UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Piirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Delece genu CpiaaH u fytopatogenni houby Claviceps purpurea

BAKALARSKA PRACE

Autor: Eva Mlynarc¢ikova

Studijni program: B1406 Biochemie

Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezen¢ni
Vedouci prace: Magr. Josef Vrabka

Rok: 2015



Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné s vyznacenim vsSech
pouzitych prament a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalaiské prace podle
zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych $kolach, ve znéni pozdéjsich predpisti. Byla jsem
sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdéjSich predpisi.

V Olomouci dne ... podpis bakalare



Podékovani

Chtéla bych podékovat svému vedoucimu Mgr. Josefu Vrabkovi za odborné vedeni,
pozitivni pfistup, neutuchajici trpélivost a ochotu, kterou mi v pribéhu zpracovani
bakalarské prace vénoval. Mé pod&kovani patfi téZ clenim Laboratofe ristovych
regulatorti, CRH za analyzu auxini pomoci HPLC/MS. Dé&kuji také zaméstnanciim
Oddéleni molekularni biologie, CRH za cenné rady a vytvofeni pfijemné pracovni

atmosféry.



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora Eva Mlynarc¢ikova

Nazev prace Delece genu CpiaaH u fytopatogenni houby Claviceps
purpurea

Typ préce Bakalarska

Pracovisté Katedra biochemie

Vedouci prace Mgr. Josef Vrabka

Rok obhajoby prace 2015

Abstrakt

Claviceps purpurea, fytopatogenni houba z oddéleni Ascomycota, parazituje na vice
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indolyl-3-acetamidové drahy biosyntézy auxint, tj. konverzi indolyl-3-acetamidu
(IAM) na kyselinu indolyl-3-octovou (IAA).
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e Oveéfeni transformantd metodami diagnostické PCR a Southern blot.
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1 UVOD

Fytopatogenni houba pali¢kovice nachova (Claviceps purpurea) je biotrofni parazit,
jenz parazituje na vice nez 400 druzich jednod&loznych rostlin. Casto se jedna
0 obiloviny, zvlasté pak zito, jehoz obilky byvaji v pozdni fazi infekce nahrazovany
Cernofialovymi rGzkatymi sklerocii, tzv. ndmelem. Pro prubéh samotné infekce
je pak charakteristicka absence obrannych reakci hostitelské rostliny. DileZitou roli
v patogenezi C. purpurea mohou hrat rostlinné hormony produkované timto parazitem.
Kromé cytokinini, jejichz biosyntéza u C. purpurea je jiz ¢aste¢n¢ objasnéna, se u houby
zjistila i moznost produkce auxinti. Porovnanim genomovych sekvenci C. purpurea a hub
rodu  Fusarium byl identifikovan gen s  pravdépodobnou  funkci
indolyl-3-acetamidhydrolasy (CpiaaH), jez  katalyzuje druhou reakci
indolyl-3-acetamidové biosyntetické drahy auxind, tj. hydrolyzu indolyl-3-acetamidu
(IAM) na kyselinu indolyl-3-octovou (IAA).

K ciltim teoretické casti této bakalaiské prace patii zpracovani literarni reSerSe na téma
biologie C. purpurea a rostlinnych hormont u hub. Pozornost je zde vénovana piedev§im
auxintim, jejich syntéze a fyziologickym uc¢inktim u hub. Déle je rozebirana problematika
vyskytu a role cytokinint, giberelint, kyseliny abscisové, kyseliny salicylové, ethylenu
a kyseliny jasmonové.

Experimentalni ¢ast prace si kladla za cil pfipravu mutanta C. purpurea 20.1 s deleci
genu CpiaaH, uspésnost transformace byla ovéfena diagnostickou PCR a Southern
blotem. Nasledné¢ byl mutant charakterizovan z pohledu zmén v houbovém fenotypu

a produkeci auxind.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Claviceps purpurea

2.1.1 Taxonomie

Rige: houby (Fungi)

Odd¢leni: houby vieckovytrusné (Ascomycota)
Ttida: vieckovytrusné houby (Ascomycetes)
Rad: masenkotvaré (Hypocreales)

Celed: palickovicovité (Clavicipitaceae)

Rod: pali¢kovice (Claviceps)

Druh: pali¢kovice nachova (Claviceps purpurea)

2.1.2 Charakteristika rodu Claviceps

Houby z rodu Claviceps piedstavuji vyznamné parazity vice nez 600 druhd
jednodé€loznych rostlin. Mezi tyto hostitele se fadi mj. Zito, pSenice, oves i ryze,
a Claviceps tak piedstavuje dulezity faktor ovliviiujici vynos téchto ekonomicky
vyznamnych plodin (Bové, 1970). Vétsina hub z rodu Claviceps infikuje omezeny pocet
rostlin. Sirokou $kalou moznych hostiteli pak vynika Claviceps purpurea, ktera napada
az 400 rostlin (Taber, 1985).

C. purpurea je tzce spojena s onemocnénim savct oznacovanym jako ergotismus.
Jeho pfi¢inou jsou alkaloidy obsazené v tzv. ndmelu, fialové az Cerné zbarvenych
sklerociich vyrustajicich misto napadenych obilek. Pro tyto 3,4-substituované derivaty
indolu je charakteristickd pfitomnost tetracyklického ergolinového kruhu
(Tudzynski et al., 2001). Podle substituentu na C8 uhliku jsou namelové alkaloidy
rozdéleny do c¢tyi skupin: klavinové alkaloidy, kyselina D-lysergova a jeji derivaty,
ergopeptiny a ergopeptamy (Mukherjee a Menge, 2000). Jejich struktura je analogicka
se strukturou neurotransmiterti noradrenalinu, dopaminu a serotoninu, coz je pficinou
jejich pfimého plisobeni na centralni nervovou soustavu savci (CNS; Loew et al., 1978;
Obr. 1).

Prvni zminky o ucincich namelovych alkaloidi pochéazi jiz z obdobi Asyfana
(600 let pt. n. I.), kteti pozorovali ,,Skodlivé utvary na klasech obilovin®“. Nejvétsi Skody
vSak ergotismus napachal ve stiedovéku, kdy tomuto onemocnéni podlehlo v dobé

epidemie nékolik tisic lidi. Pti¢inou bylo obvykle pozieni chleba upeceného z zitné
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mouky, ktera byla vyrobena ze zrn napadenych rostlin. Oznaceni ,svaty ohen*
¢i ,,ohen sv. Antonina“ ziskalo toto onemocnéni diky typickému paleni v koncetinach,
které je charakteristické pro gangrenosni formu tohoto onemocnéni. Ta muze vést
az ke ztraté poSkozené tkané. U konvulsivniho typu pak dochazi k zaskubtim a kie¢im,
které mohou byt doprovazeny paranoiou, popi. halucinacemi. Pohled na namel a jeho
pusobeni na lidsky organismus se vSak Vv priibéhu historie ménil a v Evrop¢ se ucinkt
V nich obsazenych alkaloidi dlouhou dobu vyuzivalo napt. v porodnictvi k urychleni
porodu ¢i vyvolani potratu (Haarmann et al., 2009).

Namelové alkaloidy, konkrétné ergotamin, byly poprvé izolovany Arthurem Stollem
v roce 1918. Mezi dalsi alkaloidy vyprodukované C. purpurea patii ergokryptin
a s nim piibuzné ergopeptinové alkaloidy, které I1ze spolu s amidy kyseliny lysergové
prevést na jeji D-formu alkalickou nebo kyselou hydrolyzou. Kyselina lysergova
pak slouzi jako vychozi substance pro piipravu léCiv, popi. drog. Dnes se pouziva
predevsim k pripraveé farmaceutik pro 1é¢bu onemocnéni CNS (Haarmann et al., 2009).
Piikladem mutze byt bromokryptin (2-bromoergokryptin), jenz ptsobi jako agonista
dopaminového receptoru, a vyuziva se tak pii 1é€bé Parkinsonovy choroby
(Thobois, 2006). Ovliviiuje vsak i hladinu prolaktinu, nebot’ inhibuje jeho uvoliovani
z adenohypofyzy. Své uplatnéni tedy naSel i pfi 1écbé hyperprolaktonemie
(Crosignani, 2006). Pro 1écbu migrén se pak od pocatku minulého stoleti pouziva
ergotamin, popi. dihydroergotamin (Tfelt-Hansen a Koehler, 2008). K nejznamé&jsim
predstavitelim dnes ilegéln¢ syntetizovanych latek z namelovych alkaloidt patii LSD
(diethylamid kyseliny lysergové). Hofmann, ktery LSD v roce 1938 nasyntetizoval,
pozd&ji o své praci a vlastnich zkuSenostech s drogou napsal knihu
»LSD — M¢ problémové dité*“ (1980).

CZ\HS/CZH"’
N
= CH
NH, 07 N NH,
NS
HN HN  HO
OH
Kyselina D-lysergova Serotonin LSD Dopamin

Obr. 1 Strukturni vzorce kyseliny D-lysergové, neurotransmiteri dopaminu a Serotoninu,
a LSD (diethylamid kyseliny D-lysergové). Cervené je vyznacena podobnost struktur
(www.archive.bio.ed.ac.uk; upraveno)


http://www.archive.bio.ed.ac.uk/

2.1.3 Zivotni cyklus Claviceps purpurea

Infekce C. purpurea je charakteristickd organovou specifitou, kdy houba napada
vyluéné mladé, obvykle neoplozené semeniky travin a obilovin. Typickym znakem
je absence obrannych reakci hostitele. Ta je pravdépodobné zpusobena specifickym
riastem hyf, jejichz smér i draha jsou téméf identické jako u rastu pylové lacky.
Navic nebyla zjisténa tvorba zadnych specifickych struktur podobnych apresoriim,
pomoci kterych by spory pronikaly pies kutikulu (Tudzynski a Scheffer, 2004).
Garre et al. (1998) se pak domnivaji, ze potlateni obranného mechanismu napadené
rostliny je zpusobeno katalasou (EC 1.11.1.6), kterou houba pii infekci produkuje.
Ta katalyzuje rozklad peroxidu vodiku, jenz hraje dtlezitou roli v obranné reakci rostliny,
popf. signalizaci (Low a Merida, 1996).

C. purpurea patii mezi homotalické houby (Esser a Tudzynski., 1978), a proto miize
jeji cyklus zacit vyklicenim jediné askospory. Primarni infekce probiha na jafe, kdy jsou
tyto spory uvoliiovany z perithecii a vétrem pieneseny na bliznu hostitelské rostliny.
Po ptekonani vrstvy kutikuldrnich bunék proristaji tenka houbova vlakna bez vyrazného
vétveni kolem ovaria az k rachille. Déle vSak rist hyf nepokracuje, coz mulze byt
zpusobeno inhibici houbové pektinasy (EC 4.2.2.10; Tudzynski a Scheffer, 2004). Ta je
svou schopnosti degradace bunécné stény rostlinnych bunék povaZovana za jeden
z klicovych enzymt houbové infekce (Shaw a Mantle, 1980; Rogers et al., 2000; Oeser
et al., 2002). Od vzniklého rozhrani mezi infikovanym a neinfikovanym rostlinnym
pletivem se pak hyfy vétvi za tvorby tzv. sfacelia, jenz kompletné prortstd sténou
semeniku. Asi tyden po propuknuti infekce dochazi k produkci velkého mnozZstvi
konidiospor, které jsou spolu s rostlinnou floémovou $tavou vylu¢ovany jako lepkava
medovice. Ta je svym vysokym podilem sacharidii velmi atraktivni pro hmyz. Pravé
pfenos spor hmyzem, popt. kapénkovy pienos, zahajuje sekundéarni infekci dalSich
kvetoucich trav a obilovin. Asi po dvou tydnech infekce se produkce medovice zastavuje
a dochazi k rozvoji razkatych sklerocii. Zrani téchto struktur, které ve finale nahradi
ptuvodni obilky, trva kolem 5 tydnl.. Vytvofeny namel, tj. plektenchymatické pletivo
se specialnimi zasobnimi butikami a typicky pigmentovanym vnéj$im obalem (Cerny,
popt. Cervenofialovy), se poté z klasu uvolni. Zralé sklerocium umoznuje pohlavni
rozmnozovani houby a diky své konstituci je také schopno piekonat podminky nepiiznivé
zimy. Na jafe pak sklerocia vykli¢i za tvorby nékolika stromat. Na nich se vytvoii samici

askogonia a samci antheridia, jejichz fuzi vznikda dvoujadernd askogenni hyfa.



Z oplozenych askogonii vznikaji perithecia. Meio6zou jsou v nich vytvareny askospory,
které jsou vétrem pieneseny na kvéty rostlin (Tudzynski a Scheffer, 2004; Obr. 2).
Béhem vsech fazi infekce nedochédzi k nekrotickému ristu houby, a proto lze
C. purpurea charakterizovat jako biotrofniho parazita, ktery ziskdva ziviny pouze
z zivych bun¢k hostitele (Tudzynski a Scheffer, 2004). Jeji studium je pak usnadnéno

moznosti péstovani houby v axenické kulture (Mantle a Nisbet, 1976).

Obr. 2 Zivotni cyklus C. purpurea. (1) otevieny kvét je¢mene; (2) prorastani hyf semenikem;
(3) produkce medovice; (4) ptenos infekce hmyzem; (5) zrani sklerocii; (6) prezimovani
sklerocii; (7) kli¢eni sklerocii; (8) uvolnéni askospor z perithecii (Hulvova et al., 2012).
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2.2 Hormony u hub

V zavislosti na vztahu mezi houbou a rostlinou lze pii jejich interakci pozorovat rizné
projevy. Pro mutualistické souziti — mykorhizu — je typicka zvySena tvorba rostlinné
biomasy. Patogenni houby naopak zpisobuji riizné nadory, halky, rzi, skvrny na listech
¢i jejich pokrouceni, coz muze vést ke snizeni vynost hospodarskych plodin
(Isaac, 1992). Nékteré z téchto symptomi jsou pak zplisobeny zvySenou hladinou
hormont v infikovaném pletivu.

Béhem evoluce si rostliny vytvorily dimyslny obranny systém pro rozpoznani
patogenniho organismu a naslednou obranu. Mezi kli¢ové signalni molekuly aktivujici
obrannou reakci napadené rostliny patfi hormony, predevsim pak kyselina salicylova
(SA), jasmonaty (JAs) a ethylen (ET). V poslednich letech se v§ak pii studiu patogeneze
rostlin vénuje pozornost i ostatnim fytohormonim, a to kyseliné abscisové (ABA),
auxinum, cytokininim (CKSs) ¢i giberelinim (GAs; Obr. 3; Robert-Seilaniantz et al.,
2007). U fytopatogennich hub se pak piedpoklada sekrece fytohormonii jako virulentnich
faktorii (Tudzinski a Sharon, 2002).

CH,

OH

\
O

Kyselina abscisova Kyselina jasmonova
OH
CH

Lo @S0

on  H.C=CH,

CH; 4 OH

Kyselina salicylova Ethylen Kyselina giberelovéa

Obr. 3 Strukturni vzorce vybranych rostlinnych hormont.



2.2.1 Auxiny

Ptitomnost latky, kterd se vyznamné uplatituje v regulaci ristu rostliny, predpovédel
jiz Darwin v roce 1880. Vsiml si specifického prodluzovani stonku umoziujici
orientovany pohyb rostliny za svétlem (fototropismus). Ve 30. letech 20. stoleti byla tato
latka identifikovana jako indolyl-3-octova kyselina (IAA; Kogl a Kostermans, 1934)
a dnes reprezentuje skupinu rostlinnych hormont auxini.

Auxiny patii mezi vyznamné rostlinné rtistové reguldtory, jez se uplatituji pii mnoha
fyziologickych procesech rostlin. Podileji se na elongaci bun¢k a prodluzovani stonku,
bunééném déleni a diferenciaci bunék v kambiu, ¢i iniciaci rastu kofent a zakladani
postrannich kotenti. Uplatiiuji se také v indukovanych pohybech rostlinnych organt,
zejména fototropismu a gravitropismu. Dulezitou roli pak hraji v apikalni dominanci,
korelacnim vztahu mezi vrcholovym pupenem rostliny, jehoz rist je stimulovan,

a pupeny postrannimi, jez jsou inhibovany (Davies, 2004).

2.2.1.1 Struktura auxint

Na molekuldrni Grovni lze auxiny charakterizovat jako latky obsahujici aromaticky
skelet, které maji v postrannim fetézci navazanou karboxylovou skupinu.
Nejvyznamnéj$im zastupcem této skupiny fytohormont je indolyl-3-octova kyselina
(IAA), ktera stoji za vétSinou efektd, jimiz jsou auxiny zprostfedkovavany. Mezi dalsi
pfirozené se vyskytujici auxiny v rostlinach patii kyselina 4-chloroindolyl-3-octova
(4-CI-IAA), fenyloctova (PAA) a indolyl-3-maselna (IBA; Davies, 2004). Auxinovou
aktivitu z jejich syntetickych analogi pak vykazuje napt. kKyselina naftyloctova (NAA),
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) ¢i 3,6-dichlor-2-methoxybenzoova (Dicamba; Obr. 4).
Diky své vyssi citlivosti k dvoudéloznym rostlinam oproti jednodé€loznym nasly tyto latky

uplatnéni v zemédélstvi, kde se pouzivaji jako selektivni herbicidy (Grossmann, 2009).
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Obr. 4 Strukturni vzorce vybranych pfirozenych a syntetickych auxinti.

2.2.1.2 Biosyntéza TAA

Biosyntéza IAA je velmi dobfe popsdna u rostlin, u kterych probihd syntéza dvéma
zakladnimi drahami: Trp-dependentni, kdy je na zacatku biosyntézy aminokyselina
L tryptofan (L-Trp), a Trp-independentni, jez vyuZziva jako prekurzory IAA jiné indolové
slou¢eniny (Obr. 5).

U drdhy vychézejici z Trp byly zjiStény ctyfi klicové meziprodukty vedouci
ke kyselin¢ indolyl-3-octové (IAA), podle kterych jsou tyto cesty pojmenovany:
indolyl-3-acetamidova (IAM), indolyl-3-pyruvatova (IPA), tryptaminova (TAM)
a indolyl-3-acetaldoximova draha (IAOx; Woodward a Bartel, 2005). U Trp auxotrofnich
mutantd Arabidopsis thaliana pak bylo zjisténo, Ze kli¢ovou latkou pro syntézu IAA
je indolyl-3-glycerolfosfat (IGP; Normanly et al., 1993; Miiller a Weiler, 2000).
Ten je u mikroorganismu prevadén v dvoukrokové syntéze za katalyzy Trp synthasy
(EC 4.2.1.20) ptes indol na Trp (Demoss, 1961). U A. thaliana byl nalezen homologni
protein k podjednotce a tohoto tetramerniho enzymu, indolylsynthasa (INS; EC 4.1.2.8),
jez katalyzuje pfeménu IGP na indol (Ouyang et al., 2000; Zhang et al., 2008).
INS tedy iniciuje Trp-independentni syntézu IAA, ktera hraje dulezitou roli pii zakladani

polarniho transportu auxini v apikalné-bazalni ose bchem rané embryogeneze.
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Spolu s Trp-dependentni drahou tak spole¢né reguluji embryogenezi a apikalni dominanci
u A. thaliana (Wang et al., 2015). Konverze indolu na IAA vsak stale neni zcela
objasnéna. Jednim z moznych intermediati této reakce mize byt kyselina
indolyl-3-maselna (IBA), ktera je v procesu [-oxidace pieménéna na IAA
(Strader et al., 2011).
biosyntetickych drah auxint u rostlin. U A. thaliana je L-Trp pifeveden na IPA za katalyzy
aminotransferasy (EC 2.6.1.27), jez je koédovana genem TAALl (Tryptophan
Aminotrasferase of Arabidopsis 1; Stepanova et al., 2008; Tao et al., 2008). V dalsim
kroku je IPA vétSinou ihned konvertovana na IAA reakci katalyzovanou
flavinmonooxygenasami (EC 1.14.13.8; Mashiguchi et al., 2011; Won et al., 2011).
Ty jsou kodovany rozsahlou skupinou gentt YUCCA (YUC), které se v ptipadé A. thaliana
vyskytuji nejméné v 9 kopiich (Zhao et al., 2001). Pfeména IPA na IAA je zfejmé mozna
I pfes indolyl-3-acetaldehyd (IAAId), tedy drahou typickou spiSe pro mikroorganismy
(Koga et al., 1991; Costacurta et al., 1994; Brandi et al., 1996). Nicmén¢ pfitomnost
aldehydoxidasy (EC 1.2.3.1) katalyzujici oxidaci IAAld na IAA byla zjisténa pouze
u nékterych rostlin, napt. kukufice (Koshiba et al., 1996) ¢i A. thaliana (Seo et al., 1998).
TAM draha je pfitomna jak u jednod€loZznych tak dvoud€loznych rostlin.
Trp dekarboxylasa (TDC; EC 4.1.1.28) Kkatalyzuje v cytosolu preménu
L-Trp na tryptamin (TAM; Noé et al., 1984). Ten je dale pravdépodobné hydroxylovan
na N-hydroxytryptamin (NHT) za katalyzy flavinmomooxygenas (Zhao et al., 2001).
Nasleduje pfeména na indolyl-3-acetaldehyd (IAAId), posledni meziprodukt TAM drahy.
U hrachu pak dochazi k pfimé konverzi TAM na IAAld (Quittenden et al., 2009).
Dvoukrokova syntéza IAA pies IAM zacina oxidaci L-Trp katalyzovanou enzymem
tryptofan-2-monooxygenasa (iaaM; EC 1.13.12.3) na IAM, ktery je nasledné ptisobenim
indolyl-3-acetamidhydrolasy (iaaH; EC 3.5.1.4) pifeménén na IAA. U této drahy
se dlouho ptedpokladalo, Ze se vyskytuje pouze u bakterii. Tvorba IAA pies IAM
byla totiz objevena u fytopatogennich bakterii ~Pseudomonas syringae
(Comai et al., 1982) a Agrobacterium tumefaciens (Inzé et al., 1984), u kterych
jsou pfislusné geny zakorporovany v plasmidové DNA. Pfitomnost IAM vsak byla
detekovana i u mnoha rostlin, napt. A. thaliana (Pollmann et al., 2002) ¢i kukufici, ryzi
a tabaku (Sugawara et al., 2009). U ryze (Kawaguchi et al., 1991) pak byla zjisténa
I pritomnost IAM hydrolasy. V genomu A. thaliana a Nicotiana tabacum byla objevena

skupina genti z AMI1 rodiny majici taktéz funkci IAM hydrolasy (Mano et al., 2009).
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V TAOx draze je L-Trp oxidovan na IAOx za katalyzy dvou homolognich cytochrom
P450 monooxygenas, CYP79B2 a CYP79B3 (EC 1.14.13.125). Draha je specificka
pro rostliny celedi brukvovitych, geny pro syntézu IAOx byly detekovany
napi. U A. thaliana (Mikkelsen et al., 2000; Hull et al., 2000; Sugawara et al., 2009)
a Brassica (Ludwig-Miiller a Hilgenberg, 1988). IAOx je dale pravdépodobné oxidovan
na indolyl-3-acetonitril (IAN) reakci katalyzovanou CYP71A13 (EC 4.99.1.6; Nafisi et
al., 2007), ktery je ptisobenim nitrilas (EC 3.5.5.1) konvertovan na IAA (Bartling et al.,
1992; Bartling et al., 1994, Park et al., 2003).

2.2.1.3 Biosyntéza IAA u hub

Pfitomnost auxint u hub, konkrétné u Rhizopus suinus, byla studovana jiz ve 30. letech
20. stoleti (Dolk a Thimann, 1932). Do dnes$ni doby pak byla produkce IAA zjiSténa
U mnoha nejen fytopatogennich, ale i saprofyticky a symbioticky Zijicich hub. Otazka
vyznamu téchto fytohormonti u hub vsak stale ziistava ¢astecné nezodpovézena.

Pti studiu metabolickych drah vedoucich k syntéze IAA byly detekovany predev§im
meziprodukty jednotlivych drah. U nékterych zastupct pak byly identifikovany i1 geny
koédujici enzymy katalyzujici ptislusné reakce téchto drah.

Zatimco mozZné drahy biosyntézy IAA urostlin a bakterii, véetné vétSiny za€astnénych
enzymd, jsou dnes dobfe znamy (Spaepen et al., 2007), o produkci auxinti u hub se toho
vi velice malo. Podobné jako u rostlin se i u hub vyskytuji jak Trp-dependentni
tak Trp-independentni drahy. V piipadé biosyntézy IAA z Trp jsou predpokladany
3 mozné zpisoby, a to IPA, TAM a IAM draha. Ptitomnost intermediati IAOx drahy
zatim zjiSté€na nebyla.

Biosyntéza IAA ptes IPA byla zjisténa u mnoha zastupct hub. ZvysSena produkce IAA
byla pozorovana pii kultivaci Ustilago esculenta na mediu obsahujicim IAAld nebo IPA
(Chung a Tzeng, 2004). V genomu Ustilago maydis byly identifikovany geny kodujici
IAAId dehydrogenasy (iadl a iad2; Basse et al., 2004; Reineke et al., 2008). IPA drahy
se pak ucastni primarné iadl dehydrogenasa (iad2 se uplatiluje spiSe v TAM draze;
Basse et al., 2004). Navic byly u U. maydis identifikovany i geny s piredpokladanou
transaminasovou aktivitou (taml a tam2; Reineke et al., 2008). Vysokou homologii
s geny U. maydis vykazuji i 2 iad a 2 tam geny, které byly nalezeny u zastupct rodu
Taphrina. V jejich genomu byl identifikovan také gen s pravdépodobnou funkci genu

YUC, ktery koduje rostlinnou flavinmonooxygenasu (Tsai et al., 2014).
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Obr. 5 Predpokladané biosyntetické drahy IAA u rostlin. (CYP79B2/3) cytochrom P450
monooxygenasa; (IAA) indolyl-3-octova kyselina; (iaaH) IAM hydrolasa; (IAAld) Indolyl-3-
acetaldehyd; (iaaM) Trp monooxygenasa; (IAM) indolyl-3-acetamid; (IAN) indolyl-3-
acetonitril; (IAOx) indolyl-3-acetaldoxim; (IGP) indolyl-3-glycerolfosfat;
(INS) indolylsynthasa; (IPA) indolyl-3-pyruvatova kyselina; (IPDC) IPA dekarboxylasa;
(NHT) N-hydroxytryptamin; (TAA/TAR)  Trp aminotransferasy; (TAM) tryptamin;
(TDC) Trp dekarboxylasa; (Trp) tryptofan; (YUCCA) flavinmonooxxygenasa
(Tivendale et al., 2014; upraveno).
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Screening genomické knihovny Saccharomyces cerevisiae identifikoval v genomu
kvasinky tfi mozné geny IAA biosyntézy: ALD2 (Aldehyddehydrogenasa; EC 1.2.1.3),
ARQ9 (Aromaticka transaminasa) a ADH2 (Alkoholdehydrogenasa; Rao et al., 2010).
Proteiny Aro8 a Aro9 se svymi katalytickymi u¢inky podileji na konverzi Trp na IPA
(Chen a Fink, 2006), enzymaticka aktivita ADH2 se pak zfejm¢ uplatituje ptfi pfemené
IAAId na tryptofol (indolyl-3-ethanol, TOL; Rao et al., 2010). Kultivace mutanta s obéma
deletovanymi geny ALD, ALD2 a ALD3, na mediu bez Trp pak ukazala moznost syntézy
IAA u S. cerevisiae také Trp-independetni drahou (Rao et al., 2010).

IPA draha a syntéza TOL byla zjisténa i u nékterych druht fytopatogenni houby
Rhizoctonia, zvlast¢ u R. solani byla detekovana zvySena produkce TOL
(Furukawa et al., 1996). Ten zde pravdépodobné funguje jako zasobni latka, ktera mtize
byt v ptipad¢ potieby pfeménéna na IAA. Téchto jeho vlastnosti si jiz dfive v§imli Rayle
a Purves (1967) pti kultivaci sazeni¢ek okurek v mediu obsahujicim TOL.

V ptipadé U. esculenta byla jako mozny prekurzor IAA v IPA draze zjisténa i kyselina
indolyl-3-mlécna (ILA; Chung a Tzeng, 2004). Vyuziti ILA pro syntézu
IAA je umoznéno ziejmé diky rozvétveni IPA drahy, popi. se mize u U. esculenta
nachdzet jind draha vyuzivajici ILA (Kaper a Veldstra, 1958). Tvorba ILA byla zjisténa
i u Colletotrichum. gloeosporioides f. sp.aeschynomene (Robinson et al., 1998).

ILA je pfirozen¢ se vyskytujici indolovy derivat vznikajici reverzibilné z IPA
(Ernstsen et al., 1987; Garcia-Tabares et al., 1987). Jeho role v metabolismu auxini vSak
dosud znama neni. Sprunck et al. (1995) shledavaji ILA na zéklad¢ studia
s Pisum sativum pouze jako analoga IAA, avSak Korber et al. (1991) dokumentoval
u A. tumefaciens antagonistické chovani.

Robinson et al. (1998) ve své studii jako prvni uvedli moznost syntézy IAA u hub IAM
drahou, a to u C. gloeosporioides f. sp.aeschynomene. Delece enzymi IAM drahy
pak ukazala, ze se jedna o hlavni drahu biosyntézy IAA u této houby
(Robinson et al., 1998; Maor et al., 2004).

[IAM draha byla pozorovana také u ¢ty druhti rodu Fusarium — F. proliferatum,
F. verticillioides., F. fujikuroi a F. oxysporum. U vSech zastupct byly identifikovany geny
homologni k bakterialnim geniim kodujicim 1aaM a iaaH. Nicméné¢ dréha je pln¢ funk¢ni
pouze u F. proliferatum a F. verticillioides (Tsavkelova et al., 2012). U F. delphinoides
pak byla zji§téna moznost syntézy IAA pouze z Trp, a to tftemi moznymi drahami: IAM,
IPA a TAM drahou (Kulkarni et al., 2013).
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V genomu U. maydis byly identifikovany i tfi geny s predpokladanou funkci nitrilas,
kdy nitl vykazoval dokonce vice nez 40% identitu s geny kodujici NIT1 a NIT2
u A. thaliana. Studium mutanta s timto deletovanym genem vs$ak nakonec moznost tvorby
IAA ptes IAOx drahu vyfadilo (Reineke et al., 2008).

2.2.1.4 Fyziologické ucinky auxini u hub
IAA zvysuje haploidni invazi spor i diploidni rist pseudohyf u Saccharomyces cerevisiae
(Prusty et al., 2004). Pro oba tyto invazivni aspekty je nutna spravna funkce povrchového
proteinu Floll (Lo a Dranginis, 1998). Studie ukazala, ze v pritomnosti IAA dochazi
az k trojnasobnému zvyseni transkripce FLO11. U mutanti s redukovanou expresi FLO11
pak byla pozorovana snizena adheze i pseudohyfalni riist. Vysoké koncentrace IAA vSak
rast kvasinky inhibuje. Takovéto potlaceni rdstu bylo pozorovano i u U. maydis
(Obr. 6; Prusty et al., 2004).

O produkci auxind u endofytnich kvasinek se poprvé zminili Nassar et al. (2005), ktefi
u Williopsis saturnus zjistili tvorbu IAA a IPA. Jejich hladiny se pak nékolikrat zvysily
pfi kultivaci kvasinky v mediu obohaceném o Trp. Studie se tak dale zamé&fila na moznou
ucast IAA produkovaného W. saturnus v symbidze s kofeny Zea mays L. Po inokulaci
rostlin doslo ke zvySeni tvorby biomasy, bylo pozorovano prodlouzeni kotenti
a nadzemnich vyhont. Tyto efekty byly spolu se zvySenymi hladinami IAA a IPA

in planta opét nejvyraznéjsi v ptitomnosti Trp.

Saccharomyces cerevisiae Ustilago maydis

yapl-1 WT WT

Obr. 6 Inhibice rastu IAA u Saccharomyces cerevisiae (kmen yapl-1 a WT) a Ustilago maydis
(WT). Kmen yap1-1 je hypersenzitivni k IAA. Disky filtra¢niho papiru saturované IAA byly
poloZeny na souvislou vrstvu bundk. Inkubace 3 dny ve tmé&. Cisté oblasti indikuji zony,
ve kterych byl rist bun¢k inhibovan (Prusty et al., 2004; upraveno).
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Tvorbu IAA v axenické kultute Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene
studovali Maor et al. (2004). Po zjisténi, ze v pritomnosti Trp a IAM doslo ke zvyseni
hladiny 1AM, v pfipad¢ Trp pak i IAA, se studie dale zaméfila na produkci IAM a IAA
in planta. Hladina IAA v napadenych listech Aeschynomene virginica pak byla vyssi nez
u neinfikovanych rostlin. V napadenych rostlinach, stejné jako v axenické kultute,
byla detekovana aktivita enzymu katalyzujici oxidaci Trp na IAM spolu
s IAM hydrolasovou aktivitou. Jelikoz u A. virginica IAM draha zjisténa nebyla,
je ziejmé, Ze Col. gloeosporiodies je schopna produkce IAM a IAA nejen v axenické
kultute, ale i in planta. Dalsi vysledky pak ukazaly, ze pro produkci IAA in planta
je limitnim faktorem exogenni Trp, nebot vyssi hladiny IAA byly zjistény b&hem
biotrofni faze ristu houby, kdy jej Col. gloeosporioides ziskava z napadené rostliny.
Chagué et al. (2009) pak dale ukazali, ze se IAA podili na sporulaci, kli¢eni spor
a morfologii ristu u Col. gloeospoiroides (Obr. 7). Ziejmé tak hraje dulezitou roli

Ve vyvoji a rozmnozovani tohoto patogena.

Obr. 7 (A) Redukovana pigmentace u mutantnich kment OriS1 a Ori83
Colletotrichum gloeospoiroides s deleci genu CgOPT1. P&stovano na pevném regeneraénim
médiu (REG), vyfoceno 8. den po inokulaci. (B + C) vliv IAA na kli¢eni a morfologii ristu
u WT a kmene Ori51 C. gloeospoiroides (u kmene Ori83 podobné vysledky). Péstovano
v tekutém REG v piitomnosti (+) a nepiitomnosti (-) 500umol-1? IAA po dobu 3 dni.
(B) kolonie C. gloeospoiroides; (C) fotografie plaki ziskané pomoci stereoskopu (Chagué et
al., 2009; upraveno).
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Yin et al. (2014) zjistili, ze exprese genu Pgt-laaM u Puccinia graminis f. sp. tritici
béhem rozvoje infekce rzi u pSenice byla v houbovych buiikach rostoucich v infikovanych
listech 200krat vyssi nez ve sporach. Domnivaji se tak, Ze exprese tohoto genu
je indukovana biotrofni fazi ristu houby. Nejvyssi exprese genu pak byla zaznamenana
v samotnych bunkach haustorii, expresi Pgt-laaM lze tak povazovat za specifickou
pro haustoria. Funkcnost genu Pgt-laaM a jeho organova specifita byly potvrzeny
zvySenou hladinou IAA v buikach infikovanych listi oproti neinfikovanym (koncentrace
IAM zvySeny nebyly).

Prace Tranvana et al. (2000) ukazala, Zze IAA produkované ektoparazitem Hebeloma
cylindrosporum se podili na mykorhize s Pinus pinaster. U mutanta s nadprodukci IAA
byla pozorovana tiikrat vétsi tvorba mykorhizy spojena se zvySenou kolonizaci houby
a vytvafenim Hartigovy sité¢ (Obr. 8). Jeji hyfy, které zasahuji do kofenti napadenych
rostlin, pronikaji do oblasti mezi epidermdlnimi a kortikalnimi builkami. Funkci
Hartigovy sit¢ je pak vymeéna nutrienti mezi houbou a hostitelskou rostlinou
(Carlile et al., 2001). Zvysena produkce IAA byla také zjiSténa u sazenicek Litchi
chinensis Sonn., jez byly infikovany dvéma arbuskularnimi houbami, Glomus
intraradices a Gigaspora margarita. Koncentrace IAA byly u nadzemnich vyhoni
napadenych rostlin zvétSeny az sedmkrat, u kofeni pak dvakrat az pétkrat

(Yao e al., 2005).

3dnyPI 7 dni PI 3 tydny PI

Mutant 331

WT

Obr. 8 Tvorba Hartigovy sit¢ na pri¢nych fezech kofenovych S$pi¢ek Pinus pinaster
kolonizovanych mutantnim kmenem 331 Hebeloma cylindrosporum s nadprodukci IAA (A-C)
a WT H. cylindrosporum h1(D-F). Foceno po 3 dnech, 7 dnech a 3 tydnech od inokulace.
(CC) kortikalni buriky; (E) ndodermis; (HN) hartigova sit’; (IAA) indoly-3-octova kyselina;
(PI) po inokulaci; Sipky ukazuji na trhliny v epidermis (Tranvan et al., 2000; upraveno).
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Na dulezitost koncentrace auxinti pii ristu upozornili také Michniewicz a Rozej
(1987), ktefi pozorovali pozitivni vliv exogenniho IAA na tvorbu mycelia, sporulaci
a kli¢eni spor u Fusarium culmorum pi#i koncentraci 10° moll* IAA. Pii vyssich
hladinach 1AA vsak doslo k jejich inhibici. Aplikace IAA ma také pozitivni vliv
na kolonizaci kofenti jeémene parazitem Piriformospora indica , av§ak pouze v nizkych
koncentracich (1-10 pumoll™Y). P#i vys§ich koncentracich (100 pmoll?) jiz dochazi
k inhibici ristu. V pocatcich biotrofni infekce P. indica s je¢menem byla zjisténa zvySena
exprese genu piTaml. Jeho umlceni pak korelovalo s poklesem hladiny IAA, ILA
a redukovanou kolonizaci kofenli je¢mene. Zména v samotném rastu houby oproti WT
vSak pozorovana nebyla. Hilbert et al. (2012) tedy pfedpokladaji, ze IAA hraje dileZitou
roli v indukci biotrofni interakce mezi P. indica a jeémenem, za stimulaci produkce
biomasy u napadenych kofent vSak zodpovédna neni. U mutanti s umléenym genem
piTaml byla také v pfipadé ristu na mediu obohaceném o Trp pozorovana vyrazna zména

ve fenotypu, kterd byla charakteristickd prodlouzenim délky hyf ¢i zménou pigmentace
(Obr. 9).

piTaml kmeny

WT 11 21 22

+Trp

| B I piTaml kmeny
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Obr. 9 (A) Vliv Trp na pigmentaci u WT a mutantnich piTaml kment Piriformospora indica.
Pé&stovano na médiu V piitomnosti (+) a nepfitomnosti (-) 2,5mmol-1? Trp. Kultivovano 14 dni
pii 28 °C ve tmé. (B) TLC chromatogram extrakta tekutych CM médii WT a piTaml kment
P. indica. Extrakce 3 dny po pfidani Trp do média. (Trp) tryptofan; (IAA) indolyl-3-octova
kyselina; (ILA) indolyl-3-mlééna kyselina; (S) standard (Hilbert et al., 2012; upraveno).
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2.2.2 Cytokininy

Pfirozené se vyskytujici cytokininy (CKs) jsou skupinou adeninovych sloucenin,
které jsou v poloze N6 modifikovany isoprenoidnim nebo aromatickym fetézcem.
Ucastni se regulace mnoha fyziologickych procesti v rostlindch, mezi né&z patii
mj. bunééné déleni, rust stonku a postrannich vyhont. Ovliviiuji také produkci chlorofylu
&i senescenci listd (Davies, 2004). Ugast cytokininii v patogenité rostlin byla zji§téna
napi. pii infekci bakterii Rhodoccocus fascians (Murai et al., 1980; Crespi et al., 1992).
Ta zptisobuje charakteristické nadory na listech (,,leafy galls*) a fasciaci, tj. ztratu
apikalni dominance u hlavniho vyhonu rostliny, ktera je provazena tvorbou nefunk¢nich
vyhonkt v misté infekce. Kromé nejbéznéjsiho predstavitele této skupiny
fytohormoni — zeatinu — se Kk latkkm s cytokininovou aktivitou fadi
také isopentenyladenin ¢i benzyladenin (Obr. 10). Vedle volnych forem cytokinint
je lze nalézt také jako ribotidy ¢i ribosidy (Davies, 2004).

U rostlin byly identifikovany dvé mozné drahy biosyntézy cytokininii. Prvni zahrnuje
prenylaci adenosin-5"-monofosfati v tRNA katalyzovanou isopentenyltransferasou
(EC 2.5.1.75; tRNA-IPT; Konevega et al., 2006). V druhé draze je pak pusobenim
adenylatisopentenyltransferasy (EC 2.5.1.112) katalyzovan ptenos isoprenoidniho
fetézce z dimethylalyldifosfatu na N6 pozici ATP ¢i ADP za tvorby isopentenyladeninu
(iP; Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). Ten muzZe byt pisobenim cytochrom P450
monooxygenas hydroxylovan na trans-zeatin (tZ) ribosiddifosfat (trifosfat; Takei et al.,
2004). Zavéreeny krok tvorby aktivnich CK nukleotidii je katalyzovan enzymem s CK
specifickou fosforibohydrolasovou aktivitou, jenz je kodovan genem lonely guy (LOG;
Kurakawa et al., 2007).

OH

/

HN HN HN

/g N N)“‘\x " N)ﬂ\ N
oy U U0

MH M
trans-zeatin (tZ) N (Al-isopentenyl)adenin (iP) MN’-benzyladenin (BA)

Obr. 10 Strukturni vzorce vybranych cytokinintl.
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Biosyntéza cytokininti byla zjiSténa u nékolika druhii fytopatogennich hub.
Jejich produkce je vSak ziejmé spojena pouze s obligatnim parazitismem biotrofi,
popf. hemibiotrofii, nebot’ u nekrotrofnich hub Botrytis cinerea a Penicillium expansum
pfitomnost cytokinint zjisténa nebyla (Murphy et al., 1996).

U Plasmodiophora brassicae, houby parazitujici na kostalovinach a zpusobujici
zbytnéni napadenych organt, predpokladal syntézu cytokininti jiz Dekhuijzen (1981),
ktery je izoloval nejen z plasmodii, ale 1 cytoplazmy hostitelskych bunék. Tento obligatni
biotrof je tedy zfejm¢ vyuziva ke stimulaci bunééného dé€leni napadené tkang,
coz V koneéném disledku vede ke vzniku nadoru. Aplikaci zna¢eného adeninu
na plasmodia a jeho naslednou pfeménou na trans-zeatin pak byla biosyntéza cytokinini
u P. brassicae potvrzena (Miiller a Hilgenberg, 1986).

Cytokininy zfejm¢& hraji dulezitou roli i pii tvorbé tzv. zelenych ostravka.
Lopez-Carbonell et al. (1998) uvazovali o mozZnosti jejich zapojeni v procesu oddaleni
senescence, kdy zatimco v zelenych ostruvcich listi Hedera helix, Pelargonium zonale,
Prunus avium a Rubus ulmifolius napadenych Colletotrichum trichellum, Puccinia
pelargoinii-zonalis, Cercospora circumscissa a Phragmidium violaceum byla hladina
zeatinribosidu (ZR) srovnatelna s listy kontrolnich rostlin, ve Zlutych ¢astech napadenych
list bylo ZR oproti kontrole i 12x méné. ZvySené hladiny cytokininl, zejména zeatinu
a ZR, byly zjistény u infekce Hordeum vulgare L. a Zea mays houbami Pyrenophora
teres, resp. Drechslera maydis (Angra-Sharma a Sharma, 2000). Infikovana mista
zde ziejmé plni funkci zasobniho pletiva, do kterého proudi ziviny, a napomahaji
tak proliferaci houbového patogena (Angra-Sharma a Sharma, 2000). Behr et al. (2012)
pak aplikaci cytokininti na listy kukufice ukazali, Zze i Colletotrichum graminicola je
schopnd oddalit senescenci listl tvorbou zelenych ostrivka (Obr. 11). Nejvétsi efekt

vykazoval benzyladenin (BA), nasledovaly trans- (tZ) a cis-zeatin (cisZ).

Obr. 11 Vliv cytokinind na senescenci a tvorbil zelenych ostruvku. Listy kukufice byly oSetfeny
kapkami N°-benzyladeninu (BA), trans-zeatinu (tZ) a cis-zeatinu (cisZ) v uvedenych
koncentracich. Fotografie byly pofizeny 3 dny po infekci (Behr et al., 2012; upraveno).
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Pro patogenezi rostlin nekrotrofnimi parazity je charakteristicka snizena hladina CKs
v infikovaném pletivu. Strategie Verticillium longisporum pii  kolonizaci
Arabidopsis thaliana a Brassica napus je zalozena na indukované expresi gent
kodujicich razné isoformy enzymu cytokininoxidasa/dehydrogenasa (CKX;
EC 1.5.99.12; Reusche et al., 2013), ktery katalyzuje irreverzibilni degradaci cytokinind
(Galuszka et al., 2001). Jelikoz nebyla zjisténa zvySena exprese senesCenéniho markeru
SAG12, uplatiiuji se CKX geny spiSe az pii rozvoji senescence nez pii jejim samotném
spousténi (Reuche et al., 2013). Role cytokininti v patogenezi rajete byla zjiSténa
I pti infekci Botrytis cinerea, kde naopak zvysena hladina CKs u transgennich rostlin
vedla k oddaleni senescence a zvyseni rezistence rajcete k B. cinerea (Swartzberg et al.,
2008).

Produkci cytokininti u C. purpurea se zabyvali Hinsch et al. (2015), kteti identifikovali
nejen samotné geny biosyntézy CKSs, ale charakterizovali i jejich funkci. Jedna se o viibec
prvni de novo biosyntetickou drahu cytokinind popsanou u hub. Studie se zabyvala
charakterizaci bifunkéniho enzymu cplPT-LOG, ktery obsahuje jednak IPT doménu
katalyzujici prvni krok biosyntézy CK, tak LOG doménu s fosfoanhydridovou
aktivitou enzymu zaveérecné reakce. Druhym enzymem zajmu
byl cytochrom P450 monooxygenasa (cpp450; EC 1.14.14.1) katalyzujici tvorbu
trans-zeatinu (Takei et al., 2004). Geny cpIPT-LOG a cpp450 se nachazeji v jednom
Klastru a podili se na produkci aktivnich cytokinini u C. purpurea. Experimenty
S dele¢nimi mutanty téchto genl pak ukézaly, ze cytokininy zfejmé hraji dileZitou roli
V rozvoji hub, nebot’ u mutanta se sniZzenou hladinou trans-zeatinu (Acpp450) byla
pozorovana zvySena sporulace v axenické kultufe. Virulence na zit€ vSak u obou mutanti

(Acpp450 a AcplPT-LOG) ztstala nezménéna (Hinsch et al., 2015).

2.2.3 Gibereliny

JiZz v 19. stoleti byl pozorovan abnormalni riist sazenicek ryze, jeZ byly infikovany
patogenni houbou Gibberella fujikuroi. Onemocnéni dostalo pozd¢ji oznaceni ,,bakanae*
(Obr. 12). Sloucenina, ktera tuto nemoc zpusobuje, byla pojmenovana podle jejiho
puavodce - giberelin (GA). Pozdéji se ukazalo, ze se jedna o kyselinu giberelovou (GAg;
Curtis a Cross, 1954; Phinney, 1983).
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Obr. 12 Projevy nemoci bakanae u ryze infikované Gibberella fujikuroi. (A) stimulovany rtst
u infikovanych rostlin (vpravo) oproti neinfikovanym (vlevo; www.camtacgroup.com;
upraveno). (B) tvorba kofent z nodu stonki (www.forestryimages.org; upraveno).

Gibereliny, latky strukturné odvozené od diterpenoidnich kyselin, se vyskytuji
u rostlin, hub i bakterii (MacMillan, 2002), jez syntetizuji pies 120 riznych GAs. Pouze
nékteré z nich se vsak uplatiiuji jako rostlinné hormony, které se ucastni déji regulujicich
vyvojové procesy jako kliceni semen, prodluZzovani stonku ¢i indukce kveteni.
Pro komer¢ni vyuziti se proto dnes GAsz vyrabi fermentaci G. fujikuroi (Tudzynski, 1999).

Biosyntéza giberelinti je nejvice prostudovana u G. fujikuroi (Tudzynski, 1999;
Hedden et al., 2001). Gibereliny vSak byly identifikovany i u dalSich fytopatogennich
hub, a to Phaeosphaeria sp. (Sassa et al., 1989; Sassa et al., 1994; Seto et al., 1995),
Neurospora crassa (Kawanabe et al., 1983) a n¢kolika zastupct rodu Sphaceloma
(Rademacher a Grabe, 1979; Zeigler et al., 1980; Rademacher 1992).

Produkce biologicky aktivnich giberelinti (GA1, GA3z, GAsza GA7), spolu s IAA, byla
zjisténa také u endofytnich hub Phoma glomerata a Penicillium sp. Aplikaci houbové
kultury na okurky doslo k vyraznému zvétSeni biomasy u hostitelské rostliny.
V podminkéch solného stresu a stresu suchem byla navic pozorovéna i intenzivnéjsi
asimilace drasliku, vapniku a hoic¢iku, tj. zvySend tolerance vic¢i t€émto abiotickym
stresovym podminkam oproti kontrolnim rostlinam (Wagas et al., 2012).
Produkce GAs s pozitivnim vlivem na rust okurek i v prostfedi s vySsi salinitou
byla detekovana i u Paecilomyces formosus (Khan et al., 2012). Tyto houby by tak mohly
byt vyuzity pro zvyseni vynosu zemédélskych plodin rostoucich na ptidach s vysokymi

koncentracemi soli.
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2.2.4 Kyselina salicylova

Rostliny si  béhem evoluce vytvofily mechanismus indukované obrany,
ktera jim poskytuje ochranu proti §irokému spektru mikroorganismi. Signalni molekulou
této Systémove ziskané rezistence (SAR) je kyselina salicylova (SA; Malamy et al., 1990;
Métraux et al., 1990). Ta se podili na indukci exprese Sirokého spektra genti kodujicich
predevsim tzv. PR-proteiny (pathogenesis related, tj. souvisejici s patogenitou) tcastnici
se obranné reakce rostliny vuéi patogenum (Ward et al., 1991; Uknes et al., 1992). SA se
dale uplatiuje v signalizaci béhem kveteni, termogeneze ¢i ochrané pied oxidativnim
stresem (Davies, 2004).

Rezistence indukovana SA u rajCete byla zjisténa piti infekci houbou Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. Po sedmi dnech byla endogenni hladina SA v infikovanych
listech oSetfenych SA desetkrat vysSi oproti kontrolnim neoSetifenym listim.
Doslo také ke zvyseni aktivit fenylalaninamoniaklyasy (PAL; EC 4.3.1.5) a peroxidasy
(EC 1.11.1.7; Mandal et al., 2009), typickych obrannych enzymi rostlin (Pallas et al.,
1996; Wu et al., 1997). U listd infikovanych rostlin oSetfenych SA byla pozorovana
redukce hnédnuti Zilnatiny a zloutnuti listd (Mandal et al., 2009; Obr. 13)

Kontrola Inokulace Fol Inokulace Fola
nasledné oSetfeni SA

Kontrola Inokulace Fol Inokulace Fola
nasledné ofetfeni SA

Obr. 13 Efekt aplikace kyseliny salicylové (SA; 200 umol‘1?) a infekce Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol) na hydroponicky rist rajéat. (A) hnédnuti Zilnatiny; (B) Zloutnuti listd
(Mandal et al., 2009; upraveno).
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U Fusarium equiseti GF19-1 byla studovana symbioza s koteny Arabidopsis thaliana.
Houba zde rostlin¢ nezajiStuje pouze nutrienty, ale aktivuje také SAR, a Ucastni
se tak obrany proti riznym patogenim. V listech téchto rostlin inokulovanych
Pseudomonas syringae byla nasledné zjisténa vyssi hladina SA oproti kontrolnim
rostlinam infikovanym pouze F. equiseti, jez dosahovala maxima po 4 dnech infekce.
Koncentrace SA v listech infikovanou pouze F. equiseti pak byla i po 24 hod srovnatelna
s koncentraci v neinfikovanych rostlinach (Kojima et al., 2013).

Produkce SA vsak vede i k indukci proteint, které ji degraduji. Rabe et al. (2013)
identifikovali v genomu Ustilago maydis gen shyl, jenz pravdépodobné koduje
salicylathydroxylasu (EC 1.14.13.1). Inokulace kukufice mutanty s deleci genu shyl
nicmén¢ vedla k podobnému pribéhu infekce jako u kontrolnich hub. Nejvyssi exprese
salicylathydroxylasy byla zaznamenina b&hem biotrofni faze rhstu, a tak ji ziejmé
U. maydis vyuziva k degradaci SA jako mozného zdroje uhliku, coz v kone¢ném dusledku
vede ke snizeni hladiny SA a potlateni obranné reakce rostliny. Produkce
salicylathydroxylasy byla popsana také u Aspergillus nidulans (Graminha et al., 2004),
Fusarium sp. (Dodge a Wackett, 2005) ¢ Trichosporon  moniliforme
(Iwasaki et al., 2010).

2.2.5 Kyselina abscisova

Produkce kyseliny abscisové (ABA), terpenoidu odvozeného od isopentenylu,
byla pozorovana u nékolika druhti vlaknitych hub (Oritani a Kiyota, 2003). Mnohé¢ z nich
jsou zapojeny v symbidze Ci patogenezi rostlin, ABA tak ziejm¢ hraje dilezitou roli
Vv jejich interakci s rostlinnym hostitelem.

Biosyntéza ABA u hub byla studovana pfedevsim u Botrytis cinerea a zastupct rodu
Cerospora. Pomoci radioaktivné zna¢ené D-glukosy bylo zjisténo, Ze u hub, na rozdil
od rostlin, kde je vychozi slou¢eninou pro tvorbu ABA methylerythritolfosfat, probiha
tvorba ABA drahou pies mevalonat (Hirai et al., 2000; Yamamoto et al., 2000).

Bylo zjisténo, ze ABA inhibuje aktivitu  fenylalaninamoniaklyasy (PAL;
Ward et al., 1989; Audenaert et al., 2002), kli¢ového enzymu metabolismu fenolickych
latek, které se uplatituji v obranné reakci rostliny (Nicholson, 1992). ABA tak ptsobi
proti kyselin€ salicylové, ktera naopak stimuluje syntézu PAL proteinu a zvySuje jeho

aktivitu (Wen et al., 2005).
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ABA ziejmé potlacuje obrannou reakci Beta vulgaris L. pfi infekci Cercospora
beticola. V infikovanych listech byla detekovana zvySena hladina ABA 3-9 dni
po inokulaci, tj. v dob¢ iniciace penetrace a kolonizace C. beticola. Po 15 dnech
se pak na listech vytvofily nekrotické léze doprovazené vysokymi hladinami ABA,
které byly srovnatelné s lézemi rostlin stresovanych suchem. Navic bylo zjisténo,
ze infekce C. beticola stimuluje expresi BVAREBL1 (Schmidt et al., 2008), ktery vykazuje
vysokou homologii s AtAREB1 genem, jehoZ exprese zvySuje u Arabidopsis. thaliana
toleranci k suchu (Fujita et al., 2005).

Dulezita je vsak i role ABA v arbuskularni mykorhize (AM). Herrera-Medina et al.
(2007) studovali prubéh infekce Glomus intraradices parazitujici na WT a mutantech
Lycopersicon esculentum s deficitem aldehydoxidasy (EC 1.2.3.14), jez katalyzuje
zaveéretny krok biosyntézy ABA, tj. oxidaci ABA aldehydu na ABA (Taylor et al., 1988).
Aplikace exogenni ABA zvysila citlivost WT rajéete k G. intraradices. U mutantd
byla AM oproti infikovanym WT rostlinam redukovana o 70-80 %, a ABA ma tedy
zfejmé dulezitou roli jak pfi pocatecni penetraci hyf, tak samotném rozvoji mykorhizy
(Obr. 14). Navic byly zjistény morfologické zmény v utvafeni arbuskuli, které mohou
ovlivnit jejich funkénosti pfi samotné mykorhize. V celkovém disledku tak doslo

ke snizeni citlivosti rajcete k infekci touto AM houbou (Herrera-Medina et al., 2007).

Obr. 14 Tvorba arbuskularni mykorhizy v kotenech WT (wild-type) a mutatnich rostlinach rajcete
(Lycopersecum esculentum) s deleci aldehydoxidasy. Rostliny byly infikovany
Glomus intraradices. Obarveno trypanovou modii; méfitko — 50 um (Herrera-Medina et al.,
2007; upraveno).
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2.2.6 Ethylen

Gane (1934) pii péstovani sazenicek hrachu zjistil, ze v blizkosti pekaiského drozdi

ukazali, ze Penicillium digitatum ma na rostliny stejny u¢inek jako plynny ethylen (ET).
llag a Curtis (1968) pak studiem 228 druhi hub zjistili produkci ET u 58 druht.
Prekurzorem ET u fady fytopatogennich hub jako Verticillium, Fusarium,
Colletotrichum (Tzeng a De Vay, 1984) a P. digitatum (Chalutz et al., 1977),
je methionin. | Botrytis cinerea vyuziva methionin pro produkci ET, avSak ta se 1isi
Vv zavislosti na hostitelské rostlin€. U napadené jahody ¢i plodu kiwi byla zjiSténa vétsi
produkce ET oproti hroznovému vinu ¢i bortivkam 0 50 % (Qadir et al., 1997).
Kepczynska (1989) zjistila, Ze ethylen se u hub podili na kli¢eni spor, kdyz aplikaci
2,5-norbornadienu, kompetitivniho inhibitoru ethylenu, potlacila germinaci spor
B. cinerea. Ethylen umoznuje houbam spravné nacasovani invaze rostlinného pletiva.
Studie zastupci rodu Colletotrichum, C. gloeosporioides a C. musae ukazaly, ze plyny
uvolnéné klimakterickymi plody jako rajce, avokado ¢i banan indukuji pii infekci kli¢eni
spor a tvorbu apresorii téchto fytopatogennich hub (Flaishman a Kolattukudy, 1994).
Produkci ET u B. cinerea se zabyvali také Zhu et al. (2012). Pti pozorovani zavislosti
tvorby plynu na svételnych podminkach zjistili, Ze vice ET bylo uvolnéno u infikovanych
hroznti kultivovanych na svétle. U nenapadenych ploda byla pak produkce ET velmi
nizka, pficemz ani po osvétleni nedoslo k jejimu zvyseni (Obr. 15-A). Tvorba plynu také
ziejmeé tizce souvisi s rozvojem nemoci U napadenych hrozni, jelikoz ET byl detekovan
jiz 24 h pied objevenim prvnich symptomui. Aplikace vnéjsiho ET na B. cinerea pak méla

pozitivni vliv na rast hyf i tvorbu apresorii (Obr. 15-B).

A Svétlo Tma B » /K\

Kontrola

ET

“Q.. &t.@.’

Obr. 15 (A) Vliv svétla a exogenniho ethylenu na rozvoj Sedé plisné na hroznovych plodech
infikovanych Botrytis cinerea. Koneéna koncetrace ethylenu (ET) = 100 ul'l?. Vysledky
zpracovany po 5 dnech kultivace. (B) Pasobeni ET(10 ul'l'!) na kli¢eni konidii B. cinerea.
Metitko — 20 pum; (K) konidie; (Ap) apresorium (Zhu et al., 2012; upraveno).
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2.2.7 Kyselina jasmonova

Kyselina jasmonova (JA) a jeji derivaty, pfedev§im pak methylester, patii K vyznamnym
hormonalnim regulatorim, které se uplatituji nejen v reakcich rostlin na stresové
podminky, ale také v samotném vyvoji rostlin pii senescenci listi, inhibici kliceni semen
¢i pylové lacky. Vyznamnou roli vSak maji i v obrané rostlin vici patogeniim,
kdy se spolu s ethylenem tcastni indukované systémové rezistence
(ISR; Wasternack a Hause, 2013). JA zde zvySuje expresi genti kodujicich rostlinné
obranné proteiny jako thionin (Epple et al., 1995), defensin (Penninckx et al., 1996)
¢i VSP (vegetative storage protein se zasobni funkci; Anderson et al., 1989).

JA, 3-0x0-2-(2’-cis-pentenyl)cyklopentan-1-octova kyselina, byla poprvé izolovana
v roce 1971 z fytopatogenni houby Lasiodiplodia theobromae (Aldridge et al., 1971).
Tvorba JA zde ziejmé& probiha podobné jako u rostlin, tj. z kyseliny a-linolenové
oktadekanoidni drahou (Vick a Zimmerman, 1984), li§i se vSak v kroku redukce
cyklopentanonu (Tsukada et al., 2010).

Mozné zapojeni JA v arbuskularni mykorhize rostlin § mutualistickymi houbami
byla nejdiive studovana pomoci experimenti spojenych s aplikaci exogenni JA.
Pfi vystaveni Allium sativum nizké koncentraci JA (5 umoll?; jednou tydng)
bylo stimulovano zakladani mykorhizy (Regvar et al., 1996). Vyssi koncentrace JA
(0,05-5 mmoll?t; kazdy druhy den) vSak u listd Cucumis sativus, Tropus majus
a Carica papaya vedly k jeji redukci (Ludwig-Miiller et al., 2002). Dalsi studie nicméné
opét uvadgji zvySenou hladinu JA u mykorhiznich rostlin oproti kontroldm
(Meixner et al., 2005; Stumpe et al., 2005).

Shoresh et al. (2005) se vénovali spoleénému pusobeni JA a ET u okurky infikované
Trichoderma asperellum. Analyzou RT-PCR bylo zjisténo, ze T. asperellum se podili
na regulaci exprese genl zapojenych v signaliza¢ni draze JA/ET, tj. v ISR (Lox1, Pall,
ETR1 a CTR1) v hostitelskych rostlinach. Nasledna inokulace Pseudomonas syringae
pv. lachrymans vedla ke zvysSeni exprese PR-proteini, konkrétné chitinasy (EC 3.2.1.14),
B-1,3-glukanasy (EC 3.2.1.39) a peroxidasy (EC 1.11.1.7). T. asperellum tak zvySuje

rezistenci rostliny k nasledné infekci dals$im patogenem.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Claviceps purpurea 20.1
Chemicky kompetentni buiiky Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA)

3.1.2 Chemikalie

1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)

1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)

10x CutSmart pufr (NEB, Velka Britanie)

10x NEB 1.1 pufr (NEB, Velka Britanie)

10x NEB 4 pufr (NEB, Velka Britanie)

10x Turbo pufr (Ambion, USA)

5x GoTaq pufr (Promega, USA)

6x Loading Dye vzorkovaci pufr (Thermo Scientific, USA)
Agar (HiMedia, Indie)

Agarosa (Amresco, USA)

Amoniak vodny roztok 25 % (Lach:ner, CR)
Anti-digoxigenin-AP (Roche, Svycarsko)

ApalLl (NEB, Velka Britanie)

Blokovaci reagent (Roche, Svycarsko)

Bromid ethidia (NeoLab, Némecko)

Citrat sodny dihydrat (Lach:ner, CR)

CSPD (Roche, Svycarsko)

DEPC (Sigma-Aldrich, USA)

DIG-labeled DNA molecular weight marker II (Roche, Svycarsko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (AppliChem, Némecko)
DMSO (Duchefa, Nizozemi)

dNTPs (Fermentas, Kanada)

D-sorbitol (Sigma-Aldrich, USA)

EDTA (Penta, CR)

Ethanol (Penta, CR)
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Ethylacetat (Lach:ner, CR)

Formamid (Fluka, Némecko)

Gamborg B5 medium (Duchefa, Nizozemi)
Glukosa (Lach:ner, CR)

GoTaq G2 Flexi polymerasa (Promega, USA)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach:ner, CR)
Hydroxid draselny (Lach:ner, CR)

Hydroxid sodny (Penta, CR)

Chlorid hotfe¢naty (Promega, USA)

Chlorid sodny (Lach:ner, CR)

Chlorid vapenaty (Penta, CR)

Chlorid Zelezity hexahydrat (Sigma-Aldrich, USA)
IAA (Sigma-Aldrich, USA)

IAM (Sigma-Aldrich, USA)

Isopropanol (Lach:ner, CR)

Kyselina chlorovodikova 36% (Lachema, CR)
Kyselina maleinova (Lachema, CR)

Kyselina sirova 98 % (Lach:ner, CR)
L-asparagin monohydrat (HiMedia, Indie)

LB Broth (Sigma-Aldrich, USA)

L-tryptofan (Sigma-Aldrich, USA)

Lyzacni enzym z Trichoderma harzianum (Sigma, USA)
Methanol (Lach:ner, CR)

N-laurosylsarkosin (Sigma, USA)

Octan amonny (Lachema, CR)

Octan draselny (Penta, CR)

PEG 6000 (AppliChem, Némecko)
Phleomycin (Duchefa, Nizozemi)

RNase-free voda (Qiagen, Némecko)
Sacharosa (Lach:ner, CR)

SDS (Penta, CR)

Siran hofeénaty heptahydrat (Lach:ner, CR)
Tris (AppliChem, Némecko)

Turbo DNasa (Ambion, USA)
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Tween20 (NeoLab, Némecko)
Xhol (NEB, Velka Britanie)

3.1.3 Primery

dia_CpiaaH_fw 5'-GAAGCAACGACATGAAGAAGG-3’
dia_CpiaaH_rev 5"-AGCAACACTGCGACAATCAC-3’
dia_CpiaaH_WT_fw 5-TTCCAGCAGGGCTGACTACT-3’
Phleo_Hi3F2 5-GTGTTCAGGATCTCGATAAGATACG-3’
Phleo_out_Hefe3 5'-GAGCTCGGTATAAGCTCTCC-3’

(lyofilizaty byly rozpustény v Nuclease-Free vodé na koncentraci 100 mmoll™;
Sigma-Aldrich, USA)

3.1.4 Roztoky a média

1% (w/v) agarosovy gel

1 g agarosy v 100 ml TAE pufru

10x blokovaci reagent

2 g blokovaciho prasku v 20 ml pufru kyseliny maleinové; autoklavovano

0,2mol It malat draselny

600 ml 0,2mol'I* hydroxid draselny, 200 ml 0,2mol‘I"* pufr kyseliny maleinové; pH = 5,2
20x SSC pufr
3mol I chlorid sodny, 300mmol‘l? citrat sodny dihydrat, pH = 7,0; autoklavovano

Blokovaci roztok

1 ml 10x blokovaci reagent, 10 ml pufru kyseliny maleinové

Denaturacni roztok

0,5mol I hydroxid sodny, 1,5mol'lI"* chlorid sodny; autokldvovéano

DEPC voda

0,1% (v/v) DEPC v ddH0, inkubovano pfes noc pii pokojové teploté; autoklavovano
Detekéni pufr

0,1molI"? chlorid sodny, 0,1mol'I"! Tris; pH = 9,5; autoklavovano

Gamborg medium

0,75 g agarosa, 0,3 g Gamborg B5 medium, 1 g glukosa ve 100 ml destilované vody
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Kultivaéni BII agar

12 g agar, 1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny, 5 g L-asparagin monohydrat, 5 g pepton,
100 g sacharosa, 0,5 g siran hofe¢naty pentahydrat; doplnéno do 1 1 destilovanou vodou,
pH = 5,2; autoklavovano

Kultivaéni BII medium

1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny, 5 g L-asparagin monohydrat, 5 g pepton,
100 g sacharosa, 0,5 g siran hofe¢naty pentahydrat; doplnéno do 1 | destilovanou vodou,
pH = 5,2; autoklavovano

LB médium

9,5 g chlorid sodny, 15,5 g LB Broth; dopInéno do 1 I destilovanou vodou; autoklavovano

Na* fosfatovy pufr

2,14 g dihydrogenfosfore¢nan sodny, 8,74 ¢ hydrogenfosfore¢nan sodny;
rozpusténo ve 40 ml DEPC vody; autoklavovano

Neutraliza¢ni roztok

1,5mol I chlorid sodny, 0,5mol'l* Tris; pH = 7,5; autoklavovéno

PEG roztok

0,05moll? chlorid vapenaty, 25% PEG 6000, 0,1 moll?* Tris; pH = 7,5
sterilizovano pies 0,22um filtr

Prehybridizaéni roztok

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

Promyvaci pufr

0,15molI"? chlorid sodny, 0,1mol'I* maleinové kyselina, 0,3% (v/v) Tweenl; pH = 7.5;
autoklavovano

Protoplastizaéni roztok

100 mg lyza¢ni enzym z Trichoderma harzianum, 20 ml SMaC; pH = 5,2;
sterilizovano pies 22um filtr

Pufr kyseliny maleinové

0,15molI"* chlorid sodny, 0,1mol' I maleinova kyselina; pH = 7,5; autoklavovano
Pufr s nizkou stringeci

0,1% (w/v) SDS, 2x SSC pufr; rozpusténo v DEPC vodé

Pufr s vysokou stringenci

0,1% (w/v) SDS, 0,1mol‘I"* SSC puft, rozpusténo v DEPC vodg; autoklavovano
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Salkowského reagent

0,1015 g chlorid zelezity hexahydrat, 15 ml 96% kyselina sirova, 25 ml destilované vody
SMaC pufr

0,05mol'lI* chlorid sodny, 0,85mol'l? D-sorbitol, 0,2moll* malat draselny;
autoklavovano

STC pufr

0,05mol'lI* chlorid véapenaty, 0,85moll D-sorbitol, 0,01moll* Tris; pH = 7,5;
autoklavovéano

TAE pufr

1molIt EDTA, 40molI* Tris-acetat; pH = 8

Transformac¢ni BII agar

2,4 g agar, 0,2 g hydrogenfosforecnan draselny, 1 g L-asparagin monohydrat, 1 g pepton,
40 g sacharosa, 0,1 g siran hofe¢naty pentahydrat; doplnéno do 200 ml destilovanou

vodou, pH = §; autoklavovano

3.1.5 Laboratorni pomiicky

3 MM Whatman papiry (Sigma-Aldrich, USA)

Biirkerova komiirka (Marienfeld, Némecko)

Filtr s velikosti porti 0,22 um (Techno Plastic Products AG, Svycarsko)
Miracloth membrana (Calbiochem, CR)

Nylonova membrana (Fluka, Némecko)

TLC Silicagel 60G F254 (Merck, Némecko)

3.1.6 Kity a navody

DIG RNA labeling Kit (Roche, Svycarsko)

Qiagen PCR cloning kit (Qiagen, Némecko)

QIAprep Gel Extraction Kit (Qiagen, Némecko)

QIAprep Spin Maxiprep kit (Qiagen, Némecko)

Roche Molecular Biochemicals DIG Application Manual for Filter Hybridization
(Roche, Svycarsko)

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA)
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3.1.7 Programy a software

AlphaDigiDoc RT Gel Documentation System (Alpha Innotech, USA)
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, USA)

ImageJ (National Institues of Health, USA)

Optika Vision Lite/OPTIKA IsView (OPTIKA, Italie)

3.1.8 Pristroje

Centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene, Dansko)
Digitéalni fotoaparat Panasonic Lumix TZ6 (Panasonic, Japonsko)
Elektroforetickd komurka pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
Elektromagneticka michacka (Boeco, Némecko)

Flowbox (MERCI, CR)

Hybridiza¢ni pec (Thermo Electron Corporation, USA)
Inkubator (Memmert, Némecko)

Laboratorni mixér SJB-S 450 (Siche, Cina)

Lyofilizator SeduVac (LaboGene, Dansko)

Megafuga Heraeus 40R (Thermo Scientific, USA)
Mikroskop Helago B-382PHi-ALC (Helago, CR)
NanoDrop NAS 99 spektrofotometr (ACT, USA)

Parni sterilizator Sterivap (BMT Medical Technology, CR)
Rotator Revolver (Labnet, USA)

SpeedVac SPD (Thermo Electron Corporation, USA)
Susarna MOV-212F (Sanyo, Japonsko)

Termoblok (BIOER, Cina)

Termocykler T-gradient (Biometra, Némecko)

Ttepacka Orbit 1000 (Labnet, USA)

UV/VIS spektrofotometr (Agilent, USA)
UV-kroslinker-DNA-CL-1 (Herolab, Némecko)
UV-transiluminator UVT-20 M-HC (Herolab, Némecko)
Vortex (Labnet, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
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3.2 Metody
Béhem celého experimentu byla houba C. purpurea péstovana v inkubatoru ve tmé

pii 26 °C. Vesker¢ prace s C. purpurea probihaly ve flowboxu.

3.2.1 Piiprava rezistencni kazety pro transformaci C. purpurea 20.1

3.2.1.1 Izolace plasmidové DNA

Plasmid pRS426::ACpiaaH s konstruktem obsahujicim 3" a 5” okrajové sekvence genu
CpiaaH C. purpurea 20.1 spolu s kazetou s rezistenci na phleomycin byl izolovan
z transformovanych chemicky kompetentnich buné¢k Escherichia coli TOP 10 pomoci
QIAprep Spin Maxiprep Kitu (Qiagen, Némecko). VSechny centrifugace probihaly
pii 3500 rpm a 4 °C. Kultura transformovanych bunék E. coli péstovanych v LB mediu
0 objemu 100 ml byla centrifugovana (10 min) a bakterialni pelet byl resuspendovan
v 10 ml P1 pufru (4 °C). Po piidani 10 ml P2 pufru byla suspenze bunék promichana
a inkubovana 5 min pii pokojové teploté (RT). Nasledné bylo pfidano 10 ml P3 pufru
(4 °C) a smés byla po promichani inkubovana 20 min na ledu. Po centrifugaci (30 min)
byl supernatant prefiltrovan pies QIA MAXI filtr a ptelit do QIAGEN-tip 500 kolonky,
ktera byla ptfed pouzitim ekvilibrovana 10 ml QBT pufru, jenz se ptes kolonku nechal
volné protéct. Po proteCeni lyzatu byla plasmidovda DNA na kolonce dvakrat promyta
30 ml QC pufru a nasledné eluovana 15 ml QF pufru. Pfidanim 10,5 ml isopropanolu
byla DNA vysrazena. Po centrifugaci (30 min) byl pelet dvakrat promyt
5 ml 70% ethanolu (10 min). Po jeho vysuSeni byla DNA rozpusténa v 1000 ul vody.

3.2.1.2 Restrikce pRS426::ACpiaaH plasmidu enzymem Xhol

Pro vystépeni rezistenéni kazety s okrajovymi sekvencemi genu CpiaaH z plasmidu
PRS426::ACpiaaH byla pouzita restrikéni endonukleasa Xhol (Tab. 1). Restrikéni smés
byla inkubovéna pti 37 °C do dalSiho dne.

Tab. 1 Restrikce konstruktu pRS426:: ACpiaaH enzymem Xhol

Slozka Objem [ul]
pRS426:: ACpiaaH (10 pg) 15

Xhol (20 000 U/ml) 0,5

10x NEB 4 pufr 8

H20 56,5
Celkovy objem 80
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3.2.1.3 Elektroforeticka separace a purifikace DNA fragmentu z agarosového gelu
K restrikéni smési bylo pfidano 16 pl vzorkovaciho pufru 6x Loading Dye. Fragmenty
DNA byly separovany pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém gelu,
pro zviditelnéni DNA bylo do gelu pfidano 10 pl 0,5% bromidu ethidia. Separace
probihala v 1x TAE pufru pfi napéti 120 V po dobu 30 min. Jako standard byl pouzit
1kb DNA Ladder.

Separovany  fragment DNA  odpovidajici  velikosti  rezistenéni  kazety
s 3" a 5’okrajovymi sekvencemi genu CpiaaH (3200 bp) byl z gelu vyfiznut za pouZiti
sterilntho  skalpelu a  UV-transiluminatoru, prouzek gelu byl umistén
do 1,5ml mikrozkumavky. DNA byla z gelu ptecisténa pomoci Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, USA). Gel byl rozpustén ve 150 ul Membrane Binding
Solution pii 60 °C (10 pul roztoku na 10 mg gelu). Smés byla napipetovana na SV kolonku
umisténou ve sbérné zkumavce a inkubovana 1 min pii pokojové teploté. VSechny
nasledujici centrifugace probihaly pii 16 000 g a pokojové teploté (RT). Po centrifugaci
(1 min) byla kolonka s navazanou DNA promyta 700 ul Membrane Wash Solution
(centrifugace 1 min), a poté 500 ul Membrane Wash Solution (centrifugace 5 min).
Pro odpateni zbytkového ethanolu byla kolonka ve zkumavce naprazdno centrifugovana
(1 min). Po umisténi kolonky do ¢ist¢ 1,5ml mikrozkumavky byl DNA fragment
z kolonky eluovan 50 pl Nuclease-free vody (inkubace 1 min, RT; poté centrifugace

1 min).

3.2.2 Transformace C. purpurea 20.1

3.2.2.1 Izolace protoplastii

Kultivaéni BII médium (50 ml) v Erlenmayerové banice (250 ml) bylo inokulovano
mycelii C. purpurea 20.1. Inkubace na tfepacce (180 rpm) probihala po dobu tii dnt.
Poté byla mycelia centrifugovana (3500 rpm, 10 min, RT) a pelet byl promyt 20 ml SMaC
pufru (3500 rpm, 10 min, RT). Po resuspendovani peletu v protoplastizaénim roztoku
a nasledné lhod inkubaci (80 rpm, 28 °C) byla suspenze s protoplasty piefiltrovana
pfes Nytexovou membranu do kadinky, filtrat byl ptelit do 50ml zkumavky Falcon
a centrifugovan 10 min (900 g, RT). Pelet byl dvakrat promyt 5 ml STC pufru (900 g,
10 min, RT), poté byly protoplasty resuspendovany v 1 ml STC pufru. Pomoci Biirkerovy
komurky a svételného mikroskopu (400x zvétSeni) byla zkontrolovdna hustota

protoplastil (optimalni hodnota - 510% protoplastd v 1 ml).
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3.2.2.2 Transformace protoplasti

Pro transformaci C. purpurea 20.1 byla v 15ml zkumavce Falcon pfipravena
transformaéni smés, ktera obsahovala 90 ul STC pufru, 50 ul roztoku PEG,
100 pl suspenze protoplasti a 10 pl (5-10 pg) DNA. Po 20min inkubaci (RT)
byly ke smési napipetovany 2 ml roztoku PEG. Za 5 min byly do zkumavky napipetovany
4 ml STC pufru.

Pro kultivaci protoplastli bylo ptipraveno 200 ml BII transformacniho agaru (50 °C).
Petriho miska s 20 ml BII agaru byla inokulovana 11 pl suspenze izolovanych
protoplastl. Tato protoplastiza¢ni kontrola slouzila pro ovéteni schopnosti ristu bunék
hub i po odstranéni bunécné stény, a tedy kontrolu provedeni izolace protoplasta.
Pro kontrolu procesu transformace, tj. ovéfeni Zivotaschopnosti protoplastii po samotné
transformaci, bylo k 20 ml BII agaru pfipipetovano 690 pl transformacni smeési.
Ke zbylym 160 ml BII agaru bylo pro vyslednou koncentraci phleomycinu
33 ugml? ptipipetovano 52,8 pl zasobniho roztoku antibiotika (100 mg'ml™). Celkem
8 Petriho misek s 20 ml tohoto agaru bylo inokulovano 690 pl transformaéni smési.

Mycelia C. purpurea narostla z jednotlivych protoplastii byla poté pieockovana

na misky s Bll agarem s vyssi koncentraci antibiotika, tj. 100 ug'ml=,

3.2.3 Ovéreni transformace diagnostickou PCR

3.2.3.1 Izolace genomické DNA

Z transformanti C. purpurea rostoucich na BII agaru s Koncentraci phleomycinu
100 pgml! byly vyfezany ¢&asti mycelii a umistény do 2ml mikrozkumavek
S propichnutym vickem. Po zaliti zkumavek tekutym dusikem byla mycelia pfes noc
lyofilizovana (-110 °C; 0,410 mbar).

Lyofylizované mycelium umisténé v nové 2ml mikrozkumavce bylo po ochlazeni
tekutym dusikem rozdrceno Spachtli. Nasledné centrifugace probihaly pii21 000 g a 4 °C.
K rozdrcenému myceliu bylo pfiddno 600 pl Lyzacniho pufru a po 10min inkubaci
na ttepa¢ce (300 rpm, RT) bylo k suspenzi mycelia pfipipetovano 400 pl Smoll" octanu
draselného, centrifugace 20 min. Supernatant byl pfepipetovan k 1 ml isopropanolu
v novych 2ml mikrozkumavkach. Po centrifugaci (30 min) byl pelet promyt
300 ul 70% ethanolu (-20 °C), centrifugace 5 min, a nasledné vysusen v digestofi

(30 min). DNA byla rozpusténa v 50 pl sterilni vody.
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3.2.3.2 Diagnosticka PCR
Pro zékladni analyzu pravdépodobnych transformantt C. purpurea 20.1 s deleci genu
CpiaaH byla pouzita diagnosticka PCR. Izolovana genomickda DNA (gDNA)
Z primarnich mutantt slouzila jako templat pro PCR reakce. SloZeni reak¢nich smési
se az na pouzité kombinace primert nelisilo (Tab. 2), podminky v termocykleru byly
pro vsechny reakce stejné (Tab. 3)

Prvni PCR premix obsahoval primery dia CpiaaH fw a Phleo_Hi3F2,
druhy kombinaci primera dia CpiaaH rev a Phleo Hefe3, do tieti reakce byly pfidany
primery dia_CpiaaH_WT_fw a dia_CpiaaH_rev.

3.2.3.3 Elektroforéza v agarosovém gelu

Fragmenty DNA amplifikované béhem PCR reakci byly separovany gelovou
elektroforézou v 1% agarosovém gelu (3.2.1.3). K 10 pl vzorku byly pfidany
2 ul vzorkovaciho pufru 6x Loading Dye, jako standard byl pouzit 1kb DNA Ladder.
Elektroforéza probihala pti konstantnim napéti 120 V po dobu 20 min. Po separaci byl gel
pfenesen na UV-transiluminator, snimek byl vytvofen pomoci AplhaDigi
dokumentaéniho  gelového systétmu a programu Alpha DigiDoc RT
(Alpha Innotech, USA).

Tab. 2 SloZeni reakéni smési pro PCR reakci s GoTaq Flexi polymerasou

Slozka Objem [pl]
gDNA C. purpurea 20.1 (100 ng) 1

5x GoTaq pufr 2,5

GoTaq G2 Flexi polymerasa (10 mmol-l*?) 0,07
MgCl, (25 mmoll?) 0,75
dNTPs (10 mmol-I?) 0,25
Forward primer (10 mmol‘I?) 0,25
Reverse primer (10 mmol-l*?) 0,25

H.0 7,43
Celkovy objem 12,5

Tab. 3 Podminky pro diagnostickou PCR reakci s GoTaq Flexi polymerasou

Krok Teplota[°C] Cas[s]
1. Pocate¢ni denaturace 95 120
2. Denaturace 95 30
3. Hybridizace primert 58 30
4. Elongace 72 80
5. Zavére¢na elongace 72 300

Cyklus 2-4 byl opakovan 35x.
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3.2.4 Priprava RNA proby pro Southern blot

3.2.4.1 Restrikce pDRIVE plasmidu s 3" okrajovou sekvenci genu CpiaaH

enzymem Xhol
Pro vytvofeni RNA proby byl jako templat pouzit linearizovany pDRIVE vektor
obsahujici 3" okrajovou sekvenci genu CpiaaH C. purpurea 20.1, ktera je soucasti
i konstruktu pro knock-out. Plasmidova DNA (3 pg) byla nastépena enzymem Xhol

v prosttedi 10x CutSmart pufru, restrik¢ni smés byla inkubovana pti 37 °C.

3.2.4.2 Purifikace nastépené DNA z restrik¢ni smési

Nastépena plasmidovd DNA byla z restrikéni smési purifikovana pomoci QIAquick Gel
Extraction kitu (Qiagen, Némecko). VSechny centrifugace probihaly pii 18 000 g
a pokojové teploté. K restrikéni smési bylo napipetovano 200 ul PB pufru (5x objem
restrikéni smési). Po prepipetovani do QIAquick kolonky byla smés centrifugovana
po dobu 1 min. DNA zachycena na kolonce byla nejdiive promyta 500 pl QC pufru
(centrifugace 1 min), a poté 750 ul PE pufru (centrifugace 1 min). Pro uplné odstranéni
PE pufru byla kolonka se sbérnou mikrozkumavkou naprazdno sto¢ena po dobu 1 min.
Po pteneseni kolonky do nové 1,5ml mikrozkumavky byla DNA eluovéana

16 ul Nuclease-free vody (inkubace 1 min, RT; centrifugace 1 min, RT).

3.2.4.3 In vitro transkripce
Purifikovana templatova DNA byla pfepsana do sekvence RNA pomoci DIG RNA
labeling kitu (Roche, Svycarsko).

Pro vytvofeni RNA proby byl pouzit 1 pg DNA templatu, ktery byl doplnén
Nuclease-free vodou na objem 13 pl. Na ledu pak byly k DNA ptidany dalsi reagencie
reakéni smési (Tab. 4) a smés byla inkubovana pii 37 °C po dobu 2 hodin.
Piidanim 2 pul roztoku EDTA (0,2 mol'I’Y; pH = 8,0) byl ptepis DNA do RNA zastaven.

Ptipravend RNA proba byla analyzovana elektroforetickou separaci v 1% agarosovém
gelu (3.2.1.3). Vzorek byl pfipraven z 2 ul RNA transkriptu, ke kterému bylo pfidano
6 ul vzorkovaciho pufru 6x Loading Dye. Pfipravend smés byla inkubovana 10 min

pti 65 °C a poté okamzité prenesena na led. Jako standard byl pouzit 1kb DNA Ladder.

36



Tab. 4 Slozeni reakéni smési pro vytvoreni RNA proby znacené digoxigeninem transkripci
in vitro (DIG RNA labeling kit; Roche, Svycarsko)

Slozka Objem [ul]

DNA 13
10x dNTP (10 mmol It ATP; 10 mmol-I* CTP; 10 mmolI* GTP;

6,5 mmol-l* UTP; 3,5 mmoll! DIG-11-UTP) 2
10x transkripéni pufr 2
RNA polymerasa T7 2
Inhibitor RNasy 1
Celkovy objem 20

3.2.5 Priprava vzorki gDNA pro Southern blot

3.2.5.1 Restrikce gDNA C. purpurea enzymem ApalLl

Ze ¢ty predpokladanych mutantt C. purpurea 20.1 s deleci genu CpiaaH
a WT C. purpurea 20.1 byla izolovana gDNA (3.2.3.1). Ve 100ul reakci
bylo 15 pug gDNA stépeno s 10 ul ApaLl restrikéni endonukleasy pies noc (37 °C).

3.2.5.2 Ethanolova precipitace

Nastépena gDNA byla z restrikéni smési pieciSténa a zakoncentrovana ethanolovou
precipitaci. Restrikéni smés (100 ul) byla spolu s 10 pl roztoku Smol'lI"t octanu amonného
vortexovana a poté smichana s 275 pl 96% ethanolu (-20 °C). Po 30min inkubaci (-20 °C)
byla smés centrifugovana (21 000 g, 15 min, 4 °C). Nasledn¢ byl pelet DNA promyt
1 ml 70% ethanolu (-20 °C; centrifugace 21 000 g, 5 min, 4 °C). Po odpaieni zbytkového

ethanolu v digestofi byla DNA rozpusténa v 15 ul Nuclease-free vody.

3.2.6 Southern blot

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

3.2.6.1 Elektroforéza v agarosovém gelu, promyvani gelu

Separace fragmentti nastépené a zakoncentrované gDNA byla provedena elektroforeticky
vV 1% agarosovém gelu v 1x TAE pufru, kdy ke 12 ul vzorku DNA byly pfidany
3 ul vzorkovaciho pufru 6x Loading Dye. Pfi konstantnim napéti 90 V probihala
elektroforéza po dobu 1 hod s pouzitim DIG-labeled DNA molecular weight markeru 11
jako standardu.
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Gel se separovanymi fragmenty DNA byl poté umistén na tfepacku (300 rpm, RT)
a promyvan Denatura¢nim roztokem (2x 15 min). Po omyti sterilni vodou byl gel ponoten
do Neutraliza¢niho roztoku (2x 15 min). Zavére¢na inkubace gelu s 20x SSC pienosovym

pufrem probihala po dobu 10 min.

3.2.6.2 Kapilarni prenos gDNA
DNA byla z agarosového gelu pienesena na pozitivné nabitou nylonovou membranu
na zaklad¢ ptisobeni kapilarnich sil. Pro transfer DNA fragmentti byla sestavena aparatura
»sandwichového typu®. Na gel byla polozena nylonova membrana, na niz byly postupné
vrstveny 3 MM Whatman papiry spolu s papirovymi ubrousky. Gel byl polozen
na filtracni papir, ktery byl namocen do zasobniku 20x SSC ptenosového pufru. Zatizeni
aparatury zavazim pak zajistilo lepsi kontakt jednotlivych vrstev. Pfi laboratorni teploté
probihal pfenos DNA po dobu 12 hodin.

Pienesené fragmenty DNA byly na membrané zafixovany pomoci UV-crosslinkingu.
Expozice UV zafeni probihala po dobu 100 s (500 J).

3.2.6.3 Prehybridizace a hybridizace, promyvani membrany
Membrana byla umisténa do 50ml zkumavky Falcon a inkubovéna v hybridiza¢ni peci
s 20 ml Prehybridizaéniho roztoku pii 50 °C po dobu 30 min. Poté byl Prehybridizacni
roztok spolu se znacenou RNA probou pouzit k ptipravé Hybridiza¢niho roztoku.
ZnaCena RNA proba o objemu 5 ul byla rozpusténa v 50 pl Nuclease-free vody.
Ptipravend smés byla pii 100 °C inkubovana 7 min a poté okamzité pfenesena na led.
Pfipravend préba byla smichdna s 5 ml Prehybridiza¢niho roztoku. S Hybridizacnim
roztokem byla membrana inkubovana v hybridiza¢ni peci pii 50 °C do dal$iho dne.

Pro odmyti nenavdzané RNA proby byla membrana postupné promyvana pufry
S rostouci stringenci. VSechny nasledné inkubace membrany probihaly pfi laboratorni
teploté. Nejdiive byla membrédna v 50ml zkumavce Falcon umisténé na rotatoru
inkubovana s 20 ml Pufru s nizkou stringenci (2x 15 min), dalsi inkubace probihala
s 20 ml Pufru s vysokou stringenci (2x 15 min). Poté byla membrana umisténa na tfepacce
(300 rpm) promyvana 2 min Promyvacim pufrem. Nasledovala inkubace s Blokovacim

roztokem po dobu 30 min.
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3.2.6.4 Detekce
Detekce fragmenti hybridizovanych s digoxigeninem znaenou RNA probou
byla provedena s pouzitim protililatky Anti-digoxigenin-AP. Po centrifugaci (11 000 g,
5 min, 4 °C) byly 2 ul této protilatky smichany s 20 ml Blokovaciho roztoku.
Po 30min inkubaci s timto roztokem byla membrana umisténa na tfepacce (300 rpm)
ponofena do Promyvaciho pufru (2x 15 min). Nasledovala inkubace s Detek¢énim pufrem
(3 min). VSechny inkubace probihaly pii laboratorni teploté.

K membrané¢ byl napipetovan 1 ml chemiluminiscenéniho substratu CSPD.
Po 5 min inkubaci byl roztok substratu z membrany odstranén, membrana byla zabalena
do prihledné folie a inkubovana pii 37 °C po dobu 10 min. Snimek byl pofizen pomoci

dokumenta¢niho systému ChemiDoc MP Imaging System (Biorad, USA).

3.2.7 Fenotyp mutanta ACpiaaH
Rustové vlastnosti ACpiaaH a WT C. purpurea 20.1 byly porovnavany kultivaci hub
na Petriho miskach s BII kultivaénim agarem. Experiment byl proveden
i s BIl kultiva¢nim agarem obsahujicim IAA o koncentraci 1 pmoll?, 10 umoll?
a 100 pmol'I* (rozpusténo v DMSO; jako kontrola stejny objem DMSO).

Cetnost vétveni hyf a pfitomnost sept byla pozorovana mikroskopicky
(100x a 400x zvétseni). Mycelia transformanta ACpiaaH a WT byla péstovana
na Gamborg mediu, jenZ bylo v tenké vrstvé hokejkou rozetfeno na podlozni sklicko
(400 pl media na sklicko). Po dvou dnech kultivace byly kousky mycelii z podlozniho
sklicka opatrné strzeny a hyfy byly po zakapnuti vodou piikryty krycim sklickem.
Snimky byly pofizeny s programem Optika Vision Lite/OPTIKA IsView
(OPTIKA, Italie).

3.28.TLC

Auxiny produkované houbami ACpiaaH 86 a WT C. purpurea 20.1 a uvolnéné
do kultiva¢niho media byly separovany pomoci TLC. Béhem kultivace a zpracovani byla
média uchovavana v neprusvitnych nadobach, nebot’ auxiny jsou na svétle degradovany
(Yamakawa et al., 1979).

Erlenmayerovy baiiky (250 ml) s 50 ml BII kultivaéniho media byly inokulovany
mycelii mutanta ACpiaaH a WT C. purpurea 20.1. Vsechny nasledujici centrifugace
probihaly pii 4 000 rpm a RT. Po 5denni kultivaci byla mycelia centrifugovéana (10 min)
a promyta 20 ml ¢istého BII kultiva¢niho media (centrifugace 10 min).

39



Po rozmixovani mycelii v 10 ml BIl media byly Erlenmayerovy banky (250 ml)
s 50 ml BII kultivacniho media a s 50 ml BII kultivacniho media obohaceném
0 4 mmol'I* L-Trp inokulovany 1 ml myceliarni suspenze.

Po 6 dnech kultivace byla média za snizeného tlaku filtrovdna ptfes Biichnerovu
nalevku s Miracloth membranou a jejich pH bylo upraveno na hodnotu 2,8 pomoci
0,1mol' 1"t HCI.

Auxiny byly z media extrahovany do ethylacetatu. Ve 2ml mikrozkumavce
bylo smichano 800 pl media s 800 pl ethylacetatu. Vytfepavani probihalo na tfepaéce
(300 rpm, RT) po dobu 10 min. Po vytvoreni rozhrani mezi obéma vrstvami byl horni
ethylacetatovy extrakt opatrné prepipetovan do 1,5ml neprusvitné zkumavky. Medium
bylo poté vytfepano podruhé, opét s 800 pl ethylacetatu (300 rpm, 10 min, RT).
Po vakuovém odpafeni ethylacetaitu na SpeedVacu (RT) byl pelet rozpustén
v 30 ul methanolu.

Ptipravené vzorky (15 pl) byly postupné nanaseny na vrstvu Silufolu ve vzdalenosti
5 cm od spodniho okraje ve formé 1cm prouzki. Jako standardy byly pouzity IAA, IAM
a L-Trp (1 mmoll? methanolové roztoky). Po odpafeni methanolu byl Silufol ve
smichanim ethylacetatu, isopropanolu a vodného roztoku amoniaku v poméru 45:35:20.
Analyza byla dokoncena, kdyZ ¢elo mobilni faze dorazilo pfiblizné 1 cm od horniho
okraje Silufolu. Tato vzdalenost byla poté na Silufolu zaznacena.

Detekce indolovych sloucenin byla provedena s pouzitim Salkowského reagentu,
ktery byl na suchy Silufol aplikovan pomoci rozprasovace. Poté byl chromatogram

30 min inkubovén v susarné pii 80 °C.

3.2.9. HPLC/MS
Obsah auxini v myceliich mutanta s deleci genu CpiaaH a WT C. purpurea 20.1
byl stanoven metodou HPLC/MS.

Erlenmayerovy banky (250 ml) s 50 ml modifikovaného BII kultiva¢niho media
(koncentrace sacharosy 40 g¢l?) byly inokulovany mycelii mutanta ACpiaaH
a WT C. purpurea 20.1, obsah auxini u WT byl navic stanoven v Bl kultiva¢nim mediu
(koncentrace sacharosy 40 g'I) obohaceném o L-Trp (4 mmolI'). Po 7 dnech kultivace
byla kultiva¢ni média za snizeného tlaku filtrovana pies Biichnerovu nalevku s Miracloth
membranou a lyofilizovana (110 °C; 0,410 mbar; pies noc). Analyza auxini byla

provedena v Laboratofi ristovych regulatort, CRH.
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4 VYSLEDKY

4.1 Transformace C. purpurea 20.1

Transformace C. purpurea 20.1 byla zaloZena na homologni rekombinaci genu CpiaaH
s linearnim konstruktem vystépenym z PpRS426::ACpiaaH obsahujicim kazetu
s rezistenci na phleomycin spolu s 3" a 5" okrajovymi sekvencemi genu CpiaaH.
Tento gen pravdépodobné koduje enzym indolyl-3-acetamidhydrolasu (EC 3.5.1.4)
katalyzujici pfeménu IAM na IAA (Pollmann et al., 2003; Obr. 16).

Plasmid pRS426.::ACpiaaH byl izolovan z transformovanych bun¢k E. coli TOP 10
(3.2.1.1) a pomoci restrikéni endonukleasy Xhol byl vystépen fragment o velikosti
3225 bp (3.2.1.2). Po elektroforetické separaci (Obr. 17) a nasledné purifikaci z gelu
(3.2.1.3) byl fragment pouzit pro transformaci protoplastti C. purpurea 20.1 (3.2.2.2).

o) o
/ /
NH, OH
A\ A\
R
N H,0 NH, N
H H
1AM IAA

Obr. 16 Reakéni schéma reakce katalyzované enzymem indolyl-3-acetamidhydrolasa (iaaH).
(IAM) indolyl-3-acetamid; (IAA) indolyl-3-octova kyselina (Pollmann et al., 2003; upraveno).

1 kb DNA Ladder
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Obr. 17 Elektroforetogram restrikce plasmidu pRS426.:ACpiaaH restrikéni endonukleasou Xhol.

Na transformaci byl pouzit fragment DNA 0 velikosti 3225 bp. Standard: 1 kb DNA Ladder.
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Z Petriho misek s Bl kultivaénim agarem a koncentraci phleomycinu 33 pgml™
bylo pteockovano 184 mycelii na misky s Bll agarem s vyssi koncentraci antibiotika
(100 pgml™). Z lyofilizovanych mycelii primarnich transformanti C. purpurea 20.1
s deleci genu CpiaaH byla izolovana gDNA (3.2.3.1), ktera slouzila jako templat
pro diagnostickou PCR pro ovéfeni uspéSnosti transformace (3.2.3.2). Separace
amplikonit PCR reakci byla provedena elektroforézou v agarosovém gelu (3.2.3.3).
Fragmenty DNA amplifikované kombinaci primera dia CpiaaH fw a Phleo Hi3F2
(A; velikost 696 bp), spolu s dvojici Phleo Hefe3 a dia CpiaaH rev (B; velikost 1231 bp)
naznacovaly pfitomnost phleomycinové kazety a zdafilou integraci dele¢niho konstruktu
do mista genu CpiaaH v genomu C. purpurea 20.1. Amplikon o velikosti 1186 bp
(C; kombinace primert dia_CpiaaH_WT_fw a dia CpiaaH) slouzil k potvrzeni
ptitomnosti WT alely genu CpiaaH (Obr. 18).

Analyzou 148 primarnich transformantt se zjistilo, Ze phleomycinova kazeta byla pln¢
zaintegrovana u vzorku 86, nebot’ doslo k amplifikaci DNA tsekti o velikosti 696 bp
a 1231 bp (Obr. 19). Neamplifikovala se kombinace primeri C (dia_CpiaaH WT fw
adia_CpiaaH) signalizujici WT alelu, a tak Ize u tohoto transformanta usuzovat na deleci
genu CpiaaH na obou alelach.

Pokud by doslo k homologni rekombinaci genu CpiaaH s rezisten¢ni kazetou pouze
na jedné alele genu, byla by pro izolaci mutanta s deleci genu CpiaaH na obou alelach
pouzita metoda monosporické izolace (Schiirmann et al., 2013). Myceliarni bunky
C. purpurea jsou totiz heterokaryontni a obsahuji dvé jadra. Konidiospory vzniklé
meiotickym d€lenim jsou pak jednojaderné (Esser a Tudzynski., 1978). Diky tomu

Ize z jediné spory vypéstovat homokaryotické mycelium.

dia_CpiaaH_Wt_fw dia_CpiaaH_rev
- C

2819bp

ACpiaaH

3225 bp

dia_CpiaaH_fw Phleo_Hi3F2 Phleo_Hefe3 dia_CpiaaH_rev

Obr. 18 Schéma nasedani primert pii diagnostické PCR pro ovéieni transformace C. purpurea
20.1. Transformace spocivala v deleci genu CpiaaH (WT, wild type) homologni rekombinaci
s rezisten¢ni kazetou na phleomycin (phleo; ACpiaaH). (OS) okrajova sekvence genu. Cerné
Sipky ukazuji orientaci transkripce.
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4.2 Southern blot

Hybridiza¢ni metoda Southern blot byla provedena pro ovéfeni poctu integraci deleéniho
konstruktu u ziskanych transformantii. RNA proba byla pfipravena z pDRIVE plasmidu
obsahujicim 3° okrajovou sekvenci genu CpiaaH. Restrik¢ni endonukleasou Xhol
byla plasmidova DNA nastépena (3.2.4.1) a po purifikaci z restrikéni smési (3.2.4.2) byly
fragmenty DNA pouzity pro in vitro transkripci (3.2.4.3). Vytvofena RNA proba znacena
digoxigeninem byla analyzovana elektroforézou v agarosovém gelu (Obr. 20), ktera

potvrdila ispéSnou piipravu proby.

1 kb DNA Ladder
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- 500 A A AR BB 2 B A

- 250

Obr. 19 Elektroforetogram vzorkd primarnich transformanti C. purpurea 20.1 s deleci genu
CpiaaH z diagnostické PCR. (L) 1 kb DNA Ladder; (83, 84, 85, 86, 87) vzorky transformant;
(A) primery dia_CpiaaH_fw a Phleo_Hi3F2; (B) Phleo_Hefe3 a dia_CpiaaH_rev;
(C) dia_CpiaaH_WT _fw a dia_CpiaaH.
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Obr. 20 Elektroforetogram RNA proby pro Southern blot (oznacena Sipkou). Standard: 1 kb DNA
Ladder.
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Na zakladé vysledk z diagnostické PCR (3.2.3) byly pro Southern blot vybrany
4 vzorky predpokladanych ACpiaaH mutanti. Kromé transformanta 86, u kterého
se predpoklada delece genu CpiaaH na obou alelach, byly vybrany i vzorky 25, 58 a 79,
u kterych doslo k amplifikaci DNA jen s nékterymi kombinacemi primert. Jako kontrola
slouzila gDNA WT C. purpurea 20.1. lzolovana gDNA z vybranych vzorka
byla nastépena enzymem ApalLl (3.2.5.1) a restrikéni smés byla piecisténa
a zakoncentrovana ethanolovou precipitaci (3.2.5.2) Vybér enzymu spocival v porovnani
sekvence gDNA v okoli genu CpiaaH se sekvenci rezisten¢ni kazety na phleomycin, kdy
se Stépenim gDNA restrikéni endonukleasou ApaLl ziskaly fragmenty odlisnych velikosti
v ptipadé¢ WT a knock-out mutanta. U WT C. purpurea 20.1 m¢l detekovany fragment
velikost 2280 bp, u piedpokladaného knock-outa ACpiaaH pak 3401 bp (Obr. 21).

Stépena gDNA byla separovana elektroforeticky v agarosovém gelu (3.2.6.1) a poté
pfenesena na pozitivné nabitou nylonovou membranu (kapilarni pfenos; 3.2.6.2).
Po hybridizaci se znaCenou RNA probou (3.2.6.3) nasledovala detekce pomoci
Anti-digoxigenin-AP protilatkou. Pro vizualizaci hybridizovanych fragmentl byl pouzit
CSPD chemiluminiscen¢ni substrat (3.2.6.4).

Ptitomnost fragmentu o velikosti 3401 bp, jenz odpovida useku DNA s rezistenéni
kazetou, byla zjisténa u vzorkl 79 a 86 (pravdépodobné i 25, band nebyl pfilis vyrazny).
V pfipadé¢ vzorku 86 se jedna o jediny hybridizovany fragment, coZ nasvédcuje,
ze se jedna o mutanta s deleci genu CpiaaH na obou alelach. Velikost jediného fragmentu
vzorku 53 se shodovala s velikosti bandu WT alely. U transformantti 25 a 79 byl naopak
zjistén vyskyt nékolika bandl, coz nasvédcuje ektopické inzerci rezistencni kazety
do vice mist genomu C. purpurea 20.1. Homologni rekombinace pouze v tseku genu
CpiaaH nebyla v ptipadé mutantd 25, 53 a 79 uspésna (Obr. 22). Dalsi experimenty byly

tudiz provadény s mutantem ACpiaaH 86.

ApalLl 2280 bp ApaLl

ACpiaaH

ApalLl 3401 bp ApalLl

Obr. 21: Schéma restrikce gDNA restrikéni endonukleasou ApalLl u wild typu (WT)
C. purpurea 20.1 a mutanta ACpiaaH s rezistentni kazetou na phleomycin. (OS) okrajova
sekvence genu. Sipky ukazuji orientaci transkripce.
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WT 86 79 53 25 L

3401 bp

2280 bp

Obr. 22 Zaznam ze Southern blotu. (WT) wild type C. purpurea 20.1; (25, 53, 79, 86) vzorky
transformanti C. purpurea 20.1; (L) DIG-Labeled Molecular Weight I1.

4.3 Fenotyp mutanta ACpiaaH 86

S predpokladem, ze gen CpiaaH koduje enzym katalyzujici druhou reakci IAM drahy
biosyntézy auxind, a jeho delece z genomu C. purpurea 20.1 by tedy mohla vést
k odlisSnym hladinam auxini s naslednym odlisnym fenotypovym projevem,
byl s ACpiaaH 86 a WT C. purpurea 20.1 proveden test na porovnani fenotypu (3.2.7).
Mycelia byla péstovana na BII kultivaénim agaru a po 4, 8 a 12 dnech byly porovnavany
velikosti a zbarveni mycelii (Obr. 23). JiZ po 4 dnech byl pozorovatelny redukovany rist
mutanta ACpiaaH 86. Mycelia ACpiaaH 86 pak celkové dosahovala v pruméru
75% velikosti WT mycelii (P < 0,0001; Studenttv test). Odlisna pigmentace obou vzorkt
pozorovana nebyla.

Pii kultivaci ACpiaaH 86 a WT C. purpurea 20.1 na BII kultiva¢nim agaru s riznou
koncentraci IAA (1 umol'l%, 10 pmol'l™, 100 umol'lI}; rozpusténo v DMSO) k obnoveni

rychlosti ristu mutanta nedoslo (Obr. 24).
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4 dny 8 dni 12 dni

WT AiaaH 86 WT AiaaH 86 WT AiaaH 86

Obr. 23 Porovnani fenotypu mutanta ACpiaaH 86 s WT C. purpurea 20.1. Kultivace
na Bl kultiva¢nim agaru. Primér Petriho misek — 9 cm.

4 dny 8 dni 12 dni
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Obr. 24 Velikost mycelii ACpiaaH 86 a WT C. purpurea 20.1 péstovanych na BII kultiva¢nim
agaru obohaceném o IAA (1 umoll?, 10 pmoll?, 100 umoll?; rozpusténo v DMSO).
(K) BII kultivaéni agar + DMSO. Velikost mycelii byla zaznamenana po 4, 8 a 12 dnech
kultivace a métena programem ImageJ (The National Institutes of Health, USA).
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Pro mikroskopicka pozorovani byla mycelia ACpiaaH 86 a WT péstovana
na Gamborg mediu. Po dvou dnech kultivace byly pfipraveny preparaty, které byly
pozorovany pifi 100x a 400x zvétseni. Cetnost vétveni a piitomnosti sept byly u obou

vzorkt srovnatelné (Obr. 25).

4.4 Identifikace a kvantifikace indolovych slou¢enin
Pro identifikaci a kvantifikaci indolovych sloucenin byly pro porovnani produkce IAA
u ACpiaaH 86 a WT C. purpurea 20.1 zvoleny metody TLC a HPLC/MS.

Auxiny uvolnéné do kultiva¢niho média byly méfeny pomoci TLC. Ethylacetatové
extrakty kultivaénich BII médii a BII médii s p¥idanym Trp (4 mmoll?; 3 biologické
replikaty) byly spolu s 1mmol‘I* standardy Trp, IAM a IAA naneseny na vrstvu Silufolu.
Chromatogram byl vyvijen v chromatografické komoie s mobilni fazi o slozeni
ethylacetat:isopropanol:vodny roztok amoniaku (45:35:20). Pro detekci byl pouzit
Salkowského reagent (3.2.8).

wild type ACpiaaH 86

Obr. 25 Morfologie hyf mutanta ACpiaaH 86 a WT C. purpurea 20.1. Kultivace 2 dny
na Gamborg mediu. (A+B) 100x zvétseni, délka usecky: 0,1 mm; (C+D) 400x zvétSeni,
délka tusecky: 0,15 mm. Snimky byly pofizeny pomoci Optika Vision Lite/OPTIKA
IsView (OPTIKA, Italie)
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Produkce auxini do media byla prokazana jak u WT C. purpurea 20.1, tak vzorku
ACpiaaH 86 (Obr. 26). U mutanta ACpiaaH byl vSak oproti WT zaznamenan pokles
v produkci IAA. Tyto vysledky byly ziskany jak pfi kultivaci v samostatném BII mediu,
tak mediu obsahujicim Trp. Lze tedy usuzovat na piimé zapojeni IAM drahy v produkci
IAA u C. purpurea. Nicméné¢ i pies knock-out genu CpiaaH byla ur¢ita mnozstvi IAA
detekovana, produkce auxint u C. purpurea tedy neprobiha jen IAM drahou. IAM v obou
typech médii detekovano nebylo. Divodem byla ziejmé nizka koncentrace, nebot’ pomoci
HPLC/MS bylo IAM v kultivaénim mediu identifikovano (data nezobrazena). Pozitivni
reakci se Salkowského ¢inidlem poskytly i dal$i indolové slouceniny (Re = 0,16;
R = 0,71), kvili nepfitomnym standardim nebyly tyto latky identifikovany.

Obsah auxinti v myceliich ACpiaaH 86 a WT C. purpurea 20.1 byl stanoven pomoci
HPLC/MS (Obr. 27). Pro analyzu byla pouzita mycelia obou vzorkli péstovanych
v modifikovaném BII kultivaénim mediu (sacharosa 40 g'I'%) spolu s mycelii WT v mediu
obsahujicim L-Trp (4 pmoll™) po dobu 7 dni (dva biologické replikaty, dva technické
replikaty). | zde byl zaznamenan pokles IAA u ACpiaaH 86 oproti WT péstovanych
v cistém BII mediu, obsah IAM byl ovSem u mutanta také snizen. V ptipadé WT
kultivovaného v mediu s Trp byla hladina IAA oproti BIl mediu bez Trp 4x zvySena, toto
navyseni v§ak nebylo pozorovano u IAM, které zlistalo srovnatelné.

V  myceliich byla mérena 1 hladina degradacnich produkti IAA,
a to 2-oxindolyl-3-octové kyseliny (oxIAA) a jejich konjugatd s aminokyselinami
aspartatem (IAAsp) a glutamatem (IAGlu; Ludwig-Miiller, 2011; Obr. 27).
Zmény Vv hladinach oxIAA korelovaly se snizenou koncentraci IAA u ACpiaaH 86
a zvySenou koncentraci IAA u WT péstovaném v mediu s Trp. V ptipadé ACpiaaH 86
hladina IAAsp i IAGIu klesla. U WT doslo k poklesu pouze v ptipadé 1A Asp, mnozstvi
IAGIu bylo zvyseno.
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S BI BII+Trp

Obr. 26 Chromatogram ethylacetatovych extraktti kultivaénich médii mutanta AiaaH 86
aWT C. purpurea 20.1 na vrstveé Silufolu. Houbové kultury byly péstovany v BII kultiva¢nim
mediu a Bll mediu s 4mmoll?* Trp. Detekce — Salkowského reagent. (S) standardy,
koncentrace 1 mmollI"%; (IAA) indolyl-3-octova kyselina; (IAAsp) konjugéat IAA s aspartatem
(Asp); (IAGlu) konjugat IAA s glutamatem (Glu); (IAM) indolyl-3-acetamid; (Ry) reten¢ni
faktor; (Trp) tryptofan. Analyza byla provedena se tfemi biologickymi replikaty. Sipka
ukazuje smér rozvoje chromatogramu.

RO

= WT 20.1 (BID)
® WT 20.1 (BII + Trp)
# ACpiaaH 86 (BIT)

IAAsp IAGlu

Obr. 27 Kvantifikace indolovych slou¢enin v myceliu AiaaH 86 a WT C. purpurea 20.1 metodou
HPLC/MS. Kultivace v BIl mediu (sacharéza 40 gl?) po dobu 7 dni. Hodnoty v grafu jsou
prumérem 2 méfeni 2 biologickych replik. (IAM) indolyl-3-acetamid; (IAA) indolyl-3-octova
kyselina; (oxIAA) 2-oxindolyl-3-octova kyselina; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001,
**x*p < 0,0001 (Studentiv test).
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5 DISKUZE

Auxiny predstavuji vyznamnou skupinu fytohormont, které se uplatnuji pii mnoha
fyziologickych procesech rostlin béhem jejich vyvoje a ristu. Vyznamné se podileji
I na signalizaci rostlin, a zmény v jejich hlading tak mohou hrat dilezitou roli pfi interakci
rostlin s mikroorganismy (Kazan a Manners, 2009).

Syntéza IAA u rostlin je jiz z velké ¢asti objasnéna, u hub je vsak jeji studium teprve
na zacatku. Pro studium funkce gent u Claviceps purpurea je pouzivan kmen 20.1,
jehoz genom byl osekvenovam (Schardl et al., 2013). Moznost porovnat kodujici
sekvence C. purpurea s jinymi organismy pomohla odhalit gen CPUR 04616 anotovany
jako amidasa, ktery byl oznacéen jako cpiaaH a pripraven pro knock-out konstrukt.

IAM hydrolasa, jez je kodovana genem CpiaaH, katalyzuje konverzi IAM na IAA
v druhém kroku IAM drahy biosyntézy auxini. Nicméné gen S funkci
Trp monooxygenasy (iaaM; EC 1.13.12.3), ktera se ucastni oxidace Trp na 1AM,
u C. purpurea identifikovan nebyl. Podobné netplna draha byla zjisténa u Puccinia
graminis f. sp. tritici. Zde byl identifikovan gen iaaM, nicméné homolog iaaH v genomu
této parazitické houby nalezen nebyl (Yin et al., 2014).

U vétsiny dosud publikovanych hub je produkce auxint v axenické kultufe mozna
jen v ptitomnosti Trp. V piipadé C. purpurea vsak byla IAA detekovana i pii kultivaci
bez Trp, a to jak v myceliu, tak i kultivatnim mediu. Pfitomnost Trp v mediu
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene zputsobila zvyseni hladiny TAA
a IAM (Maor et al., 2004). U WT C. purpurea ovlivnil exogenni Trp pouze mnozstvi
IAA, které bylo zvyseno, K vyrazné zméné v koncentraci IAM vsak nedoslo. Knock-out
genu CpiaaH snizil u C. purpurea hladinu IAA i IAM, nicméné ur¢ita mnozstvi IAA byla
stale detekovéana. Tyto vysledky nasvédCuji aktivnimu vyuZzivani i jiné biosyntetické
drahy. Oddéleni molekularni biologie, CRH se v soufasné dob¢ zabyva studii dalSich
genl zapojenych do produkce auxinli, a to YUCCA a TDC ucastnicich se IPA,
resp. TAM dréhy.

Ackoli je produkce auxint u hub spojena piedevsim s patogenitou rostlin, jsou znamy
I ptipady, kdy zmény koncentraci IAA korelovaly s odlisnostmi myceliarniho ristu
(Gay et al., 1994; Prusty et al., 2004). U mutanta ACpiaaH doslo k redukci rustu. Zdali
je vSak zplsobena snizenou hladinou IAA, jisté neni, jelikoz pii komplementaci

exogennim IAA nedosahl mutant ACpiaaH stejné rychlosti ristu jako WT.
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Studium IAM drahy v produkei auxini u C. purpurea bude nadale pokracovat. Bude
zkouman vliv snizené hladiny auxinti u mutanta ACpiaaH na patogenicitu pfi infekci zita
v porovnani s WT kmenem 20.1. Pro inokulaci Zita bude pouzit i WT kultivovany v mediu
s tryptofanem. Bude sledovan prabéh infekce, poCet tspésSné napadenych semeniki

a v posledni fazi i mnozstvi vytvofenych sklerocii.
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6 ZAVER

V teoretické Casti bakalaiské prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma biologie
houby Claviceps purpurea a na téma rostlinnych hormonti u hub se zaméfenim na auxiny.
Dale byla pozornost vénovana cytokininiim, giberelintim, kyseliné abscisové, kyseliné
salicylové, ethylenu a kyseliné jasmonové.

Cilem experimentalni Casti byla pfiprava mutanta C. purpurea 20.1 s deleci genu
CpiaaH, jenz koduje indolyl-3-acetamidhydrolasu (iaaH). Tento enzym katalyzuje
konverzi IAM na IAA, tj. druhy krok v IAM draze biosyntézy auxind. Linearni konstrukt
obsahujici 3" a 5" okrajové sekvence genu CpiaaH spolu s rezisten¢éni kazetou
na phleomycin byl vystépen z plasmidu pRS426::CpiaaH a pouzit pro transformaci
protoplastti C. purpurea 20.1. Selekci na mediu s antibiotikem byli ziskani primarni
mutantni, ktefi byli ovéfeni metodou diagnostické PCR. U vybranych mutant
byla spravna integrace rezistenéni kazety do genomu C. purpurea zalozena na homologni
rekombinaci analyzovana pomoci Southern blotu. Ten potvrdil deleci genu CpiaaH
na obou alelach u mutanta ACpiaaH 86. Tento mutant vykazoval redukovany rust oproti
WT C. purpurea, v cetnosti vétveni hyf a tvorbé sept vSak rozdil pozorovan nebyl.
Pfi analyze obsahu auxini v kultivaénim mediu pomoci TLC a myceliu metodou
HPLC/MS byla u mutanta ACpiaaH 86 zjisténa sniZzenda tvorba IAA,
ktera byla doprovazena poklesem hladiny IAM. Stala tvorba IAA u ACpiaaH 86
pak naznaCuje produkci auxinii i jinou biosyntetickou drahou. Ziejmé se jedna
0 Trp-dependenti drahu, nebot pii kultivaci WT i ACpiaaH 86 na mediu s Trp

bylo detekovano zvysené mnozstvi IAA.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2,4-D
4-CI-1AA
ABA
ADH
ald
AM
Aro
BA
bp
cizZz
CK
CKX
CNS
CSPD

CYP
DEPC
Dicamba
DIG

DMSO
EDTA
ET
GA
gDNA
IAA
iaaH
IAAId
1aaM
iad
IAM
IAN

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
4-chlorindolyl-3-octova kyselina

abscisova kyselina

alkoholdehydrogenasa

aldehyddehydrogenasa

arbuskularni mykorhiza

aromaticka transaminasa

N®-benzyladenin

par basi

cis-zeatin

cytokinin

cytokininoxidasa/dehydrogenasa

centralni nervova soustava
3-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2"-(5"-
chlor)tricyklo[3.3.1.1%"]dekan}-4-yl)fenylfosfat disodny
cytochrom P450 monooxygenasa

diethylpyrokarbonat

3,6-dichlor-2-methoxybenzoova kyselina

digoxigenin  (3-[(3S,5R,8R,9S,10S,12R,13S,14S,17R)-3,12,14-
trihydroxy-10,13-dimethyl-1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,15,16,17-
tetradekahydrocyklopenta[a]phenanthren-17-yl]-2H-furan-5-on)
dimethylsulfoxid

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethylen

giberelin

genomicka DNA

indolyl-3-octova kyselina

indolyl-3-acetamidhydrolasa

indolyl-3-acetaldehyd

tryptofan-2-monooxygenasa

IAAId dehydrogenasa

indolyl-3-acetamid

indolyl-3-acetonitril
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IAOX
IBA
IGP
INS

IPA
IPDC
IPT
ISR
JA
LOG
NAA
NHT
nit
PAA
PAL
PEG
Ry
SA
SAR
SDS
shy
TAA
TAE
Tam
TAM
TAR
TDC
TOL
Tris
tZ

U
YUC (YUCCA)
ZR

indolyl-3-acetaldoxim
indolyl-3-maselna kyselina
indolyl-3-glycerolfosfat
indolylsynthasa
isopentenyladenin
indolyl-3-pyruvatova kyselina
IPA dekarboxylasa
isopentenyltransferasa
indukovana systémova rezistence
jasmonova kyselina

lonely guy

naftyloctova kyselina
N-hydroxytryptamin

nitrilasa

fenyloctova kyselina
fenylalaninamoniaklyasa
polyethylenglykol

retencni faktor

salicylova kyselina

systémovée ziskana rezistence
dodecylsiran sodny
salicylathydroxylasa

Trp aminotransferasa
Tris-acetat-EDTA pufr
transaminasa

tryptamin

Trp aminotransferasa

Trp dekarboxylasa

tryptofol (indolyl-3-ethanol)
2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
trans-zeatin

jednotka aktivity restrikéniho enzymu
flavinmonooxygenasa

zeatinribosid
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