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ABSTRAKT

Leptosphaeria maculans je patogenni houba zpisobujici fomové Cernani stonkt fepky
Brassica napus. V ramci této prace bylo zjisténo, ze L. maculans produkuje in vitro fadu
fytohormont a dale se soustiedila se na auxiny a brassinosteroidy. Z auxinu byla v myceliu
nejvice zastoupena IAA a jeji oxidacni produkt OxIAA. Slozeni kultivaéniho media
vyznamné ovliviiuje zjisténou koncentraci IAA. Pfitomnost extraktu z rostlin Brassica
napus V kultivaénim mediu zvySuje koncentraci IAA. V rostlinach, infikovanych L.
maculans, byla zjisténa zvySena koncentrace OxIAA oproti kontrolnim rostlindm
osettenym vodou. Byly zjiStény vyznamné odliSnosti v produkci IAA mezi dvéma
pouzitymi sesterskymi izolaty JN2 a JN3. V chemicky definovaném mediu Gamborg JN2
neprodukuje témér zadnou IAA, JN3 produkuje IAA v koncentraci asi 1000 pmol/g Cerstvé
hmotnosti. Tato odliSnost byla vyuzita jako model pro studium exprese genl biosyntetické
drahy auxini v L. maculans. Tyto geny byly nalezeny na zakladé homologie s geny
Arabidopsis thaliana (YUCCAL.1 a NIT1.2) a Ustilago maydis (IAD1.2 a TAM1-2.1).
Pomoci osetfeni prekurzory IAA (tryptofan a tryptamin) byla v izolatu JN2 pozorovana
zvySend transkripce kandidatnich genti biosyntézy auxini. Po oSetieni JN2 kultury
tryptofanem a tryptaminem se zvysila produkce IAA. U JN3 nebyla pozorovana zvysena
transkripce gend ani vyss$i koncentrace auxind. Prekvapivé byly trankripce kandidatnich
genid a syntéza IAA v JIN2 indukovany i oSetfenim GABA, kterd byla pouzita jako

kontrolni dusikaté slou¢enina, u niZ nebylo pfedpokladano, Ze by byla prekurzorem auxint.

V dalsi casti prace byla studovana schopnost L. maculans syntetizovat brassinosteroidy.
Jako hlavni brassinosteroid L. maculans byl zjistén teasteron, ktery se v myceliu
vyskytoval v sedmkrat vys$si koncentraci nez ve vegetativnich castech rostlin. Ostatni
brassinosteroidy byly v myceliu nalezeny v nizkych koncentracich, které byly srovnatelné
s koncentraci ve vegetativnich castech rostlin. Byly nalezeny geny pravdépodobné se
ucastnici biosyntézy brassinosteoridit v L. maculans CYP90A1, DET2. Pro studium vlivu
brassinosteroidi na pribéh infekce L. maculans na B. napus byly pfipraveny vektory pro

posttranskripéni umlceni téchto genti.

Z dlouhodobého hlediska se tato prace snazi zjistit, zda by L. maculans mohla pouzivat

hormonalni molekuly jako efektory pfi infekei hostitele.



ABSTRACT

Leptosphaeria maculans is the causal agent of blackleg disease in Brassica napus. In this
thesis the ability of L. maculans to produce certain phytohormones was established. The
thesis focused on auxins and brassinosteroids. Most commonly occurring natural auxin,
IAA, and its inactive oxidation product, OxXIAA, were found in highest concentration. In
plants infected with L. maculans the concentration of OXIAA was higher when compared
to control water-treated plants. A surprising difference in IAA production between two
sister isolates of L. maculans was discovered. In chemically defined cultivation medium
Gamborg JN2 isolate did not produce any IAA. JN3 on the other hand produced IAA in
concentration around 1000 pmol/g FW. This difference was used for studying L. maculans
putative auxin synthesizing genes. The candidate genes were identified as orthologs of
Arabidopsis thaliana genes (YUCCAL.1, NIT1.2) and Ustilago maydis (IAD1.2, TAM1-
2.1). An increased transcription level of the auxin biosynthesis candidate genes was
observed in JN2 treated in vitro with auxin precursors (tryptophan, tryptamine). Increased
IAA concentration was observed as well. No such effect was observed in JN3.
Surprisingly, an increased candidate gene transcription and IAA concentration was
observed also in JN2 treated with GABA, which was used as control nitrogen containing

compound not supposed to be an auxin precursor.

The ability of L. maculans to produce brassinosteroids was studied in the second part of the
thesis. Teasteron was identified as the most commonly occurring brassinosteroid in L.
maculans. Concentration of teasteron in mycelium was sevenfold higher than in plant
vegetative tissue. Other brassinosteroids in the mycelium were found in low concentration
equal to concentration in vegetative plant tissues. Putative L. maculans brassinosteroid
biosynthesis genes were identified as orthologs of Arabidopsis thaliana CYP90A1,
CYP90A2, DET2a and DET2b genes. For establishing the role of brassinosteroid in L.
maculans — B. napus infection process gene silencing vectors of these candidate genes

were prepared.

A long term purpose of this thesis is to establish whether L. maculans may be using

hormonal molecules as effectors during the infection process. In Czech.
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1. UVOD

Rostliny jsou podobn¢ jako ostatni zivé organismy neustale vystaveny vlivim prostiedi,
V némz ziji. Zaroven se u nich podobné¢ jako u zivocichli vyvinuly signdlni mechanismy
zprostiedkovavané hormony. Rostlinné hormony, fytohormony, jsou mén¢ specifické nez
zivoCisné a vysledny jimi zplsobeny efekt je zavisly na vzijemném pomeéru jejich
koncentraci. Oproti Zivo¢isSnym jsou rostlinné hormony také odlisné strukturou. Stejné jako
u zivocichii najdeme v rostlindich nizkomolekularni latky s hormondlni aktivitou. Tyto
latky jsou velmi riznorodé€. Jsou to organické kyseliny, steroidni latky ¢i latky odvozené
od nukleotidl nebo polycyklickych uhlovodikli. Takové hormony najdeme i u Zivo¢icha. U

téch se ale navic vyskytuji i hormony S vyssi molekulovou hmotnosti, tedy peptidy a

proteiny. V rostlinach zatim zadné takto sloZité hormony nebyly nalezeny’.

Fytohormony mimo jiné zprostiedkovavaji stresovou signalizaci rostlin pfi napadeni
patogeny. V pribchu evoluce se tedy v rostlinach vytvofily slozité signalni mechanismy
jako reakce na neustale se zdokonalujici Gtoky patogenil. V poslednich letech se pozornost
fytopatologli obratila na latky sekretované patogeny za ui¢elem potlaceni obrannych reakci
hostitelské rostliny, ¢imz pfispivaji k virulentnosti patogenu. Tyto latky jsou oznacovany
jako efektory. Rada z nich byla popsana véetné odpovidajicich receptorti v rostlinach a lze
fict, ze vétsina z dosud popsanych efektorti je proteinové povahy. Vzhledem k tomu, Ze je
znamo, ze nékteti patogeni biosyntetizuji stejné nebo podobné hormony jako rostliny a
vyuzivaji je k manipulaci hostitele, zaméfili jsme se na tuto skupinu latek. U mnoha
patogenti byla zjiSténa schopnost produkce latek totoznych s rostlinnymi hormony. To
vedlo khypotéze, Ze patogeni tyto hormony vyuzivaji k manipulaci obrannych
mechanismi hostitele. V této praci jsme se soustfedili na produkci fytohormont

patogenem fepky Leptosphaeria maculans a vliv téchto hormonti na pribéh infekce'.

1.1 Obranné mechanismy rostlin proti patogeniim

Rostliny ziji v komplexnim prostfedi, kde jsou neustale vystaveny utokiim mnoha
patogent, mezi které patii viry, bakterie, houby, oomycety, had’atka nebo hmyzi herbivofi.
Tito patogeni pouzivaji fadu ruznych zivotnich strategii k prolomeni obrany svého
hostitele. VSeobecné je mozné je rozd¢lit na patogeny biotrofni a nekrotrofni. Nekrotrofni
patogeni nejprve usmrti rostlinné buiiky, ¢asto pomoci fytotoxind, a nasledné se Zivi

mrtvym rostlinnym pletivem. Biotrofové vyuzivaji k zisku Zivin metabolismus hotistele.
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Casto pronikaji do rostlinnych pletiv pomoci specializovanych utvart, jako jsou haustoria,
jimiz pronikaji do bunék hostitele, aniz by je usmrtili. Mnoho patogenti mtize vyuzivat obé
tyto strategie v zavislosti na fazi zivota, v niz se nachazeji, a jsou oznaCovani jako

hemibiotrofové’.

Rostliny vyvinuly k obrané pfed témito Gtoky fadu mechanickych bariér a schopnost
syntetizovat pro patogeny toxické latky. Mnoho patogenti ale tyto bariéry uspésné
pfekonava. Rostliny proto dale disponuji mechanismy rozpoznavani uto¢nika, které
spoustéji rostlinnou imunitni odpovéd’. Nejprve jsou rostlinou rozeznany typické
mikrobialni struktury, jako je flagelin, chitin, glykoproteiny nebo lipopolysacharidy?.
Spole¢né jsou tyto molekuly oznacovany jako molekulové vzory spojené s patogenem
(PAMPs — patogen-associated molecular patterns), ale nachazeji se obecné i u ostatnich
mikroorganismi. PAMPS jsou rozpoznany receptory typu PRR (PRRs - pattern recognition
receptors), které dale aktivuji signalni dréhu a skrze ni obranné reakce rostliny, ozna¢ované
jako imunita spou§ténd PAMPs (PAMPs-trigerred imunity, PTI, obrazek 1)°. Receptory
PRR jsou umistény na plazmatické membrané a jsou to zpravidla membranové kinasy
(RLK -receptor-like kinase) nebo proteiny receptorového typu asociované s membranou
(RLP-receptor-like protein)

Béhem evoluce patogeni vyvinuli molekuly, které injektuji do rostlinnych bunék hostitele a
jimiz potlacuji PTI. Tyto molekuly jsou oznaCovany jako efektory a vysledkem jejich
interakce s hostitelem je tzv. nachylnost vyvolana efektory (ETS — efector triggered
susceptibility). Jako odpovéd’ se u rostlin vyvinuly cytosolické receptory, které rozeznavaji
patogenni efektory a spoustéji sekundarni imunitni odpovéd’. Zda je vysledkem interakce
rostlina-patogen nemoc nebo zdrava tkan zavisi na schopnosti patogena potlacit rostlinné
obranné reakce a na schopnostech rostliny rozeznat patogena a aktivovat své obranné

mechanismy.
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Obrazek 1: Schéma rostlinné imunity, spousténé PAMPs a efektory Rozpoznani PAMPs
spousti rostlinné obranné reakce. Patogen obchazi tyto obranné reakce pomoci efektord, které
snizuji odolnost rostliny. Rostliny na obranu proti témto efektorim vyvinuly geny rezistence (R),
které reakci se specifickymi geny avirulence (Avr) patogena zvySuji odolnost rostliny. Vysledkem
interakce je hypersensitivni reakce nebo efektivni rezistence rostliny. PTI — imunita vyvolana

patogenem, ETS — nachylnost vyvolana efektory, ETT — imunita vyvolana efektory. Upraveno dle?.

V poslednich letech bylo identifikovdno mnoho signalnich drah a obrannych odpovédi
ucastnicich se PTI a ETI. Patfi mezi né¢ syntéza kalosy a ligninu a jejich ukladani do
bunécné stény, produkce antimikrobidlnich sekundarnich metabolitd, jako jsou fytoalexiny,
a akumulace proteinti spojenych s patogenezi (PR-proteins, pathogenesis-related proteins).
Mezi PR proteiny se napft. fadi chitinasy a glukanasy, které degraduji buné¢nou sténu hub a
oomycet. Rozpoznéni specifickych patogennich efektorti pomoci ETI je uspésné zejména
proto, ze je nasledovano prudkym zvySenim koncentrace reaktivnich forem kysliku, které
vede K hypersensitivni reakci a apoptéze bun€k v misté pruniku patogena rostlinnym
pletivem. Cilem je uzaviit patogena v napadeném misté a znemoznit mu infikovat dalsi
Gasti rostliny®. Tuto obrannou strategii rostliny by mohli efektivng vyuzivat nekrotrofni
patogeni, proto je hypersensibilni reakce rostlinami pouzivana predev§im k obrané proti
biotrofim. Imunitni odpovédi pouzivané proti nekrotroflim jsou spoustény spiSe jako
odpovéd na patogenem produkované toxiny nebo molekulové vzory spojené

s poskozenim, jako naptiklad produkty degradace bunécné stény. V piipade, Ze je bunécna
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sténa degradovana enzymy patogena, mohou jeji fragmenty stimulovat obrannou odpovéd’

rostliny™.

ETI a PTI vyvolavaji v principu stejny typ imunitni odpovédi, pouze ETI je zpravidla
siln&jsi, rychlejsi a ¢asto vede k nékteré z forem programované bunééné smrti. PTI je velmi
ucinna proti Siroké tfadé mikroorganismi V procesu zvaném nehostitelska rezistence,

zatimco ETI je u€inna proti specifickym pato genﬁm4.

V rostlinnych patogenech se nachazi fada genii urcujici jejich schopnost zptisobit chorobu.
Tyto geny jsou dulezité napiiklad pro proces adhese, produkci fytotoxini, odolnost vici
oxida¢nimu stresu, degradaci bunécéné stény hostitele nebo reakci na obranné mechanismy
hostitele. Exprese téchto genti byva specificky regulovana béhem riznych fazi procesu
infekce. Naproti tomu urCité skupiny genli omezuji schopnosti rostlinnych patogentli
napadnout potencialni hostitele. Princip této specifity spocivd v interakci specifickych
geni rezistence rostliny (R geny) stzv. geny avirulence (Avr geny) patogena. Produkty
téchto Avr gend, Avr proteiny, aktivuji rostlinné obranné mechanismy tak, Ze jsou
rozpoznany proteiny, produkovanymi R geny. Princip této interakce je tzv. gen proti genu a

vysledkem absence funkce jednoho nebo obou participujicich gent je rozvoj choroby”.

1.2 Fytohormony a jejich zapojeni v obrané rostliny

Fytohormony jsou nizkomolekularni latky nezbytné pro regulaci rostlinnych Zivotnich
procesti. Podobné jako hormony Zivocichil se vyskytuji v nizkych koncentracich, ale na
rozdil od zivoC€iSnych hormonti jsou mén€ specifické a nejsou produkovany
specializovanymi Zldzami. Jedna latka miZe vyvolavat fadu riznych efektl a vysledna
reakce zilezi na konkrétnim poméru koncentraci n&kolika fytohormonti. Utastni se
regulace rlstu, vyvoje, rozmnozovani a reakce na abioticky a bioticky stres zplsobeny

patogeny.

Pribéh této imunitni odpovédi na stres je modulovan fadou rostlinnych hormonti. Kyselina
salicylova (SA) a kyselina jasmonova (JA) spolu se svymi derivaty jsou hlavnimi
obrannymi fytohormony. Nicméné ostatni hormony jako etylen (ET), kyselina abscisova
(ABA), gibereliny (GA), auxiny, cytokininy (CK) a brassinosteroidy (BRS) (Obrazek 2)

ptispivaji téz k modulaci imunitni odpovédi.
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Obrazek 2: Piiklady bioaktivnich fytohormont, které se tucastni signalizace obrannych
reakcei rostlin. Kyselina gibberellova jako piiklad giberelinu, cis-zeatin jako piiklad cytokininu,

brassinolid jako ptiklad brassinosteroidu.

Regulace hladin hormonti ma vliv na fadu adaptaci rostliny na stresové faktory. Zména
poméru koncentraci a nacasovani téchto zmén urcuje, zda bude napadené pletivo odolnéjsi
¢i naopak nachylngjsi k utoku patogena. Nastartovani imunitni odpovédi ma ale zpravidla
negativni vliv na riist a vyvoj rostliny. Antagonistické a synergistické piisobeni hormonti
davéa rostliné moznost regulovat imunitni odpovéd’ na vice urovnich a zaroven schopnost

hospodafit efektivné s vlastnimi zdroji a neposkytovat tak patogenu své vlastni ZivinyG.

Hlavnimi dvéma slozkami obrannych hormonalnich signalnich drah je draha SA a draha
JA. Draha SA je aktivovdna zejména biotrofnimi patogeny, zatimco drdha kyseliny

jasmonové a etylenu (JA/ET) vyvolava obranné reakce proti nekrotrofim. Tyto dvé drahy
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Casto pusobi antagonisticky (Obrazek 3). Poprvé byl tento antagonisticky efekt popsan u
rajcete. Bylo zjisténo, ze SA a jeji derivat acetylsalicylova kyselina ucinné potlacuji
odpovéd’ na mechanické poranéni, zprostfedkované JA. Podobny efekt byl pozorovén u
Arabidopsis, kde indukce drahy SA avirulentnim kmenem biotrofniho patogena
Pseudomonas syringae potlacila signalizaci JA a rostliny byly nasledné vice nachylné
k rozvoji infekce nekrotrofem Alternaria brassicicola. Dalsim pifikladem je indukce drahy
SA inokulaci biotrofem Hyaloperonospora arabidopsidis potlacila obranné reakce
zprostiedkované JA na napadeni housenkami Pieris rapaeﬁ. Podobn¢ indukce signalizace
JA muze potlacit drahu SA. Tento efekt byl opét studovan na Pseudomonas syringae.
Tento patogen produkuje fytotoxin coronatin, ktery napodobuje bioaktivni derivat JA,
jasmonyl-isoleucin a potla¢uje tak signalizaci SA, ¢imz zvySuje citlivost hostitele
k Pseudomonas syringae. Pfesny molekularni mechanismus antagonistického efektu JA k

signalizaci SA neni znam®.

Vedle antagonistického piisobeni obou hlavnich hormondlnich drah byla popséana i jejich
synergisticka interakce. Napiiklad oSetfeni Arabidopsis nizkou koncentraci SA a JA
vyvolalo synergisticky efekt u gend indukovanych JA (PDF1.2) a SA (PR-1). Ve vyssich
koncentracich SA a JA byl pozorovany antagonisticky efekt, z ¢ehoz vyplyva, ze vysledna

reakce zaleZi na relativni koncentraci obou hormont’.

Auxiny vyvolavaji citlivost k biotrofnim patogenim tak, Ze spoust&ji drahu JA/ET
signalizace napadeni nekrotrofem. Auxiny v téchto signalnich drahach stimuluji expresi
gentl Ucastnicich se biosyntézy kyseliny jasmonové. Kyselina salicylova potlacuje expresi
genl, regulovanych auxiny. Tento inhibi¢ni efekt jasmonatové drahy, zpasobeny SA

stimuluje rezistenci rostliny k biotrofnim a hemibiotrofnim patogentm®.

Kyselina abscisova se ucastni piedev§im signalizace abiotického stresu. Pii signalizaci
biotického stresu hraje roli negativniho regulatoru, protoze tlumi expresi gent

aktivovanych JA/ET drahou. Také tlumi rezistenci, indukovanou kyselinou salicylovou®.
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Obrazek 3: Schéma interakce hlavnim hormonalnich drah p¥i napadeni rostliny patogenem.
Patogen je rozpoznan rostlinou a jsou spustény signalni drahy indukujici rezistenci. Navozeni
rezistence proti nekrotrofniim je zprostfedkovano drahou kyseliny jasmonové a etylenu (JA/ET).
Navozeni rezistence proti biotrofiim je zptisobeno signalni drahou drahou kyseliy salicylové (SA).
Tyto dvé drahy Casto pisobi antagonisticky. Auxiny a cytokininy pasobi synergisticky s drahou
JAJET. Gibereliny (GA) pusobi synergisticky s drahou SA. Kyselina abscisova (ABA) zpravidla
zeslabuje obranné reakce proti patogeniim, protoze se ucastni reakci na abioticky stres. Upraveno

dle &,

1.2.1 Kyselina salicylova

Kyselina salicylova (SA) byla poprvé izolovana z vrbové kiry (Salix), odkud také pochazi
jeji ndzev. V soucasnosti se SA a jeji derivaty vyuZzivaji v medicin€. V rostlinach ma vliv
na fotosyntézu, indukci kveteni, transpiraci, transport iontd, anatomii listd a stavbu

chloroplastii a pfredevsim signalizaci spojenou se stresem, zpisobenym patogenem.

Biosyntéza SA je spusténa béhem PTI a ETI pti rozeznani PAMPs nebo efektorli patogena
a probiha v chloroplastechg. Kyselina salicylova je fenolicka sloucenina, ktera vznika
Z chorismatu. Chorismat je nasledné pfeménén na fenylalanin, z n€éhoz SA vznikd dvéma
odliSnymi drahami, které jsou spoustény fenylalaninamoniumlyasou. Chorismat mize byt
pfeménén v SA drahou neprobihajici pfes fenylalanin, ale pfes isochorismat pomoci
isochorismatsynthasy a isochorismatpyruvatlyasy. V Arabidopsis, tabaku a rajceti je

nejvetsi Cast SA, kterd vznika po napadeni patogenem, vytvarena touto cestou. VéEtSina
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vytvoiené SA je pfeménéna v SA-O-B-glukosid enzymem SAglukosyltransferasou, jejiz
exprese je patogenem indukovatelna. Biosyntéza SA-O-B-glukosidu probiha v cytosolu,
odkud je transportovan do vakuoly. Zde je skladovan a muze byt pfeménén zpét na SA.
Dalsimi endogennimi neaktivnimi metabolity SA jsou ester SA a glukosy a

methylsalicylétg.

Signalni efekty kyseliny salicylové jsou fizeny regulacnim proteinem NPR1 (non-
expressor of patogenesis related 1), ktery se po aktivaci kyselinou salicylovou chova jako
transkripéni koaktivator velké skupiny obrannych genli jako jsou transkripéni faktory
WRKY? a geny PR (Pathogenesis related). Tato skupina genii spojenych s patogenezi (PR
-pathogenesis related) je velmi rtznoroda. Né&kolik téchto genti koduje proteiny
s antimikrobialni aktivitou. Jednim z nejlépe charakterizovanych gent této skupiny je PR-1
(Pathogenesis related 1), ktery se velmi Casto uziva jako referenc¢ni gen odpovédi na

kyselinu salicylovou.

Dulezitym krokem v signalni draze SA je pfesun NPR1 do jadra. V nestresovanych
buitkdch se vétsina NPRI1 nachédzi v cytoplazmé jako oligomer, ktery je vazan
mezimolekulovymi disulfidovymi mustky, jejichz vznik je usnadnén S-nitrosylaci NPR1
prosttednictvim S-nitrosoglutathionu. Béhem tohoto procesu je kovalentné navazan oxid
dusnaty na thiolovou skupinu cysteinu. Zbyvajici malé mnoZstvi monomerniho NPR1 je
ubikvitinylovdno a degradovano proteasomem, aby nedochézelo k jeho transportu do jadra
a aktivaci pfisluSnych gentli. Kyselina salicylova indukuje zménu redoxniho stavu buiiky a
tim akumulaci monomeru NPR1. Oligomery jsou rozlozeny thioredoxiny TRX-H3 a TRX-
HS. Monomerni NPR1 se pfesouva do jadra a pies jadernou membranu prechazi pomoci
membranovych proteinovych pienaseci jako je MOS 3, 6 a 7 (Modifier of sncl). V jadie
NPR1 interaguje s transkripcnimi faktory bohatymi na leucinové zipy, konkrétné s faktory
podrodiny TGA. Tyto transkripéni faktory se vazi na promotory genil, odpovidajicich na
kyselinu salicylovou, jako naptiiklad PR1, a aktivuji expresi téchto gen. B€hem tohoto
procesu dojde K fosforylaci a nasledné ubikvitinylaci NPR1, ktery je poté degradovan
proteasomem. Regulace degradace probihd pomoci NPR3 a NPR4, které jsou paralogy
NPRI1. NPR3 a NPR4 vazi s riznou afinitou SA a nasledné usnadiiuji ptistup ubikvitin
ligasy k NPR1 a tim stimuluji jeho degradaci'®. Toto odstranéni NPR1 je nezbytné pro
plnou indukci cilovych gent, pravdépodobné proto, Ze je tak umoZnén pfistup novych

monomertt NPR1 k promotortim®,
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1.2.2 Kyselina jasmonova

Kyselina jasmonova reguluje vyvojové procesy za stresovych podminek jako je napadeni
nekrotrofnim patogenem, mechanické poskozeni, ozéfeni UV paprsky nebo vystaveni

ozonu.

Biosynteticka draha JA vychazi z kyseliny linolové (obsahuje dvé dvojné vazby), z niz
vznikéd kyselina linolenova (obsahuje tii dvojné vazby). Kyselina linolova je oxidovana
lipooxygenasou na  (13S)-hydroperoxylinolenovou  kyselinu, ktera je  dale
allenoxidsynthasou pfeménéna na nestabilni allenoxidovy meziprodukt. Ten je pfeménén
na 12-oxofytoeinovou kyselinu (OPDA). OPDA je redukovana OPDA-reduktasou a
nasledng probihaji tii B-oxidagni reakce'?. Vznikla JA je konjugovana s aminokyselinou

isoleucinem do bioaktivni formy jasmonyl-isoleucinu (JA-lle).

Pokud rostlina neceli stresovym podminkam je hladina jasmonati nizka a transkripce gend,
odpovidajicich na JA je reprimovana pomoci proteini JAZ (Jasmonate ZIM-domain).
Pokud je rostlina vystavena stresu jsou proteiny JAZ degradovany a exprese piislusnych
genil se zvySuje. Signalizace zacind pfechodem JA do aktivni formy JA-Ile, ktery se vaze
na receptor COI1 Coronatine insensitive 1). Tento protein COIl urluje substratovou
specifitu  ubiktivinligasy SCF ©°" (SKP, Cullin, F-box containing complex).
Ubiktivinligasa SCF v komplexu s COI1 interaguje s proteiny JAZ, ¢imZ jsou oznaéeny
pro degradaci. Tento komplex je nasledné ubikvitinylovan a degradovan proteasomem.
Signalizace je modulovana piechodem jasmonat z aktivni (JA-1le) do neaktivni formy a

syntézou proteintt JAZ 13,

1.2.3 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je zapojena do procest regulace rustu a kli¢eni, vyvoje embrya,
desikace semen, heterofylie a vyvoje semenackll. Dale ma vliv pfedevS§im na hospodateni
rostliny s vodou a je tedy zapojena predevsim do signalizace abiotického stresu jako je
sucho nebo zasoleni. Exogenni aplikace kyseliny abscisové vyvolava u rostlin zavirani
pruduchti. Pokud je rostlina vystavena suchu, zvysuje se systémové koncentrace kyseliny
abscisové a dochazi ke stimulaci ristu kofentl. V piipad¢ biotického stresu mohou zaviené
priduchy branit v priniku patogena do rostliny. Jinym popsanym efektem ABA pfi

, . v vy , , , e . 14
napadeni patogenem je ovSem snizeni obrannych reakci, vyvolanych jinymi hormony™.
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Prekurzorem pro syntézu ABA je zeaxanthin, ktery je syntetizovan v plastidech a odtud
transportovan do cytosolu. V cytosolu je zeaxanthinepoxidasou pfeménén na violaxanthin.
Z violaxanthinu dale vznikaji dvéma soubézné probihajicimi reakcemi cis izomery
violaxanthinu a  neoxanthinu. Reakce katalyzuji = violaxanthinisomerasa a
neoxanthinsynthasa. Takto vzniklé xantofyly jsou roz§tépeny a vznika xanthoxin, ktery je

preveden na abscisaldehyd a pomoci abscisaldehydoxidasy vznika ABA™.

Signalni draha ABA probiha prostfednictvim proteini PYR/PYL/RCAR (Pyrabactin
resistence 1/Pyrabactin resistence 1-like/Regulatory komponent of ABA receptor).
V nepiitomnosti kyseliny abscisové nejsou tyto proteiny vazany na proteinfosfatasy typu
2C (PP2C). Takto aktivni PP2C zabranuji aktivaci SnRK2 (Snfl-related protein kinase).
Po zvySeni koncentrace ABA dochazi k inhibici PP2C pomoci PYR/PYL/RCAR a
nasledné k akumulaci fosforylovanych SnRK2, které fosforyluji pfislusné transkripéni

faktory a spoustsji transkripci genti™.

1.2.4 Ethylen

Plynny rostlinny hormon ethylen (ET) reguluje elongaci bunék, vyvoj kofenového vlaseni,
senescenci a opadavani kvétd a listd a zrani plodid. Kli¢ni rostliny vykazuji pod vlivem
ethylenu charakteristickou tzv. troji reakci (Triple response). Projevy této reakce jsou
vyrazné zakfiveny vzrostny vrchol, stimulace radidlniho rdstu hypokotylu a inhibice
dlouzivého ristu. Tato reakce je pfirozené pozorovatelnd pii prekondvani mechanické
bariéry pro rust, proto je intenzivné studovan vliv ethylenu na signalizaci mechanického
stresu. Ethylen je zapojen do signalni drahy JA. Koncentrace ethylenu a exprese synthasy
ACS (Aminocyclopropancarboxylic-acid-synthase), ktera syntetizuje hlavni prekurzor

ethylenu, se zvysuje po mechanickém zran&ni nebo okusu herbivorem?™®.

Biosyntéza ethylenu zacina pfemenou S-adenosylmethioninu na 1-
aminocyklopropankarboxylovou kyselinu (ACC) pomoci synthasy ACS. Vedlejsim
produktem této reakce je methylthioadenosin. Dale je ACC oxidovana ACCoxidasou.

Produkty této reakce jsou ethylen, oxid uhli¢ity a kyanovodik”.

Ethylenové receptory jsou v jeho nepfitomnosti inhibovany pomoci MAPKK kinasy CTR
1 (Constitutive triple response 1). Po navazani ethylenu je tato aktivita CTR1 zablokovana
a signal je prenesen pomoci EIN2 (Ethylene insensitive 2). EIN2 nasledné reguluje dosud

nepopsanym mechanismem transkripéni faktory EIN3 (Ethylene insensitive 3) a EIL1
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(Ethylene insensitive-like 1). EIN3 se navaze do pfislusného vazného mista promotoru
ERF1 (Ethylene response factor 1). ERF1 kéduje transkripcni faktory genti, odpovidajicich

na ethylen. Tato signalizace je regulovana degradaci EIN3 a EIL1 v proteasomu’®.

1.2.5 Gibereliny

Gibereliny (GA) jsou tetracyklické diterpenoidni slou¢eniny zapojené do procesu regulace

zrani semen, indukce kveteni a vyvoje kvétl, trichomt a plodu.

Biosyntéza giberelinti vychazi z geranylgeranyldifosfatu, ktery je béznym prekurzorem
diterpenovych a tetraterpenovych sloucenin. Geranylgeranyldifosfat je pfeménén na ent-
kauren ve dvoukrokové cyklizaéni reakci. Reakce je katalyzovdna enzymy ent-
copalyldifosfatsynthasou (CPS) a ent-kaurensynthasou (KS). Nasledné je ent-kauren
postupné oxidovéan a dochazi ke zkraceni druhého uhlikatého kruhu o jeden uhlikovy atom.
Reakci katalyzuje ent-kaurenoxidasa a oxidasa ent-kaurenové kyseliny. Dalsi sérii
oxida¢nich reakci vznikaji bioaktivni gibereliny. Jako bioakivni bylo z celkového poctu
126 giberelini identifikovano pouze nékolik (GA1, GA3, GA; a GA7)19.

Kyselina giberelova (GA) podporuje expresi gent potlacenim aktivity represorovych
protein®. Signalizace probihd rozpoznanim GA pomoci receptoru GID1 (GA insensitive
dwarf 1). V nepiitomnosti GA se proteiny DELLA vazi na transkrip¢ni faktory znamé jako
faktory ovliviiujici fytochrom (PIF — phytochrome interacting factors). V piitomnosti GA
nastava konformaé¢ni zména na GID1, ktery se vaze na proteiny DELLA. Vznikly komplex
je nasledné ubikvitinylovan a degradovan. V dasledku toho tento proces uvoliiuje

transkrip&ni faktory PIF a podporuje expresi odpovidajicich genii®.

1.2.6 Cytokininy

Cytokininy (CK) stimuluji zejména procesy spojené s rustem rostliny jako je specializace
embryonalnich buné€k, vyziva bun€k meristémi, vyvoj semenacku a vaskularizace. Také je
znamo, ze hraji velkou roli pfi interakci mezi rostlinou a mikroorganismy béhem vyvoje
hlizek a procesu patogeneze. Cytokininy jsou derivaty adeninu majici bud’ isoprenoidni
nebo aromaticky postranni fetézec. Mezi aktivni isoprenoidni cytokininy patii N°-(2-A%-
isopentenyladenosin)-adenin, trans-zeatin, cis-zeatin a dihydrozeatin. Aromatické
cytokininy pak jsou ortho-topolin, meta-topolin, jejich derivaty a benzyladenin.

Aromatické cytokininy se vyskytuji jen v n&kterych rostlinnych druzich®.
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Biosyntéza isopentenylovych a trans-zeatinovych cytokinini zacina tvorbou isopentenyl
nukleotidi pomoci adenosylfosfatisopentenyltransferas (IPTs), které mohou byt prevedeny
na pfislusné trans-zeatin nukleotidy pomoci cytochrom P450 monooxygenas.
Isopentenylribosyltrifosfat a  —difosfat jsou  defosforylovany  fosfatasami a
isopentenylribosylmonofosfat a transzeatinribosylmonofosfat jsou prevedeny na aktivni
formu hydrolasami ,,Lonely guy“ (LOG). Cis-zeatinové cytokininy jsou v Arabidopsis
syntetizovany vyluéné pomoci tRNA isopentenyltransferas. Biologicky aktivni cytokininy
jsou ireverzibiln¢ inaktivovany cytokininoxidasami/dehydrogenasami. Konjugace se

sacharidy za vzniku neaktivnich O-glykosidi pomoci glykosyltransferas je reverzibilni®',

Pienos signalu zacind navazanim cytokininu na membranovou histidinkinasu AHK
(Arabidopsis histidine kinase) a autofosforylaci histidinového zbytku kinasové domény.
Tato fosfatova skupina je pfenesena na histidinovy zbytek AHPs (Arabidopsis Histidine
phosphotransfer proteins). AHP proteiny se piesunuji do jadra, kde dochazi k fosforylaci a
aktivaci regulatoru ARR (Arabidopsis response regulator). Existuji regulatory ARR dvou
typt, A a B. ARR typu A funguji na principu negativni zpétné vazby. ARR typu B se vazi

na DNA a aktivuji transkripci pFislusnych genti®.

1.2.7 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BRS) jsou rostlinné hormony obsahujici steroidni skelet s navazanymi
funkénimi skupinami, pfevazné hydroxylovymi. Zména v hydroxylaci steroidniho skeletu
modifikuje silu odpovédi rostliny. Brassinosteroidy byly nalezeny ve vSech castech
testovanych rostlin, vyssi koncentrace byly zjiStény v mladém rostoucim pletivu. Nejvyssi

koncentrace se pak nachazi v pylu a nezralych semenech.

Podobné jako Zivocisné steroidni hormony jsou brassinosteroidy nezbytné pro rist, vyvoj a
rozmnozovani rostlin. Maji vliv na dé€leni a rist bunék, diferenciaci cév, plodnost, regulaci
kveteni a senescence a odpovédi na bioticky a abioticky stres”. Obrannych reakei rostlin
se tedy BRS ucastni rizn€. V ptipad¢ vystaveni rostliny oxidacnimu stresu, suchu,
zasoleni, teplotnimu stresu nebo téZkym koviim maji brassinosteroidy vliv na zvySenou
aktivitu enzym jako je superoxiddismutasa, askorbatperoxidasa, katalasa a
glutathionreduktasa, zvySenou syntézu glutathionu, askorbatu, fytochelatind, proteiny
teplotntho Soku a stimulaci fotosyntézy. V pfipadé napadeni patogeny maji
brassinosteroidy vliv na syntézu ethylenu a kyseliny abscisové, PR proteint ovlivnénim

syntézy SA, peroxidasy a polyfenoloxidasy®’. Mutanti deficientni v syntéze nebo majici
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nefunk¢ni receptory pro BRS jsou typicky malého vzriistu s epinastickymi listy a snizenou
plodnosti. U vétSiny mutantii S defektni biosyntézou BRS miize byt navozen vzhled

divokého typu exogenni aplikaci brassinosteroidu.

Biosyntéza vychazi z campesterolu, ktery je postupné hydroxylovan za 0c¢asti mnoha
enzymu obsahujicich katalytickou skupinu cytochromu P450 na bioaktivni brassinolid.
Dosud jsou znamy tii hlavni biosyntetické drahy. V draze Casné oxidace C-22 probiha
hydroxylani krok na C-22 pomoci hydroxylasy DWF4. Dalsi dvé drahy maji spole¢ny
intermediat campestanol. Z campestanolu pokracuje draha pozdni oxidace C-22 a nezavisla

dréha Casné oxidace C-6 (Obrazek 4)25.
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Obrazek 4: Schéma biosyntézy brassinosteroidi. Tfi hlavni biosyntetické drahy BRS. Zluté je
vyznacena draha Casné oxidace C-22, fialové pozdni oxidace C-22, zelen¢ draha Casné oxidace C-

6. Pferuiované 8ipky znadi reakce, probihajici pravdépodobné ve vice krocich. Upraveno dle®.
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Signalni kaskdda zacCina navazanim bioaktivniho brassinolidu na extracelularni doménu
kinasy membranového receptoru BRI1 (BR-insensitive 1), ktera fosforyluje negativni
regulator BKI1 (BRI1 kinase inhibitorl), ktery opusti membranu, ¢imz umozni BRIl
vytvorit komplex s BAK1 (BRI1-associated receptor kinase 1). Mezi BRI1 a BAK1
dochazi k transfosforylaci, ktera vede k fosforylaci BSK1 (BR signaling kinase 1) a jejimu
uvolnéni z komplexu receptoru. Aktivni BSK1 asociuje a aktivuje BSU1 (BRI1 suppressor
1), ktera defosforyluje a inaktivuje kinasu BIN2 (BR insensitive 2). Poté dochazi
k akumulaci nefosforylovanych transkripénich faktord BES1 (BRI1-EMS supresor 1) a
BZR1 (Brassinazole resistant 1), které spoust&ji transkripci prislusnych gend?® (Obrazek
5).

BRI1 BRI BRI BRI BRI BRI

0©°op

Br(sﬁtinpote‘dvod
- OO0 — ’ OO0

Y 180 5

Obrazek 5: Schéma pienosu signalu pomoci brassinosteroidi. Po navazani aktivniho
brassinosteroid na membranovy receptor BRI1 dojde k sérii transfosforyla¢nich kroki mezi BRI1,
BKI1, BSK1 a BAK, jejichz vysledkem je uvolnéni kinasy fosforylované kinasy BSK1z komplexu
receptoru. BSK1. BSK1 interaguje s BSU1 a vznikly komplex deaktivuje kinasu BIN2. Nasledné
dochazi k akumulaci nefosforylovanych aktivnich transkripcnich faktor BES1/BZR1 a spusténi

genové exprese. P — fosforylovana forma. Upraveno dle?’.
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1.2.8 Auxiny

Auxiny jsou vyznamnou skupinou fytohormond, podilejici se zejména na stimulaci ristu a
vyvoje rostlin. Jako prvni se o endogenni latce, majici vliv na rast a pohyb rostlin zmifuji
Charles Darwin a Francis Darwin v roce 1880. Tato latka byla pozdéji charakterizovana
jako indolyl-3-octova kyselina (IAA). Jde o nejcastéji se vyskytujici aktivni auxin. Dalsi
popsané endogenni molekuly s auxinovou aktivitou jsou indolyl-3-maselna kyselina,
fenyloctova kyselina (PAA) a 4-chloroindolyl-3-octova kyselina. Syntetické molekuly
S auxinovou aktivitou jsou napfiklad naftyl-l-octova kyselina nebo 24-
dichlorofenoxyoctova kyselina. Souhrné lze tedy auxinové struktury popsat jako slabé
organické kyseliny obsahujici heterocyklus nebo aromaticky kruh®®. Mimo rostlinnou Fisi
byly nalezeny v nékterych houbach a pidnich bakteriich®®. N&které z téchto organismi
jsou rostlinnymi patogeny. Fyziologické G&inky auxind byly studovany jiz v roce 1872 a
k dne$nimu dni jich bylo popsano zna¢né mnozstvi. Jiz vroce 1937 byla objasnéna
struktura 1AA. Naproti tomu biosyntéza auxinu je objektem zajmu v poslednich letech.
Hlavni biosyntetické drahy vychazeji z tryptofanu a k dnesnimu dni jsou rozliSovany ¢tyfii
zakladni cesty syntézy IAA ztryptofanu (Obrazek 6). Nazvy nesou podle prvniho
metabolického produktu tryptofanu, ktery v draze nasleduje. Déle také pravdépodobné
existuje alespon jedna draha nevychazejici z tryptofanu, ale vyuzivajici meziprodukty
syntézy tryptofanu z anthranilatu. V rostlinach je nejvyznamnéjsi biosyntéza drahou indol-

3-pyruvatu.
1.2.9 Biosyntéza auxint

Draha indol-3-acetaldoximu

V Arabidopsis je syntéza indol-3-acetaldoximu (IAOX) z tryptofanu katalyzovana enzymy
CYP79B2 a CYP79B3, které patii mezi enzymy obsahujici cytochrom P450. Dale mtize
IAOX vznikat z N-hydroxytryptaminu, ktery je hlavnim meziproduktem jiné auxinové
syntetické cesty. Je ale pravdépodobné, ze zminéné cytochromy jsou zodpovédné za
nejveétsi Cast syntetizovaného IAOx v Arabidopsis. Exprese téchto enzymu Arabidopsis
v Nicotiana tobacum vedla také k syntéze IAOx. Zaroven se také zda, ze tato cesta neni
pro brukvovité¢ nejvyznamnéjsim zdrojem IAA, ale je vyuzivana k tvorbé indolovych
glukosinolatl, protoze vyfazeni obou zminénych cytochromi nemélo u Arabidopsis

vyrazny vliv na koncentraci IAA%,
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Draha indol-3-acetamidu

V bakteriich Agrobacterium tumefaciens a Pseudomonas savastanoi je tryptofan pieménén
na indol-3-acetamid (IAM) pomoci tryptofan-2-monooxygenasy (iaaM). IAM je dale IAM
hydrolasou hydrolyzovan na IAA (iaaH). Pfitomnost IAM byla zaznamenana i v nékterych
rostlinach, napiiklad v kukufici, tabaku, Arabidopsis nebo ryzi. V Arabidopsis vétSina
IAM pochézi z IAOx drahy a je metabolitem IAOx. Ostatni zminéné rostliny ale postradaji
homology cytochromtt CYP79B2/3, zodpovédné za syntézu IAOx z tryptofanu a 1AOX
nesyntetizuji, proto lze predpokladat, ze v téchto rostlinach nalezneme enzymy podobné

bakterialni tryptofan-2-monooxygenase zminéné Vy§e32.

Draha tryptaminu

O syntéze IAA tryptaminovou (TAM) drahou se zacalo uvaZovat po zjisténi GCinka
podobnych auxinu na koleoptile ovsa, tedy jiz v 60. letech. Dale byl tryptamin detekovan
Vv rajéeti, ryzi nebo Arabidopsis. Naproti tomu studie z roku 1991 uvadi na zakladé
srovnani koncentraci IAA a TAM, znafenych D,0O, Ze TAM a IAA jsou syntetizovany
Z jinych zdroju tryptofanu v dané rostlin¢ a tedy, ze TAM neni hlavnim prekurzorem 1AA.
Podobné rostliny tabaku zvySené exprimujici Trp dekarboxylasu, ktera katalyzuje pfeménu
Trp v TAM, akumuluji vysoké mnozstvi TAM, které ale nema vliv na mnozstvi IAA v

rostling®™.

Zéajem o tuto drahu vzrostl po objeveni rodiny geni YUCCA v Arabidopsis, u nichz se
predpoklada hydroxylaci tryptaminu za vzniku N-hydroxytryptaminu. YUCCA homology
byly nalezeny i v dal$ich rostlinach, napfiklad v rajéeti a kukufici, ale zapojeni do TAM

dréhy je stale sporné33.

Draha indol-3-pyruvatu

Tato draha je velmi vyznamné pro fadu mikroorganismii syntetizujicich IAA a teprve
V poslednich péti letech bylo zjisténo, ze je neméné vyznamna pro fadu druhil rostlin.
Studium této drahy komplikuje skute¢nost, ze indol-3-pyruvat (IPyA) snadno oxiduje a
rozklada se na IAA za laboratorni teploty. V Arabidopsis jsou Vv soucasnosti znamy
enzymy TAAL/TAR, které preménuji tryptofan na IPyA, ktery je nasledn¢ dekarboxylovan
a oxidovan na IAA enzymy rodiny YUCCA. Ovsem v mutantech, exprimujicich geny

YUCCA v nadbytku oproti divokému typu, byly zjistény pouze malé zmény v koncentraci
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IAA. Mnohem vice byla zvySena koncentrace metaboliti IAA, coz vede k hypotéze, ze

rostlina velmi rychle odbour4 prebyteénou IAA na neaktivni produkty®*.

Draha nezavisla na tryptofanu

Bylo zjisténo, ze syntéza IAA pomoci drah vychazejicich z tryptofanu neni schopna pokryt
celkovou potiebu IAA v rostlin€. Toto zjisténi bylo potvrzeno pomoci mutantti kukufice a
Arabidopsis, ktefi nebyli schopni syntetizovat tryptofan, a piesto vytvaieli [AA
z prekurzortt Trp®'. Tato draha by tedy vyuZivala jako zdroj IAA indol ¢&i indol-3-

glycerolfostat, vznikajici z chorismatu®
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Obrazek 6: Biosyntetické drahy IAA. Vétsina biosyntetickych drah TAA vychazi z tryptofanu.
Oznacované jsou podle prvniho metabolitu tryptofanu jako IAOx draha, IAM draha, IPyA draha,
TAM draha. Dale pravdépodobné existuje alespon jedna draha nezadvisla na tryptofanu.
PreruSované Sipky znaci neprokazané mezikroky. Modfe ohrani¢enymi geny se tato prace zabyva

V experimentélni ¢asti. Upraveno dle * a*'.
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1.2.10 Prenos signalu a fyziologické u¢inky auxint

Ptenos signalu, zprostfedkovaného auxiny probiha u rostlin pomoci proteinit AUX/IAA
(Auxin/indole-3-acetic acid protein). Tyto proteiny Vv nepfitomnosti auxini reprimuji
transkripci pfislusnych geni, odpovidajicich na auxin. Pii zvySené koncentraci auxind,
jsou auxiny rozpoznany receptorem TIR1 (Transport inhibitor protease 1) nebo AFB
(Auxin signaling F-box protein), dojde k ubikvitinylaci a degradaci proteint AUX/IAA a

nasledné zahajeni transkripce genti, stimulovanych auxinem®’ (Obrézek 7).

Geny neexprimovany
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Obrazek 7: Schéma prenosu signidlu pomoci auxini. V nepfitomnosti auxini proteiny
AUX/IAA reprimuji genovou expresi. V piitomnosti auxinti dochazi k vytvofeni komplexu auxinu,
receptoru TIR1, ubikvitin ligasy SCF a proteinu AUX/IAA. Tento komplex je ubikvitinylovan a
degradovan 26-S proteasomem. Ub- ubikvitin, TF — transkripéni faktory, 26S — 26S proteasom.
Upraveno dle
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1.2.11 Auxiny v patogennich a symbiotickych houbach

Houby jsou schopny produkovat fadu rostlinnych hormond v in vitro kultufe s dodanymi
pfislusnymi prekurzory. V ptipadé auxini byvé takovym prekurzorem tryptofan. VétSina
hub syntetizuje IAA z Trp drahou pies IPyA. V patogenu kukufice Ustilago maydis byly
identifikovany geny ucastnici se této drahy, IAD1 a IAD2 (indol-3-acetaldehyd
dehydrogenasa 1 a 2), majici aktivitu IPyA dekarboxylas. Mutanti s vytazenou funkci obou
téchto genti nebyli schopni produkovat IAA =z tryptofanu ani z tryptaminu. DalSimi
identifikovanymi geny U. maydis v této draze jsou geny TAM1 a TAM2 (tryptofan
aminotransferasa 1 a 2). V mutantech s vyfazenymi geny TAM1, TAM2, IAD1 a IAD2 bylo
pozorovano dalsi snizeni koncentrace IAA, z ¢ehoz vyplyva, ze U. maydis vyuziva indol-
3-pyruvat jako zdroj pro tvorbu IAA. Pozoruhodné je, ze v pletivu rostlin kukufice,
infikovaném témito mutanty, byl pozorovan mensi nariist endogenni IAA nez pii infekci

U. maydis divokého typu®.

Také u hemibiotrofniho patogena ryze Magnaporthe oryzae byla nalezena IAA v myceliu,
kultivovaném in vitro. Imunohistologickou analyzou s pouzitim protilatek proti IAA bylo
zjisténo, ze se IAA nachazi v infek¢nich hyfach v pletivu hostitele. Dale bylo zjisténo, Ze
béhem infekce M. oryzae produkuje béhem své biotrofni Zivotni faze malé mnozstvi

auxinu, které spousti auxinem indukovatelné geny v napadeném rostlinném pletivuzg.

U rodu patogennich hub Fusarium ziejm¢ probiha syntéza IAA z Trp drahou IAM. U
nékolika druhii tohoto rodu byly popsdny homology bakteridlnich monooxygenas a
hydrolas, ugastnicich se této drahy®®. U mutanti druhu Fusarium oxysporum s vloZenymi
geny pro syntézu trp-2-monooxygenasy a indol-3-acetamid hydrolasy doslo ke zvyseni
syntézy TAA a také zvyseni virulence oproti divokému typu®. Colletotrichum acutatum
v mediu s tryptofanem produkuje kromé¢ IAA i dalsi metabolity indolu, tryptofol (ktery
muze byt zapojen do syntézy IAA konverzi na indol-3-acetaldehyd™®), indol-3-acetaldehyd,
indol-3-acetamid, indol-3-pyruvat a indol-3-laktat. Toto zjiSténi naznaCuje, ze tento
patogen pouziva pro syntézu IAA néckolik rliznych drah. P zvySujici se koncentraci
exogenniho tryptofanu byla pozorovana zvysujici se koncentrace tryptofolu a indol-3-
laktatu, ale nikoli IAA nebo IAM. . U jiného druhu rodu Colletotrichum bylo zjisténo, ze

produkuje IAA z tryptofanu béhem biotrofni i nekrotrofni faze infekce rostlin®".

Pavodce travni rzi houba Puccinia graminis zpusobuje akumulaci auxinu v infikovaném

pletivu pSenice. V této houbé¢ byl identifikovan gen pro tryptofan-2-monooxygenasu (Ptg-
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laaM), zodpovédnou za konverzi tryptofanu na IAM. Bylo zjisténo, ze tento gen je
exprimovan v bunkach haustorii v infikovaném hostitelském pletivu. Exprese genu Ptg-
laaM u Arabidopsis zptsobuje typicky fenotyp rostlin vystavenych auxinu a zvysuje

nachylnost mutanti k bakterii Pseudomonas syringae pv. tomato®.

Mutanti Arabidopsis defektni v nékterém kroku biosyntézy IAA jsou obecné vice nachylni
k infekci nekrotrofnimi patogeny Alternaria brassicicola a Botrytis cinerea®. U patogena
Moniliophtora perniciosa doslo po pfidani exogennich fytohormont (ABA, IAA, JA, SA)
ke stimulaci ristu mycelia, coZ naznacuje schopnost patogena metabolizovat rostlinné
hormony. Tyto fytohormony byly také nalezeny endogenni v myceliu (nejvice SA) a
rozmnozovacich ttvarech (nejvice IAA). Béhem deseti dni infekce se zvysila koncentrace

IAA a SA v infikovanych listech hostitele*.

Je pravdépodobné, ze i myKorhizni symbiotické houby z rodu Tuber produkuji auxiny.
V myceliu hub Tuber borchii a Tuber melanosporum byl a detekovana produkce etylenu a
IAA. Tyto houby indukuji u svého hostitele Cistus incanus i nehostitelské rostliny
Arabidopsis zmény v morfologii kofent jesté pied tim, nez dojde k fyzickému kontaktu

mycelia s rostlinou. Podobné zmény lze vyvolat exogenni aplikaci téchto hormoni *.

1.3 Patogen Leptosphaeria maculans

Askomyceta Leptosphaeria maculans (Obrazek 8), pattici do fadu Pleosporales tiidy
Dothideomycetes, je Vv soucasnosti nejvyznamnéjS$im patogenem brukvovitych rostlin a
puvodcem fomového cernani stonkt fepky olejky Brassica napus. Pisobi zvySenou
lamavost stonkd, charakteristické nekrotické 1éze listh a hniti kofent. V 70. letech
epidemie fomové hniloby vedly témeét k zaniku péstovani fepky v Australii, Severni

Americe a Evropé.
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Obrazek 8: Mycelium Leptosphaeria maculans v 7 dni staré tekuté kultute in vitro (nahofe).
Nekrotické 1éze na déloznich listech fepky Eurol zptisobené L. maculans JN2 po 10 dnech infekce
(dole).

Infekéni cyklus za€ind na podzim, kdy dochédzi k pohlavnimu rozmnoZovéani jedincii
ptezivajicich na poskliziovych zbytcich rostlin. Vznikajici askospory se uchycuji na
déloznich 1 pravych listech hostitelskych rostlin a za dostatecné vlhkosti kli¢i. Klicici spory
penetruji stomaty i skrze poranéni na listech do mezibunéénych prostor v mezofylu. L.
maculans postupné kolonizuje apoplasticky prostor rostlinného pletiva. L. maculans je
hemibiotrof. V pocatecnim stadiu infekce je rozrustani hyf asymptomatické, az po nékolika
dnech se na listech objevuji nekrozy a tvoii se pyknidy. Ty jsou zdrojem sekundarniho
inokula v prubéhu sezony a pro postup infekce fapikem ke stonku a kotfenovému kréku. |
tento postup ke kofenovému krcku je asymtomaticky a az na konci vegetacniho obdobi se

na stonku a kofenovém krcku objevuji nekrézy pletiva, které mohou vést k polehavani a

pired¢asnému dozravani fepky.
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Po sklizni Leptosphaeria kolonizuje zbytky rostlin a na zbytcich rostlin v pidé muze

prezivat az nékolik let™.

Dothideomycetes

Pleosporineae

fi Phaeosphaeria nodorum
Phaeosphaeria ammophilae
Leptosphaeria maculans
Pyrenophora tritici-repentis g
Alternaria alternata

= Cochliobolus heterostrophus
.{ Phoma herbarum
Ascochyta pisi

Corynespora casiicola

Hysterobrevium smilacis
Botryosphaeria dothidea

Mycosphaerella punctiformis
Mycosphaerelia graminicola g

—i Mycosphaerella fijiensis
‘. Teratosphaeria associata

Condioxyphium gardeniorum
~ Cladosporium herbarum

. Cladosporium cladosporioides

Sydowia polyspora
st Arthoniomycetes
,——‘ Hypocreales S F]
Neurospora crassa g E
Magnaporthe grisea | g
—-——-———« Leotiomycetes
:‘ Eurotiomycetes
—-——« Lecanoromycetes
Geoglossomycetes
—————owsss=sMSIRRR| Pezizomycetes
el Orbiliomycetes
N Saccharomycetes

T

: : - Schizosaccharomyces pombe

650 600 550 500 450 400 350 300 250 200 150 100 50 O

Obrazek 9: Fylogeneticky strom oddéleni Ascomycota. Patogenni houby zminované v kap.
1.2.11 jsou zafazeny do nasledujicich skupin na schématu: Sordariomycetes — Magnaporthe

oryzae, Fusarium oxysporum, Colleotrichum acutatum. Pezizomycetes — Alternaria brassicicola,

Cas (miliony let)

Pleosporales

Capnodiales

Tuber borchii, Tuber melanosporum. Leotiomycetes — Botrytis cinerea. Ostatni zminéné houby

patii mezi Basidiomycety. Upraveno dle?’.

Interakce L. maculans — B. napus je patosystémem, kde funguje rezistence gen proti

genu. U L. maculans bylo zatim objeveno 9 gent kodujicich efektory (AvrLml - AvrLm9),

které mohou byt geny avirulence, v piipadé, ze hostitelska rostlina disponuje ptislusnymi

geny
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rezistence (RIm geny), kterych bylo doposud odhaleno 11. Efektory, jako jsou napf.
AvrLml nebo AvrLm4 jsou malé proteiny sekretované z bunky (SSP, small secreted
proteins), coz je podminéno N-termindlni peptidovou signalni sekvenci. Bazalné nejsou
exprimovany nebo jen v nizkych hladinéch a jejich exprese se mohutné indukuje v procesu

infekce °.
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2. CIL PRACE

Tato prace se zabyvala produkci fytohormonii patogenem ftepky Brassica napus

askomycetou Leptosphaeria maculans. Prvni ¢ast se soustfedila na hormony auxinového

typu, kde bylo cili:

e Zjisténi vlivu rznych kultiva¢nich podminek na produkci auxint patogenem
e Stanovani hladin auxind pfi interakci B. napus — L. maculans

e Identifikace gent L. maculans zapojenych do biosyntetické drahy auxini
Druha ¢ast prace se zabyvala brassinosteroidy a dil¢i cile byly nasledujici:

e Sledovani produkce brassinosteroidi v myceliu L. maculans

e Identifikace kandidatnich genti L. maculans zapojenych do biosyntetické drahy
brasinnosteroida

e pfipravit vektory pro posttranskripcni umlceni genli biosyntézy brassinosteroidi

v L. maculans s cilem objasnit roli téchto hormoni pfi infekci fepky olejky B.

napus
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Tabulka 1: Seznam pouzitych chemikalii

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
Aceton
Agarosa
Anchored primer oligo(dT),;
Brassinolid
Castasteron
Dimethylsufoxid
dNTP mix
Ethidiumbromid
Gamborg B5 medium basal salts
Gamborg B5 medium s vitaminy
Hydroxid draselny
Indolyl-3-octova kyselina
Kolonky Oasis MCX columns
Kvasni¢ny extrakt
Kyselina mravenci
Kyselina octova
Merkaptoethanol
MES
Methanol
Naftyloctova kyselina
Primery pro PCR
Primery pro gPCR
Sacharosa
SAVO
Smés enzymii BP clonase I1
Smés enzymii LR clonase II
Tag DNA polymerasa
Tryptamin
Tryptofan

Trypton
y-aminomaselna kyselina
Zeleninova §tava V8

Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CZE)
Sigma-Aldrich (USA)
Metabion (DEU)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CZE)
Finnzymes (FIN)
Sigma-Aldrich (USA)
Duchefa (NLD)
Duchefa (NLD)
Lachema (CZE)
Sigma-Aldrich (USA)
Waters (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CZE)
Penta (CZE)
Sigma-Aldrich (USA)
Serva (DEU)
Penta (CZE)
Sigma-Aldrich (USA)
Metabion (DEU)
Metabion (DEU)
Penta (CZE)
Bochemie (CZE)
Invitrogen (USA)
Invitrogen (USA)
Fermentas (CAN)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Hi-media (FRA)
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Tabulka 2: Seznam pouzitych komerénich sad

Sada pro odstranéni kontaminace DNA DNAFree Kit Ambion (USA)
Sada pro gPCR Mastermix EVAL-LC GeneON (USA)
Sada pro izolaci DNA GenelJet Plasmid midiprep Thermo Scientific (USA)
Sada pro izolaci DNA PureYield™ Plasmid Midiprep System Promega (USA)
Sada pro izolaci RNA Spektrum Plant Total RNA Kit Sigma-Aldrich (USA)

3.2 Seznam pouZzitych pristroja a softwaru

Tabulka 3: Seznam pouZitych pristroju a softwaru

Homogenizator Fast prep-24 MP Biomedicals (USA)
Tiepacka Gallenkamp 101400 Sanyo (JPN)
Centrifuga Sigma 3K30 Sigma (USA)
Program Assess 2.0 Lakhdar Lamari (USA)
Cyklér LightCycler IT Carousel-Based System Roche (FRA)
Program LightCycler Software 4.1 Roche (FRA)
Kultiva¢ni box Microclima MC1600E Snijders Labs (NLD)
Elektroporator GenePulser XcellTM BioRad(USA)
Cyklér ThermalCycler C-1000 BioRad (USA)
Spektrofotometr Nanodrop ND-1000 ThermoScientific (USA)
Stolni inkubator DRI-Block Techne (UK)

3.3 Kultivace rostlin Brassica napus

Rostliny Brassica napus byly péstovany hydroponicky v perlitu AGRO (Perlit Praha s.r.0)
a Steinerové Zivném roztoku dle Steinera®® v rezimu 14 hodin den (150 pE.m?s™, 23 °C),
10 hodin noc (18 °C) v kultivaénim boxu Microclima MC1600E (Snijders Labs) nebo
kultivaéni mistnosti. Byla pouzita semena odridy Columbus (disponuje genem rezistence
RIml, poskytla firma Dekalb) a Eurol (nedisponuje genem rezistence RIml).

K experimentim byly pouzity délozni listy z 10-ti nebo 14-ti dennich rostlin.
3.4 Kultivace Leptosphaeria maculans

3.4.1 Charakteristika pouzitych izolati

V této praci byly pouzity tii izolaty Leptospaheria maculans: dva sesterské izolaty JN2 a
JN3 a NzT4, které poskytl Dr. Thierry Rouxel (INRA, Francie). Izolat JN2 (AvrLm1’) ma
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v misté genu AvrLm1 velkou deleci, tudiz je tato alela nefunkéni. Interakce L. maculans
JN2 — B. napus Columbus i Eurol je kompatibilni. Izolat IN3 (AvrLm1") nese funkéni alelu
genu AvrLml a jeho interakce s odriidou fepky olejky Columbus (RIm1™), je
inkompatibilni, zatimco je kompatibilni na odridé Eurol (RIm1)* Izolat NzT4 pochézi
Z Nového Zélandu a je virulentni na odridé B. napus cv. Tina. K experimentim byl vybran

pro velkou genetickou odlignost od predchozich izolati JN2 a IN3.

3.4.2 Kultivace v tekuté kultuie

L. maculans byla kultivovana ve 100 ml sterilniho media (sloZeni v tabulce 4) v 250 ml
Erlenmeyerové batice, do niZ bylo inokulovano 100 pl suspenze spor (1 x 10° / ml) ve
vodé. SloZeni jednotlivych medii je uvedeno v tabulce 3. Banky byly inkubovany 10 nebo
7 dni ve tmé v tfepacce Gallenkamp 101400 (Sanyo) pii teploté 26°C a 120 otackach za

minutu.

Tabulka 4: SloZeni medii pro kultivaci L. maculans. U vSech medii bylo upraveno pH

na hodnotu 6,8 pomoci NaOH.

Fries G-MES basal salts G-MES vitamins V8
slozeni 1 1 slozeni 11 slozeni 11 slozeni 11
NH4NO; 19 G B5bs 3,169 G B5 vit 3,169 V8 100 ml
tartarat amonny 59 sacharosa 30g sacharosa 30g CaCO; 39
KH,PO, 1g MES 1,95 MES 1959 | MES 195¢
MgSO,.7TH20 500mg | vodado 1000 ml | vodado 1000ml | Voda 900 ml
CaCl, 130 mg
NaCl 100 mg
sacharosa 309
kvasni¢ny extrakt 5¢9
MES 1,95¢
voda do 1000 ml
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3.4.3 Priprava spor

Pro ptipravu inokula bylo mycelium kratkodob¢ kultivovano na zpevnéném zivném mediu

ze zeleninové §t'avy V8 (slozeni v tabulce 5).

Tabulka 5: SloZeni zpevnéného media V8

slozeni 1 1
V8 100 ml
CaCO; 30
MES 1959
voda 900 ml
agar 15¢g

Piiprava spor vychazi z publikované metody dle Ansan-Melayah a kol.>'. Spory byly
piipraveny z mladého mycelia ziskané¢ho z jedné oddélené spory. Agar V8 s myceliem byl
nejprve rozmackan sklenénou lopatkou a poté rozetfen na nové misce s pevnym V8
agarovym mediem Vco nejten¢i vrstvé. Nasledné byly misky sagarovym mediem
zalepeny prody$nou chirurgickou péaskou a inkubovany v kultivaénim boxu pfi stejnych
podminkach, jaké byly pouzity pro kultivaci fepky. Po 6 dnech byla chirurgickd paska
nahrazena parafilmem, aby nedoslo k plnému vyschnuti agaru. Po 11 dnech byla media v
miskach za sterilnich podminek pfevrstvena vodou a spory byly z pyknid uvolnény tfenim
sklenénou lopatkou. Suspenze byla poté zfiltrovana pies skelnou vatu do sterilni 50 ml
zkumavky. Kvili odstranéni fytotoxickych latek, produkovanych L. maculans, byla
suspenze odstfedéna 10 min pii 1000 X g a supernatant byl nahrazen 20 ml sterilni vody.
Spory byly spocitany v Biirkerové komlrce a suspenze byla nafedéna na konecnou
koncentraci 10%spor/ml. Spory urené k inokulaci rostlin a tekutého media byly
uchovavany pii -20 °C po dobu nejdéle 6 mésict. Spory pro dlouhodobé uchovani izolatl
byly zmrazeny v 20 % glycerolu a uloZeny v -70 °C. Pfed prvnim pouzitim spor byla vzdy

ovétena jejich virulence na déloznich listech fepky.
3.5 Inokulace rostlin sporami Leptosphaeria maculans

D¢lozni listy 14-dennich rostlin B. napus byly inokulovany infiltraci suspense spor o
koncentraci 10° spor/ml injekéni stitkackou (1 ml) bez jehly do kazdé poloviny listu mimo

hlavni zilku. Ctyfi dny po infekci byly zrostlin ustfizeny pravé listy, aby nedoglo
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k senescenci déloznich listd. Deset dni po infekci byla provedena obrazova analyza

nekrotické plochy listi pomoci programu Assess 2.0.
3.6 OSetreni rostlin fytohormony

3.6.1 OsSetreni postiikem

10-denni rostliny Brassica napus byly oSetieny vodou nebo roztoky fytohormontu o
sloZeni a koncentraci uvedené v tabulce 6. Osetieni bylo pro provedeno aplikaci drobnych

kapek roztoku na d€lozni listy pomoci rozprasovace.

3.6.2 OsSetreni infiltraci

Roztoky fytohormonti nebo voda byly infiltrovany do obou polovin déloznich lista 10-
dennich rostlin mimo hlavni zilku pomoci injekéni stiikacky bez jehly. Pro oba zplisoby
osetfeni byly pouzity roztoky indolyl-3-octové kyseliny (IAA), naftyloctové kyseliny
(NAA), 2,4-dichlorofenoxyoctové kyseliny (2,4-D), brassinolidu (Bra) a castasteronu
(Cas). Roztok benzothiadiazolu (BTH, analog SA, induktor resistence k L. maculans®?) byl

pouzit jako pozitivni kontrola, voda byla pouzita jako negativni kontrola.

Tabulka 6: SloZeni roztoki hormoni pouZitych k exogenni aplikaci na rostliny

BTH 30 uM voda

IAA 500 uM 0,4 % EtOH
50 uM

NAA voda
250 uM
5 uM

2,4-D voda
25 uM
10 uM

Bra voda
50 uM
10 pM

Cas voda
50 uM
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3.7 Osetieni L. maculans prekurzory auxint

Mycelium Leptosphaeria maculans bylo kultivovano 7 nebo 10 dni (uvedeno dale) ve 100
ml media. Po sedmi nebo deseti dnech bylo k myceliu pfidan tryptofan (Trp, 1 mM),
tryptamin (TAM, 1mM) nebo GABA (1mM). Roztoky tryptofanu, tryptaminu a GABA
byly pfipraveny jako zasobni roztoky o koncentraci 100 mM. 0,200 g tryptofanu bylo
rozpusténo v 1 ml 1M HCI a doplnéno vodou na objem 10 ml. 0, 1600 g tryptaminu bylo
rozpusténo v 1 ml HCI a dopInéno vodou na objem 10 ml. 0,100 g GABA bylo rozpusténo
v 10 ml destilované vody. Zasobni roztoky byly uchovavany pfi teploté -20 °C.

3.8 Priprava extraktu z rostlin pro oSetieni L. maculans

Extrakt byl piipraven z desetidennich rostlin Brassica napus odrida Columbus, 60 g
Cerstvych listd bylo zmrazeno v tekutém dusiku a nasledné homogenizovano v 200 ml
10 mM MES vV kuchynském mixeru. Hrubé necistoty byly odstranény filtraci ptes platno a
filtrat byl odsttedén pii 22 800 X g po dobu 20 minut pti 4 °C. Objem c¢istého supernatantu
byl upraven na 240 ml. Na 1 litr kultivaéniho média bylo pouzito 160 ml pfipravené¢ho

extraktu.

3.9 Odbér vzorki rostlinného pletiva a mycelia

Pro stanoveni hormont a kvantifikaci transkripce v rostlinném pletivu ¢i myceliu bylo
odebrano 100-200 mg biologického materialu do zkumavky se zavitem s 1 g keramickych
kulicek o pruméru 1,3 mm, okamzit¢ zmrazeno v tekutém dusiku a uchovano v -70°C.
Z déloznich listd B. napus byly odebirany disky pomoci korkovrtu Harris UniCore.
Z kultury L. maculans bylo nejprve pomoci Biichnerovy nalevky s papirovym filtrem
odfiltrovano kultivaéni medium a vzorky mycelia byly nasledné odebrany tenkou

nerezovou Spachtli

3.9.1 Extrakce hormonii z pletiva nebo mycelia

K extrakci fytohormont z pletiva bylo odebrano 100-200 mg rostlinného nebo houbového
pletiva. Vzorky ve zkumavkach byly vymrazeny v tekutém dusiku a homogenizovany
Vv piistroji FastPrep po dobu 40 s a rychlosti 6 m/s. Vzorky byly znovu zmrazeny v tekutém
dusiku a ke kazdému bylo pfidano 500 pl extrakéniho ¢inidla pB o slozeni 750 ml

methanolu, 200 ml vody a 50 ml 99% kyseliny mravencéi, které bylo vychlazeno na teplotu
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-20°C, a znacené¢ interni standardy. Vzorky ve zkumavkach byly znovu homogenizovany
ve FastPrep za stejnych podminek a inkubovany 30 minut pfi -20°C. Déle byly vzorky
centrifugovany na centrifuze Sigma 3K30 5 minut pfi 13 000 x g a 4°C. Supernatant byl
pieveden do ¢isté 2 ml plastové zkumavky (Treff 2.0 ClickFit microtubes). K sedimentu
bylo pfidano dalSich 500 ul extrakéniho ¢inidla pB, sediment byl homogenizovan ve
FastPrep za stejnych podminek a znovu centrifugovan. Vysledny supernatant byl pfidan
K prvnimu supernatantu a znovu centrifugovan 10 minut za stejnych podminek, poté byl
pieveden do nové zkumavky. Ze vzorkil byl odpafen methanol pomoci rotacni vakuové
odparky 60 minut pii teplot¢ 40°C a tlaku 10 mbar. Extrakéni kolonky Oasis MCX
extraction cartridge (Waters, #186000252) byly promyty 1 ml methanolu a 1 ml 1 M
HCOOH. Poté byly na kolonky aplikovany vzorky po odpateni methanolu. Kolonky byly
promyty 500 pul 1M HCOOH a 250 pl vody. Poté byly vzorky eluovany dvakrat 250 pl
methanolu (frakce A) a dvakrat 250 pl 0,35 M NH4;OH v 70% MeOH (frakce B).
Rozpoustédlo pro frakci B bylo pfipraveno vzdy Cerstvé pro kazdou extrakei hormond.
Sebrané frakce byly pomoci vakuové odparky odpateny do sucha. Frakce A byla
rozpusténa ve 30 ul 15% acetonitrilu, frakce B v 30 pl 5% methanolu. Vzorky byly
zmrazeny, rozmrazeny, a piipadné ne€istoty odstranény centrifugaci 5 minut pti 13 000 x g
a 4°C. Supernatant byl podroben analyze kapalinovou chromatografii s detekci hmotnostni
spektrometrii. Ve frakci A byly stanoveny auxiny, ABA a SA. Frakce B byla pouZita pro

paralelni stanoveni cytokinind.

3.9.2 Analyza hormonii pomoci LC-MS

Analyza hormonti pomoci LC-MS byla laskavé provedena na Ustavu experimentralni
botaniky v Laboratofi hormonalnich regulaci u rostlin Ing. Petrem Dobrevem, CSc. Na
kapalinovém chromatografu (Ultimate 3000, Dionex) s hmotnostni detekci (3200 Q TRAP
LC/MS/MS, Applied Biosystems) metodou dle Dobreva a Kaminka®.

Stanoveni brassinosteroidii pomoci LC-MS bylo laskavé provedeno v Laboratofi ristovych
regulatord Univerzity Palackého a Ustavu experimentalni botaniky v Olomouci Mgr.

Danusi Tarkowskou PhD metodou dle Tarkowské a kol>.

3.10 Analyza genové exprese

Genové exprese byly stanoveny z cca 170 mg vzorku listi fepky nebo mycelia L. maculans

kultivovaného v tekuté kultufe odebranymi podle postupu popsaném v kapitole 3.9.
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Vzorky ve zkumavkach s kulickami byly homogenizovany na pfistroji FastPrep po dobu
20s a rychlosti 4 m/s. K izolaci RNA byla pouzita sada Spektrum Plant Total RNA Kit
(Sigma-Aldrich). Koncentrace RNA a jeji ¢istota byla vyhodnocena na spektrofotometru
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). K vypoctu koncentrace RNA a jeji Cistoty byla
pouzita hodnota absorbance pii 260 nm a 280 nm. Z kazdého vzorku byl odebran objem,
odpovidajici 2,5 pg RNA, ktery byl pomoci soupravy DNAfree"VKit (Ambion) zbaven
kontaminace genomovou DNA. Smés byla inkubovéna v piistroji ThermalCycler C1000™
(BioRad) 30 minut pii 37°C. Po inkubaci bylo ke kazdému vzorku pifidano 2,5 pl Removal
Reagent (soucast DNAfree™Kit, Ambion) pro zastaveni enzymové reakce DNASsy, Smés
I pg RNA a 0,1 pmol Oligo dT primer (Metabion) byla inkubovana 5 min pii 70°C

v piistroji Thermal Cycler C1000™

(BioRad) a rychle zchlazena na ledu. Poté byly
ptidany dNTPs v kone¢né koncentraci 0,5 mM (Promega), 100 jednotek reverzni
transkriptasy M-MLV Rnase H(-)Point Mutant a dodany pufr (Promega #M368A) a smés v
celkovém objemu 20 pl byla inkubovana 10 min pfi 40 °C a 50 min pii 45°C. Po ukonceni
reakce byla cDNA nafedéna 20 x a pouzita jako templat pro kvantitativni PCR sadou
gPCR Mastermix EVA1-LC (GeneON). 2,5 ul 20x ziedéné cDNA (ekvivalent 6,25 ng
pivodni RNA) bylo amplifikovano v reakéni smési o celkovém objemu 10 pl a
nasledujicim slozeni: 5 pul Mastermix EVA1-LC, 0,5 ul ddH,0, 1 pl ptimy primer (FP) (5
uM), 1 pl reverzni primer (RP) (5 uM) a 2,5 ul cDNA vzorku. Reakce probihala v
polykarbonatovych kapilarach (Genaxxon BioScience GmbH) na pfistroji LightCycler 11®
Carousel-Based System (Roche). Reakéni podminky byly zvoleny nasledovné: 10 minut
denaturace pti 95 °C, nasledn¢ 45 cykli amplifikace 10 s pti 95°C, 10 s pii 55°C, 10 s pfi
72°C. Po ukonceni reakce byly zméteny kiivky tani. Kvantifikace transkripce a ktivky tani
amplikond byly analyzovany v programu LightCycler® Software 4.1. Relativni transkripce
byla vypoctena s korekci na ucinnost, kterd byla stanovena z kalibracni pfimky provedené
se sérioveé fedénou cDNA. Byla sledovana mira transkripce gent YUCCAL.1, NIT1.1,
NIT1.2, IAD1.1, IAD1.2, TAM1-2.1 a TAM1-2.2. Jejich transkripce byla vztazena k mie
transkripce referen¢nich gent pro tubulin a ITS1. Seznam primerti, pouzitych pro

kvantifikaci genové exprese je uveden v tabulce 7.
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Tabulka 7: Seznam primeri, pouzitych pro kvantifikaci transkripce

referen¢ni TCAAGATGTCCTCCACCT
Tubulin 113 bp
gen GTACCAATGCAAGAAAGCC
referen¢ni GGTGTTGGGTGTTTGTTCCAC
ITS1 51 bp

gen GGCTGCCAATTGTTTCAAGG
CTCTGTCAACATAGCCCT

YUCCA1l.1 XP003837538 276 bp
CTTCTGTCAACCGATACCT
CTATTGACTCCTCTCCATATCC

NIT1.1 XP003842954 183 bp
ATTCGTCTTCCTTCTCCC
CGAAATTCTGATGAAGCGAC

NIT1.2 XP003835263 280 bp
AGCATTGCAACCTTCAGAC
TACAACACGCTTCACTGG

IAD1.1 XP003835866 161 bp
CACTACAACCCATTCATTGCT
AATCCAAGTGATGAAAGCGA

IAD1.2 XP003837936 280 bp
GTTCCAACAACCTCTCCC
TACAACATTCTCCCTTCATCAC

TAM1-2.1 XP003838736 159 bp
GCTCCAAACTTTCTATCTCGT
GCCTCATCCCATCATACC

TAM1-2.2 XP003845026 265 bp
GACTTTCCAGCCACTTCC

3.11 Metody klonovani a molekularni biologie

3.11.1 Kultivace bakterii Escherichia coli a Agrobacterium tumefaciens

Bakterialni konzervy byly dlouhodobé skladovany pti -70°C. Pro ptipravu kultury pro
transformaci bylo 5 ml sterilniho LB media (Tabulka 8) inokulovano pomoci jednorazové
plastové klicky. Kultura byla nasledné kultivovana pies noc v tiepacce pii 250 otackach za

minutu a teploté 37°C (E. coli) nebo 28°C (A. tumefaciens).
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Tabulka 8: SloZeni LB media pro kultivaci bakterii

sloZeni 11

tekuté zpevnéné

trypton 10g | trypton 109

kvasni¢ny extrakt 5g |kvasni¢ny extrakt 5¢

NaCl 59 |NaCl 5¢
agar 159

3.11.2 Priprava elektrokompetentnich bunék Escherichia coli

No¢ni kultura z jedné kolonie E. coli DH5a byla inokulovana do 100 ml LB media v 250
ml Erlenmeyerové barice inkubovana pies noc v tiepacce pii 37°C a 250 otackéach za
minutu. 50 ml pfes noc narostlé kultury bylo pfeneseno do 1 1 LB media ve dvoulitrové
Erlenmeyerové baiice a inkubovano v tiepacce pfi 37°C asi 2 hodiny dokud kultura
nenabyla optické density pfi 550 nm 0,5. Kultura byla pfenesena do 50 ml uzaviratelnych
plastovych centrifugac¢nich kyvet vychlazenych na ledu a inkubovana 30 minut na ledu.
Poté byla kultura centrifugovana 20 minut pii 3700 x g a 4°C. Supernatant byl odstranén,
kyvety zchlazeny na ledu a k peletam bylo ptidano 50 ml sterilni vody vychlazené na ledu,
Vv které byly pelety resuspendovany a poté byly bunky znovu centrifugovany. Tento
promyvaci krok byl proveden dvakrat. Po odstranéni supernatantu byly buniky ze vSech
kyvet resuspendovany v celkovém objemu 40 ml sterilniho, na ledu vychlazen¢ho 10%
glycerolu a centrifugovany za stejnych podminek 15 minut. Supernatant byl odstranén,
buriky byly resuspendovany ve 2 ml 10% vychlazeného glycerolu a v 45 pl alikvotech

zmrazeny Vv tekutém dusiku a skladovany pii -80°C.

3.11.3 Priprava kompetentnich bunék Agrobacterium tumefaciens

200 ml LB media bylo inokulovano 1 ml pfes noc narostlé kultury A. tumefaciens
LBA4404. Kultura byla inkubovana v tfepacce pii 250 otackach za minutu a teploté 28°C
do dosazeni optické density 0,5 pfi 550 nm. Kultura byla centrifugovana pii 3700 x g 15
minut. Peleta byla promyta 10 ml TE pufru (10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 7.5) a
buiikky byly znovu centrifugovany. Builky byly resuspendovany ve 20 ml LB media a
alikvoty o objemu 100 pl (pro 3 transformace) byly zmrazeny v tekutém dusiku a

skladovany pfi -80°C.
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3.11.4 Transformace bakterialnich bunék

Elektroporace

Objem roztoku DNA ekvivalentni 1 pg plasmidu byl pfidan k 45 ul elektrokompetentnich
bun¢k, které byly nasledné pievedeny do na ledu vychlazené 2 mm elektroporacni kyvety.
Pomoci elektroporatoru GenePulser Xcell™ (BioRad) byly buiiky podrobeny elektrickému
Soku o napéti 2,5 kV. Do kyvety bylo okamzité piidano 500 ul LB media a kultura byla
inkubovana 60 minut v tiepacce pii 37°C (E. coli) nebo 28°C (A. tumefaciens). Poté bylo
200 pl kultury rozetieno na plastovou kultivaéni misku S pevnym LB mediem a ptislusnym

antibiotikem (zeocin 50 pg/ml pro E. coli nebo kanamycin 50 pg/ml pro A. tumefaciens).

Teplotni Sok A. tumefaciens

100 pl kompetentnich bun¢k bylo smichano s objemem ekvivalentnim 1 pg plasmidu a
zmrazeno 5 minut v tekutém dusiku. Nasledné¢ byly buiiky inkubovany ve stolnim
inkubatoru DRI Block (Techne), pii 37°C. Cyklus zmrazZeni v dusiku a inkubace pii 37°C
byl jesté jednou opakovan. Nasledné bylo do smési pridano 500 pl LB media a bunky byly
inkubovany 2 hodiny v tfepacce pii 28°C. Poté bylo 200 ul kultury rozetieno na plastovou

kultiva¢ni misku s pevnym LB mediem.

3.11.5 Vyhledani kandidatnich genti pro biosyntézu brassinosteroidi a

auxina v Leptosphaeria maculans

Kandidatni geny byly identifikovany na zakladé podobnosti s geny popsanymi v
Arabidopsis thaliana a Ustilago maydis. Proteinové sekvence vybranych proteint
podilejicich se na biosyntéze auxint v U. maydis a A. thaliana, a brassinosteoridi v A.
thaliana a byly pouzity pro vyhledani homolognich sekvenci L. maculans v databazi NCBI

pomoci nastroje blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.11.6 Priprava vektora pro umlceni genu L. maculans

Pro umléeni kandidatnich gent L. maculans CBX91803.1 a CBX92962.1 (potencialné
zapojenych v biosyntéze BR) byla pouzita metoda posttranskripéniho umlceni pomoci
zavedeni useku genu do plasmidu pHYG-GS™, ktery poskytla Barbara Howlett (School of
Botany, The University of Melbourne, Austrdlie) a ndslednym zavedenim vlasenkové
struktury do genomu L. maculans. Po transkripci dochazi k vytvofeni dvouvlaknové RNA,

ktera je degradovana.
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Amplifikace fragmentu cileného genu

Useky piislusnych gent byly amplifikovany pomoci PCR v piistroji ThermalCycler
C1000™. Reakce byla katalyzovana enzymem Phusion High-Fidelity DNA Polymerase.
SloZeni reak¢ni smési a podminky reakce jsou uvedeny v tabulce 10. Primery jsou uvedeny
v tabulce 9. Velikost amplifikovanych useku, které byly po PCR smichany s 1% 6x DNA
Loading Dye (Fermentas #R0611), byla ovéfena pomoci agarosové elektroforézy v 1%
agarosovém gelu 45 minut pfi napéti 90 V. Po kontrole reakce byly vzorky DNA
purifikovany pomoci kitu High Pure Cleanup Micro Kit (Roche).

Tabulka 9: Seznam primeri pro klonovani tisekii genti biosyntézy BRS. Cervené je vyznaéena
¢ast primeru nezbytna pro ligaci na rekombinaéni attP mista. FP — piimy primer, RP — reverzni

primer

FP  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCGAGAATTGGGAGTTTGTG
DET2a 495 bp

RP GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTCGTGAAAGATGTTGCC

DErop TP GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAATGTGGGAGAAGTAACGG
RP GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGAGGTAAGTAAGGAGTGG P
FP  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCCTTGTTCTTGAGTCCGT
CYP90Ala 519 bp
RP GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCTACCCATTCCTGCGAG
FP  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCCAATTAGTGTTTCAGCCC
CYP90A1b 95 bp
RP GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGACTTGCGTAGAGTAATGG

Tabulka 10: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce

5x HF Buffer 8 ul 1 98 °C 30s
10 MM dNTPs 0,8 ul 98 °C 8s

10 uM FP 2ul 5 60°C  20s
10 uM RP 2ul 72°C 155
cDNA 5x 3l 98°C 8s
voda 23,8 ul . 72°C 15s
Phusion 0,4 ul 1 72 °C 10 min
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Vytvoreni vstupniho vektoru

Amplifikované useky byly vlozeny do vstupniho vektoru Gateway pDONR (obsahuje geny
rezistence kzeocinu a kanamycinu) pomoci tzv. BP reakce (Invitrogen). K 20
ng amplifikovanych fragmenti DNA bylo pfiddno 150 ng vektoru pDONR o velikosti
4291 bp (Invitrogen) a objem byl doplnén vodou do 4 pl. Déle byl do kazdé reakéni smési
pfidan 1 pl smési enzymia BP clonase. Reakce probihala pii laboratorni teploté po dobu 3
hodin a nasledné byla zastavena degradaci enzym@ BP clonase pfidanim 0,5 pl
proteinkinasy K a inkubaci pti 37 °C po dobu 10 minut. Takto pfipravené rekombinované
vektory pENTR byly vlozeny do bakterie E. coli DH5a pomoci teplotniho Soku. Pozitivni
kolonie byly rozpéstovany v 5 ml tekutého media LB (zeocin 50 pg/ml) a nasledné byl
z této kultury izolovan plasmid pomoci sady GenelJet Plasmid miniprep. Koncentrace byla
stanovena spektrofotometricky pfistrojem Nanodrop ND-1000 (ThermoScientific) na zakladé

meéieni absorbance pii 280 nm.

Overeni uspéSnosti transformace (PCR na koloniich)

Uspé&snost transformace (pfitomnost plasmidu) v narostlych koloniich byla ovéfena pomoci
PCR a agarosové elektroforézy. Pro PCR byla pouZita reakéni smés DreamTaq Green PCR
Master Mix Fermentas K1081 o objemu 10 ul na jednu reakci. Ke kazdé reakci bylo
piidano 0,5 ul pfislusnych primera (Tabulka 11) a 9 pl vody. Vzorek z narostlych kolonii
byl odebran Spickou pro automatické pipety a prenesen do PCR zkumavky, nasledné byla

ptidana reakéni smés. Reakce probihala v pfistroji ThermalCycler C1000™

za podminek,
uvedenych vtabulce 12. Po PCR reakci byla provedena agarosova elektroforéza

amplifikovanych tsek.

Tabulka 11: Primery pro ovéfeni piitomnosti plasmidu v koloniich

SONR M13pDONR-2012-FP GTAAAACGACGGCCAG
P M13pDONR-2012-RP CAGGAAACAGCTATGAC

VGG PHYGGSgtp2INS-2012-FP  ACCTCATTGCCTGTGTCC
p -

pPHYGGSgtp2INS-2012-RP GACACCAACGATCTTATATCCAG
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Tabulka 12: SloZeni reakéni smési a podminky PCR pro ovéfeni pritomnosti plasmidu v

koloniich

2x Master mix ou |1 95 °C 2min |1 95 °C 2 min
FP primer 10 uM 0,5 ul 95 °C 15s 95 °C 15s
RP primer 10 uM 0,5ul |25 50 °C 15s |30 55°C 15s
voda 9ul 72 °C 30s 72 °C 60 s

Vytvoreni kone¢ného vektoru pro umiceni genu

K 25 ng pENTR vektoru bylo ptidano 60 ng cilového vektoru pHYG-GS (obsahuje geny
rezistence ke kanamycinu pro selekci v bakteriich a k hygromycinu pro selekci v houbach)
o velikosti 13200 bp a objem byl doplnén vodou do 4 pl. Déle byl ke kazdé reakéni smési
pfidin 1 pl smési enzymi LR clonase. Reakce probihala pii 24°C v pfistroji
ThermalCycler C1000™ po dobu 24 h. Reakce byla zastavena degradaci komplexu
enzymu LR clonase ptidanim 0,5 upl proteinkinasy K a inkubaci pii 37 °C po dobu 10

minut.

Pro izolaci plasmidové DNA z vektoru pHYG-GS a z né&j odvozenych vektoru byla pouzita
sada PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega). Bun&né kultury E. coli byly
kultivovany ptes noc pii 37°C a 250 RPM. 100 ml narostlé kultury bylo centrifugovano pfi
3700 g po dobu 10 minut. Déale se postupovalo dle pfilozeného protokolu vyrobce.
Pritomnost plasmidu byla opét ovéfena amplifikaci DNA z kolonii, kultivovanych na
pevném mediu s kanamycinem, a elektroforézou za vySe zminénych podminek (Kkap.
3.14.6) Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky piistrojem Nanodrop ND-1000
(ThermoScientific) z mé&feni absorbance pii 260 nm. Princip metody Gateway® pouzité

k pfipravé vektord popisuje obrazek 10.
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Obrazek 10: Princip metody Gateway®. Schématické znazornéni ptipravy expresnich klont gend
biosyntézy BRS pHYG-GS. Fragment zadaného genu obsahujici sekvence attB byl vlozen do
pDONR vektoru obsahujici rekombinantni mista attp mezi kterymi se nachazi ccdB gen.
Sekvence ccdB genu se vyméni za sekvence cilového genu obsahujici attB mista. Vznikly
konstrukt nazvany jako pENTR, ktery nyni obsahuje attL mista, je vysledkem BP reakce. Nasledné
probiha rekombinace mezi misty attL obsaZenych v pENTR vektoru a attR misty nachazejicich se v
cilovém vektoru pHYG. Vznikly expresni klon pHYG obsahuje fragment cilového genu ve dvou

kopiich a vzajemné antiparaleln¢ orientované.
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4. VYSLEDKY

4.1 Produkce auxina L. maculans v riznych Kkultiva¢nich

mediich

Prvnim krokem byl skreeningovy test, kdy byla sledovana produkce fytohormond houbou

L. maculans in vitro za ruznych kultiva¢nich podminek.

Byly pouzity dva rizné izolaty L. maculans, JN2 a NzT4, které byly kultivovany v tekuté
kultufe nebo na pevném agarovém mediu. Dal$i podminkou bylo pfidani extraktu z rostlin
fepky do kultiva¢niho media, coz mélo simulovat nékteré podminky infekce hostitele. Data
jsou uvedena v tabulkach 13 a 14 a zobrazuji produkci auxini v myceliu L. maculans po
10 dnech kultivace. Je patrné, ze Leptosphaeria maculans produkuje auxiny odvozené od
kyseliny indolyl-3-octové. Nejvyssi koncentrace byla zjisténa u indolyl-3-octové kyseliny
(IAA) a oxindolyl-3-octové kyseliny (OxIAA), ktera je v rostlinach degrada¢nim
produktem bioaktivnich auxini a aktivni neni. Dale byla zjisténa vysoka koncentrace
fenyloctové kyseliny (PAA), kterd neni odvozend od IAA a namisto indolového cyklu

obsahuje aromatické jadro.
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Tabulka 13: Koncentrace auxini v L. maculans JN2 kultivované v raznych mediich (G-
Gamborg s vitaminy, Fries). Koncentrace je uvedena v jednotkach pmol/g ¢erstvé hmotnosti).
IAA — indolyl-3-octova kyselina, IAA-Asp — IAA-aspartat, IA-Val —IAA-valin, IA-Glu — IAA-
glutamat, TA-Leu — IAA-leucin, IA-Ala — IAA-alanin, OxIAA — oxindolyl-3-octova kyselina,
OxIAA-GE — ester OxIAA s glukosou, IAA-GE — ester IAA s glukosou, IPyA — indol-3-pyruvat,
IAM — indol-3-acetamid, AN — indol-3-acetonitril.

var.1 FriesLm A 715,65 19,7 4,79 21,27 12,63 24,94
var.4 Fries Lm B 823,22 14,57 4,37 20 9,94 17,19
var.7 FriesLm C 761,76 24,62 3,14 22,33 10,81 23,03
var.10 FriesLm D 652,38 21,6 3,9 18,5 9,08 16,14
var.2G LmA 81,11 0,69 0,03 0,03 0,13 0
var5G LmB 64 0,81 0,04 0,02 0,52 0,16
var.8 GLmC 84,36 0,69 0,02 0,39 0,21 0
var.11G LmD 85 0,31 0,05 0 0,19 0
var.1l FriesLm A 566,44 0,45 0,38  1993,15 8,75 48,78
var.4 Fries Lm B 544,31 0,9 0,02 697,87 17,32 55,41
var.7 FriesLm C 602,4 0,18 1,16  1808,19 5,65 50,53
var.10 FriesLm D 643,98 0,74 2,94  1029,64 23,46 42,06
var.2G LmA 16,49 0,1 0 3162,64 37,13 0,02
var5G LmB 32,59 0,02 0,1 1893,79 3,66 0,1
var8GLmC 21 0,24 0 349177 13,85 0,67
var.11G LmD 22,4 0,12 0,07 2512,06 1,17 0,43
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Tabulkal4: Koncentrace auxina v L. maculans kultivované za rtznych podminek. Testovany
byly kombinace nasledujicich podminek: Ruzné izolaty L. maculans (JN2, NzT4), rtizna kultivani
media (G — Gamborg s vitaminy, V8, F — Fries), zpusob kultivace (lig — tekuta kultura, plt —
zpevnéné agarové medium), pritomnost rostlinného extraktu (E). Koncentrace je uvedena

Vv jednotkach pmol/g Cerstvé hmotnosti. IAA — indolyl-3-octova kyselina, IAA-Asp — |AA-aspartat,
IA-Val —IAA-valin, IA-Glu — IAA-glutamat, TA-Leu — IAA-leucin, 1A-Ala — IAA-alanin, OXIAA —
oxindolyl-3-octova kyselina, OXIAA-GE — ester OxIAA s glukosou, IAA-GE — ester IAA s
glukosou, IPyA — indol-3-pyruvat, IAM — indol-3-acetamid, IAN — indol-3-acetonitril.

varl lig V8 JN2 224,85 2,18 0,15 2,59 43,47 0,11 0,19
var2 lig V8 NzT4 275,11 1,06 0,03 2,11 54,73 0,11 0,08
var3 lig V8 E JN2 952,96 2,51 0,67 1,02 177,79 0,07 0,12
var4 lig V8 E NzT4 | 1030,18 1,38 0,63 0,94 401,34 0,64 0,13
var5 lig G JN2 22,81 0,61 0,26 0,02 9,24 0,02 0,09
var6 lig G NzT4 1594,45 0,45 0,04 0,09 157,21 0,02 0,18
var? lig G E JN2 246,86 0,53 0,2 1,56 449,45 0,91 0,32
var8 lig G E NzT4 373,63 0,2 0,07 0,82 455,5 0,87 2,15
var9 lig F JIN2 1059,94 4,54 18,07 40,82 338,68 0,13 0,37
varl0 lig F NzT4 14922 4,49 9,08 68,59 491,6 0,27 1,82
varll lig F E JN2 3727,36 16,89 45,13 82,27  1278,64 1,7 0,79
varl2 lig F E NzT4 | 5058,05 4,94 53 88,44  1374,49 5,18 0,47
varl3 plt V8 JN2 133,36 0,03 0 8,77 44,13 0,26 0,22
varl4 plt V8 NzT4 117,82 0,11 0,25 0,49 44,36 0,18 0,53
varl5 plt V8 E JN2 510,62 0,82 0,52 0,46 501,37 0,28 1,46
varl6 plt V8 E NzT4 354,3 0,18 0,53 6,66 490,08 0,15 0,81
varl7 plt G JN2 12,44 0,38 0 0,08 6,2 0 0,36
varl8 plt G NzT4 47,76 0,34 0,16 0,28 9,9 0,01 0,09
varl9 plt G E JN2 116,36 0,24 0,17 1,45 177,48 0,2 1,86
var20 plt G E NzT4 177,1 0,05 0,04 0,16 165,47 0,08 1,33
var21 plt F JIN2 78,06 1,18 7,16 14,38  1328,78 0,08 0,48
var24 plt F E NzT4 339,38 2,55 8,58 21,1  2727,36 2,82 77,69
var 1 pltLf JN2 231,87 9,98 0,59 2,17 221 0,39 0,2
var 2 pltLf NzT4 226,53 8,89 1,26 0,87 198,13 0,52 0,82

L. maculans produkuje auxiny v riznych mediich, pficemz nejvyssi produkce byla
pozorovana u medii Fries a V8. Izolat N2 v anorganickém mediu Gamborg neprodukuje
témeét Zadné auxiny, zatimco v ostatnich pouzitych mediich je produkce auxinil izolaty JN2
a NzT4 srovnatelna. Z obrazku 11 je také patrné, ze pridani extraktu z rostlin B. napus

zvySuje produkci IAA, ale pouze v mediu V8 a Fries.

o1



Od teéchto vysledki se odvijel dalsi postup prace. Byla porovnana hladina identifikovanych

hormonti v myceliu L. maculans a rostlinach Brassica napus.
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Obrazek 11: Koncentrace hlavnich auxind v riznych izolatech L. maculans za riznych
podminek. Mycelium bylo 10 dni kultivovano v tekutém mediu, rostliny B. napus byly péstovany 14
dni hydroponicky v perlitu. Nasledné byla stanovena koncentrace hormond pomoci LC-MS. I1AA —
indolyl-3-octova kyselina, OxIAA - oxindolyl-3-octova kyselina. Data pochazeji z jednoho

biologického opakovani, na danou podminku byl pouzit vzdy jeden vzorek.

Media Fries a V8, obsahujici rostlinnou stavu (V8) nebo kvasni¢ny extrakt (Fries), mohou
obsahovat rostlinné fytohormony a tak zkreslovat sledovanou produkci hormonti houbou L.
maculans. Proto jsme nadale vybrali pro studium hormonu pfesné definované syntetické

medium Gamborg.

V dalSim experimentu jsme vice charakterizovali produkci auxind u dvou izolath JN2 a

JN3 v tomto mediu s ptfidanim vitaminti nebo bez. Vysledek zobrazuje obrazek 12.
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Obrazek 12: Produkce 1AA a PAA v syntetickém mediu Gamborg u L. maculans, izolata JN2
a JN3. L. maculans byla kultivovana 10 dni v tekutém mediu Gamborg basal salts (bs) bez

vitaminu nebo s vitaminy (vit). Chybové tsecky znazornuji SE ze dvou biologickych opakovani.

Je tedy patrné, ze izolat IN2 v mediu Gamborg basal salts neni schopen produkovat témér
zadnou TAA a ani ptidavek vitamintl neindukuje produkci IAA. Naproti tomu izolat JN3
produkuje IAA v mediu Gamborg basal salts v koncentracich v intervalu 3000-4000
pmol/g Cerstvé hmotnosti a po pifidani vitamini produkce IAA vyrazné stoupla. JN3
Vv téchto mediich produkuje IAA v koncentracich o tfi (bs) az ¢tyii (vit) fady vyssi nez v
JN2. Produkce PAA je v mediu basal salts u obou izolatd srovnatelna, po pfidani vitamint

se jeji produkce JN3 vyrazné zvysuje, u N2 byl pozorovan mensi nartist produkce.

Ptfedchozi experiment ale naznacuje, ze JN2 je schopna produkovat IAA v jinych mediich
jako Fries nebo V8 nebo po piidani extraktu z fepky. Proto jsme se v dal§im experimentu

pokusili stimulovat produkci IAA v IN2 ptidanim prekurzort pro biosyntézu auxinti.

4.2 Rust L. maculans v mediu s prekurzory syntézy auxint

Je znamo, Ze u rostlin, mikroorganismu a jinych hub nékolik biosyntetickych drah I1AA
vychazi z tryptofanu. Proto jsme se pokusili stimulovat produkci IAA pfidanim tryptofanu
do kultiva¢niho media L. maculans. Byly pouzity izolaty JN2 a JN3, k jejichz kultufe byl

po 10 dnech kultivace pfidan tryptofan ve finalni koncentraci 1 mM.
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Obrazek 13: Koncentrace 1AA v tekuté kultui‘e L. maculans v mediu G-MES vit po indukci
tryptofanem L. maculans byla kultivovana po dobu 10 dni (A) nebo 7 dni (B) Vv tekutém mediu
Gamborg vit, poté byla oSetfena pfidanim Trp do kultivaéniho media do vysledné koncentrace

ImM. Chybové usecky znaci SE ze dvou biologickych opakovani.

Z obrazku 13 je patrno, ze JN2 jiz za hodinu po oSetfeni tryptofanem produkuje IAA. Mezi
1 h a 24h narGsta koncentrace TAA v myceliu JN2 jen zvolna. 24h po stimulaci Trp je
koncentrace IAA srovnatelnd s bazéalni koncentraci IAA u izoladtu JN3. U izolatu JN3
nebyl pozorovan zadny efekt na zvySeni koncentrace IAA v myceliu po pfidani tryptofanu
do media.

Biosyntetické drahy auxinii nemusi vychazet pouze z tryptofanu. Pro stimulaci téchto drah

nezavislych na tryptofanu byl proveden experiment oSetfeni mycelia tryptaminem,
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prekurzorem nasledujicim V jedné z biosyntetickych drah po tryptofanu. Dale bylo

provedeno kontrolni oSetfeni latkou obsahujici dusik, u niz nebylo predpoklddano, ze by

slouzila jako prekurzor auxind. Vysledek je zobrazen v obrazku 14, z n¢hoz vyplyva, ze

tryptamin 1 GABA stimuluji produkci IAA piiblizn¢ desetkrat vice nez tryptofan. Produkce

OxIAA neni pfidanim GABA ani tryptaminu ovlivnéna.
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Obrazek 14: Koncentrace IAA a OxIAA v L. maculans v tekutém mediu G-MES vit po

indukci GABA a tryptaminem. L. maculans byla kultivovana po dobu 7 dni v tekutém mediu

Gamborg vit, poté byla oSetfena pridanim tryptaminu a GABA do kultiva¢niho media do vysledné

koncentrace ImM. Chybové tsecky znaci SE ze tii biologickych opakovani.
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4.3 Vybér kandidatnich gentu biosyntetické drahy auxini

Na zéklad¢ sekvencni podobnosti s jiz popsanymi geny, ucastnicimi se biosyntézy auxint
v jinych organismech®®*, byly v Leptosphaeria maculans vytipovany orthology tchto
gend (Tabulkalb).

Tabulka 15: Kandidatni geny pro biosyntetické drahy auxini v Leptosphaeria maculans byly
vytipovany na zakladé podobnosti kodované proteinové sekvence. Byly nalezeny orthology pro
geny Arabidopsis thaliana YUCCAL (2 orthology) a NIT1 (3 orthology) a geny Ustilago maydis
IAD1 (2 orthology), TAM1 a TAM2 (2 orthology). Max score je parametr, udavajici podobnost

s . r 7
sekvenci podle definice uvedené v °'.

Leptosphaeria

Arabidopsis thaliana maculans Parametry homologie

Nazev genu Protein Protein Max score Pokryti Podobnost
XP_003837538.1 110 78% 25%

YUCCA1 AEE86075.1
XP_003840829.1 89.7 75% 25%
XP_003842954.1 182 81% 41%

NIT1 AEE77889.1 XP_003835263.1 139 90% 32%
XP_003839332.1 99.8 88% 28%

Leptosphaeria

Ustilago maydis maculans Parametry homologie
Nazev genu Protein Protein Max score Pokryti Podobnost
XP_003835866.1 639 98% 64%
IAD1 AAC49575.1
XP_003837936.1 536 98% 55%
XP_003838736.1 178 84% 27%
TAM1 XP_757951.1
XP_003845026.1 135 91% 26%
XP_003838736.1 186 90% 30%
TAM2 XP_759685.1
XP_003845026.1 119 95% 22%

Orthology gent Arabidopsis thaliana pro gen YUCCA1 byly oznaceny jako YUCCAL.1 a
YUCCAL.2, orthology pro NIT1 byly oznafeny jako NIT1.1, NIT1.2 a NIT1.3. Mira
homologie je nizkd, protoze organismy jsou od sebe evoluéné znatné vzdaleny. Po
navrzeni primert a otestovani jejich spolehlivosti byla dale stanovovana exprese genl
YUCCA1.1, NIT1.1 a NIT1.2. Orthology genti Ustilago maydis IAD1 byly oznaceny jako
IAD1.1 a IAD1.2, orthology geni TAM1 a TAM2 byly oznaceny jako TAM1-2.1 a TAM1-

2.2. Po navrzeni a otestovani primert byla stanovovana exprese vSech téchto kandidatnich
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gend. Pro IAD1 z Ustilaga maydis byly proteinové sekvence nejblizsich dvou homologt
v L. maculans podobny z 55 — 64% na 98 % délky sekvence. Dalsi kandidati byli vybrani
na zaklad¢ podobnosti s geny TAM1 a TAM2 z Ustilaga maydis a geny NIT1 a YUCCA1
Z Arabidopsis. Pro tyto geny porovnani proteinovych sekvenci odhalilo podobnost 25 — 32
% na ~80 % délky sekvence.

Pro tyto geny byly navrZzeny primery a metodou kvantitativni polymerasové fetézové
reakce s reverzni transkripci byla kvantifikovana mira transkripce té€chto gent ve vzorcich

L. maculans v tekuté kultute, oSetiené tryptofanem (Obrazek 15).

Nizké bazalni produkce IAA v izolatu JN2 a jeji indukce pomoci Trp byl idedlni néstroj na

testovani zapojeni téchto kandidatnich geni v biosyntéze auxinu.
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Obrazek 15: Relativni transkripce kandidatnich genii pro biosyntézu auxini v L. maculans
po osetieni tryptofanem v riznych ¢asech. L. maculans byla kultivovana 10 dni v tekutém mediu
Gamborg vit, oSetfena ptidanim tryptofanu do vysledné koncentrace 1 mM. Relativni transkripce
byla stanovena v ¢asech Oh, 1h, 6h a 24h po oSetieni. Relativni exprese byla vztazena k expresi

ITS1 a tubulinu. Chybové Gsecky znaci SE dvou biologickych opakovani.

Z tohoto experimentu vyplyva, Ze zvySenou transkripci genll pozorujeme pouze po 1
hodin€ od oSetteni, kdezto po 6h a 24h je exprese podobna té bazélni v Case nula. Nejvice

jsou indukovany geny oznacené jako TAM1-2.1, IAD1.2 a NIT1.1 (Obrazek 14).

Mezi izolaty JN2 a JN3 neni v kontrole vyznamny rozdil v transkripci kandidatnich geni.

Experiment byl zopakovan s mlad$im myceliem (7 dennim) a mira transkripce byla
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pozorovana v kratSich ¢asech 15 min, 30 min a 1h. Dale byly kromé tryptofanu pouzity
tryptamin, ktery je také prekurzor biosyntézy auxinu (Obrazek 6 v kap. 1.2.9) a GABA
jako dusikata sloucenina, u niz nebyla ptfedpoklédana stimulace auxinovych drah (Obrazek

16).
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Obrazek 16: Relativni transkripce kandidatnich geni pro biosyntézu auxini v 7 dni
kultivovaném myceliu L. maculans po oSeti‘eni tryptofanem (Trp), tryptaminem a kyselinou
v-aminomaselnou (GABA). L. maculans byla kultivovana 7 dni v tekutém mediu Gamborg vit,
oSetfena ptidanim Trp, tryptaminu a GABA do vysledné koncentrace 1 mM. Relativni transkripce

byla vztazena k transkripci genti ITS1 a tubulinu.

Bylo potvrzeno, Ze urovenl bazalni transkripce kandidatnich geni se neli§i mezi
neoSetienymi izolaty JN2 a JN3. Podobné jako v predeslém experimentu doslo k indukci
exprese nékterych gent 1 hodinu po oSetfeni. ZvySena transkripce nebyla pozorovana v 15
a 30 minutadch po oSetieni tryptofanem. Také bylo potvrzeno zvySeni transkripce gent
IAD1.2, NIT1.2 a TAM1-2.1 po oSetfeni tryptofanem. Tryptofan dale stimuluje transkripci
geni YUCCAL.1 alAD1.1.

Gen YUCCAL.1 je siln¢ indukovan i tryptaminem. Tryptamin stimuluje také transkripci

nékterych z kandidatnich genid. Je zajimavé, ze profil indukovanych genti u Trp a
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tryptaminu je rozdilny. Nejvice indukované geny jsou YUCCAL.1l, TAM1-2.1 a IAD1.2,,
zatimco indukce genti NIT1.1, IAD1.1 a TAM1-2.1 je nedetekovatelna.

Kyselinou y-aminomaselnou je indukovan gen YUCCAL.1, NIT1.2 a IAD1.2. Indukce je

slabsi nez v ptipadé tryptaminu.

4.4 Produkce auxinu Vv rostlinach Brassica napus infikovanych
sporami Leptosphaeria maculans

V dal$im experimentu byla zji§tovana hladina hormoni ve vzorcich z rostlin B. napus

infikovanych L. maculans nebo kontrolni infekci (voda). Byly pouzity rostliny Brassica

napus odridy Eurol a izolaty L. maculans JN3 a NzT4. Infekce rostlin byla provedena

infiltraci suspenze spor do listu nebo aplikace kapky suspenze na list po mechanickém

poranéni listu jehlou.

1400 - 2500 +

M kontrola M kontrola
—1200 e B
A g ] = N3
E = N3 £ 2000
»31000 o
) 2
% NzT4 © 1500 -
g 800 - €
s 2
@ 600 S 1000
Q © 1
© s
= [
$ 400 o
(8]
§ S 500 -
¥ 200 - x
0 ilt __ o i -
N ¢ & I RN IC AN NI OIR
F R WP QT & E & TFEL NI
F ¥ ¥ ¥ ¥ O o“S} ¥ ¥ N & O

Obrazek 17: Srovnani koncentrace auxini v neinfikovaném rostlinném pletiva a pletivu
infikovaném izolaty JN3 a NzT4. Koncentrace IAA se nelisi v infikovanych a kontrolnich
rostlinach, koncentrace OXIAA je vyssi v infikovanych rostlindch. 14 dni staré rostliny byly
infikovany infiltraci (A) nebo aplikaci po vpichu jehlou (B). Koncentrace hormoni byla stanovena
LC-MS ¢tyti dny po infekci, vzorky k LC-MS analyze byly odebrany 10 dni po infekci. Kontrola —
rostliny oSetfené vodou, IAA — indolyl-3-octova kyselina, IAA-Asp — |IAA-aspartat, IA-Val —IAA-
valin, IA-Glu — IAA-glutamat, IA-Leu — IAA-leucin, 1A-Ala — IAA-alanin, OXIAA — oxindolyl-3-
octova kyselina, OXIAA-GE — glukosaester OXIAA, IAA-GE — glukosaester IAA, IPyA — indol-3-
pyruvat, IAM — indol-3-acetamid, IAN — indol-3-acetonitril. Chybové usecky znaci SE ze Ctyt
biologickych opakovani.
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Koncentrace IAA se ve vSech variantach pohybovala okolo 150 pmol/g ¢erstvé hmotnosti
(Obrazek 17). Podobna koncentrace byla zjisténa u indol-3-pyruvatu. Koncentrace I1AA
ani IPyA se zasadné neménila v infikovaném pletivu. Dale byla v kontrolnich rostlinach
zjisténa OxXIAA v koncentraci okolo 200 pmol/g ¢erstvé hmotnosti. U infikovanych rostlin
bylo nalezeno OxIAA podstatné vice (450 — 700 pmol/g ¢erstvé hmotnosti). Glukosaester
OxIAA byl nalezen ve vSech variantich v koncentraci 800 — 1000 pmol/g cerstvé
hmotnosti a nebyl ovlivnén infekci. Indol-3-acetamid byl nalezen v kontrolnich rostlinach
ve vysSi koncentraci oproti rostlindm infikovanym. Ostatni auxiny se vyskytovaly

v zanedbatelnych koncentracich.

Pfi inokulaci L. maculans kapkou do poranéného pletiva byl sledovan podobny vliv na
koncentrace hormonti. Koncentrace IAA ziistala pfi infekci neménnd, zato koncentrace
OxIAA se zvysila v infikovanych rostlinach oproti kontrolnim. Podobné jako pii infekci

infiltraci, hladina glukosaesteru OxIAA nebyla ovlivnéna infekei.

Po zopakovani experimentu pomoci infekce aplikaci suspenze spor na misto vpichu jehlou
byla zjiSténa podobna koncentrace IAA jako v prvnim pifipadé. Byla potvrzena vyssi
koncentrace OxIAA v infikovanych rostlinach oproti kontrolnim a glukosaester OxIAA se
nachazel ve vSech variantdch v podobné koncentraci. V tomto experimentu nebyla zjiSténa
pritomnost inol-3-pyruvatu ani indol-3-acetamidu. Oproti prvnimu pokusu byl v rostlinach

nalezen indol-3-acetonitril v koncentraci okolo 200 pmol/g Cerstvé hmotnosti.

V infikovanych rostlinach tedy dochézi k nardstu auxind, zejména oxIAA. Zjistény nartst
koncentrace auxinii a vysoka koncentrace neaktivni OxIAA v infikovanych rostlinach
vedla k hypotéze, ze Leptosphaeria maculans pomoci syntézy IAA ovliviiuje hostitelskou

rostlinu, ktera se brani oxidaci a deaktivaci JAA na OxIAA.

45 Vliv exogenné aplikovanych auxini na priabéh infekce

rostlin Brassica napus Leptosphaeria maculans

Dal$im zvolenym pfistupem bylo testovani reakce rostlin, oSetfenych exogenni aplikaci
fytohormonti na infekci Leptosphaeria maculans. K experimentu byla pouzita IAA, NAA a

2,4-D ve dvou koncentracich.
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Obrazek 18: Srovnani velikosti 1ézi na listech B. napus po infekci L. maculans, které
piredchazela (pied) nebo po ni nasledovala (po) exogenni aplikace auxini. Desetidenni rostliny
B. napus byly oSetieny postifikem roztokem auxint, Ctyfi dny po oSetfeni byla do rostlin
infiltrovana suspenze spor L. maculans. V dalsi varianté bylo oSetieni provedeno ¢tyii dny po
infiltraci spor. Analyza plochy 1ézi byla provedena 10 dni po infekci. IAA — indolyl-3- octova
kyselina, NAA — 1-naftyloctova kyselina, 2,4-D — 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (syntetické
analogy auxini), BTH — benzothiadiazol (pozitivni kontrola, indukuje rezistenci rostlin k infekci).
Chybové tsecky znaci SE souboru 12 infikovanych dé€loznich listi. Hvézdicky oznacuji statisticky

vyznamné rozdily na zakladé¢ t-testu na hladin¢ vyznamnosti p<0,05.

Po aplikaci IAA pted infekci a NAA a 2,4-D ve vyssi koncentraci po infekci se snizila
plocha nekrotickych 1ézi az o 40%. U ostatnich variant nebylo snizeni nekrotické plochy

vyznamné (Obrazek 18).

4.6 Produkce brassinosteroidii v Leptosphaeria maculans

Pomoci kapalinové chromatografie s detekci hmotnostni spektrometrii byla stanovena
koncentrace brassinosteroidd v myceliu L. maculans, péstované v tekuté¢ kulture a
porovnana S koncentraci téchto hormonti v déloZnich listech rostlin B. napus. Vysledky

jsou zobrazeny na obrazku 19.
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Obrazek 19: Porovnani koncentrace brassinosteroidi mezi L. maculans JN3 a odridami B.
napus Eurol a Columbus. Vzorky byly odebrany z 10 dni starého mycelia v tekutém mediu
Gamborg vit a dé€loznich listi 14 dni starych rostlin. Chybové usecky zobrazuji SE ctyr
biologickych opakovani.

Zjisténé koncentrace brassinosteroidlii jsou v rostlindch i myceliu velmi nizké. Nejnizsi
koncentrace byla zjisténa u bioaktivniho brassinolidu. Koncentrace se vyznamné nelisi
mezi rostlinami a myceliem. V rostlinném pletivu bylo ze vSech brassinosteroidi nejvice

homocastasteronu, ktery naopak v myceliu nebyl témét zadny. V myceliu byla zjisténa

nejvysSi  koncentrace teasteronu, ktery se vyskytoval viepce v 7-krat nizSich

koncentracich.
4.7 Vliv exogenné aplikovanych brassinosteroidii na prubéh
infekce rostlin Leptosphaeria maculans

Podobné jako v pifedchozim experimentu tykajicim se auxint byla v dals$i ¢asti prace

testovana reakce rostlin na infekci L. maculans, které predchazelo nebo po ni nasledovalo
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oSetieni roztokem brassinosteroidi. Byly pouzity roztoky dvou aktivnich hormont,
brassinolidu a castasteronu. Castasteron je v biosyntetické draze rostlin prekurzorem

brassinolidu. Vysledky jsou zobrazeny v obrazku 20.
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Obrazek 20: Srovnani velikosti 1ézi na listech B. napus po infekci L. maculans, které
predchazelo (pred) nebo po ni nasledovalo (po) oSeti‘eni roztoky brassinolidu a castasteronu.
Desetidenni rostliny B. napus byly oSetfeny postiikem roztoku brassinosteroidii, po ¢tyfech dnech
nasledovala infiltrace suspenze spor L. maculans v pfipad¢ varianty ,,pted”. V ptipadé varianty
,,po* byly ¢trnactidenni rostliny infikovany L. maculans a oSetfeni hormony nasledovalo 4 dny po
infekci. Vyhodnoceni plochy nekrézy bylo provedeno 10 dni po infekci. Kontrolni rostliny byly

oSetfeny vodou, jako pozitivni kontrola byl pouzit benzothiadiazol (BTH).

Z obrazku 20 je patrno, Ze exogenni aplikace brassinosteroidi nema vliv na plochu

nekrotickych 1ézi, zpisobenych L. maculans.

4.8 Vybér kandidatnich genti biosyntézy brassinosteroidii

Geny zapojené do biosyntetick¢ drédhy brassinosteroidi byly vytipovany na zakladé
homologie s geny identifikovanymi v Arabidopsis thaliana. Byly vybrany geny CYP90A a
DET2. Funkci genu DET2 je hydrogenace uhliku C4 steroidniho skeletu BRS. CYP90A je
zodpovédny za oxidaci na uhliku C3. K obéma gentim byly v L. maculans vybrany dveé
homologni sekvence (Tabulka 16). Celkova podobnost nalezenych sekvenci je mala,

protoze evolu¢ni vzdalenost mezi obéma organismy je velka.
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Tabulka 16: Kandidatni geny pro biosyntetické drahy brassinosteroidi v Leptosphaeria
maculans byly vytipovany na zakladé podobnosti kodované proteinové sekvence. Byly
nalezeny orthology pro geny Arabidopsis thaliana CYP90AL (2 orthology) a DET2 (2 orthology).

. , e ’ . . 57
Max score je parametr, udavajici podobnost sekvenci podle definice uvedené v °'.

Arabidopsis thaliana Leptosphaeria maculans Parametry homologie
Nazev
genu Protein Protein Max score Pokryti Podobnost
XP_003839802.1 93.2 61% 30%
CYP90A1 NP_001078535.1
XP_003836834.1 89.4 61% 32%
XP_003835168.1 67.0 79% 28%
DET2 NP_181340.1
XP_003836327.1 59.3 40% 30%

Pro pripravu konstruktu byla pouzita metoda Gateway® (Invitrogen, Obrazek 10). Tento
univerzalni systém umozinuje rychly vznik expresniho klonu obsahujici vybrany gen. DNA
segmenty jsou prenaSeny mezi vektory pomoci rekombinantnich specifickych mist. Mezi
rekombinadni mista, kterd se vyuZivaji pii Gateway® metodé patii attB, attP, attL a attR.
Rekombinantni reakce jsou katalyzovany unikatnimi enzymy, které se vazi na att mista
(BP a LR clonase). Podle téchto smési enzymu jsou probihajici reakce nazvany BP reakce

a LR reakce. Jejich princip popisuje obrazek 10.

Po identifikaci kandidatnich gent byly navrzeny specifické primery pro tyto geny, pfi¢emz
tyto primery obsahovaly i specifickou sekvenci pro rekombina¢ni attB misto. Nasledné
byly amplifikovany Useky cDNA té€chto geni pomoci PCR. Produkt PCR byl Uspésné

ovéfen na zakladé velikosti pomoci elektroforézy. (Obrazek 21).

M DET2a DET2b Cyp9poAl1 CYP90A2

1000 bp g
750 bp #»

P—— D Ga—
500 bpap W e

Obrazek 21: Amplifikace useki cDNA kandidatnich genu. Fragmenty geni DET2a (553 bp),
DET2b (468 bp), CYP90AL1 (577 bp) a CYP90A2 (553 bp) obsahujici sekvenci attB (29 bp) byly

amplifikovany pomoci specificky navrzenych primert a DNA polymerasy.
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Useky kandidatnich gentl, které obsahovaly attB sekvenci, byly klonovany do donorového
vektoru pDONR-Zeo, jehoz soucasti jsou i dvé rekombinantni mista attP1 a attP2, mezi
kterymi se nachazi cddB gen. V ramci rekombinantni BP reakce se mezi sebou vyméni
sekvence mezi attB a attP misty. Vektor pDONR-Zeo obsahuje gen pro rezistenci na
antibiotikum zeocin, pomoci kterého byla dale provedena selekce. Vzniklymi pENTR
vektory, které obsahovaly kandidatni gen, byly transformovany bakterie E. coli DH5a. Pro
tento kmen E. coli je letalni ptitomnost ccdB genu, ¢ehoz je také vyuzito k selekci kolonii,
u nichz probéhla vymeéna inzerti. Bakterie byly kultivovany na médiu Se zeocinem.
Pritomnost kandidatnich genli v narostlych koloniich byla ovéfena pomoci PCR (Obrazek

22) s primery, uvedenymi v tabulce 13.

DET2a DET2b CYP90A1
M 1 2 3 3 1 223 4 4 2 3 4 NTIC
1000 bp g

750 bp #p --..nn--s ——

500 bpagp ot —

CYP90A2
M 1T 2 a3 3

Obrazek 22: Ovéreni pritomnosti inzertu v koloniich po BP reakeci. Ovéfeni pfitomnosti
fragmenti gentt DET2a (784bp), DET2b (699 bp), CYP90A1 (808 bp), CYP90A2 (784 bp)
v plasmidech pENTR pomoci primertt M13. Cisla oznacuji jednotlivé kolonie vybrané k ovéfeni.
NTC — negativni kontrola, M — DNA standard.

1000 bp app
750 bp @

500 bpalp

Z pozitivnich kolonii byly vzniklé pENTR vektory gentt DET2a a DET2b (Obrazek 22)
izolovéany a pouzity k rekombinacni LR reakci. Rekombinace probiha mezi oblastmi attL
PENTR klonu a attR pHYG-GS cilového vektoru, ktery nese rezistenci ke kanamycinu pro
selekci v bakteriich a zaroven rezistenci k hygromycinu pro selekci v houbach. Soucasti
inzertu v pHYG-GS je opét ccdB gen. Vektory byly transformovany bakterie E. coli DH5a
metodou elektroporace.
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DET2a

1000 bp sy
750 bp @

500 bpap

M 1 % 3 4 5 & 7 @8
1000 bp g

750 bp ®p
500 bpalp

Obrazek 23: Ovéreni pritomnosti inzertu v koloniich po LR reakci. Pfitomnost fragmentl gent
DET2a (706 bp) a DET2b (621 bp) byla ovétena pomoci PCR s primery pro pHYG-GS (Tabulka
13). Cisla oznaduji jednotlivé kolonie vybrané k ovéfeni. NTC — negativni kontrola, M — DNA
standard.

Po ovéteni byly vzniklé pHYG vektory (Obrazek 23) izolovany a pouzity k transformaci
bakterii Agrobacterium tumefaciens metodou teplotniho Soku. Pfitomnost plasmidu

Vv bakteriich byla opét ovétena (Obrazek 24).

DET2b
M I 2 3 4
1000 bp g
750 bp &P
500 bpulpr wus
DET2a
M 1 NTC
1000 bp ap
750 bp &P | ——
500 bpagp &

Obrazek 24: Ovéieni piitomnosti plasmidu v bakteriich A. tumefaciens po transformaci
Pfitomnost fragmenti gend DET2a (706 bp) a DET2b (621 bp) byla ovéfena pomoci PCR
s primery pro pHYG-GS (Tabulka 13). Cisla ozna&uji jednotlivé kolonie vybrané k ovéfeni. NTC —
negativni kontrola, M — DNA standard.
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5. DISKUSE

V ramci této prace byla studovana produkce fytohormonl patogenem Leptosphaeria
maculans a piipadny vliv téchto patogenem produkovanych hormont na prubéh infekce

rostlin Brassica napus. Prace byla zaméfena na skupiny auxint a brassinosteroid.
Vliv sloZeni media na produkci auxini in vitro

Bylo zjisténo, Ze L. maculans v kultufe in vitro produkuje nékolik znamych auxind.
Nejvice byla zastoupena v rostlinach bioaktivni IAA, jeji oxidacni produkt OXIAA a PAA,
jez je rovné€Z bioaktivnim auxinem rostlin. Schopnost produkovat IAA byla jiz popsana u
jinych askomycet jako je Magnaporthe oryzae nebo Fusarium oxysporum®*#. V ptipads
F. oxysporum bylo ke kultivaci pouzito medium PDB obsahujici extrakt z brambor, které
je chemicky nedefinované podobné jako ndmi pouzivané medium V8. Produkce auxin(
byla studovana v chemicky definovaném mediu Gamborg s vitaminy. Bylo zjisténo, ze
pravé pritomnost vitamind ma velky vliv na stimulaci produkce auxint, protoze absence
vitamini v mediu Gamborg basal salts vedla ke sniZzeni produkce auxint v myceliu.
Medium obsahuje latky, v jejichz molekulach se nachazeji heterocykly obsahujici dusikoveé
atomy (kyselina nikotinova, thiamin a pyridoxin). Mohly by tedy slouZit jako snadno
vyuzitelné prekurzory auxini. V mediich obsahujicich kvasni¢ny extrakt (medium Fries)
nebo zeleninovou §tdvu (medium V8) byla produkce IAA i OxIAA dokonce vyssi. U
téchto medii je ale velmi téZké urcit, ktera sloZka zplisobuje zvySenou biosyntézu IAA
nebo zda jde o kontaminaci fytohormony. Pfedb&éznéd analyza hormont v tekutém mediu
Fries (vysledky neukazany) ale naznacovala, Ze auxiny i jiné fytohomony jsou detekovany
I vmediu neinokulovaném Leptoshaerii. Pfitomnost auxinid v neinokulovaném mediu
Gamborg byla minimalni. Rovnéz po ptidani extraktu z rostlin B. napus byla zjisténa vyssi
koncentrace IAA. Pfidani extraktu z rostlin mélo simulovat ptitomnost hostitele. Je tedy
mozné, ze Leptosphaeria by mohla regulovat syntézu auxinii po rozpoznani urcitych
hostitelsky-specifickych molekul, se kterymi se dostava do styku pfi infekci. NemuZeme

ale také vyloucit pfitomnost fytohormonti pochéazejicich z rostlinného extraktu.
Rozdil v produkcei auxind u riznych izolata in vitro

Dale bylo zjisténo, Ze produkce hormonil jednotlivymi pouZitymi izolaty se vyznamné lisi.
V mediu Gamborg s vitaminy izolat JN2 neprodukoval témét zadnou IAA, zatimco

sestersky izolat JN3 produkoval IAA v koncentraci asi 10000 pmol/g cerstvé hmotnosti.

67



To je velmi pozoruhodné, protoze tyto dva izolaty by se od sebe geneticky mély lisit pouze
pFitomnosti funkéni alely efektorového genu AvrLmi1 u JN32. Bylo by zajimavé testovat,

zdali ptenos AvrLm1 do JN2 ovlivni produkei auxint v této houbé.

Zjisténa zvysena produkce by tedy mohla naznacovat, ze L. maculans zvysuje produkci
IAA za ucelem manipulace obrannymi mechanismy hostitele. Produkce IAA béhem
infekce a zvyseni virulence u mutanti, tvoficich vice IAA oproti divokému typu bylo jiz
popsano u patogennich hub Magnaporthe oryzae a Fusarium oxysporum? *. Dale je
mozné, ze vysledky jsou zkresleny kontaminaci fytohormony, pochazejicimi z ptfidaného

extraktu.
Indukce produkce auxini

JN2 produkuje velmi nizké mnozstvi auxind, ale pfidanim riznych auxinovych prekurzori
l1ze napadné stimulovat biosyntézu auxini. Podoby efekt byl popsan u M. oryzae, ktera
vmediu sobsahem tryptofanu produkuje IAA®. U basidiomycety Ustilago maydis
produkci IAA stimuluje tryptamin®. Po pridani tryptofanu do media produkce IAA u JN2
vzrostla o dva fady. Podobny ucinek na izolat JN3 nebyl zjistén. To by mohlo naznacovat,
ze v testovaném Gamborg mediu izolat JN2 nedokaze syntetizovat tryptofan. Jak bylo
pozorovano, vliv vitamind neni na tento fenotyp rozhodujici. Dale byla produkce TAA
zvySena piidanim tryptaminu a GABA do kultivaéniho media. Tryptamin se ukazal jako
lepsi induktor auxint v L. maculans, kdyz stimuloval produkci IAA desetkrat vice nez
tryptofan. V této houb¢ tak tryptamin mize byt vyznamnéjsi prekurzor IAA. Zaroven jde o
vyuzita k syntéze IAA. Podobné i v Ustilagu maydis se tryptamin choval jako lepsi
induktor TAA nez tryptofanSO. Osetfeni GABA stimulovalo produkci IAA podobné jako
tryptamin. GABA je neproteogenni aminokyselina a v houbach Aspergillus nidulans,
Coprinus cinereus a Agaricus bisporus je odbouravana na sukcinat pomoci specifické
deaminasy™®. Pro houbu Stagonospora nodorum, kter4 je blizce fylogeneticky pribuzna L.
maculans (tiida Dotridiomycetes, fad Pleosporales), mize byt GABA jedinym zdrojem
dusiku®. V této houb bylo popsano, Ze mutanti, majici defektni enzym
sukcinylsemialdehyd dehydrogenasu katalyzujici jeden z krokt premény GABA na
sukcinat, hlife rostou v mediu, kde je GABA jediny zdroj dusiku a jsou méné virulentni.

GABA by mohla slouzit jako zdroj dusiku pro tvorbu IAA prostfednictvim dosud
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nepopsané na tryptofanu nezavislé biosyntetick¢é drahy. Deaminace GABA za vzniku

glutaminu je ale velmi obecny mechanismus, proto je tato hypotéza malo pravdépodobna.
Indukce kandidatnich geni zapojenych v biosyntéze auxini

Zajimalo nas, jaké geny jsou zodpovédné za biosyntézu auxint v L. maculans. Genom L.
maculans obsahuje homologni sekvence ke genim YUCCAL, NIT1, IAD1 a TAM1
zapojenych v biosyntetické draze auxini v A. thaliana a houby U. maydis®® . Pro nékteré
Z téchto genti byly nalezeny 2 podobné kandidatni geny. Sledovani expresi téchto gent za
podminek, pii nichz indukujeme biosyntézu IAA v L. maculans, mélo pfinést indicie o
jejich roli. Exprese nékterych kandidatnich gend byla Gspésné indukovana tryptofanem,
tryptaminem a GABA. Jednalo se o geny YUCCAL.1, 1AD1.2, NIT1.2 a TAM1-2.1.
V Arabidopsis a ostatnich rostlinach produkty gent YUCCA hydroxyluji aminovou
skupinu tryptaminu®. Ve srovnani s ostatnimi pouzitymi induktory tryptofanem a GABA,
dochazelo v naSich experimentech k nejvétsi indukci tohoto genu praveé tryptaminem.
YUCCA geny jsou také zapojeny do reakci indol-3-pyruvatu (IpyA), kdy IpyA
dekarboxuluji®*. To by mohlo znamenat, e L. maculans dokaze syntetizovat IAA

tryptaminovou drahou se zapojenim YUCCA gent.

Nejvyssi podobnost v L. maculans byla objevena pro gen U. maydis IAD1. Produkty gent
IAD1 a IAD2 v U. maydis katalyzuji pfeménu indol-3-pyruvatu na indol-3-acetaldehyd
pomoci dekarboxylace56,30. V naSich experimentech byl v L. maculans gen IAD1.2
indukovan tryptofanem. Exprese genu I1AD1.1 se neménila pfi stimulaci produkce TAA.
Geny TAM1 a TAM2 u U. maydis katalyzuji pfeménu tryptofanu na indol-3-pyruvat a jsou
zapojeny ve stejné draze jako IAD1 a 2. V naSich experimentech byl tryptofanem
indukovan gen TAM1-2.1 u L. maculans, zatimco exprese genu TAM1-2.2 byla velmi

nizka. Syntetické drahy by se tedy mohl specificky ucastnit pouze gen TAM1-2.1.

Produktem genu NIT1 je nitrilasa katalyzujici Vrostlinach vznik IAA zindol-3-
acetonitrilu®. Zvysena transkripce homologniho genu NIT1.2 v L. maculans byla
indukovana tryptofanem. Naopak, u genu NIT1.1 nebyla ziddna vyznamna indukce
pozorovana. Data naznacuji, Zze v L. maculans muze byt také pfitomna biosynteticka draha

ptes IAN. Analyza hormonii v myceliu odhalila jen velmi slabé koncentrace IAN.

Produkce IAA byla v nasich experimentech indukovana i GABA, kterou jsme pouzili jako

kontrolni slou¢eninu obsahujici dusik, ale u niz jsme nepfedpokladali, Ze bude
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prekurzorem IAA. Toto zjisténi je tedy velmi piekvapivé, protoze soucasné s produkci
IAA byla pomoci GABA indukovéna i transkripce geni YUCCAL.1, NIT1.2 a IAD1.2. O
metabolismu GABA houbami je znamo, ze mutanti patogenni houby Stagonospora
nodorum, ktera je blizce fylogeneticky piibuzna L. maculans, majici defektni enzym
sukcinylsemialdehyd dehydrogenasu, jsou méné virulentni. Sukcinylsemialdehyd
dehydrogenasa katalyzuje jeden z krokd pfemény GABA na sukcinat. Zaroven ale tito
mutanti $patné rostli v mediu, kde GABA byla jedinym zdrojem dusiku®. O zapojeni
GABA do biosyntetickych drah auxini neexistuji dosud zadné publikace. Je tedy mozné,
ze GABA nehraje roli prekurzoru auxinu, ale signalni molekuly v biosyntetické draze IAA,
kde spousti transkripci biosyntetickych gent. Ovéteni této hypotézy by vyzadovalo
komplexni popis signalnich drah L. maculans, spoustéjicich biosyntézu auxinu a nasledné

testovat schopnosti komponent téchto drah interagovat s GABA.

ZvySeni exprese a expresni profil kandidatnich genii se mezi dvéma provedenymi
biologickymi opakovanimi zna¢né liSily. V prvnim opakovéni byly nejvice indukovany
geny TAM1-2.1 a IAD1.2. Ve druhém naopak byly nejvice indukovany geny YUCCAL.1 a
NIT1.2. Oba experimenty byly provedeny na rizné starém myceliu, coz mize mit vliv na

genovou expresi.

Pomoci stimulace prekurzory biosyntézy auxinii byly nalezeny geny pravdépodobné
zapojené do nékterych jiz popsanych biosyntetickych drah produkce auxini. Domnivame
se, Ze by mohla byt zapojena draha vedouci pies indol-3-pyruvétu, tryptamin a piipadné
pres IAN. Velmi pfinosnou informaci by zajisté prinesl expresni profil téchto geni
v pribéhu infekce, kdy vime, ze se v infikovaném pletivu zvySuje hladina OXIAA. Pro
dal$i ovéfeni tohoto zapojeni a vytipovani klicovych enzymi by vSak bylo tieba vytvofit

mutanty s vyfazenymi nebo uml¢enymi kandidatnimi geny.
Produkce auxini p¥i infekci

V dalsi ¢asti prace byla stanovena koncentrace auxinii ve vzorcich z infikovanych rostlin.
Byla zjiSténa pfitomnost IAA, OxIAA a glukosaesteru OxXIAA. Ostatni auxiny se
vyskytovaly v zanedbatelnych koncentracich. Koncentrace IAA a glukosaesteru OxIAA
byla srovnatelnd ve vzorcich kontrolnich a infikovanych rostlin. Vyrazné se liSila
koncentrace OxIAA, které bylo v infikovanych rostlinach pfiblizné desetkrat vice. Byly
pouzity dva izolaty patogena, u obou dochazelo ke zvySeni koncentrace OxIAA. Je zndmo,

7e auxiny zvySuji rezistenci rostlin K nekrotrofnim patogeniim pomoci stimulace JA/ET
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drahy a naopak zvysuji nachylnost k biotrofim®. Toho by L. maculans mohla vyuzivat
béhem pocatecni biotrofni faze infekce. Bylo by tedy zajimavé zjistit, jak se méni
koncentrace auxini v pribéhu infekce a zejména pii prechodu z biotrofni faze do
nekrotrofni. U topolu Populus nigra je popsana zvySena aktivita peroxidasy a IAA-oxidas
po osetfeni IAA za vzniku OxIAAY a je znamo, zZe ireverzibilni oxidace IAA na OxIAA
piisobi jako regulaéni mechanismus auxinové signalizace®. Z tohoto zjisténi vyplynula
hypotéza, ze by L. maculans pomoci sekrece IAA pii infekénim procesu snizovala
rezistenci rostliny. Ta by v reakci na tuto exogenni IAA reagovala jeji oxidaci na neaktivni
OxIAA. Milo se vi o genech kodujicich enzymy, zodpovédné za preménu IAA na OxIAA.
Nedavna studie v ryzi ukazala zapojeni 20G-Fe (11) dioxygenas v syntéze OxIAA z IAA%,
Dalsim krokem v ovéfeni této hypotézy bude stanoveni schopnosti L. maculans sekretovat
hormony z mycelia, tedy stanovit jejich koncentraci v kultivaénim mediu. Dale je také
mozné, ze L. maculans vyuziva IAA k regulaci vlastnich Zivotnich procesi. Pfenos signalu
pomoci auxind je v rostlinach velmi dobfe popsan®’. Bylo by tedy zajimavé zjistit, zda se
v genomu L. maculans nachazeji orthology nékterych komponent této signalni drahy a zda

je jejich exprese ovlivnitelna IAA.

Posledni ¢ast prace sauxiny se zabyva vlivem exogenné aplikovanych roztokl
studovanych hormonii na prubch infekce hostitelskych rostlin. V piipadé auxini byla
pouzita IAA a syntetické analogy auxini NAA a 2,4-D. V piipad¢ oSetfeni IAA pied
infekci dosSlo ke sniZzeni plochy 1ézi o 40%. V tomto ptipadé tedy IAA plsobila proti
infekei. Bylo popsano, e IAA blokuje SA-dependentni drahy®. SA-dependentni drahy se
podili na aktivni obrang fepky proti L. maculans®. IAA by tak mohla v fepce stimulovat
obranné reakce rostliny. Zatim tedy role auxinu pfi interakci B. napus — L. maculans neni

jasna.

V druhé casti prace jsme se zabyvali brassinosteroidy. Byla stanovena jejich koncentrace
vmyceliu L. maculans a porovnana s koncentraci v déloznich listech B. napus.
V rostlindich i v myceliu se brassinosteroidy nachazi v tadu desitek fmol/g cCerstvé
hmotnosti, coZ jsou koncentrace velmi nizké a mnohondsobné niZ§i nez je koncentrace
napiiklad auxiniu. V myceliu byl v nejvyssi koncentraci zjiStén teasteron, ktery se
Vv rostlindch vyskytuje v zanedbatelném mnoZstvi. V biosyntetické draze rostlin je teasteron
prekurzorem pro castasteron a brassinolid®®. Je mozné, e v L. maculans chybi dalsi
komponenty biosyntézy brassinosteroidii a teasteron mize byt konecnym produktem a

brassinolid a castasteron se nemusi syntetizovat. Dale byly vytipovany geny, které¢ by se
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mohly tcastnit biosyntetické drahy brassinosteroidi v L. maculans na zaklad¢ sekvenéni
podobnosti s geny Arabidopsis. Byly vybrany geny CYP90A a DET2, které se nachazeji na
zacatku biosyntetické drahy. V L. maculans byly pro kazdy gen vybrany dvé homologni
sekvence. Metodou Gateway®™ (Invitrogen) byly piipraveny vektory pro posttranskrip&ni
umléeni homologt genu DET2, oznacenych jako DET2a a DET2b. Dal$im postupem bude
transformace L. maculans témito vektory a ovéfeni koncentrace brassinosteroidii, exprese

cilovych gent a pribéhu infekce.

V ptipadé exogenni aplikace brassinosteroidii na rostliny z vysledk vyplyva, Ze oSetfeni
roztoky brassinolidu a castasteronu neméa zadny vliv na pribéh infekce. Bylo by vSak
zajimavé pouzit k oSetfeni rostlin namisto brassinolidu a castasteronu teasteron, ktery je
v myceliu L. maculans hlavni brassinosteroid. Dale je také mozné, ze L. maculans
nevyuziva brassinosteroidy k manipulaci hostitele, ale kregulaci vlastnich zivotnich
procesi. U lysohlavek Psilocybe cubensis brassinosteroidy indukuji sporulaci a zvysuji
mnozstvi plodnic®. Bylo by tedy zajimavé zjistit, zda nemaji podobny vliv i na L.
maculans. V rostlinach jsou znamy vyssi koncentrace brassinosteroidui v reprodukénich

organech™. Bylo by tedy zajimavé stanovit koncentraci ve sporach L. maculans.

6. ZAVER

Tato prace studovala, jaké fytohormony produkuje patogen Leptospaheria maculans a
ptipadné objasnila jejich roli pfi prubéhu infekce fepky Brassica napus. Soutfedila se na

auxiny a brassinosteroidy. Dil¢i zavéry prace jsou tyto:

1. Bylo zjisténo, ze L. maculans produkuje v tekuté kultufe radu auxind. Nejvice byla
zastoupena [IAA, OxIAA, PAA a glukosaester OxIAA. SloZeni kultivaéniho media
ma vyrazny vliv na produkci auxini.

2. Byl zaznamenan rozdil v produkci auxinii dvéma izolaty L. maculans. Izolat JN2
v mediu Gamborg neprodukovala témeét zadnou 1A A, izolat JN3 produkoval IAA
V koncentraci az 1000 pmol/g ¢erstvé hmotnosti. Tato odliSnost byla vyuzita jako
modelovy systém pro stimulaci biosyntetickych drah auxind.

3. 'V genomu L. maculans byly nalezeny homology geni, Gcastnicich se biosyntézy
auxinl v jinych organismech. U nékterych z téchto genti byla zjisténa zvySena mira
transkripce po oSetfeni L. maculans popsanymi prekurzory auxini (tryptofan,

tryptamin) a GABA. Jednalo se o0 geny YUCCAL.1, NIT1.2, IAD1.2 a TAM1-2.1.
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4. Ptiinfekcei L. maculans stoupa v infikovaném pletivu B. napus koncentrace OXIAA.
Byla formulovana hypotéza, Ze se jedna o obranny mechanismus rostliny, ktera
ireverzibilni oxidaci deaktivuje IAA produkovanou patogenem.

5. Bylo zjisténo, ze L. maculans v tekuté kultufe produkuje n€kolik znamych
brassinosteroidii v nizkych koncentracich. Tyto koncentrace jsou u vétSiny
stanovenych BRS stejné jako v rostlinném pletivu. Vyssi koncentrace v myceliu
nez v rostlinném pletivu byla zjisténa u teasteronu, ktery je v L. maculans nejvice
zastoupenym brassinosteroidem a jeho koncentrace je sedmkrat vysSi nez
V rostlinném pletivu.

6. Pro zjisténi, zda by BRS (zejména teasteron) mohly byt zajimavymi faktory pro
virulenci L. maculans jsme iniciovali pfipravu konstruktd pro postrtranskripéni
umlceni gentll, které byly identifikovany jako potencidlni homology ke zndmym

biosyntetickym gentim v A. thaliana.
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