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Metodika prace

Vyhodnoceni fyziologického stavu rostlin

V zavislosti na typu stresu byla charakterizovana jeho sila. V pfipadé sucha a zasoleni byl
vyhodnocen pomér mezi Cerstvou a suchou hmotnosti (v jednotlivych organech). Déle byla
sledovana exprese markerovych genll (napf. ERD10B, P5CSA, RD29B, RD26, COR47,
Hsfa, HSA32). Relativni obsah vody (RWC) byl stanoven jako podil rozdilu mezi Cerstvou
hmotnosti a suSinou a rozdilu mezi nasycenou hmotnosti a susinou. Stabilita membran byla
sledovana jako pomér mezi Unikem iontd za experimentalnich podminek a po varu (podle
Sairam et al.,, 1997). V pfipadé chladového nebo mrazového stresu byla stanovena
mrazuvzdornost jednotlivych experimentélnich variant (podle Prasil a Zamecnik, 1998).
Segmenty listd nebo odnozovacich uzld byly vystaveny teplotam -1,5°C aZz -20°C. Byla
urCena LT50, t.j. teplota pfi které dojde k 50% navysSeni uniku iontt (Janacek a Prasil, 1991).
Dale byla mrazuvzdornost hodnocena podle obsahu dehydrini (po elektroforetickém
rozdéleni proteinl byly detekovany pomoci imunoblotl, Kosova et al., 2008). Fotosyntetické
parametry byly vyhodnoceny pomoci fluorescence chlorofylu pouzitim FluorCam Handy FC

1000-H (zejména Fv/Fm, nefotochemické zhaSeni a fotochemické zhaseni).

Analyza fytohormonu

Zmrazené vzorky listd, kofenu, apexu nebo odnozovacich uzld (cca 50 mg FW) byly
homogenizovany a extrahovany smési metanol / voda / kyselina mraven¢i (15/4 /1, v/ v/
v, - 20°C) podle Dobrev a Kaminek (2002) a Dobrev a Varkova (2012). Pak byly pfidany
znacgené vnitini standardy (cca 30). Fytohormony byly rozdéleny na iontoménicové koloné s
reversni fazi (Oasis-MCX). Kyselé hormony [auxiny, kyselina abscisova (ABA), kyselina
salicylova (SA), kyselina jasmonova (JA)] byly eluovany metanolem, zasadité [cytokininy
(CK) a prekursor etylénu] byly eluovany 0.35 M NH,OH v 60% metanolu. Frakce byly
analyzovany pomoci HPLC (Ultimate 3000, Dionex) v kombinaci s hmothostnim
spektrometrem (3200 Q TRAP hybridni trojity kvadrupdl s lineérni iontovou pasti, Applied

Biosystems).

Stanoveni exprese vybranych genut

ZmraZzeny materiél (cca 100 mg FW) byl homogenizovan a extrahovan pomoci RNeasy Plant

Kit (Qiagen). Stopy DNA byly odstranény pomoci rDNazy (NucleoSpin RNA Plant Kit).

Reversni transkripce byla provedena reversni transkriptazou (RNase H Minus), pfi pouZiti

oligo-dT primertd a inhibitoru RNéazy. Kvantitativni PCR bylo provadéno pomoci kitu

LightCycler 480 DNA SYBR Green | Master nebo LightCycler 480 Probes Master s UPL

Probami. Hladiny transkriptd byly korigovany v zavislosti na ucinnosti exprese
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stanovovaného genu a normalizovany vici genum, které maji stabilni expresi (napf. ubiquitin
UBQ10). Sekvence primert byly navrzeny pomoci programi Primer3Plus (Untergasser et
al., 2007), AlleleID (PREMIER Biosoft) a mfold (Zuker et al., 1999).

Statistika

Statisticka vyznamnost ziskanych dat (vysledky stanoveni RWC, stability membran, analyz
hormonl a RT-gPCR) byly testovany Mann-Whitney U testem nebo Kruskal-Wallis testem v
programu PAST 3.01 (Hammer et al.,, 2001). PCA (principal component analysis) byla
provadéna pomoci OriginPro 2014 (http://www.originlab.com/). Dale byla pouzivdna ANOVA.


http://www.originlab.com/

Souhrn vysledku

Clanky v predkladané v této praci jsou zaméfeny na objasnéni funkce fytohormond, zejména
cytokininu, pfi odezvé na abiotické a biotické stresy. Interakce s patogeny byly sledovany

v ramci spoluprace se zahrani¢nimi partnery.

Sucho

V rdmci studia ulohy CK bé&hem odezvy na stres suchem jsme jako prvni popsali ustaveni
gradientu aktivnich CK ve prospéch vzrostného vrcholu a mladych listd, coz podmiriuje
polarizaci rostliny (Havlova et al., 2008). Prokazali jsme, ze CK maiji dulezitou roli ve
strategii “optimalni obrany”, tedy pfednostni ochrany tkani (nebo organu), které jsou dulezité
pro preziti rostliny. Sledovali jsme dynamiku CK v mladych, stfednich a spodnich listech a v
kofenech tabaku pfi mirném, stfednim a silném suchu a po zotaveni. Uz v mirném stresu byl
ustaven gradient aktivnich CK v listech ve prospéch mladych listd, u kterych hladina CK
dokonce mirné vzrostla. V prubé&hu stresu suchem obsah aktivnich CK v celé rostliné
postupné klesal, ale jejich gradient se stale udrzoval zvySenim aktivity cytokinin
oxidazy/dehydrogenazy (CKX) ve spodnich listech. Zrychlen4d a zesilend senescence
spodnich listli, sledovana pomoci exprese genu SAG12, umoznila snizit listovou plochu.
Soucasné byly Ziviny relokovany do vzrostného vrcholu. Po zaliti, béhem zotaveni, byl
senescencni program velmi rychle vypnut. Aktivita promotoru SAG12 byla hluboce pod
hladinou v kontrolnich rostlinach, které jiz zaCaly pfirozené starnout. Sou¢asné se rychle a
vyrazné zvysila hladina aktivnich CK, s vyjimkou spodnich listll, ve kterych senescenéni
program prfesahl bodu navratu. Tyto vysledky ukazuji, Ze zotaveni po stresu je aktivnim

procesem a nikoliv jen navratem k situaci pfed stresem (Varikova et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze sniZeni hladin CK je obecnym rysem odezvy rostlin na sucho (napf. u
tabdku — Dobr4 et al., 2010, Arabidopsis — Nishiyama et al., 2011, lupiny — Pinheiro et al.,
2011 nebo soji — Le et al., 2012), porovnali jsme odezvu na sucho u vychoziho genotypu
(WT) tabéku a transformantu s konstitutivni expresi CKX (tyto rostliny pfipravili a ¢astec¢né
charakterizovali Werner et al., 2010). Transformanty exprimujici CKX pod promotorem 35S
maiji vyrazné zvysSenou toleranci vac&i suchu (Werner et al., 2010, Nishiyama et al., 2011),
ale soucasné velmi zménény fenotyp. RUst jejich kofenového systému je velmi posilen,
zatimco nadzemni ¢ast rostliny je zakrsla. Bylo zjisténo, Ze u téchto rostlin s vyrazné
zpomalenou ontogenezi je i za optimalnich kultivacnich podminek zvySena hladina exprese
obrannych genu (napf. pyrrolin-5-karboxylat syntdzy — Mackova et al., 2013, Prerostova et
al., 2018a). Pfi vystaveni stresu suchem reaguiji tyto rostliny vys$Sim pfechodnym narlstem
exprese obrannych genu (napf. RAB18, RD29B — Nishiyama et al., 2012). VySSi odolnost

téchto rostlin je patrna z mensiho poskozeni membran (méfeno jako unik iontd), z mensiho
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poklesu vodniho potencialu béhem stresu i z niz§iho poklesu exprese genl kédujicich
chloroplastové antioxidacni enzymy (stromatalni askorbat peroxidazy, thylakoidni askorbat
peroxidazy a chloroplastové superoxid dismutdzy — FeSOD), coz naznaCuje snizeny dopad
stresu na fotosynteticky aparat tohoto transformantu (Lubovskd et al., 2014). Tranformant
35S:CKX si udrzoval béhem sucha rovnéz vysSi expresi katalazy 1 a mitochondrialni

superoxid dismutazy.

Ve snaze odstranit negativni efekt exprese CKX na nadzemni ¢ast, ale ponechat jeji pozitivni
vliv na kofenovy systém byl pfipraven v laboratofi prof. Thomase Schmiillinga transformant
WRKY6:CKX. Promotor WRKY6 je aktivni pouze v kofenech (zejména za kontrolnich
podminek), coz v podstaté umozniuje odstranit negativni vliv exprese CKX na rlist nadzemni
¢asti. Rovnéz morfologie listd WRKY6:CKX rostlin je velmi podobna WT a lisi se od
drobnéjSich, tuhych a koznatych listd 35S:CKX. Analyza hormonalnich hladin, exprese
vybranych genu a aktivity vybranych antioxidacnich enzymG (Mackové et al., 2013,
Lubovska et al., 2014) ovSem ukazala, Zze zvySeni odolnosti va¢i WT je pomérné mirné.
Projevilo se niz§im poklesem vodniho potencialu béhem sucha a zejména nizsi hladinou

exprese markerového genu na sucho ERD1 v mladych listech.

V ramci spole¢ného projektu s Dr. Fabiem Fiorani a Prof. Ulrichem Schurrem jsme usktecnili
rozsahlou komparativni studii vlivu modulace hladin CK a jejiho nacasovani na odezvu rostlin
Arabidopsis na stfedni stres suchem (Prerostova et al., 2018a). Vzhledem ktomu, Ze
vysoka odolnost 35S:CKX rostlin mize byt dana pfimym vlivem nizké hladiny CK, ale i
odliSnou morfologii jejich listi nebo nizkou rdstovou rychlosti, chtéli jsme vyhodnotit
pusobeni téchto jednotlivych faktord. Proto jsme porovnali odezvu na sucho u transformant
35S:CKX a rostlin, u nichz byla exprese CKX stimulovana tésné pfed zahajenim stresu
suchem (a udrzovana béhem tohoto stresu az do zastaveni rUstu rostlin — 13 dni, coz
odpovidalo poklesu vodniho potencialu substratu z 60% na 30%). K tomuto Ucelu jsme
vyuzili konstrukt HvCKX2 pod promotorem pOp/LhGR indukovanym dexamethasonem
(pfipraveny v laboratofi prof. Brfetislava Brzobohatého). Nahlé snizeni hladin CK pred
stresem mélo pozitivni vliv na uzavirani praduchd a vedlo uchovani vodniho potencialu v
mife obdobné jako u 35S:CKX (Prerostova et al., 2018a). Rychlost zotaveni byla rovnéz
relativné mala, podobna tomuto genotypu. Nicméné ve srovnani s 35S:CKX doslo po zaliti

k rychlejSimu utlumu obrannych mechanismu.

Vzhledem k tomu, Ze byl popsan i pozitivni U¢inek exogennich CK na odolnost rostlin vic€i
stresu suchem a zejména pfi nasledném zotaveni (ltai et al., 1978), rozhodli jsme se
charakterizovat dopad zvy3eni hladin CK b&éhem odezvy rostlin na stres suchem. Vzhledem
k tomu, Ze konstitutivni zvySeni tvorby CK expresi ipt pod silnym promotorem (Synkova et

al., 1999) ma silné nezadouci uc€inky na morfologii rostlin, zejména morfogenezi kofenu,
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sledovali jsme vliv zvySené hladiny CK prostfednictvim rostlin, u nichZz byla stimulace
exprese ipt indukovana dexamethasonem tésné pfed zacatkem stresu suchem a pak dvakrat
v jeho prabéhu. Odezva tohoto transformantu byla porovnana s chovanim transformantu
SAG12:ipt a WT, na ktery byl aplikovan exogenni CK m-topolin. Ukazalo se, Ze SAG12:ipt je
odolngjSi vuci suchu nez druhé dvé varianty se zvySenou hladinou CK. Ztrata vodniho
potencialu byla srovnatelna s WT, zatimco druhé dvé varianty ztracely vodni potencial o
néco rychleji. Po zaliti byla jejich rlstova rychlost vysSi nez u WT a mirné vysSi nez u
SAG12:ipt.

Tyto vysledky jsou ve shodé s naSi predchozi studii (Havlova et al., 2008), kdy jsme
porovnavali vliv konstitutivné zvySené biosyntézy CK prostfednictvim rostlin se zvySenou
expresi trans-zeatin O-glukosyltransferazy (ZOG1) pod promotorem 35S a jejiho zvySeni
béhem stresu suchem expresi ZOG1 pod promotorem SAG12. Rostliny 35S:Z0G1 mély za
kontrolnich podminek vyS8Si rychlost fotosyntézy (v hornich a stfednich listech) a vétsi
vodivost priducht nez WT (Haisel et al., 2008). Na po¢atku odezvy na stres suchem (po
jednom dni stresu) mély tyto rostliny zpomalenou stresovou reakci (“zpomalené vnimani”
stresové situace), coz se projevilo napf. opozdénym narGstem hladiny ABA. B&éhem stresu
ovSem doslo k vyrovnani hladin ABA v transformantu a WT. Vy3Si rychlost biosyntézy CK se
projevila béhem zotaveni, kdy k navySeni hladin aktivnich CK v listech a zvySeni ristové
rychlosti doslo dfive nez u WT. Mirna stimulace biosyntézy CK tedy vedla pouze k opozdéni
odezvy na stres. Transformant SAG12:Z0G nevykazoval zadnou zménu ve vnimani stresu a
aktivaci obrany v porovnani s WT (Havlovéa et al., 2008). BEéhem stresu se ov§em projevoval
pozitivni vliv zvySené tvorby CK, zejména ve starSich listech (kde byl promotor aktivovan),
coz vedlo ke snizeni inhibice fotosyntézy pUsobenim sucha a tedy i k menSimu vypadku
energetickych zasob. Po opétovném zaliti bylo zotaveni transformantu rychlejSi nez u WT,
jak na udrovni zvySeni rlGstové rychlosti, tak hladin aktivnich CK a rychlosti fotosyntézy
(Haisel et al.,, 2008). SAG12:ZOG mél vysSi hladinu fotoprotektivnich pigment

xantofylového cyklu.

Zasoleni

PFi studiu mechanismu efektivni obrany va¢&i zasoleni jsme porovnavali odezvu citlivé
modelové rostliny Arabidopsis thaliana s velmi blizce pfibuznym halofytem Thellungiella
halophila (Eutrema salsuginea) (Prerostova et al., 2017). Za kontrolnich podminek

~

vykazovala Thellungiella niZ8i hladinu CK v apexech a v listech, ale vy3Si hladinu ABA a JA v
apexu. Zda se tedy, Ze halofyf vykazuje vysSi “pfipravenost” vici stresu. Odezvu Arabidopsis
jsme charakterizovali v koncentracnim rozmezi 2 — 150 mM NaCl a odezvu Thellungielly

v rozmezi 150 — 350 mM NaCl. Dale jsme porovnavali dynamiku ¢asné odezvy (15 min - 24



hodin) na silny stres. Vzhledem k tomu, Ze se odezva jednotlivych organu rostlin lisi, byly

zvlast analyzovany apikalni meristémy vzrostného vrcholu (apexy), listy a kofeny.

Pfi velmi mirném stresu (2 — 25 mM NaCl) byla v Arabidopsis mirné zvySena exprese
stresového markeru AtRD26 v listech, pfi koncentraci 15 mM NacCl a vySe také v apexech.
Souc€asné byla mirné zvySena exprese isopentenyltransferaz (AtIPT3 a AtIPT9) a snizena
exprese cytokinin oxiddz/dehydrogenaz (AtCKX1, 3, 5, 6) v listech a apexech. Tyto vysledky
naznacCuji, Zze mirny stres muZe mit pozitivni ucinek na biosyntézu CK. Pfi mirném az
stfednim stresu (Arabidopsis 50 mM NaCl, Thellungiella 150 mM NaCl) byla v Arabidopsis
zvySena exprese stresovych markerd AtRD26 a AtRD29B, spolu se zvySenim obsahu
stresovych hormonu ABA, JA a SA, pfedevsim v apexech. Vzhledem k navySeni obsahu cis-
zeatinu (cZ) byly hladiny aktivnich CK v apexech rovnéz zvySeny. Hormonalni zmény v
listech a kofenech byly pouze mirné. Zda se tedy, ze apikalni meristém s listovymi primordii
reaguje na stres prednostné aktivaci obrannych mechanismu. Thellungiella reagovala na
expozici 150 mM NacCl také prednostné v apexu — zvySenim JA a SA a snizenim auxinl a
CK (zejména trans-zeatinu). Tato koncentrace soli neovlivnila rast halofytu, pfedstavovala
pro né&j pouze mirny stres (exprese stresového markeru TsRD29Ba byla pouze mirné

zvySena v kofenech a TsCOR47 v listech).

Pfi aplikaci 75 — 100 mM soli v Arabidopsis vyrazné vzrostla exprese AtRD26 v apexech a
AtRD29B v listech. Pfi 75 mM NaCl se také v apexech vyrazné zvySil obsah ABA, JA a SA.
Je zajimavé, Ze byl pozorovan i narlst aktivnich CK v tomto organu. Snizeni ABA, JA i
aktivnich CK pfi aplikaci 100 mM NaCl naznacuje, ze v této koncentraci uz sila stresu
pfekonava schopnost ucinné obrany Arabidopsis. Hladiny stresovych hormonid ovSem
vzrostly pfevazné v listech, v kofenech pouze SA. Aktivita signalni drahy CK byla pfi silném
stresu v celé rostliné potlacena. Nase zjisténi bylo v souladu s vysledky Masona et al.
(2010), ktefi popsali, ze CK prostfednictvim regulatord odezvy (RR) typu-B (ARR1 a ARR12)

negativné ovliviiuji expresi transportéru iontd AtHKT1;1.

Thellungiella vystavena 225 — 350 mM NaCl vykazovala vysoké hladiny ABA v nadzemni
¢asti. V apexu mohl zvySeny obsah ABA, ale také SA a aktivnich CK (pfevazné cZ), souviset
s preferenéni obranou této meristematické tkané. ZvySeny obsah CK byl doprovazen
vyraznou aktivitou jejich signalni drahy. Vysoka hladina exprese TsNCED3, ktery koduje
klicovy enzym biosyntézy ABA, byla detekovana v kofenech. Naproti tomu obsah ABA byl
daleko vysSi v listech nez v kofenech. Tyto vysledky potvrzuji hypotézu, Ze ABA je primarné
syntetizovana v kofenech a odtud transportovana xylémem. Halofyt také tvofil velké

mnozstvi glukosidu ABA, cozZ pravdépodobné souvisi s jeho ,energii-Setfici“ strategii.
Pokud doslo k dalSimu zvySeni koncentrace NaCl na 150 mM, projevily se u Arabidopsis jiz
letalni uCinky. NejcitlivéjSi byl apikalni meristém.
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Dynamika ¢asné odezvy na silny stres (v intervalu 15 min az 24 hod, Arabidopsis 150 mM
NaCl, Thellungiella 350 mM NacCl) vykazovala stimulaci exprese stresovych markeru jiz 15
min po aplikaci zasoleni v kofenech pfimo vystavenych stresu (hydroponické usporadani).
Po 4 hodinach byla pozorovana stimulace obrany v listech a apexech. Tato odezva byla
mnohem silngjSi u halofytu. Také zvySeni exprese genu NCED3 pro biosyntézu ABA bylo
v kofenech obou druhd zjisténo jiz po 15 minutach stresu. Hormonalni odezvy rovnéz
nastupovaly velmi rychle, napf. zvySeni hladin ABA, SA a JA bylo v kofenech pozorovano
mezi 15 a 60 min. Také v pfipadé stresovych hormonl byla odezva halofytu mnohem
vyrazngjsi. Pfechodna maxima JA (v kofenech po 15 min u Arabidopsis a po 15 — 60 min u
halofytu, v listech v obou druhG po 15 — 60 min) naznacluji, Ze by tento hormon mohl mit
kliCovou ulohu v aktivaci obrany. NavySeni SA v listech bylo u halofytu ve stejném ¢asovém
intervalu jako v pfipadé JA, u glykofytu az po 24 hod. Rovnéz narGst ABA v apexech byl u
halofytu rychlejsi (30 min versus 60 min). Hladiny ABA byly silné stimulovany v nadzemnich
tkanich pocinaje 4 hodinami stresu (do konce sledovaného obdobi - 24 hodin).

Hladiny aktivnich CK zUstaly zachovany v apexech Arabidopsis po 30 min, zatimco u
Thellungielly doSlo k jejich mirnému navySeni mezi 15 a 60 min. Posléze (24 hodin stresu),
byly hladiny aktivnich CK vyrazné snizeny v apexech a listech obou druhl, v Arabidopsis i
v kofenech. Halofyt mél vyrazné nizsi hladiny CK, jak za kontrolnich podminek, tak za stresu.
SniZzovani exprese komponent CK signalni drahy, zejména TsHK2, zapo€alo u Thellungielly
jiz béhem 15 min, u Arabidopsis o néco pozdéji - po 30 min (zejména AHK2, AHK4 a
ARR1). Snizeni pozitivnich regulatort signalni drahy CK bylo doprovazeno prechodnou
stimulaci exprese negativnich regulatord - RR typu-A (ARR8 a ARR9) po 2 hod v kofenech.
Inhibice signalni drahy CK se zda byt dllezitou soucasti rané odezvy na zasoleni, pro kterou
je charakteristické snizeni rastové rychlosti a relokace zdroju energie na aktivaci obrannych
drah.

Chladovy stres

Hormonalni zmény béhem odezvy rostlin na stres zavisi na druhu stresu, délce jeho trvani,
rostlinném druhu (pfipadné kultivaru) a vyvojové fazi. Vyrazné se lisSi i odezva jednotlivych
tkani (napf. v pfipadé obili - listy vs. odnoZovaci uzle vs. kofeny). Regulace hladin
jednotlivych hormon( a jejich signalnich drah se rovnéz méni v jednotlivych fazich odezvy.
Porovnani odezvy ozimého a jarniho kultivaru pSenice Triticum aestivum nam umozZznilo
charakterizovat hormonalni zmény v jednotlivych fazich odezvy se zfetelem na odolnost
rostlin (Kosova et al., 2012). Odezva na chladovy 3ok (prvnich 24 hodin stresu) byla
spojena s rychlym zvySenim hladin obrannych protein(, zejména dehydrinu WCS120. Ozim
vykazoval vyssi hladinu dehydrind jiz za kontrolnich podminek, zatimco u jarniho kultivaru

byly dehydriny pod hranici detekce. BEéhem chladového Soku ozim reagoval na stres rychleji,
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vyraznéji a déle, a byl schopen dosahnout mnohem vy3si mrazuvzdornosti. Velmi rychle po
snizeni teploty na 4°C, poklesla hydraulicka vodivost kofenud, coz vedlo k poklesu pfijmu
vody. Rostliny reagovaly kratkodobym, pfechodnym zvy3enim ABA, vedoucimu ke sniZeni
apertury priduchu a k omezeni ztrat vody. Nasledny pokles ABA byl doprovazen nardstem
jejiho metabolitu kyseliny fazeové. Hladiny aktivnich CK velmi rychle poklesly v listech
ozimu, zatimco v jarnim kultivaru tato odezva pozorovana nebyla. V obou kultivarech ovSem
doslo k poklesu hladin prekurzord CK (CK fosfatu) v listech. V meristematickych tkanich —
odnozZovacich uzlech bylo u obou kultivart pozorovano kratkodobé navySeni cis-zeatinu, CK
s nizkou biologickou aktivitou (zejména v souvislosti se stimulaci buné&fného déleni,
GajdoSova et al., 2011, Schéfer et al., 2015a). Kromé CK byly v odezvé na chlad zapojeny
i dalSi hormony. Hladiny auxinu (kyseliny indol-3-octové, 1AA) poklesly béhem chladového
Soku v listech obou kultivaru. Aktivni giberelin GA; poklesl v listech ozimu, u jarniho kultivaru
pouze v uzlech. Stimulace GA2-oxidazy se projevila mnohem vice v pfipadé deaktivace GAy

(prekurzoru GA,) nez samotného GA; v listech ozimu a v uzlech obou kultivaru.

Faze aklimatizace byla pozorovana v intervalu 3 — 7 dni stresu. Charakteristickym rysem
bylo zvySeni hladin aktivnich CK, vyraznéj$i v odnozovacich uzlech obou kultivart. Hladina
aktivniho giberelinu GA; se zvySila v listech i uzlech obou kultivard. Velmi poklesla
deaktivace prekurzoru GA,, (hladina GA,g). Obsah auxinu se zvedl| v listech, mirné nad
bazalni hladinu. Hladina ABA poklesla na zacatku faze aklimatizace, zatimco hladiny SA a
JA byly zvySeny. V pfipadé SA by se mohl ve stresové odezvé uplatnit jeji vliv na redox
systém. ZvySeni JA bylo v souladu s dfive publikovanymi pracemi, popisujicimi nardst tohoto
hormonu po delSim plsobeni chladu, spojeny se zvySenou toleranci vac&i utokim herbivor a
nekrotrofnich patogend (Gaudet et al., 2011).

Porovnani doby pfechodu z vegetativni do generativni faze u jarniho a ozimého kultivaru
Triticum monococcum ndm umoznilo vyhodnotit vernalizaéni pozadavky ozimu. Zaroven
porovnani dynamiky hormonalnich zmén u téchto kultivartl ukazalo, Ze nastup raného stadia
reprodukéniho vyvoje je spojen s pfechodnym nartustem aktivnich CK (Vankova et al.,
2014). Vysledky nasi analyzy T. monococcum jsou v souladu s vysledky studie Tarkowské et
al. (2012) na Brassica napus. Lze tedy pfedpokladat, Zze CK hraji kliCovou ulohu

reprogramovani vyvoje meristému do reprodukéni faze.

Teplotni stres

Teplotni Sok predstavuje velmi akutni ohrozeni, vzhledem k tomu, Ze muaze dojit k velmi
tim, Ze oddali zvySeni teploty listll, alespon po tu dobu nez dojde k aktivaci obrannych drah.
Hlavnim mechanismem ochlazovani rostlin je transpirace (Wahid a Close, 2007), regulovana

vodivosti priduchu. Po vystaveni rostlin tabdku teplotnimu stresu (40°C) jsme pozorovali
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pfechodné zvySeni otevfenosti priduchu (Mackova et al., 2013). Pfechodné zvySeni
vodivosti prdducht vrané fazi odezvy na teplotni stres jsme detekovali i v rostlinach
Arabidopsis thaliana (Dobré et al., 2015). KdyZ jsme porovnavali tfi typy teplotniho stresu —
aplikace pouze na nadzemni ¢ast, na kofeny nebo na celou rostlinu, zjistili jsme, Ze pokud
jsou listy nebo celd rostlina vystaveny teplotnimu Soku dochazi vrané fazi odezvy
k pfechodnému zvyseni vodivosti priduchd, podminénému pfechodnym mirnym navySenim
hladiny aktivnich CK v listech a souCasné poklesem obsahu ABA. SniZzeni ABA bylo
doprovazeno potlatenim exprese biosyntetického genu AtNCED3 a rovnéz genu
indukovanych ABA (napf. AtHB6). Z&roven byla stimulovana exprese genu koédujicich
deaktivacni enzymy ABA (napf. AtCYP707A3). V pfipadé vystaveni pouze nadzemni Casti
teplotnimu stresu dochéazelo ke snizeni CK (doprovazeném navySenim exprese CKX) po
zhruba 45 min, v pfipadé vystaveni celé rostliny byl pokles CK pozorovéan jiz po 30 min.
Soucasné dochazelo k narGstu ABA. Hladiny fosfatd CK byly zvySeny po zhruba 30 a 15

min, resp.

Vliv. CK na zvySeni vodivosti praduchl jsme si ovéfili porovnanim odezvy WT
s transformanty, u nichZ byla indukovdna exprese ipt a vyrazné navySeny hladiny CK
(Skalak et al., 2016). Tyto rostliny vykazovaly vétsi otevienost praduchu, ktera nastoupila
rychleji a trvala déle. Tyto rostliny ovSem vykazovaly za teplotniho stresu pokles vodniho

potencialu listl (i v hydroponickém usporadani).

V pfipadég, Ze byl teplotni stres aplikovan pouze na kofeny, ke zvySeni hladin CK v listech
nedoslo. Naopak, velmi rychle byla v listech a apexech zvySena hladina ABA, sou¢asné se
stimulaci jeji signalni drahy, coz naznacuje rychlou aktivaci obrannych drah. Zda se tedy, Ze
v pfipadé vystaveni nadzemni Casti teplotnimu stresu je pro rostlinu prioritou aktivace
ochlazovani zvySenim transpirace, zatimco v opacném pfipadé dochazi k rychlé stimulaci
obrany stimulované navySenim ABA. Je zajimavé, Ze v organech, které nebyly vystaveny

teplotnimu stresu, dochazi k pfechodné stimulaci signalni drahy CK.

Kombinovany stres

Pokud jsou rostliny vystaveny dvéma silnym stresiim, odezva na tento kombinovany stres se
liSi od obou reakci na jednotlivé stresy. Transkrip&ni analyza (Rizhsky et al., 2004) ukazala,
Ze z cca 1833 transkriptl ovlivnénych suchem a/nebo vysokou teplotou pouze 77 transkriptd
bylo ovlivnéno kombinovanym stresem stejné jako jednotlivymi stresy. Pfi vystaveni rostlin
tabaku stresu suchem dochazelo k poklesu vodniho potencialu listl, ktery byl ovSem
podstatné vyraznéjdi ve spodnich listech neZ v pfednostné chranénych hornich listech
(Dobra et al., 2010). Aplikace teplotniho Soku na suchem stresované rostliny ukazala, Ze

tento stres vede k otevieni praduchi a zvySeni transpirace i za podminek nedostatku vody,
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coz ma za nasledek rychly pokles vodniho potencialu hornich listt (na Uroven spodnich listd)
a jejich zavadnuti. Je tedy zfejmé, Ze teplotni stres je velmi akutni, vyzadujici rychlou

odezvu.

Nedostatek fosfatu

DalSim abiotickym stresem je nedostatek Zivin, zejména fosfatu. Fosfor je pro rostliny
esencialnim prvkem, vzhledem k tomu, Ze je nezbytnou sloZkou Sirokého spektra sloucenin,
v€etné nukleovych kyselin, proteind, lipidd, cukrd a metabolithd souvisejicich s energii. Fosfor
je asimilovan rostlinami prevazné ve formé fosfatu (Pi). Dostupnost Pi v pidé je nizka,
zejména z davodu jeho nerovnomérného rozloZzeni a omezeného transportu (Nadira et al.,
2016). Reakce rostlin Arabidopsis thaliana na nedostatek Pi byla charakterizovana ve
vzrostnych vrcholech, listech a kofenech (Prerostova et al., 2018c). Deficit Pi ved| ke
snizeni hladiny trans-zeatinu, stejné jako GA,, v celé rostliné. V kofenech doslo k navySeni
cis-zeatinu. Tyto vysledky naznacuji potlaCeni plastidové biosyntetické drahy CK a stimulaci
jejich cytoplazmatické drahy. Soucasné vedl nedostatek Pi ke zvySeni ABA a JA v celé
rostlingé, v pfipadé SA pouze v kofenech. Stimulace signalni drahy strigolaktonl byla
indikovana potlacenim exprese represor strigolaktond SMXL6 a SMXL8. Dostupnost Pi
silné ovliviiovala expresni profily, zejména Pi-transportéri a genu souvisejicich s auxiny a
strigolaktony. Odezva na deficit Pi byla vysoce organové specifickda, nejvyraznéjsi zmény

byly pozorovany v kofenech a v apexech.

Uloha CK v odezvé na biotické stresy
Napadeni byloZravci a hmyzem

| kdyz jsou kliCovymi hormony v pfipadé odezvy na biotické stresy SA a JA (v interakci
s etylénem), stéle vice se ukazuje, Zze CK rovnéz maji dalezitou ulohu. Po zranéni rostlin
Nicotiana attenuata jsme zjistili, Ze dochazi k rychlému narustu isopentenyladeninu (iP) a
jeho ribosidu (iPR). Hladina cis-zeatin ribosidu (cZR) se zvySoval po 1 hod, spolu s jeho O-
glukosidem (Schafer et al., 2015b). NavySeni CK korelovalo velmi dobfe se stimulaci
exprese genu nékterych biosyntetickych enzymi CK (NaLOG1, NaLOG4). Soucasné doslo
k mirnému navyseni exprese genu pro glukosylaci CK (NaZzOG1 a NaZzOG2). V kofenech i v
systemickych listech doSlo k navy$eni cZR po 4 hodinach od zranéni. Pokud bylo zranéni
doplnéno aplikaci oralniho sekretu larvy Manduca sexta doSlo k vyraznému zesileni odezvy -
k vy§8imu a dlouhodobé&jSimu navysSeni iP a iPR (15 — 30 min). Hladiny cZR, cZROG, tZROG
a tZ7G byly navySeny od 1 hod do konce experimentu (4 hod). Hladiny metabolitl CK
korelovaly se zvySenou expresi genu pro biosyntézu a nasledné i deaktivaci

(glukosyltransferazy) a degradaci (cytokinin oxiddzy/dehydrogenazy) CK. Zvyseni hladin CK
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(cZ, cZR, iPR) bylo pozorovano po zranéni a zejména po aplikaci oralniho sekretu také
v Arabidopsis. ZvySeni hladin CK nezaviselo na aktivaci drahy JA. Naopak, JA méla mirny
negativni vliv, jak na stimulaci hladin CK (iPR), tak na expresi komponent jejich signalni
drahy (NaRRAbS). ZvySeni exprese tohoto regulatoru odezvy bylo velmi vyrazné zesileno
v JA-deficientnim a JA—insenzitivnim mutantu. ZvySeni CK v kofenech a systemickych

listech naznacuje, ze se CK mohou podilet na systemickém Sifeni aktivace obrany.

Vzhledem k tomu, Ze rostliny zpravidla nedokazi ucinné chranit vSechny své tkané, jsou
prednostné chranény tkané, které jsou pro rostlinu z hlediska preziti nejdulezitéjsi (teorie
optimalni obrany — McKey, 1974). Pfednostni obrana souvisi s hladinou obrannych latek,
v pfipadé Nicotiana attenuata kafeoylputrescinu (Bruitting et al., 2017). Hladina tohoto
sekundarniho metabolitu koreluje s hladinou CK (bazi a ribosidl). V pfipadé mladé rostliny
vede aktivace obrany (postfikem metyljasmonatem) k polarizaci rostliny. Nejvy$si hladinu CK
a kafeoylputrescinu vykazuji mladé listy rlzice. Po pfechodu do generativniho stadia silné
klesa indukovatelnost hladin CK i sekundarniho metabolitu v listech rGzice. Vliv CK na
hladinu kafeoylputrescinu byl prokdzan po stimulaci exprese ipt v prostfednim listu rdzice
kvetouci rostliny. ZvySeni exprese bylo dosazeno bud aktivaci transgenu dexamethasonem
(konstrukt DEX:ipt) nebo vyuZitim transgenni rostliny exprimujici SAG:IPT4. V obou
pfripadech koincidovalo zvySeni CK s hladinou sekundarnich metabolitd. Tyto vysledky jsou
v souladu se studii Grosskinsky et al. (2011), ktefi popsali, Ze zvySeni hladin CK (exogenni
aplikaci CK nebo expresi SAG:ipt) zvySovalo produkci produkci fytoalexini — skopoletinu a
kapsidiolu stimulovanou v rostlindch Nicotiana tabacum po napadeni hemibiotrofem

Pseudomonas syringae pv. tabaci.

Uloha CK pfi napadeni (hemi)biotrofnimi patogeny, které produkuji CK

Na rozdil od nekrotrofnich patogenl (napf. Borytis cinerea a Penicillium expansum), které
nejsou schopny produkovat CK, nékteré biotrofni patogeny CK tvofi a ovliviuji jejich signalni
drahu v rostlinach za ucelem regulace bunééného déleni a/nebo atrakce zivin. Obligatni
biotrof Plasmodiophora brassicae vytvafi po napadeni rostlin zrodiny Brassiceae na
kofenech nadory. Pfi charakterizaci citlivého kultivaru Brassica napus Hornet a
rezistentnéjSiho kultivaru SY Alister péstovanych za optimélnich podminek jsme zjistili, Ze
Hornet m& vysSi bazalni hladinu JA, zatimco Alister vySSi obsah SA. Porovnanim odezvy
kultivard Hornet a Alister na infekci biotrofem P. brassicae bylo zjisténo, Ze u obou kultivar(
dochézi kratce po inokulaci ke zvySeni hladin CK a auxinu (IAA) v kofenech i v listech
(Prerostova et al., 2018b). Rezistentngjsi kultivar byl schopen rychleji eliminovat navyseni
hladin CK. U Hornetu pfetrvavalo i navySeni auxinu, coZ dobfe korelovalo se zvySenou
expresi nitrilazyl. Nadory obou kultivard vykazovaly na po€atku své tvorby (22 dni po

inokulaci — dai) zvySenou hladinu CK, auxinu a SA. Exprese markeru drdhy SA (PR1), byla
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v tomto obdobi zvySena nejen v nddorech, ale i v kofenech a v listech. OvSem Alister po
infekci zvySoval hladinu SA v kofenech dfive nez Hornet. Naopak Hornet vykazoval relativné
vysSi hladinu JA. U kultivaru Alister byla po infekci hladina JA sniZzena a byla potlatena i
exprese JAR1, genu kdédujiciho tvorbu aktivniho konjugatu JA-lle, v kofenech i v nadorech.
Abychom potvrdili pozitivni funkci SA v rezistenci vO&i patogenu, aplikovali jsme tento
hormon pred infekci a na pocatku tvorby nadorl. V rezistentngjSim kultivaru zvySeni SA
zabranilo tvorbé nadorl. Naopak aplikace JA podpofila tvorbu nadord i vtomto kultivaru.
NaSe vysledky jsou v souladu se studii Lemarie et al. (2015), ktefi popsali, ze rezistentni
ekotyp Arabidopsis Bur-0 po infekci Plasmodiophora brassicae vyrazné zvySoval hladinu SA,
pficemzZ si udrzoval nizkou hladinu JA a aktivitu jeji signalni drahy. Naopak citlivy ekotyp

Arabidopsis mél vyS$si hladinu JA.

Kromé CK hraji pfi infekci nékterymi biotrofnimi patogeny dulezitou ulohu auxiny. Znacny
podil IAA je vrostlinach ve formé konjugatid. Pokud jsme umiceli expresi |AA-
amidohydrolazy3 (IAR3), jejiz produkt katalyzuje hydrolyzu konjugatlt IAA, doslo ke snizeni
hladin volné IAA a ke zvySeni rezistence Nicotiana benthamiana a Solanum lycopersicum

vuci Phytophthora infestans a Cladosporium fulvum (D’lppolito et al., 2016).

Viiv endofytu na tvorbu CK

Nékteré bakterie, které produkuji CK, mohou zvySovat silu biotického stresu nepfimo.
Bakterie Wolbachia, endofyt klinénky jablofiové Phyllonorycter blancardella, produkuje CK,
které jsou sekretovany larvami do listl jabloné a zpuUsobuji zde tvorbu ,zelenych ostrivk(®.
Zvysena hladina CK zpomaluje senescenci listl a prodluzuje tak dobu, po kterou mohou
larvy zlistd ziskavat Ziviny. Navic zvySend hladina CK zvySuje jejich silu sinku, takze
atrahuje ziviny do téchto napadenych ¢asti (Zhang et al., 2016). Porovnani s blizce
pfibuznym druhem Phyllonorycter mespilela, ktery nema Zadného endofyta, ukazalo, Ze tyto
larvy nesekretuji CK, ale jsou schopny ¢astecné inhibovat degradaci CK v listech a timto

zpUsobem oddalovat senescenci napadenych listd (Zhang et al., 2018).

Patogeny se smiSenym typem infekce

Na rozdil od obligatnich biotrofd nebo nekrotrofli, fada patogent méni své chovani
v zavislosti na fazi infekce. Napfiklad hadatko Ffepné Heterodera schachtii je ve stadiu
vajicka aktivovano rostlinnym kofenovym exudatem, kterym je atrahovano ke kofenim.
Pomoci styleta se dostava do kortexu a migruje do stfedniho valce. Zde vylu€uje exudat do
jedné vybrané bunky, kde dochazi ke zvétSeni jadra, proliferaci plastidi a mitochondrii a
rozlozeni buné€nych stén sousednich bunék (Golinowski et al., 1996). Fuze této napadené

bunky s okolnimi burikami vede k tvorbé syncytia, které ma vysokou silu sinku a atrahuje
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ziviny nezbytné pro rlst hadatka a tvorbu vaji¢ek. Pfi studiu hormonalnich zmén v pocatec¢ni
fazi infekce jsme zjistili, ze pro atrakci hadatka ke kofenim je nezbytny etylén
(Kammerhofer et al., 2015a). Pfi nabodeni primarni buriky rostlina Arabidopsis aktivuje
drahu JA. PotlaCeni této drahy plsobenim nematody je pfedpokladem uspésné infekce. V
pozdéjsi fazi tvorby syncytia a samiciho vyvoje rostlina aktivuje drahu SA. Tvorba syncytia
vyzaduje lokalni potlageni signalni drahy SA (Kammerhofer et al. 2015a). Naopak, jeho
rozvoj je podminén zvySenim hladiny auxinu (Goverse et al., 2000). NaSe vysledky ukazuji,

Ze se uloha jednotlivych hormonu znaéné méni v zavislosti na fazi parazitismu.

Interakce vice patogent

Napadeni patogeny ovliviiuje hladiny hormonl nejen v pfimo napadeném organu, ale
vyvolava i systemickou odezvu ve vzdalenych tkanich. Infekce kofenu cystickym hadatkem
Heterodera schachtii tak muze ovliviiovat citlivost nadzemni ¢asti vici hmyzim Skddcim.
Napadeni kofenu hadatkem zvySovalo hladiny JA a SA (spolu s IAA), i exprese jejich
markerovych gena, v listech Arabidopsis jiz 12 — 24 hod po infekci (Kammerhofer et al.,
2015b). Je zajimave, Ze toto zvySeni stresovych hormonu negativné ovliviiovalo nasledné
napadeni larvami tfasnénky zapadni Frankliniella occidentalis. Napadeni kofenového
systému nematodami naopak vedlo ke zvySeni citlivosti rostlin vic¢i dospélym samicim
roztoCe svilusky chmelové Tetranychus urticae. Moznym vysvétlenim muaze byt zvySeni
hladin aminokyselin a sacharidi v listech napadenych rostlin. Naopak primarni napadeni
rostlin tfasnénkou zapadni, které bylo spojeno se zvySenim hladin JA a IAA v kofenech
rostlin, zvysilo citlivost Arabidopsis vi¢i naslednému napadeni hadatkem Heterodera
schachtii. Podobné hormonalni zmény vyvolalo i napadeni roztoéem Tetranychus urticae,
které ovSem neovlivnilo susceptibilitu rostlin vic¢i hadatku. Nicméné je nutno zduraznit, Ze
ovlivnéni citlivosti rostlin vi&i nasledné infekci vyrazné zavisi na druhu hostitelské rostliny,

typu Skudcd, i Casu a zpUsobu napadeni.

Kombinace abiotického a biotického stresu

Vystavenim mirnému abiotickému stresu (ozonovana voda) je mozno lokalné zvysit odolnost
vuci patogenim (Prigigallo et al., 2019). Zalivka Osz-vodou zvySila odolnost vUCi
kofenovému hadatku Meloidogyne inkognita. Neovlivnila napadeni rostlin, ale vyrazné
zpomalila vyvoj téchto nematod (snizeni poctu dospélych samic o cca 29%). Postfik listl
snizil dopad infekce TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) v rostlinach rajéete o cca 20%.

V systemickych tkanich positivni u€inek Os-vody pozorovan nebyl.

Zalivka Os-vodou vedla ke zvySeni hladiny SA i jeji signalni drahy, jak v kofenech, tak v

listech. Hladina JA a JA-lle ozonem ovlivnéna nebyla. Hladina prekursoru etylénu ACC byla

15



v kofenech zvySena, draha etylénu byla pfechodné mirné stimulovana. Stimulace drahy
etylénu byla podstatné vyraznéjsi v listech po zalivce Os-vodou. Ozon mél negativni vliv na
hladiny aktivnich CK (ackoliv hladiny jejich fosfatl a ribosidi byly zvySeny). Rovnéz doslo
k pfechodnému snizeni auxinu IAA. Vysledky naznacuji, Zze ozon stimuluje obranu rostlin

aktivaci signalni drdhy SA a indukci systemické odezvy (SAR).
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6. Summary

In the last seventy years, enormous increase of the yield of new crop varieties has been
achieved, mainly due to the “green revolution”. At present, potential for further yield increase
by breeding is rather limited. However, in reality, the yield potential of these elite lines is
rarely achieved, due to their vulnerability to abiotic and biotic stresses. Adverse
environmental conditions may cause more than 50% loss in the yield. Thus, great attention
has been recently paid to different approaches to increase stress tolerance of the high
yielding crop cultivars. Therefore, much attention has been recently focused on stress
physiology. Plant interactions with the environment are governed by plant hormones. The
necessary prerequisite of the elevation of the plant stress tolerance by modulation of
phytohormone content is elucidation of the mechanisms of their mode of action in specific

stress conditions.

The major topic of the papers included in this thesis has been evaluation of the function of
individual plant hormones in abiotic and biotic stress responses, with special focus on
cytokinins. As our results clearly demonstrated that plant stress responses are organ-
specific, hormonal dynamics was followed in apices (or crowns, respectively), leaves and
roots separately. In the first part of the thesis cytokinin biosynthesis and signal transduction
has been briefly described. The second part has been devoted to abiotic stresses, hamely to
the evaluation of the hormone roles in responses to drought, salinity, cold, heat and
phosphate deficiency. In the study of drought stress responses we demonstrated for the first
time that stress induced plant polarization is associated with the establishment of the
gradient of active cytokinin s in favour of young upper leaves, which was important for their
preferential protection (Havlova et al., 2008). Using tobacco plants with constitutively
enhanced cytokinin turn-over, we showed that elevation of cytokinin biosynthesis before
stress initiation resulted in delay of the stimulation of defence mechanisms, namely increase
of abscisic acid (ABA) and xanthophyll cycle pigments. By determination of SAG12
expression we proved that recovery after drought stress is an active process and not only the
return to control conditions (Vankova et al., 2012). The comparison of the impact of down-
regulation of cytokinin levels by over-expression of cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX)
driven by either constitutive 35S promoter or targeted to roots (WRKY®6 promoter) showed
that changed morphology and slow shoot growth rate played a decisive role in the drought
stress tolerance (Mackova et al., 2013). Using phenotyping unit, the impact of cytokinin
suppression, either constitutive (35S promoter) or induced at the onset of drought stress
(dexamethasone-inducible CKX expression), was compared with the impact of cytokinin
elevation, at the stress onset (dexamethasone-inducible IPT expression), after exogenous
cytokinin application or during stress progression (SAG12 promoter). Cytokinin decrease was
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associated with up-regulation of defence genes, while cytokinin elevation had a strong
positive effect on plant growth acceleration after re-watering. Superior response of SAG:ipt

plants was demonstrated (Prerostova et al., 2018a).

Mechanisms underlying salt stress tolerance were studied comparing the stress response of
glycophyte Arabidopsis thaliana and halophyte Thellungiella salsuginea (Pferostova et al.,
2017). Enhanced salinity tolerance was associated with faster and stronger stress-induced
up-regulation of cis-zeatin, ABA, jasmonic acid (JA) levels and stress-related gene
expression in the halophyte. Enhanced salt tolerance was enabled by preferential protection

of the shoot apices, which were the most stress vulnerable in the glycophyte.

Dynamics of a whole set of hormones was characterized for the first time during individual
phases of cold stress response in winter and spring wheat (Kosova et al., 2012). Hormonal
changes during long-term cold response were elucidated in two Triticum monococcum
cultivars (Vankova et al., 2014). Decisive effect of active cytokinins at the onset of

vegetative — generative transition was showed.

Hormonal as well as transcriptome changes were observed at the early phase of heat stress
response. Transient elevation of cytokinins and simultaneous down-regulation of ABA was in
accordance with the observed transient stomata opening, underlying stimulation of
transpiration, the main leaf cooling mechanism (Dobra et al., 2010). The cytokinin role in
stimulation of stomata aperture was confirmed using ipt over-expressing plants (Skalak et
al., 2016). In the case of combined drought and heat stress, enhanced transpiration was
observed also in drought stressed plants. Targeting of the heat stress to Arabidopsis shoots,
roots or to the whole plant revealed fast communication within the plant, associated with
transient up-regulation of cytokinin signalling in the non-exposed tissue (Dobré et al., 2015).
Transcription profiles of genes for antioxidant enzymes during heat and/or drought stress
progression showed suppression of the chloroplast antioxidant enzymes, while transcription

of the cytoplasmic ones was enhanced (Lubovska et al., 2014).

Study of the effect of phosphate deficiency on hormone levels showed negative effect of
cytokinins and gibberellins (hormones related to nutrient signalling) and positive role of

strigolactones (Prerostova et al., 2018c).

The importance of cytokinins in the response to wounding and herbivore attack was
evaluated (Schéfer et al., 2015b, Bruttig et al., 2017). The elevated cytokinin levels were
associated with preferential protection of tissues most valuable for plant survival as well as
for biosynthesis of protective secondary metabolites. The mixed mode of response, i.e.,

upregulation of JA signalling at the early phase of infection and of salicylic acid (SA) in the
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later stage after attack of Arabidopsis roots with nematode was described (Kammerhofer et
al., 2015b). The positive effect of down-regulation of auxin levels by enhanced conjugation
on the tolerance of Solanaceous plants to biotrophic and hemibiotrophic pathogens was
described (D’lppolito et al., 2017). Enhanced tolerance of Brassica napus plants to biotroph
Plasmodiphora brassicae was associated with faster down-regulation of cytokinin and auxin
levels, promoted by the pathogen, as well as by stimulation of SA signal transduction
(Prerostova et al., 2018b). The decisive effect of endophyte Wolbachia on cytokinin
production after attack of Phyllonorycter blancardella, which is part of the invasion strategy,
was proved by comparison with closely related species Phyllonorycter mespilela, which is
lacking endophyte and is not able to secrete cytokinins (Zhang et al. 2018). Pre-treatment
with ozone water was able to increase pathogen tolerance at the place of application, but

not in systemic tissues (Prigigallo et al., 2019).

Altogether | have selected 20 papers from the last 11 years, of which | am co-author (in 13
cases the first one or the coresponding one). Majority of these papers describe the results of

PhD. theses, which | supervised.
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