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Abstrakt

Claviceps purpurea neboli palickovice nachova je biotrofni fytopatogenni houba.
Parazituje na jednodéloznych rostlinach, kam patii i ekonomicky vyznamné
plodiny jako jsou zito, pSenice a je¢men. V posledni fazi infekce tvoii v klasu tzv.
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isopentenyltransferasu a fosforibohydrolasu zvanou 'Lonely guy'. Zvlastnosti u této
houby je bifunkéni enzym CpIPT-LOG, ktery spojuje aktivity dvou nezavislych
rostlinnych enzymd.

V této préci byla provedena kvalitativni a kvantitativni analyza obsahu cytokinint
v axenické kultufe houby C. purpurea. Byl sledovan metabolismus a dynamika
produkce cytokinin béhem riistu houby.
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1 UVOD

Cytokininy jsou rostlinné rostlinné hormony. Jejich biosyntetické drahy v rostlinach
byly podrobné zkoumany a popsany, stejné tak jejich metabolismus a signalni drahy.
Také bylo zjisténo, Ze n€které bakterie, které napadaji rostliny, jsou schopny produkce
cytokininli a byly popsany jejich biosyntetické drahy, které se v n¢kterych krocich od
rostlinnych drah biosyntézy lisi. I n€které houby interagujici s rostlinami jsou schopny
produkce rostlinnych hormont, o jejich celkovém metabolismu je toho zndmo vSak
malo. Houba Claviceps purpurea je schopna produkovat cytokininy. Nedavno byly
objeveny a popsany geny kodujici nékteré enzymy zapojené do biosyntézy cytokinint,
konkrétné enzymy cytochrom P450 monooxygenasa, fosforibohydrolasa zvana ,Lonely

guy‘, tRNA-isopentenyltransferasa a bifunkéni enzym Cp-IPT-LOG.

Teoreticka cast této prace je zaméfena na biotrofni fytopatogenni houbu Claviceps
purpurea, dale na fytohormony, konkrétné cytokininy, a produkci rostlinnych hormoni
V houbovych organismech. Prakticka ¢ast této prace se zabyva produkci cytokinind
Vv houbé C. purpurea, konkrétné¢ metabolismem exogenné aplikovaného cytokininu do

axenické kultury houby a dynamikou produkce cytokininti v houbé béhem jejiho ristu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Fytopatogenni houby

Houby (Fungi) patii mezi ecukaryotické organismy. Mohou byt jednobunééné i
mnohobunééné. Zivi se heterotrofng, a to bud’ jako saprofyté, ktei rozkladaji odumiela
téla rostlin a zivoCich, anebo jako parazit¢é neboli cizopasné houby. Mezi
saprofytickymi a parazitickymi houbami je zakladni rozdil. Zatimco spory nebo hyfy
parazitickych hub mohou napadnout zranéné nebo jinak nechranéné rostliny,
saprofytické houby nedokazi kolonizovat rostlinu ani tehdy, kdyz je zranéna.
Oportunisticky patogenni houby napadaji pouze stresované nebo starnouci rostliny,
jejichz rezistence je vyrazné€ snizena.

Parazitické houby napadajici rostliny pouzivaji dva zplsoby ziskdvani Zivin
od hostitele. Nekrotrofni houby hostitele nejprve zabiji, a az poté jsou schopny ho
kolonizovat. Smrt hostitele je zpusobena bud’ zménami v metabolismu bunky
zpusobenymi infekci, nebo pisobenim toxind ¢i enzymu, které jsou produkovany
patogenem. Houba se pak Zivi odumielou tkani. Naproti tomu biotrofni houby svého
hostitele nezabiji, protoZe jsou zavislé na metabolismu hostitelskych bunck. Svymi
hyfami pronikaji do periplasmatického prostoru mezi bunéfnou sténou a
cytoplasmatickou membranou, odkud ziskavaji ziviny. Symptomy infekce se projevi
vétSinou az po néjaké dobé. Odumfeni pletiva ¢i hostitele nastava az poté, co patogen
ukonc¢i svoji reprodukci, nebo jakmile je hostitelské rostlina zcela vyCerpana neustalym
odebiranim zivin houbou. Nékteré houby oba tyto zpiisoby ziskavani zivin kombinuji.
Rostlinu kolonizuji jako biotrofové, néjakou dobu na ni Ziji a ziskavaji Ziviny z jejiho
metabolismu, a jakmile rostlina odumie vycCerpanim, za¢nou se zivit na odumirajicim

pletivu jako nekrotrofové. (Prell and Day, 2001)
Vétsina fytopatogennich hub se fadi do oddéleni Ascomycota a Basidiomycota.

Oddéleni Ascomycota neboli houby vieckovytrusné je nejpocetnéjsi skupinou hub.
Vytrusy téchto hub vznikaji ve viecku (lat. ascus), coz je ¢asto jedind diploidni buiika
v zivotnim cyklu houby. Diploidni jadra viecek se déli meidzou a nasledné mitdézou
za vzniku vétSinou osmi vytrusu, tzv. askospor, které jsou nasledné uvolnény ven.
Vegetativni stélky téchto hub, ptfehradkovana mycelia, jsou haploidni. Pfi pohlavnim
rozmnozovani tvofi houba gametangia, a to samdéi anteridia a sami¢i askogonia.

Gametangia jsou Casto uzaviena V plodnicich, kde na koncich vlaken zvanych
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askogenni hyfy dochdzi ke karyogamii neboli splynuti jader anteridia a askogonia.
Takto je vytvofeno diploidni vfecko. Pfi nepohlavnim rozmnozovani tvoii houba

nepohlavni vytrusy, tzv. konidie. Na rostlindch se vétSinou vyskytuji v nepohlavni fazi.

Z rostlinnych patogenti se do oddéleni Ascomycota fadi tiida Leotiomycetes, kam
patii fady Erysiphales (padli), Helotiales (voskovic¢kotvaré¢) a Rhytismatales
(svrastélkotvar¢); dale tiida Sordariomycetes (tvrdohouby), kam patii fady
Ophiostomatales (ofiostomotvaré), Diaporthales (Carovkotvaré) a Hypocreales
(masenkotvaré). Do tadu Hypocreales patii napiiklad rod Hypocrea (masenka), rod
Nectria (razovka), rod Fusarium (srpovnicka), a v neposledni fadé¢ rod Claviceps
(palickovice).

Basidiomycota neboli houby stopkovytrusné se mnozi vytrusy, zvanymi
basidiospory. Vyklicenim basidiospory vznika primarni mycelium, které je haploidni.
Sekundarni mycelium, které v jejich zivotnim cyklu prevazuje, vznika splynutim dvou
primarnich mycelii. Buniky splyvaji plazmogamii, tzn. splyva pouze bunétnd plazma,
takze buiika obsahuje dvé jadra. Toto dvoujaderné mycelium roste neomezené dlouho.
Pfi déleni v buiice probihaji dvé konjugované mitoézy. Buiiky poté vytvaieji piezky (ne
vzdy, napt. u rzi tvorba ptrezek chybi), které zajist'uji rovnomérné rozdéleni obou jader
do dcefinych bunék. Pii pohlavnim rozmnozovani, které u Basidiomycot pievazuje,
nejsou morfologicky rozliSené pohlavni organy. Na koncich sekundarniho mycelia se
tvoii hyfy, tzv. basidie, ve kterych dochazi ke karyogamii a nasledné meioze, kdy
vznikaji Ctyfi haploidni jadra. Z basidii vyrustaji stopky, na nichZz se exogenné¢ tvofi
basidiospory. Nepohlavné se rozmnozuji tvorbou konidii.

Z fytopatogennich hub se do oddé€leni Basidiomycota fadi tfida Pucciniomycetes
(rzi), kam patii fad Pucciniales (rzi), napt. rez travni (Puccinia graminis); dale tiida
Ustilaginomycetes (snéti), kam patii fad Ustilaginales (snéti prasné), napt. snét
kukufi¢na (Ustilago maydis); a tiida Exobasidiomycetes, kam patii ¥ad Tilletiales (snéti

mazlaveé).

2.2 Claviceps purpurea

2.2.1 Taxonomické zarazeni

Palickovice nachova (Claviceps purpurea) je obligatné biotrofni parazitickd houba

napadajici rostliny. Jeji ¢aste¢na taxonomie byla piedeslana jiz v ptedchozi kapitole.
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RiSe:

Oddéleni:

Ttida:
Rad:
Celed:
Rod:
Druh:

houby (Fungi)

houby vieckovytrusné (Ascomycota)
tvrdohouby (Sordariomycetes)
masenkotvaré (Hypocreales)
palickovicovité (Clavicipitaceae)
palickovice (Claviceps)

palickovice nachova (Claviceps purpurea)

Rod Claviceps zahrnuje ptes 30 ruznych druhti (Taber, 1985). Parazituje na vice nez

600 druzich jednodé€loznych rostlin, které patii prevazné do celedi lipnicovitych

(Poaceae), sitinovitych (Juncaceae) a Sachorovitych (Cyperaceae) (Bové, 1970).

Claviceps purpurea je nejznaméj$im a nejvice studovanym zastupcem tohoto rodu.

Sama napada asi 400 druht trav (Taber, 1985), kam patii i ekonomicky vyznamné

plodiny jako je Zito, pSenice a je¢men (Bové, 1970). Ve zralém klasu napadené rostliny

se vV kone¢né fazi infekce objevi ¢erno-fialové sklerocium (Obr. 1). I mala kontaminace

zrna témito sklerocii mlze zpisobit, ze Groda z napadené¢ho pole je prili§ toxicka, a

proto nevhodna pro dalsi pouziti (Agrios, 1988). Sklerocia obsahuji mnoho fyziologicky

aktivnich alkaloida, které pisobi na centralni nervovou soustavu lidi 1 zvitat.

Obr. 1 Sklerocium vy¢nivajici zklasu zita napadeného houbou Claviceps purpurea
(z http://botany.cz/cs/claviceps-purpurea/)
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2.2.2 Mechanismus virulence

Zivotni cyklus Claviceps purpurea (Obr. 2) zagina na jafe produkci askospor, které jsou
unaseny vétrem k potencialnim hostitelskym rostlinam (Luttrell, 1977). Jen ty
askospory, které dopadnou na pestik nesprasené rostliny a vykli¢i (1), jsou schopny
zpusobit onemocnéni rostliny, protoZze askospory nejsou schopny penetrace jiné ¢asti
rostliny (Swan and Mantle, 1991). Proto je ¢asové obdobi, kdy mize houba rostlinu
infikovat, omezené pouze na dobu kveteni. Spora proriista k semeniku stejnou cestou
jako pylova lacka po opyleni a snazi se dosahnout cévniho pletiva u baze semeniku,
odkud pak cerpa ziviny pro svij vlastni rast (2). Zpocatku je rGst mirny a houba
prorusta hlavné¢ mezibunécnymi prostorami (Tenberge and Tudzynski, 1994). Pro houbu
je dilezité, aby pocatek infekce zustal rostlinou nepov§imnut, protoze jinak by rostlina
mohla cévni pletivo uzavfit a houba by bez pfisunu zivin vyhladovéla a odumiela.
Cévniho pletiva dosahne asi 3 dny po inokulaci (dpi) (Luttrell, 1980). Houba nepronika
dal do rostliny. Propojeni hostitele s patogenem vytvofené na tomto rozhrani je

dokonceno asi 6 dpi a zistava po celou dobu infekce konstantni.

4 dpi hyfy za¢nou rychle proliferovat, pronikat ptes sténu semeniku a ¢asem nahradi
rostlinné pletivo uvnitf. V semeniku se vyvine mycelidlni stroma, tzv. sfacelium, a
za¢ne s produkci nepohlavnich konidiospor (Luttrell, 1980). Konidia ptechazeji do
husté viskozni kapaliny, ktera je vyluCovana v kapickach na povrchu semeniku. Tato
kapicka tzv. medovice (3), ktera je vylouCena na povrch asi 7 dpi, je prvni
makroskopickou znamkou uspésné infekce (Tudzynski et al., 1995). Medovice je
tvofena predevsim floémovou Stavou a obsahuje velké mnozstvi sacharidi. Rostlinou
sacharosu houba pievadi na jiné sacharidy; napiiklad glukosu, fruktosu a cukerné
alkoholy (Mower and Hancock, 1975a). Vysoka koncentrace cukrtt v medovici slouzi
houbé¢ jako zdroj Zivin, zajistuje vysoky osmoticky tlak, ktery brani konidiim v kli¢eni a
zvySuje prisun dalSich rostlinnych asimilatd (Mower and Handcock, 1975b). Je také
klicova pro Sifeni sekundarni infekce. Ackoli se konidia obsazena v této lepkavé
kapi¢ce mohou $ifit pfimym kontaktem z klasu na klas, nebo mohou ukapnout na nize
polozené kvéty, hlavni zplsob S$ifeni sekundarni infekce zajiStuje hmyz, ktery je
ptilakan sladkou medovici (4) (Tudzynski et al., 1995; Tenberge, 1999). Toto rychlé
Sifeni sekundarni infekce mezi rostlinami je pro Claviceps kli¢ové jako kompenzace

kratkého obdobi, kdy miiZze priméarné infikovat pouze kvetouci rostliny.
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Obr. 2 Zivotni cyklus Claviceps purpurea (Hulvova et al., 2012)

Tato sfacelialni faze trva, dokud neni sporulace konidii dokoncena, coz je asi 11 dni
po zacatku infekce (Tudzynski et al., 1995). Poté ustava produkce medovice. Hyfy
za¢nou diferencovat z vlaknitych sfacelii na pletivo sklerocii. Na rozdil od bunék
sfacelii, jejichz hyfy jsou dlouhé a uzké stenkymi bunéénymi sténami, malymi
vakuolami a nizkym obsahem tukti, buiiky sklerocii jsou mensi a tlust$i nez buiky

mycelia, maji siln¢jsi bunéénou sténu, veétsi vakuoly, obsahuji kapicky lipida
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V cytoplasmé a jsou vyraznéji pigmentované. Sklerocia jsou viditelnd jiz 13 dpi
(Luttrell, 1980). Zrani trva 4 az 5 tydnd, kdy se sklerocium prodluzuje proliferaci
bunék, jeho kura tvrdne a ziskava fialové ¢ernou barvu (Shaw and Mantle, 1980). Zrala
sklerocia vy¢nivaji z klasu (5), jsou Siroka nékolik milimetrti a na délku méii nékolik
cm (Tenberge, 1999). Purpurova sklerocia jsou bohata na lipidy. Také je to jediné

obdobi Zivotniho cyklu houby, kdy jsou produkovany namelové alkaloidy.

Po dozrani vypadnou sklerocia z klasu na zem, kde pteckaji zimu. Dlouhé obdobi
chladu, které je nasledovano vyraznym zvySenim teploty na jate, slouZzi jako spoustéc
pro kliceni. Sklerocia zatnou na svém povrchu tvofit oranzova Stromata ve tvaru
palicek, ktera se skladaji ze stopky zakoncené kulovitou hlavickou (7). Na okraji téchto
utvard jsou perithecia, plodnice lahvovitého tvaru, ve kterych dochazi k pohlavni
reprodukci - saméi anteridia splyvaji se samic¢im askogoniem, poté nasleduje
karyogamie (splynuti jader). Nakonec je meidzou vytvoreno Vkazdém viecku
8 askospor ve tvaru jehlicek, které jsou z perithecia vymrstény (8), a jsou unaseny
vétrem k hostitelskym rostlinam, ¢imz se cyklus opakuje (Taber, 1985; Tudzynski et al.,
1995; Tenberge, 1999).

2.2.3 Namelové alkaloidy

Claviceps purpurea je znama predevsim diky své schopnosti syntetizovat namelové
alkaloidy. Tyto ndmelové alkaloidy jsou produkty sekundarniho metabolismu houby.
Jejich uzitek pro samotnou houbu vSak stile neni jasny. Nejsou nutné pro jeji
patogenezi, protoze vznikaji az ve sklerociich, coz je zavérecné stadium infekce, které
pouze zajistuje preziti patogenu do dalSiho roku pfes zimni obdobi. Alkaloidy vSak
zfejmé piinaseji ur€ité vyhody hostitelské rostliné. Napadena rostlina je chranéna pted
hmyzem, a také je odolngjsi vici suchu a horku (Bush et al., 1997).

Po chemické strance jsou namelové alkaloidy derivaty indolu. Zakladem struktury je
ergolin, ktery je tvofen Ctyimi cykly (Obr. 3). Alkaloidy Ize rozdé¢lit na dvé hlavni
skupiny. Prvni skupinou jsou klaviny, které vétSinou nesou jednoduchou skupinu jako
methyl- nebo hydroxymethyl- na osmém uhliku. Druhou, pocetné vétsi skupinu, tvoii
kyselina lysergova a jeji derivaty. Derivaty kyseliny lysergové jsou tvofeny adici
jednoduchého aminoalkoholu nebo kratkého peptidového fetézce na karboxylovou
skupinu na osmém uhliku ergolinového jadra (Keller, 1999). Adici diethylamidu

ke kyselin¢ ziskame LSD, coz je znamy halucinogen (Hoffman, 1972). Pfirodni
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HM
Agroklavin

HHM

Amid kyseling D-lysergové

Ely maklavin

Obr. 3 Struktura ergolinu, dvou zastupcti klavinovych alkaloid a amidu kyseliny lysergové

derivaty ergolinu maji vétSinou v D kruhu dvojnou vazbu, a dusik v D kruhu je vzdy

methylovany.

Plisobeni téchto alkaloidii bylo patrné uz ve stfedovéku, ackoli nebyla znadma
spojitost mezi nimi a houbou C. purpurea. Tyto alkaloidy zptsobuji nemoc zvanou
bylo kontaminovéno sklerocii. Ergotismus ma dvé formy. Prvni formou je konvulsivni
ergotismus (kfecovita forma), ktery se projevuje svalovymi zaskuby, paralyzou,
kiecemi, horeckou a halucinacemi. Druhou formou je gangrendzni ergotismus (snétiva
forma), kdy se objevuji stiidavé pocity tepla a chladu, svalové bolesti a paleni koncetin.
Pti vaznéjSim pribéhu nastdva nekrdza, gangréna a muze dojit az ke ztrat€¢ koncetin.
Gangrendzni forma byla kvili paleni v koncetinach oznacovana jako svaty ohen nebo
také ohen sv. Antonina, podle fadu, ktery se zabyval 1é¢enim tohoto onemocnéni. (Lee,

2009).

Kromé téchto negativnich u€inki na lidsky organismus vSak byly znadmy i pozitivni
ucinky, a proto byl namel pouzivan naptiklad porodnimi asistentkami. V malych
davkach zptsobuji alkaloidy kontrakce svalti délohy a usnadiiuji porod, na druhou
stranu vysoké davky namele mohou zpusobit potrat (Tudzynski et al., 2001). Také se
pouzivaly ke snizeni poporodniho krvaceni (Rehadek, 1984). Nejvétsim problémem

Vv praxi bylo davkovani alkaloidl, protoze jejich obsah a sloZeni se v kazdém sklerociu
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Derivat kyseliny lysergové Dopamin Moradrenalin Serotonin

Obr. 4 Strukturni analogie kyseliny lysergové a neurotransmiterd dopaminu, noradrenalinu a
serotoninu

lisi, v z&vislosti na infikujicim kmenu houby, pocasi, ptid¢ a hostitelské rostlin¢ (Taber,
1985). Vétsinou se obsah nadmelovych alkaloidi ve sklerociich pohybuje v rozmezi

0d 0,01 az 0,2% w/v (Tudzynski et al., 1995).

Struktura alkaloidii je podobna struktufe nékterych neurotransmitert, jako je
dopamin, serotonin a noradrenalin (Obr. 4), a umoznuje jim proto vazbu na receptory
centrdlni nervové soustavy. Interakce sreceptory miize byt jak agonistickd tak
antagonistickd, a proto maji namelové alkaloidy Siroké spektrum ucinka na periferni i
centralni nervovy systém. Jsou pouzivany pii onemocnénich souvisejicich s mozkem a

nervovou soustavou jako je migréna, Parkinsonova ¢i Alzheimerova choroba.
2.3 Fytohormony

2.3.1 Uvod

Fytohormony neboli rostlinné hormony jsou definovany jako nizkomolekularni
organické latky pfirozené¢ se vyskytujici v rostlindch, schopné vyvolat odpovéd
organismu i pfi velmi nizkych koncentracich (10 az 10”° mol-I'*). Fytohormony jsou
syntetizovany jen Vv n¢kterych Castech rostliny, a proto musi byt transportovany cévnim
pletivem nebo bunéénym transportem z mista vzniku na misto ureni. Ke kazdému
hormonu existuje specificky receptor, diky némuz je hormon schopen vyvolat odpovéd’
organismu. Receptory mohou byt jak na povrchu, tak i uvniti bunék. Po vazbé hormonu
na receptor se v bunce spusti signdlni draha, kterd ma za dasledek piislusnou reakci
organismu.

Existuji 1 syntetické latky, které maji strukturu podobnou fytohormonim, vazi se
na bunééné receptory a jsou schopné vyvolavat reakci rostliny podobné jako
fytohormony, ale nevyskytuji se v rostlinach pfirozené. Pro tyto latky se nepouziva

oznaleni ,,fytohormon®, ale nazyvaji se rastové regulatory rostlin.
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Zakladni skupiny rostlinnych hormont jsou auxiny, cytokininy, gibereliny, ethylen,
kyselina abscisova, polyaminy, brassinosteroidy, jasmondty, kyselina salicylova a

strigolaktony.

2.3.2 Cytokininy

V roce 1955 byla objevena slouéenina, ktera podporuje cytokinezi neboli bunééné
déleni. Tato latka dostala nazev kinetin (Miller et al., 1955). Podle této jeho schopnosti
dostala sviij nazev i cela skupina rostlinnych hormont - cytokininti. Cytokininy byly
puvodné definovany jako latky, které podporuji bunécné deleni a vykonavaji dalsi
funkce regulace rlstu stejnym zptsobem jako kinetin (Skoog and Armstrong, 1970).
Prakticky jsou do této skupiny zahrnovany vSechny slouceniny s podobnou strukturou
bez ohledu na jejich aktivitu. Po chemické strance jsou cytokininy derivaty adeninu
substituované v poloze N°, a také nékteré derivaty fenylmocoviny, které taktéz vykazuji
cytokininovou aktivitu.

Pfirodn& se vyskytujici cytokininy miZeme podle postranniho fetézce v N® poloze
rozdélit na isoprenoidni a aromatické. Obé skupiny se piirozené v organismech
vyskytuji, isopreniodni formy vSak castéji nez aromatické. Zakladnim isoprenoidnim
cytokininem je isopentenyladenin [iP; N°-(A%-isopentenyl)adenin] (Obr 5). Ten muZe
byt na konci isoprenoidniho fetézce hydroxylovan, a to do polohy cis nebo trans
(Obr. 5). Takto hydroxylovany isopentenyladenin se nazyva zeatin, podle kukufice (Zea
mays), kde byl poprvé objeven (Letham, 1963). Pivodné se piedpokladalo, Zze
prevladajicimi formami cytokinind v rostlinich jsou isopentenyladenin a trans-zeatin
(tZ), zatimco cis-zeatin (cZ) se vyskytuje jen v malych koncentracich a ma jen malou
nebo zadnou aktivitu (Schmitz and Skoog, 1972; Mok et al., 1978). To, jaka forma

zeatinu bude prevladat, vSak zalezi na rostlinném druhu, napf. Cis-zeatin je Cetnéjsi

CH3 CH

CHz
OH A/’I\
Hw/\”il\cHa HN/\-’;I\/ HN N /l\
H/L“\k " H/I““\- " H/l% " N S
PP Ly
5 N NN NN N N
H H H H
isopentenyladenin trans-zeatin ciz-zeatin dihydrozeatin
{iF} (E2) (cZ) (DHZ)

Obr. 5 Strukturni vzorce isoprenoidnich cytokininti
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v bramborach (Mauk and Langille, 1978; Suttle and Banowetz, 2000), ryzi (Takagi et
al., 1985), kukuftici (Veach et al., 2003) a v n¢kterych druzich lusténin (Emery et al.,
1998, 2000; Quesnelle and Emery, 2007). Redukci dvojné vazby na zeatinu vznika
dihydrozeatin [DHZ; N°-(4-hydroxy-3-methylbutyl)adenin] (Obr. 5). DHZ se vyskytuje
predevsim V zasobnich organech, jako jsou semena v dormanci a apikalni pupeny. Je
rezistentni vic¢i degradaci cytokinindehydrogenasou (Galuszka et al., 2007), takze muze
slouzit jako zdroj aktivnich cytokininii pii kliceni semene pfedtim, neZ rostlina zacne
s vlastni de novo biosyntézou. Mezi aromatické cytokininy patii benzyladenin (Obr. 6),
navazanim hydroxylové skupiny na benzenové jadro vznika ortho- nebo meta-topolin,
z kterych piidanim methylové skupiny na hydroxylovou skupinu vzniknou jejich
methoxyderivaty. Vysoky obsah aromatickych cytokinint v rostlinach neni pfili§ Casty,
vyskytuje se pouze u nékterych druht (Strnad, 1997).

Cytokininy se mohou Vv rostlinach vyskytovat bud’ jako volné baze, nebo vazané jako
nukleosidy, nukleotidy a glukosidy. Konjugace s glukosou miize prob&hnout pies N°, N’
a N? adeninového cyklu nebo pres hydroxylovou skupinu postranniho fetzce, na kterou
miZe byt navazana také xylosa. Na N° miize byt navazan L-alanin (Entsch et al., 1983)
ana C? methylthiolova skupina (Persson et al., 1994; Pertry et al., 2009).

Jak bylo feceno vyse, cytokininy podporuji bunécné déleni. Maji vS§ak mnoho dalsich
funkci, ve kterych kooperuji i s dal§imi hormony, jako jsou auxiny (Galuszka et al.,
2008; Pernisova et al., 2009) a ethylen (Ruazicka et al., 2007, 2009). Ve spolupraci
S auxiny ovliviiyji cytokininy hlavné rostlinnou morfogenezi (Skoog and Miller, 1957).
Mezi jejich dalsi funkce patii napf. regulace apikalni dominance a tvorby a rlstu
lateralnich pupentl, stimulace vegetativniho ristu, oddalovani reproduktivni faze,
zpomaleni senescence, podpora proteosyntézy, transdukce nutri¢nich signali a
zvySovani odolnosti rostlin vici salinité a vysokym teplotam (Mok and Mok, 2001;
Barciszewski et al., 2000).

OH OH
HIN 7oA Hw/\%j HN a
& & &
o N Y i If_‘:

N N
benzyladenin artho-topaolin meta-topalin

(BA) (oT) (mT)

Obr. 6 Strukturni vzorce aromatickych cytokinint
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Obsah endogennich cytokinini v rostliné se méni v zavislosti na de novo biosyntéze,
poméru exportu a importu, vzdjemnych piemeénach mezi jednotlivymi formami
cytokininti, do€asné inaktivaci konjugaci a katabolickych reakcich, které vedou k trvalé

ztraté cytokininové aktivity.

2.3.2.1 Biosyntéza cytokinint

Prvnim a zarovei rychlost limitujicim krokem biosyntézy isoprenoidnich cytokinini je
navazani isoprenylové skupiny do polohu N° adeninu, ktery je ve formé& nukleotidu
(AMP, ADP nebo ATP) nebo vazany k RNA. Donorem isoprenylové skupiny je bud’
dimethylallyldifosfat (DMAPP) nebo (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfat
(HMBDP) (Krall et al., 2002; Sakakibara et al., 2005). Tuto reakci katalyzuje enzym
isopentenyltransferasa  (IPT). RozliSujeme dva typy isopentenyltransferasy.
Adenylatova IPT pienasi isopentenylovou skupinu na N°® atom AMP (EC 2.5.1.27),
ADP nebo ATP (EC 2.5.1.112) (Kakimoto, 2001), zatimco tRNA-IPT (EC 2.5.1.8)
(Golovko, 2002) reaguje sadeninem, ktery je vazany v RNA. U fytopatogennich
bakterii (napt. Agrobacterium tumefaciens), ale i u jinych organismu, napf. u hlenky
Dictyostelium discoideum, pienasi adenylatova IPT isopentenylovou skupinu z DMAPP
na AMP za vzniku isopentenyladenosin-5'-monofosfatu (iPRMP). ATP, ADP ani
cAMP jako akceptory isopentenylu neslouzi (Taya et al., 1978; Morris et al., 1993).
Naproti tomu u vysSich rostlin (napt. Arabidopsis thaliana) IPT prenasi
isopentenylovou  skupinu  zDMAPP na ATP nebo ADP za vzniku

isopentenyladenosintrifosfatu resp. isopentenyladenosindifosfatu (Kakimoto, 2001).

V rostlinéch jsou dvé drahy, pomoci nichz jsou produkovany isoprenylové jednotky.
Prvni je mevalonatova draha, kterd zacina kondenzaci tii acetyl-CoA. Jejim produktem
je 1isopentenyldifosfat, ktery mize byt isomerovan na DMAPP. Tato draha je
lokalizovana v cytosolu a mitochondriich. Druhou drahou je methylerythritolfosfatova
draha, jejimiz prekurzory jsou pyruvat a glyceraldehyd-3-fosfat. Meziproduktem této
drahy je HMBDP, ktery mtize byt dale redukovan na isopentenyldifosfat a v mensi mite
na DMAPP. Tato draha probiha v plastidech.

DMAPP i HMBDP slouzi jako prekurzory cytokinini. Je-li donorem isoprenylové
skupiny DMAPP, jako primarni produkt vznika iP nukleotid. Pokud je donorem
HMBDP, vznika tZ.

Cytokininy trans-zeatinového typu mohou vznikat dvéma cestami, drahou zavislou

na iP a drahou nezéavislou na iP. Draha nezavisla na iP, kdy tZ vznika pfimym pfenosem
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hydroxylovaného fetézce HMBDP na adeninovy kruh, byla popsana vyse. Druhou
moznosti je draha zavisla na iP, kdy je vznikly isopentenylnukleotid hydroxylovan
enzymem cytochrom P450 monooxygenasou (P450; EC 1.14.13.-) do trans polohy
(Takei et al.,, 2004). Zatim vSak nebyly objeveny drahy s prekurzory, jejichz
hydroxylova skupina by byla v cis-poloze, a proto je degradace tRNA obecn¢ uznavana

jako jediny zdroj cis-zeatinu.

2.3.2.2 Metabolismus cytokinini

Cytokininy jsou de novo syntetizovany jako mono-, di- nebo trifosfaty s nizkou
aktivitou; ztRNA jsou uvoliovany ve formé monofosfatd. V minulosti bylo
predpokladéno, ze vzajemné pfemény mezi nukleotidy, nukleosidy a volnymi bazemi
jsou katalyzovany enzymy adeninového metabolismu. Pozd¢ji vSak byl objeven enzym,
ktery S$tépi cytokininové nukleotidy na volné baze, protein s cytokinin-specifickou
fosforibohydrolasovou aktivitou znamy jako ,Lonely guy‘ (LOG; Kurakawa et al.,
2007), coz naznacuje, Ze i ostatni reakce mohou byt katalyzovany enzymy specifickymi
pro cytokininy, které¢ vsak jesté nebyly identifikovany.

Degradace cytokininu probih4 §tdpenim na jeho N° postrannim Fetézci. Produkty této
reakce jsou adenin a aldehyd odvozeny od postranniho fetézce (Brownlee et al., 1975).
Reakce je katalyzovana enzymem cytokinindehydrogenasou (CKX; EC 1.5.99.12). Je to
jediny zndmy enzym katalyzujici ireversibilni inaktivaci cytokininti.

Hladina aktivnich cytokinini v organismu je kontrolovana docasnou inaktivaci
cytokinint reversibilni glykosylaci. Glykosylace muze probihat pies atom dusiku nebo
kysliku. N-glykosylace probiha ptes atomy N’ nebo N°. Reakce je katalyzovéna N-
glykosyltransferasou (EC 2.4.1.118). V n¢kterych piipadech mize glykosylace
prob&hnout i pies atom N°. N-glukosidy jsou nete¢né k metabolickym preménam, a
proto je N-glykosylace povazovana za prakticky ireversibilni deaktivaci (McGaw et al.,
1984, 1985). N'- a N*-glukosidy navic nejsou §tépeny B-glukosidasou (EC 3.2.1.21),
ktera S$tépi O-glukosidy (Brzobohaty et al., 1993). O-glykosylace probiha u CK
S hydroxylovou skupinou na postrannim fetézci. Bylo charakterizovano mnoho
glykosyltransferas s riznou specifitou. Napiiklad enzymy kukufice glykosyluji pouze
cis-zeatin (Martin et al., 2001; Veach et al., 2003), proto se oznacuji jako cis-zeatin-O-
B-D-glykosyltransferasy (EC 2.4.1.215). Dalsi skupinou jsou trans-zeatin-O-f-D-
glykosyltransferasy (EC 2.4.1.203), které jsou schopny vnaSet na cytokininy 1 xylosu

(Martin et al., 1999a, b). Enzymy Arabidopsis nerozliSuji mezi isomery a glykosyluji
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cis 1 trans isomer se stejnou ucinnosti (Hou et al., 2004). O-glukosidy zeatinu jsou
rezistentni vici Stépeni cytokinindehydrogenasou (Laloue and Pethe, 1982), a proto jsou
povazovany za zasobni formy, kdy mohou byt B-glukosidasou uvolnény jako volné

cytokininy (Brzobohaty et al., 1993).

Kromé degradace tRNA muze byt dal§im zdrojem cis-zeatinu enzym zeatin-cis-
trans-isomerasa, ktery vsak jeSté neni zcela charakterizovan (Bassil et al., 1993).
Nejasny je také vznik dihydrozeatinu, jehoz zdrojem je enzym oznaceny jako

zeatinreduktasa (EC 1.3.1.69) (Martin et al., 1989).

2.3.2.3 Percepce a transdukce cytokininového signalu

Aktivnimi formami cytokininli, které reaguji s receptory a tim vyvolavaji odpoveéd’
organismu, jsou volné baze. Cytokininovy signdl je rozpoznavan specifickymi receptory
histidin kinasami (HK), které jsou umistény v membranach. U Arabidopsis thaliana
byly identifikovany kinasy CRE1/AHK4, AHK3 a AHK?2 (Inoue et al., 2001; Suzuki et
al., 2001; Yamada et al., 2001). Tyto receptory jsou umistény pfevazné v membrané
endopasmatického retikula (Caesar et al., 2011; Wulfetange et al., 2011).

Po navazani cytokininu na CHASE doménu receptoru (cyclases/histidine kinases-
associated sensing extracellular) (Mougel and Zhulin, 2001) probéhne autofosforylace
intracelularni transmiterové domény receptoru obsahujici histidin, poté je fosfat
pfenesen na aspartat druhé intracelularni (pfijimaci) domény receptoru. Nasledné je
Vv cytoplasmé fosforylovan histidin fosfotransfer protein (HP) s funkci fosfotransmiteru,
ktery putuje do jadra, kde fosforylaci aktivuje transkripéni faktory. Tyto transkripéni
faktory znamé jako regulatory odpovédi (response regulators, RR) jsou dvojiho typu —
A a B. Pri fosforylaci RR typu B jsou aktivovany cilové geny, mezi néz patfi RR typu A
(To et al., 2007), jez funguji jako negativni regulatory cytokininové signalni drahy
inhibici fosforylace RR typu B.

2.3.3 Fytohormony v houbach

Fytohormony nejsou syntetizovany pouze rostlinami, ale také nékterymi bakteriemi a
houbami, které s rostlinami interaguji. Biologicka aktivita hormont pravdépodobné
pomahd patogenu reprogramovat hostitelské¢ buiiky ke svému vlastnimu prospéchu.
Naptiklad Agrobacterium tumefaciens zptisobuje tvorbu tumort (tzv. ,,crown galls®) na
rostlinach inkorporaci Ti plasmidu do DNA rostlinné buiiky. Tento plasmid obsahuje

geny pro syntézu auxinli a CK, které jsou béhen infekce produkovany ve vysoké mire
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(Jameson, 2000). Patogenni bakterie Rhodococcus fascians je také schopna ovlivit
vyvoj rostliny produkci CK (Petry et al., 2009; Stes et al., 2011). Rhizobakterie, které
podporuji rast rostlin, produkuji auxiny, cytokininy a gibereliny, a tim ovliviiuji rast
kofenového systému rostlin (Saharan and Nehra, 2011). Nodulujici rhizobakterie
Sinorhizobium meliloti produkuje CK in vitro i in vivo, ale CK produkované bakterii

samy o sob& nevyvolavani nodulaci kofene rostliny (Kisiala et al., 2013).

Produkce rostlinnych hormond houbami byla také jiz mnohokrat popsana.
Cytokininy a auxiny jsou napf. zapojeny pii mykorhizalni symbioze (Barker and Tagu,
2000). Rostlinné hormony gibereliny (GA) byly poprvé objeveny v houbg.
Biosyntetické drahy produkce GA v houbé Fusarium fujikuroi, ktera zpisobuje
onemocnéni ryze zvané ,,bakanae“, se vSak od rostlinnych drah 1isi (Hedden et al.,
2001). Geny pro biosyntézu sekundarnich metabolitd u hub jsou Casto blizko sebe,
Vv tzv. klastru. Stejné tak je tomu i v piipadé genui pro biosyntézu GA u F. fujikuroi.
Tento klastr neni nezbytny pro to, aby houba byla schopna poc¢atecni kolonizace bunék
kofene ryze. GA vSak pfispivaji ke schopnosti F.fujikuroi invazivné proristat
do pletiva ryze (Wiemann et al., 2013).

Produkce isoprenoidnich CK byla pozorovana v axenickych
kulturach hemibiotrofnich hub Pyrenopeziza brassicae a Mangaporthe oryzae; také
u biotrofnich hub Cladosporium fulvum a Ustilago maydis. M. oryzae a U. maydis
produkuji krom¢ CK i kyselinu abscisovou a auxiny (Bruce et al., 2011; Jiang et al.,
2013; Murphy et al., 1997). AZ do nedavné doby vsak nebyly u hub popsany zadné
biosyntetické drahy CK ani ptislusné geny.

2.3.4 Fytohormony v houbé Claviceps purpurea

Claviceps purpurea je schopna produkce auxint a cytokinint. Biosyntetické drahy,
jimiZz houba tvofi auxiny, zatim nebyly popsany. Drdhy pro biosyntézu CK vSak
nedavno popsany byly.

Pii zkoumani rostlin zita napadenych C. purpurea bylo zjisténo, ze hladiny
cytokininli jsou rozdilné u napadené a nenapadené rostliny. V prubéhu infekce se
vyrazné liSilo mnozstvi CK, 1 jejich pfevladajici formy. Nebyla vSak zjisténa zaddna
vyrazna zmeéna exprese rostlinnych genli zapojenych do biosyntézy CK, prestoze
rostlina vnimala cytokininovy signal, a to hlavné v pocatecni fazi infekce (Hinsch et al.,

2015).
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Obr. 7 Drahy biosyntézy cytokinind a pfislusné enzymy v houbé C. purpurea; IPT-LOG —
isopentenyltransferasa-lonely guy, P450 — cytochrom P450 monooxygenasa, tRNA-IPT — tRNA
isopentenyltransferasa, LOG — lonegy guy; DMAPP — dimethylallyldifofosfat, HM(Z)BDP —
(2)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfat; iPRMP — isopentenyladeninmonofosfat, CZRMP —
cis-zeatinribosidmonofosfat, iP — isopentenyladenin, tZ — trans-zeatin, cZ — ciz-zeatin (Hinch et
al., 2015)

Pii péstovani C. purpurea Vv tekutém mediu bylo zjisténo, Ze houba je schopna
produkce cytokinint. V myceliich bylo detekovano mmnozstvi iP, cZ, tZ a jejich
derivati. Hormony byly detekovany i v mediich, kam je houba vyluc¢ovala. V nutri¢né
bohatém BIl mediu houba produkovala vétsi mnozstvi iP-derivati, obzvlasté jeho
ribosidu. Naproti tomu v Mantle mediu, které vyvolava sporulaci, byla pozorovana
zvysena tvorba cZ. DHZ byl tvofen jen malo (Hinsch et al., 2015).

Byly popsany tii geny kodujici enzymy, které se ucastni biosyntézy CK
v C. purpurea. Dva z nich jsou obdobné enzymim znamym u rostlin. Enzym cytochrom
P450 monooxygenasa, ktery je kddovan genem cpp450, katalyzuje pienos hydroxylové
skupiny na iP za tvorby trans-zeatinu. Gen cplog koduje enzym
s fosforibohydrolasovou aktivitou zvany ,Lonely guy‘, ktery katalyzuje uvolnéni volné
baze z nukleotidu za vzniku aktivniho hormonu. Zvlastnosti je bifunkéni enzym CpIPT-
LOG, ktery je kodovan genem cpiptlog. Tento gen byl prokazan pouze u celedi
Clavicipitaceae a Nectriaceae (Fusarium). Enzym CpIPT-LOG ma dvé domény,
znichz kazd4 katalyzuje samostatnou reakci. Doména IPT pienasi isoprenylovou
jednotku z DMAPP na AMP za vzniku iPR5SMP. LOG doména nasledné uvolni
z nukleotidu aktivni volnou bazi. Gen cpipt-log tvoii spole¢né s cpp450 maly klastr
(Hinsch et al., 2015). Drahy biosyntézy a enzymy, které je katalyzuji, jsou znazornény
na Obr. 7.
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U Arabidopsis thaliana bylo prokazano, ze vétsina CZ vznika vSudypfitomnou
drahou vzniku CK z tRNA, ktera je katalyzovand enzymem tRNA-IPT, a také tato draha
ptispiva k tvorbé iP (Miyawaki et al., 2006). | v houb¢ je kédovan enzym tRNA-IPT,
ktery piispiva k produkci CK, protoze v mutantovi Acpipt-log byla produkce CK typu iP
jen trochu slabS§i nez v nemutované formé&. Enzym tRNA-IPT v houbé S nejvyssi
pravdépodobnosti Katalyzuje pienos isoprenylové skupiny z DMAPP resp. HMBDP
na adenin vtRNA za vzniku iPRMP resp. cZRMP. Nukleotidy jsou pak pievedeny
na volné baze LOG doménou enzymu CpIPT-LOG nebo CpLOG (Hinsch et al., 2015).

Geny cpipt-log ani cpp450 nejsou nezbytné pro virulenci C. purpurea, protoze oba
mutanti (Acpipt-log a Acpp450) byli schopni Gspésné infekce rostliny — byla pozorovana
tvorba medovice i formovani sklerocia. Mutant Acpp450 vsak vykazoval
hypersporulujici fenotyp, kdy houba produkovala enormni mnozstvi konidiospor; trans-

zeatin, jez je produktem cpp450 genu, se tudiz jevi jako negativni regulator sporulace

(Hinsch et al., 2015).

2.3.5 Analyza cytokinina

Rostlinné hormony se vykytuji v zivych organismech ve velmi malych koncentracich,
vét§inou v pgg’ Serstvé hmoty, zatimco latky, které mohou pii jejich analyze
interferovat, jsou v biologickém materialu obsazeny v mnohem vétsich koncentracich.
Aby bylo mozno fytohormony zkoumat, musi byt dobfe vyvinuty analytické postupy

zahrnujici extrakei, purifikaci, identifikaci a kvantifikaci jednotlivych hormond.

Prvnim krokem pii analyze cytokinini Vv biologickém materidlu je homogenizace
vzorku a rozbiti bunécnych stén (Harrison, 2011), a tim pievedeni CK do extrak¢niho
roztoku. Nejvys$si ucinnosti extrakce bylo dosazeno pouzitim modifikovaného
Bielského pufru ve slozeni methanol/voda/kyselina mravenéi v poméru 15/4/1, v/v/v
(Hoyerova et al., 2006). Dale je roztok s extrahovanymi latkami ptecistovan, aby bylo
odstranéno co nejvice interferujicich latek se soufasnym zachovanim co nejvyssi
koncentrace CK. Prvnim krokem purifikace je nejéastéji extrakce na pevné fazi (solid-
phase extraction, SPE), kdy dojde k zachyceni CK a dalSich latek podobné povahy
napevné fazi pomoci hydrofobnich, poldrnich ¢i iontovych interakei, vymyti
interferujicich latek a nasledné eluci CK roztokem, ktery narusi vazby vytvofené mezi
hormonem a sorbentem SPE kolonky (Tarkowska et al., 2014). Dal$im moznym
krokem purifikace CK je imunoafinitni ¢isténi zaloZené na interakci protilatka-antigen.
Tento krok vyrazné zvySuje limity detekce, protoze umoziuje zakoncentrovani vzorku
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CK se soucasnou minimalizaci vyskytu interferujicich latek. Protoze CK silné€ absorbuji
UV svétlo, muze byt k jejich detekci pouzita UV spektrofotometrie. Pfi imunoafinitnim

Cisténi je vyskyt latek interferujicich absorpci v UV oblasti minimalni.

2.3.5.1 Plynova chromatografie

Prvni metodou, kterd se pro analyzu CK zacala pouzivat, byla plynova chromatografie.
Nevyhodou této metody bylo to, ze CK nejsou te¢kavé (Horgan and Scott, 1987), a proto
se musel vzorek pied analyzou derivatizovat, aby se zvysila té¢kavost CK a také zlepsila
jejich teplotni stabilita. Pfestoze derivatizace s sebou nesla urcité problémy, byla GC
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) spolehlivou metodou pro separaci a kvantifikaci
CK.

2.3.5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinné kapalinova chromatografie (HPLC) je pro analyzu CK velice vyhodna,
protoze jednotlivé CK maji rozdilnou polaritu, a proto mohou byt na koloné
separovany. Volné baze CK a jejich ribosidy jsou pomérné hydrofobni, proto jejich
separace probiha na kolonach s reversni fazi (RP) v kyselém prosttedi (Horgan and
Scott, 1987). Nukleotidy cytokininti jsou obvykle nejprve pievedeny na ribosidy
oSetfenim alkalickou fosfatasou (Nordstrom et al., 2004) nebo derivatizaci (Takei et al.,
2003), aby se snizila jejich polarita, a az poté jsou aplikovany na kolonu s reversni fazi.
V soucasné dob¢ se pii HPLC nejcastéji pouzivaji Cig kolony s reversni fazi nebo Cg
kolony, které jsou promyvany vodnym methanolem nebo acetonitrilem s pfidavkem
octové nebo mravenci kyseliny a jejich amonnych soli (Ge et al., 2005; Van Rhijn et al.,
2001). Pro lepsi separaci se pouziva elucni gradient se vzristajicim podilem organické
faze (Fernandez et al., 1995; Ge et al., 2005; VVan Rhijn et al., 2001).

Nejpouzivanéjs§imi detektory pro HPLC jsou UV-VIS, a proto se pouzivaji i
ke kvantifikaci CK. Tato metoda je vSak pomérné nespecifickd, proto musi byt
dosazeno vyssiho stupné piecisténi CK, napf. pomoci vySe zminéné imunoafinitni
purifikace (Nicander et al., 1993).

Dalsi moznosti detekce je spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (LC-MS)
(Imbault et al., 1993). Ob¢ metody jsou neustile zlepSovany, takze muze byt
dosahovano stale nizSich detekénich limitd. Mezi ioniza¢ni techniky pouzivané
v kombinaci s RP-HPLC patti termosprej (TS) (Prinsen et al., 1995a), ionizace
rychlymi atomy a ionty (FAB, fast atom bombardment) (Astot et al., 1998), chemicka
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ionizace za atmosférického tlaku (APCI) (Yang et al., 1993) a ionizace elektrosprejem
(ESI) (Prinsen et al., 1995b).

Ultrat¢innd kapalinova chromatografie (UPLC) pracuje S menSimi casticemi
(< 2 um) a pii vyssich tlacich nez HPLC, a tim umoznuje dosazeni vyssiho rozliSeni a

rychlejsi separace CK (Novak et al., 2008).

2.3.5.3 Kapilarni elektroforesa

Kapilarni elektroforesa (CE) je vhodnou metodou pro analyzu cytokinini diky své
rychlosti, vysokému rozliSeni a jednoduchosti se souc¢asn¢ zachovanou citlivosti (Ge et
al., 2006a; Pacakova et al., 1997). Pro analyzu CK se pouzivaji dva typy kapilarni
elektroforesy. Prvnim typem je kapilarni zonova elektroforesa (CZE). CZE je vhodna i
pro piimou separaci nabitych cytokininovych nukleotidt (Ge et al., 2006b), coz je
vyhodné v porovnani s HPLC, kdy jsou nukleotidy pied nanesenim na kolonu $tépeny
alkalickou fosfatasou. Druhym typem je micelarni elektrokinetickda chromatografie
(MEKC). Pii MEKC se k roztoku piidaji povrchové aktivni latky a tvofi se micely,
které jsou potom separovany. Pro detekci a kvantifikaci CK se pii CE pouZziva nejcastéji
UV detektor, protoze je standardnim detektorem mnoha CE pfistroji. Dal§i moznosti je
detekce pomoci ESI-MS. V tomto ptipadé musi byt k separaci pouzit tékavy elektrolyt,
protoze pii pouziti net€kavych pufri se vyrazné snizuje ucinnost elektrospreje (Ge et

al., 2006b).

2.3.5.4 Imunologické metody

Mezi imunologické metody vhodné pro analyzu CK patii radioimunoanalyza (RIA) a
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). RIA je velmi citliva metoda, kterou
Ize detekovat molekuly v nanomolarnim nebo pikomolarnim méfitku a poskytuje
informace o biochemickych procesech v systému ligand-receptor (Grayling and Hanke,
1992; Cook et al., 2001). Beéhem RIA vsak interferuji s protilatkou i jiné latky, a proto
musi byt tyto latky pied analyzou odstranény (Cook et al., 2001). ELISA je v porovnani
S RIA levngjsi a jednodussi. Pro detekci CK byly vypracovany metody s avidin-biotin
systémem, imunoafinitni purifikace a imunocytochemické techniky (Maldiney et al.,
1986; Székacs et al., 2000). Metodou ELISA je mozné detekovat CK v femtomolarnich

mnozstvich.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material
Claviceps purpurea kmen 20.1 (prof. Tudzynski; Univerzita v Muenstru,

Némecko)

3.2 Chemikalie

Dihydrogenfosfore¢nan draselny: AppliChem, Némecko

Dihydrozeatin: OIChemIm, Ceska republika

Dimethylsulfoxid: Duchefa, Holandsko

Dusi¢nan vépenaty tetrahydrat: Penta, Ceska republika

Ethanol: Lach-Ner, Ceska republika

Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat: Lachema, Ceska republika

Hydroxid amonny: Penta, Ceska republika

Hydroxid draselny: Lach-Ner, Ceska republika

Hydroxid sodny: Penta, Ceska republika

Chlorid draselny: Lach-Ner, Ceska republika

Chlorid sodny: Lach-Ner, Ceska republika

Imunoafinitni kolonky se specificitou k isoprenoidnim CK: OIChemlIm,
Ceska republika

Isopentenyladenin: OIChemIm, Ceska republika

Isopentenyladenosin: OIChemIm, Ceska republika

Kvasinkovy extrakt: Sigma-Aldrich, USA

Kyselina dusiéna: Lachema, Ceské republika

Kyselina mravenc¢i: Sigma-Aldrich, USA

L-aspargin monohydrat: Sigma-Aldrich, USA

L-cystein hydrochlorid: Lachema, Ceska republika

Methanol HPLC grade: Fluka, Némecko

Oasis MCX Extraction Cartridges: Waters, USA

Pepton: Sigma-Aldrich, USA

Preimunni kolonky: OlChemIm, Ceské republika

RNase-free voda: Qiagen, USA

Sacharosa: Lach-Ner, Ceska republika

Siran hofe¢naty heptahydrat: Penta, Ceska republika
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Siran zine¢naty monohydrat: Sigma-Aldrich, USA

Spe-ed SPE Cartridges, Octadecyl C18/18%: Applied Separations, USA
Zeatin(cis): OlIChemIm, Ceska republika

Zeatin(trans): OlIChemIm, Ceska republika

3.3 Enzymy, prislusné pufry a koponenty pro molekularni biologii

Alkalicka fosfatasa FastAP: Thermo Scientific, USA
10x reakéni pufr pro FastAP: Thermo Scientific, USA
DNasa Turbo: Ambion, USA

10x reakéni pufr pro Dnasu Turbo: Ambion, USA

RevertAid H Minus reverzni transkripatasa: Thermo Scientific, USA

5% reak¢ni pufr pro reverzni transkriptasu: (Thermo Scietific, USA

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

sekvence jsou nasledujici:

CpCYT450 TAQ fw
CpCYT450_TAQ_rev
CpCYT450_TAQ_probe

CpIPTLOG_TAQ_fw
CpIPTLOG_TAQ rev
CpIPTLOG_TAQ_probe

CpIPT LOG1lexon fw
CpIPT LOG1lexon rev
CpIPT LOGL1lexon probe

CpIPT LOG2-3exon fw
CpIPT LOG2-3exon rev
CpIPT LOG2-3exon probe

Primery a Tag-man sondy byly syntetizovany v Elisabeth Pharmacon spol. s.r.o. a jejich

5’-GCGCAATACAGAGATGAGAGGTT
5'-GCACATATATCGAGCTATCCTTGATC
5’-CCCGAGCGATGGACCACGAGAC

5-ATGGCGGGCGAGTTCTG
5'-CCACCAAAGACGCAAACCA
5'-AGGCACGCGCTTGGATTTTTCCC

5'-TACAAACCCGGAGGCATCA
5-TGGCACGTCGTCTGTTTCC
5'-ACGGCGAGACCCCTCCCCG

5-TGGTTGCGTGTCTTGACCGA
5'-AAAACATCACGAAGATTACATACGTACA
5'-ATCACGGTCATGTGCTAA
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CplIPT LOG3exon fw
CpIPT LOG3exon rev
CpIPT LOG3exon probe

CpLOG_TAQ_fw
CpLOG_TAQ rev
CpLOG_TAQ_probe

CptRNA IPT fw
CptRNA IPT rev
CptRNA IPT probe

CpADA fw
CpADA rev
CpADA probe

CpAUX_TAQ fw
CpAUX_TAQ rev
CpAUX_TAQ probe

>g actin TAQ fw
>g actin TAQ rev
>g actin TAQ probe

>gpd-1 TAQ fw
>gpd-1 TAQ rev
>gpd-1 TAQ probe

3.4 Pouzité Kkity

5-GAGTGATGATGTTGTTGTTGTGAAAGGT

5'-AAACGTCACAGTGGCCAACTAA

5-TTGGTTACGTTAATATCCTGCCGTTCTGGG

5’-CAGAACGGTCTGCTCCATCA
5'-CGAGAGCTTCCGGGATGA
5-CGGCCCCGAATCCGTGCA

5-TCTCGCATCGGCACTTGAG
5'-GCATATCTCGCATGTCCTTTTG
5-CCGCCCCAAGCGACCCATG

5'-CTGCACAATCAACTCGGACAA
5’-CCTGCCGATCATAACTTGATAGAA
5-TGCCTTTTACCGCTCGACGCTCTC

5-GCGAACCTAAATGTTATGCTCTTCA
5-GCTTTTCGGCGTTGAGTTGT
5'-ATGCCTCATTTTCACCAAGCTCGCC

5'-CGACAATGGTTCGGGTATGTG
5'-TGACCCATGCCGATCATG
5’-CCAGAGCCGTTTTCCCCTCTATCGTC

5’-CCCCGAGATTGAGGTCGTT
5'-CGCCGTGGGAAGAGTCATAC

5’-ACCCCGAATATGCTGCCTACATGCTCA

RNAqueous Total RNA Isolation Kit (Ambion, USA)

3.5 Pristroje

Analytické vahy: Nahita, Spanélsko
Autoklav: BMT Medical Technology, Ceska republika
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Centrifuga Rotanta: Hettich, Némecko

Centrifuga Scanspeed: LaboGene, Dansko

Flowbox: Merci, Ceska republika

Lyofilizator: LaboGene ApS, Déansko

Mlyn kulovy vibracni: Retsch, Némecko

Pipetovaci roboticka stanice Bravo: Agilent, USA

Speedvac: Thermo Electron Corporation, USA

Ultrazvuk Elmasinic P: Elma Schmidbauer GmbH, Némecko
UPLC systém NEXERA: Shimadzu, Japonsko

UV/VIS Spektrofotometr: Agilent, USA

Velkokapacitni tiepacka: Kiihner, Svycarsko

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

ZORBAX RRHD Eclipse Plus 1,8 um, 2,1 x 50 mm: Agilent, USA

3.6 Roztoky

BIl medium
5 g sacharosy, 5 g peptonu, 5 g L-asparginu, 1 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného,
0,5 g siranu hotecnatého heptahydratu, doplnéno destilovanou vodou do 1 1, upraveno

na pH 5,2 hydroxidem draselnym, autoklavovano

Mantle medium

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

hydroxidem draselnym, autoklavovano

Modifikovany Bielskeho pufr

Methanol, destilovand voda a kyselina mravenci, smichano v poméru 15:4:1.

PBS pufr
8,01 g chloridu sodného, 0,2 g chloridu draselného, 1,78 g hydrgenfosfore¢nanu

sodného dihydratu, 0,27 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného, doplnéno destilovanou

31



vodou na 1 1, pH upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové popt. hydroxidu sodného

na’7.4.
3.7 Postupy

3.7.1 Kultivace houby pro izolaci cytokinint

Medium (BII resp. Mantle) bylo rozlito po 50 ml do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu
250 ml, baiiky s mediem byly autoklavovany. Media byla inokulovana v laminarnim
boxu kousky C. purpurea péstované na agarové plotné. Do Mantle media byly pfidany
cytokininy (tZ, cZ, DHZ a iP) tak, aby jejich koncentrace v mediu byla 10 pmol‘I™, jako
kontrola byl pfidan stejny objem dimethylsulfoxidu (DMSQ). Kultivace probihala
na velkokapacitni tfepaéce (Kiihner) pii teploté 26 °C po dobu 14 dni, béhem nichz byly
odebirany vzorky mycelii (po 3 a 14 dnech) a vzorky medii (po 1, 3, 7 a 14 dnech).
Odebrané vzorky byly lyofilizovany.

3.7.2 Analyza cytokinini
Pro analyzu CK byl pfevzat protokol vyvinuty v Laboratofi rdstovych regulatorti
(Univerzita Palackého v Olomouci). Pro analyzu bylo pouzito 50 mg DW mycelii,
zmedii bylo odebrano po 5 ml a lyofilizovano. Vzorky byly homogenizovany
s 1 ml modifikovaného Bielskeho pufru v kulickovém mlynku pti 27 Hz po dobu 3 min
a pot¢ 5 min sonifikovany. Dale byly 30 min protiepavany pii teploté 4 °C a
centrifugovany 15 min (14 000 rpm, 4 °C). Sediment byl znovu extrahovan 1 ml
modifikovaného Bielskeho pufru, 30 min protiepavan pii teploté 4 °C a centrifugvan
15 min (14 000 rpm, 4 °C). Oba podily Cistého supernatantu byly aplikovany na
aktivované Speed SPE Octadecyl C18 kolonky (Applied Separation) pro zachyceni
nepolarnich latek. Kolonky byly aktivovany 1 ml methanolu a 2 ml modifikovaného
Bielskeho pufru. Po projiti kolonkou byly vzorky zahustény na objem cca 750 pl a poté
smiseny s 2 ml kyseliny mraven¢i o koncentraci 1 mol-1™". Bazické latky spolu s CK
byly poté zachyceny na aktivovanych Oasis MCX kolonkach (Waters). MCX kolonky
byly aktivovany 2 ml methanolu, 2 ml destilované vody, 2 ml 50% kyseliny dusi¢né,
2 ml destilované vody a 1 ml kyseliny mraven¢i o koncentraci 1 mol-1™. Bazické latky
byly nasledné vyeluovany 1 ml 0,35 mol1” hydroxidu amonného a 2 ml 0,35 mol1"
hydroxidu amonného v 60% methanolu.

Eluaty byly vysuseny a poté rozpustény v 50 pl 70% ethanolu, smichany s 450 pl
PBS a precistény prokapanim pies preimmunni kolonky. Vzorky byly dale naneseny na
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imunoafinitni kolonky se specificitou k isoprenoidnim CK (OlChemIm, Ceska
republika), zachycené CK byly eluovany 3 ml 100% methanolu a vysuseny. Odparek
byl rozpustén v 10% methanolu a separovan chromatografii na reverznich fazich na Cyg
koloné¢ (ZORBAX RRHD Eclipse Plus 1,8 pum, 2,1 x 50 mm, Agilent) spojené s ultra
ucinnou kapalinovou chromatografii (Shimadzu Nexera). Kolona byla promyvana
linearnim gradientem mravencanu amonného o koncentraci 15 mmol~l’1, pH4)5, a
methanolem: 0 min, 5% methanol; 2 az 28 min, 50% methanol; pritok 0,40 ml'min’,
teplota kolony 40 °C. Piky byly porovnany se standardy (OlChemlIm) a koncentrace
byla odeétena z plochy pikl za pouziti LabSolution softwaru (Shimadzu).

Frakce, které se nezachytily na imunoafinitnich kolonkach byly odpafeny na vakuové
odparce, rozpustény ve 200 ul vody a inkubovany s ptidavkem 20 pl 10x FastAP pufru
a 10 pl FastAP (Thermo Scientific) piti 37 °C po dobu 1 hod. Po inkubaci byly

precistény pies imunoafinitni kolonky a aplikovany na UPLC.

3.7.3 Kultivace houby pro izolaci RNA

Mantle medium bylo rozlito po 50 ml do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 250 ml,
banky s mediem byly autoklavovany. Media byla inokulovana v laminarnim boxu
kousky C. purpurea péstované na agarové plotné. Kultivace probihala na velkokapacitni
ttepaCce (Kiihner) pii teploté 26 °C po dobu 5 dni. Poté byly do media piidany
cytokininy (tZ, cZ a iP); jejich vysledna koncentrace v mediu byla 10 pmol-I™ resp.
100 nmol-I™. Jako kontrola byl pfidan stejny objem dimethylsulfoxidu. Vzorky mycelii
byly odebirany po 1, 3, 24 a 72 hodinach. Odebrané vzorky byly lyofilizovany.

3.7.4 Priprava cDNA

3.7.4.1 lzolace RNA

Izolace RNA byla provedena pomoci RNAqueous Total RNA Isolation kitu (Ambion,
USA). K nadrcenému vzorku lyofilizovaného mycelia byl piidan 1 ml lyza¢niho pufru,
vzorek byl po 10 min inkubaci centrifugovan 2 min (14 000 x g, 4 °C). K ¢istému
supernatantu bylo pfidano stejné mnozstvi 64% ethanolu a promichdno; smés byla
zfiltrovana. RNA, ktera se zachytila na filtru, byla promyta a nasledné eluovana dvéma

podily elu¢niho roztoku (60 a 34 ul) vytemperovaného na teplotu 80 °C.
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K eluatu bylo ptidano 10 pl 10x Turbo DNasového pufru a 2 ul Turbo DNasy, smés
byla inkubovana pii 37 °C 40 min; poté byl pfidan 1 ul enzymu a inkubace probihala
dalsich 30 min. Reakce byla inaktivovana pfi teploté¢ 60 °C po dobu 10 min.

Ke vzorku RNA byl ptidan polovi¢ni objem roztoku chloridu lithného 0 koncentraci
7,5 mol-I"!; sm&s byla inkubovana 1 hod pii teploté - 20 °C a poté centrifugovana
(14 000 x g, laboratorni teplota). Pelet byl promyt 70% ethanolem, vysuSen a rozpustén
v 20 ul elu¢niho pufru.

3.7.4.2 Reverzni transkripce

K5 pl izolované RNA byl ptidan 1 pl Oligo(dT) primeru, smés byla doplnéna na objem
13 ul RNase-free vodou a inkubovana 5 min pii teploté¢ 65 °C. Po inkubaci byla
okamzité umisténa do ledu. Dale byly ptidany 4 pl 5x reakéniho pufru, 2 pl 10 mmol-1™
dNTP mixu, 1 ul RevertAid H Minus reverzni transkriptasy; smés byla inkubovana
60 min pfi teploté 42 °C. Reakce byla ukoncena pti 70 °C po dobu 10 min.

3.7.4.3 gPCR

K 20 ul ptipravené cDNA bylo piidano 40 pl elu¢niho pufru. Déle byla pfipravena smés
primerd a proby pro vSechny jednotlivé geny — do 200 ul RNase-free vody byly ptidany
2 ul préby, 2,4 ul rev primeru a 2,4 pl fw primeru tak, aby finalni koncentrace kazdého
oligonukleotidu byla 1 pmol-1™.

Na PCR bylo pouzito 1,25 ul zfedéného templatu cDNA; k tomu bylo pfidano 2,5 pl
PCR mixu (Tagman Universal PCR Master Mix), 1,25 pl smési proby s primery.
Pomoci pipetovaci robotické stanice Bravo byly rozpipetovany jednotlivé komponenty
do 384-jamkové destic¢ky (celkovy objem reakce 5 ul) ve dvou technickych replikatech.
gPCR reakce probéhla na PCR systému VIIA7 ve standardné nastaveném programu
(27-50°C; 8 -95°C, 40 cyklt -30"" - 95 °C a 1'- 60 °C) a vysledné Ct hodnoty byly
vyhodnoceny pomoci softwaru DataAssist (Applied Biosystems, USA).
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4 VYSLEDKY

Ke sledovani metabolismu cytokinin v C. purpurea byly k houb¢ péstované v Mantle
mediu pfidany cytokininy trans-zeatin, cis-zeatin, dihydrozeatin a isopentenyladenin
tak, aby vysledna koncentrace hormonu v mediu byla 10 pmol-I™. Jako kontrola byl do
Mantle media pfiddn stejny objem DMSO. Pro porovnani produkce CK v riznych
mediich byla houba péstovana i vmediu BII se stejnym piidavkem DMSO. Byl

sledovan obsah hormonti v myceliu houby, a také jejich vylucovani do media.

Aby bylo mozZné sledovat dynamiku produkce CK béhem ristu houby, byly vzorky
odebirdny v riznych casovych intervalech; kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou
replikatech (kromé tfidenniho mycelia, mycelium nebylo dostate¢né rozrostlé, a proto
bylo vzorku malo). Vzorky media byly odebirany po 1, 3, 7 a 14 dnech; k analyze bylo
odebrano 5 ml media a lyofilizovano. Vzorky mycelia byly odebirany po 3 a 14 dnech,

lyofilizovany a k analyze bylo pouzito 50 mg suchého vzorku.

Vysledky analyzy jsou uvedeny v tabulkdch. Tab. 1 uvadi primérnou koncentraci
CK ze dvou biologickych replikati mycelii v pmol-g dry weight™ a jejich smé&rodatnou
odchylku. Tab. 2 uvadi koncentrace CK v mediich v pmol'ml™. Ve sloupcich jsou
uvedeny jednotlivé cytokininy a jejich ribosidy.

Z obsahu CK ve vzorcich z kontrolnich medii BII a Mantle bez pfidavku hormonti je
vidét, Ze houba je skute¢né sama o sobé schopna produkce CK. Obsah CK v myceliu
v Case klesd, zatimco v mediu stoupd, to znamena, ze hormony, které houba produkuje,
vylucuje v rizné mife do media. V ptipad¢ houby péstované v mediu s ptidavkem CK
je obsah tohoto cytokininu v myceliu oproti kontrole zna¢né zvySeny, coz znadi, ze
houba cytokinin pfijima (zda aktivné nebo pasivné nelze posoudit) a piipadné jej
metabolizuje na jiné formy CK. V Case se vSak obsah CK v myceliu snizuje, houba ho
zpétné vylucuje do media. V mediu s pfidavkem hormonu je také obsah ptidaného CK
podle ocekavani vysoky. Jeho koncentrace v mediu vSak v nasledujicich dnech stoupd, a
to v fadu stovek pmol na 1 ml. To by znamenalo, Ze exogenni aplikace CK do media
vyvola v houb¢ reakci, jejimz vysledkem je zvySeni produkce CK houbou a vylu¢ovani

prakticky veSkerého takto vytvofeného CK do media.
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Tab. 1 Koncentrace CK v myceliich v pmol-g dry weight™; + smé&rodatna odchylka ze dvou biologickych replikata (Mantle-3, tZ-3, ¢Z-3, DHZ-3 a iP-3 —
pouze jeden replikat)

BIl resp. Mantle — mycelium z media BIl resp. Mantle s ptidavkem DMSO; tZ, cZ, DHZ a iP — mycelium z Mantle media s ptidavkem CK o vysledné
koncentraci 10 umol-I™; &islo znaéi den odbéru vzorku

tZ — trans-zeatin, tZR — trans-zeatinribosid, cZ — cis-zeatin, cZR — cis-zeatinribosid, DHZ - dihydrozeatin, DHZR - dihydrozeatinribosid, iP —
isopentenyladenin, iPR - isopentenyladenosin

Mycelium Cytokininy

tZ tZR cZ cZR DHZ DHZR iP iPR
BII-3 0,89 0,08 0,11 0,05 0,11 0,07 175 0,14 0 0 0 0 0,85 0,82 0,33 0,06
BII-14 0,55 0 0 0 0,52 0,03 0 0 0,06 0,06 0 0 0,10 0,05 0 0
Mantle-3 0,04 0,10 0,06 1,39 0 0 0 0,05
Mantle-14 0,13 0,01 0 0 0,31 0,02 0,01 0,01 0 0 0 0 0,05 0,03 0 0
tZ-3 34,26 39,35 0,17 0,62 0,03 0 0 0,04
tZ-14 46,51 0,16 0,06 0,05 0,31 0,01 0,01 0,01 0,12 0,01 0 0 0 0 0 0
cZ-3 0,33 0,36 25,86 30,51 0 0 0 0,06
cZ-14 0,28 0,02 0 0 4426 459 0,07 0,02 0 0 0 0 0,04 0,04 0 0
DHZz-3 0,16 0,09 0 0 28,41 13,81 0,27 0,04
DHZ-14 0,09 0,01 0 0 0 0 0 0. 3686 510 0,04 0,02 0,04 0,04 0 0
iP-3 4,08 9,56 0,10 0,68 0,02 0 23,07 16,54
iP-14 4941 0,05 0,08 0,06 0,37 0,02 0,03 0,03 0,22 0,07 0,02 0,02 1,03 0,39 0 0
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Tab. 2 Koncentrace CK v mediich v pmol-mlI™

Medium Cytokininy

tz + tZR + cZ + CcZR £ DHZ + DHZR + P+ iPR =
BlI-1 2,76 2,26 0 0,48 0,33 o 0o 0 0 0 0 210 084 28 0,09
BI1-3 6,10 0,96 - 0,07 0,80 011 076 0,12 o 0 0 0 249 051 - 0,41
BII-7 31,61 0,69 0 o - 1,57 - 0,26 0 0 o0 0,09 0
BII-l4 | 4417 389 0 0 241 0,73 073 - 1,19 0 0 0,50 o 0
Mantle-1 2,02 052 007 007 0,22 0,05 o 0 0 05 0,05 0 0 0 004 0,04
Mantle-3 2,76 162 011 011 1,12 011 020 020 0 0 o0 0 0,06
Mantle-7 | 1927 310 0,21 16,67 2,01 - 0,38 - 1,18 0 0 031 0 0
Mantle-14 9,31 0,01 0 0 2332 074 268 050 0 0 o0 o 0 0
tz-1 98454 8360 2,25 0,76 1,05 0,50 0 0 029 0,29 o 0 0 0 0
tz-3 126234 272,49 4,55 3,53 247 016 016 079 079 0 0O 0 o0
tz-7 1272,00 232,86 3,19 431 058 3,22 0,81 - 0,26 o 0 0
tz-14 | 147669 11440 890 2,19 3,77 255 0,10 0,10 7,90 4,30 0 0 0O 0 0
cZ-1 8,24 0,05 0O 0 75329 3792 015 015 0 0 o ol167 167 0 0
cZ-3 4,73 1,52 0O 0 89788 28220 1159 313 0 O O 0 066 028 0 0
cZ-7 13,49 125007082 032 102238 21378) 3728 916 0 0 o o o0 0 0 0
cz-14 | 2576 126 0 ol 119133 20928 38 010 0o of 442 112 0 0 0 0
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Tab. 2 Koncentrace CK v mediich v pmol-ml™; (pokracovani)

+ smérodatna odchylka ze dvou biologickych replikati

BIl resp. Mantle — medium BII resp. Mantle s ptidavkem DMSO; tZ, ¢Z, DHZ a iP —Mantle medium s piidavkem CK o vysledné koncentraci 10 pmol-I™;
Cislo znaci den odbéru vzorku

tZ — trans-zeatin, tZR — trans-zeatinribosid, cZ - cis-zeatin, cZR - cis-zeatinribosid, DHZ - dihydrozeatin, DHZR - dihydrozeatinribosid, iP —
isopentenyladenin, iPR - isopentenyladenosin

Medium Cytokininy

tz + tZR + cZ + CcZR + DHZ + DHZR + iP + iPR +
DHZz-1 3,05 1,58 0 0 0 0 0 0 888,16 72,80 0 0 0 0 0 0
DHZ-3 1,83 0,57 0 0 0 0 0 0 857,23 65,26 10,19 0,23 0,38 0,38 0 0
DHZzZ-7 15,97 2,59 0,35 0,35 0 0 0 0 899,70 3154 18,59 1,18 0 0 0 0
DHZz-14 12,94 3,95 0 0 0 0/ 056 056 98223 128,93 3,80 0,14 0 0 0 0
iP-1 13,67 0,00 2,30 0,40 0 0 0 0 0 0 0 0 879,26 33,92 1,40 0,60
iP-3 146,15 26,72 1594 156 0,68 0,14 0 0 0 0 0 0 58211 159,79 1124 0,80
iP-7 1076,53 503,05, 74,11 6,24} 6,82 3,02 1,54 0,33 4,93 0,26 0 0 19,58 2,74 0 0
iP-14 1590,67 83,51 766 159 6,0/ 0,12 0 0 5,66 0,12 0 0 4,48 0,29 0 0
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Obr. 8 Mycelium z Bll media — koncentrace CK v pmol-g DW™
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Obr. 9 Bll medium — koncentrace CK v pmol-ml™

Obsah ribosidd v tfidennim myceliu je pomémé vysoky (srovnatelny s obsahem
volné baze, a v nékterych piipadech dokonce vyssi), zatimco ve ¢trnactidennim myceliu
je oproti obsahu volnych bazi zanedbatelny. V mediu, v némz houba rostla jeden den,
ribosidy prakticky nebyly nebo se vyskytovaly jen v minimalnich koncentracich,
po tfech a sedmi dnech byl jejich obsah vyssi a po ¢trnacti dnech se jejich koncentrace
vyraznég snizila.

Obsah nukleotidi (tZRMP, cZRMP, DHZRMP a iPRMP), které byly analyzovany
po oSetfeni vzorku alkalickou fosfatasou, byl prakticky zanedbatelny, proto v tabulce

nejsou uvedeny. V myceliich ani mediich bez ptidavki CK nebyly nukleotidy
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Obr. 11 Mantle medium — koncentrace CK v pmol-mlI™*

detekovany viibec; objevovaly se pouze v n¢kterych mediich s ptidavkem hormonu po 7
a 14 dnech ristu houby. V mediu s pfidavkem cZ byl maly obsah cZRMP (1,27
pmol-ml™ v sedmidennim mediu a 0,80 pmol'ml™ ve &trnactidennim mediu). V mediu
s piidavkem DHZ byl detekovan DHZRMP (4,69 pmol-ml™ po 7 dnech, 0,86 pmol-ml™
po 14 dnech), ale i tZRMP (0,44 pmol-ml™ po 7 dnech). V mediu s ptidavkem iP byl
detekovan tZRMP (4,11 pmol'‘ml™ po 7 dnech) a DHZRMP (0,21 pmol-ml™ po
7 dnech).

Vzijemné piemény jednotlivych CK jsou patrny z grafli. Grafy zobrazuji, jak se

koncentrace jednotlivych CK (v pmol-g dry weight™ v piipadé mycelia, v pmol-ml™
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Obr. 12 Mycelium z Mantle media s ptidavkem tZ — koncentrace CK v pmol-g DW™
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Obr. 13 Mantle medium s ptidavkem tZ — koncentrace CK v pmol-ml™

v mediich) méni v ¢ase. Sloupce vzdy vyjadiuji soucet vSech forem dané hormonu
(volné baze, ribosidu a nukleotidu). Obecné koncentrace CK v myceliu klesa, zatimco

vV mediu stoupa.

Ze vzorkt medii BII a Mantle (Obr. 8 - 11) Ize vidét, ze CastéjSimi formami
cytokinint v houbé jsou tZ a c¢Z. Ve vzorcich z BIl media (Obr. 8 a 9) mlizeme
pozorovat vys§i obsah iP, jehoz tvorbu medium BII podporuje. Ve vzorcich z Mantle
media (Obr. 10 a 11) lze naproti tomu pozorovat zvySenou tvorbu cZ. DHZ jako
zasobni redukovand forma se v houbé na pocatku jejiho rlstu pfiliS netvori, jeho
koncentrace se zacala zvySovat az po 7 resp. 14 dnech. Obecné je vSak celkovy obsah

CK vyssi v nutricné bohatém mediu BII neZ v Mantle mediu, které vyvolava sporulaci.
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Obr. 14 Mycelium z Mantle media s ptidavkem c¢Z — koncentrace CK v pmol-g DW™*
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Obr. 15 Mantle medium s ptidavkem cZ — koncentrace CK v pmol-ml™

V myceliich a mediich s pfidavkem hormont je koncentrace ptfidaného hormonu
mnohonasobn¢ vyssi nez koncentrace ostatnich cytokininli. Aby byly koncentrace vSech
hormont v grafu dobfe viditelné, jsou v nasledujicich grafech hodnoty koncentrace na

ose y uvedeny v logaritmickém méfitku.

Ve vzorcich, kam byl pfidan tZ (Obr. 12 a 13), roste v mediu obsah c¢Z, coz znamena,
ze houba isomeruje pfijaty tZ na jeho cis formu. tZ je také v pomérné vysoké miie
redukovan na DHZ, jehoz koncentrace se v prib&hu riistu houby zvysuje.

Ve vzorcich s pfidavkem cZ (Obr. 14 a 15) stoupa i koncentrace tZ, coz ukazuje opét

na isomeraci mezi t¢émito dvéma formami. Po 14 dnech, kdy uz je koncentrace tZ vyssi,

Ize pozorovat i jeho ptevedeni na DHZ.
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Obr. 16 Mycelium z Mantle media s ptidavkem DHZ — koncentrace CK v pmol-g DW™
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Obr. 17 Mantle medium s ptidavkem DHZ — koncentrace CK v pmol-ml™

V myceliu ani mediu s pfidavkem DHZ (Obr. 16 a 17) se koncentrace DHZ
V porovnani s pfidavky ostatnich cytokininti pfili§ neméni. Houba jej do sebe pfijala a
jeho koncentrace po 14 dnech rastu klesla jen malo. A zatimco pfi ptidavku tZ a cZ
jejich koncentrace v mediu stoupla o cca 400 pmol-ml™, v mediu s ptidavkem DHZ se
koncentrace tohoto cytokininu zvysila jen o pfiblizng 100 pmol-ml™. V pribshu ristu
houby se zvySuje koncentrace tZ, ktery vznika vytvofenim dvojné vazby na DHZ, anebo
jeho syntéza probiha de novo. Po 14 dnech ristu je v houb¢ pfitomen i cZ, ktery vznikl

isomeraci tZ.
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Obr. 18 Mycelium z Mantle media s ptidavkem iP — koncentrace CK v pmol-g DW™
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Obr. 19 Mantle medium s ptidavkem iP — koncentrace CK v pmol-ml™

Ve vzorcich s pridavkem iP (Obr. 18 a 19) koncentrace iP prudce klesa v myceliu i
mediu. Zaroven ale stoupa obsah tZ, coz ukazuje na vysokou aktivitu enzymu
cytochrom P450 monooxygenasy, ktery katalytuje tuto reakci a prevadi prakticky
veskery iP na tZ. Dale se zvySuje koncentrace cZ, ktery vznika isomeraci z tZ. tZ je také

redukovan na DHZ.
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5 DISKUZE

5.1 Metoda pro analyzu cytokinint

Produkce CK houbami byla dlouhou dobu opomijena. Jen nékolik ¢lankt se zabyva
meéfenim obsahu CK v houbach interagujicich s rostlinami. Crafts and Miller (1974)
detekovali a identifikovali trans-zeatin a jeho ribosid vhoubé Rhizopogon
ochraceorubens porovnanim reten¢niho faktoru z papirové chromatografie, teploty tani
a absorbance izolovaného hormonu se syntetickym trans-zeatinem, a také porovnanim
hmotnostnich spekter s vypoctenymi a publikovanymi hodnotami pro tZ; CK vSak
nebyly kvantifikovany. Murphy et al. (1997) se zaméfili na produkci CK houbou
Pyrenopeziza brassicae. CK byly identifikovany podle jejich reten¢nich ¢ast na HPLC,
zniz byly odebirdny frakce po 1,5 ml a detekovany pomoci kompetitivni ELISY
S polyklonalnimi protilatkami proti iPR a ZR. ELISA vSak neni piili§ pfesnou metodou,
protoze béhem reakce muze interferovat vice latek. Jiang et al. (2013) zjistovali obsah
mnoha riznych forem CK (volné baze, ribosidy, nukleotidy a glykosidy) v
Mangaporthe oryzae pomoci UPLC-MS. Bruce et al. (2011) zkoumali obsah CK
metodou HPLC-(ESI)MS/MS, pomoci této metody analyzovaly Siroké spektrum
riznych forem cytokinini. Toto spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii je velice citlivou metodou jak pro identifikaci tak i kvantifikaci CK. Je
vhodné i pro identifikaci CK ve vzorcich, kde neni znamo, v jakych formach se CK
vyskytuji, a tedy nevime, jaké signaly oCekavat.

Hinsch et al. (2015) provedli analyzu vSech forem CK v houbé Claviceps purpurea.
Bylo popséano, které formy CK se v houbé vyskytuji v hojnéjsi mife a které nebyly
detekovany prakticky vibec. S touto znalosti pak mohla byt zavedena metoda
k identifikaci CK, kdy CK jsou zachyceny na imunoafinitnich kolonkach specifickych
pro isoprenoidni CK, a poté analyzovany na UPLC s UV detekci. Protoze vime, jaké
CK muzeme v houbé o¢ekavat, je snadné pfifadit jednotlivé piky v chromatogramu ke

konkrétnim CK porovnanim jejich retenc¢nich ¢asii a absorpéniho naxima se standardy
(Obr. 20 a 21).

5.2 Konverze cytokinini

Schardl et al. (2013) sekvencovali cely genom houby Claviceps purpurea. Bylo
zjisténo, 7e ma cca 14 000 gend, coz je fadové srovnatelné s genomem rostliny

Arabidopsis thaliana (cca 20 000 geni). C. purpurea je eukaryotni organismus, ve
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své podstaté plisen, pfesto obsahuje podobné drahy biosyntézy cytokinind jako rostliny.
V houb¢ byly identifikovany obdobné geny pro biosyntézu CK jako maji rostliny. Tyto
geny koduji enzymy cytochrom P450 monooxygenasu, fosforibohydrolasu zvanou
,Lonely guy‘, adenylatovou isopentenyltransferasu i tRNA-IPT. Zvlastnosti v houbé¢ je
bifunkéni enzym spojujici domény IPT a LOG, CpIPT-LOG, ktery se u rostlin

nevyskytuje; v rostlinach jsou oba enzymy samostatn¢.

Wax Intensity : 44 022 MPa
Time 16249 Inten. 0,755 Press. 79,36F

75,0
Owven Temp. !

70,0

CZR + DHZR 65,0
F 60,0
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8.0 9.0 10,0 1.0 12,0 13.0 14,0 12,0 18,0 17.0 18,0 190 200  min
Obr. 20 Chromatogram cytokininovych standardt trans-zeatinu, cis-zeatinu, dihydrozeatinu,
isopentenyladeninu a jejich ribosidu
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Obr. 21  Chromatogram  cytokininovych  standardi  trans-zeatinu,  cis-zeatinu,
isopentenyladeninu a jejich ribosidi
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Ze ziskanych vysledkl koncentraci a zmén v obsahu jednotlivych CK v myceliich 1
mediich s pfidavkem hormont je vidét, Ze houba ma enzym, ktery redukuje trans-zeatin
na dihydrozeatin (zeatinreduktasa), a také ma enzym, ktery prevadi jeden isomer zeatinu
na druhy (zeatin-cis-trans-isomerasa). Oba enzymy jsou piedpokladany i v rostlinach
(Bassil et al., 1993; Martin et al., 1989), ale zatim nebyly identifikovany geny, které
tyto enzymy koduji, takze nemohly byt porovnany se sekvencemi v genomu houby,

proto nebyly v houb¢ nalezeny.

Vétsina CK v rostlinach se vyskytuje ve formé O- nebo N-glukosidi, coz jsou
zasobni formy CK. V pfipad¢ potieby aktivnich forem CK jsou glukosidy $tépeny f-
glukosidasou na volné baze (Brzobohaty et al., 1993). Pii kompletni analyze CK v
houbé C. purpurea bylo zjiSténo, Ze houba produkuje v pomérné vysoké mife
isoprenoidni cytokininy tZ, ¢Z, DHZ a iP a jejich ribosidy. Nukleotidy byly v houbé
obsazeny malo, zatimco O- ani N-glukosidy nebyly detekovany prakticky vibec
(Hinsch et al., 2015). | v pfipadé houby péstované v mediu s pfidavkem CK byla
naméfena jen mala koncentrace nukleotidi v mediu, zatimco glukosidy byly prakticky
nedetekovatelné (nezvefejnénd data). Houba tedy pravdépodobné vyuzivd jiné
mechanismy konverze CK nez rostliny. V nékterych mediich byly také detekovany

latky, které vykazuji podobné chovani jako CK (zachytavaji se na imuno-kolonkach

Wax Intensity : 234 787 MPa
Time - - 7,318 - Inten: 0,654 - Press: - -20,32]

DHZ S
Oven Temp. F

70,0

650

60,0

8.0 9.0 100 10 120 130 140 180 4180 170 180 190 200  min
Obr. 22 Chromatogram cytokinini z media, v némz rostla C. purpurea 7 dni po ptidavku

dihydrozeatinu do media; trans-zeatin, dihydrozeatin a dihydrozeatinribosid; 16,339 a 19,148 —
neidentifikované latky vykazujici podobné chovani jako cytokininy
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specifickych k isoprenoidnim CK, absorbuji na stejnych vinovych délkach jako CK), ale
nebyly pfifazeny k Zzadnym pouZitym standardim (Obr. 22). Je mozné, ze houba tvoii

dalsi konjugaty cytokininli jinym, zatim nepopsanym zptisobem.

5.3 Percepce cytokininového signalu v houbé

Bylo zjisténo, ze hlenka Dictyostelium discoideum potiebuje cytokininy pro zahajeni
sporulace (Anjard and Loomis, 2008). Kli¢eni spor je pak inhibovdno discadeninem
[N3-(3-amino-3-karboxypropyl)-derivat isopentenyladeninu] (Ihara et al., 1980), coz
ukazuje, ze hlenka vnima CK signal. V rostlinach je percepce CK signalu
zprostiedkovana dvouslozkovym signdlnim systémem; CK jsou vnimany po navazani
na CHASE doménou histidinkinasového receptoru (To and Kieber, 2008). V genomu
hlenky Dictyostelium byla identifikovana jedna HK s CHASE doménou, ta vSak neni
zapojena do percepce CK signdlu; percepce CK zavisi na jiné HK a obsahu cAMP
v cytosolu (Anjard and Loomis, 2008).

Delece genu cpp450 v houbé C. purpurea, ktera ma za nasledek radikalni sniZeni
obsahu tZ a zvysSeni obsahu iP, vede ke zvyseni sporulace houby (Hinsch et al., 2015).
Houba tedy taktéz vniméa CK signal, ktery se pak podili na ovlivnéni fenotypu houby.
V genomu houby C. purpurea vsak nebyl identifikovan zadny protein s doménou
podobnou CHASE doméng, ale je mozné, ze budou identifikovany n&jaké hybridni HK.

Rostliny reaguji na CK signal down-regulaci biosyntetickych genli pro CK a up-
regulaci gent pro degradaci CK, jako je napfiklad gen kodujici CKX (PodleSakova et
al., 2012). Jestlize tedy houba vnima CK signal, je pravdépodobné, Ze se v houbé méni
exprese gent, které n¢jak souviseji s CK. Pro potvrzeni této hypotézy byla provedena
kontrola exprese n¢kolika genii zapojenych do syntézy CK (CpCYT450, CptRNAIPT,
CpLOG, CpIPTLOG) ¢i z blizkosti CK biosyntetického klastru — hypoteticky gen pro
adenosin deaminasu a gen s vyraznou homologii na auxinovy pienase¢ (CpADA,
CpAUX). Jako kontrola exprese byly pouzity provozni geny pro aktin a
glyceraldehydfosfat dehydrogenasu (CpG_Actin a CpGDP-1). Z ¢asovych diivodu vsak
bylo provedeno pouze jedno opakovani, pro potvrzeni vysledkii bude potieba
analyzovat jesté dalsi dva replikaty. Ze ziskanych vysledku se vSak zda, Ze se exprese se
nijak vyznamné neméni v pocatku rustu houby v mediu s pfidavkem CK. Po tfech
dnech rdstu houby v mediu s pfidavkem CK vSak bylo pozorovano uréité zvysSeni
exprese gend, které¢ koduji enzymy s LOG doménou, kterd zodpovida za uvoliiovani

volné baze z nukleotidu.
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V této praci byla provedena exprese jen nckolika malo gent souvisejicimi s CK;
exogenni aplikace CK do media vSak miize ovliviiovat expresi i jinych gend, které
Vtéto praci zkoumany nebyly. Proto je vplanu provést kompletni sekvenaci
transkriptomu C. purpurea péstované bez a s piidavkem cytokinini. Srovnani miry
exprese vSech 14 000 gent pak ukdze mozné kandidatni geny, které jsou zapojeny do

vnimani cytokininu a jeho regulace.
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6 ZAVER

V této bakalarské praci byla vypracovana literarni reSerSe na téma Claviceps purpurea a
téma fytohormony se zaméfenim na cytokininy, dale pak fytohormony v houbach

interagujicich s rostlinami.

Byla zavedena spolehlivai a pomérné citlivda metoda pro analyzu cytokinini
v myceliu houby zaloZena na imunoafinitnim pfeciSténi vzorku a nasledné identifikaci a

kvantifikaci cytokininti rozdélenim na UPLC s detekci pomoci UV spektrofotometrie.

Dale byla pomoci této metody provedena analyza produkce cytokininti houbou,
jejich metabolismus a dynamika produkce béhem rlstu houby v axenické kultute.
Houba Claviceps purpurea je schopna produkovat isoprenoidni cytokininy jako volné
baze a ribosidy, které jsou tvoreny hlavné v pocate¢ni fazi ristu houby. Nukleotidy jsou
tvofeny jen ve velmi malém mnoZzstvi, zatimco glukosidy nejsou tvotfeny prakticky
vilbbec. Krom¢ enzymii metabolismu cytokinind, které jiz byly popsany, ma houba
pravdépodobné i dalsi enzymy, které katalyzuji redukci dvojné vazby na trans-zeatinu
za vzniku dihydrozeatinu, a isomeraci mezi cis- a trans-formou zeatinu. Houba je
schopna do sebe pfijimat cytokininy z vnéjsiho prostiedi. Exogenni aplikace cytokininu
do media houby péstované v axenické kultufe pak vyvola zvysenou produkci cytokinint
V houbé¢. Vyznamna zména exprese nékolika zkoumanych genti souvisejicimi s CK vSak

zatim nebyla potvrzena.

50



7 LITERATURA

Anjard C. and Loomis W. F. (2008): Cytokinins induce sporulation in Dictyostelium.
Development 135, 819-827.

Astot C., Dolezal K., Moritz T., Sandberg G. (1998): Precolumn derivatization and capillary
liquid chromatographic/frit-fast atom bombardment mass spectrometric analysis of
cytokinins in Arabidopsis thaliana. Journal of Mass Spectrometry 33 (9), 892-902.

Agrios G. N. (1988): Plant Pathology, 3rd ed., Academic Press, San Diego, California,
803 stran.

Barker S. J., Tagu D. (2000): The roles of auxins and cytokinins in mycorrhizal symbioses.
Journal of Plant Growth Regulation 19, 144-154.

Bassil N. V., Mok D. W. S., Mok M. C. (1993): Partial purification of a cistrans- isomerase of
zeatin from immature seed of Phaseolus vulgaris L. Plant Physiology 102, 867-872.

Botany.cz: http://botany.cz/cs/claviceps-purpurea/ (10. 4. 2015)

Bove F. J. (1970): The Story of Ergot. S. Karger, Basel, Svycarsko, 298 stran.

Brownlee B. G., Hall R. H., Whitty C. D. (1975): 3-Methyl-2-butenal: an enzymatic degradation
product of the cytokinin N6-(D2- isopentenyl):adenine. Canadian Journal of Biochemistry
53, 37-41.

Bruce S. A., Saville B. J., Emery. R. J. N. (2010): Ustilago maydis produces cytokinins and
abscisic acid for potential regulation of tumor formation in maize. Journal of Plant Growth
Regulation 30, 51-63.

Brzobohaty B., Moore |., Kristoffersen P., Bako L., Campos N., Schell J., Palme K. (1993):
Release of active cytokinin by a betaglucosidase localized to the maize root meristem.
Science 262, 1051-1054.

Bush L. P., Wilkinson H. H., Schardl C. L. (1997): Bioprotective Alkaloids of Grass-Fungal
Endophyte Symbioses. Plant Physiology 114 (1), 1-7.

Caesar K., Thamm A. M., Witthoft J., Elgass K., Huppenberger P., Trefen C., Horak J., Harter
K. (2011): Evidence for the localization of the Arabidopsis cytokinin receptors AHK3 and
AHKA4 in the endoplasmatic reticulum. Journal of Experimental Botany 62, 5571-5580.

Crafts C. B. and Miller C. O. (1974): Detection and identification of cytokinins produced by
myecorrhizal fungi. Plant Pphysiology 54, 586-588.

Cook N. C., Bellstedt D. U., Jacobs G. (2001): Endogenous cytokinin distribution patterns at
budburst in Granny Smith and Braeburn apple shoots in relation to bud growth. Scientia
Horticulturae 87, 53-63.

Emery R. J. N., Leport L., Barton J. E., Turner N. C., Atkins C. A. (1998): Cis-isomers of
cytokinins predominate in chickpea seeds throughout their development. Plant Physiology
117, 1515-1523.

Emery R. J. N, Ma Q., Atkins C. A. (2000): The forms and sources of cytokinins in developing
white lupine seeds and fruits. Plant Physiology 123, 1593-1604.

Entsch B., Parker C. W., Letham D. S. (1983): An enzyme from lupin seeds forming alanine
derivatives of cytokinins. Phytochemistry 22, 375-381.

Fernandez B., Centeno M. L., Feito I., Sanchez-Tames R., Rodriguez A. (1995): Simultaneous
analysis of cytokinins, auxins and abscisic acid by combined immunoaffinity
chromatography, high performance liquid chromatography and immunoassay.
Phytochemical Analysis 6 (1), 49-54.

Galuszka P., Popelkova H., Werner T., Frébortova J., Pospisilova H., Mik V., Kéllmer 1.,
Schmiilling T., Frébort I (2007): Biochemical characterization of cytokinin
oxidases/dehydrogenases from Arabidopsis thaliana expressed in Nicotiana tabacum L.
Journal of Plant Growth Regulation 26, 255-267.

Galuszka P., Spichal L., Kope¢ny D., Tarkowski P., Frébortova J., Sebela M., Frébort 1. (2008):
Metabolism of plant hormones cytokinins and their function in signaling, cell differentiation
and plant development. In: Studies in natural products chemistry. Vol. 34 (Atta-ur-Rahman,
ed.) Elsevier, Amsterdam, 203-264.

51



Ge L., Yong J. W. H., Goh N. K, Chia L. S., Tan S. N., Ong E. S. (2005): Identification of
kinetin and kinetin riboside in coconut water (Cocos nucifera L.) using a combined approach
of LC-MS and CE. Journal of Chromatography B 829, 26-34.

Ge L., Yong J. W. H, Tan S. N, Ong E. S. (2006a): Determination of cytokinins in coconut
(Cocos nucifera L.) water using capillary zone electrophoresis-tandem mass spectrometry.
Electrophoresis 27 (11), 2171-2181.

Ge L., Yong J. W. H.,, Tan S. N., Yang X. H., Ong E. S. (2006b): Analysis of cytokinin
nucleotides in coconut (Cocos nucifera L.) water using capillary zone electrophoresis-
tandem mass spectrometry after solid-phase extraction. Journal of Chromatography A 1133,
322-331.

Grayling A., Hanke D. E. (1992): Cytokinins in exudates from leaves and roots of red Perilla.
Phytochemistry 31, 1863-1868.

Golovko A., Sitbon F., Tillberg E., Nicander B. (2002): Identification of a tRNA
isopentenyltransferase gene from Arabidopsis thaliana. Plant Molecular Biology 49, 161-
169.

Harrison S. T. L. (2011): Cell disruption. In: Comprehensive biotechnology, 2nd edition (Moo-
Young M. ed.) Elsevier, Oxford, 619-640.

Hedden P., Phillips A. L., Rojas M. C., Carrera, E., Tudzynski B. (2001): Gibberellin
biosynthesis in plants and fungi: a case of convergent evolution? Journal of plant growth
regulation 20, 319-331.

Hoffman A. (1972): Ergot - a rich source of pharmacologically active substances. In: Plants in
the Development of Modern Medicine (Swain T., ed.). Harvard University Press, Cambridge,
MA, 235-260.

Horgan R., Scott I. M. (1987): Cytokinins. In: Principles and practice of plant hormone
analysis (Rivier L., Crozier A. eds.) AcademicPress, London, UK, 303-365.

Hou B., Lim E. K., Higgins G. S., Bowles D. J. (2004): N-Glucosylation of cytokinins by
glycosyltransferases of Arabidopsis thaliana. Journal of Biological Chemistry 279, 47822—
47832,

Hoyerové K., Gaudinova A., Malbeck J., Dobrev P. 1., Kocabek T., Solcova B., Travnickové A.,
M. Kaminek (2006): Efficiency of different methods of extraction and purification of
cytokinins. Phytochemistry 67, 1151-1159.

Hulvova H., Galuszka P., Frébortova J., Frébort 1. (2012): Parasitic fungus Claviceps as a
source for biotechnological production of ergot alkaloids. Biotechnology Advances, 31, 79—
89.

lhara M., Taya Y., Nishimura S. (1980): Developmental regulation of cytokinin, spore
germination inhibitor discadenine and related enzymes in Dictyostelium discoideum.
Experimental Cell Research 126, 273-278.

Imbault N., Moritz T., Nilsson O., Chen H-J., Bollmark M., Sandberg G. (1993): Separation and
identification of cytokinins using combined capillary liquid-chromatography mass-
spectrometry. Biological Mass Spectrometry 22, 201-210.

Inoue T., Higuchi M., Hashimoto Y., Seki M., Kobayashi M., Kato T., Tabata S., Shinozaki K.,
Kakimoto T. (2001): Identification of CRE1 as a cytokinin receptor from Arabidopsis.
Nature 409, 1060-1063.

Jameson P. (2000): Cytokinins and auxins in plant-pathogen interactions - An overview. Plant
Growth Regulation 32, 369-380.

Jiang C. J., Shimono M., Sugano S., Kojima M., Liu X., Inoue H., Sakakibara H., Takatsuji H.
(2013): Cytokinins act synergistically with salicylic acid to activate defense gene expression
in rice. Molecular Plant-Microbe Interactions 26, 287—296.

Kakimoto T. (2001): Identification of plant cytokinin biosynthetic enzymes as dimethylallyl
diphosphate: ATP/ADP isopentenyltransferases. Plant and Cell Physiology 42, 677—-685.
Keller U. (1999): Biosynthesis of ergot alkaloids. In: Ergot - the Genus Claviceps. (Kfen V.,

Cvak L., eds.) Harwood Academic Publishers, London, 95-163.

Kisiala A., Laffont C., Emery R. J. N., Frugier F. (2013): Bioactive Cytokinins Are Selectively
Secreted by Sinorhizobium meliloti Nodulating and Nonnodulating Strains. Molecular Plant-
Microbe Interactions 26 (10), 1225-1231.

52



Krall L., Raschke M., Zenk M. H., Baron C. (2002): The Tzs protein from Agrobacterium
tumefaciens C58 produces zeatin riboside 5’-phosphate from 4-hydroxy-3-methyl-2-(E):-
butenyl diphosphate and AMP. FEBS Letters 527, 315-318.

Kurakawa T., Ueda N., Maekawa M., Kobayashi K., Kojima M., Nagato Y., Sakakibara H.,
Kyozuka J. (2007): Direct control of shoot meristem activity by a cytokinin-activating
enzyme. Nature 445, 652—655.

Laloue M., Pethe C. (1982): Dynamics of cytokinin metabolism in tobacco cells. In: Plant
growth substances. (Wareing P. F., ed.) Academic Press, London, 185-195.

Lee M. R. (2009): The history of ergot of rye (Claviceps purpurea) I: From antiquity to 1900.
The Journal of the Royal College of Physicians of Edinburgh 39, 179-184.

Letham D. S. (1963): Zeatin, a factor inducing cell division isolated from Zea mays. Life
Sciences 8, 569-573.

Luttrell E. S. (1977): The disease cycle and fungus-host relationship in dallisgrass ergot.
Phytopathology 67, 1461-1468.

Luttrell E. S. (1980): Host-parasite relationships and development of the ergot sclerotium in
Claviceps purpurea. Canadian Jounal of Botany 58, 942-958.

Maldiney R., Leroux B., Sabbagh 1., Sotta B., Sossountzov L., Miginiac E. (1986): A biotin-
avidine enzyme immunoassay to quantify three phytohormones: auxin, abscisic acid and
zeatin-riboside. Journal of Immunological Methods 90, 151-158.

Martin R. C., Mok M. C., Shaw G., Mok D. W. S. (1989): An enzyme mediating the conversion
of zeatin to dihydrozeatin in Phaseolus embryos. Plant Physiology 90, 1630-1635.

Martin R. C., Mok M. C., Mok D. W. S. (1999a): Isolation of a cytokinin gene, ZOG1,
encoding zeatin O-glucosyltransferase from Phaseolus lunatus. Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 96, 284-289.

Martin R. C., Mok M. C., Mok D. W. S. (1999b): A gene encoding the cytokinin enzyme zeatin
O-xylosyltransferase of Phaseolus vulgaris. Plant Physiology 120, 553-558.

Martin R. C., Mok M. C., Habben J. E., Mok D. W. S. (2001): A maize cytokinin gene encoding
an O-glucosyltransferase specific to cis-zeatin. Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 98, 5922-5926.

Mauk C. S., Langille A. R. (1978): Physiology of tuberization in Solanum tuberosum L: cis-
zeatin riboside in the potato plant: its identification and changes in endogenous levels as
influenced by temperature and photoperiod. Plant Physiology 62, 438-442.

McGaw B. A., Heald J. K., Horgan R. (1984) Dihydrozeatin metabolism in radish seedlings.
Phytochemistry 23, 1373-1377.

McGaw B. A., Horgan R., Heald J. K. (1985): Cytokinin metabolism and the modulation of
cytokinin activity in radish. Phytochemistry 24, 9-13.

Miller C. O., Skoog F., von Saltza M. H., Strong F. M. (1955): Kinetin, a cell division factor
from deoxyribonucleic acid. Journal of the American Chemical Society 77, 1392-1392.

Miyawaki K., Tarkowski P., Matsumoto-Kitano M., Kato T., Sato S., Tarkowska D., Tabata S.,
Sandberg G., Kakimoto T. (2006): Roles of 716 Arabidopsis ATP/ADP
isopentenyltransferases and tRNA isopentenyltransferases in cytokinin biosynthesis.
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 103, 16598-16603.

Mok D. W. S, Mok M. C. (2001). Cytokinin metabolism and action. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biology 52, 89-118.

Mok M. C., Mok D. W. S., Armstrong D. J. (1978): Differential cytokinin structure—activity
relationships in Phaseolus. Plant Physiology 61, 72—75.

Morris R. O., Blevins D. G., Dietrich J. T., Durley R. C., Gelvin S. B., Gray J.,, Hommes N. G.,
Kaminek M., Mathesius U., Meilan R., Reinbott T. M., Sayavedra-Soto L. (1993):
Cytokinins in plant pathogenic bacteria and developing cereal grains. Australian
Journal of Plant Physiology 20, 621-637.

Mougel C., Zhulin 1. B. (2001): CHASE: an extracellular sensing domain common to
transmembrane receptors from prokaryotes, lower eukaryotes and plants. Trends in
Biochemical Sciences 26, 582-584.

Mower R. L. and Hancock J. G. (1975a): Sugar composition of ergot honeydew. Canadian
Journal of Botany 53, 2813-2825.

53



Mower R. L. and Hancock J. G. (1975b): Mechanism of honeydew formation by Claviceps
species. Canadian Journal of Botany 53, 2826-2834.

Murphy A. M., Pryce-Jones E., Johnstone K., Ashby A. M. (1996): Comparison of cytokinin
production in vitro by Pyrenopeziza brassicae with other plant pathogens. Physiological and
Molecular Plant Pathology 50, 53-65.

Nicander B., Stihl U., Bjorkman P. O., Tillberg E. (1993): Immunoaffinity co-purification of
cytokinins and analysis by high-performance liquid chromatography with ultraviolet
spectrum detection. Planta 189, 312-320.

Nordstrom A., Tarkowski P., Tarkowska D., Dolezal K., Astot C., Sandberg, G., Moritz, T.
(2004): Derivatization for LC-Electrospray lonization-MS: A Tool for Improving Reversed-
Phase Separation and ESI Responses of Bases, Ribosides, and Intact Nucleotides. Analytical
Chemistry 76 (10), 2869-2877.

Novak O., Hauserova E., Amarakova P., Dolezal K., Strnad M. (2008): Cytokinin profiling in
plant tissues using ultra-performance liquid chromatography-electrospray tandem mass
spectrometry. Phytochemistry 69, 22142224,

Quesnelle P. E., Emery R. J. N. (2007): Cis-cytokinins that predominate in Pisum sativum
during early embryogenesis will accelerate embryo growth in vitro. Canadian Journal of
Botany 85, 91-103.

Pacikova V., Stulik K., Vlasakova V., Bfezinova A. (1997): Capillary electrophoresis of
cytokinins and cytokinin ribosides. Journal of Chromatography A 764, 331-335.

Pernisova M., Klima P., Horak J., Valkova M., Malbeck J., Soucek P., Reichman P., Hoyerova
K., Dubova J., Friml J., ZaZimalova E., Hejatko J. (2009): Cytokinins modulate auxin-
induced organogenesis in plants via regulation of the auxin efflux. Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 106, 3609-3614.

Persson B. C., Esberg B., Olafsen O., Bjork G. R. (1994): Synthesis and function of isopentenyl
adenosine derivatives in tRNA. Biochimie 76, 1152-1160.

Pertry 1., Vaclavikova K., Depuydt S., Galuszka P., Spichal L., Temmerman W., Stes E.,
Schmulling T., Kakimoto T., Van Montagu M. C. E., Strnad M., Holsters M., Tarkowski P.,
Vereecke D. (2009): Identification of Rhodococcus fascians cytokinins and their modus
operandi to reshape the plant. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 106,
929-934.

Podlesakova K., Zalabak D., Cudejkova M., Plihal O., Szii¢ova L., Dolezal K., Spichal L.,
Strnad M., Galuszka P. (2012): Novel cytokinin derivatives do not show negative effects on
root growth and proliferation in submicromolar range. PLoS One. 7, e39293.

Prell H. H., Day P. R. (2001): Plant-Fungal Pathogen Interaction, a classical and molecular
view. Springer-Verlag, Berlin, 214 stran.

Prinsen E., Redig P., Strnad M., Galis I., Van Dongen W., Van Onckelen H. (1995a):
Quantifying phytohormones in transformed plants. In: Methods in Molecular Biology -
Agrobacterium Protocols. (Gartland K., Davey M. eds.) Humanae Press, New Jersey, USA,
245-262.

Prinsen E., Redig P., Van Dongen W., Esmans E. L., Van Onckelen H. A. (1995b): Quantitative
analysis of cytokinins by electrospray tandem mass spectrometry. Rapid Communications in
Mass Spectrometry 9, 948-953.

Ruazicka K., Ljung K., Vanneste S., Podhorska R., Beeckman T., Friml J., Benkova E. (2007):
Ethylene regulates root growth through effects on auxin biosynthesis and transport-
dependent auxin distribution. The Plant Cell 7, 2197-2212.

Ruzicka K., Simaskova M., Duclercq J., Petrasek J., Zazimalova E., Simon S., Friml J., van
Montagu M. C. E., Benkova E. (2009): Cytokinin regulates root meristem activity via
modulation of the polar auxin transport. Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA 106, 4284-4289.

Rehacek Z. (1984): Biotechnology of ergot alkaloids. Trends in Biotechnology 2 (6), 166-171.

Saharan B. S., Nehra V. (2011): Plant growth promoting rhizobacteria: A Critical Review. Life
Science and Medical Research 21, 1-30.

Sakakibara H., Kasahara H., Ueda N., Kojima M., Takei K., Hishiyama S., Asami T., Okada K.,
Kamiya Y., Yamaya T., Yamaguchi S. (2005): Agrobacterium tumefaciens increases

54



cytokinin production in plastids by modifying the biosynthetic pathway in the host plant.
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 102, 9972-9977.

Shaw B. and Mantle P. G. (1980): Parasitic differentiation of Claviceps purpurea. Transactions
of the British Mycological Society 75 (1), 117-121.

Schardl C. L., Young C. A., Hesse U., Amyotte S. G., Andreeva K., et al. (2013): Plant-
Symbiotic Fungi as Chemical Engineers: Multi-Genome Analysis of the Clavicipitaceae
Reveals Dynamics of Alkaloid Loci. PLoS Genetics 9 (2), 1-26.

Schmitz R. Y., Skoog F. (1972): Cytokinins: synthesis and biological activity of geometric and
position isomers of zeatin. Plant Physiology 50, 702-705.

Skoog F., Armstrong D.J. (1970): Cytokinins. Annual Review of Plant Physiology 21, 359-384.

Skoog F., Miller C. (1957): Chemical regulation of growth and organ formation in plant tissue
cultured in vitro. Symposia of the Society for Experimental Biology 11, 118-131.

Stes E., Vandeputte O. M., El Jaziri M., Holsters M., Vereecke D. (2011): A successful bacterial
coup d’état: How Rhodococcus fascians redirects plant development. Annual Review of
Phytopathology 49, 69-86.

Strnad M. (1997): The aromatic cytokinins. Physiologia Plantarum 101, 674-88.

Suttle J. C., Banowetz G. M. (2000): Changes in cis-zeatin and cis-zeatin riboside levels and
biological activity during potato tuber dormancy. Physiologia Plantarum 109, 68—74.

Suzuki T., Miwa K., Ishikawa K., Yamada H., Aiba H., Mizuno T. (2001): The Arabidopsis
sensor His-kinase, AHK4, can respond to cytokinins. Plant and Cell Physiology 42, 107—
113.

Swan D. J. and Mantle P. G. (1991): Parasitic interactions between Claviceps purpurea strains
in wheat and an acute necrotic host response. Mycology 95, 807-810.

Székacs A., Hegediis G., Tobias 1., Pogany M., Barna B. (2000): Immunoassays for plant
cytokinins as tools for the assessment of environmental stress and disease resistance.
Analytica Chimica Acta 421,135-146.

Taber W. A. (1985): Biology of Claviceps. In: Biotechnology Series. Vol. 6, Biology of
Industrial Microorganisms. (Demain A. L., Nadine A. S., eds.) The Benjamin/Cummings
Publishing Company Inc., New York, USA, 449-486.

Takagi M., Yokota T., Murofushi N., Ota Y., Takahashi N. (1985): Fluctuation of endogenous
cytokinin contents in rice during its life cycle—quantification of cytokinins by selected ion
monitoring using deuterium-labelled internal standards. Agricultural and Biological
Chemistry 49, 3271-3277.

Takei K., Yamaya T., Sakakibara, H. (2003): A method for separation and determination of
cytokinin nucleotides from plant tissues. Journal of Plant Research 116, 265-269.

Takei K., Yamaya T., Sakakibara H. (2004): Arabidopsis CYP735A1 and CYP735A2 encode
cytokinin hydroxylases that catalyze the biosynthesis of trans-zeatin. Journal of Biological
Chemistry 279, 41866-41872.

Tarkowska D., Novak O., Flokova K., Tarkowski P., TureCckova V., Griz J., Rol¢ik J., Strnad
M. (2014): Quo vadis plant hormone analysis? Planta 240, 55-76.

Taya Y., Tanaka Y., Nishimura S. (1978): 5'-AMP is a direct precursor of cytokinin in
Dictyostelium discoideum. Nature 271, 545-547.

Tenberge K. B. (1999): Ergot: the genus Claviceps. In: Medicinal and Aromatic Plants -
Industrial Profiles. (Kien V, Cvak L, eds.) Harwood Academic Press, London, UK, 25-56.
Tenberge K. B. and Tudzynski P. (1994): Early infection of rye ovaries by Claviceps purpurea

is inter- and intracellular. Bio Engineering Supplement 10 (3), 22.

To J. P., Derue’ re J., Maxwell B. B., Morris V. F., Hutchison C. E., Ferreira F. J., Schaller G.
E., Kieber J. J. (2007): Cytokinin regulates type-A Arabidopsis response regulator activity
and protein stability via two-component phosphorelay. The Plant Cell 19, 3901-3914.

To J. P. and Kieber J. J. (2008): Cytokinin signaling: Two-components and more. Trends in
Plant Science 13, 85-92.

Tudzynski P., Correia T., Keller U. (2001): Biotechnology and genetics of ergot alkaloids.
Applied Microbology and Biotechnology 57, 593-605.

Tudzynski P., Tenberge K. B., Oeser B. (1995): Claviceps purpurea. In: Pathogenesis and Host
Specifity in Plant Diseases: Histopathological, Biochemical, Genetic and Molecular bases.

55



Vol. I, Eukaryotes (Kohmoto K, Singh U. S., Singh R. P., eds.) Pergamon, Elsevier Science,
Oxford, UK, 161-187.

Van Rhijn J. A., Heskamp H. H., Davelaar E., Jordi W., Leloux M. S., Brinkman U. A. T.
(2001): Quantitative determination of glycosylated and aglycon isoprenoid cytokinins at sub-
picomolar levels by microcolumn liquid chromatography combined with electrospray
tandem mass spektrometry. Journal of Chromatography B 929, 31-42.

Veach Y. K., Martin R. C., Mok D. W. S., Malbeck J., Vaitkova R., Mok M. C. (2003): O-
Glucosylation of cis-zeatin in maize. Characterization of genes, enzymes and endogenous
cytokinins. Plant Physiology 131, 1374-1380.

Wiemann P., Sieber C. M. K., von Bargen K. W., Studt L., Niehaus E-M., Espino J. J., Huf} K.,
Michielse C. B., Albermann S., Wagner D., Bergner S. V., Connolly L. R., Fischer A.,
Reuter G., Kleigrewe K., Bald T., Wingfield B. D., Ophir R., Freeman S., Hippler M., Smith
K. M., Brown D. W., Proctor R. H., Miinsterkotter M., Freitag M., Humpf H-U., Giildener
U., Tudzynski B. (2013): Deciphering the Cryptic Genome: Genome-wide Analyses of the
Rice Pathogen Fusarium fujikuroi Reveal Complex Regulation of Secondary Metabolism
and Novel Metabolites. PLoS Pathogens 9 (6), 1-35.

Waulfetange K., Lomin S. N., Romanov G. A,, Stolz A., Heyl A., Schmulling T. (2011): The
cytokinin receptors of Arabidopsis thaliana are located mainly to the endoplasmic reticulum.
Plant Physiology 156 (4), 1808-1818.

Yamada H., Suzuki T., Terada K., Takei K., Ishikawa K., Miwa K., Yamashino T., Mizuno T.
(2001): The Arabidopsis AHK4 histidine kinase is a cytokinin-binding receptor that
transduces cytokinin signals across the membrane. Plant and Cell Physiology 42, 1017—
1023.

Yang Y. Y., Yamaguchi I., Kato Y., Weiler E. W., Murofuchi N., Takahashi N. (1993):
Qualitative and semi-quantitative analyses of cytokinins using LC/APCI-MS in combination
with ELISA. Journal of Plant Growth Regulation 12, 21-25.

56



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ARR — regulatory odpovédi u Arabidopsis

CE — Kapilarni elektroforesa

CK — cytokinin

CKX — cytokinindehydrogenasa

cZ — cis-zeatin

CZR — cis-zeatinribosid

CZRMP — cis-zeatinribosidmonofosfat

CZE — kapilarni zénova elektroforesa

DHZ — dihydrozeatin

DHZR - dihydrozeatinribosid

DHZRMP — dihydrozeatinribosidmonofosfat
DMAPP — dimethylallyldifosfat

DW — dry weight, hmotnost suchého vzorku
ESI — ionizace elektrosprejem

GA — gibereliny

GC — plynova chromatografie

HK — histidin kinasa

HMBDP — (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyldifosfat
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
iP — isopentenyladenin

IPR — isopentenyladenosin

iIPRMP — isopentenyladenosin-5"-monofosfat
IPT — isopentenyltransferasa

LC — kapalinové chromatografie

LOG — Lonely guy

MEKC — miceléarni elektrokinetickd chromatografie
MS — hmotnostni spektrometrie

P450 — cytochrom P450 monooxygenasa

RIA — radioimunoanalyza

RP — reverzni faze

SPE — extrakce na pevné fazi

tZ — trans-zeatin

tZR — trans-zeatinribosid

tZRMP — trans-zeatinribosidmonofosfat

UPLC — ultrau¢inna kapalinova chromatografie
ZR — zeatinribosid
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