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Abstrakt

Claviceps purpurea patii mezi tzv. namelové houby, které parazituji na vice nez
600 jednodéloznych rostlinach, zejména na zité, pSenici a jeCmeni. Tato houba je
biotrofnim parazitem, ale na rozdil od ostatnich biotrofii miuze byt kultivovana
v axenické kultufe. Vzhledem Kktomu, Ze napadena hostitelska tkan nevykazuje
hypersenzitivni reakci ani zvySenou tvorbu reaktivnich forem kysliku, je mozné, ze se
tato houba snazi béhem infekce maskovat a napodobit rostlinné pletivo. Tato prace
se zabyvd studiem ptedpoklddaného auxinového pienasece CpAUX, ktery byl
identifikovan v sekvenci transkriptomu C. purpurea a ktery vykazuje homologii
s rostlinnymi PIN proteiny.

V teoretické Casti této prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma biologie
C.purpurea a na téma rostlinnych hormoni auxinii se zaméfenim na auxiny
U houbovych organismid. V experimentalni casti byly provedeny transformace
C. purpurea 20.1 za tcelem delece genu CpAUX, byl ptipraven konstrukt a byly
provedeny transformace Arabidopsis thaliana Col-0.

Primédrni transformanti C. purpurea byly ovéfeni pomoci diagnostické PCR
a Southern blotu, poté byla u téchto dele¢nich mutantl zkouména zména fenotypu
oproti WT. Pro ovéteni funkce genu CpAUX byl pfipraven cDNA transkript tohoto
genu, ktery byl ligovan do pER8 plasmidu s promotorem inducibilnim pomoci
estradiolu. Takto pfipraveny plasmid byl pouzit na transformace Agrobacterium
tumefaciens GV 3101. Kultura A. tumefaciens, u které byla potvrzena pfitomnost
PER8 plasmidu s vlozenym CpAUX, byla pouzita na transformace A. thaliana
metodou ,,floral dip*.
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Abstract

Claviceps purpurea belongs to group of ergot fungi that parasitize on more than 600
monocots particularly on rye, wheat and barley. This fungus is a biotroph, but
in contrast to other biotrophs, it can be grown in axenic culture. In view of the fact,
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of reactive oxygen species, it is possible that this fungus is trying to mask itself during
the infection and imitate a plant tissue. This work investigates the putative auxin
transporter CpAUX, which was identified in sequencing of C. purpurea transcriptome
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In the theoretical part of this work a review on C. purpurea biology and plant
hormones auxins with a focus on fungal auxins was written. In the experimental part
transformation of C. purpurea 20.1 for the purpose of CpAUX gene deletion,
preparation of construct and transformation of Arabidopsis thaliana Col-0 were
performed.

Primary C. purpurea transformants were confirmed by diagnostic PCR and Southern
blot and then deletion mutants were examined for changes in their phenotype
compared to WT. To verify the function of CpAUX gene, cDNA transcript of this gene
was ligated into pER8 plasmid with promoter inducible by estradiol. Prepared plasmid
was used for transformation of Agrobacterium tumefaciens GV 3101. The culture
of A. tumefaciens with the confirmed presence of pER8 plasmid with inserted CpAUX
was used for transformation of A. thaliana using ,,floral dip*““method.

Keywords Arabidopsis thaliana, auxin, Claviceps purpurea
Number of pages 61
Number of appendices -

Language Czech



OBSAH
1 Uvod

2 Soucasny stav FeSené problematiky
2.1 Claviceps purpurea
2.1.1 Taxonomické zarazeni
2.1.2 Houba C. purpurea
2.1.3 Zivotni cyklus
2.2 Auxiny
2.2.1 Chemicka struktura
2.2.2 Metabolismus IAA u rostlin
2.2.2.1 Biosyntéza
2.2.2.2 Konjugace a degradace
2.2.3 Transport IAA
2.2.3.1 Chemiosmoticka hypotéza
2.2.3.2 PIN proteiny
2.2.4 Auxiny u hub
2.2.4.1 Geny zapojené do biosyntézy IAA
2.2.4.2 Predpokladané biosyntetické drahy IAA
2.2.4.3 Fyziologické ucinky

3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

3.1.2 Chemikalie a pomiicky

3.1.3 Roztoky a média

3.1.4 Pouzité kity a navody

3.1.5 Pristroje

3.2 Metody

3.2.1 Transformace C. purpurea 20.1
3.2.1.1 Piiprava protoplastt
3.2.1.2 Transformace protoplastt
3.2.1.3 Izolace genomické DNA
3.2.1.4 Diagnosticka PCR
3.2.1.5 Elektroforéza v agarosovém gelu

3.2.2 Ptiprava RNA proby
3.2.2.1 Restrikce enzymem HindlIll
3.2.2.2 Purifikace nastépené DNA
3.2.2.3 In vitro transkripce
3.2.2.4 Elektroforéza ve formaldehydovém gelu

3.2.3 Southern blot

3.2.3.1 Restrikce gDNA enzymem Sall, ethanolova precipitace
3.2.3.2 Elektroforéza v agarosovém gelu, promyvani gelu

3.2.3.3 Kapilarni pfenos gDNA
3.2.3.4 Prehybridizace a hybridizace
3.2.3.5 Detekce

3.2.4 Ptiprava cDNA C. purpurea 20.1
3.2.4.1 1zolace RNA
3.2.4.2 Reverzni transkripce

3.2.5 Ligace cDNA transkriptu genu CpAUX do pDRIVE plasmidu

[EEN

O O OOoOOOOTITWNDNDNDDN



3.2.5.1 PCR, elektroforéza v agarosovém gelu

3.2.5.2 Izolace a purifikace DNA z agarosového gelu

3.2.5.3 Ligace do pDRIVE plasmidu

3.2.5.4 Transformace elektrokompetentnich bunék E. coli TOP10

3.2.5.5 Alfa komplementace

3.2.5.6 Izolace plasmidu alkalickou lyzi

3.2.5.7 Restrikce enzymem EcoRI

3.2.5.8 lIzolace plasmidu pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu
3.2.6 Ligace genu CpAUX do pERS8 plasmidu

3.2.6.1 Restrikce pDRIVE plasmidu enzymy Ascl a Spel

3.2.6.2 lIzolace a purifikace insertu a pER8 plasmidu

3.2.6.3 Ligace do pERS8 plasmidu

3.2.6.4 Elektroporace E. coli TOP10, izolace plasmidu s insertem
3.2.7 Transformace Agrobacterium tumefaciens
3.2.8 Ovéfeni transformace A. tumefaciens
3.2.9 Transformace Arabidopsis thaliana metodou ,,floral dip*

4 Vysledky a diskuze
4.1 Transformace C. purpurea 20.1
4.2 Southern blot
4.3 Fenotyp mutanta ACpAUX 45
4.4 Ligace CpAUX do pERS8 plasmidu
4.5 Transformace A. tumefaciens
4.6 Transformace A. thaliana metodou ,,floral dip*

5 Zavér
6 Literatura

7 Seznam pouZitych zkratek

33
34
34
35
36
36
36
37
38
38
38
39
40
40
40
41

42
43
44
47
48
54
54

55

56

61



1 UVOD

Claviceps purpurea je biotrofni fytopatogenni houba z tiidy Ascomycetes, parazitujici
na jednod€loznych rostlindch. Infekce je v pozdni fézi charakteristickd tvorbou
(Secale cereale), nedokaze odlisit rostlinné pletivo od houbového mycelia. Hostitelska
rostlina pfi infekci neodpovidad hypersenzitivni reakci ani zvySenou tvorbou reaktivnich
forem kysliku. Podle dosud nepublikovanych vysledkti Odd€leni molekularni biologie,
CRH byly u houby Claviceps purpurea (kmen 20.1) nalezeny rostlinné hormony auxiny
a cytokininy. Pfitomnost obou druhi hormont napovidé, ze se houba snazi napodobit
rostlinné pletivo pro svoje maskovani. Sekvenovani transkriptomu C. purpurea z ¢asné
faze infekce odhalila vysoce exprimovany gen kodujici potenciondlni auxinovy
prenase¢ s homologii na rostlinné PIN proteiny. Transportni proteiny auxind byly
charakterizovany pouze u cévnatych rostlin, nejlépe prostudovany jsou u modelové
rostliny Arabidopsis thaliana. Aktivni transport auxini u vlaknitych hub nebyl do
soucasné doby studovan.

Cilem této bakalaiské prace je v teoretické Casti zpracovat literarni reSerSi na téma
biologie C. purpurea a rostlinnych hormoni auxinli, se zaméfenim na auxiny
U houbovych organisml. Praktickd ¢éast je rozd€lena na transformace C. purpurea
(20.1) za Gcelem delece genu pro pravdépodobny auxinovy pienase¢ oznaceny CpAUX,
piipravu konstruktu a transformaci Arabidopsis thaliana (Col-0). Primarni mutanti
C. purpurea byli ovéfeni pomoci Southern blotu a pozorovani na zmény v houbovém
fenotypu. Pro transformaci A. thaliana byl zvolen konstrukt s inducibilnim promotorem
pomoci estradiolu. V ptipad¢, Ze by exprese genu CpAUX byla pro rostlinu letalni, bude

tento fakt jednoznaéné prukazny.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Claviceps purpurea

2.1.1 Taxonomické zarazeni

Rige: houby (Fungi)

Odd¢leni: houby vieckovytrusné (Ascomycota)
Ttida: vieckovytrusné houby (Ascomycetes)

Rad: masenkotvaré (Hypocreales)

Celed: palickovicovité (Clavicipitaceae)

Rod: palickovice (Claviceps)

Druh: pali¢kovice nachova (Claviceps purpurea)

2.1.2 Houba C. purpurea

Zastupci rodu Claviceps parazituji na vice nez 600 jednodéloznych rostlinach, zejména
na zité, pSenici a jeCmeni (Bové, 1970). C. purpurea, ktera napadd vice nez
400 rostlinnych druhti (Taber, 1985) patii mezi biotrofni parazity, k ziskani zivin tedy
potiebuje zivého hostitele. Na rozdil od vétsiny ostatnich biotrofi mize byt tato houba
kultivovana v axenické kultufe, coz usnadiuje experimentalni piistup (Tudzynski
a Scheffer, 2004).

Namel - sklerocium C. purpurea - obsahuje vysoké koncentrace ergoidnich
(ndmelovych) alkaloidl (az 2 % suché vahy sklerocia), které pii poziti mohou vyvolat
otravu zvanou ergotismus. Vzhledem k tomu, Ze se zito zacalo péstovat az s nastupem
ktfestanstvi, epidemické otravy namelem se zacaly objevovat az ve stfedovéku.
Vzajemny vztah mezi symptomy ergotismu a konzumaci namele objevil az v 50. letech
19. stoleti francouzsky mykolog Louis René Tulasne, ktery jako prvni popsal Zivotni
cyklus namele (Tulasne, 1853).

Vystaveni organismu vysokym hladindm namelovych alkaloid mé letalni ucinky.
Riziko otravy ergoidnimi alkaloidy po konzumaci peciva je vSak v nasich podminkach,
pfi dodrZovani zisad spravné zemédélské praxe, minimdlni. Ochrana proti otravé
namelem spoc¢ivd v dodrzovani systému kontrol toxické nezdvadnosti kvality potravin

pfipravovanych z zZitné mouky. V dneSni dobé jsou otravy ergoidnimi alkaloidy



vyhradné spojeny s predavkovanim Iéky, jejichz ucinnd latka je derivatem ergoidnich
alkaloidu.

Namelové alkaloidy lze obecné rozdélit do tii skupin — klavinové alkaloidy,
alkaloidy kyseliny lysergové a jeji jednoduché derivaty a ergopeptiny. Biologicka
aktivita namelovych alkaloidli spo¢iva ve strukturni podobnosti derivati kyseliny D-
lysergové S neurotransmitéry noradrenalinem, adrenalinem a serotoninem, pfi¢emz
alkaloidy reaguji s receptory pro tyto neurotransmitery. Terapeuticky vyznamné jsou
predevsim alkaloidy odvozené od kyseliny lysergové, z polosyntetickych derivata jsou
vyznamné dihydroderivaty peptidovych alkaloidii. Mnohé namelové alkaloidy nasly
uplatnéni predev$im v porodnictvi pfi zastaveni poporodniho krvaceni, pii 1é¢bé
Basedowovy nemoci, klimakterickych potizich a rakoving prsu (Jirdsek a Stary, 1989).
Ergotamin a jeho derivaty jsou soucasti 1é¢iv indikovanych v pfipadech akutni migrény
(Moskowitz, 1992). Bromokriptin, agonista dopaminovych receptort, reguluje
uvolnovani hormonu prolaktinu, ¢imz ovliviiuje laktaci. Ve vysledku tento alkaloid
pusobi jako inhibitor prolaktinu a proto naSel vyuziti pfi 1é€b€ problémi souvisejicich
s prolaktinem, jako jsou hyperprolaktinémie, akromegalic nebo galaktorea
(Thorner et al., 1974).

2.1.3 Zivotni cyklus
C. purpurea infikuje vyluéné mlada, obvykle neoplozena ovaria trav a obilovin. Tato
houba béhem prvni faze infekce napodobuje rist pylové lacky, pfiCemz s nejveEtsi
pravdépodobnosti vyuziva specifickych signalnich komponent interakce pylu s bliznou.
To nejspise vysvétluje i fakt, ze v hostitelské tkani nelze béhem prvni faze infekce
pozorovat zadné obranné reakce (Haarmann et al., 2009).

K primarni infekci (Obr. 1) dochazi béhem jara, kdy jsou askospory uvoliovany
z perithecia. Poté, co se askospory zachyti na blizné (1), houba penetruje rostlinnou
kutikulu (bez zjevného fyzického tlaku ¢i vytvareni specidlnich struktur) a sleduje cestu
pylové lacky. Dochazi k formaci nevétvenych svazka hyf, které, jakmile prorostou
k bazalni ¢asti ovaria, opousti cestu pylové lacky a pronikaji do cévni tkané (2).
Nasledné se hyfy vétvi a vytvaifi mycelium (tzv. sfacelium), které kolonizuje celé
ovarium a produkuje konidie, které jsou sekretovany (piiblizné¢ 7 dni po infekci)
spole¢né s floémovou $tavou jako medovice (3). Medovice 1laka hmyz, ktery ji na svych

télnich castech roznasi na dalsi kvetouci klasy zita nebo kvétenstvi trav (4), dochazi



k sekundarni infekci. V infikovanych klasech se misto obilek tvoii Cerna nebo
cervenofialova ruzkatd sklerocia ndmele (5). Kdyz trava dozraje, sklerocia opadavaji
na zem, zde pfezimuji a na jafe pii dostatecné vlhkosti a teploté kli¢i (7). Z kazdého
sklerocia vyrtstda nékolik hlavickovitych stromat. Stroma ma bélavou ¢ast sterilni
(stopka), kterd nese kulovitou purpurovou fertilni ¢ast. V té vznikaji perithecia. Pod
jejim povrchem se vytvaii drobné dutinky, do nichz pronikaji hyty diferencované jako
askogon a anteridium. Béhem vyvoje viecek se vytvari morfologicky rozliSena sténa
perithecia, odd¢lujici perithecium od ostatniho pletiva stromatu. Perithecia jsou
vyplnéna viecky, ta obsahuji po 8 nitovitych askosporach. Askospory jsou
vystielovany (8), unaSeny vzdusSnymi proudy smérem nahoru a pfichycuji se

na bliznach.

Obr. 1 Zivotni cyklus C. purpurea (Hulvova et al., 2012)
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2.2 Auxiny

Auxiny jsou nejdéle znamé rostlinné hormony, které byly objeveny jak u vyssich rostlin
(Haagen-Smit et al., 1946), tak v fasach (Jacobs et al., 1985), bakteriich (Fuentes-
Ramirez et al., 1993) a dokonce i u hub (Maor et al., 2004).

Existenci auxini piedpovédél jiz v 19. stoleti Darwin (1880), ktery si vSiml, Ze
koleoptile travy Phalaris canariensis se ohyba za svétlem (fototropismus). Kdyz vsak
zakryl Spicku koleoptile, tak k ohybu nedoslo. Z toho Darwin usoudil, ze ve vrcholu
koleoptile vznikd né&jaka latka, kterd je transportovdana na neosvétlené misto, kde
nasledné dochazi k rychlejsimu ristu. Pozdéji existenci této latky potvrdil Went (1926),
ktery ji pievedl z vrcholku koleoptile Avena sativa do Zelatiny, kterou nasledn¢ roziizl
na malé krychlicky. Kdyz poté piilozil takto pfipravenou krychlicku na jednu stranu
koleoptilniho pahylu, doslo k jeho jednostrannému ohybu. Sloucenina, ktera piesla
do Zelatiny, byla pojmenovana jako auxin (auxein = rust, zvétSovat se). Ve 30. letech
20. stoleti byla tato latka identifikovana jako indolyl-3-octova kyselina (IAA).

Fyziologické ucinky auxini zadvisi predevSim na jejich koncentraci v rostlinném
pletivu, nebot’ pii vySSich koncentracich mohou byt stimula¢ni ucinky vystfidany
ucinky inhibi¢nimi.

Mezi hlavni fyziologické U¢inky auxini patiéi stimulace bunééného prodluzovani
a diferenciace vodivych pletiv, oddaleni senescence ¢i regulace tropismu, predevsim
fototropismu a gravitropismu (Friml et al., 2002a). Vzhledem Kk tomu, Ze auxiny
podporuji déleni bunek pericyklu, stimuluji tyto hormony ve vysokych koncentracich
také zakladani adventivnich a lateralnich kofend (Benkova et al., 2003). To je také
diivod, pro¢ jsou auxiny soucasti mnoha zakofenovacich stimulatord. Vyznamné je
I zapojeni auxinl ve vyvoji kvétnich pupenut, fylotaxi (Vernoux et al., 2000; Reinhart
etal.,, 2003) a v apikalni dominanci, kdy vzrostny vrchol potlacuje rist postrannich
uzlabnich pupent. Auxiny se téz podili na regulaci bunétného cyklu a stimulaci
bunééného déleni.

Diky svym fyziologickym U¢inkiim jsou auxiny, jak pfirozené tak syntetické, jiz pies
padesat let vyuzivany zejména v zemé&d¢lstvi a zahradnictvi. V poslednich nékolika
letech nasly také uplatnéni Vv biotechnologiich naptf. k mnozeni ¢i regeneraci rostlin
in vitro. Navic, nékteré¢ syntetické auxiny jako dicamba a 2,4-D jsou hojné vyuzivany
jako herbicidy dvoudéloznych rostlin, pficemz na jednod€lozné rostliny témet neptsobi,

nebot’ tyto rostliny jsou schopné syntetické auxiny inaktivovat konjugaci.
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Obr. 2 Chemicka struktura nékterych piirozenych (A) a syntetickych auxina (B).

2.2.1 Chemicka struktura

Auxiny (Obr. 2) jsou nizkomolekularni latky, pro které je typicky aromaticky kruh
s karboxylovou funkéni skupinou v postrannim fetézci. Nejvyznamnéj$im zastupcem
pfirozenych auxinid je indolyl-3-octova kyselina (IAA). Mezi dal$i pfirozené auxiny
patii fenyloctova kyselina (PAA), indolyl-3-maselna kyselina (IBA) a 4-chlor-
indolyloctova kyselina (4-CI-IAA). Bylo pfipraveno i mnoho syntetickych sloucenin,
které vykazuji auxinovou aktivitu. Jedna se napiiklad o naftyloctovou kyselinu (NAA),
3,6-dichloro-2-methoxybenzoovou kyselinu (dicamba) a 2,4-dichlorfenoxyoctovou
kyselinu (2,4-D).

2.2.2 Metabolismus IAA u rostlin

2.2.2.1 Biosyntéza

Auxiny jsou syntetizovany piedevsim ve vrcholu koleoptile, priméarnich kotenech,
semenech a v mladych listech (Ljung et al., 2001). Biosyntézu IAA u rostlin (Obr. 3)
1ze rozdélit na dvé zakladni drahy — Trp-dependentni, ktera vychazi z L-Trp a Trp-
independentni, kdy prekurzorem IAA muize byt naptf. indol-3-glycerolfosfat



(Ouyang et al., 2000). Pro Trp-dependentni drahu biosyntézy IAA byly navrzeny Ctyfi
cesty — TAM (tryptaminova), IPA (indolyl-3-pyruvatova), IAOx (indolyl-3-
acetaldoximova) a IAM (indolyl-3-acetamidova).

Draha TAM byla pozorovana u dvoudé€loznych i jednodéloznych rostlin. Pro tuto
drahu je dulezity cytosolarni enzym Trp dekarboxylasa katalyzujici pfeménu Trp
na TAM (Di Fiore et al., 2002), ktery je s nejvétsi pravdépodobnosti dale hydroxylovan
na N-hydroxytryptamin flavinmonooxygenasou (Zhao et al., 2001).

Draha IPA byla pozorovana u Arabidopsis thaliana, u které byly detekovany tii geny
TAA1 (Tryptophan Aminotransferase of Arabidopsisl), TAR1 a TAR2 (Tryptophan
Aminotransferase Relatedl,2) kodujici Trp aminotransferasy, které katalyzuji pfeménu
Trp na IPA (Stdpanova et al., 2008; Tao et al., 2008). Nasledna pfeména IPA na IAAId
(indolyl-3-acetaldehyd) pomoci IPA dekarboxylas byla pozorovana napt. u hrachu
setého nebo u A. thaliana (Seo et al., 1998; Zdunek-Zastocka, 2008). U A. thaliana byla
detekovana i dvoukrokova syntéza IAA. Ta spociva v pteméné Trp na IPA pomoci Trp
aminotransferas a v nasledné pfeméné IPA na IAA pomoci flavinmonooxygenasovych
enzymu (Won et al., 2011).

Draha IAOx byla detekovana predevsim u rostlin z ¢eledi Brassicaceae. Tato draha
je katalyzovana cytochrom P450 monooxygenasou, ktera prevadi Trp na IAOX. Ten
mize byt nasledné pieveden na indolyl-3-acetonitril (IAN) (Sugawara et al., 2009).

U rostlin byla pozorovana i bakterialni IAM draha, ktera zahrnuje pfeménu Trp
na lAM pomoci Trp monooxygenas (iaaM) a naslednou pfeménu IAM na IAA
prostfednictvim IAM hydrolas (iaaH). Trp monooxygenasy byly charakterizovany
u bakterii Agrobacterium tumefaciens a Pseudomonas savastanoi (Comai a Kosuge,
1982; Yamada et al., 1985). Zatimco u A. thaliana bylo prokazano, ze IAM je
syntetizovan zejména z IAOX, ostatni rostliny napft. ryZe, kukutice a tabak postradaji
enzymy CYP79B2/3 nutné pro syntézu IAOx z Trp (Suguwara et al., 2009).
Ptedpoklada se proto, Ze pfeménu Trp na IAM u téchto rostlin katazuji enzymy typu
iaaM, nicméné geny kodujici tyto enzymy nebyly u rostlin dosud charakterizovany.
Homology iaaH byly identifikovany jak uA. thaliana (AtAMI1), tak i u tabaku
(NtAMI1) (Pollmann et al., 2003; Nemoto et al., 2009).
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Obr. 3 Predpokladana Trp-dependentni draha biosyntézy IAA u rostlin. Trp — tryptofan, IAM —
indolyl-3-acetamid, IPA — indolyl-3-pyruvatova kyselina, TAM — tryptamin, IAOx — indolyl-
3-acetaldoxim, NHT — N-hydroxytryptamin, IAN — indolyl-3-acetonitril, IAAId — indolyl-3-
acetaldehyd, 1AA — indolyl-3-octova kyselina, TDC — Trp dekarboxylasa, TAA/TAR — Trp
aminotransferasy, YUC — flavinmonooxygenasa, iaaM — Trp monooxygenasa, CYP79B2/3 —
cytochrom P450 monooxygenasa, iaaH — IAM hydrolasa, IPDC — IPA dekarboxylasa
(Tivendale et al., 2014, upraveno).



2.2.2.2 Konjugace a degradace

Rostliny mohou IAA skladovat ve form¢ rlznych konjugati a to zejména
s aminokyselinami a cukry (Venis, 1972; Szerszen et al, 1994). Konjugace je proces
reverzibilni. Ireverzibilni cesty degradace IAA mohou byt dekarboxylacni, které jsou
katalyzované peroxidasami (Gazaryan et al., 1996) nebo nedekarboxylaéni, které
spocivaji bud’ v oxidaci IAA na kyselinu oxindol-3-octovou nebo v konjugaci 1AA

s aspartatem a v nasledné oxidaci vzniklého konjugatu (Bandurski et al., 1992).

2.2.3 Transport IAA

IAA muze byt v rostling transportovana dvéma zplsoby. Prvni moznosti je pasivni
transport na dlouhé vzdalenosti, kdy je IAA unasena spole¢né s ostatnimi asimilaty
Iykovou casti vodivych pletiv — floémem 2z biosynteticky aktivnich ¢asti rostliny
na mista spotieby nebo do zasobnich organt (Rashotte et al., 2000). Druhou moznosti
transportu IAA je mnohem méné efektivni a asi desetkrat pomalejsi polarni transport,
ktery Vv rostliné probihd predev§im na kratké vzdalenosti (z bunky do buiky). Tento
transport zavisi na pfitomnosti auxinovych pifenasecli V cytoplazmatické membrang,
které zprostiedkovavaji export IAA do apoplastu (tzv. auxin efflux carriers) a jeho
import do cytoplazmy nasledujici bunky (tzv. auxin influx carriers).

U A. thaliana byly identifikovany auxinové pienaseCe Auxl/Lax (angl. auxin
resistant 1/like AUX1) transportujici IAA do cytoplazmy (Péret et al., 2012) a PIN
proteiny (angl. pin-formed proteins) zajistujici transport IAA do apoplastu
a homeostazi (Géalweiler et al.,, 1998; Ding et al., 2012). Auxinového transportu
u rostlin se ucastni 1 proteiny ABCB/PGP/MDR, které obsahuji ATP vazebnou kazetu
(Noh et al., 2001).

2.2.3.1 Chemiosmoticka hypotéza

V 70. letech 20. stoleti byla formulovana tzv. chemiosmoticka hypotéza (Obr. 4), ktera
popsala zptsob, jakym je dosazeno jednosmérného auxinového toku pii polarnim
transportu IAA (Rubery a Sheldrake, 1974; Raven 1975). Tato hypotéza vychazi
z ptedpokladu, Ze IAA je slaba organickd kyselina, kterda se milZe v zavislosti
na okolnim pH vyskytovat ve dvou formach — disociované (IAA’) a nedisociované
(IAAH), pricemz transport IAA zavisi na rozdilnych hodnotich pH v cytoplazmé
a apoplastu (gradient pH je generovan H'-ATPasou).
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Obr. 4 Chemiosmoticky model polarniho transportu IAA (Taiz a Zeiger, 2010, upraveno)

V apoplastu, kde se pH pohybuje kolem 5,5, je pfiblizné 83% molekul IAA
disociovano a zbylych 17% molekul se nachazi v nedisociované formé. Zatimco
disociovand forma IAA diky negativnimu naboji karboxylové skupiny pies membranu
neprochazi a musi tedy byt do buiky transportovana pomoci auxinovych pienaseci,
nedisociované molekuly IAA se pfes membranu dostavaji pasivné na zaklad¢ difuze.
V cytoplazmé, kde je neutrdlni pH, pfevazuje disociovana forma IAA nad formou
nedisociovanou. Disociované molekuly IAA se v cytoplazmé diky zdpornému naboji
nemohou dostat pfes membranu, a proto musi byt ven z buiiky transportovany opét

pomoci auxinovych prenasecu.

2.2.3.2 PIN proteiny

PIN proteiny (Obr. 5) byly detekovany pouze u suchozemskych rostlin. U A. thaliana
bylo dosud objeveno 8 PIN proteinti (PIN1-8). Tyto transmembranové proteiny jsou
slozeny ze dvou hydrofobnich domén tvofenych péti transmembranovymi helixy,
pfiCemZ ob¢ domény jsou navzdjem oddéleny centralni hydrofilni doménou. Podle
délky této domény rozliSujeme ,kratké“ PIN proteiny s castecné nebo tUplné
redukovanou centralni doménou a ,dlouhé* PIN proteiny, které obsahujici celou

centralni doménu (Ktecek et al., 2009).



Obr. 5 Exprese PIN proteint u A. thaliana — kvét (A), embryo (B), pryt (C), listova razice (D),
zrala ¢ast primarniho kotene (E), primordium lateralniho kotene (F), kofenova Spicka (G)
(Ktecek et al., 2009, upraveno)

Mezi ,,dlouhé* PIN proteiny patfi PIN1-4, PIN6 a PIN7. Jednd se o auxinové
vynasecCe lokalizované na plazmatické membrané, které reguluji auxinovy transport
Vv pletivech béhem vyvojovych procest jako jsou embryogeneze, organogeze, bunééna
diferenciace ¢i tropismy. Funkce PIN1 byla demonstrovana na mutantovi pinl
A. thaliana. Tento mutant vykazoval nerozvétvenou strukturu stonku podobnou jehlici.
Nasledn¢ bylo prokdzano, ze se tento protein nachdzi na spodni stran¢ bunck
xylémového parenchymu v prytu, kde zajiStuje transport auxinu z apikalnich casti
rostliny do kofenové Spicky (Gilweiler et al., 1998). PIN2 je lokalizovan na horni
strané epidermalnich bunék kofene, kde reguluje gravitropni rust kofene (Abas et al.,

2006). PIN3 je lokalizovan na bo¢ni stran¢ endodermalnich bunék stonku, kde ma
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zasadni vyznam pfi prodluzovani, fototropické a gravitropické odpovédi (Friml et al.,
2002a). PIN4 se nachazi v kotfenové Spicce, kde zajistuje spravnou funkci kotfenového
meristému (Friml et al., 2002b). PIN7 se ucastni regulace auxinového toku v raném
embryonalnim vyvoji (Friml et al., 2003).

Mezi ,kratké“ PIN proteiny patii PIN5S a PIN8. Tyto proteiny jsou lokalizovany
na endoplazmatickém retikulu, pfi¢emz nezaji$t'uji transport auxini mezi sousednimi
bunkami, ale zprostiedkovavaji intracelularni auxinovou homeostazi a metabolismus.
PIN5 a PINS jsou siln¢ exprimovany v sam¢ich gametofytech A. thaliana, jejich hlavni

funkci je regulace tvorby a vyvoje pylové lacky (Ding et al., 2012).

2.2.4 Auxiny u hub
Produkce IAA uhub byla zkoumana jiz ve 30. letech 20. stoleti (Dolk a Thimann,
1932). Ackoliv byla IAA detekovana jiz u mnoha fytopatogennich, saprofytickych

I symbiotickych hub, jeji vyznam u téchto organismi neni dodnes pfesné znamy.

2.2.4.1 Geny zapojené do biosyntézy IAA

Geny kodujici aromatické aminotransferasy (Aro8 aAro9) byly identifikovany
u Saccharomyces cerevisiae, geny kodujici indolyl-3-acetaldehyddehydrogenasy (iadl
a iad2) a Trp aminotransferasy (taml a tam2) byly charakterizovany u Ustilago maydis
a Piriformospora indica, u P. indica byl identifikovan i gen Ldhl, ktery je nejspise
zodpovédny za tvorbu ILA (indolyl-3-mlécna kyselina) (Basse et al., 1996;
Reineke et al., 2008; Rao et al., 2010; Hilbert et al., 2012). U ¢tyf zastupci rodu
Fusarium — F. proliferatum, F. verticillioides, F. fujikuroi a F. oxysporum byly

detekovany homology geni iaaM a iaaH (Tsavkelova et al., 2012).

2.2.4.2 Predpokladané biosyntetické drahy IAA

Bylo prokazano, ze biosyntéza IAA u hub mize probihat stejné jako u rostlin bud’ Trp-
dependentni nebo Trp-independentni drahou (Rao et al., 2010). V ptipad¢ Trp-
dependentni drahy byly pozorovany tfi mozné biosyntetické cesty — IPA, TAM a IAM
(Chung et al., 2003; Reineke et al., 2008).

Drahy obsahujici IAAId a IAM byly detekovany u fytopatogennich hub
Colletotrichum acutatum (Chung et al., 2003) a Colletotrichum gloeosporioides f.sp.

aeschynomene (Maor et al., 2004). Homology bakterialnich genti pro IAM drahu byly
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nedavno identifikovany i u ¢tyf zastupci rodu Fusarium — F. proliferatum,
F. verticillioides, F. fujikuroi a F. oxysporum, nicméné¢ tato draha je pln¢ funk¢ni pouze
u u F. verticillioides a F. proliferatum (Tsavkelova et al., 2012).

U rostlinného patogenu Fusarium delphinoides byla pomoci plynové chromatografie
zjiSténa pfitomnost tif IAA biosyntetickych drah — IPA, IAM a TAM. V piipadé, kdy
byl z média odstranén Trp, nebyla v této kultufe detekovana zadna IAA, coz naznacuje
pfitomnost pouze Trp-dependentni drahy (Kulkarni et al., 2013).

Draha IPA byla také pozorovana u patogennich hub U. maydis (Reineke et al., 2008)
a Rhizoctonia solani, u které bylo detekovano i velké mnozstvi meziproduktu TOL
(tryptofol). Mald mnozstvi tohoto meziproduktu byla pozorovana i u hub Fusarium
fujikuroi a Venturia nashicola (Furukawa et al., 1996). Schramm et al. (1987) naznacili,
ze by TOL mohl slouzit jako skladovaci latka, ktera je nejdiive oxidovana na TAAId
a poté ptfevedena na [AA.

U hub C. acutatum a P. indica byla pozorovana produkce ILA (Chung et al., 2003;
Hilbert et al., 2012). Tato latka je pfirozené se vyskytujicim indolovym derivatem, ktery
byl dosud detekovan napi. u A. tumefaciens. Funkce ILA neni dosud znama, ale
vzhledem kpodobné struktute k IAA se piredpoklada, Ze se jedna bud
0 auxinovy analog (Sprunck et al., 1995) nebo o antagotistu IAA (Korber et al., 1991).

2.2.4.3 Fyziologické ucinky
Vzhledem k tomu, Ze jsou auxiny S nejvétsi pravdépodobnosti zapojeny v interakci
houby s hostitelem, je IAA povazovana za patogenni faktor. Mnohé studie se proto
zabyvaji produkci IAA u hub béhem napadeni hostitelské tkané.

Maor et al. (2004) testovali u¢inky Trp a IAM na akumulaci IAA v axenické kulture
C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene. Vysledky ukazaly, ze v pfitomnosti
exogenniho Trp 1 IAM doSlo ke zvyseni hladiny IAM oproti kontrole (v ptipad€ Trp
Skrat, v ptipadé¢ TAM 4,5krat). Pokud méla houba k dispozici exogenni Trp doslo
i ke zvySeni hladiny TAA (2,7krat oproti kontrole), zatimco piitomnost exogenniho
IAM k vyrazné zméné hladiny IAA nevedla. Maor et al. (2004) se proto dale zaméfili
na produkci IAM a IAA in planta. V rostlinach Aeschynomene virginica infikovanych
C. gloeosporioides byla detekovana vyssi hladina IAA oproti neinfikovanym rostlinam.
Nasledna detekce aktivit tryptofan-2-monooxygenasy a IAM hydrolasy poukazala

na to, ze C. gloeosporioides je schopna produkovat in planta IAM i IAA, nebot
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A. virginica enzymy IAM drahy postrada. Z vysledku této studie také vyplyva, ze
patogenni houba C. gloeosporioides je schopna syntetizovat IAA pouze v ptipad¢€, kdy
ma k dispozici exogenni Trp, ktery ziskava béhem biotrofni faze od svého hostitele.

Tanaka et al. (2011) se zabyvali mozZnosti zapojeni auxind v prvotni fazi infekce
a Vv kolonizaci hostitelské tkan¢. IAA byla v hostitelské rostlinné tkéni pozorovéana
pomoci auxin-inducibilniho reportérového konstruktu DR5::GUS. V pfipadé rostlin
ryze transformovanych timto konstruktem byla po inokulaci patogenni houbou
Magnaporthe oryzae pozorovana auxinova odpovéd pouze v okoli infekénich hyf
(Obr. 6). Tyto vysledky naznacily, ze M. oryzae produkuje béhem biotrofni faze mala
mnozstvi [AA, na ktera nasledné reaguje napadena rostlinna tkan.

Auxiny by také mohly indukovat vznik tumort na kukufici, nebot’ Reineke et al.
(2008) detekovali v rostlinné tkani infikované fytopatogenni houbou U. maydis
mnozstvi IAA. Tyto vySs$i hladiny by podle nich mohly byt disledkem zvySené
biosyntézy IAA zprostiedkované hostitelem a/nebo patogenem. U dele¢nich mutantt
AiadlAiad2Ataml a AiadlAiad2Atam1Atam?2 U. maydis vsak tvorba nadorti ovlivnéna
nebyla, pouze doslo k vyraznému sniZzeni volnych IAA v rostlinné tkani. ZvySené
hladiny IAA (az 140krat oproti neinfikované kontrole) byly také detekovany
u citrusovych kvéta infikovanych cizopasnou houbou C. acutatum a u vodni rostliny
Zizania latifolia inokulované patogenni houbou Ustilago esculenta (Li et al., 2003;
Chung a Tzeng, 2004).

Obr. 6 Aktivita GUS (modré zbarveni) v rostlinné tkani béhem biotrofni faze patogenni houby
Magnaporthe oryzae (A-C). Infekéni hyfy (IH) byly nabarveny Cerveng, bilé kruhy ukazuji
ohniska apresoriii (Tanaka et al., 2011).
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Obr. 7 Bramborové hlizy pfedem oSetiené exogennimi IAA a inokulované Fusarium eumartii.
Hlizy byly pfedem oSetieny kontrolnim roztokem (W) nebo kontrolnim roztokem spolecné
s IAA (W + IAA) (Terrile et al., 2006).

Pomoci exogennich IAA lze také zvysit rezistenci rostlin viici nékterym houbovym
patogenim. Bramborové hlizy, které byly pifedem oSetfeny exogennimi I[AA,
vykazovaly po inokulaci houbovym patogenem Fusarium solani f. sp. eumartii mensi
poskozeni tkané nez hlizy pfedem neoSetiené (Obr. 7) (Terrile et al., 2006). Rezistence
rostlin vii¢i houbovym patogeniim muize byt vyvolana i snizenim hladiny endogennich
IAA v rostliné. Bylo objeveno, Ze nadexprese genu OSGH3.1 (gen kodujici TAA-
amidosynthasy,  které  kontroluji ~ hladinu  endogennich IAA  konjugaci
s aminokyselinami) zpusobuje u transformovanych rostlin ryZze dwarfismus a zaroven
u téchto rostlin dochéazi k redukci hladiny volnych IAA. Nésledné patogenni studie
s Magnaporthe grisea ukazaly, ze tyto auxin-deficitni rostliny vykazuji zvySenou
rezistenci vuci tomuto houbovému patogenu (Obr. 8) (Domingo et al., 2009).

Prusty et al. (2004) prokazali, ze IAA také stimuluje adhezi a filamentaci u kvasinky
S. cerevisiae. Vysledky této studie ukazaly, ze mutant postradajici houbové specificky
transkrip¢ni faktor Yapl (yapl-1) je mnohem vice citlivy na IAA nez WT, nebot tento
mutant vykazoval filamentaci jiz pii 2 umol.l'1 koncentraci TAA, zatimco WT az pii
50 pmol.I™. P¥i vyssich hladinach TAA vsak byl rist kvasinky inhibovan. Podobné byl
vysokymi koncentracemi IAA inhibovan i rist fytopatogenni houby U. maydis, coz
naznacuje, ze rostlinné patogeny jsou schopné ziskdvat informace z hostitelského
obranného systému. Nasledna delece homologli AUX1 - ptedpokladanych transportéra
IAA z rostlin — vedla u mutanta yapl-1 ke zvySeni rezistence vici IAA a to sniZzenim
jejiho prijmu. Tito mutanti (avt3-1 a avt4-1) byli defektni jak v percepci IAA, tak
ve filamentaci (Obr. 9).
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Obr. 8 Fenotypy netransformované kontrolni rostliny ryze a trangennich linii 7, 31 a 36 (A).
Exprese OsGH3.1 v kontrolni rostlin€ a transformovanych liniich 7, 31 a 36 (B). ZvySena

rezistence transgennich rostlin v0iéi houbovému patogenu Magnaporthe grisea (C)
(Domingo et al., 2009, upraveno).
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Obr. 9 Filamentace a povrchova adheze mutanti yapl-1, avt3-1 a avt4-1 S. cerevisiae
Vv pritomnosti IAA oproti WT (Prusty et al., 2004, upraveno)

WT
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Auxiny nejsou zapojeny jen V patogenezi hub, ale hraji také vyznamnou roli
v symbiotickych interakcich houby s hostitelem. Contreras-Cornejo et al. (2009)
ukazali, Ze pii inokulaci semen Arabidopsis symbiotickymi houbami Trichoderma
virens a Trichoderma atroviride dochazi k ovlivnéni ristu a vyvoje lateralnich kofenu,
coz by mohlo byt zptisobeno pravé auxiny (Casimiro et al., 2001). Nasledné expresni
studie auxin-inducibilniho markeru DR5::uidA, kterym byla transformovana semena
A. thaliana, ukazaly, Ze po inokulaci transgennich semen houbou T.virens dochazi
Vv rostlinné tkani ke zvySeni auxinové odpovédi. Pro objasnéni nékterych aspekti
auxinového transportu/percepce zapojenych v interakci A. thaliana s T. virens byly
vytvofeni mutanti A. thaliana defektni v pienosu auxinového signalu. Auxin-
transportni mutanti aux1-7, eirl a docl vykazovali snizenou odpovéd na houbu,
Co se tyce rustu a vyvoje lateralnich kotenti. Tyto vysledky naznacily, Ze pro odpoveéd
rostlinné tkan¢ na T. virens je tedy nezbytny normalni auxinovy transport (Contreras-
Cornejo et al., 2009).

Hilbert et al. (2012) se zabyvali produkci IAA béhem kolonizace kofent je¢mene
houbou P. indica. V kofenech je¢mene 3 dny po inokulaci houbou P. indica byly
detekovany vyrazné¢ vys$si hladiny IAA oproti kofenim neinfikovanym. AvSak
V pozdéj$im stadiu infekce (5 dni a 14 dni po inokulaci) jiz vyrazny rozdil v hladinach
IAA mezi inokulovanymi a neinokulovanymi kofeny pozorovan nebyl. Bylo zjisténo,
7e Vpritomnosti nizkych koncentraci IAA (1-10 pmol.lI™") dochézi ke zvyseni
kolonizace hostitelské tkang, avsak vyssi koncentrace IAA (100 pumoll™) jiz rist
P. indica inhibuji (Obr. 10). Nasledné RT qPCR studie ukazaly, ze béhem kolonizace
dochazi k expresi piTaml. Umléeni tohoto genu vedlo ke snizeni hladin IAA a ILA

v rostlinné tkani a téZ k redukci kolonizace béhem biotrofni faze infekce.

Obr. 10 Vliv exogenni IAA na kolonizaci kofent je¢mene houbou P. indica. Pfi koncentracich
IAA 1 umol.I* (A) a 10 umol.I* (B) doslo ke zvy3eni kolonizace hostitelské tkang, pfi
koncentraci IAA 100 pmol.I* (C) byl rst P. indica inhibovan (Hilbert et al., 2012,
upraveno)
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Niemi et al. (2002) se zaméfili na schopnost ektomykorhiznich hub Pisolithus
tinctorius a Paxillus involutus produkovat IAA a ovliviiovat tak tvorbu a rust kotfent
borovice in vitro. Zajimavé je, Ze tyto houby byly schopné produkovat IAA i v pfipadé,
kdy v médiu nebyl pfitomen exogenni tryptofan. Inokulace hypokotylovych fizka
témito houbami vedla ke zvySeni tvorby kotenti, pfi¢emz tento U€inek byl patrnéjsi
u P. involutus, coz naznacuje, Ze do tvorby ektomykorhizy jsou kromé IAA zapojeny

jeste 1 dalsi faktory.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Agrobacterium tumefaciens GV 3101

Arabidopsis thaliana Col-0

Claviceps purpurea 20.1

Elektrokompetentni buniky Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA)
Chemicky kompetentni buiiky Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA)

3.1.2 Chemikalie a pomiicky

K ptipravé médii a roztokl byly pouzity nasledujici chemikalie: agar (HiMedia, Indie),
agarosa (Amresco, USA), anti-digoxigenin-AP (Roche, Svycarsko), BAP (Duchefa,
Nizozemi), blokovaci reagent (Roche, Francie), CDP Star (Roche, §V}'Icarsk0), citrat
sodny dihydrat (Lach:ner, CR), DEPC (Sigma, USA), dihydrogenfosforeénan draselny
(AppliChem, Némecko), dihydrogenfosforeénan sodny (Lachema, CR), D-sorbitol
(Duchefa, Nizozemi), EDTA (Penta, CR), ethanol (Lach:ner, CR), ethidium bromid
(NeoLab, Némecko), fixaéni roztok (Kodak, USA), formaldehyd (Lach:ner, CR),
formamid (Fluka, Némecko), gentamycin (Duchefa, Nizozemi), hydrogenfosfore¢nan
sodny (Lach:ner, CR), hydrogenfosforeénan draselny (Lach:ner, CR), hydroxid draselny
(Lach:ner, CR), hydroxid sodny (Penta, CR), 25 mmol.I"" chlorid hofe¢naty (New
England Biolabs/NEB, Velka Britanie), chlorid sodny (Lach:ner, CR), chlorid vapenaty
(Penta, CR), IPTG (Duchefa, Nizozemi), isopropanol (Lach:ner, CR), kanamycin
(Duchefa, Nizozemi), kvasinkovy extrakt (Sigma, USA), kyselina chlorovodikova
(Lachema, CR), L-asparagin monohydrat (Sigma, USA), maleinova kyselina (Roth,
Némecko), MOPS (Duchefa, Nizozemi), MS médium s vitaminy (Duchefa, Nizozemi),
N- laurosylsarkosin (Sigma, USA), 5 mol.1™" octan amonny (Ambion, USA), octan
draselny (Penta, CR), octan sodny (Penta, CR), phleomycin (Duchefa, Nizozemi), PEG
6000 (AppliChem, Némecko), rifampicin (Duchefa, Nizozemi), RNase-free voda
(Qiagen, Némecko), sacharosa (Lach:ner, CR), SDS (Penta, CR), Silwet L-77
(AgroBio, CR), siran hofe¢naty heptahydrat (Penta, CR), spektinomycin (Duchefa,
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Nizozemi), Tris (Duchefa, Nizozemi), Tween20 (Sigma, USA), Xgal (Duchefa,
Nizozemi).

Pti horizontalni elektroforéze byl ke vzorkiim napipetovan 6x vzorkovaci pufr
(Thermo Scientific, USA). V ptipad¢ agarosové elektroforézy byl jako standard pouzit
1 kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA) nebo 1 kb DNA Ladder (Fermantas,
Kanada), v ptipad¢ formaldehydové -elektroforézy byl pouzit DIG-labeled DNA
molecular weight marker Il (Roche, Svycarsko).

Pro restrikéni analyzy byly pouzity restrikéni endonukleasy Ascl (NEB, Velka
Britanie), EcoRI (Fermentas, Kanada), Hindlll (TaKaRa, Japonsko), Sall (NEB, Velka
Britanie) a Spel (NEB, Velka Britanie). K uvedenym enzymtm byly pouzity 10x EcoRI
pufr (Fermentas, Kanada), 10x M pufr (TaKaRa, Japonsko), CutSmart pufr (NEB,
Velka Britanie) a NEB 3.1 pufr (NEB, Velka Britanie).

Insert CpAUX byl ligovan do pDRIVE plasmidu (Qiagen, Némecko). Na ligaci
insertu CpAUX do pER8 plasmidu (Chang et al., 2005) byla pouzita T4 DNA ligasa
(NEB, Velka Britanie) spoleéné s 10x pufrem pro T4 DNA ligasu (NEB, Velka
Britanie). Pied ligaci byl plasmid pER8 osetien alkalickou fosfatasou Antarctic (NEB,
Velka Britanie) v prostfedi 10x reakéniho pufru pro fosfatasu Antarctic (NEB, Velka
Britanie).

K piipravé protoplastizaéniho roztoku byl pouzit lyzaéni enzym z Trichoderma
harzianum (Sigma, USA). Protoplasty C. purpurea byly transformovany linearnim
konstruktem pRS426::ACpAUX obsahujicim 3" a 5° okrajové sekvence genu CpAUX
C. purpurea 20.1 a kazetu s rezistenci na Phleomycin (Christianson et al., 1992).

Pii PCR byly pouzity enzymy GoTaq G2 Flexi polymerasa (Promega, USA)
spole¢né s 5x GoTaq pufrem (Promega, USA) a Phusion DNA polymerasa (NEB,
Velka Britanie) s 5x Phusion HF pufrem (NEB, Velka Britanie). Na PCR byla pouzita
10 mmol.I™ smé&s dNTP (Fermentas, Kanada).

RNA byla piecisténa Turbo DNasou (Ambion, USA) v prostiedi 10x Turbo pufru
(Ambion, USA). Reverzni transkripci byla RNA piepsana na cDNA pomoci RevertAid
H Minus reverzni transkripatasy (Thermo Scientific, USA), 5x reak¢niho pufru pro
reverzni transkriptasu (Thermo Scietific, USA) a Oligo(dT) primeru (Sigma, USA).

Lyofilizované primery byly rozpustény podle navodu v pfedem stanovenych
mnozstvich nuclease-free vody nebo TE pufru na koneénou koncentraci 100 mmol.I™.
Pro PCR byly pouzity primery o koncentraci 10 mmol.1", na sekvenaci byly pouzity

primery o koncentraci 5 mmol.I™.
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V experimentalni Casti byly dale pouzity Biirkerova komirka (Marienfeld,

Némecko), nylonova membrana (Fluka, Némecko), Miracloth membrana (Calbiochem,

Ceska republika) a dalsi pomiicky Oddéleni molekularni biologie, CRH.

Sekvence primerii pouZitych v experimentalni ¢asti

CpAUX_Ascl_fw
CpAUX_Spel_rev
dia_CpAUX fw
dia_CpAUX_WT_fw
dia_CpAUX rev
pER8_F4372
PER8_R4559

Phleo Hefi3

Phleo Hi3F2

SP6 promotor

T7 promotor

3.1.3 Roztoky a média

1% agarosovy gel

10x blokovaci reagent

1% formaldehvydovy gel

0,2 mol.I"* malét draselny

10x MOPS pufr

20x SSC pufr

Blokovaci roztok

AGGCGCGCCATGGATATCGCTGG
GACTAGTTTAGCGCGCCCATTC
ATGACGGCTTATGCATCTTGG
GTCAAATCAAGCGGTGGCG
AACACCATGCACATCTCCG
CGACTCTAGGATCTTCGCAAG
TTGACGAACGTTGTCGAAACC
GAGCTCGGTATAAGCTCTCC
GTGTTCAAGATCTCGATAAGATACG
ATTTAGGTGACACTATAGAA

TAATACGACTCACTATAGGG

1 g agarosy ve 100 ml TAE pufru

2 g blokovaciho prasku ve 20 ml pufru kyseliny
maleinové, autoklavovano

1 g agarosy, 5,4 ml 37% formaldehydu, rozpusténo
v 94,6 ml 1x MOPS pufru

600 ml 0,2 mol.I* hydroxid draselny, k tomuto
roztoku bylo piilito 200 ml 0,2 molI* pufru
kyseliny maleinové, pH = 5,2, autoklavovéano

200 mmol.It MOPS, 50 mmol.I* octan sodny,
20 mmol.I'* EDTA, pH = 7,0, autoklavovano

3 mol.I"" chlorid sodny, 300 mmol.I™ citrat sodny
dihydrat, pH = 7,0, autoklavovéano

1 ml 10x blokovaci reagent a 10 ml pufru kyseliny

maleinové
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Denaturacéni roztok

DEPC voda

Detekéni pufr

Pufr s vysokou stringenci

Infiltraéni roztok

Kultivaéni BII agar

Kultivaéni BII médium

LB agar

LB médium

Pufr s nizkou stringenci

Lyzacni pufr

Na* fosfatovy pufr

0,5 mol.I'" hydroxid sodny, 1,5 mol.I"* chlorid
sodny, autoklavovéano

0,1% DEPC v ddH,0, inkubovano pii pokojové
teploté pfes noc, autoklavovano

0,1 mol.I"* Tris, 0,1 mol.I"* chlorid sodny, pH = 9,5,
autoklavovéano

0,1% SDS, 0,1x SSC puftr, rozpusténo v DEPC
vodé

50 g sacharosa, 1,07 g MS médium s vitaminy,
20 pl BAP (I mgml™), 500 pl Silwet L-77,
rozpusténo v 1 1 destilované vody

12 g agar, 100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-
Asparagin monohydrat, 1 g dihydrogenfosforec¢nan
draselny, 0,5 g siran hotec¢naty heptahydrat,
dopInéno do 1 I destilovanou vodou, pH = 5,2,
autoklavovéano

100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-Asparagin
monohydrat, 1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny,
0,5 g siran hotecnaty heptahydrat, doplnéno
do  1ldestilovanou vodou, pH = 5.2,
autoklavovano

10 g trypton, 10 g chlorid sodny, 5 g kvasinkovy
extrakt, 15 g agar, doplnéno do 1 | destilovanou
vodou, pH = 7,1, autoklavovano

10 g trypton, 10 g chlorid sodny, 5 g kvasinkovy
extrakt, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou,
pH = 7,1, autoklavovano

0,1% SDS, 2x SSC puft, rozpusténo v DEPC vodé
200 mmol.I* Tris, 250 mmol.I" chlorid sodny,
25 mmoll* EDTA, 05% SDS, pH = 85,
autoklavovano

8,74 g hydrogenfosfore¢nan sodny, 2,14 ¢
dihydrogenfosfore¢nan sodny, rozpusténo ve 40 ml

destilované vody, autoklavovano
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Neutraliza¢ni roztok

PEG roztok

Prehybridizaéni roztok

Promyvaci pufr

Protoplastiza¢ni roztok

Pufr kyseliny maleinové

Roztok P1

Roztok P2

Roztok P3
SMaC pufr

SOC médium

STC pufr

0,5 mol.I"* Tris, 1,5 mol.I"* chlorid sodny, pH = 7,5,
autoklavovéano

25% PEG 6000, 0,1 mol.I" Tris, 0,05 mol.I"*
chlorid vapenaty, pH = 7,5, sterilizovano pies
0,22 pm filtr

10 ml formamid, 5 ml 20 x SSC, 1,4 g SDS, 0,2 ml
N-laurosylsarkosin, 1 ml Na* fosfatovy pufr, 4 ml
blokovaci roztok

0,1 mol.I* maleinova kyselina, 0,15 mol.I" chlorid
sodny, 0,3% (v/v) Tweenl, pH = 75,
autoklavovéano

5 mgml' lyzaéni enzym z Trichoderma
harzianum, 20 ml SMaC pufr, pH = 5,2,
sterilizovano pies 5 um a 0,22 pm filtry

0,1 mol.I"* maleinova kyselina, 0,15 mol.I"t chlorid
sodny, pH = 7,5, autokldvovano

50 mmol.I" Tris, 10 mmol.I'* EDTA, 100 pg.ml™
RNAsa A, pH = 8, autoklavovano

200 mmoll* hydroxid sodny, 1% SDS,
autoklavovéano

3 mol.I* octan draselny, pH = 5,5, autoklavovano
0,05 mol.I* chlorid vapenaty, 0,85 mol.I'* D-
sorbitol, 0,2 mol.I"* malat draselny, autoklavovano
20 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu a 0,5 g
chloridu sodného bylo rozpusténo v 950 ml
destilované vody. Poté bylo do roztoku piidano
10 ml 250 mmol.I"* chloridu draselného, pH = 7.
Objem byl doplnén destilovanou vodou do 1 1.
Po autoklavovani bylo do roztoku pfidano 20 ml

1molI* glukosy a 5 ml 2 mol.l* chloridu

hotecnatého.
0,85 molI* D-Sorbitol, 0,01 mol.I* Tris,
0,05 mol.I*  chlorid vépenaty, pH = 7.5,
autoklavovano
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TAE pufr 40 mmol.I"* Tris-acetat, | mmol.I'* EDTA, pH =8
Transformacni Bll agar 2,4 g agar, 40 g sacharosa, 1 g pepton, 1 g L-

Asparagin, 1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny,
0,5 g siran hotecnaty heptahydrat, doplnéno do

200 ml destilovanou vodou, pH = 8, autoklavovano

3.1.4 Pouzité kity a navody

DIG RNA labeling Kit (Roche, Svycarsko)

Qiagen PCR cloning kit (Qiagen, Némecko)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Némecko)

QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Némecko)

RNAqueous Total RNA Isolation Kit (Ambion, USA)

Roche Molecular Biochemicals DIG Application Manual for Filter Hybridization

(Roche, Svycarsko)

3.1.5 Pristroje

Centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene, Dansko)

Centrifuga ROTANTA 460R (Hettich, Némecko)

Elektroforetickd komurka pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
Elektroporator ECM 399 (BTX, USA)

Flowbox (MERCI, CR)

Inkubator (Memmert, Némecko)

Magneticky stojanek (Alpaqua, USA)

Mikroskop Olympus CX21FS3 (Olympus, Japonsko)

PC s dokumenta¢nim systémem AlphaDigi a programem Alpha DigiDoc RT
Spektrofotometr NanoDrop NAS 99 (ACT gene, USA)

Termoblok (BIOER, Cina)

Termocykler T — gradient (Biometra, Némecko)

Ttepacka Orbit 1000 (Labnet, USA)

UV transiluminator (East Port Scientific, CR)

Vortex (Labnet, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
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3.2 Metody

3.2.1 Transformace C. purpurea 20.1

3.2.1.1 Priprava protoplasti
50 ml kultivacniho BII média ve 250 ml Erlenmayerové baiice bylo inokulovano
houbou C. purpurea 20.1. Bariky byly umistény na tfepacku (180 rpm, 28°C, 48 h).

Po dvou dnech byla mycelia v BII médiu centrifugovana 10 min (RT, 5600 g). Pelet
mycelia byl promyt SMaC pufrem, centrifugace 10 min (RT, 5600 g). Poté byl pelet
pomoci pipety opatrné resuspendovan Vv protoplatizaénim roztoku a po 1 hod inkubaci
(28°C, 80rpm) byl wvznikly roztok zfiltrovan pifes Nytexovou membranu
do Erlenmayerovy barky, ze které byl nasledné pielit do 50 ml zkumavky Falcon,
centrifugace 10 min (RT, 800 g). Pelet byl 2x promyt STC pufrem, centrigugace vzdy
10 min (RT, 1000 g@). Protoplasty byly rozpustényv1lml STC pufru a pomoci
Biirkerovy komirky byla zkontrolovana jejich hustota (optimalni hodnota - 5.10°

protoplasti v 1 ml pufru).

3.2.1.2 Transformace protoplastu

Ve 12 ml zkumavce Falcon byla pfipravena transformacni smés. Do zkumavky bylo
napipetovano 90 ul STC pufru, 100 ul protoplastd, 50 pl PEG a 10 ul DNA (5-10 pg
fragmentu obsahujiciho 3 a 5° okrajové sekvence genu CpAUX C. purpurea 20.1
a kazetu srezistenci na Phleomycin ziskaného restrikci enzymy Xbal a EcoRlI
konstruktu pRS426::ACpAUX). Po 20 min inkubaci pfi laboratorni teploté byly do
zkumavky piidany 2 ml roztoku PEG. Po uplynuti dalsich 5 min byly do zkumavky
napipetovany jest¢ 4 ml STC pufru.

Ve flowboxu bylo nachystano 10 Petriho misek a 200 ml BII transforma¢niho agaru
(50°C). Do prvni misky bylo nalito 20 ml agaru a ptidano 11 pul protoplastd. Tato miska
slouzila ke kontrole protoplastizace - zda jsou protoplasty schopné rist i po odstranéni
bunécné stény. Do druhé misky bylo nalito 20 ml agaru a 690 pl pfipravené
transformaéni smési. Tato miska slouzila jako kontrola transformace — zda nebyly
protoplasty béhem transformace usmrceny. Do zbylych 160 ml agaru bylo napipetovano

52,8 ul zasobniho roztoku Phleomycinu (100 mg.ml™, vysledna koncentrace byla
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33 ug.ml’l). Agar byl rozlit po 20 ml do zbyvajicich 8 misek, pfi¢emz do kazdé misky
bylo napipetovano 690 ul pfipravené transformacni smési.
Po 4 dnech byla narostla mycelia C. purpurea 20.1 pfenesena na Bll transformacni

agar (pH = 8) s vys§im obsahem Phleomycinu (100 pg.ml™).

3.2.1.3 I1zolace genomické DNA

Den pred zahajenim izolace gDNA byly ve flowboxu z BIl transformaéniho agaru
a Phleomycinem (100 ug.ml’l) vyfezany Casti mycelii transformantii C. purpurea 20.1.
Mycelia byla ptfenesena do 2 ml mikrozkumavek, jejichz vi¢ko bylo nasledné
propichnuto sterilni jehlou. Mikrozkumavky byly umistény do spole¢né kadinky, zality
tekutym dusikem a lyofilizovany pies noc.

Lyofilizované mycelium bylo z kazdé mikrozkumavky pteneseno do nové 2 ml
mikrozkumavky, zalito tekutym dusikem a pomoci Spachtle rozdrceno. Vsechny
nasledujici centrifugace probihaly pii 21 000 g a 4°C. K myceliu bylo napipetovano
600 ul Lyza¢niho pufru. Po 10 min inkubaci na vortexu bylo do kazdé mikrozkumavky
ptidano 400 pl 5 mol.I"* roztoku octanu draselného, centrifugace 20 min. Supernatant
byl spole¢né s 1 ml isopropanolu piepipetovan do novych 2 ml mikrozkumavek, obsah
mikrozkumavky byl promichan. Po 30 min centrifugaci byl pelet promyt 300 ul
70% ethanolu (-20°C), centrifugace 5 min. Pelet byl vysusen 30 min v digestofi a poté
byl rozpustén v 50 pl nuclease-free vody. Nasledné byla na NanoDropu NAS 99

zmeéfena koncentrace ziskané DNA.

3.2.1.4 Diagnosticka PCR
Analyza ziskanych primérnich transformantt C. purpurea 20.1 s deleci genu CpAUX
byla provedena pomoci diagnostické PCR. Se vzorky gDNA z C. purpurea 20.1 byly
provedeny tii PCR. Jednotlivé reakéni smési (Tab. 1) se liSily pouze v ptidanych
primerech, nastaveni podminek v termocycleru bylo vzdy stejné (Tab. 2).

Prvni reakéni smés obsahovala primery dia CpAUX WT fw adia_CpAUX rev,
do druhé reakéni smési byly ptidany primery dia CpAUX fw a Phleo Hi3F2, tieti
smés obsahovala primery Phleo Hefi3 a dia_CpAUX rev (Obr. 11).
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Tab. 1 Slozeni PCR smési s GoTag G2 Flexi polymerasou

Slozka Objem [ul]
5x GoTaq pufr 2,5

GoTaq G2 Flexi polymerasa 0,07
Chlorid hote¢naty (25 mmol.1™) 0,75

dNTP (10 mmol.I"") 0,25

Fw primer (10 mmol.I'") 0,25

Rev primer (10 mmol.I™) 0,25

H,O 7,43
gDNA C. purpurea 20.1 (100 ng) 1

Celkovy objem 12,5

Tab. 2 Nastaveni podminek diagnostického PCR za pouziti GoTaq G2 Flexi polymerasy

Krok Teplota [°C] Cas [s]
1. Pocate¢ni denaturace 95 120

2. Denaturace 95 30

3. Annealing 62 30

4. Elongace 72 110

5. Konecnd elongace 72 300

CykKlus 2-4 byl opakovan 32x.

dia CpAUX WT_fw dia_CpAUX rev
CPAUX > =
5'okrajovd selovence genu 18 kbp 3 okrajovad selovence genu

wild type i i ]
phleo
800 bp

mutant

5'okrajova sekvence genu  3'okrajovd sekvence genu
= < = <=
dia CpAUX_ fw Phleo Hi3F2  Phleo Hefil dia_ CpAUX_rev

Obr. 11 Schéma nasedani primert pii diagnostickém PCR (wild type a mutant, oblast genu

CpAUX)

3.2.1.5 Elektroforéza v agarosovém gelu

PCR smési byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy. Ke vzorkim byl

napipetovan vzorkovaci pufr 6x Loading Dye, jako standard byl pouzit 1kb Plus DNA

Ladder. Po naneseni vzorkti na 1% agarosovy gel, ke kterému bylo napipetovano 10 pl

0,5% ethidium bromidu, byla elektroforeticka komurka uzaviena a piipojena ke zdroji

napéti. Elektroforéza probihala v 1x TAE pufru pii konstantnim napéti 120 V po dobu

20 min. Nésledné byl gel pfenesen na UV-transiluminator a byl pofizen snimek pomoci

dokumentaéniho systému AlphaDigi a programu Alpha DigiDoc RT.
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3.2.2 Priprava RNA proby

3.2.2.1 Restrikce enzymem Hindl 1l

Templatem pro vytvoreni RNA proby byl pDRIVE plasmid obsahujici 3° okrajovou
sekvenci genu CpAUX C. purpurea 20.1. 2 pg tohoto plasmidu byly nastépeny
enzymem Hindlll (Tab. 3). Inkubace restrikéni smési probihala do dalsiho dne pii 37°C.

3.2.2.2 Purifikace nastépené DNA

Nasledujici den byla restrikéni smés purifikovana za pouziti QIAquick Gel Extraction
kitu (Qiagen, Némecko). Vsechny nasledujici centrifugace probihaly pii 18 000 g a pfi
laboratorni teploté. Podle ndvodu byl k restrikéni smési napipetovan 5x vétsi objem PB
pufru. Roztok byl piepipetovan do QIAquick kolonky, centrifugace 1 min. Smés, ktera
kolonkou protekla, byla odstranéna. Na kolonku bylo napipetovano 500 ul QC pufru,
centrifugace 1 min. Smés, ktera kolonkou protekla, byla opét odstranéna. Na kolonku
bylo napipetovano 750 pl PE pufru, centrifugace 1 min. Smés, ktera protekla, byla
odstranéna. Aby doslo k tiplnému odstranéni PE pufru, byla prazdna kolonka se sbérnou
mikrozkumavkou sto¢ena po dobu 1 min. Kolonka byla pfenesena do nové 1,5 ml
mikrozkumavky a bylo na ni napipetovano 18 pl vody. Po 1 min inkubaci nasledovala
centrifugace 1 min. Kolonka byla odstranéna a na NanoDropu NAS 99 byla zméfena

koncentrace ziskané DNA.

Tab. 3 Restrikce pDRIVE plasmidu s 3" okrajovou sekvenci genu CpAUX enzymem Hindlll

SloZzka Objem [ul]
HindlIl 3

NEB 2.1 pufr 4

pDRIVE obsahujici 3" okrajovou sekvenci genu CP)AUX (2 ug) 8

H,0 25
Celkovy objem 40

Tab. 4 Vytvoreni RNA proby znacené digoxigeninem in vitro transkripci z DNA templatu

Slozka Objem [pl]
Purifikovany DNA templat (konc.) 13

10x dNTP (10 mmol.I" ATP, 10 mmol.I"* CTP, 10 mmol.I"* GTP, 2

6,5 mmol.I" UTP, 3,5 mmol.I" DIG-11-UTP)

10x transkripcni pufr 2

Inhibitor RNasy 1

RNA polymerasa T7 2

Celkovy objem 20
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3.2.2.3 In vitro transkripce

K vytvoifeni RNA proby znacené digoxigeninem in vitro transkripci z DNA templatu
byl pouzit DIG RNA labeling kit (Roche, Svycarsko). 1 g purifikovaného DNA
templatu byl pomoci nuclease-free vody doplnén na objem 13 pl ana ledu byly
do reakéni smési ptidany dalsi reagencie (Tab. 4). Smés byla pomoci pipety opatrné
promichdna ainkubovéna 2 hod pii 37°C. Reakce byla zastavena pfidanim 2 pl
0,2 mol.I" EDTA (pH = 8,0).

3.2.2.4 Elektroforéza ve formaldehydovém gelu

RNA transkript byl analyzovan pomoci elektroforézy v 1% formaldehydovém gelu.
Ke 3 ul vzorku RNA proby byl pfidan vzorkovaci pufr 6x Loading dye. Smés byla
inkubovéna po dobu 10 min pii 65°C, poté byla okamzité pienesena na led.

Po naneseni vzorku na 1% formaldehydovy gel s 10 ul 0,5% ethidium bromidem,
byla elektroforetickd komiirka uzaviena a pfipojena ke zdroji napéti. Elektroforéza
probihala v 1x MOPS pufru pii konstantnim napéti 120 V po dobu 30 min. Nasledné
byl gel ptenesen na UV-transiluminator a byl pofizen snimek pomoci dokumenta¢niho

systému AlphaDigi a programu Alpha DigiDoc RT.

3.2.3 Southern blot

Southern blot (Southern, 1975) byl proveden podle Roche Molecular Biochemicals DIG
Application Manual for Filter Hybridization (Roche, Svycarsko).

3.2.3.1 Restrikce gDNA enzymem Sall, ethanolova precipitace

Podle postupu 3.2.1.3 byly izolovany vzorky gDNA ze ¢tyf predpokladanych
transformantt C. purpurea 20.1 a z WT C. purpurea 20.1. S 10 pg gDNA a 7 pg gDNA
bylo nasledné provedeno pét restrikci enzymem Sall (Tab. 5). Restrikéni smési byly

inkubovany do dal$iho dne pii 37°C.

Tab. 5 Restrikce gDNA z C. purpurea 20.1 restrikéni endonukleasou Sall

SloZzka MnoZstvi

Sall 8 ul

NEB 3.1 pufr Sul

gDNA 10 pg nebo 7 pg

Smés byla doplnéna vodou na objem 50 ul
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Nasledujici den byla gDNA piecisténa a zakoncentrovana ethanolovou precipitaci.
K 50 pl restrikéni smési bylo pfidano 5 pl 5 mol.I" roztoku octanu amonného, smés
byla promichana na vortexu. Nasledné bylo do mikrozkumavky piidano 137,5 ul 96%
ethanolu (-20°C), nasledovala inkubace 30 min pii -20°C. Po 15 min centrifugaci
(21000 g, 4°C) byl k peletu napipetovan 1 ml 70% ethanolu (-20°C), centrifugace
5 min (21 000 g, 4°C). Pelet byl vysusen 30 min ve flow-boxu a poté byl rozpustén
v 15 ul nuclease-free vody.

3 ul gDNA pifed a po restrikci byly podle postupu 3.2.1.5 separovany
vV 1% agarosovém gelu. Jako marker byl pouzit 1 kb DNA Ladder. Elektroforéza
probihala 1 h pfi konstantnim napéti 90 V.

3.2.3.2 Elektroforéza v agarosovém gelu, promyvani gelu
12 ul Stépené a zakoncentrované gDNA C. purpurea 20.1 bylo elektroforeticky
separovano v 1% agarosovém gelu v 1x TAE pufru podle postupu 3.2.1.5. Elektroforéza
probihala pii konstantnim napéti 90 V po dobu 1 h. Jako standard byl pouzit DIG-
labeled DNA molecular weight marker I1.

Po elektroforetické separaci byl gel, umistény na tiepacce, ponoien
do Denaturaéniho roztoku 2 x 15 min. Poté byl gel omyt sterilni vodou a inkubovan
S Neutraliza¢nim roztokem 2 X 15 min. Na zavér byl gel ponotfen na 10 min do 20x SSC

pufru. Ve probihalo pfi laboratorni teplotg.

3.2.3.3 Kapilarni pienos gDNA

Byl proveden kapilarni pfenos gDNA z 1% agarosového gelu na pozitivné nabitou
nylonovou membranu. Na horni plochu gelu byla pfiloZena nylonovd membrana, dolni
plocha gelu byla prostfednictvim filtraéniho papiru spojena se zasobnikem pfenosového
pufru. Jako ptenosovy pufr byl pouzit 20x SSC pufr. Na horni plochu membrany byly
naskladany 3 MM Whatman papiry a stoh papirovych ubrousk. Pro lepsi kontakt vSech
vrstev byla soustava zatizena zavazim. Transfér gDNA probihal pfi laboratorni teploté
do dalsiho dne.

Nasledujici den byla membrana umisténa na filtracni papir, ozafena UV

svétlem (100 s, 500 J) a ptenesena do 50 ml zkumavky Falcon.

30



3.2.3.4 Prehybridizace a hybridizace

K membrané v 50 ml zkumavce Falcon bylo nalito 20 ml Prehybridiza¢niho roztoku
(50°C). Po 30 min inkubaci pii 50°C v hybridiza¢ni peci byl prehybridiza¢ni roztok
vyménén za roztok hybridizacni, ktery byl pfipraven nasledujicim zplsobem: 5 ul
znatené RNA proby bylo smichano s 50 ul nuclease-free vody, smés byla inkubovana
7 min pfi 100°C a poté byla okamzité pienesena na led. Takto pfipravena smés byla
napipetovana K 5 ml prehybridiza¢niho roztoku. Membrana byla s takto pfipravenym
roztokem inkubovana do nasledujiciho dne v hybridizaéni peci pii 50°C.

Dalsi den byla membrana v 50 ml zkumavce Falcon inkubovana pfi laboratorni
teploté na tfepacce 2 X 15 min s Pufrem s nizkou stringenci a poté s Pufrem s vysokou
stringenci 2 x 15 min pfi 68°C. Poté byla membrana, umisténd na tfepacce, ponofena
do Promyvaciho pufru po dobu 2 min a poté byla jest¢ inkubovana S Blokovacim
roztokem po dobu 30 min.

3.2.3.5 Detekce

K detekci hybridizovanych fragmenti DNA byla pouzita protilatka Anti-digoxigenin-
AP, ktera byla centrifugovana po dobu 5 min (11 000 g, 4°C). 2 ul této protilatky byly
napipetovany k 20 ml Blokovaciho roztoku, pfiéemz membrana byla s timto roztokem
inkubovana 30 min. Nasledné¢ byla membrdna, umisténd na tifepacce, ponofena
do Promyvaciho pufru 2 x 15 min a poté do Detekéniho pufru po dobu 3 min. Vse
probihalo pfi laboratorni teplot¢.

10 ul chemiluminiscenéniho substratu CDP Star bylo piidano k 990 pl Detekéniho
pufru. Tento roztok byl napipetovan na membranu umisténou mezi plastovymi listy.
Po 5 min inkubaci byl roztok z membrany odstranén a ta byla zafixovana pomoci lepici
pasky do vyvolavaci kazety. Film byl 15 min exponovan S membranou a poté byl

vyvolan v temné mistnosti.

3.2.4 Priprava cDNA C. purpurea 20.1

3.2.4.1 Izolace RNA
Podle postupu 3.2.1.1 bylo 50 ml kultivaéniho BII média ve 250 ml Erlenmayerové

banice inokulovano houbou C. purpurea 20.1. Po dvou dnech bylo mycelium zfiltrovano

pfes Miracloth membranu, poté bylo opatrné pieneseno do Petriho misky, kde bylo
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zalito tekutym dusikem. Petriho miska byla umisténa do lyofilizatoru, lyofilizace
probihala do nasledujiciho dne.

Pomoci RNAqueous Total RNA Isolation kitu (Ambion, USA) byla
Z lyofilizovaného mycelia izolovana RNA. Mycelium bylo nejdiive ve tfeci misce zalito
tekutym dusikem a pomoci tlou¢ku bylo rozdrceno. Poté bylo 100 mg mycelia
pteneseno do 2 ml mikrozkumavky, kde k nému byl ptidan 1 ml Lyza¢niho pufru.
Po 10 min inkubaci na vortexu pii laboratorni teploté byla smés centrifugovana 2 min
(21000 g, 4°C). Supernatant byl spolecné se stejnym objemem 64% ethanolu
ptfepipetovan do nové 2 ml mikrozkumavky, smés byla promichana otocenim 2-3X.
Vsechny nasledujici centrifugace probihaly pii 13000 g a pii laboratorni teploté.
Reakéni smés ve 2 ml mikrozkumavce byla postupné po 700 pl napipetovéna
na kolonku ve sbérné mikrozkumavce, centrifugace vzdy 30 s. Smés, ktera kolonkou
protekla, byla odstranéna. K promyti bylo na kolonku napipetovano 700 pl
Promyvaciho pufru 1, centrifugace 30 s. Smés, ktera protekla, byla odstranéna.
Nasledné bylo na kolonku napipetovano 2 x 500 pl Promyvaciho pufru 2/3, centrifugace
vzdy 30 s. Smés, ktera kolonkou protekla, byla opét odstranéna. Po dalsi 30 s
centrifugaci byla kolonka pfenesena do nové sbérné mikrozkumavky. RNA byla
eluovana 60 upl Elu¢niho pufru (80°C), centrifugace 30 s. Poté bylo na kolonku
napipetovano jesté dalSich 40 pl Elu¢niho pufru (80°C), centrifugace 30 s.

Ziskana RNA byla precisténa Turbo DNasou. K 50 ul RNA bylo napipetovano 6 pl
10x Turbo pufru a 2 pl Turbo DNasy. Po 45 min inkubaci pti 37°C byly k reakéni smési
napipetovany jesté dalsi 2 ul Turbo DNasy, nasledovala opét inkubace 45 min pii 37°C.

RNA Dbyla piecisténa a zakoncentrovana pomoci magnetickych kuliek
AGENCOURT RNACLEAN XP. K 60 pl RNA bylo napipetovano 30 ul magnetickych
kulic¢ek a 25 pl isopropanolu. Smés byla promichdna na vortexu a po 10 min inkubaci
pii laboratorni teploté byla umisténa na 5 min na magneticky stojanek. Supernatant byl
opatrn€¢ odpipetovan. Mikrozkumavka byla zaplnéna RNAse free 70% ethanolem
a po 1min inkubaci byl supernatant opatrn¢ odstranén. K RNA bylo napipetovano
200 pl RNAse free 70% ethanolu, po 1 min inkubaci byl supernatant opét odpipetovan.
Tento krok byl jesté jednou zopakovan. Pelet byl nasledné vysusen 10 min ve flowboxu.
RNA byla eluovana do 20 pl RNase free vody. Smés byla inkubovana 5 min
na magnetickém stojanku a poté byla RNA opatrné piepipetovana do Cisté

mikrozkumavky. Na NanoDropu NAS99 byla zméfena koncentrace ziskané RNA.
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Tab. 6 Reverzni transkripce

Slozka Objem [pl]
Reakéni smés 13

dNTP (10 mmol.I™) 2

5x reakeni pufr 4
RevertAid H Minus reverzni transkriptasa 1

Celkovy objem 20

3.2.4.2 Reverzni transkripce

Ke 2 ug RNA byl napipetovan 1 pl Oligo(dT) primeru a smés byla pomoci RNase free
vody doplnéna na objem 13 pl. Reakéni smés byla inkubovéna 5 min pti 65°C a poté
okamzité pfenesena na led. Na ledu byly ptidany dalsi reagencie (Tab. 6) a reverzni
transkripce probihala pfi 42°C 1h v termocycleru. Reakce byla ukoncena inkubaci

10 min pti 70°C.

3.2.5 Ligace cDNA transkriptu genu CpAUX do pDRIVE plasmidu

3.2.5.1 PCR, elektroforéza v agarosovém gelu
Amplifikace cDNA transkriptu genu CpAUX byla provedena pomoci PCR (Tab. 7)
za pouziti Phusion DNA polymerasy a primert prodlouzenych o pfidana restrikéni
mista CpAUX_Ascl_fw a CpAUX_Spel_rev. Po skonceni elongace bylo k reakéni
smési (Tab. 8) napipetovano 0,3 ul GoTaq G2 Flexi polymerasy pro ziskani
nespecifickych adenosinti na koncich amplikonii pro TA klonovani. PCR s GoTaq G2
Flexi polymerasou probihala 10 min pti 72°C.

PCR smés byla nasledné analyzovana pomoci elektroforézy v 1% agarosovém gelu
podle postupu 3.2.1.5. Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 120 V po dobu
30 min. Jako standard byl pouzit 1kb Plus DNA Ladder.

Tab. 7 Nastaveni PCR s Phusion DNA polymerasou

Krok Teplota [°C] Cas [s]
1. Pocate¢ni denaturace 98 30

2. Denaturace 98 7

3. Annealing 57 20

4. Elongace 72 60

Cyklus 2-4 byl opakovan 35x.
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Tab. 8 Slozeni PCR smési s Phusion DNA polymerasou

Slozka Objem [ul]
5x HF pufr 4

Phusion DNA polymerasa 0,2

dNTP (10 mmol.I"") 0,4
CpAUX_Ascl_fw (10 mmol.I™" 1
CpAUX_Spel_rev (10 mmol.I™) 1

H,0 12,4
CDNA templat 1

Celkovy objem 20

3.2.5.2 1zolace a purifikace DNA z agarosového gelu

Fragment odpovidajici velikosti genu CpAUX (1683 bp) byl z agarosového gelu pomoci
sterilniho skalpelu vyfiznut a pienesen do 1,5 ml mikrozkumavky. K izolaci DNA
amplikont byl pouzit QIAquick Gel Extraction Kit. VSechny nasledujici centrifugace
probihaly pti 18 000 g a laboratorni teploté. Podle navodu byl k agarosovému gelu
napipetovan 3x vétsi objem QC pufru (100 mg gelu~ 300 pl QC pufru). Aby doslo
Kk rozpusténi gelu byla smés inkubovana 10 min pti 50°C. Nasledné byl k roztoku ptidan
isopropanol ve stejném mnozstvi jako byl objem gelu. Roztok byl ptepipetovan
do QIAquick kolonky a dalsi postup probihal podle 3.2.2.2. DNA byla eluovana 18 pl
nuclease-free vody, na NanoDropu NAS 99 byla zméfena koncentrace ziskané DNA.

3.2.5.3 Ligace do pDRIVE plasmidu

Byla provedena ligace (Tab. 9) insertu CpAUX do pDRIVE plasmidu (Obr. 12). Liga¢ni
smés byla inkubovéana pii 8°C do nasledujiciho dne. Dalsi den byla T4 DNA ligasa

inaktivovana 10 min pii 70°C.

Tab. 9 Ligace insertu CpAUX do pDRIVE plasmidu

SloZzka Objem [ul]
DNA insert (21 ng) 4

2X liga¢ni master mix 5

pDRIVE klonovaci vektor (50 ng) 1

Celkovy objem 10
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Obr. 12 pDRIVE klonovaci vektor
(http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/giagen/1016726hbdnypcrcloning401ww.pdf, stazeno
4.5.2014)

3.2.5.4 Transformace elektrokompetentnich bunék E. coli TOP10
Plasmid s insertem byl pomoci elektroporace transformovan do elektrokompetentnich
bun¢k E. coli TOP10. Do 1,5 ml mikrozkumavky s bunikami E. coli (50 ul) na ledu byl
ve flow-boxu napipetovan 1 pl ligaéni smési. Smés byla opatrné pomoci pipety
promichéna a pfepipetovana do pfedem vychlazené elektroporacni kyvety. Po 5 min
inkubaci na ledu byla elektroporacni kyveta vloZzena do elektroporatoru, kde byl
bunikam udélen elektricky impuls 1800 V po dobu 5 ms. lhned po impulsu bylo
do kyvety napipetovano 250 pul SOC média. Smés byla piepipetovana do nové 1,5 ml
mikrozkumavky, nasledovala inkubace 30 min na ttepacce piti 37°C.

Ve flow-boxu byly piipraveny dvé Petriho misky s LB agarem a kanamycinem
(50 pg.ml™). Na agar bylo napipetovano 40 pl 0,1 mol.I" xGal a 10 ul 0,1 mol.I"* IPTG,
které byly pomoci sterilni hokejky rozetfeny. Poté bylo na jednu Petriho misku
napipetovano 100 ul a na druhou misku 200 ul transformovanych bunék E. coli. Petriho

misky byly zalepeny parafilmem a inkubovany do dalSiho dne pii 37°C.
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3.2.5.5 Alfa komplementace
Vzhledem k tomu, Ze soucasti pDRIVE plasmidu je kromé rezistenci na kanamycin
a ampicilin jest€ i lacZ gen obsahujici tzv. multiklonovaci misto, je mozné selektovat
kolonie E. coli na zéakladé¢ tzv. modrobilé¢ selekce (alfa komplementace). LacZ
koduje B-galaktosidasu  Stépici substrat Xgal na galaktosu a 5-brom-4-chlor-3-
hydroxyindol, ktery je dale oxidovan na modry produkt. Pokud tedy dojde uspé$nému
vlozeni insertu do multiklonovaciho mista v LacZ genu, neni E. coli schopna
produkovat [-galaktosidasu, kolonie jsou tudiz zbarveny bile. IPTG funguje jako
induktor lacZ operonu.

Dalsi den byly bilé kolonie E. coli pfeneseny pomoci sterilniho paratka do 3 ml
tekutého LB média s kanamycinem (50 ],tg.ml'l). Nasledovala inkubace na tiepacce pii

37°C do dalsiho dne.

3.2.5.6 lzolace plasmidu alkalickou lyzi

Kizolaci plasmidt byly pouzity P1, P2 a P3 roztoky. 2 ml bakteridlni kultury byly
postupné centrifugovany 1 min v 1,5 ml mikrozkumavce (18 000 g, RT). Pelet byl
resuspendovan ve 300 ul P1 roztoku. Poté bylo k roztoku pfidano 300 pl lyzacniho
roztoku P2, smés byla promichana oto¢enim mikrozkumavky 6x. Po 5 min inkubaci
bylo do mikrozkumavky pfiddno 300 pl roztoku P3. Nasledovala inkubace 5 min
na ledu, centrifugace 10 min (18 000 g, 4°C). Supernatant byl spole¢né¢ s 500 pl
70% ethanolu (-20°C) pftepipetovan do nové 1,5 ml mikrozkumavky. Smés byla
promichana prevracenim mikrozkumavky 6x, centrifugace 30 min pii (18 000 g, RT).

Pelet byl vysuSen 30 min ve flow-boxu a poté byl resuspendovan v 15 pl sterilni vody.

3.2.5.7 Restrikce enzymem EcoRlI
Pro ovéfeni uspésnosti ligace CpAUX do pDRIVE plasmidu byly provedeny restrikce
plasmidi enzymem EcoRI (Tab. 10). Restrikéni smés byla inkubovana pii 37°C
do dalsiho dne.

Naésledujici den byly restrikéni smési analyzovany pomoci agarosové elektroforézy
v 1x TAE pufru podle postupu 3.2.1.5. Jako standard byl pouzit 1kb Plus DNA Ladder.
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 120 V po dobu 30 min.
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Tab. 10 Restrikce plasmidu restrikéni endonukleasou ECORI

Slozka Objem [ul]
10x EcoRI pufr 2

EcoRl 0,5

H,O 7,5
Plasmid 10
Celkovy objem 20

K izolaci plasmidové DNA bylo napipetovano 20 pl bakteridlni kultury obsahujici
pDRIVE s insertem do 4 ml LB média s kanamycinem (50 pg.ml™). Inkubace probihala

na tiepacce pii 37°C do dalsiho dne.

3.2.5.8 Izolace plasmidu pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu
K izolaci pDRIVE plasmidu s insertem CpAUX byl pouzit QIAprep Spin Miniprep kit
(Qiagen, Némecko). Vsechny nasledujici centrifugace probihaly pfi 18 000 g a pfi
laboratorni teploté. 4 ml bakteridlni kultury byly postupné po dobu 3 min sto¢eny
v 1,5 ml mikrozkumavce. Pelet byl resuspendovén ve 250 pul pufru P1. Nasledné bylo
ke smési pfidano 250 ul pufru P2 a obsah mikrozkumavek byl promichan jejich
prevracenim 4-6x. Po 5 min inkubaci pii laboratorni teploté bylo ke smési napipetovano
350 pl pufru N3. Obsah mikrozkumavek byl promichan jejich pfevracenim 4-6X,
centrifugace 10 min. Supernatant byl piepipetovan do QIAprep spin kolonky,
centrifugace 30 s. Smés, ktera kolonkou protekla, byla odlita. Na kolonku bylo
napipetovano 500 pl PB pufru, centrifugace 1 min. Smés, ktera protekla byla opét
odstranéna. Na kolonku bylo napipetovano 750 ul PE pufru, centrifugace 1 min. Sm¢s,
ktera protekla byla odstranéna. Aby doSlo k Gplnému odstranéni promyvaciho pufru
byla prazdna kolonka stoCena jest¢ 1 min. Kolonka byla pienesena do Cisté 1,5 ml
mikrozkumavky, kde na ni bylo napipetovano 40 ul nuclease-free vody. Po 1 min
inkubaci pii laboratorni teploté¢ nasledovala centrifugace 1 min. Poté byla
na NanoDropu NAS 99 zméfena koncentrace ziskané DNA.

Piitomnost insertu CpAUX v pDRIVE plasmidu byla ovétena sekvenaci za pouziti

primert nasedajicich na useky plasmidu pDRIVE odpovidajici SP6 a T7 promotoru.
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3.2.6 Ligace genu CpAUX do pERS8 plasmidu

3.2.6.1 Restrikce pDRIVE plasmidu enzymy Ascl a Spel

Byly provedeny restrikce pDRIVE plasmidu s vlozenym insertem CpAUX a plasmidu
PER8 (Obr. 13) restrikénimi endonukleasami Ascl a Spel (Tab. 11). Restrik¢ni smési
byly inkubovany do dalsiho dne pii 37°C.

Naésledujici den bylo 20 pl restrikéni smési s pDRIVE plasmidem a 5 pl restrikéni
smési s pPER8 plasmidem, ktery vyuziva XVE systém indukovany pomoci estradiolu,
analyzovano pomoci agarosové elektroforézy podle 3.2.1.5. Jako standard byl pouzit
1kb Plus DNA Ladder. Elektroforéza probihala 20 min pfti konstantnim napéti 120 V.

3.2.6.2 lzolace a purifikace insertu a pER8 plasmidu
Fragment odpovidaji velikosti genu CpAUX (1683 bp) byl z agarosového gelu vyfiznut
a prenesen do 1,5 ml mikrozkumavky. K izolaci insertu CpAUX z agarosového gelu byl
pouzit QIAquick Gel Extraction kit - postup dle 3.2.5.2. DNA byla eluovana 20 pl
nuclease-free vody a na NanoDropu NAS 99 byla zmétena koncentrace ziskané DNA.
Na agarosovém gelu byla také zkontrolovana velikost nastépeného pER8 plasmidu
(11522 bp). Plasmid byl izolovan z 15 pl restrikéni smési, pficemz nejdiive byla
restrik¢éni smés oSetfena alkalickou fosfatasou Antarctic (Tab. 12). Po 1 h inkubaci pfi
37°C byla smés piecisténa podle 3.2.2.2. DNA byla eluovana 20 ul nuclease-free vody,

ziskand koncentrace byla zméfena na NanoDropu NAS 99.

Tab. 11 Restrikce pDRIVE plasmidu s insertem CpAUX a pER8 plasmidu restrikénimi
endonukleasami Ascl a Spel

SloZzka MnoZstvi
CutSmart pufr 2 ul

Ascl 0,5 ul
Spel 0,5 ul
pDRIVE plasmid s insertem nebo pER8 1 ug

Doplnéno vodou na celkovy objem 20 ul

Tab. 12 Oseteni pER8 plasmidu alkalickou fosfatasou Antarctic

Slozka Objem [pl]
Restrikéni smés 15
Alkalicka fosfatasa Antarctic 1

10x pufr pro alkalickou fosfatasu 15
Celkovy objem 17,5
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3.2.6.3 Ligace do pER8 plasmidu
Byla provedena ligace (Tab. 13) CpAUX do pER8 plasmidu (Obr. 13). Liga¢ni smés
byla inkubovana pii 8°C do nasledujiciho dne. Dal$i den byla T4 DNA ligasa

inaktivovdna 10 min pti 70°C.

25 Frre!
£3 Ssefaar|
100 EzcRY
Bas| 11342 677 Sma]
E77 Xmal

1222 B

£031 Ase!

FERS
I

BeWW 1 834¢ !

F : 2232 Rsr|]
&CIDE} 825 11£22 base pairs
zpD1 8351 Uniqus Si
Ecoll[ 8116 U= oes
Age | 7536 3581 ARL
Nerl 7645
‘E.':El JE45
hel T€45
. Ty 19% '
Ebel 7845 21%- Fasti
Bs!107 | 7443 £200 Aan]
i A212 Apal MCS
4212 Bgpjag|
EED Paz|
a7 i
4824 Puwu Spe

5698 EsiEl

Obr. 13 Klonovaci vektor pER8 (Zuo et al., 2000)

Tab. 13 Ligace insertu CpAUX do pER8 plasmidu

SloZzka Objem [ul]
Insert CpAUX (87 ng) 7

T4 DNA ligasa 1

10x pufr pro T4 DNA ligasu 2

pERS plasmid (60 ng) 10
Celkovy objem 20

Tab. 14 Restrikce pER8 plasmidu s insertem CpAUX restrikénimi endonukleasami Ascl a Spel.

Slozka Objem [ul]
CutSmart pufr 2

Ascl 0,25

Spel 0,25
Plasmid 14

H,O 3,5
Celkovy objem 20
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3.2.6.4 Elektroporace E. coli TOP10, izolace plasmidu s insertem
Plasmid sinsertem byl pomoci elektroporace podle 3.2.5.4 transformovan
do elektrokompetentnich bun¢k E. coli TOP10, selekce bun¢k probihala na LB agaru
se spektinomycinem (100 pg.ml™). Narostlé kolonie E. coli byly pieneseny do 3 ml
tekutého LB média se spektinomycinem (100 pg.ml™). Podle postupu 3.2.5.6 byla
ze 2 ml bakterialni kultury pomoci alkalické lyze izolovana plasmidova DNA, ktera
byla nasledné podrobena restrik¢éni analyze enzymy Ascl a Spel (Tab. 14), pficemz
restrikéni smési byly analyzovany agarosovou elektroforézou v 1x TAE pufru podle
3.2.1.5. 20 pl pozitivni bakterialni kultury bylo kultivovano ve 4 ml LB média
se spektinomycinem (100 pg.ml™). Z bakterialni kultury byl naslednd podle 3.2.5.8
pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu izolovan plasmid s insertem.

Spravnost sekvence insertu CpAUX v pER8 plasmidu byla ovéfena sekvenaci
za pouziti primert pER8 F4372 a pER8 R4559.

3.2.7 Transformace Agrobacterium tumefaciens

Plasmid pERS8 s vlozenym CpAUX byl pomoci elektroporace transformovan do bun¢k
Agrobacteria  tumefaciens GV  3101. Do 15 ml  mikrozkumavky
s bunkami A. tumefaciens (50 ul), umisténé na ledu, byl ve flow-boxu napipetovan
1 pul plasmidu. Smés byla opatrné pomoci pipety promichiana a piepipetovana
do ptedem vychlazené elektroporac¢ni kyvety. Po 15 min inkubaci na ledu byla
elektroporacni kyveta vloZena do elektroporatoru, kde byl buiikam udélen elektricky
impuls 1800 V po dobu 5 ms. Ihned po impulsu bylo do kyvety napipetovano 200 pl
SOC meédia. Smés byla piepipetovana do nové 1,5 ml mikrozkumavky, nasledovala
inkubace 3 h na tfepacce pii 28°C.

Ve flow-boxu byly pfipraveny tii Petriho misky s LB agarem, ktery obsahoval
gentamycin (25 pg.ml™), rifampicin (100 pg.ml™) a spektinomycin (100 pg.ml™).
Na misky bylo napipetovdno 10 pl, 15 pl a 20 pl transformovanych bunék
A. tumefaciens. Petriho misky byly zalepeny parafilmem a inkubovany 48 h pii 28°C.

3.2.8 Ovéreni transformace A. tumefaciens

Transformovana kolonie A. tumefaciens byla pomoci paratka prenesena z LB agaru
do 5 ml LB média s gentamicinem (25 pg.ml™), rifampicinem (100 pg.ml™)
a spektinomycinem (100 pg.ml™), inkubace 24 h (28°C, 180 rpm). 1 ml narostlé kultury
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A. tumefaciens byl kultivovan ve 4 ml LB média s pfislusnymi antibiotiky, opét
inkubace 24 h pti 28°C na tfepacce. Ze zbylych 4 ml bakterialni kultury byla izolovana
plasmidova DNA alkalickou lyzi podle 3.2.5.6. Pelet DNA byl rozpustén v 10 pl
nuclease-free vody.

Izolovany plasmid byl pomoci tepelného Soku transformovan do chemicky
kompetentnich bunék E. coli TOP10. K buiikdm umisténym na ledu byly napipetovany
3 ul plasmidu, obsah mikrozkumavky byl opatrné pomoci pipety promichan. Po 30 min
inkubaci na ledu byl bunkam udélen tepelny Sok (42°C) po dobu 30 s. Smés byla
okamzité umisténa na led a po 5 min inkubaci bylo do mikrozkumavky piidano 950 pl
SOC média, inkubace 1 h (37°C, 200 rpm). Obsah mikrozkumavky byl napipetovan
do 5 ml LB média se spektinomycinem (100 pg.ml'l), inkubace do dalsiho dne (37°C,
200 rpm). Z 5 ml transformované bakterialni kultury E. coli byl alkalickou lyzi podle
3.2.5.6 izolovan plasmid, ktery byl poté podroben restrikéni analyze enzymy Ascl
a Spel podle 3.2.6.4.

3.2.9 Transformace Arabidopsis thaliana metodou ,,floral dip“

Na transformace A. thaliana metodou ,,floral dip* byly 2 ml kultury A. tumefaciens,
obsahujici plasmid pER8 sCpAUX, napipetovany do 400 ml LB média
s gentamicinem (25 pg.ml™), rifampicinem (50 pg.ml™) a  spektinomycinem
(100 pg.ml™), inkubace ve tmé 24 h (28°C, 180 rpm).

Nasledujici den bylo 400 ml kultury A. tumefaciens sto¢eno po dobu 10 min (3600 g,
RT). Pelet byl resuspendovan v takovém mnozstvi infiltraniho média, aby byla
vysledna opticka hustota pti 600 nm v rozmezi 0,8 — 1,0. Do takto pfipravené kultury
A. tumefaciens bylo postupné po dobu 30 s namoceno 9 rostlin A. thaliana Col-0
ve fazi kveteni. Jakmile rostliny oschly, byly do roztoku A. tumefaciens ponoteny
znovu na 30 s. Takto transformované rostliny A. thaliana byly zakryty folii a po dobu

dalSich 24 h udrzovany ve tm¢ a ve vlhku. Po 24 h byla f6lie odstranéna.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Podle dosud nepublikovanych vysledki Oddéleni molekularni biologie, CRH
(Galuszka, osobni komunikace) byly v myceliich z axenické kultury i ve sklerociich
C. purpurea detekovany auxiny. V sekvenaci transkriptomu C. purpurea Gal404 byl
identifikovan potencialni auxinovy pienase¢ (NCBI accession number: CPUR 08219),
ktery byl pojmenovan jako CpAUX (Obr. 14).
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Obr. 14 Porovnani AMK sekvence PIN 5 a PIN7 A. thaliana a potencialniho auxinového
prenasece CpAUX (1. ¢ast)
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Obr. 14 Porovnani AMK sekvence PIN 5 a PIN7 A. thaliana a potencialniho auxinového
pienasSece CpAUX (2. ¢ast)

4.1 Transformace C. purpurea 20.1

Protoplasty C. purpurea 20.1 (3.2.1.1) byly transformovany (3.2.1.2) linearnim
konstruktem vystépenym z plasmidu pRS426::ACpAUX (Obr. 15). Z ptedpokladanych
knock-out mutanti C. purpurea 20.1 byla izolovana genomicka DNA (3.2.1.3). Pies
250 primarnich transformanti bylo zkontrolovdno metodou diagnostické PCR
na spravnou integraci dele¢niho konstruktu (3.2.1.4), PCR sm¢ési byly analyzovany
elektroforézou v agarosovém gelu (3.2.1.5). V piipad¢, kdy do PCR smési byly pridany
primery dia CpAUX fw a Phleo Hi3F2 byla ocekavana velikost DNA amplikonu
1590 bp, pokud byly do PCR smési ptidany primery dia CpAUX rev a Phleo Hefi3
byla ocekavana velikost DNA amplikonu 1287 bp a v pfipadé, kdy PCR smés
obsahovala dia_ CpAUX_WT _fw a dia CpAUX rev byla o¢ekavana velikost DNA
amplikonu 1582 bp.

1 kb DNA ladder

Obr. 15 Elektroforetogram restrikce pERS426::ACpAUX restrikénimi endonukleasami Xbal
a EcoRIl. 1 - pERS426::CpAUX, L — 1 kb DNA ladder, na transformaci byl pouzit band
o velikosti 3928 bp
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Obr. 16 Elektroforetogram vzorka z diagnostického PCR. L — 1 kb Plus DNA ladder,45, 46 -
transformanti C. purpurea 20.1 s deleci genu CpAUX, WT — C. purpurea 20.1, A — primery
dia_CpAUX_fw a Phleo Hi3F2, B — primery dia_CpAUX_rev a Phleo Hefi3, C — primery
dia_ CpAUX_WT fwa dia_ CpAUX rev

Z elektroforetogramu PCR reakci (Obr. 16) je patrné, Ze u transformanta 45 doslo
k amplifikaci pouze dvou DNA amplikonti s kombinaci primerd nasedajicich jednim
Z paru primert do rezisten¢ni kazety na phleomycin (1590 bp a 1287 bp), coz naznacilo,
ze by se mohlo jednat o mutanta, ktery ma knock-out na obou alelach genu CpAUX
a postrada WT alelu genu CpAUX. U ostatnich ziskanych transformantti byly na gelu
ptitomny bud’ tfi DNA amplikony (1590 bp, 1287 bp a 1582 bp) nebo pouze amplikon
odpovidajici WT (1582 bp). V téchto ptipadech byla homologni rekombinaci
deletovana jen jedna alela genu CpAUX nebo doslo ke vlozeni rezistencni kazety
nahodné¢ do genomu C. purpurea.

Mycelia C. purpurea rostou jako heterokaryonti — burniky obsahuji dvé haploidni
jadra. Pokud by nebyl potvrzen mutant s deleci v obou alelach jiz u primarnich
transformantli, bylo by mozné pouzit mutanty sdeleci v jedné alele a metodou

monosporické izolace ziskat homokaryotického mutanta (Schiirmann et al., 2013).

4.2 Southern blot

Pro dalsi ovéfeni ziskanych mutantd ACpAUX C. purpurea 20.1 byl proveden Southern
blot ve dvou opakovanich. Nejdiive byla pfipravena RNA proba. DNA templat, kterym
byl pDRIVE plasmid obsahujici 3" okrajovou sekvenci genu CpAUX C. purpurea 20.1,

byl nastépen restrikéni endonukleasou HindIII (3.2.2.1), restrikéni smés byla piecisténa
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(3.2.2.2). Z nastépené DNA byla in vitro transkripci vytvofena RNA proba znacena
digoxigeninem (3.2.2.3). RNA transkript byl analyzovan elektroforézou
ve formaldehydovém gelu (3.2.2.4). Uspé&snost transkripce byla potvrzena piitomnosti
bandu v gelu (Obr. 17) a vytvofena RNA proba byla pouzita k detekci fragmenti
gDNA na membrang¢.

Na Southern blot byly pouzity gDNA izolované ze ctyi predpokladanych mutant
ACpAUX C. purpurea 20.1 (vzorky 45, 46, 48, 64) az WT C. purpurea 20.1, které byly
nastépeny restrikéni endonukleasou Sall. Enzym byl vybran na zéaklad¢ znalosti
sekvence gDNA v okoli genu CpAUX a sekvence rezisten¢ni kazety tak, aby bylo
mozné jednoduSe zkontrolovat pfitomnost WT a deletované alely CpAUX na zékladé
rozdilnych velikosti $t€penych fragmentt (Obr. 18). Southern blot byl proveden dvakrat
pro ovéieni, zda byla gDNA dostatecné€ naStépena a zda se vysledky shoduji. Nastépena

DNA byla zakoncentrovana ethanolovou precipitaci.

Obr. 17 Elektroforetogram vizualizované RNA proby v 1% formaldehydovém gelu. Sipka
ukazuje na pripravenou RNA prébu.

54 kb
|
| |
— s CpAUX sF 1
Sall Sall
|
Sall Sall
| J
1
24 kb

Obr. 18 Schéma restrikce gDNA restrikénim enzymem Sall pro Southern blot u WT
C. purpurea 20.1 a mutanta s deleci genu. 5'F a 3°F - okrajové sekvence genu CpAUX, ble —
rezistencni kazeta na phleomycin

45



A B

NEREEeENEREW | oo s R 6 SR WTWIR
L A5 45R 46 46R 48 48R 6.4 64R’

w‘ﬂ' H o i

{ | Ll B

1%"‘1&"& Eu & _...'f

1 kb DNA ladder

Obr. 19 Elektroforetogram vzorkt pied a po restrikci enzymem Sall. Na restrikci bylo pouZito
10 pg (A) a 7 pg (B) gDNA. L — 1 kb DNA ladder, 45, 46, 48, 64 — gDNA
z predpokladanych knock-out mutanti ACpAUX C. purpurea 20.1 pied restrikci, WT —
gDNA zWT C. purpurea 20.1 pred restrikei, 45R, 46R, 48R, 64R - gDNA
z ptedpokladanych knock-out mutantt ACpAUX C. purpurea 20.1 po restrikci, WTR —
gDNA z WT C. purpurea 20.1 po restrikci

V ptipad€ prvniho Southern blotu bylo na restrikci pouZzito 10 ug gDNA, v ptipadé
druhého Southern blotu bylo nastépeno 7 pg gDNA C. purpurea 20.1. V obou
piipadech bylo pouzito stejné mnozstvi enzymu Sall. Se vzorky gDNA pied
a po restrikci byly provedeny kontrolni elektroforézy v agarosovém gelu (3.2.3.1).
DNA byla Iépe naStépena v piipadé, kdy bylo na restrikci pouzito méné gDNA
(Obr. 19).

Nastépené a zakoncentrované vzorky gDNA byly separovany elektroforézou
v agarosovém gelu (3.2.3.2), byl proveden kapilarni pfenos gDNA z gelu na pozitivné
nabitou nylonovou membranu (3.2.3.3). Po prehybridizaci a hybridizaci (3.2.3.4) byly
hybridizované fragmenty DNA detekovany pomoci protilatky Anti-digoxigenin-AP
a chemiluminiscen¢niho substratu CDP Star (3.2.3.5).

Na Southern blotu, u kterého bylo na restrikci enzymem Sall pouzito 10 pg gDNA
(Obr 20A) i na Southern blotu, na ktery bylo pfi restrikci pouzito 7 pg gDNA
C. purpurea 20.1 (Obr. 20B) Ize pozorovat u vzorkt 46, 48 a 64 vice nez dva bandy
liSici se od ocekdvanych velikosti. Jednd se o ektopické inzerce rezistencni kazety,
vloZené ndhodné do genomu. Tyto vzorky nelze pouzZit pro monosporickou izolaci,
nebot’ miZze dojit k inzerci kazety do jiného genu, ¢imz miiZe byt ovlivnén fenotyp

ziskaného mutanta.
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Obr. 20 Southern blot - 10 ug (A) a 7 pg (B) gDNA. L — DIG-labeled Molecular Weight
Marker 1I, 45, 46, 48, 64 — gDNA z ptedpokladanych knock-out mutanti ACpAUX
C. purpurea 20.1, WT — gDNA z wild typa C. purpurea 20.1.

V ptipadé WT C. purpurea 20.1 je na obou Southern blotech pfitomen pouze jeden
band o ptedpokladané velikosti 5,4 kb. Tento band je také pfitomen u vzorkd 46, 48
a 64, avSak neni pfitomen u vzorku 45. Vzorky 45 a 46 maji band o velikosti 2,4 kb
odpovidajici deletované alele genu CpAUX, avSak pouze vzorek 45 nema bandy pro WT
alelu nebo pro ektopickou inzerci. V ptipadé mutanta ACpAUX 45 se tak podatilo
pfipravit mutanta v obou jadrech protoplastu a ziskat homokaryotickou deleci jiz
U primarniho transformanta. Tyto vysledky se shoduji s pfedpoklady z diagnostické
PCR.

4.3 Fenotyp mutanta ACpAUX 45
Mutant ACpAUX 45 byl testovan, zda ma odlisné rastové vlastnosti a morfologii hyf
oproti WT C. purpurea 20.1, z ¢ehoz by se dalo usoudit na dilezitost deletovaného
genu CpAUX. Nicméné, mutant ACpAUX 45 nebyl v rychlosti ristu nijak narusen
(Obr. 21). Cetnost vétveni a piitomnost sept nebyla oproti WT nijak zménéna.

Mycelia ACpAUX 45 a WT C. purpurea spoleéné¢ s médiem, ve kterém byly
kultivovany, byla odevzdédna na zmé&feni obsahu auxinli, méfeni nebylo v dobé psani
této prace dokonceno. Mutant ACpAUX 45 bude infikovéan na Zito a bude zkontrolovan

prabéh a rychlost infekce ve srovnani s WT C. purpurea 20.1.
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Obr. 21 WT a mutant ACpAUX 45 C. purpurea 20.1 na BII kultiva¢nim médiu (pH = 5,2)

4.4 Ligace CpAUX do pERS plasmidu

Zmycelia C. purpurea 20.1 byla izolovana RNA (3.2.4.1), ktera byla reverzni
transkripci pfepsana na ¢cDNA (3.2.4.2). Metodou PCR byl cDNA transkript genu
CpAUX amplifikovan, PCR smés byla analyzovéana elektroforézou v agarosovém gelu
(3.2.5.1). DNA amplikon odpovidajici velikosti genu CpAUX (1683 bp) byl

z agarosového gelu (Obr. 22) vyfezan a izolovan (3.2.5.2). Ziskany DNA insert byl
ligovan (3.2.5.3) do pDRIVE plasmidu (3850 bp).
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Obr. 22 Elekroforetogram cDNA transkriptu genu CpAUX. L — 1 kb Plus DNA ladder, 1,2,3 —
amplikony genu CpAUX.
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Obr. 23 Elektroforetogram plasmidt po restrikci enzymem EcoRI. L — 1 kb Plus DNA ladder, 1-
10 — plasmidy nastépené restrikcni endonukleasou EcoRl.

Plasmid s insertem byl transformovan do elektrokompetentnich bunek E. coli
TOP10 (3.2.5.4), selekce bunck probihala na LB agaru s kanamycinem. Pozitivni
kolonie byly kultivovany v tekutétm LB médiu s kanamycinem (3.2.5.5).
Z bakterialnich kultur E. coli byly alkalickou lyzi izolovany plasmidy (3.2.5.6), které
byly nasledné podrobeny restrikéni analyze (3.2.5.7) enzymem EcoRI (Obr. 23).
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Obr. 24 Elektroforetogram plasmidi po restrikci enzymy Ascl a Spel . L — 1 kb Plus DNA
ladder, 1 - pERS8 plasmid, 2 — pDRIVE plasmid s insertem CpAUX

Pozitivni kolonie byly namnozeny v tekutém LB médiu s kanamycinem a poté z nich
byly pomoci kitu izolovany plasmidy. Pfitomnost insertu CpAUX v pDRIVE plasmidu
byla ovétena sekvenaci (3.2.5.8).

Plasmidy pER8 (11522 bp) a pDRIVE s CpAUX byly nastépeny restrikénimi
endonukleasami  Ascl a Spel (3.2.6.1). Restrikéni smési byly analyzovany
elektroforézou v agarosovém gelu (Obr. 24).

Fragment odpovidajici velikosti genu CpAUX (1683 bp) byl z agarosového gelu
vyfezan a izolovan. Plasmid pER8 byl izolovan piimo z restrikéni smési, ktera byla
oSetiena alkalickou fosfatasou (3.2.6.2). CpAUX byl ligovan do pERS8 plasmidu
(3.2.6.3). Plasmid pER8 s CpAUX byl transformovan do elektrokompetentnich bunék
E. coli TOP10, selekce bunék probihala na LB agaru se spektinomycinem. Narostlé
kolonie byly pteneseny do tekutého LB média se spektinomycinem. Z bakterialnich
kultur byly alkalickou lyzi izolovany plasmidy, které byly podrobeny restrikéni analyze
enzymy Ascl a Spel (Obr. 25).

Pozitivni kolonie byly namnoZeny v tekutém LB médiu se spektinomycinem a poté
byly ztéchto bakterialnich kultur pomoci kitu izolovany plasmidy. Orientace
a spravnost sekvence genu CpAUX v pERS8 plasmidu byla ovéfena sekvenaci (3.2.6.4)
(Obr. 26).

50



R e I —— - -

1 PR3 BRGNS BN G 8 19 10

bp 11522 bp
i =
~ 5000 1683 bp ™= W
" 4000 .
7 3000 — — — — —
7 —— \..' - - -—
2000 - o b of
1500
-
— 1000
- 700
~ 300
:;‘::—' 11 120 130 IF 14 15
1 kb Plus DNA ladder —

Obr. 25 Elektroforetogram plasmidii po restrikci enzymy Ascl a Spel. 1-15 — plasmidy
nastépené restrikénimi endonukleasami Ascl a Spel, L — 1 kb Plus DNA ladder
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Obr. 26 Porovnani nukleotidové sekvence cDNA a gDNA CpAUX C. purpurea 20.1 (1. ¢ast)
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L e Iy Py [Py [Py [P -

CTTCCCCCCTAACAACAACTATCACCAATACCACGGTCCACATTCCCCAGCAACGTCAACA
CTTCCCCCCTAACAACAACTATCACCAATACCACGCTCCACATTCCCCAGCAACGTCAACA

730 200 210 220 230 240
L T L e e [P ey (el JPupepupy ey
AGCACAATATCATCACCAGCCCCAACACCACCARATCCGTGCTCTGCCCCATCCACTTCA
AGCACAATATCATCACCAGCCCCAACACCACCARATCCGTGCTCTGCCCCATCCACTTCA

250 20 270 2280 230 300
L T e L e P ey (el JPupepupy [y
GGGCCATACCCAGCAACAGCACCACAACCGTAGCGTGCATTCCCGCCACTATGTCCCGGT
GGGCCATACCCAGCAACAGCACCACAACCGTAGCGTGCATTCCCGCCACTATGTCCCGGT

310 S3Z0 330 340 350 S0
T L [y ey [Py ey [pupepupy [Py [pupupepny epupge
TOGTCCAACACCCATTTCCOGCECATCCCAGTCCTCCATGCCCCCATCTAGCCACCACCA
TOOTCCAACACCCATTTCCOGCACATCCCAGTCCTCCATGCCCOCATCTAGCCACCACCA

370 320 350 1000 1010 10z0
T L e e ey ey ey I [Py [pepupag
ACATCTCCTCTCTCCCARARACACCACCECAACGTACTCCACCTTTTCCARACGTCTTCG

ACATCTGCTCTCTCCCAAARACAGCAGGGCAACGTACTCCACCTTTTCCAAACGTGTTCG

1030 1040 1050 1080 1070 1080
T L e e e e e ey [pepupg
CAGCAGTAGTCTCCACCOCATCGCTACTCACACTCOTTTTCCCCACGTTCOCCATAGCCA
CAGCAGTAGTCTCCACCOCATCGCTACTCACACTCOTTTTCCCCACGTTCOCCATAGCCA

Obr. 26 Porovnani nukleotidové sekvence cONA a gDNA CpAUX C. purpurea 20.1 (2. ¢ast)
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1050 1100 1110 11z0 1130 1140
T e e e e e e ey Wy
AGTCCACCCACCCACTTCCOOCAGCACCACCTCCECCTCATCTCTACCEATACTTCCTCAA

AGTCCAGCCACGCAGTTGOGCAGCACCAGCTGGGGCTCATGTCTACGCATACTTGCTCAA

T e e e e e e ey ey Wy
AATTCACAACGCCTTGCCTCGECCTGTGCACATTGTCATCTCTTTCATCAAGCGCGTCGT

AATTCACAACGCCTTGCCTCGGCCTGTGCACATTGTCATGTCTTTCATCRAAGCGCGTCGT

T e e e e e e e ey Wy
CGCCAACACCTTCACCTTIATTTCCGCAGTTCATCAATCCGCCATTGTGGGCCATCGCTIGT

COCCRAACACGTTCACCTTTATTTGGCAGTTCATCAATCCGCCATTGTCGGCCATGCTTGE

1270 1280 1250 1300 1310 1320
T e e e e e e I ey Wy
ToCCGTCCTCGTTCCTTCAGTCTCTTCGTTCCACAACGCTATTCTTCCAACATGCATCCT

TCCCGTCCTCGTTGCTTCAGTCTCTTCGTTGCACRAAGCTATTCTTCCAACATGCATCCTT

1330 1340 1350 1380 1370 1380
T L e L e e e e e ey ey
CATCAACAACAGTCTIACCAGTGCCGTCARATCAACGCCGTCCCOTTCCTGTCGCCOCTTA

CATCAACAACAGTGTTACCAGTGCCGTCAAATCAAGCGGTGGCGTTGCTGTGCCGCTTAT

1330 1400 1410 1420 1430 1440
T L e e e e ey ey (e
CCTEGTCOTTCTCCGTCCCAACTTCGCTACAAACACCATCGCCTCCCAGCACAGCCATCA

CCTGGTCGTTCTGGGTGCCAACTTGGCTACAAACACCATGGCCTGCCAGCACAGCCATCA

1450 1480 1470 1420 1450 1500
T e e e e e ey ey [pepup
TCCCCAGCAACAACARATTCCAACCAAATTACTTGTTCCGTCTTTIGCTCAGTCGCATCG

TCCCCAGCAACAACARATTGCAACCAAATTACTTGTTGCGTCTTTGCTCAGTCGCATGGT

T L e e e e e ey [pepupa
TCTTCCTACCGCCATCATCOCGCCTATCCTCOCCTGCACTCCARAGTACCTCAACGTCAG

TCTTCCTACCGCCATCATGGCGCCTATCCTGGCCTGCACTGCAAAGTACCTCAACGTCAG

T e e e e ey e ey [pepup
CATTTTCCATCATCCCATCTTCATIATCGTTTCTTTCCTCCTCACCGOCOCACCCAGCOCT

CATTTTGCATCATCCCATCTTCATTATCGTTIGTTTCCTGCTCACCGGCGCACCCAGCGC

T L e e e e ey ey [pepupag
TCTCCAACTGGCACACATTTGCCACATCAACATGGTGIATCACAACACCATGCCACGCAT

TCTCCAACTGOCACACATTTGCCACATCAACATGGTGTATCACRAACACCATGGCACGCAT

1750 17&0 1770 1780 1750 1200
BT - [ T L e ey I

GTTCATGTCTAACAGTCACAACAGCATTCTGCCATCTACGCTAGTTCTCGTCATCATGGC

Obr. 26 Porovnani nukleotidové sekvence cONA a gDNA CpAUX C. purpurea 20.1 (3. ¢ast)
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1310 18320
T I I I
i e Al T CTTCACCTCGTTCAATGCCCCCGCTAA
i e Al T CTTCACCTCCTTCAATGCCCCCGCTAA

Obr. 26 Porovnani nukleotidové sekvence cDNA a gDNA CpAUX C. purpurea 20.1 (4. ¢ast)

4.5 Transformace A. tumefaciens

Plasmid pER8 s CpAUX byl elektroporaci transformovan do bunék A. tumefaciens
GV 3101, selekce bun¢k probihala na médiu s rifampicinem, gentamycinem
a spektinomycinem (3.2.7). Usp&nost transformace byla ovéfena izolaci plasmidu
z narostlych kolonii A. tumefaciens a jeho vlozenim do chemicky kompetentnich E. coli
TOP10, selekce bunék probihala v médiu se spektinomycinem. Z bakteridlni kultury
E. coli byl izolovan plasmid, ktery byl nasledné podroben restrikéni analyze enzymy
Ascl a Spel (3.2.8). Vzhledem k pfitomnosti dvou bandi v gelu odpovidajicich velikosti

genu CpAUX a pERS8 plasmidu, byla transformace A. tumefaciens aspésna.

4.6 Transformace A. thaliana metodou ,,floral dip*

Pro ovéteni funkce genu CpAUX byly provedeny transformace A. thaliana Col-0
metodou ,,floral dip* (Clough a Bent, 1998). Na transformaci A. thaliana byl pfipraven
PER8 plasmid, ktery vyuziva XVE systém indukovany pomoci estradiolu (Zuo et al.,
2000), do kterého byl vlozen gen CpAUX.

A. tumefaciens obsahujici pER8 s CpAUX bylo namnoZeno ve vétsim objemu LB
média a pouzito na transformaci A. thaliana Col-0 (3.2.9).

Z casovych diavodu bude TO generace vyhodnocena v budoucnosti, kdy budou
sterilni semena transformovanych A. thaliana vyseta na selekéni misky
s hygromycinem. Transformanti budou potvrzeni metodou PCR na gen rezistence
na hygromycin. Transformované rostliny budou zafixovany do homozygotniho stavu
béhem nékolika generaci a poté u nich bude pomoci estradiolu (Zuo et al., 2000)
indukovana exprese genu CpAUX. Pokud je tento gen auxinovym pienase¢em, mélo by
dojit ke zméné fenotypu transformované rostliny. Ocekavd se, Ze semena
transformovanych rostlin budou vykazovat redukovany rist kotfene i hypokotylu

(Mravec et al., 2009).
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5 ZAVER

V této bakalaiské praci byla vypracovana literarni reSerSe na téma biologie Claviceps
purpurea a na téma rostlinnych hormonti auxinii se zaméfenim na auxiny u houbovych
organismd.

V experimentalni casti byly provedeny transformace houby C. purpurea 20.1
linearnim konstruktem vystépenym z plasmidu pRS426::CpAUX, ktery obsahoval
3" a 5" okrajové sekvence genu predpokladané¢ho auxinového transportéru CpAUX
a kazetu s rezistenci na phleomycin. Primarni mutanti rostouci na selek¢nim médiu byli
testovani diagnostickou PCR na spravnou integraci konstruktu homologni rekombinaci.
Vybrani mutanti byli déale ovéfeni pomoci Southern blotu. Southern blot potvrdil
homokaryotickou deleci genu CpAUX u mutanta s oznacenim ACpAUX 45. Tento
dele¢ni mutant vSak neprojevoval zadnou viditelnou zménu ve svém fenotypu.
Pro ovéfeni funkce genu CpAUX byla cDNA sekvence tohoto genu ligovana do pER8
plasmidu s promotorem inducibilnim pomoci estradiolu. S takto pfipravenym
plasmidem byly provedeny transformace bun¢k Agrobacterium tumefaciens GV 3101.
Ovétena transformovand kultura A. tumefaciens byla pouzita k transformaci
Arabidopsis thaliana Col-0 metodou ,,floral dip“. Z ¢asovych divodi budou vysledky

této transformace vyhodnoceny v budoucnosti.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

4-CI-1AA
2,4-D

bp

BAP
cDNA
CDP Star

CYP79B2/3
DEPC
Dicamba
EDTA
gDNA
GUS
IAA
IAAId
IAM
IAN
IAOX
IBA
ILA
IPA
IPDC
IPTG
MOPS
NAA
NHT
PAA
PEG
SDS
TAM
TDC
TOL
Tris
viv
Xgal
YUC

4-chlor-indolyl-3-octova kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

par basi

benzo(a)pyren

komplementarni DNA
2-chloro-5-(4-methoxyspiro[1,2-dioxetan-3,2"-(5-
chlorotricyklo[3.3.1.1*"]dekan])-4-yl]-1-fenylfosfat sodny
cytochrom P450 79B2/3
diethylpyrokarbonat
3,6-dichlor-2-metoxybenzoova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina
genomova DNA

B-glukuronidasa

indolyl-3-octova kyselina
indolyl-3-acetaldehyd

indolyl-3-acetamid

indolyl-3-acetonitril
indolyl-3-acetaldoxim

indolyl-3-maselna kyselna
indolyl-3-mlé¢na kyselina
indolyl-3-pyruvatova kyselina
indolyl-3-pyruvat dekarboxylasa
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
3-morfolinpropansulfonova kyselina
naftyloctova kyselina
N-hydroxytryptamin

fenyloctova kyselina

polyethylenglykol

dodecylsiran sodny

tryptamin

tryptofan dekarboxylasa

tryptofol
2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
objem na objem
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid
YUCCA (flavinmonooxygenasa)
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