naproti tomu kratké PIN proteiny PINS, PIN6 a PIN8 jsou lokalizovany
na endoplasmatickém retikulu (ER), kde zajist'uji transport IAA z cytoplasmy do ER
(Mravec et al., 2009; Dal Bosco et al., 2012; Ding et al., 2012; Sawchuk et al., 2013).
Zatim neni znamo, Ze by transport auxinii do ER néjak ovliviioval rist rostliny, ale zda
se, ze slouzi k uprave koncentrace IAA v cytoplasmé (Enders and Strader, 2015). Krom¢
vySe uvedenych kratkych PIN proteini, PIN-LIKES (PILS) proteiny také zajist'uji piijem
auxinu do ER a mohou hrat roli v regulaci obsahu volného auxinu a jeho konjugatt

s aminokyselinami v cytoplasmé (Barbez et al., 2012).

Také nékteré ABCB transportéry jsou nutné pro vylucovani auxind, jsou to ABCBI,
ABCB4, ABCB19 a ABCB21 (Remy and Duque, 2014). ABCB4 a ABCB21 dokonce
mohou prepinat svou funkci v zavislosti na vnitini koncentraci auxinu, a tedy auxin

do bunky ptijimat, jsou-li jeho koncentrace v cytoplasmé nizké, nebo ho z ni vylucovat
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pii vyssich koncentracich auxinu (Yang and Murphy, 2009; Kamimoto et al., 2012,
Kubes et al., 2012).

2.2.3 Percepce a transdukce auxinového signalu

Aby byla spusténa biologicka odpoveéd’, rostlina musi byt schopna vnimat auxin a prevést
ho na signal. V soucasné dobé jsou znamy tfi nezavislé auxinové receptory a jejich
signalni systémy. Rozmanitost ve zptisobech vnimani auxinu je pravdépodobné klicovym

faktorem veliké pestrosti zptsobi, jakymi rostlina na auxin reaguje.

2.2.3.1 TIR1/AFB

Prvni receptor, TRANSPORT INHIBITOR RESPONSEL1 (TIR1/AFB), je z rodiny F-box
proteintt (Dharmasiri et al., 2005; Kepinski and Leyser, 2005). Je soucasti komplexu
Skp1-Cullin-F-box (SCF) E3 ubiquitinligasy (Ruegger et al., 1998; Gray et al., 1999).
Po navazani auxinu na TIR1 je tento receptor schopen interagovat s rodinou proteint
AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (Aux/IAA) (Obr. 6). Interakce TIR1 s Aux/IAA
spousti ubiquitinilaci proteinu Aux/IAA, ¢imz je tento protein oznacen pro degradaci

v 26S proteasomu (Sauer et al., 2013).

Pokud jsou koncentrace auxinu nizké nebo neni auxin pfitomen vibec, proteiny
Aux/1AA se vazi na transkrip¢ni faktory z rodiny AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF),
a tim potlacuji jejich aktivitu (Chapman and Estelle, 2009). Pti vzriustu koncentrace
auxini dojde k navazani TIR1 na Aux/IAA, ktery je nasledné ubiquitinilovan a
degradovan, coz vede k uvolnéni transkripénich faktora ARF, které¢ tak mohou indukovat
transkripci genti odpovidajicich na auxinovy signal (Zenser et al., 2001; Dreher et al.,
2006).

Tento systém je vSak mnohem komplexnéjsi, neZ by se na prvni pohled mohlo zdat.
Jednotlivé komponenty této signalni drahy zahrnuji velké proteinové rodiny. Arabidopsis
ma pét homologh TIRI, které se oznacuji AFB1 — AFBS5. VSechny AFB proteiny vazi
auxin, 1isi se vSak afinitou k nému (Calderon-Villalobos et al., 2012). Rodina proteint
Aux/IAA ma 29 ¢leni. Vsechny jsou tvofeny ¢tyfmi doménami, ozna¢ovanymi [ — V.
Doména II se pfimo ucastni interakce s TIR1 — molekula auxinu se navaze na auxinové
vazebné misto proteinu TIR1 a doména II proteinu Aux/IAA interaguje s auxinem i
s TIR1 proteinem, ¢imZ se vytvoii struktura, kdy je auxin ,,chycen* mezi t€émito dvéma

proteiny (Tan et al., 2007). Protoze se Aux/IAA ptimo podili na interakci receptor-ligand,
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Obr. 6 Schéma auxinové signalni drahy TIRI/AFB. Auxin se vaze na receptor TIRI
(TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1), ktery je sou¢asti SCF (komplex Skp1-Cullin-F-box
E3 ubiquitinligasy). Diky tomu se na TIR1 muize navazat protein Aux/IAA (AUXIN/INDOLE-
3-ACETIC ACID), ktery je jinak vazany na TF (transkripcni faktory vcetné ARF — AUXIN
RESPONSE FACTOR). Aux/IAA je oznacen ubiquitinem (symbolizovan malymi ¢ervenymi
kolecky) a degradovan v 26S proteasomu. Uvolnéné TF se mohou vazat na DNA a spustit
transkripci genti reagujicich na auxinovy signal (Shan et al., 2011, upraveno).

jsou tyto dva proteiny povazovany za auxinovy ko-receptor. Vazebna mista pro auxin
obou téchto proteinti (TIR/AFB a Aux/IAA) nejsou striktné konzervovana, coz dava
moznost vzniku ruznych kombinaci TIR/AFB-Aux/IAA Kko-receptorovych pard
s riiznymi afinitami jak k sob¢, tak k auxinu (Sauer et al., 2013). Tato variabilitaumoziiuje
rostliné doladit auxinovou odezvu v zavislosti na konkrétnim paru proteind Aux/IAA a
TIR/AFB, a také na typu auxinu pfitomného v bunce. Je to také pravdépodobné divod
toho, proc je auxin schopen regulovat tolik riznych odpovédi rostliny a odlisné aspekty
rostlinného vyvoje (Enders and Strader, 2015). Dalsi trovni komplexity tohoto sytému je
represe transkripénich faktortt ARF proteiny Aux/IAA. Arabidopsis ma 23 transkripénich
faktord ARF s konzervovanou doménou, kterd umoziuje vazbu na proteiny Aux/IAA.
P&t znich aktivuje transkripci, zatimco ostatni ARF snimi soutéZi o navazani na
cis-element genu regulovaného auxiny, a tim jim brani v aktivaci transkripce, coz dava

dalsi moznosti regulace této drahy (Guilfoyle and Hagen, 2007; Sauer et al., 2013).
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2.2.3.2 ABP1

ABP1 (AUXIN BINDING PROTEIN1) je nejdéle znamy auxinovy receptor. Ackoli je
tento protein z vétsi Casti lokalizovan na ER, v urCité mife je pres plasmatickou
membranu sekretovan do extracelularniho prostoru, kde piisobi jako auxinovy receptor.
Jeho afinita k auxinu se li$i v zavislosti na pH. Nejsilnéjsi je ve slabé kyselém pH
0 hodnot€ pfiblizné€ 5,5, coz je i pH extracelularniho prostoru. Naopak pti pH lumenu

endoplasmatického retikula o hodnoté 7,0 je afinita ABP1 k auxinu prakticky nulova

(Tian et al., 1995).

ABP1 je ukotven v plasmatické membran¢ interakci s C-TERMINAL PEPTIDE-
BINDING PROTEIN1 (CBP1, Obr. 7) (Shimomura, 2006) a pii pisobeni auxinového
signalu interaguje s TRANSMEMBRANE KINASE (TMK) proteiny (Xu et al., 2014).
Tyto TMK kinasy jsou podobné receptoru a pravdépodobné slouzi Kk pfenosu ABPI
signalu. ABP1 a auxin zodpovidaji za aktivaci dvou antagonistickych RHO-LIKE

ABP1 % -auxin

]

@ cytoplasm
v

| 3
v

N2
ROP2

o I % 4
I
’

F-actin Microtubules

W =

Obr. 7 Schéma auxinové signalni drahy ABP1. Extracelularné lokalizovany receptor ABP1
(AUXIN BINDING PROTEIN1), ukotveny v membrané pomoci CBP1 (C-TREMINAL
PEPTIDE-BINDING PROTEINT1), interaguje s TMK (TRANSMEMBRANE KINASE) za Gcasti
auxinu. Tim dochdzi k aktivaci dvou ROP (RHO-LIKE GTPASES OF PLANTS) a nasledné dvou
RIC (ROP-INTERACTIVE CRIB MOTIF-CONTAINING PROTEIN). V epidermalnich
dlazdicovitych bunkach dé€loznich listi Arabidopsis reguluji ROP2 a RIC4 polymerizaci aktinu a
dochazi tak k formovani lalokd, a také ovliviiuji lokalizaci PIN proteinii. Naproti tomu ROP6 a
RICI reguluji polymerizaci mikrotubull, ¢imz dochazi k zaZeni a tvorbé vroubkti na povrchu
bunék. Vysledkem je morfologie bunek ptipominajici puzzle (Enders and Strader, 2016).
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GTPASES OF PLANTS (ROP), ROP2 a ROP6. Ty jsou zapojeny pii reorganizaci
cytoskeletu prostiednictvim efektort RIC4 a RIC1 (ROP-INTERACTIVE CRIB
MOTIF-CONTAINING PROTEIN), ¢imz dochazi ke zménam tvard bun¢k a formovani
lalokd (Xu et al., 2010). Také se Ucastni regulace klathrinem zprostfedkované
endocytosy, ¢imz nasledné ovliviuji distribuci PIN proteini (Shi and Yang, 2011). Kroky
mezi navazdnim auxinu na ABP1, aktivitou TMK a aktivaci ROP vS§ak zatim stale nejsou
objasnény.

Diky této draze je umoznéno mnoho auxinovych odpovédi, které se objevuji ptili§
rychle na to, aby byly vysledkem drahy TIR1, ktera probihd na transkripéni trovni. Mezi
tyto odpovédi patii zmény v lokalizaci PIN proteind, zmény toku iontti a rozpinani bunék

(Sauer and Kleine-Vehn, 2011).

2.2.3.3 SKP2A

SCF3¥P2 E3 ubiquitinligasovy komplex hraje dilezitou roli pfi degradaci faktort
bunééného cyklu u savca (Carrano et al., 1999; Tsvetkov et al., 1999). V Arabidopsis se
vyskytuje ortholog proteinu SKP2, S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2A
(SKP2A). Tento protein taktéz reguluje bunéény cyklus, a je zapojen pii degradaci
nejméné dvou faktorti bunééného cyklu, a to faktoru DBP a E2FC (Del Pozo et al., 2006;
Jurado et al., 2008). Bylo prokazano, ze auxin je schopen vazat se ptimo a specificky
na SKP2A. Pomoci strukturniho modelovani za pouziti TIR1 jako templatu bylo
identifikovano jeho vazebné misto pro auxin. Mutanti proteinu SKP2A s pozménénymi
aminokyselinami v tomto vazebném misté¢ méli snizenou schopnost vazat auxin. Také
byla zrusena biologicka aktivita SKP2A proteinu, takze nebyl schopen degradovat DBP
ani E2FC. Dale bylo zjisténo, Ze v nepfitomnosti auxinu spolu SKP2A a DPB interaguji
velmi malo, zatimco v pfitomnosti auxinu se tato interakce vyznamné zvysila. Tyto
vysledky ukazuji, Ze interakce SKP2A s faktory DPB a E2FC probiha pfes auxinové

vazebné misto (Jurado et al., 2010).

SKP2A je degradovan ubiquitin-proteasomovym systémem (UPS). Auxin pfitom
pusobi jako signalni molekula, kterd tuto degradaci spousti. Neni vSak znamo, jestli je
SKP2A degradovan mechanismem autoubiquitinilace nebo prostiednictvim procesu
zavislého na E3 ubiquitinligase. Je zajimavé, Zze pfitomnost auxinu podporuje degradaci
faktord bunééného cyklu, ale také podnécuje proteolyzu SKP2A. Je mozné, ze degradaci

SKP2A je branéno jeho nadmérné funkci (Del Pozo et al., 2006; Jurado et al., 2010).
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Ackoli signalizace SKP2A neni zatim tak detailné¢ prozkoumana jako driha
TIR1/AFB, vypada to, ze SKP2A vyhovuje zakladnim pozadavkam, které musi splnovat
auxinovy receptor (Sauer et al., 2013).

Kontrola bunécného cyklu je fizena piesné nacasovanou degradaci klicovych
regulatorti. Draha SKP2A vede k degradaci nékterych téchto regulatorii, coz ukazuje, ze
auxin alespon ¢aste¢né prostiednictvim této drahy reguluje bunééné déleni (Sauer et al.,
2013).

2.2.4 Auxiny ve fytopatogennich organismech

Biosyntéza auxini se mize podilet na vzniku symptomu nékterych onemocnéni rostlin,
ale stejn¢ tak jsou auxiny nutné pro spravny vyvoj rostliny a jeji orientace v zivotnim
prostiedi. Patogen mize zneuzit biosynteticky systém rostliny nebo mize auxiny tvofit
sam. Napfiiklad padni bakterie Agrobacterium tumefaciens ma geny pro tvorbu auxind i
cytokinint. Témito geny transformuje rostlinné pletivo, coz zplsobuje vznik tumort
(Zupan and Zambryski, 1995). 1 dalsi srostlinami interagujici bakterie, které ale
netransformuji svého hostitele, jsou schopny syntetizovat IAA rGznymi drahami

(Spaepen et al., 2007).

Jinym ptikladem je nadorové onemocnéni, které zptisobuje obligatné biotrofni prvok
Plasmodiophora brassicae u ¢eledi brukvovitych. Pfi tomto onemocnéni dochazi taktéz
ke zvySeni hladiny auxint; ty jsou vSak produkovany rostlinou (Ludwig-Miiller et al.,
2009). Naproti tomu houba Ustilago maydis, ktera zptisobuje chorobu kukufice (Smut
disease), je schopna produkovat auxiny sama o sob€. Zapojeni auxind pfi rozvoji nemoci
vsak zatim nebylo jednoznacné prokazano (Basse et al., 1996; Guevara-Lara et al., 2000;
Reineke et al., 2008). Houby z rodu Taphrina, které zpusobuji hypertrofii $vestek nebo
deformaci listd u broskvoni, jsou taktéz schopny syntetizovat auxiny. | pii tomto
onemocnéni mohou byt auxiny zapojeny V rozvoji Symptomu (Bassi et al., 1984; Yamada
et al., 1990). Draha pro biosyntézu auxinti byla nalezena i v houbé Fusarium
proliferatum, ovsem efekt tvorby auxini na schopnost kolonizovat rostlinu testovan nebyl
(Tsavelkova et al., 2012). I kdyz rostliny maji zptsoby, jak regulovat hladinu auxind
v daném pletivu (Ludwig-Miiller, 2011), zda se, ze ve vyse zminénych ptipadech tento
systém selhava.

Neékteré hemibiotrofni a nekrotrofni houby také produkuji IAA. Napiiklad
hemibiotrofni houba Magnaporthe oryzae, ktera zpusobuje plisiové onemocnéni ryze,

produkuje béhem biotrofni faze malé mnozstvi auxini. IAA se vyskytuje v infekénich
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hyfach, které prorastaji pletivem ryze (Tanaka et al.,, 2011). U dvou druhti rodu
Colletotrichum, C. acutatum a C. gloeosporioides, byla biosyntéza auxini také
pozorovana (Chung et al., 2003; Maor et al., 2004). Uelem biosyntézy auxinii mize byt
udrzeni rostliny v rastové fazi, kdy je houba zavisla na zivinach z hostitelské rostliny,
zatimco v nekrotrofni fazi, kterd se objevuje pozd¢ji, uz patogen zivou rostlinu
nepotiebuje (Ludwig-Miiller, 2015).

Zajimava je také funkce IAA-Asp, konjugatu IAA s aminokyselinou aspartatem.
Takto konjugovana IAA vrostlindch je urCena pro ireversibilni degradaci auxinu
(Ludwig-Miiller, 2011). Bylo v8ak prokazano, ze IAA-Asp muze napomahat rozvoji
rostlinného onemocnéni. Pfi infekci Arabidopsis thaliana dvéma patogeny, houbou
Botrytis cinerea a bakterii Pseudomonas syringae, byl obsah IAA-Asp v rostliné zvyseny.
Piidavek IAA-Asp také zvysil citlivost rostliny vi¢i onemocnéni, takZe se stala
nachylngjsi. IAA-Asp navic napomaha rozvoji patogenu tim, ze v rostliné reguluje
transkripci gend, které souvisi s virulenci (Gonzales-Lamothe et al., 2012). To ukazuje,

zZe tento auxinovy konjugat je induktorem pro rozvoj onemocnéni v rostlinach.

Auxiny jsou produkovany nejen houbami, které interaguji s rostlinami, ale i mnoho
dalSich druhd hub ma schopnost auxiny tvofit a vylucovat, coZ naznacuje, ze tyto
hormony mohou mit endogenni roli v houbach samotnych (Gruen, 1959; Ulrich, 1960).
Osetfeni auxinem podporuje prodluzovani bunék a sporulaci v kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae a S. ellipsoideus (Kamisaka et al., 1967; Yanagishima, 1965).
U kvasinek S. cerevisiae a Candida albicans auxin spousti zménu morfologie — indukuje
hyfalni rist, coz je znamy rys virulence (Rao et al., 2010). IAA také podporuje kliceni
spor u vlaknité houby Neurospora crassa (Nakamura et al., 1978, 1982), kdezto u
patogenu rajcat Fusarium oxysporum lycopersici kliceni spor redukuje (Sharaf and
Farrag, 2004). Efekt auxinu muze byt zavisly i na koncentraci. V piipadé houby Fusarium
delphinoides, patogenu cizrny, zvysily nizké koncentrace exogenné dodaného auxinu rust
houby, kdeZto vy3si koncentrace auxinu rist snizily (Kulkarni et al., 2013). Ug¢inek

auxinu na fyziologii hub tedy mtze byt specificky pro kazdy organismus.

2.3 Cytokininy

Dalsi vyznamnou skupinou rostlinnych hormonti jsou cytokininy (CK). CK hraji
dalezitou roli v regulaci proliferace a diferenciace rostlinnych bunék, a také idi rozlicné
procesy béhem riistu a vyvoje rostlin, jako jsou oddaleni senescence (Gan and Amasino,

1995), rovnovaha mezi vyvojem nadzemni a podzemni ¢asti rostliny (Werner et al., 2001;
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Werner et al., 2003), transdukce nutri¢nich signal (Samuelson and Larsson, 1993; Takei
et al., 2001a; Sakakibara, 2005) a zvySeni produktivity plodin (Ashikari et al., 2005).

Po chemické strance jsou to derivaty adeninu, které jsou substituované postrannim
fetézcem v N® poloze. Podle povahy postranniho fetdzce je muzeme rozdélit
na isoprenoidni a aromatické. Mezi isoprenoidni CK patii isopentenyladenin (iP),
cis- a trans-zeatin (cZ resp. tZ) a dihydrozeatin (DHZ) (Obr. 8). K aromatickym CK se
fadi benzyladenin, ortho- a meta-topolin. Cytokininy se v bunkach mohou vyskytovat
jako volné baze, které jsou biologicky aktivni, nebo také ve form¢ nukleosidi, nukleotidd,

O-glukosida a N-glukosidii, které slouzi hlavné jako zasobni nebo transportni formy
(Sakakibara, 2006).

Hladina aktivnich CK v rostlinach je regulovana pomoci de novo syntézy, vzajemnych

pfemén cytokininti, docasné inaktivace konjugaci, transportu a degradace.

2.3.1 Biosyntéza cytokininu v Claviceps purpurea

Cytokininy nejsou syntetizovany pouze rostlinami, také nékteré bakterie a houby
interagujici s rostlinami jsou schopny jejich produkce (Murphy et al., 1997; Jiang et al.,
2013; Hinsch et al., 2015). C. purpurea je prvnim houbovym organismem, u kterého byly
popsany jednotlivé geny a enzymy, které jsou pfii biosyntéze CK zapojeny (Hinsch et al.,
2015; Hinsch et al., 2016).

Biosyntéza cytokinind v houbé C. purpurea probiha dvéma zptisoby — bud’ de novo
biosyntézou nebo degradaci tRNA (Obr. 9). Prvni draha zacina z prekursort AMP a
dimethylallyldifosfatu (DMAPP), kdy je isoprenoidni fetézec DMAPP piipojen na pozici
N® adeninu, a vznika tak isopentenyladenosinmonofosfat (iPRMP) (Hinsch et al., 2015).
V rostlinach je tato reakce katalyzovana enzymem isopentenyltransferasou (IPT;
EC 2.5.1.112) (Takei et al., 2001b; Kakimoto, 2001). C. purpurea také obsahuje enzym
S IPT doménou, enzym CpIPT-LOG. Zvlastnosti tohoto enzymu je, ze ma dvé funkcéni
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Obr. 8 Struktura isoprenoidnich cytokinind.
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Obr. 9 Biosynteticka draha cytokinind v houbé Claviceps purpurea. Cervenou barvou jsou
vyznaeny enzymy, u kterych je prokazano, e danou pfeménu katalyzuji. Sedou barvou jsou
znaleny enzymy, které pfi dané pfeméné mohou byt zapojeny, ov§em zatim potvrzeny Nnejsou.
pfemény, které =zatim nejsou potvrzeny. (A) De novo biosyntéza cytokinint. IPT
(isopentenyltransferasovd) doména bifunkénitho enzymu IPT-LOG pienasi DMAPP
(dimethylallyldifosfat) na AMP (adenosinmonofosfat) za vzniku iPRMP
(isopentenyladenosinmonofosfat). Volna baze cytokininu je uvolnéna LOG (Lonely guy, enzym
s fosforibohydrolasvou aktivitou) doménou enzymu IPT-LOG, ¢imzZ vznika isopentenyladenin.
Ten mize byt preveden na trans-zeatin pomoci enzymu cytochrom P450 monooxygenasa.
(B) Biosyntéza cytokinini z tRNA. Enzym tRNA-IPT (tRNA-isopentenyltransferasa) ptenasi
DMAPP resp. HM(Z)BDP (hydroxymethylbutenyldifosfat) na adeninovou bazi v tRNA, vznika
iPRMP resp. cZRMP (cis-zeatinribosid). Volna baze cytokininu je poté uvolnéna pomoci enzymu
LOG a vznika iP resp. cZ (cis-zeatin) (Hinsch et al., 2015).
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domény, a to IPT doménu na C-konci a LOG doménu na N-terminalni ¢asti proteinu,
proto je ozna¢ovan za bifunkéni enzym. LOG doména tohoto enzymu (,,Lonely guy*) ma
fosforibohydrolasovou aktivitu. Po vytvofeni iPRMP z n¢j odstépi volnou bazi a vznika
tak isopentenyladenin. BLASTp analyzou bylo zjisténo, ze gen cpipt-log pro tento
bifunk¢éni enzym je konzervovan pouze u rodi Clavicipitaceae a Fusaria a prekvapive
byla IPT-LOG sekvence nalezena i v genomu patogenniho kmene Rhodococcus fascians
A21d2 (Creason et al., 2014). iP muze byt dale pfeménén hydroxylaci na isoprenoidnim
fetézci na trans-zeatin. Tuto pfeménu zajist'uje enzym cytochrom P450 monooxygenasa.
Gen pro tento enzym, cpp450, tvoti spolu s genem cpipt-log v genomech hub maly klastr
(Hinsch et al., 2015).

Druha draha vzniku cytokinini ma pocatek v tRNA, kdy je na adeninovou bazi v RNA
fetézci piipojen DMAPP za vzniku iPRMP nebo hydroxymethylbutenyldifosfat
(HM(Z)BDP) za vzniku cZRMP. Reakce je katalyzovana tRNA isopentenyltransferasou
(tRNA-IPT; EC 2.5.1.75). Degradaci tRNA jsou pak nukleotidy cytokinint uvolnény.
Aktivni volné baze isopentenyladeninu je poté uvolnéna enzymem CpLOG, popi. LOG
doménou enzymu CpIPT-LOG (Hinsch et al., 2015; Hinsch et al., 2016).

U rostlin jsou piedpokladany i dal$i enzymy vzdjemné premény cytokinin, a to
enzym, ktery redukuje trans-zeatin na dihydrozeatin (zeatinreduktasa), a také enzym
prevadgjici trans-zeatin na jeho cis-formu a naopak (zeatin-cis-trans-isomerasa) (Bassil
et al., 1993; Martin et al., 1989). U houby C. purpurea byly tyto konverze mezi
cytokininy také prokdzany (Hlouskova, 2015), takze je pravdépodobné, Ze oba enzymy

nalezi do metabolické drahy tvorby a vzajemnych pfemén cytokinind i v této houbé.

2.3.2 Percepce a transdukce cytokininového signalu

Cytokininovy signal je pfedavan dvouslozkovym signalnim systémem, ktery se nazyva
His-Asp fosfatovy pienos. Cytokinin je vniman receptory HISTIDINE KINASE (HK)
(Obr. 10) (Inoue et al., 2001; Nishimura et al., 2004). Ty jsou u Arabidopsis lokalizovany
pievazné na endoplasmatickém retikulu (Wulfetange et al., 2011). Cytokinin se navaze
na CHASE (Cyclases/Histidine Kinases-Associated Sensing Extracellular) doménu
(Mougel and Zhulin, 2001) histidin-kinasového receptoru, coz vede k autofosforylaci
receptoru. Ten nasledné vyvola fosforylaci HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER (HP)
proteinll V cytoplasmé (To and Kieber, 2008; Kieber and Schall, 2010). HP proteinti je

v genomu Arabidopsis 5 a jsou lokalizovany jak v jadfe, tak v cytosolu; zména jejich
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Obr. 10 Schéma cytokininové signalni drahy. Cytokinin je vniman receptory AHK2/3/4
(ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE), které se po navazani cytokininu autofosforyluji. To vede
k fosforylaci AHPs (ARABIDOPSIS HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEINS), které
nasledné fosforyluji ARRs (ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS) v jadie. ARR typu B
aktivuji dalsi geny vcetné CRFs (CYTOKININ RESPONSE FACTORS) a ARR typu A, které
zpétné inhibuji ARR typu B (Shan et al., 2011).

lokalizace je fizena aktivnim transportem (Punwani et al., 2010). HP proteiny funguji
jako pozitivni regulatory cytokininové drahy. V jadie pfendsi tyto fosforylované proteiny
fosfat na t¥idu transkripénich faktort CYTOKININ RESPONSE REGULATORS (RRs)
typu A 1 B. Fosforylované RR typu B pak mohou aktivovat dalsi geny, které podléhaji
jejich downstreamové, cytokininy regulované draze. Mezi tyto geny patii RR typu A, a
také CYTOKININ RESPONSE FACTORS (CRF), které jsou pottebné pro regulaci
odpovédi rostliny na cytokininy. Fosforylované RR typu A jsou negativni regulatory,
které mohou nasledné potlacit RR typu B (To and Kieber, 2008; Kieber and Schall, 2010).

Vyse uvedeny systém percepce cytokininového signdlu byl zkoumén a popsan
u rostlin. Piestoze na cytokininy reaguji i nékteré bakterie a houby (Gogala, 1991;
Chanclud et al., 2016b; Hinsch et al., 2015), nejsou u nich zatim znamy receptory ani
signalni drahy, které¢ by pfi pfedavani cytokininového signalu byly zapojeny. Hlenka

Dictyostelium discoideum je jediny znamy eukaryotni organismus, ktery kromé rostlin
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koduje protein histidin-kinasu obsahujici CHASE doménu. Podle vseho pouziva
isopentenyladenin a jeho 3-(3-amino-3-karboxypropyl) derivat discadenin k zahajeni
sporulace, coz ukazuje, ze je schopna vnimat cytokininovy signal. VySe uvedené proteiny

se nicmén¢ na cytokininové signalizaci netucastni (Anjard and Loomis, 2008).

2.3.3 Cytokininy ve fytopatogennich organismech

Béhem interakce rostliny s houbovym patogenem je obsah cytokininli v rostliné ¢asto
ovlivnén (Devos et al., 2006; Jiang et al., 2013). U mnoha riiznych druhd hub, at’ uz jsou
to saprofyté, patogenni ¢i symbiotické houby, byla prokdzana schopnost produkovat
cytokininy (Cooper and Ashby, 1998; Murphy et al., 1997). Na rozdil od biotrofnich nebo
hemibiotrofnich hub, vét§ina analyzovanych nekrotrofnich hub neni schopna produkce
cytokinintl, coz ukazuje, Ze produkce a sekrece cytokinini houbou miize zaviset na jejim
zivotnim stylu (Chanclud et al., 2016a). Cytokininy jsou zapojeny pii mnoha
onemocnénich, kdy patogen indukuje tvorbu tumorti v hostitelské rostlin€. Mezi takové
patogeny patii naptiklad bakterie Agrobacterium tumefaciens (Barciszewski et al., 2000)
a Rhodococcus fascians (Petry et al., 2009), a také houby Ustilago maydis (Mills and
Staden, 1978) a Claviceps purpurea (Hinsch et al., 2015). Ob¢ biotrofni houby, U. maydis
I C. purpurea, jsou schopny cytokininy samostatné syntetizovat (Stacey et al., 2011,
Hinsch et al., 2015). Navic, u dvojitého mutanta C. purpurea AAipt-log/tRNA-ipt, ktery
nebyl schopen produkovat zadné cytokininy, byla pozorovana vazné narusena schopnost
virulence, coz ukazuje, ze cytokininy jsou pro interakci patogenu s rostlinou velmi
dulezité (Hinsch et al., 2016). Mezi hemibiotrofni patogeny, které nevyvolavaji tvorbu
tumord, ale taktéz produkuji cytokininy, patii naptiklad houba Pyrenopeziza brassicae
(Murphy et al., 1997) a patogen ryze Magnaporthe oryzae (Jiang et al., 2013). Pfi studiu
interakce M. oryzae s ryzi bylo zjisténo, Ze cytokininy, které tato houba produkuje, jsou
potiebné pro cely pribéh virulence tim, Ze tlumi obranny systém ryze a ovliviiuji
distribuci zivin (Chanclud et al., 2016b).

Predpoklada se také, ze cytokininy mohou hrat roli v riznych fyziologickych
procesech v houbach samotnych, zejména pii vyvoji hyf a ptijmu zivin (LeJohn and
Stevenson, 1973). Napiiklad podporuji in vivo vétveni ektomykorhizniho mycelia
(Barker and Tagu, 2000). V zavislosti na davce ptisobi na viskozitu buné¢nych membran
u hyf, a tak ovliviuji transport vody a iontl (Gogala, 1991; LeJohn and Stevenson, 1973).
Nekteré cytokininy také upravuji obsah drasliku, vapniku, fosforu a sodiku v myceliu

houby Suillus variegatus (Pohleven and Gogala, 1986; Gogala, 1991). Zda se, Ze ucinek
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cytokininu na rast hyf zavisi jak na koncentraci, tak i na typu pouzitého cytokininu
(Gryndler et al., 1998). Dale, exogenni i endogenni cytokininy jsou potiebné pii toleranci
vici oxidativnimu stresu u houby Magnaporthe oryzae (Chanclud et al., 2016b). V
ptipadé houby C. purpurea bylo zjisténo, ze Acpp450 mutant vykazuje hypersporulujici
fenotyp, coz naznacuje, ze houba urcitym zptisobem vnima cytokininovy signal a reaguje

na n¢j, takze cytokininy ovliviiuji vyvoj houby (Hinsch et al., 2015).

2.4 Masivné paralelni sekvenovani

Urceni DNA sekvence je nejrozsahlejsi a nejdetailnéjsi zpusob, jak ziskat informace
0 genomu jakéhokoli zivého organismu. Po nékolik desetileti bylo pro uréeni DNA
sekvence pouzivano Sangerovo sekvenovani (Sanger et al., 1997). Tato metoda vyuziva
fluorescencné znacené terminacni nukleotidy, jejichz sekvence je pak piectena za pouziti
elektroforesy. Diky Sangerové metodé¢ byl vroce 1995 kompletné pieéten prvni
bakterialni genom, genom bakterie Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995).
Také byl pomoci této metody precten lidsky genom, coz trvalo vice nez 10 let (Lander
et al., 2001; Venter et al., 2001).

V poslednich letech se rychle rozviji nova generace DNA sekvenovani, coz umoziuje
jeho dalsi pouziti v biologii a mediciné. Tyto metody jsou nazyvany ,,masivné paralelni
sekvenovani“ nebo také ,,sekvenovani druhé generace®. Jejich hlavni vyhodou je, zZe
oproti Sangerové metod¢ jsou schopny piecist vice molekul DNA naraz, coz celkovou
sekvenaci zna¢n¢ urychluje, a také se tim snizuje cena experimentu.

V soucasné dobé¢ se v laboratofich bézné pouzivaji tfi hlavni systémy. Prvni systém,
Genome Sequencer od firmy 454 Life Sciences (pozdéji ziskan spole¢nosti Roche), je
komeréné dostupny od roku 2005. Dalsi systém, The Genome Analyzer, byl vytvofen
firmou Solexa a dale vyvijen firmou Illumina; na trh byl uveden v roce 2006. A od roku
2007 je dostupny systém SOLID od firmy Applied Biosystems, ktera je nyni soucasti Life
Technologies. VSechny tyto technologie maji stejné klicové kroky. DNA je napied
fragmentovana na mensi useky, poté dochézi k amplifikaci DNA templatu; ten je ukotven
na pevny povrch a nasledné sekvenovan. Z kazdého sekvenovaného fragmentu ziskame
jeden tzv. read (Cteny usek). Ziskané sekvence neboli ready prochéazeji kontrolou kvality.

Poslednim krokem je analyza dat.

Amplifikované fragmenty mohou byt sekvenovany bud’ z jednoho (single-end) nebo

z obou (paired-end) koncu. Paired-end sekvenovani umoznuje piesnéj§i zarovnani
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Kk referen¢nimu genomu, pomaha pfi fesSeni opakujicich se sekvenci v genomu, a také
ptispiva k ziskani presnéjsich vysledku pfi de novo sekvenovani. Pii sekvenaci za pouziti
[llumina systému ziskame ready stejné délky z obou koncti sekvence. V ptipadé SOLiD

systému je druhy read o néco kratsi. Systém 454 paired-end sekvenovani nepodporuje.

2.4.1 Princip sekvenace pomoci Illumina/Solexa

Princip sekvenace metodou Illumina/Solexa je znazornén na Obr. 11 a 12. Prvnim krokem

pti sekvenaci DNA je piiprava fragmenta¢ni knihovny. DNA je nastépena na mensi useky
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Obr. 11 Princip sekvenace metodou Illumina/Solexa (zdroj:

http://seqanswers.com/forums/showthread.php?t=21).
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o velikosti mensi nez 800 bazi, vétsinou pomoci sonifikace nebo nebulizace. Oba konce
DNA fragmentl jsou zarovnany, fosforylovany, adenylovany na 3-konci, a nakonec jsou
na n¢ naligovany specifické adaptory (1). Povrch reakéni komurky (flow cell, pratokova
cela), ve které dochazi ksekvenaci DNA, je husté pokryt oligonukleotidovymi
sekvencemi, které jsou komplementarni k sekvencim adaptorti (2). Hybridizaci adaptort
s témito sekvencemi dochazi k uchyceni denaturovanych DNA fragmenti na pevny
povrch pritokové cely. Nasledné dochazi k PCR. Oligonukleotidy na povrchu pritokové

cely pfi tom slouZi jako primery pro amplifikaci. Po vytvoreni komplementarniho vlakna,
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Obr. 12 Princip sekvenace metodou Illumina/Solexa, pokracovani.
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které je kovalentn¢ navazano na adaptorovou sekvenci uchycenou k povrchu prutokové
cely, dochazi k denaturaci dvouvlaknové DNA a odmyti ptivodniho templatu (2). Nove
syntetizované vladkno DNA poté hybridizuje svym volnym koncem k adaptorovym
primeriim na povrchu prutokové cely, a dochazi tak k ohnuti vlakna a vzniku mistku (3).
Na tomto templatu probéhne nova PCR, ¢imz vzniké dvouvldknovy mistek (4), proto je
tato PCR oznacovana jako mustkova (bridge) PCR. DNA molekuly jsou opét

denaturovany, ¢imz dochazi k jejich linearizaci (5) a cyklus mustkové PCR se opakuje.

Po amplifikaci jsou DNA molekuly linearizovany a dochazi k odstépeni a odmyti
reversnich fetézct. Na povrchu priatokové cely tak vznikaji tzv. klastry. Kazdy klastr
obsahuje cca 1000 identickych kopii jednoho DNA fragmentu, diky ¢emuz je signal

pii nasledné sekvenaci dostate¢né zesilen (6).

Systém Illumina je zaloZen na sekvenaci syntézou. Do reakéni komurky je ptfidana
polymerasa a fluorescen¢né zna¢ené nukleotidy s inaktivovanou 3’-OH skupinou, coz
zajistuje v kazdém cyklu zaclenéni jen jednoho nukleotidu ke kazdé molekule templatu
(Bentley et al., 2008). Kazdy nukleotid ma jinou fluorescen¢ni znacku, takze vSechny
Ctyfi nukleotidy mohou byt pfidany ve stejnou dobu. Po za¢lenéni nukleotidu do DNA
fetézce (7) a zachyceni fluorescenc¢niho signalu CCD kamerou (8) jsou fluorescenéni
znaCky a terminacni skupiny z nukleotidli odstépeny, takze mulze probc&hnout dalsi
sekvenacni cyklus (9, 10).

Intenzity svételnych signali jsou poté pievedeny na jednotlivé baze (11, 12). Kazdé
bazi je také pfifazeno skore, které je odhadem pravdépodobnosti chybného pfitazeni baze.
Po ptifazeni bazi jsou odfiltrovany ready, které vykazuji smiSené signaly nebo jiné chyby.
Pro rozliSeni problému, které jsou zplisobeny pfistrojem ¢i reagenciemi, od problému se
vzorkem slouzi standardizovana kontrolni DNA, ktera pochazi z faga phiX. Kontrolni
DNA je sekvenovana pii kazdém runu. Ready, které jsou zni ziskany, jsou poté
zarovnany k referen¢nimu phiX genomu. Tim je zjisténa chybovost sekvenace, ktera je

pouzita jako mé&fitko kvality daného runu (Berglund et al., 2011).

2.4.2 Aplikace masivné paralelniho sekvenovani

Diky tomu, Ze jsou tyto techniky v soucasné dobé schopné poskytnout mnoho
sekvenacnich dat v relativné kratkém case a za pomérné dostupnou cenu, nachdzeji
vyuziti v mnoha oblastech. Lze je vyuzit napf. pti genomovém sekvenovani de novo,
resekvenovani celého genomu nebo urcité jeho casti pro objevovani polymorfismi a

mutaci, pfi analyze transkriptomu a methylovanych oblasti v DNA. V praxi nachazeji
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uplatnéni pti molekularni diagnostice dédi¢nych chorob, infekénich onemocnéni,
Vv prenatalni diagnostice, farmakogenomice, pii molekularni diagnostice nadort a jejich

prognoze (Guan et al., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material
Claviceps purpurea kmen 20.1 (prof. Tudzynski; Universita v Muenstru,
Némecko)
Claviceps purpurea Acpaec (delece genu CPUR_08219, odpovida proteinu
CCE34287), ozn. jako ACpAEC (Mgr. Michaela Hradilova; Univesita Palackého

v Olomouci, Ceské republika)

3.2 Chemikalie

Acetonitril HPLC Plus: Sigma-Aldrich, USA
Dihydrogenfosforec¢nan draselny: AppliChem, Némecko
Dimethylsulfoxid: Duchefa, Holandsko

Dusiénan vapenaty tetrahydrat: Penta, Ceska republika
Ethanol: Lach-Ner, Ceska republika

Hydroxid draselny: Lach-Ner, Ceska republika

Chlorid draselny: Lach-Ner, Ceska republika
Isopentenyladenin: OlChemIm, Ceska republika
Kvasinkovy extrakt: Sigma-Aldrich, USA

Kyselina indol-3-octova: Sigma-Aldrich, USA
Kyselina octova: Sigma-Aldrich, USA

L-aspargin monohydrat: Sigma-Aldrich, USA
L-cystein hydrochlorid: Lachema, Ceské republika
Methanol HPLC grade: Fluka, Némecko

RNase-free voda: Qiagen, USA

Sacharosa: Lach-Ner, Ceska republika

Siran hofe¢naty heptahydrat: Penta, Ceska republika
Siran zine¢naty monohydrat: Sigma-Aldrich, USA
Spe-ed SPE Cartridges, Octadecyl C18/18%: Applied Separations, USA
Tryptofan: Lachema, Ceska republika

3.3 Enzymy, prislu$né pufry a kKomponenty pro molekularni biologii

DNasa Turbo: Thermo Scietific, USA
10x reak¢ni pufr pro DNasu Turbo: Thermo Scietific, USA
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RevertAid H Minus reversni transkripatasa: Thermo Scientific, USA

5% reakéni pufr pro reversni transkriptasu: Thermo Scietific, USA

dNTP mix 10 mmol-I*: Fermentas, Litva
Oligo(dT) primer: Sigma-Aldrich, USA
Tagman Universal PCR Master Mix, Thermo Scietific, USA

Primery byly syntetizovany firmou Sigma-Aldrich a jejich sekvence jsou nésledujici:

CpGPD_SYBR_fw
CpGPD_SYBR_rev

CpTUB_SYBR_fw
CpTUB_SYBR_rev

CpAEC_SYBR_fw
CpAEC_SYBR_rev

CpYUCCA _SYBR_fw
CpYUCCA _SYBR_rev

CPUR_00449 SYBR_fw
CPUR_00449 SYBR_rev

CPUR_00544_SYBR_fw
CPUR_00544_SYBR_rev

CPUR_03763_SYBR_fw
CPUR_03763_SYBR_rev

CPUR_06729 SYBR_fw
CPUR_06729_SYBR_rev

3.4 Pouzité Kity

5-TGTCTTCACCACCACCGA
5’-GCCGTCATAGGTCTTCTCGT

5'-ATGATGGCTGCTTCCGATT
5-GGACGAGTTCTTGGTCTGT

5'-AGGCTGTCTTGGAAGTCGTA
5-TTGTGAGGCGAGCTTGGT

5’-CATCCCGCCTACCAGCAA
5-TTTCCACTCGCCGTCTTCA

5-TTAAAGGAAGATGCACATGGAGATT
5'-GGAGCTGCTGGTGTCTCTGAT

5’-ACGGCGACTTGAAGCTCTTC
5-TGGGCAATGCTTCCTTGTG

5-GTGACGTGATGTTTACCAATTGC
5’-CATGTAGAGACATTACCCAAGAACCTT

5'-CAAGAGGGTACAGAGGTAACGAGAA
5-ACCTTGCGGTTGAATGAACAG

Agencourt AMPure XP: Beckman Coulter, USA
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Agilent DNA 1000 Kit: Agilent Technologies, USA

Agilent RNA 6000 Nano Kit: Agilent Technologies, USA

Illumina TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Kit: Illumina, USA
KAPA Library Quantification Kit: Illumina, USA

MiSeq Reagent Kit: Illumina, USA

RNAqueous Total RNA Isolation Kit: Thermo Scientific, USA

3.5 Pristroje

Agilent 2100 Bioanalyzer: Agilent Technologies, Némecko
Analytické vahy: Nahita, Spané&lsko

Autoklav: BMT Medical Technology, Ceska republika
Centrifuga Rotanta: Hettich, Némecko

Centrifuga Scanspeed: LaboGene, Dansko

Flowbox: Merci, Ceska republika

Fluorescen¢ni detektor FP-2020: JASCO, USA

Lyofilizator: LaboGene ApS, Dansko

MiSeq Desktop Sequencer: Illumina, USA

Mlyn kulovy vibra¢ni: Retsch, Némecko

NanoDrop: Thermo Fisher Scientific, USA

Pipetovaci roboticka stanice Bravo: Agilent, USA

Speedvac: Thermo Electron Corporation, USA

Ultrazvuk Elmasinic P: Elma Schmidbauer GmbH, Némecko
UPLC systém NEXERA: Shimadzu, Japonsko
Velkokapacitni tiepacka: Kiihner, Svycarsko

VIIA7 Real-Time PCR Systém: Applied Biosystems, USA
Visiprep SPE Vacuum Manifold: Sigma-Aldrich, USA
Vortex Combi-spin: Biosan, Litva

Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 2.1 mm i.d. X 150 mm, 1.8 um: Agilent, USA

3.6 Roztoky

Mantle medium

5 g sacharosy, 10 g L-asparginu, 1,44 g dusi¢nanu vapenatého tetrahydratu, 0,25 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,25 g siranu hotfecnatého heptahydratu, 0,125 g
chloridu draselného, 0,027 g siranu zine¢natého heptahydratu, 0,01 g L-cysteinu, 0,1 g
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kvasni¢ného extraktu, doplnéno destilovanou vodou do 1 1, upraveno na pH 5,2

hydroxidem draselnym, autoklavovano

3.7 Postupy

3.7.1 Kultivace C. purpurea pro tvorbu knihovny, experiment 1

Do Erlenmeyerovych banék o objemu 250 ml bylo nalito 50 ml Mantle media; banky
s mediem byly autoklavovany. Media byla inokulovana kousky Claviceps purpurea 20.1,
ktera byla péstovana na agarové plotn¢. Houba byla kultivovdna na velkokapacitni
tiepacce (Kiihner) pii teploté 26 °C po dobu 6 dni. Poté byl do media piidan iP resp. [AA,
tak, aby jejich koncentrace v mediu ¢inila 10 umol-I"%. Jako kontrola byl p¥idan stejny
objem DMSO. Vsechny pridavky byly provedeny ve 4 replikatech. Houby byly
kultivovany dalSich 24 hod a mycelia poté oddélena od media filtraci. Nakonec byla

zamrazena v tekutém dusiku a uchovéavana pfi teploté — 80 °C.

3.7.2 Kultivace C. purpurea pro tvorbu knihovny, experiment 2

Banky s mediem byly piipraveny a zaockovany houbou Claviceps purpurea 20.1 stejné
jako v predchozim piipadé. Claviceps byla kultivovana na tiepacce (Kiihner) pii teploté
26 °C po 6 dni. Poté byla ptidana IAA nebo IAA-Asp na finalni koncentraci 10 umol-I*
v mediu, resp. Trp na finalni koncentraci 1 mmol-1"* v mediu; jako kontrola bylo piidano
50 ul DMSO; kazdy ptidavek byl proveden v 6 replikatech. Mycelia byla odebrana

po 24 hod od piidavku latek, zmrazena tekutym dusikem a uchovavana pii teploté -80 °C.

3.7.3 lzolace RNA
Izolace RNA byla provedena pomoci RNAqueous Total RNA Isolation kitu (Ambion,

USA). Zamrazené mycelium bylo rozetieno v tieci misce s tekutym dusikem. Na analyzu
bylo pouzito 100 — 150 mg cerstvé hmoty vzorku. Ke vzorklim byl pfidan 1 ml lyza¢niho
pufru a vzorky byly 10 min inkubovany pfi laboratorni teploté. Poté byly centrifugovany
3 min (14 000 x g, 4 °C) a k ¢istému supernatantu byl ptidan stejny objem 64% ethanolu.
Smés byla promichana a zfiltrovana. RNA, ktera se zachytila na filtru, byla promyta a
vymyta dvéma podily elu¢niho roztoku (60 a 40 ul), ktery byl vytemperovan na teplotu
80 °C.

K 100 pl RNA bylo ptidano 10 pl 10x Turbo DNAsového pufru a 2 pl Turbo DNAsy;
smés byla inkubovana 30 min pii teploté 37 °C. Poté byly pfidany znovu 2 pl enzymu a

37



inkubace probihala dalsich 20 min. Reakce byla inaktivovana pfi teploté¢ 60 °C po dobu
10 min.

Po osetfeni DNAsou byl ke vzorkim RNA ptidan polovi¢ni objem precipita¢niho
roztoku chloridu lithného o koncentraci 7,5 mol-It. Vzorky byly inkubovany pii teplotd
— 20 °C po dobu 45 min, poté centrifugovany 15 min (14 000 x g, laboratorni teplota).
Supernatant byl odlit, zbytek supernatantu odpipetovan a pelet byl promyt 70%
ethanolem. Vzorky byly znovu centrifugovany (14 000 x g, laboratorni teplota), ethanol

odlit a odpaten do sucha. Pelet byl rozpustén ve 20 pl eluéniho pufru.

3.7.4 Meéreni Cistoty a koncentrace RNA

Cistota RNA byla méfena pomoci Agilent RNA 6000 Nano Kitu. Do &ipu byl
napipetovan a vtlaen podle protokolu mix gelu a barviva, poté bylo do vSech jamek
napipetovano 5 pl RNA markeru. Do oznacené jamky byl napipetovan 1 pl RNA Zebtiku,
do ostatnich jamek bylo napipetovano po 1 pl vzorku. Cip byl 1 min vortexovan a poté
umistén do pristroje Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer. Po prob&éhnuti analyzy byla

zjiSténa Cistota izolované RNA. Jeji koncentrace byla zméfena pomoci NanoDropu.

3.7.5 Reversni transkripce a gPCR vybranych genii

Na reversni transkripci bylo pouzito 0,5 — 2 ul vyizolované RNA tak, aby jeji koncentrace
byla piiblizné stejnd ve vSech vzorcich, a vzorky byly doplnény na 12 ul nuclease-free
vodou. K takto pfipravenym vzorkim byl pfidan 1 pl Oligo(dT) primeru a vzorky byly
umistény na 5 min do inkubatoru na teplotu 65 °C. Po inkubaci byly vzorky okamzité
umistény do ledu. Poté byly ke kazdému vzorku ptidany 4 pl 5x reakéniho pufru, 2 pl
dNTP mixu o koncentraci 10 mmol-It a 1 pl reversni transkriptasy RevertAid H Minus.
Vzorky byly inkubovany pii teplot¢ 42 °C po dobu 1 hod; reakce byla ukoncena
pfi teploté 70 °C po dobu 10 min. Takto pifipravena cDNA byla nafedéna nuclease-free

vodou na objem 60 pl.

qPCR byla provedena pro 6 genti (CpPAEC, CpYUCCA, CPUR_00449, CPUR_00544,
CPUR_03763, CPUR_06729) a dva provozni geny (CpGDP a CpACT). Byly ptipraveny
jejich primer mixy tak, ze do 100 ul vody bylo napipetovano 1,25 pul fw primeru a 1,25 ul
rev primeru daného genu. Na PCR reakci bylo pouzito 1,25 pul zfedéného temmplatu
cDNA, k tomu bylo pfidano 1,25 pl pfipraveného mixu primert a 2,5 pl Tagman
Universal PCR Master Mixu. Jednotlivé Kkomponenty byly rozpipetovany

do 384-jamkové destiCky pomoci pipetovaci stanice Bravo tak, ze v kazdé jamce byl
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celkovy objem reakce 5 pl. Kazda reakce byla provedena ve 3 technickych replikatech.
gPCR reakce probéhla na PCR systému VIIA7 ve standardn¢ nastaveném programu
(2"-50°C; 8 -95°C, 40 cyklu -30"" -95°C a 1’- 60 °C) a vysledné Ct hodnoty byly
vyhodnoceny pomoci softwaru DataAssist (Applied Biosystems, USA). Z kazdé sady
vzorkl byly poté vybrany tfi nejvhodnéjsi replikaty, z nichz byly pfipraveny knihovny

pro sekvenaci.

3.7.6 Priprava sekvenacni CDNA knihovny
Priprava sekvenacni knihovny byla provedena pomoci Illumina TruSeq Stranded mRNA

Sample Preparation Kitu.

3.7.6.1 Purifikace a fragmentace mRNA

Na piipravu knihovny byly pouzity 3 pg vyizolované RNA. RNA byla doplnéna
nuclease-free vodou na objem 50 ul. K RNA bylo ptidano 50 ul RNA Purification Beads,
které maji na svém povrchu navazany kratké polyT fetézce, diky ¢emuz specificky vazou
mRNA obsahujici polyA konec; vSe bylo promichdno pipetovanim. Mikrozkumavky
s RNA byly dany do termocykleru na teplotu 65 °C po dobu 5 min, aby doslo k denaturaci
RNA a bylo usnadnéno navazani RNA na kulicky; poté byly zchlazeny na teplotu 4 °C.
Dale byly inkubovany 5 min pfi laboratorni teploté, aby doSlo k navdazani RNA
na kulicky.

Mikrozkumavky byly umistény na 5 min na magneticky stojanek, aby doslo k oddéleni
magnetickych kulicek od roztoku. Poté byl supernatant odpipetovan, kulicky byly
promyty od nenavazané RNA pomoci 200 pl Bead Washing Bufferu a rozsuspendovany
pipetovanim. Kulicky byly od promyvaciho pufru opét oddéleny stanim na magnetickém
stojanku po dobu 5 min, supernatant obsahujici vétSinu ribosomalni a jiné nezadouci
RNA byl odpipetovan. Ke kulickam bylo pfidano 50 ul Elution Bufferu a ve promichano
pipetovanim. Vzorky byly dany do termocykleru na 80 °C po dobu 2 min, aby se uvolnily
vSechny specificky i nespecificky navazané RNA, poté byly zchlazeny na 25 °C.

Do zkumavek bylo pridano 50 ul Bead Binding Bufferu, ktery umoziuje specifi¢téjsi
navazani mRNA na kuli¢ky, zatimco je redukovano mnozstvi nespecificky navazanych
RNA; vSe bylo promichano pipetovanim a inkubovano pti laboratorni teploté 5 min. Poté
byly vzorky opét umistény na magneticky stojanek a po 5 min byl odpipetovan
supernatant. Kuli¢ky byly promyty 200 ul Bead Washing Bufferu, rozsuspendovany a

op¢t umistény na magneticky stojanek na 5 min. Supernatant obsahujici zbytkovou rRNA
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a dalsi kontaminujici latky byl odpipetovan a kulicky byly rozsuspendovany v 19,5 pl
Fragment, Prime, Finish Mixu, ktery obsahuje nahodné hexamery a slouZi jako reakéni
pufr pro syntézu prvniho feté¢zce cDNA. Vzorky byly dany do termocykleru na 94 °C
po dobu 8 min, aby doslo k eluci mMRNA z kuli¢ek, jeji fragmentaci a navazani primert.
Poté byly zchlazeny na 4 °C, dany do magnetického stojanku na 5 min a 17 pl

supernatantu bylo pieneseno do novych mikrozkumavek.

3.7.6.2 Syntéza prvniho Fetézce cDNA

Byl ptipraven mix reversni transkriptasy SuperScript Il a First Strand Synthesis Act D
Mixu v poméru 1:9. Ke vzorkiim bylo pfidano 8 pul mixu a promichano pipetovanim. Poté
byly mikrozkumavky umistény do termocykleru, 10 min na 25 °C, 15 min na42 °C a

15 min na 70 °C. Nakonec byly zchlazeny na 4 °C.

3.7.6.3 Syntéza druhého Fetézce cDNA

Ke vzorkiim bylo pfidano 5 ul Resuspension Buffru a 20 ul Second Strand Marking
Master Mixu a promichano pipetovanim. Mikrozkumavky byly dany do termocykleru
na teplotu 16 °C na 1 hod. Poté, kdyZ vzorky dosahly laboratorni teploty, bylo piidano
90 pl rozsuspendovanych AMPure XP kulicek a vSe bylo promichdno pipetovanim.
Vzorky byly inkubovany 15 min pii laboratorni teploté, poté byly umistény
na magneticky stojanek az do vyceteni kapaliny. Po 5 min na magnetickém stojanku bylo
odpipetovano 135 ul supernatantu, piidano 200 pl 80% ethanolu a po 30 s byl ethanol
odpipetovan. Promyti ethanolem bylo zopakovano podruhé a nakonec byly oteviené
mikrozkumavky ponechany 15 min na vzduchu, aby se veSkery ethanol odpafil.
Mikrozkumavky byly odebrany z magnetického stojanku a kulicky byly
rozsuspendovany v 17,5 pl Resuspension Bufferu. Po 2 min inkubace pii laboratorni
teploté byly mikrozkumavky opét umistény na magneticky stojanek a po 5 min bylo 15 pl

supernatantu obsahujiciho dvoufetézcovou DNA pieneseno do novych mikrozkumavek.

3.7.6.4 Adenylace 3'konci
Ke vzorkim bylo pfidano 2,5 pl Resuspension Bufferu a 12,5 ul A-Tailing Mixu a
promichano pipetovanim. Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru, 30 min

na 37 °C, 5 min na 70°C a nakonec byly zchlazeny na 4 °C.
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3.7.6.5 Ligace adaptori

Do mikrozkumavek bylo pfidano 2,5 ul Resuspension Bufferu a 2,5 pl Ligation Mixu.
Dale bylo ptidano 2,5 pl RNA Adapter Indexu tak, aby v kazdém vzorku byl jiny RNA
Adapter Index. Adapter Indexy slouzi k rozliSeni jednotlivych vzorkd pii zavéreéné
sekvenaci, kdy jsou vzorky smichény po tfech vzorcich na jeden run. Sekvence pouzitych
Adapter Indexii jsou uvedeny v Tab.1. Vse bylo promichano pipetovanim a vzorky dany
do termocykleru na 30 °C. Po 10 min byly mikrozkumavky vytazeny a ke kazdému

vzorku bylo pfidano 5 ul Stop Ligation Bufferu. Vzorky byly promichany pipetovanim.

Dale bylo ke vzorkim napipetovano 42 pl AMPure XP kuli¢ek a promichano
pipetovanim. Vzorky byly inkubovany 15 min pfi laboratorni teploté. Poté byly umistény
na 5 min na magneticky stojanek. Ze vzorkl bylo odpipetovano 79,5 ul supernatantu, a
nasledné k nim ptidano 200 pl ethanolu. Po 30 s byl ethanol odpipetovan, a promyti
ethanolem bylo zopakovadno jesté jednou. Nakonec byly oteviené mikrozkumavky
ponechany 15 min pfi laboratorni teploté, aby doSlo k odpafeni veSkerého ethanolu.
Mikrozkumavky byly odebrany z magnetického stojanku, kulicky byly rozsuspendovany
v 52,5 ul Resuspension Bufferu a inkubovany pfi laboratorni teploté 2 min. Poté byly
mikrozkumavky umistény opét na 5 min na magneticky stojanek. Nakonec bylo 50 ul
supernatantu pieneseno do novych mikrozkumavek.

Vzorky byly znovu ptecistény pomoci kuli¢ek. Do mikrozkumavek bylo ptidano 50 pl
rozsuspendovanych AMPure XP kuli¢ek a promichdno pipetovanim. Vzorky byly
inkubovany 15 min pfi laboratorni teploté a poté umistény na magneticky stojanek
po dobu 5 min. Bylo odebrano 95 pl supernatantu a poté byly kulicky promyty 200 pl
ethanolu. Po 30 s byl ethanol odpipetovan, kulicky byly znovu promyty 200 pl ethanolu
a zkumavky ponechané 15 min pii laboratorni teploté, aby doslo k odpateni veSkerého
ethanolu. Kuli¢ky byly rozsuspendovany ve 22,5 ul Resuspension Bufferu a inkubovany
2 min pii laboratorni teploté. Poté byly mikrozkumavky pieneseny na magneticky
stojanek na 5 min. Nakonec bylo 20 pl supernatantu pieneseno do novych

mikrozkumavek.

Tab. 1 Sekvence pouzitych Adapter Indexii. Cisla ozna¢uji jednotlivé runy, pii kterych byla dana
trojce adaptorti pouZita.

1 2 3
Adaptor  Sekvence Adaptor  Sekvence Adaptor  Sekvence
AD008 ACTTGA(A) ADO005 ACAGTG(A) AD002 CGATGT(A)
AD010 TAGCTT(A) AD020 GTGGCC(T) AD004 TGACCA(A)
AD011 GGCTAC(A) AD027 ATTCCT(T) AD023 GAGTGG(A)

41




3.7.6.6 Obohaceni DNA fragmenti

Ke vzorkim bylo pfidano 5 pl PCR Primer Cocktailu a 25 pl PCR Master Mixu a
promichano pipetovanim. Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru, kde byly
nejprve vystaveny teploté 98 °C po dobu 30 s, poté probéhlo 15 cykla teplot: 98 °C
po dobu 10 s, 60 °C po dobu 30 s a 72 °C po dobu 30 s. Nakonec byly vzorky inkubovany

5 min pfi teploté 72 °C, zchlazeny na 4 °C a odebrany z termocykleru.

Ke kazdému vzorku bylo napipetovano 50 pl rozsuspendovanych AMPure XP kuli¢ek
a promichdno pipetovanim. Mikrozkumavky byly inkubovéany pfi laboratorni teploté
po dobu 15 min a poté umistény na magneticky stojanek na 5 min az do vyc¢eteni roztoku.
95 ul supernatantu bylo odpipetovano. Do zkumavek bylo piidano 200 ul 80% ethanolu;
po 30 s byl odpipetovan. Promyti ethanolem bylo provedeno jesté jednou, poté byly
oteviené zkumavky ponechany 15 min pfi laboratorni teploté az do Gplného odpateni
ethanolu. Do zkumavek bylo pfidano 32,5 ul Resusnension Bufferu a promichano
pipetovanim. Zkumavky byly inkubovany 2 min pfi laboratorni teploté, poté umistény
na5 min na magneticky stojanek. 30 pl supernatantu bylo pfeneseno do novych

mikrozkumavek.

3.7.6.7 Validace knihovny

Kontrola kvality a kvantifikace templati DNA knihovny byla provedena pomoci Agilent
DNA 1000 Kitu. Na ¢ip byl nanesen mix gelu s barvivem a vtlac¢en do ¢ipu, poté bylo
do kazdé jamky na Cipu napipetovano 5 pul markeru. Do oznacené jamky byl napipetovan
1 ul DNA Zebticku, a do ostatnich dvanacti jamek bylo napipetovano po 1 pul vzorku. Cip
byl zvortexovan 1 min a poté umistén do Agilent Technologies 2100 bioanalyzeru.
Vzorky, které mély pozadovanou cistotu i dostateCnou koncentraci, byly pouzity

na sekvenaci.

3.7.7 Kvantifikace sekvena¢ni CDNA knihovny pomoci PCR

Vzorky ptipravené cDNA byly ptesnéji kvantifikovany pomoci qPCR za pouziti KAPA
Library Quantification Kitu. Méfeni probihalo ve dvou fedénich — 10 000X a 100 000 X.
Na kazdou PCR reakci bylo pouzito 10 ul mixu KAPA SYBR FAST qPCR Master Mixu,
2 ul Primer Premixu, 0,4 pl ROX high, 3,6 ul PCR-grade vody a 4 pl ziedéného vzorku
cDNA. Pro kvantifikaci byly pouzity DNA standardy o koncentracich 0,2 pmol-I* a
0,02 pmol-It. Kazda reakce byla provedena ve 3 technickych replikatech. QPCR reakce
probéhla na PCR systému VIIA7 ve standardné nastaveném programu (5" -95 °C;
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35cykli- 307" -95°Ca457"- 60 °C). Vysledné Ct hodnoty byly odecteny a koncentrace

vypocitany za pouziti Ct standardd.

3.7.8 Sekvenace cDNA knihoven

Vsechny vzorky sekvenac¢nich cDNA knihoven byly nafedény na stejnou koncentraci,
poté zpoolovany (po tfech vzorcich na jeden run) a sekvenovdny za pouziti MiSeq
Reagent Kitu v3 (2x75 cyklu) na sekvenatoru MiSeq Desktop Sequencer (Illumina,
USA). Ready ziskané sekvenovanim byly zarovnany k referenénimu genomu Claviceps
purpurea, kmen Cp20.1 (Schardl et al., 2013) za pouziti programu pro zarovnani Tophat
v.2.0.10 (Kim et al., 2013), ktery povoluje maximalné pét mismatches/INDELS na jeden

read.

Ready, které byly zarovnany k anotovanym transkriptim v referenénim genomu, byly
kvantifikovany za pouziti FeatureCounts (Liao et al., 2014) s ohledem na paired-end
sekvenaci knihovny DNA fragmentd. Porovnani zmén genové exprese bylo provedeno
softwarem DESeq2 (Love et al., 2015) realizovanym v prostfedi programovaciho

jazyka R (R Development Core Team 2008).

3.7.9 Kultivace C. purpurea pro analyzu auxini

Do sterilnich 250 ml Erlenmeyerovych ban¢k bylo odlito po 70 ml sterilniho Mantle
media. Banky byly zaoCkovany houbou Claviceps purpurea 20.1 resp. ACpAEC
rostoucich na agaru na Petriho miskach. Houby byly kultivovany na tiepaéce (Kiihner)
pii teplot¢ 26 °C po dobu 6 dnt. Poté byla k houbam piidana IAA tak, aby jeji
koncentrace v mediu byla 30 pmol-I"t a houby byly kultivovany 24 hod. Poté byla mycelia
zfiltrovana a proplachnuta od zbytk®i media s pfidavkem auxinu. Cast mycelii byla
odebrana a lyofilizovana; druhd ¢ast mycelii byla umisténa do novych bané€k s ¢istym
mediem. Z téchto nové piipravenych ban€k s houbou byly odebirany vzorky media
0 objemu 5 ml v ¢asovych intervalech od vneseni houby v ¢ase 0, 1, 2, 4, 6 a 8 hod. Po
8 hod bylo odebrano i mycelium. VSechny odebrané vzorky byly odpatfeny na SpeedVacu

a poté uchovavany pfi teploté -80 °C.

3.7.10 Analyza auxinii

Pro izolaci auxinti bylo pouzito 60 — 80 mg suché hmoty mycelii. Ke vzorkiim bylo

ptidano 1,5 ml methanolu, vzorky byly homogenizovany na kulickovém mlynku

pii 27 Hz po dobu 3 min, poté 30 min protiepavany a nakonec centrifugovany 10 min

(14 000 x g, laboratorni teplota). Supernatant byl odebran do novych zkumavek.
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K'sedimentu bylo opét ptidano 1,5 ml methanolu, vzorky byly zvortexovany,
sonifikovany 5 min v ultrazvukové lazni pii 37 kHz a protiepavany a centrifugovany
stejné jako v piredchozim piipad€. Supernatant byl odebran, oba podily extraktu spojeny

a odpafeny na SpeedVacu do sucha.

Pro izolaci auxinti z medii bylo odpafeno vzdy 5 ml media. K lyofilizovanym vzorkiim
byly pfidany 4 ml methanolu, vzorky byly protfepavany 25 min a poté centrifugovany
10 min (14 000 x g, laboratorni teplota). Supernatant byl odebran a odpafen na SpeedVac

do sucha.

Odparek byl rozpustén v 1 ml 1% kyseliny octové a 15 min protifepavan. Vzorky byly
naneseny na aktivované Speed SPE Octadecyl C18/18% kolonky (Applied Separation)
pro zachyceni nepolarnich latek véetné auxini. Kolonky byly aktivovany 2 ml methanolu
a 2ml kyseliny octové o koncentraci 1 mol-I'. Po naneseni vzorku byly kolonky
proplachnuty 1 mol-I* kyselinou octovou. Nakonec byly vzorky vymyty 2 ml methanolu

a odpateny na SpeedVacu do sucha.

Pelet byl rozsuspendovan v 60 ul mobilni faze A (5% acetonitril, 0,1% kyselina
octova, pH 3,6). Vzorky byly separovany vysokotlakou kapalinovou chromatografii
(Shimadzu Nexera) na reverzni fazi na Cig koloné (Zorbax RRHD Eclipse Plus C18 2.1
mm i.d. x 150 mm, 1.8 um) spojené s fluorescencnim detektorem (JASCO) pii emisi 360
nm a excitaci pti 280 nm. Kolona byla promyvana linearnim gradientem mobilni faze A
a mobilni faze B (40% acetonitril, 0,1% kyselina octova, pH 3,6): 5-35 min — 0-65% B,
35-36 min — 65-100% B, 36-38 min — 100% B, 38-42 min 100-0% B; pritok
0,40 ml-min’%, teplota kolony 40 °C. Piky byly porovnany se standardy a koncentrace byla

odectena z plochy pikti za pouziti LabSolution softwaru (Shimadzu).
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4 VYSLEDKY

4.1 Efekt auxini a cytokinini na expresi genu v Claviceps purpurea

Claviceps purpurea rostouci 6 dni vtekutém mediu byla oSetiena iP resp. IAA
0 koncentraci 10 pmol-I" v mediu. Kontrolni vzorky byly o3etfeny stejnym objemem
DMSO. Po 24 hod kultivaci v pfitomnosti hormonu byla mycelia sesbirana. Z mycelii
byla vyizolovana RNA a ptepsana do cDNA. Byla provedena qPCR pro 6 vybranych
gend (Tab. 2), jejichz exprese byla vztazena ke dvéma provoznim geniim (CpGDP a
CpACT). Poté byly vybrany vzdy tfi nejvhodnéjsi replikaty, ze kterych byly pfipraveny
sekvena¢ni cCDNA knihovny, takze bylo vytvoieno celkem 9 cDNA knihoven. Knihovny
byly sekvenovany pomoci masivné paralelniho sekvenovani. Ze sekvenace bylo ziskano
celkem 102 247 400 paired-end readud, které byly namapovany na referenéni genom
Claviceps purpurea 20.1 s primérnym pfifazenim 63,33 %.

Po osetfeni cytokininem doslo pouze u 21 genti z predpokladanych 8 308 k vyznamné
zméné exprese (pvalue < 0,01), at’ uz byla zvy3end & snizena (viz Piilohy, Tab. 5). Zadny
ztéchto genli nicméné nevykazoval expresi dvakrat vyssi nebo nizs§i nez kontrola

(Log2FoldChange <-1 a>1). VétSina z téchto genti jsou necharakterizované proteiny.

Naproti tomu osetfeni auxinem mélo za nasledek vyznamnou (pvalue < 0,01) zménu
exprese 253 gent (viz Piilohy, Tab. 6). U vétsiny z nich byla exprese dvojnasobné vyssi
nebo nizsi nez kontrola (Log2FoldChange <-1 a >1). Mezi geny s vyznamn¢ zvySenou
expresi byly mimo jiné dva klastry, z nichz kazdy zahrnuje tii geny (CPUR 03761 az
CPUR_03763 a CPUR 00542 az CPUR_00544).

Ve druhém experimentu byly vzorky C. purpurea oSetfeny IAA-Asp resp. Trp
o koncentraci 10 umol-I* resp. 1 mmol-I! v mediu, v jejichz piitomnosti byla houba
Tab. 2 Zména exprese 6 vybranych gent ve vzorcich C. purpurea 20.1 oSetienych
isopentenyladeninem (iP), kyselinou indol-3-octovou (IAA), konjugatem IAA s aspartatem

(IAA-Asp) a tryptofanem. Vysledky byly ziskdny metodou qPCR. Exprese téchto gend byla
vztazena K provoznim genim CpGDP a CpACT.

iP I1AA IAA-Asp Trp
CpAEC 1,73 1,57 0,90 0,79
CpYUCCA 0,94 2,24 1,14 1,02
CPUR_00449 1,77 3,26 1,04 1,04
CPUR_00544 0,99 2,11 0,96 0,90
CPUR_03763 1,49 3,29 1,05 0,95
CPUR_06729 1,79 1,22 1,24 1,10
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kultivovana 24 hod. Stejné jako v pifedchozim experimentu byla provedena gPCR (Tab.
2), a poté byly vybrany tfi vhodné replikaty, z nichz byly piipraveny sekvenacni cDNA
knihovny. Ani v jednom z téchto vzorkt v§ak nebyly zjistény zadné vyznamné zmény

V expresi gentl.

4.2 Vylucovani auxini do media houbami Cp20.1 a ACpAEC

Houby Claviceps purpurea 20.1 a mutant ACpAEC s inaktivovanym genem
pro hypoteticky auxinovy transportér byly kultivovany v tekutém mediu po dobu 6 dni.
Poté k nim byla piidana IAA tak, aby jeji koncentrace v mediu ¢inila 30 umol-I* a houby
byly kultivovany dalsich 24 hod. Mycelia byla oddélena od media s pfidavkem auxinu
filtraci, diikladn& promyta a dana do nového media bez ptidavku hormonu. Cast mycelii
pfitom byla odebrana, aby bylo zjisténo, kolik auxinu houby absorbovaly. Pro sledovani
schopnosti hub vylu¢ovat auxin zpét do media byly sbirany vzorky media v ¢asovych
intervalech 0, 1, 2, 4, 6 a 8 hod. Vzorky media byly odebirany po 5 ml. Po 8 hod kultivace
v ¢istém mediu bylo nakonec sesbirano i zbylé mycelium, aby bylo zjisténo, jaké
mnozstvi auxinu v ném zustalo. Kultivace obou hub a odbéry vzorkii probihaly ve tfech
replikdtech. Media 1 mycelia byla lyofilizovana, byly znich vyizolovany auxiny a
kvantifikovany pomoci UPLC.

Vysledky analyzy jsou uvedeny v tabulkéach. Tab. 3 uvadi primérny obsah IAA a Trp
v myceliich oSetfenych auxinem. Hodnoty jsou uvedeny v pmol na 0,078 g suché hmoty
mycelia, coz bylo mnozstvi mycelia C. purpurea 20.1 a ACpAEC obsazeného
Vv kultiva¢ni bance. V experimentu byl zjiStovan i obsah I[AA-Asp, ten se vSak
v myceliich ani v mediich nevyskytoval. Pro porovnani byl obsah IAA a Trp méfen i
v myceliu C. purpurea 20.1 rostouci v mediu bez ptidavku auxinu. Toto auxinem
neoSetfené mycelium obsahovalo 3068+602,1 pmol Trp v 0,078 g mycelia. IAA byla
taktéz v myceliu detekovana, jeji mnozstvi vSak bylo pod mezi kvantifikace (obsah
Vv jednotkach pmol). Z tabulky je vidét, ze obsah Trp byl v myceliu wild typu C. purpurea
20.1 i mutanta ACpAEC po 24 hod kultivace v pfitomnosti IAA zvysSeny, a to pfiblizné
dvojnasobné oproti myceliu bez piidavku IAA. Po 8 hod kultivace v ¢istém mediu obsah
Trp v myceliu poklesl, ovSem jeho obsah byl stale o néco vyss$i nez v neoSetieném
myceliu. Je mozné, Ze pii delsi dobé kultivace by doslo k dalsimu vylu¢ovani Trp a jeho
obsah by poklesl na hladinu obsaZenou v neosetfeném myceliu. V pfipadé obsahu IAA

1ze vidét, ze mutant ACpAEC byl schopen ptijmout vyssi mnozstvi IAA nez WT. Ob¢
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Tab. 3 Obsah IAA (indol-3-octové kyseliny) a Trp v pmol na 0,078 g suché hmoty, coZ je
mnozstvi mycelia C. purpurea 20.1 a ACpAEC obsazeného v kultivaéni baice. Hodnoty jsou
pramérem ze tfech biologickych replikat, + vyjadfuje smérodatnou odchylku. Mycelia byla
odebrana pted vylu¢ovanim auxinu do ¢istého media (0 hod) a po 8 hod kultivace v tomto mediu.

Cp20.1 ACpAEC
hod Trp + IAA + Trp + IAA +
0 5909 151,3 512 149,4 5989 248,1 1459 874,5
8 3971 4311  n.Qq. 3658 347,6 n.d.

Tab. 4 Obsah IAA a Trp v mediu v pmol na objem media v baiice (v ¢ase 0 hod — 70 ml; v Case
8 hod — 45 ml). Hodnoty jsou prumérem ze tfech biologickych replikatd, + vyjadiuje smérodatnou
odchylku.

Cp20.1 ACpAEC
hod Trp + I1AA + Trp + 1AA +
5521 902,9 n.d. 6918 2659,7 n.d.

7801 1557,4 573 122,5 7423 2068,2 2360 660,0
8555 26179 615 203,7 8233 2200,7 2599  816,5
7365 1074,3 513 98,6 7400 27833 2113 9534
7055 1637,7 514 206,3 9994 15475 1538  197,0
7693 95,1 482 153,1 9551 1218,3 1452 3184

o oo ~ADNPEF O

houby pak v podstaté veskerou absorbovanou IAA vyloucily do media. V pfipadé¢ WT
bylo v myceliu po 8 hod detekovano malé nekvantifikovatelné mnozstvi IAA, u ACPAEC
nebyla IAA po 8 hod detekovéana viibec.

Tab. 4 ukazuje primérny obsah IAA a Trp v mediich bez ptidavku IAA, v nichz byla
kultivovana houba Cp20.1 resp. ACPAEC po osetieni IAA trvajicim 24 hod. Hodnoty
jsou uvedeny vpmol na objem media v bance. Protoze v prubéhu kultivace bylo
odebirano vzdy 5 ml media na analyzu, bylo v baiice na pocatku kultivace, tedy v Case
0 hod, 70 ml media, a na konci kultivace v ¢ase 8 hod zlistalo v barice 45 ml media. Obsah
Trp i IAA v ¢ase 0 hod Ize v podstaté povazovat za obsah téchto latek v Cistém mediu.
Trp je v ¢&istém mediu obsazen, jeho koncentrace se pohybuje kolem 6 nmol 1. Jeho
obsah v mediu v prib&hu kultivace v ¢istém mediu stoupa, takze jej houba do media
vylucuje.

TAA se vSak v ¢istém mediu nevyskytuje. V mediu byla namétena aZ po prvni hodiné
kultivace s houbou. Vzhledem k tomu, Ze jeji koncentrace v prub¢&hu dalsi kultivace nijak
vyrazn¢ nestoupa, ale stale se pohybuje na ptiblizné stejné hlading, je pravdépodobné, Ze

béhem prvni hodiny kultivace houba vyloucila do media v podstaté veskerou IAA.
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Konkrétni mnozstvi vyloucené IAA opét potvrzuje, ze mutant ACPAEC byl schopen

absorbovat vy$s§i mnozstvi tohoto hormonu nez WT.
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5 DISKUZE

5.1 Claviceps purpurea neodpovida na cytokininovy signal

Claviceps purpurea je schopna produkce cytokinini (Hinsch et al., 2015).
V experimentu, kdy byly CK pfidany do kultiva¢niho media axenické kultury této houby,
reagovala Claviceps na ptidavek hormont tak, Ze cytokininy absorbovala, a poté je zacala
metabolizovat. Metabolity se v mediu vyskytovaly uz po 24 hod od aplikace CK. Navic
Claviceps béhem kultivace v pfitomnosti CK produkovala dal$i cytokininy de novo
ve velmi velkém mnozstvi (Hlouskova, 2015). Také bylo zjisténo, ze mutant Acpp450
vykazuje hypersporulujici fenotyp, coz ukazuje, Ze cytokininy ovliviiuji vyvoj této houby
(Hinsch et al., 2015). Oba vyse uvedené piipady tedy naznacuji, ze C. purpurea reaguje
na cytokininovy signal. Proto byla provedena sekvenace celého transkriptomu houby,
ktera byla kultivovana 24 hod v prosttedi iP, aby bylo zjisténo, jestli houba vnima
cytokininovy signal a které geny na aplikaci cytokininu reaguji. Desetimikromolarni
koncentrace iP vmediu vSak nevyvolala zadné vyznamné zmény na urovni
transkriptomu, coz naznacuje, ze iP neaktivuje zadnou transdukéni drahu, ktera by vedla

k aktivaci nebo represi gent.

Aktivita enzymu tRNA-IPT, zapojeného v draze tvorby cytokinint z tRNA, a nasledna
tRNA degradace, je konzervovany mechanismus produkce cytokinini, a je také hlavni
drahou, ktera ptispiva k produkci cZ v Arabidopsis thaliana a Physcomitrella patens
(Miyawaki et al., 2006; Lindner et al., 2014). Homologni proteiny byly nalezeny ve vSech
zivych organismech kromé¢ archebakterii (Spichal, 2012), a tedy se nachazeji i ve vSech
fytopatogennich houbach. Je proto mozné, Ze cZ hraje pfi interakci patogenu s rostlinou
V houbé vyvolat vétsi zmeénu exprese nez iP, protoze mutant C. purpurea defektni
Vv tvorbé tZ vykazuje zménu fenotypu. To je ovSem malo pravdépodobné, protoze bylo
zjisténo, ze pii oSetfeni houby hormonem iP dochazi k jeho rapidni konverzi na tZ uz
po prvnim dni kultivace houby v pfitomnosti hormonu (Hlouskova, 2015). Je tedy
pravdépodobné, Ze i v experimentu popsaném v této praci, kdy byla houba oSetiena
hormonem iP, doslo k jeho pfemén¢ na tZ. Protoze vSak zadna vyznamna zména v expresi
genu v C. purpurea nebyla pozorovana, je pravdépodobné, ze iP ani tZ nevyvolavaji

V houb¢ zaddnou reakci na Grovni transkripce.
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5.2 Claviceps purpurea reaguje na auxinovy signal

Dale bylo zkoumano, jestli je Claviceps purpurea schopna néjak vnimat auxinovy signal.
Po 24 hod kultivaci houby v mediu s ptidavkem IAA byla provedena analyza celého
transkriptomu houby, a bylo zjisténo, Ze doslo ke vyznamnému (p-value < 0,01) zvySeni
exprese 87 genu, jejichZ exprese byla minimalné 2,5% vyssi oproti kontrole. To ukazuje,
ze na rozdil od cytokininu jsou auxiny pravdépodobné schopny regulovat genovou expresi

v C. purpurea.

Mezi geny se zvysSenou expresi byly také dvé skupiny gent, z nichz kazda zahrnovala
tfi geny lezici tésné vedle sebe. Tyto geny pravdépodobné tvoii malé klastry, které jsou
spole¢né regulovany auxiny. Prvni klastr, CPUR 03761 az CPUR 03763, zahrnuje tii
necharakterizované geny. Gen CPUR 03762.1 obsahuje ARID (AT-rich interaction
domain), ktera se vyskytuje v mnoha eukaryotickych transkripcnich faktorech
regulujicich bunéénou proliferaci, diferenciaci a vyvoj (Iwahara and Clubb, 1999). Je
zajimavé, ze v genomu Claviceps jsou kodovany dalsi dva paralogni geny (CPUR_08588
a CPUR _08354), které nemaji zadné orthology v rodu Saccharomyces, a dokonce ani
v rodu Fusaria, ktery je s rodem Claviceps blize piibuzny. Orthologni geny byly nalezeny
v houb¢ Ustilaginoidea virens, ktera zpusobuje chorobu ryze (smut disease), a také
v nékterych druzich rodu Metarhizium, které také produkuji namelové alkaloidy (Tanaka
etal., 2008; Kepler et al., 2012). V pozdni fazi infekce Claviceps, kdy jsou produkovany
namelové alkaloidy ve sklerociich, byla také pozorovana nadmérnd produkce auxind
(Vrabka, nepublikované vysledky). Je proto mozné, ze tento pravdépodobny transkripéni
faktor, ktery je aktivovan auxinem, je zahrnut v regulaci produkce namelovych alkaloidii.
Dalsi gen ztohoto klastru, gen CPUR 03763, koduje necharakterizovany protein.
V genomu Claviceps je taktéz zastoupen vicekrat, ale nema ortholog v rodech
Saccharomyces ani Aspergillus. To miize znamenat, ze tento protein ma specifickou roli
pfi interakci houby s hostitelskou rostlinou. Posledni gen tohoto klastru, CPUR_03761,
nejspis koduje zkraceny hypoteticky transkripéni faktor.

Druhy hypoteticky klastr zahrnuje geny CPUR 00542 az CPUR _00544. Gen
CPUR 00543 koduje obecny transkripéni faktor. Gen CPUR 00542 koéduje
pravdépodobné zkraceny protein modularniho komplexu, ktery pfedava regulacni signaly
z transkrip¢nich faktord, které se vazi na DNA, na RNA polymerasu II. Posledni gen,
CPUR_00544, je analogem k sorting nexin proteinu. Tyto proteiny jsou konzervovany

mezi eukaryoty a podili se na regulaci endocytosy a tfidéni proteinti. Vyskytuji se
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Vv cytoplasmé a mohou také asociovat s cytoplasmatickou membranou. Bylo zjisténo, Ze
v Arabidopsis thaliana se sorting nexin podili na transportu né¢kterych AEC transportéru
prostiednictvim systému endosomu (Jaillais et al., 2006). Aktivace tohoto proteinu
auxinem tedy muze hrat podobnou roli pfi kompartmentalizaci AEC v Claviceps.
U kvasinky Schizosaccharomyces pombe bylo zjisténo, ze homolog sorting nexinu je
odpovédny za spravné formovani membrany prekursort spor béhem sporulace (Koga
et al., 2004). Produkce auxint tedy mtiZze prostiednictvim tohoto procesu zahrnujiciho
aktivaci sorting nexinu pfispivat k procesu sporulace, podobné jako to délaji cytokininy

u Claviceps (Hinsch et al., 2015) a Dictyostelium discoideum (Anjard and Loomis, 2008).

5.3 Transport auxini v Claviceps purpurea

Genom Claviceps purpurea obsahuje gen (CPUR _008219) kodujici protein s vysokou
homologii ke skupiné PILS proteind, které patii do skupiny transportéri sekretujicich
auxin (auxin efflux carrier, AEC). Podobné jako je tomu u rostlinnych PILS transportért
(Barbez et al., 2012), ACpAEC je pravdépodobné také lokalizovan v bunce na struktufe
pfipominajici endoplasmatické retikulum (Vrabka, nepublikované vysledky).

Aby bylo zjisténo, jak tento protein ovliviiuje vyluCovani auxinu ven z bunky, byl
mutant ACpAEC kultivovan v pfitomnosti IAA 24 hod, a poté byl dan do Cistého media,
kde byla sledovana koncentrace vylou¢eného auxinu v ¢ase. Stejny postup byl proveden
i swild typem C. purpurea 20.1. Bylo zjisténo, ze ACpAEC je schopen vstiebat vice
auxinu nez WT, coZ je mozna zptusobeno tim, ze WT v prubéhu kultivace v pritomnosti
auxinu absorbovany auxin v urcité mife zase vylu¢oval zpatky do media, a tedy v myceliu
zlstalo auxinu méng, zatimco mutant s knockoutovanym auxinovym transportérem si

vétsinu pohlceného auxinu v myceliu ponechal.

Béhem prvni hodiny kultivace Vv ¢istém mediu vSak byla vétSina auxinu z mycelii
vyloucena ven u obou hub. Je mozné, Ze obdobny experiment, v némz by byly vzorky
media odebirany Vv kratSich ¢asovych intervalech v prub&éhu prvni hodiny kultivace, by
ukézal néjaké rozdily mezi vylucovanim auxinu z WT a mutanta ACpAEC. WT, ktery
ma transportér pro auxin, by mohl auxin vylucovat rychleji nez mutant s deletovanym
transportérem, pokud by tento transportér fungoval jako transportér pro sekreci auxinu
ven z bunky. Pokud by protein AEC fugoval podobné¢ jako PILS, coz je orthologni protein
pro transport auxint u Arabidopsis thaliana, transportoval by IAA do ER a mohli bychom

pozorovat vétsi zadrzovani auxinu v bunce.
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Bylo také zjisténo, ze kultivace houby v pfitomnosti auxinu méla za nésledek zvyseni
koncentrace Trp vmyceliu, a po umisténi houby do ¢istétho media dochazelo
k jeho vylu¢ovani do media. Je mozné, ze IAA aktivovala n&jakou drahu pfiispivajici
k vzniku Trp v myceliu C. purpurea 20.1 i mutanta ACpAEC. Pti analyze transkriptt
v houbé¢ C. purpurea 20.1 oSetfené IAA vSak zadny zvySeny biosynteticky gen pro Trp
nalezen nebyl. Doslo ovSem ke zvySeni exprese mnoha necharakterizovanych proteinti a

je mozné, ze se nekteré z nich se na biosyntéze Trp podili.
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6 ZAVER

V teoretické c¢asti této diplomové praci byla vypracovdna literarni reSerSe na téma
Claviceps purpurea, auxiny a cytokininy, konkrétné jejich biosyntéza, signalni drahy a
role téchto hormont ve fytopatogennich organismech, a v posledni ¢asti byla popsana

metoda masivné paralelniho sekvenovani.

V praktické casti byly pripraveny sekvenacni cDNA knihovny houby C. purpurea
osetfené cytokininem isopentenyladeninem a auxinem kyselinou indol-3-0ctovou.
Knihovny byly sekvenovany pomoci masivné paralelniho sekvenovani. Bylo zjisténo, Ze
oSetfeni iP nevyvolalo v houbé Zadnou vyznamnou zménu v expresi genti, houba tedy
na cytokininovy signal nereaguje. Naproti tomu oSetieni auxinem meélo za nasledek
vyznamné zvySeni Ci snizeni exprese 253 genil, coz ukazuje, ze C. purpurea aktivné
vnim4 auxinovy signal. Mezi geny se zvySenou expresi byl i gen CPUR 00544 kodujici
analog nexinu. Protein nexin je zapojeny pii vesikularnim transportu. Jeho funkce
v C. purpurea muze souviset s kompartmentalizaci auxinovych transportérii. Auxinova
regulace nexinu také muze ptispivat k ovlivnéni procesu sporulace, podobné jako to
u Claviceps délaji cytokininy.

Pii porovnavani transportu auxinu v houbé Claviceps purpurea 20.1 a mutantovi
ACpAEC s inaktivnim hypotetickym auxinovym transportérem bylo zjiSténo, Ze mutant
absorbuje vice auxinu nez WT, pravdépodobné proto, zZe neni schopen regulovat sekreci
auxinu zpét do media. To, jestli a jak se lisi rychlost vylu¢ovani auxinu do media

v myceliich WT a ACpAEC, se zatim zjistit nepodafilo.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D
4-CI-1AA
ABCB
ABP1
AEC
AFB
AMI1
ARF
Aux/1AA
AUX1/LAX
CBP1
CK

CRF

cZ

DHZ
DMAPP
DMSO
ER

HK
HMBDP
HP
HPLC
CHASE
IAA
IAA-Asp
IAAld
IAM
IAN
IAOX
IBA

iP
iIPRMP
IPT
IPYA
LOG
MelAA
NAA
NIT
PAA
PILS
PCR
RIC1
ROP

RR

SCF
SKP2A
TAA
TIR1

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
4-chlor-indol-3-octova kyselina
ATP-Binding Cassette Subfamily B protein
Auxin Binding Proteinl

Auxin Efflux Carrier

Auxin Signalling F-box protein

amidasa

Auxin Response Factor
Auxin/Indol-3-Acetic Acid protein

Auxin Resistantl/Like AUX1

C-Terminal Peptide-Binding Proteinl
cytokinin

Cytokinin Response Factors

cis-zeatin

dihydrozeatin

dimethylallyldifosfat

dimethylsulfoxid

endoplasmatické retikulum

Histidine Kinase
hydroxymethylbutenyldifosfat

Histidine Phosphotransfer

vysokoucinna kapalinova chromatografie
Cyclases/Histidine Kinases-Associated Sensing Extracellular
kyselina indol-3-octova

konjugat kyseliny indoloctové a aspartatu
indol-3-acetaldehyd

indolacetamin

indol-3-acetonitril

indolacetaldoxim

indol-3-maselna kyselina
isopentenyladenin
isopentenyladenosinmonofosfat
isopentenyltransferasa
indol-3-pyrohroznova kyselina

,Lonely guy*, enzym s fosforibohydrolasovou aktivitou
methylester indol-3-octové kyseliny
1-naftyloctova kyselina

nitrolasa

fenyloctova kyselina

PIN-Likes proteiny

Polymerase Chain Reaction, polymerasova fetézova reakce
ROP-Interactive Crib Motif-Containing Protein
RHO-Like GTPases Of Plants

Response Regulators

Skp1-Cullin-F-box

S-Phase Kinase-Associated Protein 2A
tryptofanaminotransferasa

Transport Inhibitor Responsel receptor
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TMK Transmembrane Kinase

tZ trans-zeatin

UPLC ultrati¢inna kapalinova chromatografie
WT wild type, nemutovany organismus
YUCCA enzym flavinmonooxygenasa
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9 PRILOHY

Tab. 5 Vysledky sekvenac¢nich dat vzorkt C. purpurea osetienych iP o koncentraci 10 pmol-I"t v mediu. Vysledky byly ziskany ze tfi nezavislych replikatd a
porovnany s kontrolni houbou osetfenou DMSO. V tabulce jsou uvedeny pouze hodnoty s pvalue < 0,01. Gen — ¢islo genu v databazi; baseMean — relativni
pocet transkriptll; log2FoldChange — zména exprese, kladna hodnota znaci zvySeni, zaporna znaci snizeni exprese, po odlogaritmovani ziskdme informaci,
kolikrat byla exprese zménéna; pvalue — statisticka hodnota — t-test.

gen baseMean log2FoldChange pvalue anotace
CPUR_01210.1 643 0,80344026  0,000324  related_to_dnasel protein
CPUR_08330.1 51 -0,62398550 0,000624  uncharacterized_ protein
CPUR_04099.1 1957 -0,64907987 0,003676  uncharacterized_protein
CPUR_06441.1 55812 0,63887962 0,003802  uncharacterized_protein
CPUR_08635.1 367 -0,63842062 0,003885 uncharacterized_protein
CPUR_05870.1 27 -0,48728633 0,004134  uncharacterized_protein
CPUR_03108.1 12 0,53407065 0,005394  uncharacterized_protein
CPUR_03093.1 587 0,61699416 0,005765  uncharacterized_protein
CPUR_04923.1 120 -0,52103974 0,005946  uncharacterized_protein
CPUR_07554.1 42 0,44563907 0,008765  uncharacterized_protein
CPUR_08722.1 19870 0,53731951 0,009546  clock-controlled_pheromone_ccg-4 precursor
CPUR_00685.1 50 0,56593191 0,009761 related_to_hsp70_protein
CPUR_00685.1 50 0,56593191 0,009761 related_to_hsp70_protein
CPUR_02916.1 79 -0,54586779  0,010451  uncharacterized_protein
CPUR_02570.1 197 -0,52874651 0,010930  uncharacterized_protein
CPUR_05375.1 573 -0,56669005 0,011028  uncharacterized_protein
CPUR_06762.1 3105 -0,41969880 0,011341  Carboxyphosphonoenolpyruvate phosphonomutase
CPUR_04100.1 1559 -0,55703286 0,011618  uncharacterized_protein
CPUR_05919.1 295 0,55762844 0,012550 related_to_integral_membrane protein PTH11
CPUR_05542.1 446 0,55159872  0,013431  uncharacterized_protein
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Tab. 6 (str. 66 — 75) Vysledky sekvenaénich dat vzorki C. purpurea osetfenych IAA o koncentraci 10 pmol-It v mediu. Vysledky byly ziskany ze tii nezavislych
replikatl a porovnany s kontrolni houbou o$etifenou DMSO. V tabulce jsou uvedeny pouze hodnoty s pvalue < 0,01. Gen — ¢islo genu v databazi; baseMean —
relativni pocet transkriptil; log2FoldChange — zména exprese, kladna hodnota znaci zvySeni, zaporna znaci sniZzeni exprese, po odlogaritmovani ziskame
informaci, kolikrat byla exprese zménéna; pvalue — statisticka hodnota — t-test.

gen baseMean log2FoldChange pvalue anotace
CPUR_00544.1 5011 1,90246689 0,000179 Related_to_vacuolar_protein_sorting-associated_protein_VPS5
CPUR_00109.1 160 1,54766899 0,000215 Related _to_S-adenosylmethionine:diacylglycerol_3-amino-3-carboxypropyl_transferase
CPUR_08626.1 38 1,77451898 0,000259  Transposase
CPUR_08766.1 46 1,87041160 0,000283 uncharacterized_protein
CPUR_05113.1 397 1,51995690 0,000365  uncharacterized_protein
CPUR _05713.1 310 1,29287056  0,000398  uncharacterized_protein
CPUR_08840.1 30 1,68759971 0,000401  uncharacterized_protein
CPUR _04923.1 45 -1,81184802 0,000404  uncharacterized_protein
CPUR_05176.1 2814 1,70742794  0,000487  Sphingolipid_long_chain_base-responsive_protein PIL1
CPUR _03761.1 126 1,67015234 0,000589  Transcription_factor TFIID_complex_subunit Taflll
CPUR_08594.1 167 1,62080756  0,000735 uncharacterized_protein
CPUR_07730.1 33 -1,75513186 0,000737  uncharacterized_protein
CPUR_08868.1 513 1,27605867 0,000752  uncharacterized_protein
CPUR_01288.1 242 1,71670773 0,000881 related to SUC2 - invertase (sucrose_hydrolyzing_enzyme)
CPUR_03795.1 3230 1,44177157 0,000945  Amine_oxidase_
CPUR_04520.1 2710 1,35632771 0,000949 MRT,;_a raffinose_family_of oligosaccharides_transporter
CPUR_08853.1 3503 1,71037096 0,000949  Transposase_InsO_and_inactivated derivatives
CPUR_08853.1 3503 1,71037096 0,000949  Transposase
CPUR_07408.1 648 -1,67360348 0,000954  probable_SIT1 - Transporter_of the_bacterial_siderophore_ferrioxamine_B
CPUR_04961.1 160391 1,64244000 0,001011  Heat_shock_protein_101_
CPUR_08033.1 842 1,60233591 0,001041  related_to PCF11_component_of pre-mRNA_3"-end_processing_factor CF |
CPUR_05030.1 20755 1,69491051 0,001044  uncharacterized_protein
CPUR_00675.1 97 1,59028172 0,001046  Uncharacterized_vacuolar_membrane_protein_YJR054W
CPUR_00601.1 151 1,48128969 0,001124  uncharacterized_protein
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gen baseMean log2FoldChange pvalue anotation
CPUR_00835.1 42 1,56793239 0,001156  uncharacterized_protein
CPUR _08266.1 1307 1,61993770 0,001214  uncharacterized_protein
CPUR_02942.1 2135 1,45109376 0,001280  Protein_ MPE1
CPUR _08203.1 84 -1,65176739 0,001315 uncharacterized_protein
CPUR_08604.1 639 1,32253137 0,001315 uncharacterized_protein
CPUR_00382.1 272 -1,65452272  0,001375 SET_domain-containing_protein_(function_unknown)
CPUR_04127.1 268 1,58568430 0,001442  Aminoglycoside_phosphotransferase_(Fragment)
CPUR _04563.1 101 -1,50249259 0,001665  Vitamin_B6_transporter, putative
CPUR_06189.1 64 1,61641490 0,001675  uncharacterized_protein
CPUR _03636.1 195 1,60731114 0,001753  related_to WD _repeat_protein WDR6
CPUR_03636.1 195 1,60731114 0,001753  related_to_WD_repeat_protein_WDR6
CPUR _03636.1 195 1,60731114 0,001753  related_to WD _repeat_protein WDR6
CPUR_03636.1 195 1,60731114 0,001753  related_to_WD_repeat_protein_ WDR6
CPUR_05675.1 29 1,51809142 0,001808 related to_ferric-chelate_reductase
CPUR_05675.1 29 1,51809142 0,001808 related to_ ferric-chelate_reductase
CPUR _05613.1 962 1,61640139 0,001841  Chromosome_segregation_ ATPase
CPUR_02355.1 4 1,57501182 0,001936  uncharacterized_protein
CPUR_03763.1 405 1,54429921 0,001961 uncharacterized_protein
CPUR_08530.1 116 1,50101031 0,001966  uncharacterized_protein
CPUR_04831.1 79 1,59575062 0,002083  uncharacterized_protein
CPUR_00032.1 2025 1,53168870 0,002173  uncharacterized_protein
CPUR_06814.1 2438 1,48156414 0,002213  uncharacterized_protein
CPUR _03478.1 1353 1,22577290 0,002301  uncharacterized_protein
CPUR_06524.1 3132 1,56806152 0,002363  Swim_zinc_finger_domain_protein_
CPUR _07614.1 2878 1,12584610 0,002387  uncharacterized_protein
CPUR_08515.1 174 1,52535494  0,002399  uncharacterized_protein
CPUR_03762.1 239 1,45951706 0,002585  uncharacterized_protein
CPUR_01280.1 64 1,48013135 0,002602  uncharacterized_protein
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gen baseMean log2FoldChange pvalue anotation
CPUR_02019.1 78 -1,55290661 0,002663  uncharacterized_protein
CPUR_05797.1 155 1,41941166 0,002718  uncharacterized_protein
CPUR_05797.1 155 1,41941166 0,002718  uncharacterized_protein
CPUR _01625.1 10539 1,40879656 0,002729  uncharacterized_protein
CPUR_00136.1 2840 1,45402407 0,002759  related_to_Ca2+/H+-exchanging_protein, vacuolar
CPUR_00737.1 49 1,51672512 0,002787  uncharacterized_protein
CPUR_02118.1 17 -1,54774816 0,002797  Ubiquinone/menaquinone_biosynthesis_C-methylase_UbiE
CPUR_00839.1 155 1,39093578 0,002800 uncharacterized_protein
CPUR_07457.1 29 1,45593842 0,002912  Thaumatin_family_protein_
CPUR _04843.1 1133 1,48772892 0,002993  related_to_epoxide hydrolase
CPUR_08597.1 292 1,25469764 0,003213 related_to_antiviral_protein_and_putative_helicase
CPUR_00838.1 120 1,38863359 0,003245 uncharacterized_protein
CPUR_08767.1 4166 1,41714407 0,003271  uncharacterized_protein
CPUR _03527.1 156 1,33079973 0,003290 related to_fructosyl amino_acid_oxidase
CPUR_02406.1 578 1,41202086 0,003296  SAGA-like_transcriptional_regulatory_complex_subunit_Spt3
CPUR_02392.1 72 -1,31035582  0,003349  related to_phosphomevalonate_kinase
CPUR_03150.1 41 1,49411634 0,003372  uncharacterized_protein
CPUR_08593.1 241 1,44159024 0,003393  uncharacterized_protein
CPUR_04938.1 43 1,33566808 0,003435 probable_alpha-L-arabinofuranosidase
CPUR_08086.1 171 1,46523559 0,003545 uncharacterized_protein
CPUR_04026.1 61 -1,51069098 0,003570  probable_carboxypeptidase
CPUR_00543.1 14973 1,51094685 0,003626  Putative_transcription_initiation_factor TFIID_100kDa
CPUR_00543.1 14973 1,51094685 0,003626  Putative_transcription_initiation_factor TFIID_100kDa_
CPUR_00543.1 14973 1,51094685 0,003626  Putative_transcription_initiation_factor_TFIID_100kDa_
CPUR_00543.1 14973 1,51094685 0,003626  Putative_transcription_initiation_factor TFIID_100kDa_
CPUR_04499.1 23447 1,31754251 0,003647  uncharacterized_protein
CPUR _01747.1 20527 1,45442251 0,003787  related_to_AP-1-like_transcription_factor
CPUR_05947.1 243 1,38015526  0,003912  Aquaglyceroporin_

68



gen baseMean log2FoldChange pvalue anotation
CPUR_05428.1 5 1,47935761 0,003916 probable_scytalone dehydratase
CPUR _02648.1 226435 1,34078111 0,003974  probable_heat shock_protein_70_(hsp70)
CPUR_08855.1 1773 1,28109841 0,004010  uncharacterized_protein
CPUR _08795.1 194 1,13542411 0,004079  uncharacterized_protein
CPUR_05114.1 572 1,10699783 0,004143  uncharacterized_protein
CPUR _05810.1 571 -1,43015170 0,004212  Sulfate_permease_Il_
CPUR_01365.1 163 1,09819773  0,004219  uncharacterized_protein
CPUR _08783.1 9 -1,47884439 0,004301 uncharacterized_protein
CPUR_08783.1 9 -1,47884439  0,004301  uncharacterized_protein
CPUR_03996.1 210 1,34543799 0,004395 related to_receptor-like_protein_kinase 5 precursor
CPUR_03996.1 210 1,34543799 0,004395  related_to_receptor-like_protein_kinase_5_precursor
CPUR_03996.1 210 1,34543799 0,004395 related to_receptor-like_protein_kinase_5_ precursor
CPUR_07998.1 17785 1,26789591  0,004440  Heat_shock protein_78_
CPUR_05970.1 452 1,26435990 0,004642  related_to_aspergillopepsin_Il_precursor
CPUR_05712.1 270 1,11269440 0,004657 MFS_family_permease
CPUR _05712.1 270 1,11269440 0,004657  Predicted_arabinose_efflux_permease, MFS_family
CPUR_04655.1 2493 1,19775705 0,004684 EST/SMG-like_protein_1
CPUR _08326.1 225 1,26114018 0,004833 Chromosome_segregation_ ATPase
CPUR_05686.1 253 -1,13284403 0,004900 Metal-dependent_hydrolase, _endonuclease/exonuclease/phosphatase_family
CPUR_03213.1 122 1,31061825 0,004919 uncharacterized_protein
CPUR_02038.1 12801 1,36854224  0,005044  Vipl_
CPUR_04959.1 564 1,40344627 0,005105 Amino_acid/polyamine_transporter |
CPUR _06133.1 10 1,45596817 0,005117 related_to_xyloglucan_endo-transglycosylase-like _protein
CPUR_01272.1 238571 1,36255375 0,005234  probable_heat_shock_protein_30
CPUR_06002.1 135 -1,11615684 0,005251 related_to_pyrazinamidase/nicotinamidase
CPUR_03826.1 2814 1,32747773  0,005262  uncharacterized_protein
CPUR_01749.1 31 1,43101181 0,005306 uncharacterized_protein
CPUR_07074.1 119 -1,39673354  0,005409  Carbonic_anhydrase_
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gen baseMean log2FoldChange pvalue anotation
CPUR_01281.1 1441 1,23901981 0,005536  uncharacterized_protein
CPUR_01559.1 4636 1,37198626 0,005583  probable_Ca2+-transport (H+/Ca2+_exchange) protein
CPUR_02748.1 376 -1,28028401 0,005600  uncharacterized_protein
CPUR_02085.1 11891 1,41523237 0,005627  uncharacterized_protein
CPUR_03275.1 247749 1,37760012 0,005636  probable_heat_shock_protein_30
CPUR_00298.1 34 -1,40451840 0,005694  uncharacterized_protein
CPUR_08874.1 28626 1,39633956 0,005711  uncharacterized_protein
CPUR _08144.1 957 1,41093849 0,005807 related to_choline_monooxygenase
CPUR_06377.1 932 1,29455240 0,006073  uncharacterized_protein
CPUR _01282.1 352049 1,37064365 0,006178  probable_heat shock_protein_30
CPUR_08838.1 72045 1,39984078 0,006216  Nadp-specific_glutamate_dehydrogenase
CPUR_02354.1 1010 1,35202470  0,006220  related_to_CSI2_protein
CPUR_04128.1 4655 1,31047965 0,006273  related_to_interferon-regulated_resistance_GTP-binding_protein
CPUR_05463.1 21 1,41493910 0,006316 related to N-glycosyltransferase
CPUR_01897.1 989 1,13017602 0,006326  uncharacterized_protein
CPUR_05792.1 44 1,40499421 0,006363  uncharacterized_ protein
CPUR_00092.1 2522 -1,35847677 0,006365  uncharacterized_protein
CPUR_02157.1 36 1,29952082 0,006474  uncharacterized_protein
CPUR _04421.1 521 1,23229585 0,006613  Anthranilate_phosphoribosyltransferase_
CPUR_03915.1 1566 1,33790125 0,006701  related_to RADS57_protein
CPUR_02583.1 296 -1,20751597 0,006739  related_to_non-ribosomal_peptide_synthetase
CPUR_02583.1 296 -1,20751597 0,006739  related_to_non-ribosomal_peptide_synthetase
CPUR_02583.1 296 -1,20751597 0,006739  related_to_non-ribosomal_peptide_synthetase
CPUR_00465.1 849 1,39865395 0,006846  uncharacterized_protein
CPUR_08833.1 21936 1,30790145 0,006886  uncharacterized_protein
CPUR_02795.1 267 -1,32733267 0,007086  related_to_gamma-butyrobetaine,2-oxoglutarate_dioxygenase
CPUR _08743.1 39 1,38982614 0,007086  uncharacterized_protein
CPUR_01808.1 529 1,10142937 0,007228  uncharacterized_protein
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gen baseMean log2FoldChange pvalue anotation

CPUR_03131.1 113 -1,26294839 0,007255  related _to_general amino_acid_permease

CPUR _01287.1 35 1,34244629 0,007291 related to_chitin_synthase

CPUR_04498.1 50 1,14765768 0,007300  uncharacterized_protein

CPUR _03646.1 12 1,37572494  0,007302  uncharacterized_protein

CPUR_04521.1 110 1,12862841 0,007392  related_to_pisatin_demethylase_(cytochrome_P450)
CPUR_05906.1 532 0,99436152 0,007465  uncharacterized_protein

CPUR_03913.1 295 1,18277213 0,007784  uncharacterized_protein

CPUR _02129.1 43 -1,36679304 0,007796  uncharacterized_protein

CPUR_03714.1 43 -1,35520390 0,007891  uncharacterized_protein

CPUR _08832.1 512 1,13562563 0,007942  uncharacterized_protein

CPUR_00466.1 1150 1,30887546 0,008395  Mitochondrial_import_inner_membrane_translocase_subunit_tim23_
CPUR _08758.1 26 1,31542490 0,008418 uncharacterized_protein

CPUR_03803.1 131 1,14114726  0,008493  uncharacterized_protein

CPUR_03276.1 4539 1,32915823 0,008551  DNA_repair_protein_RAD51 _

CPUR_07320.1 1850 1,24427363  0,008553  uncharacterized_protein

CPUR _03277.1 1671 1,18763263 0,008582  uncharacterized_protein

CPUR_06527.1 52 -1,36202914 0,008633  related_to_hsp70_protein

CPUR_06527.1 52 -1,36202914 0,008633  related _to_hsp70_protein

CPUR_06915.1 55 -1,30405830 0,008670  uncharacterized_protein

CPUR_00793.1 124 -1,09461656 0,008703  related to_tyrosinase_precursor

CPUR_00294.1 484 1,32498193 0,008765 Isoleucyl-tRNA_synthetase

CPUR_08228.1 354 -1,12026309 0,008897  Citrate_synthase_

CPUR_06026.1 11 -1,34048694  0,009025 uncharacterized_protein

CPUR_03863.1 5554 1,17674968 0,009106  uncharacterized_protein

CPUR_03885.1 176 1,26730356  0,009211  related to_mouse KIN17_protein

CPUR_02560.1 708 1,07824650 0,009214  uncharacterized_protein

CPUR_05764.1 9861 1,14760821 0,009250 related to_quinate_transport_protein
CPUR_04275.1 6169 1,18659582  0,009279  related_to_mismatched_base_pair_and_cruciform_dna_recognition_protein
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CPUR_00452.1 724 1,07531804 0,009793  uncharacterized_protein
CPUR _01180.1 501 1,11242932 0,009897 related_to_nitrate_assimilation_regulatory protein_nirA
CPUR_03410.1 16019 1,11939658 0,009928  probable_ RCO3 - probable_glucose_transporter
CPUR _05992.1 134 1,19310790 0,010010 uncharacterized_protein
CPUR_05535.1 296 1,15227114  0,010079  related_to_myosin_regulatory_light_chain_1
CPUR _00394.1 2639 1,26200074 0,010106 SNARE_complex_subunit_protein_
CPUR_04271.1 45 1,25053095 0,010294  uncharacterized_protein
CPUR _07733.1 449 1,08815578 0,010399  uncharacterized_protein
CPUR_03108.1 6 1,32961727 0,010503  Necrosis-and_ethylene-inducing_protein
CPUR _07682.1 93 -1,22777734  0,010510 related to_diacylglycerol_pyrophosphate_phosphatase DPP1
CPUR_05458.1 17 1,31007982 0,010624  uncharacterized_protein
CPUR_03560.1 36 -1,24065988 0,010706  uncharacterized_protein
CPUR_02633.1 76999 1,27117788 0,010917  retrotransposon_HobS_ hobase
CPUR_00369.1 39 1,29125106 0,010990 uncharacterized_protein
CPUR_07212.1 11 1,31660880 0,011065 uncharacterized_protein
CPUR _01181.1 310 1,19843579 0,011078  related_to NAD(P)H-dependent_oxidoreductase
CPUR_08353.1 101 -1,31856047 0,011121  uncharacterized_protein
CPUR_08595.1 350 0,97376017 0,011183  uncharacterized_protein
CPUR_00183.1 39 1,23288367 0,011248  related_to_trichodiene_oxygenase_cytochrome_P450
CPUR_02627.1 404 1,14437487 0,011323  uncharacterized_protein
CPUR_07333.1 68 -1,16016032  0,011429 related_to_integral_membrane_protein
CPUR_06342.1 17 1,29591022 0,011432 uncharacterized_protein
CPUR_00343.1 9 -1,31070831 0,011450 uncharacterized_protein
CPUR_00873.1 221 1,01727743 0,011494  uncharacterized_protein
CPUR_00559.1 215 -1,25406790 0,011572  uncharacterized_protein
CPUR_00540.1 1462 0,92444335 0,011810 Fumarate_hydratase_
CPUR_01254.1 43 -1,24776647 0,011818  uncharacterized_protein
CPUR_05862.1 64372 0,93442427 0,011835  uncharacterized_protein
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CPUR_05856.1 109 -1,26699451 0,011885  uncharacterized_protein
CPUR _03201.1 34 -1,23841016  0,011927  uncharacterized_protein
CPUR_08632.1 77 -1,17726388 0,012003  Ketosteroid_isomerase-related_protein
CPUR _04215.1 598 1,22853834 0,012024  Putative_kinetochore_protein_ndc-80_
CPUR _06235.1 329 1,10457945 0,012038  ANK-repeat_protein_ MBP1_
CPUR_06235.1 329 1,10457945 0,012038  ANK-repeat_protein_MBP1_
CPUR _06235.1 329 1,10457945 0,012038  ANK-repeat_protein_ MBP1 _
CPUR_06235.1 329 1,10457945 0,012038  ANK-repeat_protein_MBP1_
CPUR _06235.1 329 1,10457945 0,012038  ANK-repeat_protein_ MBP1 _
CPUR _04518.1 1282 0,92143743 0,012074  probable_alpha-glucosidase (maltase)
CPUR_04518.1 1282 0,92143743 0,012074  probable_alpha-glucosidase_(maltase)
CPUR_05120.1 127 1,11474532 0,012156  uncharacterized_protein
CPUR_05219.1 70 1,21701205 0,012223  uncharacterized_protein
CPUR_00085.1 908 1,23479580 0,012253  uncharacterized_protein
CPUR_01644.1 8 1,30261013  0,012269  uncharacterized_protein
CPUR _03138.1 35 1,17576670 0,012470  uncharacterized_protein
CPUR_00125.1 542 1,20029332  0,012490 related to_aldehyde_dehydrogenase
CPUR_03116.1 557 1,09659678 0,012592  probable_benzoate_4-monooxygenase_cytochrome P450
CPUR_03116.1 557 1,09659678 0,012592  probable_benzoate_4-monooxygenase_cytochrome_P450
CPUR_04088.1 12 1,29493297 0,012708 uncharacterized_protein
CPUR_00296.1 120 1,26651071  0,012769  uncharacterized_protein
CPUR_02059.1 262 -1,27699480 0,012903  related_to_flavonol synthase-like protein
CPUR_00840.1 276 1,13175981 0,012983  uncharacterized_protein
CPUR_04063.1 72 -1,14246237 0,013088  Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_01045.1 1601 1,21272525 0,013089  uncharacterized_protein
CPUR_02967.1 131 0,93925811 0,013110 uncharacterized_protein
CPUR_00512.1 1004 1,03357408 0,013141  probable_ser/thr_protein_phosphatase
CPUR_02570.1 77 -1,25052482  0,013246  Methylase_of_polypeptide_chain_release_factors
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CPUR_03204.1 24 -1,22399555 0,013300  uncharacterized_protein

CPUR_07026.1 11 -1,28273705 0,013469  Beta-xylosidase

CPUR_00751.1 804 1,28135377 0,013543  probable_acetylxylan_esterase_precursor

CPUR _02153.1 377 -1,16689291 0,013769  uncharacterized_protein

CPUR_02153.1 377 -1,16689291 0,013769  uncharacterized_protein

CPUR _03117.1 146 1,16939807 0,013813 related to_quinate_transport_protein
CPUR_03212.1 199 1,18173900 0,013855  uncharacterized_protein

CPUR _07729.1 33 -1,23294901 0,013882  uncharacterized_protein

CPUR_01623.1 80 1,12265592  0,014007  uncharacterized_protein

CPUR _08014.1 379 1,05301449 0,014100  Sugar_phosphate_permease

CPUR_05875.1 75 -1,19508086 0,014113  probable_delta3,5-delta2,4-dienoyl-CoA_isomerase_precursor_(echl)
CPUR _05542.1 208 1,00188090 0,014135 uncharacterized_protein

CPUR_05098.1 77 1,03482798 0,014138 related_to_allantoate_permease

CPUR_00393.1 1559 1,10409477 0,014158 related _to SCD6 - suppressor_of clathrin_deficiency
CPUR_04255.1 4231 1,18482372 0,014249  Calcipressin_family_protein_

CPUR _01736.1 38 -1,20844673 0,014303  related_to_ethanolamine_kinase
CPUR_05840.1 2101 1,21388478 0,014391  uncharacterized_protein

CPUR_03118.1 6748 0,92703262 0,014443  MFS_quinate_transporter_

CPUR_00621.1 10 -1,27017048 0,014575  related_to_plant_dihydroflavonol-4-reductases
CPUR_08733.1 331 1,24511330 0,014608 uncharacterized_protein

CPUR_04943.1 5451 1,14045677 0,014614  uncharacterized_protein

CPUR_08695.1 10 1,26535424  0,014805 uncharacterized_protein

CPUR_05531.1 684 1,07864835 0,014829 Related_to_polyadenylation_factor | _subunit_2
CPUR_05531.1 684 1,07864835 0,014829  Related_to_polyadenylation_factor_|_subunit_2
CPUR_05531.1 684 1,07864835 0,014829  Related_to_polyadenylation_factor | _subunit_2
CPUR_05531.1 684 1,07864835 0,014829  Related_to_polyadenylation_factor_|_subunit_2
CPUR_05531.1 684 1,07864835 0,014829  Related_to_polyadenylation_factor | _subunit_2
CPUR_05531.1 684 1,07864835 0,014829  Related_to_polyadenylation_factor_I_subunit_2
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CPUR_05116.1 20 1,26657653 0,014842  uncharacterized_protein
CPUR _05878.1 1979 0,98157309 0,014875  uncharacterized_protein
CPUR_08863.1 132 -1,10235653 0,014882  uncharacterized_protein
CPUR_06659.1 59 -1,09147256  0,014913  uncharacterized_protein
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