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Abstrakt

Proteiny rodiny Alba jsou vysoce konzervovany napii¢ vSemi fiSemi organismu.
U Archae a eukaryotnich organismii se podili na metabolismu RNA, zatimco u skupiny
Crenarchae se poji s dynamikou chromatinu. U eukaryot byly proteiny rodiny Alba studovany
predevsim u zivocicht, kde jsou soucasti podjednotky RNazy P/MRP. V piedkladané praci se
zabyvam charakterizaci proteinti rodiny Alba u modelové rostliny husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana). U huseni¢ku bylo podle homologie nalezeno Sest gent kodujicich tii
proteiny podrodiny Rpp20 a tfi z podrodiny Rpp25. Byla sledovana lokalizace flznich
proteinti S GFP ve stabilnich liniich ekotypu Columbia-0 obsahujicich konstrukty pfipravené
klonovaci metodou Gateway®” Technology. Proteiny ALBA byly lokalizovany pouze
v diferenciacni z6né kofene a sam¢im gametofytu. Na bunééné arovni byly pozorovany
v cytoplazmé a zatim neurCenych cCasticich. Vzhledem k jejich mnozstvi a pravdépodobné
funkéni redundanci nebyly ujednoduchych mutant T-DNA inzer¢nich linii pozorovany
vyznamné fenotypové defekty vristu a vyvoji sporofytu ani gametofytu pii srovnani
s rostlinami Columbia-0. Vyskyt a expresni profily proteint rodiny Alba odpovidaji mozné
funkci v diferenciaci a odpovédi na dehydrataci pozorované u ryze. U tabaku byly nalezeny
skladované v EPP casticich v pfitomnosti translacné reprimovanych transkriptl. Ze ziskanych
udaji lze predpokladat roli proteini ALBA ptedevSim v cytoplazmatickém metabolismu

RNA vyvijejicich se pletiv.

Kli¢ova slova: huseni¢ek rolni, Alba, Rpp25, Rpp20, Gateway” Technology, linie T-DNA






Abstract

Alba family proteins are highly conserved in all domains of life. They are involved
in RNA metabolism in Archae and Eucarya, while they are involved in the chromatin
organisation in Crenarchaea. In animals, ALBA proteins were identified to associate with
RNase P/MRP subunits. The objective of my thesis was the characterization of ALBA family
proteins in a model plant Arabidopsis thaliana. The Arabidopsis genome contains six genes
with close homology, three from Rpp20-like subfamily and three of Rpp25-like subfamily.
Here | present the localization of GFP-fused proteins in Arabidopsis stable lines harbouring
constructs cloned by Gateway®™ Technology. ALBA proteins were localized in the cytoplasm
and undefined particles in root differentiation zone and in mature pollen. The characterization
of the respective T-DNA insertion lines did not reveal significant phenotype defects in growth
and development of sporophyte and gametophyte in comparison to Columbia-0 plants,
probably because of likely functional redundancy od the paralogs. Expression profiles and
localization of ALBA proteins suggest their possible role in differentiation and dehydration
stress response in Oryza. They were also observed to associate with repressed mRNA
transcripts in storage EPP particles. Collectively, | propose the likely role of ALBA proteins
in cytoplasmic RNA metabolism during Arabidopsis development.

Key words: Arabidopsis thaliana, Alba, Rpp25, Rpp20, Gateway™ Technology, T-DNA lines
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Seznam zkratek

EPP - EDTA/puromycin-rezistentni ¢astice
F60 — fenylalanin na pozici 60
GFP — zeleny fluorescencni protein

HMM - skryty Markoviv model (Hidden Markov Model)

......

.....

K16 — lyzin na pozici 16

MSA — mnohonasobny sekvenc¢ni alignment
NMR — nukle4rni magneticka rezonance
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RFP — ¢erveny fluorescenéni protein
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1. Uvod

Samci gametofyt pfedstavuje unikatni model pro studium vyvojovych zmén a bunécné
diferenciace, které jsou hierarchicky regulovany na fadé tirovni, napf. transkrip¢ni a transla¢ni
(Honys & Twell 2004). Zprosttedi prasnych pouzder je uvolnén zraly pyl, ktery
pted puknutim stomia prochazi vyraznou dehydrataci spojenou s hromadénim zasobnich
latek, vCetné transkriptl pro pozd¢jsi vyuziti pfi prorastani laCky pletivy ¢nélky po dopadu
na bliznu. Molekuly mRNA jsou skladovany spolu s transla¢nimi faktory ve specifickych
kompartmentech, EPP ¢asticich, jez obsahuji podobné slozeni proteinti jako polyzomalni RNP
(Honys et al. 2009).

Pii studiu proteinového sloZzeni EPP ¢astic u tabaku byly nalezeny proteiny ALBA,
znichz nékteré jejich homology byly jiz popsany. Pii studiu pylové specifického
transkripénicho faktoru z rodiny Myb, DUOL, u huseni¢ku byla ve spermatickych buikach
popsana zména exprese lokusu AT3G04620 kodujiciho protein DANL z eukaryotni rodiny
proteintt Alba ve spermatickych bunikach (Borg et al. 2011). Jejich homolog OsALBA1 byl
objeven ve tfidé neznamych proteint jaderného proteomu ryze Oryza sativa subsp. indica
po vystaveni riznym stresorum a byl zafazen mezi proteiny stresové odpovédi na pusobeni
dehydratace. Vsechny podminky, jimz byly tyto rostliny vystaveny, odpovidaji signalnim
draham, ve kterych se uplatituje jeden z rostlinnych hormont, kyselina abscisova (Verma et
al. 2014).

Proteiny nadrodiny AIbA byly objeveny u hypertermofilnich Archaea vazané na DNA
(Xue et al. 2000), dale byly na zakladé homologie popsany u eukaryotnich organismi ve dvou
podrodinach a kone¢né byly studovany jako proteinové podjednotky ribonukleazy P p20 a
p25 u c¢lovéka (Jiang & Altman 2001; Guerrier-takada et al. 2002). Heterodimer
RPP20/RPP25 se vaze na RNazu P/MRP pied asociaci ribozomalnich podjednotek 40S a 60S
a pravdépodobné se podili na sesttihu pre-rRNA (Welting et al. 2006; Welting et al. 2007).
Zaroven se vSak poznani o rozpéti jeho aktivit rozsitilo objevem regulace samotné nukleazové
aktivity RNazy P a aktivace RNA polymerazy III pii transkripci 5S rRNA, tRNA a dalsich
malych RNA (Reiner et al. 2006). Zaroven se jejich homology zacaly studovat
U parazitickych organismi S vice kopiemi, kde se pravdépodobné t€astni umlcovani translace
v reakci na teplotni Sok ve spojeni s malymi RNA a ¢asticemi RNP v riznych granulich
(Fetzer et al. 2002; Hua & Zhou 2004).

Vzhledem K ptitomnosti velkého mnozstvi homologti ALBA u rostlin, I1ze pfedpokladat

jejich rozriznéni ve funkei, lokalizaci, expresi, ¢i vazbé jinych partnerd. Pfi porovnani s jiz
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studovanymi organismy nesoucimi maximalné ¢tyfi homology, mohlo u dvoudéloznych
rostlin sjejich nejvyS$im poctem dojit ke znacné specializaci jednotlivych forem
nauvedenych trovnich. Z dostupnych vysledki Ize alesponn v nékterych piipadech
predpokladat funkéni redundanci téchto proteint, ¢i rozdé€leni jejich funkce mezi nékolik

¢lent s odliSnym mistem plisobeni alespoinl na urovni pletiv.
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2. Cile a hypotézy prace

Cile prace

Zjistit lokalizaci proteinit ALBA u husenicku rolniho na pozadi ekotypu Columbia-0

Popsat fenotyp jednoduchych mutant inzerénich T-DNA linii v genech ALBA se

zaméeienim na samc¢i gametofyt.

Hypotézy prace

Vzhledem k vyskytu DAN1 v sam¢im gametofytu pod kontrolou transkripéniho
faktoru DUO1 podpotenou vysledky transkriptomickych a proteomickych analyz lze

o¢ekavat podobny charakter vyskytu ostatnich ¢lenti rodiny.

Z duvodu vice kopii gent kodujicich proteiny ALBA neni ocekavano zjisténi

vyraznych fenotypovych defekti u jednoduchych mutant inzerénich linii T-DNA.
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3. Literarni prehled

Vsechny zivé organismy pro svou reprodukci vyuzivaji velmi piesné procesy, které
zajistuji kontinualni pienos genetické informace mezi jednotlivymi generacemi. Postupem
evoluéniho vyvoje se u mnohobunéénych zivocichti a rostlin vyvinuly specializované tkané a
pletiva, pod jejichz ochranou dochazi k tvorbé redukovanych pohlavnich bunék. Rodozména
u krytosemennych rostlin je charakteristicka stfidanim haploidniho gametofytu a diploidniho
sporofytu. Pravé ve fazi sporofytu se po ukonceni juvenilniho obdobi zacinaji vyvijet pletiva,
ve kterych se meiotickym d€lenim tvofi pohlavni buiiky, gamety. Buiiky zarode¢né linie se
Vv béhem vyvoje rostlinného téla zakladaji a diferencuji mnohem pozd€ji nez u zivocicht
(Twell 2011b). Jejich splynutim dochazi k tvorbé diploidni zygoty, prvni buniky dcefiného
organismu nové generace. VéEtSina krytosemennych rostlin vytvari oboupohlavné kvéty
s ty¢inkami (antheridii) a pestiky (archegonii), kde se vyviji vicebunééné gametofyty, v nichz
se diferencuji pravé gamety. Vznik samciho gametofytu krytosemennych rostlin je velice
komplexni proces, na kterém se podili mnozstvi riznych bunécnych typl, doprovazeny
Sirokou $kalou dynamickych zmén v genové expresi gametofytickych i sporofytickych
meristémi. Na rozdil od sporofytu je saméi gametofyt redukovan na dvé az tii bunky a

predstavuje tak unikatni téméf singularni model ke studiu vyvojové regulace bunécné

morfogeneze a diferenciace  na mnoha
i , e . . Obrazek 1: Schematické
trovnich, kontroly buné&ného ristu, polarity, | zobrazeni vyvoje samitiho
. . ., . , . | gametofytu.
signalizace a funkénich interakci mezi Vytvoreno podle (Drews et
riznymi bunéénymi typy (Honys & Twell | &l-1998)
2004; Rutley & Twell 2015; Hafidh, Honys,
et al. 2016)
Megasporocyt
3.1. Sami¢i gametofyt gasp y
Bunéénym  délenim se  béhem ) meioza

vyvoje semeniku  krytosemennych  rostlin @@O
utvari specializovand pletiva, jez davaji zanik tfi megaspor @
vzniknout sami¢imu gametofytu sestavajiciho série mitoz
nejcastéji Z osmi bunek. Z hrbolku o .

Zraly zarodecny
na placenté gynecea se vyviji bunika nucellu vak
v diploidni megasporocyt, jenz posléze
podléha redukénimu déleni za vzniku Ctyf
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haploidnich megaspor, z nichz se obvykle vyviji jen jedna megaspora, zatimco ostatni jsou
potlaceny. Tato buiika prochazi sérii karyokinezi Casto bez okamzité cytokineze, ke které
dochazi az po dokonceni vSech déleni. U krytosemennych rostlin timto zptisobem vznika
osmijaderny zarodecny vak reprezentujici vlastni samic¢i gametofyt (viz. Obrazek 1). Pfimo
u otvoru klového se nachazi vaje¢na burika obklopena dvéma synergidami. Ve stfedni ¢asti se
splynutim dvou haploidnich jader vyviji diploidni centralni jadro zadrode¢ného vaku, zatimco

na vzdaleném polu gametofytu se nachazi tii az vétsi mnozstvi antipod (Drews et al. 1998).

3.2. Samc¢i gametofyt
Na vyvoji samc¢iho gametofytu krytosemennych rostlin se podili velké mnozstvi
regulacnich drah probihajicich v rliznych bunéénych typech a pletivech sporofytu a
gametofytu. VSechny procesy jsou hluboce propojeny na mnoha vnitrobunéénych i

mezibunéénych Urovnich v jeden velmi slozity sytém. Vznik sam¢iho gametofytu predchazi

dvé nasledujici faze  postupné | Obrizek 2: Schematické zobrazeni vyvoje pylového zrna.
o S o Pifevzato a upraveno podle (Hafidh, Honys, et al. 2016).
specializace, vyvojovd a funkéni.
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Lo ., . jadro vegetativni bufiky l jadro generativni bufiky
specializace vegetativni buniky a

o
o
Qo

0
%)

spermatickych  bun€¢k Vv zavislosti

o

0,

na spravném bunéném déleni a

s
]
=

morfologické a fyziologické Zralé pylové zrmo

@

diferenciaci obou bunécnych typl \
. o | spermatické bunky
zahrnujici syntézu jedinecné pylové
“x 2 o . Kli¢ici pylova lacka
bunééné  stény a  skladovani Py
ochrannych latek a metabolickych

rezerv (Colin Eady et al. 1995; Pacini
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1996a; Ma 2006; Hafidh, Honys, et al. 2016). Funk¢éni (progamicka) faze je zahajena
po uviznuti pylu na povrchu blizny. Zavodnénim bunc¢k gametofytu je obnoven jejich
metabolismus a spusténo kli¢eni pylového zrna v dlouhou pylovou lacku, kterda prorusta
pestikem (Heslop-Harrison 1987). Jeji rust je doprovazen koSatym rozhovorem s okolnimi
pletivy a sami¢im gametofytem. Stadium funkcéniho vyvoje konci dvojitym oplozenim
po dosaZeni vajicka (Hafidh, Honys, et al. 2016). Ziviny a energie potiebna pro metabolické
drahy vyvoje pylového zrna a explozivniho rustu pylové lacky, které tyto procesy pohani, je
ziskavana z nashroméazdénych rezerv, jez jsou mobilizovany, a mutualistické aktivace
pii prorustani pylové lacky pletivy sporofytu. Vedeni pylové lacky je fizeno komunikaci mezi
samCim a sami¢im gametofytem (Pacini 1996b; Dresselhaus & Franklin-tong 2013). Velké
mnozstvi mechanismii podilejicich se na vyvazeni uinkdi vSech procesi zahrnuji
posttranskripéni regulaci pfedev§im na Grovni masivniho skladovani transkriptd (Honys &
Twell 2004). Funkce samotnych proteind je regulovana bohatou $kalou posttranslaénich
modifikaci (Dresselhaus & Franklin-tong 2013). Na bunécné urovni se uplatiiuji nejriznéjsi
kaskady vnitrobunécné metabolické signalizace a dynamika iontového gradientu vépnikovych
a vodikovych iontt (Palanivelu & Preuss 2006). V ramci samotného reprodukéniho pletiva
jsou posléze tyto zmény zaznamendvany a ndsledovdny signalizaci prostfednictvim
sekretovanych proteint spolu se syntézou bunééné stény (Dresselhaus & Franklin-tong 2013;
Hafidh, Honys, et al. 2016).

3.2.1. Vyvojova faze

Na pocatku vyvoje pylovych zrn se ze sporofytického pletiva prasniku utvaii dvé
diploidni bunky s odliSnym osudem, tapetalni inicidla a matefska bunka mikrospor
(mikrosporocyt). Inicidly tapeta se postupné déli a specializuji ve vyZzivujici pletivo, které je
dale rozriiznéno na vnitini tapetum, stiedni vrstvu, endothecium a vné&jsi epidermis (Hafidh,
Honys, et al. 2016). Bunky tapeta, v pribéhu meidézy mikrosporocytii, podléhaji jadernému
déleni za tvorby dvojjadernych produkt s aktivnim chromatinem a vysokou mirou exprese.
Jimi nasyntetizovany material je nashroméazdén, uskladnén a posléze uvolnén pro stavbu
bunééné stény pylu (Bedinger 1992; Scott et al. 2004). V mistech s vysokou sekre¢ni
aktivitou tapetum postradd primarni bunécnou sténu pro snazsi uvoliiovani latek do okoli.
Nacasovani a synchronizace vSech téchto procesti je precizné kontrolovana skrze
cytoplazmaticka propojeni tapetalnich bunék (Bedinger 1992). Stejné propojeny jsou mezi
sebou také mikrosporocyty, které posléze spolecnou komunikaci synchronizuji redukéni

déleni (Scott et al. 2004). Z mikrosporocyti je mikrosporogenezi - procesem, pii kterém
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mateiska bunika mikrospor podléha meiotickému homeotypickém a heterotypickém déleni,
produkovana tetrada ¢ty haploidnich mikrospor (Obréazek 3). Druhé meiotické déleni je ihned
nasledovano syntézou kalézové stény mezi jednotlivymi zrny tetrady, kterda je posléze
pusobenim enzymu katalazy sekretovaného bunikami tapeta zcela rozvolnéna (Bedinger
1992). Volné mikrospory se nasledné zvétsuji v disledku zvySovani objemu mnozstvi malych
vakuol, které splyvaji v jednu centralni, kterd ve spolupraci s tubulinovym cytoskeletem
vychyluje jadro mikrospory z centralni pozice k bunééné periferii (Bedinger 1992; Park et al.
1998). Pro svou nezastupitelnou dulezitost pfi urceni osudu vegetativni a generativni bunky je
tento proces peclivé regulovany (Colin Eady et al. 1995; Honys et al. 2006).

Vysoce specializovana role pylu u krytosemennych rostlin je umoznéna unikatnim
slozenim bunééné stény. Tato strukturovana obalova vrstva zprvu slouzi k ochran¢ sam¢iho
gametofytu po uvolnéni z prasniku, avSak s jeho uviznutim na blizné zprostiedkovava
nasavani vody a komunikaci s pletivy pestiku (Bedinger 1992; Scott et al. 2004). Mladé
mikrospory prochazi rapidnim vyvojem doprovdzenym syntézou bunécné stény slozenou
Z vnitini intiny a vnéj$i exiny. Material pro stavbu intiny je sekretovan z pylovych zrn,
zatimco exina je sloZzena z komponent produkovanych sporofytnim tapetem. Nejvétsi podil
pfi ochran¢ genetické informace uvnitf samciho gametofytu ma vnéj$i vrstva sloZend
z jednoho z nejodolngjsich biologickych materialti sporopoleninu (Bedinger 1992). Jeho
chemicka struktura se rizni podle zabudovanych molekul, kterymi jsou mastné kyseliny a
fenylpropanoidy. Utvafena vrstva sporopoleninli na pylovém zrnu téz neni rovnomeérna.
K jejich ukladani viibec nedochazi v oblastech kli¢nich port, ¢imz vznikaji zten¢eniny (Park
et al. 1998; Scott et al. 2004). Pravé po caste¢né tvorbé exiny jsou mikrospory synchronné
uvolnény z tetrad pisobenim katalazy (Stieglitz 1977; Scott et al. 2004). Dokonceni pylového
obalu spadd do pozdnich fazi mikrogametogeneze uloZenim zbytkli tapetdlnich bunék
(pollenkitt, pollen coat) na povrch pylovych zrn (Bedinger 1992; Scott et al. 2004).
Tato kone¢na uprava je nezbytna pro druhové specifické vlastnosti zrn — adhezi na povrch
blizny, jejich barvu a aroma (Mollet et al. 2000; Fellenberg & Vogt 2015).

Polarizované mikrospory mezi tim prochazeji asymetrickym délenim v pribéhu prvni
pylové mitoézy (PMI) za vzniku dvou dcer s odlisnymi bunéénymi osudy. Velka vegetativni a
malé generativni buiika se nachazi v prostoru obklopeném bunécnou sténou pylu. Generativni
bunika je zkraje mikrogametogeneze plné¢ obklopena vegetativni buitkou za utvofeni
unikatniho systému nezralého pylového zrna (Colin Eady et al. 1995; Russell & Jones 2015).
Prvni pylova mitéza je jednim z kritickych momentli vyvoje samc¢iho gametofytu, ktery

zajistuje udrzovani nasledného vyvojového programu gametofytu druhové specifickou
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genovou expresi (Honys & Twell 2004; Becker & Feijo 2007). Poruseni asymetrie vede
k formaci dvou stejnych bunék sosudem vegetativni bunky (Colin Eady et al. 1995).
Vysledkem prvni pylové mitdzy je tedy zalozeni samci zarodecné linie, ktera vSak trva jen
do okamziku dvojitého oplozeni (Berger & Twell 2011).

Vegetativni buika, ktera vystupuje z buné¢ného cyklu a piechazi do GO faze, je
vyplnéna hustou cytoplazmou s velkym mnozstvim organel a zasobnich latek. Jeji jadro je
tvofeno rozvolnénym chromatinem pfistupnym pro syntézu RNA s velkym mnozstvim
jadernych port pro rychly export. Proto ma vegetativni jadro vyssi transkripéni aktivitu nez
generativni (Bedinger 1992). Pro rychly rust pylové lacky jsou zde uskladnény rezervy
sacharidu, lipidd a proteint (Pacini 1996b; Nepi et al. 2001; Hafidh et al. 2011; Hafidh, Fila,
et al. 2016).

Generativni buiika si naopak svou proliferacni aktivitu zachovava a déli se znovu
ve druhé pylové mitoze (PMII) za produkce dvou sam¢ich gamet, prvni a druhé spermatické
bunky (Berger & Twell 2011; Twell 2011a). K druhé pylové mitdéze dochdzi nezavisle
na zrani pylového zrna, coz vysvétluje vyskyt dvojjaderného i trojjaderného pylu.
Z evoluc¢niho hlediska je dvojjaderny pyl vyskytujici se u 70 % druht krytosemennych rostlin
evoluéné puvodnim, zatimco trojjdaderny pokrocilym (Brewbaker 1967). Byla vSak popsana
také reverze z pivodné trojjaderného samciho gametofytu na dvojjaderny (Williams et al.
2014). Jadro vegetativni buiiky i pii dozravani setrvava se vzniklymi spermatickymi bufikami
v tésné blizkosti ve formé saméi zarode¢né jednotky (male germ unit, MGU), které je
ptisouzeno kli¢ové postaveni pii spravném doruceni spermatickych bunék k vajicku a jejich
komunikaci se sami¢im gametofytem (McCue et al. 2011). Metabolicky neaktivni zraly pyl
obsahuje zahusténou cytoplazmu obklopenou pevnou bunécnou sténou. Dvojjaderny pyl je
obvykle mén¢ dehydrovany nez trojjaderny s rychlej$im kli¢enim a ristem lacky (Brewbaker
1967). Generativni buiika obsahuje jen velmi malé mnozstvi cytoplazmy a organel. Znacény
podil jejiho objemu zaujima generativni jadro s vysoce kondenzovanym chromatinem (C.
Eady et al. 1995; Borges et al. 2008).

3.2.2. Progamicka faze

Po dosazni papil na blizn¢ kompatibilni rostliny se nejprve hydratuje bunécna sténa, a
poté je voda na zakladé osmotického gradientu pfenasena az do cytoplazmy vegetativni buniky
pylu. Tento proces je pravdépodobné zprostiedkovan akvaporiny a doprovazen rychlym
ptijmem fady enzymu - esteraz, katalaz, nukleaz, celulaz a pektinaz (Firon et al. 2012; Honys

2014). V disledku pusobeni téchto riznorodych enzymatickych komplexti je spojen se
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zménou bunécné organizace a architektury membranovych struktur. Zvyseni podilu vody
spousti rizné metabolické drahy, zvySuje se mitochondridlni respirace a mnozstvi vacku,
lipidovych kapének a vakuol (Raghavan 1997). Vegetativni burika se po zavodnéni polarizuje
a reorganizuje své vnitini uspofadani organel a vacka smérem ke klicnimu péru (Parton et al.
2001; Voigt et al. 2005). Pylova lacka se vyviji z vegetativni buiiky, kli¢i jednou z pylovych
apertur, prorusta skrze sporofytni pletiva se zvySujici se rychlosti (Bedinger 1992) a béhem
svého rastu zivé komunikuje se sporofytnimi pletivy ¢nélky (Hafidh, Honys, et al. 2016). Jeji
velmi dynamicky rast zavisi na mnozstvi skladovanych zéasob, které se 1iSi mezi druhy
s dvojjadernym a trojjadernym pylem. Prortstani lacky dvojjaderného pylu ma dvé faze, prvni
stadium rustu je pomalé a pro metabolismus vyuziva energii uskladnéného materialu. Druha
faze rychlejsiho rastu je doprovazena tvorbou kalézovych zatek a vyuziva vyzivy z ¢nélky.
Trojjaderny pyl naopak kli¢i velmi rychle, ihned ukladd kalézové zéatky a vyuziva Zivin
ze sporofytnich pletiv od samého zacatku svého rustu (Mulcahy & Mulcahy 1988).

Pylové lacky nerostou izodiametricky, ale spole¢n¢ s kofenovymi vlasky a houbovymi
hyfami se vrcholovym ristem prodluzuji jen v jednom sméru (Hay et al. 1995; Palanivelu &
Preuss 2000). Tento typ bunééného rozpinani je charakterizovan kontinualni elongaci
najedné stran¢ bunky bez dalSiho bunétného déleni vegetativni builky. Pro tento piesné
ovladany proces je nutnd pecliva organizace cytoskeletu, regulace dopravy sekretorickych
vackd, signalizace malymi GTPazami a tvorba iontového gradientu (Palanivelu & Preuss
2000; Samaj et al. 2006). Bunééné organely jsou pomoci cytoplazmatického proudéni
dopravovany do S$picky kofenové lacky (Hepler et al. 2001). Pro doruceni obou
nepohyblivych spermatickych bunék skrze pletiva ¢n€lky az k sami¢imu gametofytu je pylova
lacka k vajicku aktivné navadeéna. Jedna z gamet posléze splyva s vajecnou bunikou za vzniku
diploidni zygoty, zatimco druha po fuzi s centralnim jadrem zarodeéného vaku zahajuje vyvoj
triploidniho endospermu (Raghavan 1997). Lacka k vajicku prorusta nejen za pomoci
fyzikdlni a mechanické orientace, ale piedev§im pfijimanim chemotropnich signalt
produkovanych samic¢imi reprodukénimi pletivy. Fyzikalni vedeni je zajiSténo organizaci
pletiv vodiciho traktu a jim sekretovanymi latkami jiz v pestiku. Chemotropni navadéni
zprostfedkovava az sami¢i gametofyt, zejména synergidy a vajecna bunika bud’ uvolilovanim
atraktantl pro rist pylové la¢ky piimo k mikropyli nebo intenzivni sekreci ve formée difuznich
signali (Heslop-Harrison 1987). Jejich hlavni slozkou jsou malé peptidy bohaté na cystein
z podrodiny defenzinim podobnych proteint (Silverstein et al. 2007). Na povrchu pylové
lacky blizko Spicky byly objeveny proteiny podobné receptorovym kindzam

bez extracelularni domény, které jsou v plazmatické membrané uchyceny kotvou
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glykosyl-fosfatidylinositolu za karboxylovy konec peptidu. Tyto membranové vazané enzymy
se podili na uklddani pektinu na Spi¢ce lacky, orientaci celuloznich mikrofibril a
spravném navadéni lacky (Liu et al. 2013; Hafidh, Honys, et al. 2016).

Po pruniku lac¢ky do zarode¢ného vaku jsou uvolnény ob¢ spermatické bunky, jejichz
cytoplazmaticky material nejdiive plazmogamicky splyva s bunkou vajicka i1 centralniho
vaku. Posléze dochazi také ke karyogamii jader spermatickych bunék s jadernym materialem
vajeCné bunky i centralniho vaku (lgawa & Yanagawa 2013). Tyto procesy jsou ihned
nasledovany zastavenim produkce atraktanti a indukci programované bunécné smrti piezivsi
synergidy asi 20 h po opyleni. Pti $patné plazmogamii nebo karyogamii produkti prvni
pylové lacky, k cemuz dochazi zhruba v deseti procentech ptipadl, je vSak tato synergida
reaktivovana pro prilakani dalSich lacek a opétovné umoznéni dvojitého oplozeni. Vyuzitim
druhé synergidy jsou vSak opravné mechanismy vycCerpany a dal§i pokus pro uspésné

oplozeni jiz neni (Johnson & Preuss 2002; Beale et al. 2012; Kasahara et al. 2012).

3.2.3. Skladovani a mobilizace

Pti zrani pylového zrna dochézi ve vegetativni buiice k akumulaci zna¢ného mnozstvi
riznych metabolickych rezerv cukrii, proteini a lipidi nezbytnych pro rychly rist pylové
lacky (Pacini 1996b; Pacini et al. 2006). Jejich specificka ¢ast zahrnuje osmoprotektanty,
hlavné disacharidy, prolin a glycinbetain ochranujici bunééné membrany a proteiny
pted poskozenim dehydrataci (Schwacke et al. 1999). Od prvni pylové mitézy se v pylu
hromadi rozlicné transkripty a proteiny (Hafidh et al. 2011). Pfizrani pylovych zrn se
dvojnasobné zvySuje jejich objem, coz umoziuje tvorbu novych a vétSich oblasti
pro skladovani utvafené¢ho materidlu. Béhem tohoto vysoce produk¢niho stadia se rapidné
zveda podil celkové RNA aZ na devitindsobek pivodni koncentrace a obsah mRNA roste
dokonce az dvacetkrat_ ve srovnani s pocatecnim mnozstvim (Tupy 1982).

Vysoka mira genové exprese po druhé pylové mitéze je doprovazena uskladnénim
naprodukovanych transkriptii ve velkych translacné neaktivnich ribonukleovych casticich
(mRNP), jejichz zna¢na cast byla nalezena v EDTA/puromycin-rezistentnich casticich
(komplexy EPP) studovanych u tabaku (Honys et al. 2000; Honys & Twell 2004). Komplexy
EPP jsou asociovany s cytoskeletem a obsahuji velké mnozstvi materidlu. Jejich analyza
odhalila proteiny spojené se syntézou (pln¢ funkéni malé i velké podjednotky ribozomt,
samostatné rRNA, vyvazané mRNA), velké mnoZstvi proteinii regulujicich jejich ptepis

do sekvence proteinti transportem, lokalizaci a také faktory napomahajici témto procestim,
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naptiklad kinazy, fosfatazy (Honys et al. 2009), DEAD-box helikazy (Hafidh et al. 2013) a
také proteiny rodiny Alba.

Po dosazeni papilarnich bunék na povrchu ¢nélky a dale také behem ristu pylové
lacky jsou skladované transkripty aktivovany a translatovany S vysokou ucinnosti regulac¢nich
mechanisma (Honys et al. 2009). Navic jsou pifimo dopravovany ke $picce rostouci lacky, a
tak predstavuji transportni formu transkriptl pochdzejicich ze zralého pylu. Vytvarené
polypeptidy dale podléhaji posttranslacnim modifikacim, které predstavuji jednu z nejjemné;ji
regulovanych trovni kontroly (Knorre et al. 2009; Hafidh, Honys, et al. 2016).

3.2.4. Transkripéni aktivita samc¢iho gametofytu

Béhem celého vyvoje pylu i jeho funkéni faze bylo pozorovano rizné zastoupeni
transkript v Sirokém rozptylu aktivit. VétSina transkriptomu se pii zrani i kliceni pylu pfili§
neméni, avSak jina Cast pfepisovanych gend je pro kazdé stadium jedinecna. Zatimco
na pocatku se svym transkripnim programem téméi shoduje se sporofytnimi pletivy,
V pozdnich fazich se jiz podil gametofytickych transkripti rychle zvysuje a oddaluje celkovy
expresni profil zralého pylu od vSech ostatnich studovanych pletiv. V prabéhu
mikrogametogeneze se u husenicku snizuje mnozstvi ptepisovanych genti specifickych
pro rané pylova stadia. Po ukonceni vyvoje dvojbunééného pylu dochézi k vyraznému snizeni
hladiny obecnych transkriptli a za€ina syntéza regulator bunééného cyklu generativni burky.
V disledku naslednych zmén je absolutné definovana gametofytickd vyvojova draha stejné
jako zarodec¢na linie (Park et al. 1998; Rutley & Twell 2015).

Vstup zrajiciho pylového zrna ¢i rostouci pylové la¢ky do druhé pylové mitdzy zavisi
na rychlém snizeni mnozstvi a aktivity jejich represori. Hlavnim se v tomto procesu stava
ubikvitinaéni komplex APC/C, ktery brani samotnému vstupu do mitdézy degradaci jeho
aktivatorti. Studiem této regula¢ni drdhy byla u huseni¢ku popsana podjednotka APCS
aktivujici syntézu malé nekodujici miR 159, ktera brani transkripci DUO POLLEN 1 (DUO1),
ktery je aktivovan po spusténi bunééného cyklu. DUO 1 (Rotman et al. 2005), transkrip¢ni
faktor rodiny MYB, zahajuje expresi mMRNA pro Cyklin B1;1 (Zheng et al. 2011), ktery
zodpovida za mitotické d€leni generativni bunky a uréeni osudu spermatid (Borg et al. 2011).
Mezi geny podléhajici plisobeni tohoto represoru patii pravdépodobné regulatory urcujici
osud spermatickych bun€k, mezi které patii chromatin remodelacni protein CHR34, varianta
histonu H3 specificka pro sam¢i gametofyt MGH3; HTR10 (Brownfield, Hafidh, Borg, et al.
2009), WD-40 CULA4-RING ubikvitin ligaza; DAW, DUOI aktivovany protein neznamé
funkce; DAUL (Borg et al. 2011) a protein 74 s doménou NAC; NACO074 (Honys 2014).

Jiz pfi prvnim hledédni genii aktivovanych transkripnim faktorem DUOI1 byl jednim
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Z 19 moznych kandidati také DUO1 aktivovany nukleovou kyselinu vazajici protein DANI
(Borg et al. 2011), ktery patii do rodiny proteinit Alba. Jeho piepis je striktné vazan na zralé
pylové zrno, kde se vyskytuje ve vegetativni a spermatickych buikach. Jeho vyskyt je
ve vegetativni bunice na vlivu proteinu DUO1 pravdépodobné zcela nezavisly na rozdil
od detekce pouze bazalni exprese v mutantnich rostlinach duol (Borg et al. 2011).
Podle podobnosti s archaealnimi proteiny vazajicimi DNA se jeho role odhaduje téz
pti organizaci chromatinu (Xue et al. 2000; Borg et al. 2011).

3.2.5. Studium proteind samdéiho gametofytu

Studium proteint a jejich funkei pii vyvoji sam¢iho gametofytu se na pocatku opiralo
osudu. Zvysledkti téchto pokust vzeSly poznatky o zakladnich gametofytickych a
sporofytickych mutacich zpusobujicich Spatny vyvoj pylu a naruSeni jeho spravné funkce
(Becker & Feijo 2007). Mezi tyto klasické pylové mutace patii napiiklad duo pollenl (duol,
(Rotman et al. 2005)), duo pollen3, (duo3, (Brownfield, Hafidh, Durbarry, et al. 2009)), ¢i
two-in-one, (tio, (Oh et al. 2005)). Brzy se vSak osvédcily postupy reverzni genetiky, které
ptispély k funkénimu popisu nejvét§siho mnozstvi dosud anotovanych genl exprimovanych
v pylu (Scott et al. 2004; Rutley & Twell 2015).

Sledovanim $tépnych poméri mutanti markerovych genti byly metodami piimé
genetiky popsany geny, jejichZ produkty se Ui¢astni mikrogametogeneze. Pro vétSinu téchto
pokusii byly vybrany inzercni linie T-DNA, jejichZ populace byly sledovany na pfitomnost
neobvyklych morfologickych defektii za absence nezbytnych proteind pro vyvoj haploidni
faze (Honys et al. 2006; Renak et al. 2011; Rutley & Twell 2015). U husenicku rolniho byly
pozi¢nim klonovanim odhaleny defekty bunéénych déleni samcéiho gametofytu. Mezi geny,
jejichZz produkty piisobi v €asném vyvoji mikrogametogeneze prvni pylové mitdzy, patii
gemini pollen 1 (geml) s projevem rovnomérného, nerovnomérného ¢i ¢aste¢ného rozdéleni
mikrospory, jejiz obé dcery pokracuji ve vyvoji, nicmén¢ adoptuji bunéény osud vegetativni
bunky, jenz proto vede ke vzniku nefunkéniho pylu (Park et al. 1998). Alespon urovné prvni
karyokineze dosahnou mikrospory mutantnich rostlin tio. Jadra vzniklych mladych pylovych
zrn prochéazi jadernym délenim prvni pylové mitdzy, po které vSak jiz nendsleduje déleni
bunééné (Oh et al. 2005). Plnym asymetrickym délenim vSak jiz prochazi jedinci s deficienci
v genu duol, jejichz vyvoj je zastaven pied nasledujici druhou pylovou mitézou. Protein

DUOI1 je ptepisovan pouze v generativni buiice a buinikach spermatickych (Rotman et al.
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2005). Jeho funkce je tudiZ omezena pouze na zarode¢nou linii, kde reguluje aktivitu gend

pro piechod z G2 faze do mitdzy (Borg et al. 2011).

3.3. Proteiny ALBA

Proteiny rodiny Alba jsou vysoce konzervovany napii¢ vSemi fiSemi organismu.
U Archaea a eukaryotnich organismt se podili na metabolismu RNA, zatimco u skupiny
Crenarchae jsou spojovany s funkci chromatinu. Poprvé byla rodina Alba studovana
u Archaea jako proteiny vazajici dvouvlaknovou DNA. Svym vysokym zastoupenim jsou
U téchto organisml nejrozsifenéjSimi proteiny véazajicimi DNA s obsahem az 4% vSech
proteind u Sulfolobus shibatae (Xue et al. 2000; Wardleworth et al. 2002). Jejich funkce
spociva ve stabilizaci DNA pfi vyssich teplotach typickych pro tato hypertermofilni Archaea
Zijici v nepfiznivych podminkach (Jelinska et al. 2005). Dale byly nalezeny u parazitnich
prvoku, kvasinek a pozdéji také u savci a asociované s RNazou P/MRP (Koonin et al. 2001;
Mair et al. 2010; Gissot et al. 2013; Dupé et al. 2015).

Proteiny ALBA jsou zatim nejvice charakterizované u termofilnich a
hypertermofilnich Archaea v zastoupeni jednoho ¢i vice gent, jejichz piepisem vznika mRNA
kodujici aminokyselinovou sekvenci bazického charakteru (Wardleworth et al. 2002; Jelinska
et al. 2005). PIn¢ funkéni proteiny tvofi stabilni dimery rozpoznavajici kratké useky DNA
(Jelinska et al. 2005). Tyto kontakty jsou zajistény mnoha faktory, jednim z nich je pfitomnost
lyzinu na pozici 16 v aminokyselinové struktufe ALBAIL. Jiz pfi nizkém zastoupeni tvofi
proteiny ALBA1 homodimery schopné rychlého obsazeni nukleové kyseliny v in vitro
prostfedi (Laurens et al. 2012). NavySenim jejich mnozstvi muze dochazet k tvorbé
heterodimernich komplexi ALBAL/ALBAZ2, avsak vzhledem k nizS§imu zastoupeni ALBAZ2,
jsou ¢asté&jsi homodimery obou variant (Jelinska et al. 2005).

S délkou nukleové kyseliny roste mnozstvi nuklea¢nich mist a s nimi také rychlost
nasedani proteini ALBA (Lu et al. 2013). Tento proces se zda byt zcela zavisly
na pritomnosti fenylalaninu na pozici 60 (F60) v hydrofobnim helixu al tvoficim vazebné
misto pro sousedni dimer v podobné vlasenky (Laurens et al. 2012). Podle dat
z elektronového mikroskopu neni zcela vyloucena ani jejich urcitd role pfiregulaci a
pozitivnim pasobeni na kondenzaci DNA alespon v in vitro podminkach (Wardleworth et al.
2002). Analyza krystalografickych dat a NMR u Sulfolobus solfataricus odhalila silngjsi
vazbu dvou propojenych dimeri ALBA skrze F60 k dsDNA nez ssDNA ¢i RNA (Jelinska et
al. 2010), jejichz nasledné mozné modulace se u Archaea tucastni naptiklad histon
acetyltransferazy, SSO10BA, SAC7D a dalsi faktory vazajici DNA (Lu et al. 2013).

28



Nalezena sekvencni podobnost chromatinovych faktord ALBA u rodu Sulfolobus a
jejich eukaryotnich homologti vedla k rozsiteni star¢ rodiny o nové Cleny, ktefi jsou soucasti
enzymatickych komplexi RN4azy P a RNazy MRP. Podle zachovanych domén pro vazbu
RNA u vSech ¢lent eukaryotni vétve se piedpoklada jejich ancestralni role v metabolismu
RNA. Této teorii nahrava také sekvencni podobnost s nadrodinami proteini YhbY a
tvofené jednoduchou smyckou bazického charakteru by se pravdépodobné¢ mohly podilet
na vazbé k RNA (Aravind et al. 2003). Obé nadrodiny maji ve své struktufe také komplexni
doménu spole¢nou s karboxylovym koncem IF3, strukturu IF3-C (Wardleworth et al. 2002),
ktery zprostiedkovava vazbu tRNA a rRNA k IF3 u bakterie Bacillus stearothermophilus
(Biou et al. 1995). Tento slozity funkéni motiv s moznou vazbou na RNA byl dale popsan
naptiklad u DNazy I (Wardleworth et al. 2002), ribozomalniho proteinu S8, a jiz diive také
u thiouridinsyntazy, metylazy a pseudouridin syntazy (Koonin et al. 2001), enzymu s velmi
podobnou doménou. Z téchto poznatki lze nasledné vyvodit dilezitost zachovani IF3-C
U konzervovanych rodin proteinti, které hraji nemalou roli ve vazbé nukleovych kyselin a
metabolismu RNA (Aravind et al. 2003).

Piivodné mozna Slo o proteiny tvofici komplexy s malymi RNA, jejichz afinita
k ribonukleové kyselin¢ byvala regulovana deacetylaci lyzinu (Aravind et al. 2003). Snizeni
vazebné afinity k DNA acetylaci domény na aminovém konci proteinu u Archaea vedlo
k pojmenovani téchto proteind ,,Acetylation Lowers Binding Affinity”, zkracené ALBA.
Zpétné deacetylace se pak U téchto organismi tcastni deacetylaza SIR2 z rodiny sirtuind (Bell
et al. 2002). N¢ktera Eukarya a par Archaea vSak postradaji lyzin na pozici 16 a zaroven
misto acetylace, proto tato modifikace neni povazovana za univerzalni (Aravind et al. 2003)

U eukaryotnich organismu je nadrodina AIbA zastoupena dvéma specifickymi
podrodinami paralogii vzniklych zahy po vy€lenéni eukaryotni vétve organismil.
| pfes pozdnéjsi vznik jsou si ob&é duplikované linie méné podobné s hodnotou p-vzdalenosti
0,75 oproti sekvenéné ptibuznéj$im ¢lenim archaealnich organismu s p-vzdalenosti 0,45.
Proteiny ALBA vazajici RNA charakterizuje konzervovana dimericka kvarterni struktura a
variabilni vlasenka na karboxylovém konci (Aravind et al. 2003). Prvni rodina Alb je
u ¢loveéka a kvasinky zastoupena podjednotkami RNaz POP7/RPP20 a zatim nepopsanymi
homology u rodu Plasmodium a rostlin. Na prodlouzeném karboxylovém konci se u proteini
ptibuznych RPP20 nachéazi FDxh motiv (h jsou hydrofobni aminokyseliny, v této sekvenci
pfedev§im leucin). Druhd rodina zahrnuje faktory piibuzné lidskému a kvasinkovému

RPP25/POP6 a jejich zatim nepopsané rostlinné homology. Vsechny vSak na svém zaporné
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karboxylovém konci disponuji spole¢nym sekven¢nim motivem GYQXP (Aravind et al.
2003; Mani et al. 2011). Vétsina z nich ma navic tuto doménu prodlouzenou o velké mnozstvi
repetic trinukleotidové sekvence RGG, jejiz afinita k RNA by mohla byt modulovana
metylaci argininu specifickou protein arginin metyltransferazou pro tento motiv (Liu &
Dreyfuss 1995; Mani et al. 2011). Doména s opakovanim RGG je charakteristicka také
pro nukleolin a dalsi proteiny vazajici RNA a jeji sekundarni struktury, naptiklad G kvartet
(Kiledjian & Dreyfuss 1992; Darnell et al. 2001). Vyvstava tedy otazka redundantni funkce
mezi podrodinami paralogi, RPP20 a RPP25 (Aravind et al. 2003).

3.3.1. Struktura a funkce

Nejvétsi funkeni strukturou rodiny Alba je doména Alba podobna bakterialni struktuie
IF3-C, jez se vyskytuje u dalSich faktord vesmés pusobicich v metabolismu RNA se
schopnosti vazby nukleovych kyselin (Biou et al. 1995; Aravind et al. 2003). Proteiny této
rodiny u S. solfataricus (SSO10B) maji na svém kladném konci prodlouzenou vlasenku
s motivem [ tvofici vazebné misto pro DNA. Po dimerizaci je utvofeno centralni hydrofobni
jadro s acetylovanym zbytkem lyzint na 16. pozici (K16) a neacetylovanym lyzinem 17, se
kterou je pravdépodobné té€sné spfazena i zpétna deacetylace K16 deacetylazou SIR2, (Bell et
al. 2002; Wardleworth et al. 2002). Z vysledka fluorescence, kalorimetrie a elektroforézy byla
odvozena vazba jednoho dimeru ALBA na 12 bp malého zlabku dvouvldknové DNA
(Wardleworth et al. 2002; Jelinska et al. 2005). U dalsiho zastupce této domény S shibatae se
mohou véazat se stejnou afinitou na jednovlaknovou i dvouvlaknovou DNA a jednovlaknovou
RNA in vitro. Avsak ptednostné vychytavaji jednu skupinu nekodujicich ribonukleotidovych
kyselin, kterou je ribozomalni RNA (Guo et al. 2003). Nasledné byly tyto proteiny
detekovany navazané na ribozomy a po ozafeni bunék svétlem UV také s mMRNA, z ¢ehoz
vznikla hypotéza o mozné roli proteintit ALBA jako chaperont pro RNA in vivo (Guo et al.
2003; Jelinska et al. 2005). Pii studiu samotného IF3 u E. coli se pfi§lo na zajisténi vSech jeho
aktivit pravé doménou na karboxylovém konci (Petrelli et al. 2001). Proteiny rodiny ALBA
dosud nemaji plné¢ popsanou funkci mimo zastoupeni histonli u modelového organismu
Sulfolobus solfataricus ze skupiny Crenarchaea (Laurens et al. 2012; Aravind et al. 2003).

Pii mnohonasobném sekvencnim alignmentu proteini ALBA u Archaea, husenicku,
kvasinky, ¢lovéka a rodu Plasmodium a Trypanosoma byla odhalena nejvétsi mira zachovani
sekvence v doméné Alba, jejiz délka dosahuje 64 aminokyselin. V centru této domény se
u OsALBA1 na 77. pozici nachéazi glycin, jehoZ pfitomnost je velmi konzervovana napfic

doménami eukarya i Archaea (Verma et al. 2014). Doména pro vazbu DNA by mohla byt
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tvofena listem BI a helixem al s obecnym konzervovanym motivem KKP poprvé popsaného
urodu Plasmodium (Goyal et al. 2012), posléze objeveného také u ryze, kde je pfitomen
v sekvenci TKK. Popsand struktura s lyziny se jiz ukézala byt zdsadni pro vazbu DNA,

zZ ¢ehoz se piedpoklada potvrzeni této schopnosti také na urovni in vivo (Verma et al. 2014).

3.3.2. Lokalizace proteini ALBA

Pti studiu proteinii ALBA u riznych organismi se pfiSlo na jejich rtznorodost
pii vyskytu v mnoha bunécnych kompartmentech. U kvasinek a ¢lovéka se vyskytuji v jadre,
kde se ucastni uprav tRNA (Aravind et al. 2003). V pozdé&jsi studii u Trypanosoma brucei
byla poprvé zachycena zména lokalizace vSech Ctyf proteini ALBA z cytoplazmy, kde se
vyskytuji v béznych podminkach, do stresovych granuli s poly(A)-RNA pii nedostatku Zivin,
z ¢ehoz byla vyvozena hypotéza o jejich funkei pii represi translace mRNA v téchto ¢asticich
(Mani et al. 2011). Pro svou funk¢ni plasticitu mezi evoluéné velmi vzdalenymi organismy
byly proteiny superrodiny AIbA jiz studovany také urostlin. Pii sledovani jaderného
proteomu u ryze podrobené stresu suchem byl identifikovan protein ALBA1. Jeho fuzi se
zelenym fluorescencnim proteinem (GFP) byla umoznéna lokalizace tohoto proteinu
ptedevsim v cytoplazmé a v mensi mife také v jadie piedevsim listovych pletiv. Navic byla
prokdzéana spojitost jeho zvySeného mnozstvi pfi plisobeni osmoticky aktivnich latek, které
téz indukuji odpoved’ skrze signalizaci kyselinou abscisovou, ABA (Verma et al. 2014).

Pii odpovédi na stres suchem byla pozorovdna zvySenad exprese a zména lokalizace
OsALBA1:GFP z ptivodniho vyskytu pfedevS§im v cytoplazmé na pfesun casti pozorovaného
signalu do jadra. Odpovéd’ na dehydratacni a oxidativni stres byla sledovana po aplikaci
peroxidu vodiku pravdépodobné skrze drahu ABA. Odtud prameni hypotéza ochrany DNA
proteinem OSALBAL pted ROS a jeho vyznam v adaptaéni fazi stresu. Proteiny rodiny Alba
jsou regulovany na trovnich transkripce, translace, posttranslaénich modifikaci a mozna také
stabilitou samotného proteinu. Zmény v genové expresi genu pro OSALBA1 mohou byt
ovlivnény také interakcemi s jinymi proteiny a mezi jednotlivymi ¢leny rodiny ALBA (Verma
etal. 2014).

U nalevnika Stylonychia lemnae se mohou homology RPP25 (SIMDP2) podilet
na tvorbé komplexii spojenych s uml¢ovanim DNA pomoci malych RNA (Aravind et al.
2003). Vyssi rostliny se vyznacuji vysoce vyvinutou regulaéni siti s mnozstvym malych RNA
ucinnych v umlCovani genové exprese. Nejpokrocilejsi vétev Streptofyt je obohacena
0 zmnoZené¢ proteiny linii RPP25 a RPP20, které jsou pravdépodobné pozlstatkem

nékolikanasobnych celogenomovych duplikaci. Nekteré z téchto zachovanych kopii by se
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mohly vlivem rozriznéni funkci pfitadit k uml¢ovacim komplexim (Anantharaman et al.

2002; Aravind et al. 2003).

3.3.3. Komplex RNazy P/MRP

RNaza P je nukleoproteinovy komplex s katalytickou aktivitou Stépeni ribonukleové
kyseliny. U eukaryotnich organismu se ucastni Uprav prekurzori tRNA na 5' konci. RNaza P
studovana u Hela bun¢k je uspofddand minimaln¢ z 10 proteinovych podjednotek a
nekodujici H1 RNA (Xiao et al. 2002; Jarrous & Reiner 2007). Jednotlivé komponenty
ribonukleazy P jsou u cClovéka v rizném mnozstvi zastoupeny v jadérku, nukleoplazmé a
Cajalovych téliscich a vyuzivané také RNazou MRP (Reiner et al. 2006; Jarrous & Reiner
2007). Cinnost ribonukledzy MRP je vyuZivana pii replikaci mitochondrialniho genomu
u ¢lovéka, kde nukleolytickym Stépenim vytvari kratké molekuly RNA, které slouzi jako ocka
pro zacatek replikace (Chang & Clayton 1987). Hlavni funkci RNazy P je sestiih transkriptu
pre-rRNA ve vnitini odd¢€lujici sekvenci 1, ITS1 (Lygerou et al. 1996; Welting et al. 2006),
ponémz zUstdva navazana na pre-ribozomalni komplexy 60-80S rRNA. Pted vazbou
substratli pro Stépeni se vSak z ribonukledzového komplexu uvoliiuje heterodimer proteinli
ALBA. Jejich pfechodna vazba na RNazu MRP a RNazu P mlZe stabilizovat jejich strukturu
nebo je navadét na cilové molekuly, urovat spravny vyskyt v ramci bunky, ¢i modulovat
jejich aktivitu. Heterodimer proteinit ALBA vaze doménu P3 nekddujici podjednotky RNA,
kterd je velmi blizko vlasence P4 a oblasti nukleotidl tvoficich pfedpokladané katalytické
misto enzymu (Eenennaam et al. 2002). RPP20 je schopna ATPazové aktivity, jez by mohla
mit vliv na zminéné uvolnéni dimeru z RNazy MRP pied sestiihem pre-rRNA a na aktivaci
katalytické aktivity (Welting et al. 2006; Jarrous & Reiner 2007). Na druhou stranu komplex
Alba-RNaza P je funkéné aktivni (Welting et al. 2006).

Pfi dal$im studiu Ribonukledzy P byla prokézana nezbytnost jejich podjednotek véetné
heterodimeri ALBA pfi transkripci tRNA a dalSich malych nekddujicich RNA vazbou
na RNA polymerazu III. Jadernd forma této nukleazy se jako konzervovany transkripéni
faktor podili na vazbé chromatinu (Reiner et al. 2006; Jarrous & Reiner 2007). Mezi obéma
enzymy u HeLa bunék ani u kvasinek nebyla zaznamenana zadna z protein-proteinovych
interakci (Jiang & Altman 2001). Jejich kontakt by vsak mohl byt zajistén pies tretiho
partnera v podobé naptiklad tRNA. Pfi snizeni syntézy malych RNA v priabéhu mitozy se
snizuje nukleolytickd aktivita RNazy P. V délicich se buiikdch se snejvyssi efektivitou
vyskytuje asociovana s lokusy pro tRNA a 5S rRNA (Reiner et al. 2006). U kvasinek se geny
pro tRNA mohou shlukovat v jadérkové transkripéni tovarny RNA polymerazy Il
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(Thompson et al. 2003) s RNazou P ihned upravujici 5’konce produkovanych nekodujicich
molekul. Timto zpisobem by mohla byt souc¢asné kontrolovana a koordinovana jejich exprese
na vice nez jedné trovni (Reiner et al. 2006).

Dimerizace zminénych proteini RPP20/RPP25 ovlivituje jejich vazebnou afinitu
k velkému mnozstvi sekvenci RNA a DNA (Jarrous & Reiner 2007; Welting et al. 2007).
Jejich vzajemnd velmi silnd interakce neni narusena vysokou koncentraci soli ani nepolarnimi
rozpoustédly. Exprese téchto dvou podjednotek je zavisld jedné na druhé. Jejich dalsi
distribuce je v HeLa buiikach téZ vzajemné spfazena a situovana do jadérka. Dalsi provedené
studie odhalily kolokalizaci RPP20/RPP25 s nukleofosminem/B23, markerem granularni ¢asti
jadérka. Jejich role ve funkci RN4z zatim neni zcela objasnéna, a proto se nabizi né¢kolik
hypotéz vychazejicich z dosud znamych informaci. Proteiny rodiny ALBA by mohly mit i
zcela zasadni roli v endonukleolytické aktivité RNaz, stejné jako by ji mohly blokovat a svou
disociaci nukledzu aktivovat. K témto teoriim vede piimd interakce vzdy jednoho
heterodimeru s doménou P3 jediné molekuly H1 RNA. Nukleotidova sekvence, kterou tyto
proteiny rozeznavaji, se nachazi blizko predpokladané struktury rozeznévajici substrat
pro $tépeni, proto se uvazuje o jejich Gcasti také pii tomto procesu. Dalsi z hypotéz se tyka
zékladniho sloZeni funkéni nukleazy, které by mohlo byt zprostfedkovano proteiny ALBA
vychytavanim podjednotky H1 RNA (Welting et al. 2007), podpoiené absenci RPP20/RPP25
po vazb¢ 60-80S preribozomalnich komplexa (Jarrous & Reiner 2007).

Proteinova podjednotka p20 ribonukleazy P (RPP20) je asociovéna s nukleozomy
v oblastech kodujicich tRNA a 5S rRNA v intenzivné se délicich bunikach. Jeji vazba
na chromatin se v prub&éhu buné¢ného cyklu méni s vysokou dynamikou, po ukonceni déleni
se jiz na téchto mistech neobjevuje (Reiner et al. 2006). Podle strukturni analyzy se
v aminokyselinové sekvenci hRPP20 nachéazi funkéni motif DIxxN typicky pro struktury
koordinujici s nukleotidtrifosfaty. Charakteristicky se vyskytuje u transportéri ABC a
Vv podroding helikaz RNA s doménou DEAD boxu (Li & Altman 2001). Vzhledem k ovéfené
schopnosti st€peni ATP a GTP podjednotkou p20 ribonukleazy P by se mohlo jednat o faktor
modulujici usporfadani chromatinu (Li & Altman 2001; Reiner et al. 2006). Helikazova
aktivita vSak u Zadného z ¢lenii rodiny ALBA nebyla detekovana. Dal$im interakénim
partnerem RPP20 je maly protein HSP27, ktery zvysuje aktivitu RNazy P in vitro
po vystaveni vysokym teplotam (Li & Altman 2001).

Dulezitost domény ATPazy u karboxylového konce proteinu byla potvrzena tfizenou
mutagenezi RPP20, jehoz sekvencni identita S transportéry ABC se v této oblasti pohybuje
kolem 25% (Li & Altman 2001). Vymeéna glycinu G795 ve ¢tvrté pozici motivu LSGGER,

33



ktery vaze ATP skrze fosfat y, za serin vede k uplné ztrat¢ funkce nukleazy RADS0 studované
u P. furiosus (Hopfner et al. 2000). Stejny vyznam by mohl mit glycin na 59. pozici RPP20
(Li & Altman 2001). Dalsi zamény prilehlych aminokyselin D57A a G59A v sekvenci
DGGAR vedly k redukei aktivity ATPazy o maximalné 11%. Mutaci D36E v motivu DIxxN
byla docilena aktivita nizs§i o vice nez 90%. Jen o malo mén€ vyznamnou se V tomto sméru
zda zaména N40Q, jez vSak nezéavisle ke kooperaci s ATP také snizuje vazebnou silu
k RPP25 (Li & Altman 2001; Welting et al. 2007). Z téchto vysledkt 1ze predpokladat podil
motivii ATPazy a DIxxN pfi vazb¢ a Stépeni ATP. Cely komplex holoenzymi RNaz je vSak
vice citlivéjsi na teplotu a analogy ATP inhibitoru nez samostatny RPP20 (Li & Altman
2001).

Vazba s RPP25 se ukazala zasadni pro spravnou lokalizaci a akumulaci RPP20
Vv jadérku. Invitro nebyly pozorovany zadné dalsi protein-proteinové interakce RPP20
s podjednotkami RNaz. Pfedpoklada se vSak jeho vliv na funkéni propojeni s regulacnimi
proteiny pro optimalizaci Cinnosti enzymu za rGznych podminek. Mezi ptedpokladané
partnery RPP20 byli zatazeni tii potencialni kandidati SMN (Hua & Zhou 2004), zminény
HSP27 (Jiang & Altman 2001) a KIAAO065 (Jiang & Altman 2001) kodujici protein 33A
s motivem zinkového prstu (Welting et al. 2007).

Druhy c¢len velké podrodiny proteini Alba RPP25 je u clovéka pfimo vazéan
naRNazu P i RNazu MRP prostiednictvim RNA-proteinovych a protein-proteinovych
interakci a navadi oba enzymy na nukleozomy (Guerrier-takada et al. 2002). Distalni smycka
P3 domény H1 RNA je rozeznavana piimo i neptimo faktorem RPP25, pficemz jeho vazebna
sila je vyssi nez H1 RNA-RPP20 a zvySuje se po dimerizaci proteini ALBA (Welting et al.
2007).
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4. Material a metody
4.1. Vyhledavani v bioinformatickych databazich

4.1.1. Tvorba fylogenetického stromu

Pro urceni ptibuznosti a tvorbu fylogenetického stromu byly pouzity proteinové
sekvence rodiny Alba u husenicku rolniho a ryze z Narodniho centra pro biotechnologické
informace (NCBI) dostupné na http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Sekvence proteini ALBA10
(GI1:18410994), ALBA20 (GI1:18394837), ALBA30 (GI:238479682), ALBAS50
(GI:18397011), ALBA60 (GI:73921087), DANI (GI:38604012) a jejich homolog
popsanych u ryze Oryza sativa Indica Group OsALBA1 (GI1:1019592631) a Oryza sativa
Japonica Group OsRPP25 (GI: 68611255) byly vlozeny do programu SeaView Version 4.6

(Gouy et al. 2010) a utvoten fylogeneticky nezakofenény strom. Pro tvorbu alignmentu byl

pouzit program Muscle v 3. 8. 31 (Edgar et al. 2004) a graficka podoba vytvofena
v PhyML 3.1 (Guindon & Gascuel 2003) pouzitim modelu skorovaci tabulky Blosum62
s bootstrapem 100 replikaci. Pro porovnani v Sir§im kontextu byla fylogeneticka piibuznost
stanovena také se zahrnutim proteinii rodiny Alba u ¢lovéka RPP20/POP7 (GI:12655151) a
RPP25 (GI:12803357) podle (Aravind et al. 2003).

4.1.2. Domény proteini ALBA

Podle informaci ziskanych z Narodniho centra pro biotechnologické informace

(NCBI) dostupného na http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ jiz byla anotovana doména
Alba (pfam01918) nalezena u celé nadrodiny téchto proteini (Aravind et al. 2003).
Pro zjisténi vice udaju o této struktuie byla hledana pod svym kodem pfam01918 v Pfam 30.0

(Finn et al. 2016) na www.pfam.xfam.org (4/7/2016) a v databazi klasifikujici proteinové
sekvence InterPro (Mitchell et al. 2014) dostupné na http://www.ebi.ac.uk/interpro/

(4/7/2016), odkud bylo zjisténo jeji postaveni v ramci celé velké rodiny proteinti podobnych
Alba vazajicich DNA 1RNA, jejichz struktura a funkce jiz byla popsdna v databazi
SUPERFAMILY 1.75 (Gough et al. 2001; Morais et al. 2011) dostupné
na http://supfam.cs.bris.ac.uk/SUPERFAMILY/ (4/7/2016). Z mnozstvi skrytych
Markovovych modeli (HMM), které urcuji strukturni klasifikaci (SCOP), byly tyto proteiny

zafazeny do nadrodiny proteini podobnych AlbA (SSF82704) a rodiny hypotetického
proteinu AT2G34160 (111027). U huseni¢ku rolniho se délka sekvence domény Alba
pohybuje mezi pii nejmeSim 95 aminokyselinami u proteinii podrodiny Rpp20 a maximalné

149 aminokyselinami u podrodiny Rpp25.
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4.1.3. Odhad membranovych domén u proteinu ALBA

Pro zjisténi pfitomnosti membranovych domén u proteini ALBA byl pouzit
algoritmus TMHMM Serveru verze 2.0 dostupného
na http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/ (5/7/2016) s pouzitim zakladnich parametri

pro predpovéd’ transmembranovych helixti (Sonnhammer et al. 1998). Dale byly v databazi

UniProt (The Universal Protein Resource, (Consortium 2015)) dostupné na www.uniprot.org

hledany alignmenty proteinovych sekvenci ALBA u eukaryotnich organismil s nejvyssi
citlivosti detekce k urCeni mozné signalni sekvence u téchto proteini pouzitim algoritmu
Signal-BLAST (Frank & Sippl 2008) dostupné na http://sigpep.services.came.sbg.ac.at/
(15/1/2016).

4.1.4. Predikce sekundarnich a terciarnich struktur

Kurceni pravdépodobného prostorového uspofadani proteint ALBA u husenicku
rolniho byly jejich primarni aminokyselinové struktury podrobeny modelovani v Protein
Homology/analogY Recognition Engine V 2.0, Phyre2 (Kelley et al. 2015) dostupného
na http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2, ktery vyuziva HHblits (Remmert et al. 2011; Alva et

al. 2016) pro srovnani s databazi nr20. Pro vysledny mnohonasobny sekven¢ni alignment
(MSA) byl utvofen odhad sekundarni struktury na zakladé PSI-Blastu, PSIPRED (Jones
1999) a oba vysledky dale vloZzeny do skrytého Markovova modelu, HHblits (Remmert et al.
2011). Vznikly alignment HMM byl znovu porovnavan s databazi podle sekvenéni
piibuznosti algoritmem HHsearch (S6ding 2005) a dale pouZit pro modelovani hrubé kostry
s inzercemi a delecemi v primarni struktuie bez zahrnuti postrannich fetézcti aminokyselin.
Odhad tohoto zakladniho uspofadani byl dale upfesnén modelovanim smycek v usecich
s inzercemi a delecemi. Nakonec byly k pravdépodobnému modelu piidany postranni fetézce
aminokyselin a utvofena mozna terciarni struktura proteint (Kelley et al. 2015). Jednim
Z ptevzatych modela z Databanky proteinti (PDB), dostupné
na http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do (15/07/2016), byla struktura c2q3vB s pdb ID

2Q3V pro zdokonalenou krystalovou strukturu produktu genu z huseni¢ku rolniho

AT2G34160. Podle parového sekvencniho alignmentu se vSak S proteinovou sekvenci
ALBAG60 piekryvala jen ze 79 % z divodu neuplné primarni aminokyselinové sekvence
krystalu omezené prevazné na doménu Alba (Kelley et al. 2015). Vzhledem k sekvenéni
identit¢ 93 % mezi proteiny ALBA50 a ALBAG60 a 53 % DAN1 a ALBAGO,
podle proteinového alignmentu EMBOSS Needle

http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ pfi standardnich parametrech (Blosum62),
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byla spolehlivost modelu 100%. Se stejnou spolehlivosti se pracovalo také se strukturou
DANI ovsem jen s 63 % celé jeji délky opé€t pfevazné v oblasti domény Alba. Dalsi struktury
mnohonasobnym alignmentem rozeznany nebyly, a proto byly tyto sekvence testovany
na pritomnost uspofadani pouzitim Disopred 2.4 (Ward et al. 2004). Doména Alba delSich
proteind podrodiny Rpp20 byla s 99% spolehlivosti shodna s modelem archaealniho proteinu
vazajiciho DNA s pdb ID 2H9U (Kumarevel et al. 2008). Zatimco uspofadani typického
prodlouzeného konce dosud nebylo podle programu Disopred 2.4 (Ward et al. 2004)
spolehlivé vyhodnoceno. Trojrozmérné struktury byly zobrazeny a upraveny V programu

PyMol v 1. 8. 2. 0. dostupného na https://www.pymol.org.

4.1.5. Predikce interakénich partneru

Podle neuplnych udaji s riznou mirou spolehlivosti byli vybrani pravdépodobni
vazebni partneti pro kazdy protein ALBA u huseni¢ku rolniho v databdzi STRINGv. 10
(Szklarczyk et al. 2015) dostupné na www.string-db.org (18/3/2016). Jednotlivé mapy

interak¢nich partner jsou zalozeny pievdzné na jiz potvrzenych interakcich homolognich
proteini u Clovéka, dostupné literatury a expresnich dat. Mapa interakéni sit€ zahrnujici
vSechny proteiny ALBA u huseni¢ku rolniho byla vytvofena v programu XMind 7.5

(v 3. 6. 51) dostupného na www.xmind.net.

4.2. Urceni fenotypového projevu rostlin deficientnich na pritomnost proteinii Alba

4.2.1. Rostlinny material

Vsechny pokusy byly provadény na jedincich huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana
A (L.) Heynh.) ekotyp Columbia-0. Pro odecteni fenotypu v rostlinaich bez funkénich genti
pro proteiny ALBA byly vyuzity T-DNA inzeréni linie podle “Salk Institute Genomic
Analysis Laboratory (2000-2011) dostupného na (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress).
Konkrétné se jednalo o SALK 093621.55.50.x s inzerci ve ¢tvrtém exonu genu AT1G76010,

SALK 021563.53.25.x sinzerci ve vzdalené oblasti promotoru 400 bp proti proudu
od pocatku transkripce genu AT1G20220, SALK 017543 s mistem inzerce ve vzdalené
oblasti promotoru 300 bp proti proudu od pocatku transkripce genu AT3G07030,
SALK _069210.55.50.x sinzerci vsekvenci druhého intronu genu AT1G29250
a SALK_069306.27.65.x smistem inzerce Vv prvnim exonu genu AT2G34160

(https://gbrowse.arabidopsis.org/cgi-bin/gb2/gbrowse/arabidopsis/).  Komeréné¢  dostupna

semena vybranych linii byla ziskana z NASC (The European Arabidopsis Stock Centre,

www.arabidopsis.info).
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Vsichni jedinci byli péstovani ve fytotronu Conviron® model PGC20 plant growth
chamber (Conviron®, Winnipeg, Kanada) za stalych podminek 21 °C a 70% vzdu$né vlhkosti.
Svételna perioda byla nastavena na 8h tmy a 16h svétla s intenzitou ozafeni
150 pmol m?s?t Rostliny byly péstovany nasadbovych peletach Jiffy7 (Jiffy
International AS, Kristiansand, Norsko) a zalévany dle potieby 2x az 3x tydné. Pied kazdym
vysetim byla vybrana semena oSetfena mrazem (-20 °C) po minimalné 24 h pro zamezeni

kontaminace péstebni komory.

4.2.2. l1zolace DNA

Jaderna geneticka informace byla extrahovana z listi mladych rostlin bez kvétenstvi
podle upraveného protokolu pro izolaci DNA pomoci CTABuU (Lukowitz et al. 1996). VVzorky
byly odebrany do 1,5ml mikrozkumavek typu Eppendorf sbezpe¢nostnim uzavérem.
Pro zachovani integrity pletiv a nukleové kyseliny byly déale rychle zmrazeny v tekutém
dusiku a homogenizovany v Magna Lyser instrument (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Némecko) po dobu 30 s. Po vyjmuti bylo k homogenatu ptidano 250 pl extrakéniho pufru
CTAB (1,4 M chlorid sodny, (NaCl (7647-14-5); Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA),
20mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodum salt dihydrate (6381-92-6);
Sigma-Aldrich®), 100 mM Tris (TRIS ULTRAPURE (77-86-1); Duchefa Biochemie B. V,
Haarlem, Nizozemsko) pH 8, 0, 3% w/v CTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide
(57-09-0); Sigma-Aldrich®) a destilovand voda), 1 min byla sm&s tiepana
na Vortexu MS 3 basic (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko) a poté
inkubovana 20 min pfi pokojové teploté. Nasledné bylo ke smési s viskoznim charakterem
ptidano 250 pl roztoku chloroformu (Chloroform stabilizovany p. a (20034-AT1);
Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika) a izoamylalkoholu (Isoamylalkohol p. a
(20035-ATO); Lach-Ner,s.r.0.) vobjemovém poméru 24:1. Vzorky byly dale kratce
protfepany a centrifugovany pii pokojové teploté, 17 000xg, 10 min, 22 °C. Vrchni vodni faze
byla pfemisténa do 140 pl chlazeného (4 °C) izopropanolu (lsopropylalkohol p. a
(20037-ATO0); Lach-Ner,s.r.o.), promichana a ponechana 5 min pfipokojové teploté
pro denaturaci DNA. Nasledovala centrifugace pii pokojové teploté, 17 000xg, 7 min, 22 °C.
Supernatant byl poté odsat vodni vyvévou a k peleté¢ na dné¢ mikrozkumavky byl pfidan 1 ml
70% roztoku ethanolu (v/v), ptipraveny z Ethylalkohol 96% p. a. (Lach-Ner, s.r.0.). Vzorek
byl dale znovu 2 min centrifugovan pii pokojové teploté, 17 000xg, 2 min, 22 °C. Vodni faze

byla znovu odsata vodni vyvévou a zbytkovy ethanol odpafen v laboratornim inkubatoru
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do uplného vysuSeni vzorku, ktery byl poté rozpustén v 50 ul destilované vody a uskladnén

Vv -20 °C pro dalsi praci.

4.2.3. Selekce homozygotnich rostlin

Vyse popsanym zptisobem byla izolovdna DNA z listd mladych nekvetoucich jedinci
T-DNA inzer¢nich linii, ktera byla poté pouzita pro stanoveni jejich genotypu ve studovanych
genech pro proteiny ALBA podle Renaka et al. (2011). Testovani spocivalo ve vyuziti
polymeracni fetézové reakce (PCR) pro namnozeni fragmenti, poté separaci
na 1% agar6zovém gelu s trisacetaitovym pufrem a vizualizaci ethidium bromidem. Pro kazdy
vzorek byly pfipraveny dvé reakce s polymerazou Taq Merciaza (MERCI, s. r. 0., Brno,
Ceska republika) akombinacemi primerd specifickych pro sekvenci divokych rostlin
S primery specifickymi pro T-DNA (viz. Ptiloha 1) navrzenymi
podle (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Tyto kratké oligonukleotidy byly ziskany
od firmy Sigma-Aldrich® v koncentraci 100 uM. Na zaklade vysledki gelové elektroforézy
byli vybrani jedinci homozygotni na pfitomnost T-DNA ve vybranych lokusech.

Pro vylouceni pfitomnosti proteint ALBA v deficientnich rostlindch byla izolovana
RNA celych transkriptomi pouzitim RNeasy”™ Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, Kalifornie,
USA). Rostlinny materidl byl ziskan ze 100 mg pletiv listi 23 dennich rostlin a kvétenstvi
Sestitydennich rostlin, umistén do 1,5mL mikrozkumavek, ihned zmrazen v tekutém dusiku a
uchovan v -80 °C. Vzorky byly rozdrceny v podchlazenych tfecich miskach za udrZovéni
stabilni teploty vznikajiciho homogenatu tekutym dusikem. Po rozmélnéni bylo ke kazdému
Znich ptidano 450 uL pufru RLT s 2-merkaptoethanolem (2-MERCAPTOETHANOL,
Sigma-Aldrich®), znovu podchlazeno tekutym dusikem a drceno do uplného promiseni a
zkapalnéni. Ze vzniklé suspenze bylo dale po 2 minutach centrifugace pii 11 330xg
na QIAshedder spin column odebrano 420 pL cirého supernatantu, ktery byl smichan
s 210 uL. 96% (v/v) ethanolu (Ethylalkohol 96% p. a.) a pfemistén do RNeasy Mini spin
column. Nasledovala dalsi 15s centrifugace pfi 11 330xg pro oddéleni pevné a kapalné faze,
se kterou jiz déale nebylo pracovano. Dale byl vzorek promyvan 700 pL pufru RW1 a opét
centrifugovan 15 s pii 11 330xg, supernatant byl dekantovan. V nadchdzejicim kroku bylo
na kolonku umisténo 500 pL pufru RPE s ethanolem (Ethylalkohol 96% p. a.) a vzorek byl
znovu centrifugovan za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku a opét dekantovan. Pufr
RPE byl ve stejném mnozstvi aplikovan znovu. Tentokrat centrifugace probihala 2 min
pii 11 330xg, supernatant byl znovu odstranén. Spodni 2mL collection tube byla vyménéna

zanovou a vzorek byl znovu centrifugovan 1 min pfti 11 330xg. Vrchni ¢ast RNeasy Mini
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spin column byla poté pfemisténa do nové 1,5mL collection tube a centrifugovana s 30 uLL
vody RNase-free 1 minutu pii 11 330%g. RNeasy Mini spin column byla odstranéna a vzorek
byl umistén na led.

Koncentrace ziskané RNA byla méfena na spektrofotometru NanoDrop 1000
v objemu 1 pL daného vzorku. Jeji kvalita byla testovana nanesenim 5 pL na 2% agar6zovy
gel s ethidium bromidem. Cast izolované RNA byla pouzita do reakce s DNazou I
pro degradaci DNA pfitomné ve vzorku podle Pfilohy 2 a upraveného protokolu RQ1 RNase-
Free DNase Protocol (Promega Corp., Madison, Wisconsin, USA). Vzorek byl jemné
promisen a 30 minut ponechén pii 37 °C pro probéhnuti reakce. K jejimu zastaveni doslo
po piidani 2 uLL DNase Stop solution a inkubaci 10 minut pii 65 °C. Koncentrace RNA byla
znovu méfena na spektrofotometru NanoDrop 1000 v objemu 1 pL. Pro objektivitu dat byla
koncentrace vSech vzorki normalizovana. Reverzni transkripce byla provedena kitem
ImProm-11™ Reverse Transcription Systém (Promega Corp.) podle manualu od vyrobce.
Ziskana ¢cDNA nakonec slouzila jako templat pro semikvantitativni RT-PCR s primery
podle Pilohy 3 v reakci s polymerazou DreamTaq (Ptiloha 4, upraveno podle PCR Protocol
for Taqg DNA Polymerase with standard Taq Buffer (M0273), New England Biolabs® Inc.,
Ipswich, Massachusetts, USA). Nejprve byly stanoveny referen¢ni hodnoty pouzitim cDNA
vzorki a kontroly z listi a kvétenstvi se specifickymi primery pro ¢cDNA ubikvitinu 10
podle Piilohy 3 v PCR podle Piilohy 4, A.Referen¢ni vzorky. Poté byly pfipraveny dvé
reakce prokazdy vzorek, v prvni ¢cDNA Col-0 a vdruhé c¢cDNA mutantnich rostlin
s kombinacemi specifickych primert pro geny ALBA podle Pifilohy 3 pro semikvantitativni
RT-PCR (Prtiloha 4, B. Pokusné vzorky MM2). Vysledky reakci byly vizualizovany ethidium

bromidem na 2% agarézovém gelu.

4.2.4. Pozorovani fenotypu

Vsechny sledované rostliny byly pfed pozorovanim genotypovany pro potvrzeni
homozygotniho stavu obou alel. Viabilni pylova zrna byla ziskéana z 3 — 4 otevienych kvéta
30 mutantnich rostlin od kazdé T-DNA inzer¢ni linie a 30 jedincti ekotypu Columbia-0.
Kvéty od kazdé rostliny byly umistény do jedné jamky mikrotitracni desticky (Nunc™
MicroWell™ 96-Well Optical-Bottom Plates with Polymer Base, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) s 300 ul barviciho roztoku DAPI (100 mM fosfatovy pufr,
pH 7 (200 MM dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sodium dihydrogen phosphate (7558-80-7);
Sigma-Aldrich®), 0,2 mM heptahydrat hydrogenfosfore¢nan disodny (Sodium phosphate
dibasic heptahydrate (7782-85-6); Sigma-Aldrich®, destilovana voda), 10 mM EDTA, 0, 1%
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(viv) polyethylenglykol (Triton™ X-100 (9002-93-1); Sigma-Aldrich®), 0.4 pg/ml DAPI
(DAPI (28718-90-3); Sigma-Aldrich®) a destilovand voda) podle (Park et al. 1998).
Pozorovéani bylo provedeno pod invertovanym mikroskopem Nikon Eclipse TE 2000-E
ve viditelném spektru svétla pro pozorovani tvaru, povrchu a inkluzi v pylovych zrnech a
pod UV svétlem, které excituje elektrony DAPI. Hodnoceni fenotypovych defektd bylo
provedeno podle Renaka et al. (2011). Pro vsechna pozorovani bylo provedeno jedno
opakovani.

Pro stanoveni fenotypu plodu byly z deseti jedincti sedmi az osmitydennich rostlin
kazdé inzercni linie a kontrolnich rostlin ekotypu Columbia-0 odebrany tii plody s plné
vyvinutymi semeny, zpravidla 7. — 9. nejstar$i SeSule na vyhonu. Stafi rostlin se mirné liSilo
podle vhodné zralosti semen. Odebrané Sesule byly upevnény na podlozni sklo oboustrannou
lepici paskou a opatrné roziiznuty preparacni jehlou. Fenotyp SeSuli a semen byl pozorovan
ve viditelném svétle pod binokularnim mikroskopem Leica S6D. Defekty fenotypu byly

hodnoceny podle (http://www.seedgenes.org/Tutorial.html). VSechna pozorovani byla znovu

jedenkrat zopakovana. Nam&fené hodnoty byly statisticky zpracovany x* testem s Yatesovou
korekei pro malé cetnosti na 5% hladiné vyznamnosti S kritickou hodnotou 3, 84. Prokdzanim
alternativni hypotézy by byl statisticky potvrzen rozdil mezi nezavislymi pokusy a

pfi porovnani inzer¢nich linii s pfisluSnym kontrolnim vzorkem.

4.3. Expresni analyzy
Pro expresni analyzy byly pouzity sam¢i gametofytické transkriptomické udaje
husenicku (Honys & Twell 2004; Borges et al. 2008; Wang et al. 2008; Qin et al. 2009).
Sporofytické datové soubory husenicku byly ziskany z databdzi NASC Arrays
(http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl, sluzba AffyWatch; (Craigon

et al. 2004)) a Genevestigator (www.genevestigator.com; (Zimmermann et al. 2004; Hruz et

al. 2008). Celkem byla pouzita transkriptomicka data pro semena, semenacky, vegetativni
pryty, listy, kofeny, kvétenstvi, mlada a star$i poupata a bunééné suspenzni kultury. VSechna
pouzita data byla normalizovana stejnym algoritmem (detekéni algoritmus MASS, Perfect
Match-only model) pomoci volné dostupného programu dChip 1.3 (Li & Wong 2001a; Li &
Wong 2001b). Hrubé i normalizované udaje jsou k dispozici prostiednictvim portalu
Arabidopsis Gene Family Profiler (aGFP; http://aGFP.ueb.cas.cz; (Dupl akova et al. 2007)).
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4.4. Tvorba konstrukti
Pro lokalizaci proteini ALBA byly vytvoreny konstrukty pftislusnych genovych
sekvenci fizované s markerem GFP pod pfirozenymi promotory. Pro tvorbu konstrukti byla
pouzita klonovaci metoda Gateway® Technology (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA)
zalozena na principu dvou rekombinacnich reakci s komeréné dostupnymi vektory. VSechny
mapy vektortl byly nejdiive zobrazeny v programu SnapGene® 2. 3. 5 (SnapGene software,

GSL Biotech; http://www.snapgene.com/), ve kterém byly dale pfipraveny i vS§echny vysledné

konstrukty in silico.

4.4.1. Ptiprava genovych sekvenci pro vlozeni do vektoru

Klonované sekvence byly ziskany z genomové DNA izolované z listii nekvetoucich
rostlin Columbia-0 podle protokolu izolace DNA pomoci CTABuU. Konkrétni useky byly
namnozeny pomoci PCR s primery s genové specifickou sekvenci a polovinou adaptert
AttB1 a AttB2 (Pfiloha 5), které byly in silico navrZzeny v oblastech promotora piiblizné 1 kb
proti proudu kodujici sekvence (AttB1) a na 3" konci kodujici sekvence bez kodonu STOP
(AttB2), anasledné testovany na vznik moznych vlasenkovych struktur a tvorbu dimert
(www.idt.com). Jejich specifita byla in vitro ovéfena PCR ve 20 pl s polymerazou Taq
Merciaza (MERCI, s. r. 0.) podle Ptilohy 6 upravené podle PCR Protocol for Tag DNA
Polymerase with tandard Taq Buffer (M0273). Namnozené fragmenty byly separovany
na 1% agarézovém gelu s trisacetatovym pufrem a vizualizovany ethidium bromidem.
Produkty pro nasledné klonovani byly namnozeny pomoci PCR ve 20 ul s Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase, (New England Biolabs® Inc.; viz. Piiloha 7 podle upraveného
protokolu od vyrobce). Pro analyzu produktu na 1% agarézovém gelu byla pouzita pouze
polovina objemu reakce. Zachovana ¢ast byla pouzita jako templat v dalS$im kroku. Dvéma
nasledujicimi PCR ve 20 ul s polymerazou Phusion®, (viz. Pfiloha 8 podle upraveného
protokolu od vyrobce) byly doplnény sekvence ' adapteri AttB mist primery
AttB1 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT -3° a
AttB2 5°-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTT -3’ za vzniku expresniho klonu
s koncovymi misty AttB. NamnozZené useky DNA s adaptery byly izolovany extrakénim
kitem (GeneJET Gel Extraction Kit; Thermo Fisher Scientific) z 1% agar6ézového gelu
s ethidium bromidem. V poslednim kroku byla DNA uvolnéna 30 uL destilované vody
a skladovana v -20 °C.
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4.4.2. Klonovaci reakce Gateway
4.4.2.1. Rekombinaéni reakce BP

V klonovacich reakcich byly pouzity vstupni klony a destinaéni vektory urcené
pro klonovani Gateway. Pro namnoZeni produktii byl zvolen vektor Gateway”™ pDONR™?22 1
(Gateway” pPDONR™221 Vector (12536017); Invitrogen, (Karimi et al. 2002)). Sekvence
tohoto nosi¢e zahrnuje AttP1 a AttP2 mista pro rekombinaci s AttB1 a AttB2 misty
expresniho klonu. Po prvni rekombinac¢ni reakci BP vznikly produkty s rekombina¢nimi misty
AttL1 a AttL2 lemujici promotor a kodujici sekvenci genu pro piislusny protein ALBA
(Obrazek 3).

Obrazek 3: Mapa vektoru Gateway® pDONR™221.

V sekvenci se nachazi ¢etné funkéni elementy. Pro ochranu klonovaného genu pred aktivitou promotori
vektoru jsou proti proudu od této oblasti transkripéni terminatory (rrnB T1 a T2), mista komplementarni
s primery pro sekvenaci (M13F, M13R), rekombinaéni mista AttP pro klonovani produktu s tupymi konci
(AttP1, AttP2), mezi nimiz se nachazi gen pro negativni selekci v E. coli (ccdB) a gen pro selekci
na chloramfenikolu pro kontrolovanou selekci vektoru v E. coli (CmR). V ¢&asti nutné pro spravnou selekci
se vyskytuje gen pro rezistenci na kanamycin v E. coli (KanR) a replika¢ni pocatek pUC pro replikaci
v E. coli (ori), podle Gateway® pDONR™ Vectors; Invitrogen, (Karimi et al. 2002).

Gateway® pDONR™221 Vector
4761 bp
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Pripravené konstrukty byly vneseny do kompetentnich bakterii E. coli One
Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) teplotnim Sokem. K 30 pL
bakterialni suspenze byly pfidany 2 pL produktu rekombinacni reakce BP, lehce promiseny a
inkubovany 20 min na ledu. Nasledoval teplotni Sok pii 42 °C po dobu 30 s na vodni lazni a
opét umisténi do ledu tentokrat na 2 min. K vzorktim bylo déle ptidano 250 pl media S.O.C.
(destilovana voda, 2% (w/v) trypton (Tryptone (91079-40-2); Sigma-Aldrich®), 0, 5% (w/v)
kvasinkovy extrakt (Yeast extract; Duchefa Biochemie B. V), 10 mM chlorid sodny, 2, 5 mM
chlorid draselny (Potassium chloride (7447-40-7); Sigma-Aldrich®), 10 mM chlorid hofe¢naty
(Magnesium chloride (7786-30-3); Sigma-Aldrich®) a 20 mM glukéza (a-D-Glucose
(50-99-7); SERVA Electrophoresis GmhB, Heidelberg, Némecko) a tfepano v horizontalni
poloze v Incubator Hood TH 30 (Edmund Biihler GmbH, Hechingen, Némecko) po 1 h
pii 37 °C a 220 rpm. Nasledné byly vysety na agar LB (destilovana voda a LB agar low salt
(Trypton 10 g/ 1, chlorid sodny 5 g/ 1, kvasinkovy extrakt 5 g/ |, mikrobiologicky testovany
agar 10 g/ 1); Duchefa Biochemie B. V) s kanamycinem 50 ng/ mL (kanamycine sulphate
monohydrate (25389-94-0); Duchefa Biochemie B. V) podle Gateway® Technology a
kultivovany 16 h pti 37°C.

Z napéstovanych kolonii bylo vybrano 5 — 10 kandidath pro testovani pomoci PCR
na pritomnost sekvence konstruktu vstupnimi primery podle Piilohy 5, jejichz vysoka
specifita zajistila Cistotu celé reakce s templatem v podobé bakterialni kultury. Produkty byly
vizualizovany ethidium bromidem na 1% agar6zovém gelu s trisacetatovym pufrem.
Bakteridlni kolonie s pfitomnym konstruktem byly nasledn€ kultivovany v Incubator
Hood TH 30 16 h pii 37 °C a 220 rpm v 5 mL tekutého média LB (destilovana voda a LB
broth low salt (Trypton 10 g/ I, chlorid sodny 5 g/1, kvasinkovy extrakt 5 g/ 1)
s kanamycinovou selekci 50ng /mL a izolovany GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific). V poslednim kroku protokolu bylo pro uvolnéni DNA pouzito 30 pL
destilované vody. Vzorky byly dale uskladnény v -20 °C. Koncentrace produkti ve vzorcich
Cinily 333, 1 ng/ pL pDONR221::AlbalOp:AlbalO, 329, 4 ng/ uL
pDONR221::Alba20p:Alba20, 259, 5 ng/ pL pDONR221::Alba50p:Alba50, 204, 7 ng/ pL
pDONR221::Alba60p:Alba60 a 272, 7 ng/ pL pDONR221::DANI1p:DANI. Spravnost
sekvenci byla testovana restrikénimi enzymy podle Prilohy 9A, B; fragmenty oddéleny v 1%
agarozovém gelu a vizualizovany ethidium bromidem. Nakonec byla provedena sekvenace
Lightrun (GATCbiotech AG, Cologne, Némecko) vlozenych sekvenci s navrzenymi primery

(viz. Priloha 10) podle www.gatc-biotech.com/lightrun.
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Pro regula¢ni a kodujici oblast genu AT3G07030 pro protein ALBA30 byly navrzeny
nové primery se specifickymi sekvencemi a adaptery na 5" koncich. U pfimého primeru byla
podle protokolu pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kits (Invitrogen) navrena
komplementarni sekvence 5°-CACC-3" kdale pouzitému vektoru (Obrazek 4), zatimco
na 3" konci byl primer upraven piidanim dvou thymin®/adenind pro udrzeni ¢teciho ramce
S GFP povneseni do destinacniho vektoru. Primery byly nejdfive testovany PCR
s polymerazou Taq Merciaza podle Piilohy 11A a produkt vizualizovan ethidium bromidem

na 1% agarézovém gelu. Poté byl namnoZen znovu v PCR tentokrat s polymerazou Phusion®

Obrazek 4: Mapa vektoru pENTR™/D-TOPQO®,

V sekvenci vektoru se nachazi Cetné funkéni elementy. Pro ochranu klonovaného genu pied aktivitou
promotort vektoru jsou proti proudu od této oblasti transkripéni terminatory (rrnB T1 a T2), mista
komplementarni s primery pro sekvenaci (M13F, M13R), rekombina¢ni mista AttL pro klonovani produktt
stupymi konci (AttL1, AttL2). V ¢asti nutné pro spravnou selekci se vyskytuje gen pro rezistenci
na kanamycin v E. coli (KanR) a replika&ni po&atek pUC pro replikaci v E. coli (ori), pPENTR™/D-TOPQO"
Cloning; Invitrogen (Karimi et al. 2002).

pENtr™ /D-TOPO®E

2579 bp
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podle Piilohy 11B, rozdélen na agar6zovém gelu a z néj izolovan podle protokolu extrak¢niho
kitu. V 30 pL eluatu byl ziskan produkt o koncentraci 2, 5 ng/ uL. Nasledné byla provedena
rekombina¢ni  reakce S maximalnim  mnoZstvim  vstupniho  klonu s vektorem
pENTR™/D-TOPQO® (Invitrogen), ktera byla vnesena do bakterii E. coli One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli teplotnim Sokem podle protokolu pENTR™ Directional
TOPO®™ Cloning Kits. Kultivace bakterii probihala pres noc pii 37 °C na médiu LB se selekci
na kanamycin. Pfitomnost klonovanych useki pro protein ALBA30 byla ovéfena PCR
s polymerazou Taq Merciaza a primery A30 dTOPOF a A30 _dTOPOR na dvaceti
bakterialnich koloniich podle Ptilohy 11A. Po extrakci z gelové elektroforézy byla dosaZena
maximalni koncentrace produktu 4 ng/ uL. Déle byl pouzit TOPO® XL PCR Cloning Kit
(Invitrogen) pro klonovani dlouhych tsekii DNA. K namnozeni byly tentokrat pouzity
primery s % AttB mist a specifickou &asti pomoci PCR s polymerazou Phusion® podle Piiloh
7 a 8 a upraveného protokolu od vyrobce. Cast reakce byla nanesena na agarézovy gel
s ethidium bromidem a vizualizovana pod UV svétlem. S pfedem ulozenou casti byla
provedena dalsi PCR pfi 55 °C s polymerazou Taq Mercidza pro tvorbu uplného expresniho
klonu s pfidanymi adeniny piesahujicimi na 3" koncich podle Ptilohy 6. Klonovani do vektoru
(PCR-XL-TOPO® Vector, Obrazek 5) bylo provedeno podle protokolu s nejvyssim moznym
objemem 4 uL reakce PCR. Vznikly expresni klon byl vnesen do bakterii E. coli One
Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli teplotnim Sokem. Jejich kultivace probihala

pfi standardnich podminkéch.

4.4.2.2. Rekombinac¢ni reakce LR

Ve druhé rekombinaéni reakci byly studované sekvence pieneseny z ptipraveného
konstruktu do binarniho vektoru pFAST-R07 (Shimada et al. 2010) s AttR1 a AttR2
rekombinac¢nimi misty za vzniku AttB mist. Z ptivodni sekvence je timto zptisobem odstranén
gen ccdB pro negativni selekci. V sekvenci nosice se nachazi také replikacni pocatek (Ori)
pro replikaci v E. coli a gen pro produkt zptisobujici rezistenci na spektinomycin (Obrazek 5).
Samotna reakce i transformace One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli byla
provedena stejnym zpisobem jako s konstrukty ve vektoru Gateway® pDONRT™22]
upraveného  podle  protokolu ~ Gateway®  Technology za  vzniku  pFAST-
RO7::AlbalOp:Albal0:GFP, pFAST-RO7::Alba20p:Alba20:GFP, pFAST-
RO7::Alba50p:Alba50:GFP, pFAST-RO7::Alba60p:Alba60:GFP a pFAST-
RO7::DAN1p:DAN1:GFP.
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Selekce probihala na agaru LB se spektinomycinem 50 ng/ ml (spectinomycin HCL
pentahydrate (22189-32-8); Duchefa Biochemie B. V) 16 h pii 37 °C. Testovani
na pfitomnost spravného konstruktu byla provedena se zpravidla jednou az dvéma koloniemi
pomoci PCR podle Ptiloh 5 a 6. Konstrukty byly izolovany opét kitem GeneJET Plasmid
Miniprep Kit za vysledné koncentrace 193, 1 ng/ uL pFAST-R07::AlbalOp:Albal0:GFP,

Obrazek 5: Mapa binarniho vektoru pFAST-RO07 pro transformaci rostlin.

Komeréné dostupny vektor vychazi z vektoru pPZP200 s nejpouzivangj§imi geny pro markery a selekci
na hygromycin. V sekvenci vektoru se nachazi repetice RB a LB pTiT37 T-DNA pro snadné vneseni
do rostliny, gen pro rezistenci na spektinomycin v E. coli (SmR), poc¢atek E1 pro replikaci v E. coli
(pUCI18), pocatek pro replikaci v Agrobacterium (pVS1 StaA/RepA), a v pienasené sekvenci do rostliny
gen pro rezistenci na hygromycin (HygR) pod kontrolou regula¢nich oblasti nopalin syntazy (promotor
NOS, terminator NOS), rekombinaéni mista AttR (AttR1, AttR2), mezi kterymi se nachazi gen
pro negativni selekci v E. coli (ccdB) a gen pro rezistenci na chloramfenikol pro kontrolovanou selekci a
gen pro zeleny fluorescenéni protein (EGFP), (Shimada et al. 2010).

pFAST-ROY

14 597 bp
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314, 7 ng/ uL pFAST-R07::Alba20p:Alba20:GFP, 175, 4 ng/ uL
pFAST-R07::Alba50p:Alba50:GFP, 183, 3 ng/ puL pFAST-R07::Alba60p:Alba60:GFP a
278, 6 ng/ uL pFAST-R07::DAN1p:DAN1:GFP.

Nasledné reakce s restrikénimi enzymy byly provedeny podle Piilohy 9A, C. Hrani¢ni
oblasti byly posléze kontrolovany na pfesnost sekvence sekvenaci Lightrun amplifikovanych
gend a mist AttB sekvenac¢nimi primery specifickymi pro blizké sekvence rekombinacnich
mist vektoru pFAST-R07, SPpFAST-R07_F 5- CGAACTCTCTGTCCCTTAG-3" a
SPpFAST-R07_R-5"- GGTGGTGCAGATGAACTTC -3, pro potvrzeni spravné orientace
ve vektoru a kontrolu ¢teciho ramce. Na 3" konce kddujicich sekvenci genit ALBA bez kodonu
STOP navazuji kratké useky DNA propojujici vybrané geny se sekvenci pro zeleny

fluorescen¢ni protein.

4.5. Klonovani Golden Braid
Pro namnozeni dlouhého produktu byla pro dal$i praci zvolena metoda Golden
Braid 3.0 (Sarrion-Perdigones et al. 2011). V prvnim kroku domestikace pozadovaného
genového tuseku byla jeho sekvence ve formatu FASTA vlozena do GB Domesticator

dostupného  na https://gbcloning.upv.es/tools/domestication.  Se zvolenymi  restrikénimi

enzymy BsmBI a Bsal byla celkova délka klonované oblasti 3 254 bp rozdé€lena na tfi Casti
0 délkach 223 bp, 2639 bp a 479 bp. Ke specifickym sekvencim primert byly ptidany
adaptery 5'-GCGCCGTCTCG-3" pro vlozeni do vektoru pUPD (Patron et al. 2015).
Navrzené primery podle Prilohy 12 byly testovany pomoci (www.idt.com) pro piedpovézeni
homodimert, heterodimeri a sekundéarnich struktur a namnozeny PCR s polymerdzou Taq
Merciaza (viz. Piiloha 13A). Produkty byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu
na agar6zovém gelu. Néasledn¢ byla reakce zopakovdna podle Priilohy 13B s DNA
polymerazou Phusion®.

Pro problematické pomnoZzeni tfetiho Giseku genu AT3G07030 byly hledany mozné
pfi¢iny v primarni struktufe DNA. Podle databdze WashU EpiGenome Browser dostupné

na www.epigenomegataway.wustl.edu/browser/ se u huseni¢ku rolniho vtomto lokusu

vyskytuje transponovatelny element. Z divodu znemoznéného navrzeni primert v této oblasti

byla sekvence odeslana na syntézu do Eurofins Genomics.
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4.6. Stabilni transkripce v rostlinach huseni¢ku rolniho

4.6.1. Vneseni do Agrobacterium tumefaciens

Binarni konstrukty byly nasledné vneseny do bakterie Agrobacterium tumefaciens,
kmene GV3101 (pMP90RK), schromozomové kddovanou rezistenci na rifampicilin a
rezistenci na gentamycin nesenou pomocnym plazmidem. Pro transformaci 30uL kultury
Agrobacterium tumefaciens byly pouzity 2 pL ptipravenych konstruktd v bindrnim vektoru a
jemn¢ promichany. Suspenze byla bez bublin piemisttna na dno vychlazenych
elektroporacnich kyvet. Kyvety se vzorky byly rychle osuseny od vysrazené vody bavinénym
hadiikem a umistény do elektroporatoru typu Eppendorf Eporator” (Eppendorf, Hamburg,
Neémecko). Transformace probihala pfi 2, 0 kV po dobu 5, 4 — 5, 6 s. Thned po vyjmuti kyvety
z elektroporatoru bylo k vzorku pfidano 950 uL media YEB (YEB (6 g/ L kvasinkového
extraktu, 5 g/ L peptonu (Peptone from casein, tryptic digest; Sigma-Aldrich®), 5 g/ L
sacharézy (Sucrose; Sigma-Aldrich®), 0, 5 g/ L heptahydratu siranu hofe¢natého
(Magnesiumsulfat-Heptahydrat; Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) a bakterie opatrné
rozpustény pomoci pipety. Vznikla suspenze byla pfemisténa do 1,5ml mikrozkumavek typu
Eppendorf a umisténa na led. Nasledovala inkubace vzorkid na 1,5 h - 2 h v Incubator Hood
TH 30 pii 28 °C a 180 rpm.

Pfed vysetim na 20mL agar YEB (6 g/ L kvasinkového extraktu, 5 g/ L peptonu,
5 g/ L sacharozy, 0,5 g/ L heptahydratu siranu hofec¢natého a 12 g/ L agaru (Agar;
Sigma-Aldrich®)) se selekci 100ng/ pL spektinomycinu, 50ng/ pL rifampicilinu
(rifampicilin (13292-46-1); Duchefa Biochemie B. V.) a 50 ng/ uL gentamycinu (gentamycin
sulphate (1405-41-0); Duchefa Biochemie B. V) byly bakterialni kultury 1000x nafedény.
Kultivace naagaru YEB probihala pii 28 °C po 2 — 3 dny. Poté byly kolonie testovany
na pritomnost konstruktu pomoci PCR s polymerazou Taq Merciaza podle Ptilohy 6 s primery

z Piilohy 5 a poté separovany na 1% agarézovém gelu s ethidiumbromidem.

4.6.2. Transformace rostlin a jejich selekce

Nakonec byl kazdy z konstrukti vnesen do péti rostlin Columbia-0 podle (Clough &
Bent 1999). Rostliny byly péstovany za standardnich podminek ve fytotronu. Prvni kvétni
vyhony byly z rostlin odstranény pro zvySeni mnoZzstvi reprodukénich organt. Po prorosteni
uZzlabnich pupenil s kvétnimi meristémy v plné vyvinuta kvétenstvi s jiz n€kolika plody byly
v5 mL tekutého media YEB s pfislusnou selekci na 50 ng/ pL rifampicilinu, 50 ng/ pL
gentamycinu a 100 ng/ pL spektinomycinu kultivovany vybrané kolonie Agrobacterium
tumefaciens 16 h v Incubator Hood TH 30 pii 28 °C a 180 rpm. Z kultur bylo dale odebrano
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400 pl suspenze, ktera byla umisténa do 400 mL média YEB se stejnou selekci na 16 h v The
Lab Companion 1S-971 (R/RF) Floor Model Incubated Shaker; Ramsey, New Jersey, USA)
pii 28°C a 180 rpm. Posléze byly kultury centrifugovany 20 min pfi pokojové teploté a
5500xg. Supernatant byl dekantovan a sedimentované bakterie Setrné rozpustény v 'z L
infiltratniho media (destilovana voda, 2, 17 g/ L zakladniho media Murashige a Skoog
(Murashige and Skoog Basal Salt Mixture, Sigma-Aldrich®), 1 mL/ L Gamborg B5 vitamin
mixture (Duchefa Biochemie B. V), 0, 5 g/ L MES (2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid,
Sigma-Aldrich®), 50 g/ L sachardzy, 10 uL/ L 6-BAP (6-Benzylaminopurine, Sigma-
Aldrich®)). Pfed macenim rostlin byl pfidan Silwet L-77 pro zvyseni smagivosti rostlinnych
pletiv. Z kvétnich stvoll byly pted transformaci odstranény vSechny SeSule a oteviené kvéty
pro snizeni podilu semen bez zadané inzerce a zvyseni uspésnosti celého pokusu. Kvétenstvi
vybranych péti jedinci ekotypu Columbia-0 byla macena v suspenzi transformovanych
bakterii rozpusténych v infiltratnim mediu pii pokojové teploté po dobu 45 s. Rostliny byly
nasledné umistény zpét do fytotronu v neprodysnych a neprthlednych foliich, které byly
po 24 h odstranény a rostliny péstovany za standardnich podminek do uzrani a sklizeni semen.

Semena z transformovanych rostlin byla selektovana na pfitomnost cerveného
fluorescenéniho proteinu (RFP) pod promotorem oleosinu exprimovaného vyhradné
ve zralych semenech pod fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse TE 2000-E a poté
steriln¢ vyseta. Podle protokolu byla sterilizovana 5 min v 70% (v/v) ethanolu, nékolikrat
protfepana a ponechina volné sedimentaci pfi pokojové teploté. Supernatant byl odebran
kapatkem. Nasledné byl ptidan 95% (v/v) ethanol na 45 s a posléze odebran jiz ve sterilnich
podminkach. Dale byly vzorky 5x proplachnuty 1 mL destilované vody a vysety na médium
¥ MS (1, 1 g/ L zakladniho media Murashige a Skoog, 5 g/ L sachardzy, 250 mg/ L MES
(2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid), 4g/ L agaru, pH 5.7 s KOH) s vitaminy (50 mg/ L
Myo-inozitolu (myo-Inositol; Sigma-Aldrich®), 1mg/ L vitaminu B6 (Pyrodoxine
Hydrochloride (B6); Sigma-Aldrich®), 0,25 mg/ L niacinu (Niacin (Nicotinic Acid); Sigma-
Aldrich®) a 0,05mg/L vitaminu B1 (Thiamine Hydrochloride (B1); Sigma-Aldrich®)
upraveného podle (Murashige & Skoog 1962) se selekci 15 pg/ mL hygromycinu
(Hygromycin B Gold™; InvivoGen, Toulouse, Francie) podle Harrisona et al. 2006). Rostliny
byly za standardnich podminek péstovany 16 dni in vitro na médiu se selekci a poté piesazeny
ex vitro na pelety Jiffy7. Pro kontrolu piepisu fiuzovanych proteinit ALBA s GFP byl odebran
pyl z dvanacti Sestitydennich rostlin a kontrolovan pod invertovanym mikroskopem Nikon
Eclipse TE 2000-E. Rostliny s pfitomnym signalem byly péstovany do tiplného uzrani semen,

kterd byla sklizena z kazdého jedince zvlast. Semena z vybraného rodice byla znovu vyseta
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invitro na %2 MS médium s 15 pg/ mL hygromycinu a rostliny péstovany za standardnich

podminek.

4.6.3. Pozorovani lokalizace proteinu ALBA

Pro pozorovani a zaznamenani vyskytu proteinit ALBA Vv transformovanych rostlinach
huseni¢ku rolniho byla semena z jednoho rodi¢e druhé generace transformovanych rostlin
sterilizovana popsanym zplsobem a vyseta na filtra¢ni papir v Petriho misce. Jejich kultivace
probihala v obalu nepropustném pro svétlo ve fytotronu za stilych podminek. Lokalizace
proteinii ALBA fhzovanych se zelenym fluorescenénim proteinem byly provedeny pomoci
konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 880. Ctyfdenni semenacky druhé generace
transformovanych rostlin byly umistény na podlozni sklo s kapkou vody, piekryty krycim
sklem a pozorovany ve viditelném svétle a vinova délce 488 nm. Z Sestitydennich rostlin
prevedenych ex vitro byly odebrany oteviené kvéty a pyl pienesen na podlozni sklo s kapkou
0,1 M Manitolu, prekryt krycim sklem a pozorovan ve viditelném svétle a vinové délce 488
nm. Pro vSechny vzorky bylo provedeno pozorovani pti vinovém rozpéti zahrnujicim 488 nm

pro vylouceni signalu autofluorescence rostlinnych pletiv.

4.6.4. Qbrazové zpracovani

K snimkiim vytvofenym pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 880 byla
pfidina métitka v programu Fiji (Schindelin et al. 2013). Kompozitni obrazy byly
kompletovany v programu Adobe Photoshop CS6 Extended a poté upraven jas pro snazsi

viditelnost fluorescen¢niho signalu.
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5. Vysledky

5.1. Zpracovani bioinformatickych dat

5.1.1. Definice proteinit ALBA

Nadrodina proteini AIbA, z nichz je u eukaryotnich organismii vétSinou zastoupena
neznamymi ¢i nepopsanymi proteiny, je reprezentovana velmi konzervovanou doménou Alba
(pfam01918) (Aravind et al. 2003; Verma et al. 2014). Skupina proteini podobnych ALBA
vazajicich DNA i RNA (IPR002775) zastupuje tii velké rodiny, proteiny AIbA vazajici DNA
a RNA (IPR013795), proteinovou podjednotku ribonukleaz P/MRP, RPP20 (IPR014612) a
necharakterizovany konzervovany protein UCP030333 piibuzny DNA/RNA vazebnym
proteinim ALBA (IPR014560). Tyto proteiny zastoupené u vSech tii domén zivota se vdzou
na dvouvlaknovou DNA bez sekvenéni specifity s vysokou afinitou (Aravind et al. 2003).
In vitro jsou schopné vazby k rRNA i mMRNA a pravdépodobné se podileji na strukturni a
funk¢ni stabilizaci RNA a ribozomi (Guo et al. 2003).

Cela skupina proteini podobnych ALBA vazajicich DNA i RNA je podle strukturni
klasifikace proteini (SCOP) soucasti nadrodiny proteinti podobnych AIbA dohledatelné
pod kédem SSF82704 a nadfazené eukaryotni rodiné hypotetického proteinu AT2G34160
pod kédem 111027 v databazi SUPERFAMILY 1.75 (Gough et al. 2001; Morais et al. 2011)
dostupné na http://supfam.cs.bris.ac.uk/SUPERFAMILY/. Nadtazenymi strukturnimi motivy

rodiny jsou fold podobny IF3 a tfida alfa a beta proteinti. U husenicku rolniho jsou popsany
tii kombinace domén podobnych rodiné AIbA (82704). Prvni doménovd kombinace
je 82704, gap_ nalezena u proteinu ALBAL0 v oblasti mezi 17. a 166. aminokyselinou,
u ALBA20 mezi 17. a 128. aminokyselinou a u ALBA30 mezi 16. a 116. aminokyselinou
proteinového fetézce. V rodin€ hypotetického proteinu AT2G34160 se vyskytuji dvé
doménové kombinace. V prvni znich je pouze doména podobnd Alba 82704 nalezena
u ALBAG0 mezi 20. a 115 aminokyselinou a ALBAS50 ve stejné oblasti. Druhou kombinaci
domén je gap ,82704, gap nalezend u DANI mezi 37. a 132. aminokyselinou.

Doména Alba je tvoifena v priméru 95 aminokyselinami, jejichz fetézec u vsech
homologl zaujima konformaci globularni domény (Aravind et al. 2003). U husenicku se vSak
jejich délka pohybuje nad uvedenym priimérem. Velikostni rozpéti domény Alba se u této
rostliny pohybuje mezi 95 aminokyselinami u ¢lentt podrodiny podobné Rpp20 s kratsi
proteinovou sekvenci (ALBAS50, ALBA60, DAN1) a 149 aminokyselinami u podrodiny
podobné Rpp25 zastoupené del§imi variantami proteinti (ALBA10, ALBA20, ALBA30).
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5.1.2. Fylogeneticky strom proteind ALBA u huseni¢ku rolniho

Dostupné informace ukazuji, ze nadrodina AIbA je u eukaryotnich organismu
zastoupena dvéma podrodinami Rpp20 a Rpp25 (Aravind et al. 2003). Vétsina organismu,
u kterych byly studovany, si od kazdé z nich nesou nejvyse dva studované geny kodujici
proteiny ALBA. Narozdil od vSech téchto zastupct se husenicek jejich poftem vymyka
ptitomnosti tii homologl v kazdé podrodin€. Pro zjisténi jejich pravdépodobného vzniku a
ptibuznosti byl vytvofen fylogeneticky strom zahrnujici pouze Sest homologt husenicku,
ALBAT1 a OsRPP25 u ryze. Pro pivodni vytyCeni eukaryotnich podrodin byly pro snazsi
zatazeni srovnany s proteiny RPP20/POP7 a RPP25 u ¢loveka podle (Aravind et al. 2003).

Pro potvrzeni fylogenetického stromu byly pouzity proteinové sekvence rodiny Alba
urostlin podle (Aravind et al. 2003). Kompletni aminokyselinové sekvence proteint
s doménou Alba u husenicku rolniho; ALBA10, ALBA20, ALBA30, ALBA50, ALBAGO,
DANL1, a jejich homologli popsanych u ryze Oryza sativa Indica Group ALBAL a Oryza
sativa Japonica Group OsRPP25 byly pouzity pro tvorbu fylogenetického stromu a urceni
ptibuznosti jednotlivych proteini (Obrazek 6). Podle vytvofeného stromu je téchto osm
proteind roz¢lenéno do dvou podrodin, Rpp25 (delsi varianty, kolem 315 aminokyselin,
s prodlouzenym karboxylovym koncem s repeticemi RGG) a Rpp20 (krat$i varianty s délkou
kolem 130 aminokyselin) s nejvyssi moznou podporou. Ve skupiné Rpp20 se vsak podpora
piibuznosti jednotlivych ¢lend pohybuje jen tésn€ nad 50 %. V piipadé bazalniho vyclenéni
DANI1 byla stanovena na 56 %, zatimco vyclenéni OsALBA1 bylo podpoteno jen z 53 %.
Naopak ve skupiné Rpp25 bylo ¢asné odd€leni ALBA30 podpoieno az 96 % a vyclenéni
vétve OsRpp25 63 %. Pro snazsi zatazeni do eukaryotnich rodin byl stejnym zpisobem
vytvofen nezakotfenény fylogeneticky strom navic s homology c¢lovéka RPP20/POP7 a
RPP25/MDP2 podle (Aravind et al. 2003). Avsak z duvodu nizké podpory vétvi pod 50 %

nebyl povazovan za divéryhodny.

5.1.1. Tvorba 3D modeli proteini ALBA

Pro utvofeni sSi predstavy o struktufe, modifikacich proteinové kostry a mozné funkci
proteint ALBA u husenicku rolniho byly vyuzity rizné informacni zdroje. Jejich sekvence
byly vlozeny do systému Phyre2 (Kelley et al. 2015). Jednou ze sekvenci, jejiz krystal byl
nejpodobnéjsi podrodingé Rpp25, byl model c2q3vB s PDB ID 2Q3V (Levin et al. 2007).
Jedna se piimo o upfesnénou proteinovou strukturu produktu genu AT2G34160 z husenicku
rolniho, jednoho z ¢lenti této podrodiny. Parovy sekvencni alignment jeho struktury

s proteinovou sekvenci ALBAG60 se vsak shodoval jen ze 79 % z diivodu netplné primarni
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Obrazek 6: Fylogeneticky strom podrodin Alba.

Pro proteiny rodiny Alba u husenicku rolniho byl utvofen automaticky alignment v programu Muscle, ktery
byl posléze upraven. Pro vizualizaci vysledného nezakofenéného stromu byl pouzit program PhyML 3.1
(Guindon a Gascuel 2003) v modelu skorovaci tabulky Blosum62 s bootstrapem 100 replikaci. Pro odhad
nejlepsi topologie taxond byly pouzity metody NNI a SPR.

PhyML In{Ly=-3700.8 504 sites Blosum&2 100 replic. 4 rate classes 02
—— ALBAS0
53
- ALBAGD
36
OsALBAL
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—— ALBAZD
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aminokyselinové sekvence krystalu, kterd zahrnovala pouze doménu Alba. Piedpokladané
struktury dalSich dvou ¢lenti podrodiny Rpp25 byly vyhodnoceny s nejvyssi sekvenéni
identitou 95 % ALBAS50 a 70 % DANL1 skrystalovou strukturou c2q3vB. Navrzené
prostorové uspotradani primarni struktury DANI se vSak se srovndvanou sekvenci shodovalo
pouze z 63 % opét prevazné v oblasti domény Alba. Podle vysokého stupné sekvenéni
identity (93 %) mezi proteiny ALBA50 a ALBAG60 a (53 %) DAN1 a ALBAGO byla
spolehlivost navrzenych modeld pro oba proteiny absolutni. Dalsi struktury mnohonasobnym

alignmentem (MSA) rozeznany nebyly (Ward et al. 2004). Jako piiklad modelovanych

struktur uvadim modely protein
Obrazek 7: Model proteini ALBA20 a ALBASO

ALBA20 a ALBASO0 (Obrazek 7). vytvofeny systémem Phyre2.

Struktura domény Alba proteinu ALBA20 byla pfevzata
Povédomi Y struktufe podle krystalu archaealniho proteinu vazajiciho DNA, 2H9U
(Kumarevel et al. 2008) s témét 100% spolehlivosti. Struktura
domény Alba proteinu ALBASO byla ptevzata podle krystalu
upfesnéné proteinové struktury produktu genu AT2G34160
Z husenicku rolniho se 100% spolehlivosti. Pravdépodobné
predpokladané modely  zahrnuji uspofadani variabilni vlasenky pro vazbu DNA (ALBA20
Cervené, ALBAS0 zlutooranzové) na karboxylovém konci
doménu Alba, jejiz struktura se Se | bylo vytvofeno na zékladé predikce. Trojrozmémé struktury
byly pievedeny do obrazové podoby v programu PyMol.

podrodiny Rpp20 je na mnohem

nizSim stupni poznani. VSechny

spolehlivosti pies 99 %
V 94 aminokyselinadch shoduje v ALBA20
s krystalovou strukturou
archaealniho proteinu  vazajiciho
DNA, 2H9U (Kumarevel et al.
2008). Tato cast vSak pokryva
pouze 27 % sekvence proteinu
ALBA10, 30 % sekvence ALBA20
a jen 23 % aminokyselin ALBA30.

Pti pouziti mnohandsobného
alignmentu  (MSA) je mozné ALBASO
domodelu s vice nez 90%
spolehlivosti zahrnout 99 %
sekvence proteinu ALBA10. Tato
rodina je vSak charakteristicka
dlouhym karboxylovym koncem,

jehoZ struktura zatim nebyla urcena

(Ward et al. 2004). Vzhledem
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ktomu nebyl vytvofen model provice nez 70 % délky sekvenci podrodiny Rpp20
U husenicku rolniho, a proto tyto tseky ani nemohly byt spolehlivé zahrnuty do vyslednych

modela.

5.1.2. Predikce membranovych domén proteinit ALBA

Pro utvofeni si predstavy o lokalizaci proteini ALBA z hlediska vazby na membrany
byla jejich primarni aminokyselinova sekvence testovana na moznou pritomnost
transmembranovych domén uhomologi huseni¢ku. Provedené testovani studovanych
proteinii ALBA poukazalo na velmi nizkou pravdépodobnost vyskytu transmembranovych
Sroubovic (Sonnhammer et al. 1998). Lze tedy piedpokladat jejich pravdépodobny vyskyt
vV rozpustné formé ¢i vdzané na membrany jinak nez prostiednictvim transmembranové
proteinové domény. Pro ziskani dalSich informaci o lokalizaci proteini ALBA u huseni¢ku
byly hledany signalni sekvence V primarnich strukturach algoritmem Signal-BLAST.
U proteinu ALBA20 byla nalezena pravdépodobna sekvence signalniho peptidu a mozné
misto $tépeni za 45. aminokyselinou v proteinovém fetézci podle podobnosti s formou gamma
duffy receptoru u Plasmodium knowlesi (P50494) pouze s29% sekvenéni identitou a 62%
sekven¢ni podobnosti aminokyselin. Narozdil od né& se uproteinu ALBA10
podle ribozomalniho proteinu S21 malé ribozomalni podjednotky 40S kvasinky (Q6CXT®6)
zadna signalni sekvence nevyskytuje stejné jako u proteini ALBAG60, ALBA50 a DANL.
Podle proteinové podjednotky podobné p25 ribonukleazy P (Q99JH1) se ani u proteinu
ALBA30 signalni peptid nevyskytuje. Z téchto vysledkt vyplyva vysoka pravdépodobnost
vyskytu proteini ALBA u huseni¢ku pfevazné nevazanych na bunééné membrany (Frank &

Sippl 2008).

5.1.3. Mapa moznvch interakénich partnert

Proteiny superrodiny AlbA jsou u eukaryotnich organismui fazeny mezi komponenty
nespecificky vazajici RNA v komplexu RNazy P/MRP. U RPP20 u ¢lovéka a octomilky jiz
byli popsani jejich potencialni kandidati pro vazbu (Hua & Zhou 2004), avsak ze znalosti
homologli zatim nelze presné urCit jejich piesnou funkci u rostlin. Na zaklad¢ zatim jen
neuplnych udajii byla a vytvofena sit vazebnych partnerid jednotlivych proteini ALBA
u husenicku rolniho v databazi STRING v. 10 (Szklarczyk et al. 2015). Predikce interakénich
partneru je zaloZena prevazné na datech z prob&hlych pokust, literatufe a expresnich profild,

z nichz vychazi predpoklad funkce péti z nich v okoli RNazy P a ribozomi (Obrazek 8A,
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Obriazek 8A: Grafické znazornéni interakénich partneria ALBA10 a ALBA20 u husenicku rolniho.
Barevné provedeni propojeni jednotlivych proteind odpovida pivodu ziskanych informaci: znamé interakce
(modfe a ruzove), predpokladané interakce (Cervené, tmaveé modre, zelené), dalsi (podle textu svétle zelené,
podle koexprese ¢erné, podle proteinové homologie $ed&). Pfevzato z www.string-db.org (2/8/2016).
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Obriazek 8B: Grafické znazornéni interak¢nich partneri ALBA30 a ALBAS0 u huseni¢ku rolniho.
Barevné provedeni propojeni jednotlivych proteinit odpovida pivodu ziskanych informaci: znamé interakce
(modfe a ruzove), predpokladané interakce (Cervené, tmavé modfe, zeleng), dalsi (podle textu svétle zelené,
podle koexprese ¢erné, podle proteinové homologie $edé). Pievzato z www.string-db.org (2/8/2016).
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Obriazek 8C: Grafické znazornéni interakénich partneri ALBAG60 a DANL u huseni¢ku rolniho.
Barevné provedeni propojeni jednotlivych proteini odpovida ptivodu ziskanych informaci: znamé interakce
(modfe a ruzove), predpokladané interakce (Cerveng, tmaveé modie, zeleng), dalsi (podle textu svétle zeleng,
podle koexprese ¢erné, podle proteinové homologie $edg). Pfevzato z www.string-db.org (2/8/2016).
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byla zkonstruovana zjednodusena souhrnna mapa interakci proteini ALBA u husenic¢ku
rolniho. Pro mozné propojeni s proteinovou podjednotou telomerazy TERT skrze NAP57

(dyskerin) www.string-db.org (24/3/2015) bylo do vysledné mapy interakéni sit¢ ALBA

zaneseno také toto propojeni (Obrazek 9).

Obrazek 9: Zjednodusena sit’ interakénich partneri proteini ALBA u huseni¢ku rolniho.
Mapa vazebnych partnerti proteinit ALBA zjednodusena na jejich funkci. Vytvofeno podle www.string-
db.org. v programu Xmind.

ALBA10

| ALBA20
. ALBA30

Ribozomalni proteiny —L RNaza p;MRp
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[ Translokony ]—__

5.2. Fenotypova charakterizace jednoduchych mutant rostlin huseni¢ku rolniho
s deficienci proteini ALBA

Prvnim experimentalnim pfistupem funkéni charakterizace proteini ALBA u huseni¢ku
byla fenotypova charakterizace mutantnich rostlin s vyfazenou funkci pfisluSnych gent.
Semena mutantnich rostlin byla ziskana z kolekce ABRC jako T-DNA inzer¢ni linie.
Z puvodniho poctu devatenacti inzer¢nich linii pro pét genti kodujicich proteiny ALBA byly
uptednostnény rostliny s pfitomnym inzertem prokazatelné detekovatelnym metodou PCR a
jeho umisténim vzhledem ke kodujici oblasti pfislusného genu. Rostliny nékterych T-DNA

linii byly ihned vytazeny z diivodu absence deklarované inzerce, semena heterozygotnich
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jedinct byla péstovana v dalsi generaci pro ziskani homozygotnich rostlin, jez byly ovéfeny
stejnou metodou.

Pro potvrzeni absence transkripti kddovanych vyfazenymi geny byla izolovana RNA
Z listh a kvétenstvi vybranych jedincti a plisobenim reverzni transkriptazy prepsana do cDNA.
Pomoci semikvantitativni PCR byly se specifickymi primery namnozeny pozadované useky.
Jako referencni gen byl vybran transkript pro ubikvitin10 (Obrazek 10A 1. Referen¢ni vzorky
a 10B 1. Referencni vzorky). Z divodu predpokladaného témét nulového vyskytu nékterych
Clent ALBA ve sporofytnich a generativnich organech byla zvolena pletiva obou z nich
pro spravné vyhodnoceni ziskanych dat. Ze sporofytu byla vybrana pletiva listu odebrana
zrozet, zatimco nejvhodnéjSim materidlem generativni faze se stalo celé kvétenstvi.
Vyhodnocenim  vysledki  gelové elektroforézy bylo v listech inzerénich linii
SALK 093621.55.50.x (inzerce v genu pro albal0) a SALK 069210.55.50.x (inzerce v genu
pro alba50) pozorovano vyrazné snizeni exprese (Obrazek 10A 2. Pokusné vzorky). Naopak
kjejimu navySeni doSlo u SALK 017543 (inzerce v promotoru genu pro alba30).
K nepatrnému snizeni exprese doslo i v inzercni linii SALK 069306.27.65.x (inzerce v genu
pro alba60). Transkript ALBA20 nebyl v cDNA zlistu SALK 021563.53.25.x vibec
detekovan. Naopak jeho =zvySena exprese byla zaznamenana v cDNA z kvétenstvi
pii porovnani s kontrolnim vzorkem (Obrazek 10B 2. Pokusné vzorky). Vyrazné snizeni
exprese bylo potvrzeno u inzer¢nich linii T-DNA SALK 093621.55.50.x a
SALK 069210.55.50.x, stejné jako nepatrny pokles hladiny transkriptu ALBAGO
v SALK_069306.27.65.x. Vzorek s primery specifickymi pro transkript ALBA30 nebyl
vinzeréni linii T DNA SALK 017543 detekovan. Z pozorovanych vysledkl lze usoudit
snizeni exprese ALBA10, ALBAS5S0 a ALBAG60 v pfislusSnych T-DNA inzer¢nich liniich
zpisobené vloZenou sekvenci v oblastech téchto genli. Naopak v liniich nesoucich inzerce
Vv oblastech promotorti genit ALBA20 a ALBA30 bylo pozorovdno mirné navySeni exprese
zpusobené pravdépodobné mistem inzerce ve vzdalenéjSich oblastech promotoru (pfiblizné
300 bp a 400 bp proti proudu) od pocatku transkripce.

Po napéstovani dostatecného mnozstvi homozygotnich rostlin s pozadovanymi
inzerénimi sekvencemi z nich byly odebrany oteviené kvéty, které byly pozorovany
ve viditelném svétle a pod UV svétlem o vinové délce 405 nm pod invertovanym
mikroskopem Nikon Eclipse TE 2000-E. Pti porovnani pylovych zrn z kontrolnich rostlin

ekotypu Columbia-0 se vzorky z rostlin inzer¢nich linii nebyl pozorovan vyrazny rozdil.
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Obrazek 10A: Stanoveni genové exprese pro ALBA v listech pomoci semikvantitativni PCR.
Referencni vzorky (1.) byly stanoveny pouzitim primera specifickych pro Ubikvitinl0 s cDNA pochazejici
z RNA z listi v8ech inzerénich linii T-DNA a kontrolni rostliny Columbia-0. Pokusné vzorky (2.) zahrnuji
dva vysledky pro kazdy zkoumany gen. S primery specifickymi pro konkrétni sekvenci ALBA byla
pfipravena reakce s CDNA z listii kontrolni rostliny a T-DNA inzer¢ni linie. Vybrané elektroforetické gely
zastupuji typické pozorované vysledky probéhnutych semikvantitativnich PCR.

1. Referencni vzorky - Ubikvitin10

cDNA (list)
o o

2. Pokusné vzorky - Alba
cDNA (list)

Obrazek 10B: Stanoveni genové exprese pro ALBA v kvétenstvi pomoci semikvantitativni PCR.
Referencni vzorky (1.) byly stanoveny pouzitim primerd specifickych pro Ubikvitin10 s cDNA pochazejici
zZ RNA z kvétenstvi vSech T-DNA inzer¢nich linii a kontrolni rostliny Columbia-0. Pokusné vzorky (2.)
zahrnuji dva vysledky pro kazdy zkoumany gen. S primery specifickymi pro konkrétni sekvenci ALBA byla
ptipravena reakce s CONA z kvétenstvi kontrolni rostliny a inzer¢ni linie T-DNA. Vybrané elektroforetické
gely zastupuji typické pozorované vysledky probéhnutych semikvantitativnich PCR.
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Podle x2 testu s opravou na spojitost Yatesovou korekci nebyl na 5% hladiné vyznamnosti
prokdzan rozdil mezi jednotlivymi nezavislymi pokusy ani pifi porovnani fenotypi mezi
T-DNA inzer¢nimi liniemi a kontrolnimi rostlinami Columbia-0 (viz. Pfiloha 13A).
Zastoupeni mutantnich zrn podle Rendka et al. 2011 celkové nebylo vyssi nez 1 % a
pfi porovnani s kontrolnimi vzorky s primérem 1,10 % se stalo zcela zanedbatelné
(Obrazek 11A).

Fenotyp vyvijejicich se semen byl charakterizovan v plné zralych SeSulich umisténych
mezi 7. a 9. pozici od baze stonku. Stanoveni jejich fenotypu probihalo podle (Meinke et al.
2008). Ani na této trovni nebyl pozorovan zadny rozdil v projevu deficience proteinit ALBA
s hodnotami, které se celkové nepohybovaly nad 4 % V porovnani s kontrolnimi rostlinami
stémét 2 % defektnich semen (Obrazek 11B). Nejvyssi hodnoty téchto méfeni byly
pozorovany U rostlin linii SALK _093621.55.50.x (albal0) a SALK_069306.27.65.x (alba60),
které se pohybovaly az kolem 10 %. Zadna z téchto hodnot vak nebyla pii opakovani znovu
naméiena. Pfi sledovani poctu vyvijejicich se semen v jednotlivych SeSulich nebyl na 5%

hladiné vyznamnosti shledan rozdil mezi jednotlivymi nezavislymi pokusy pifi porovnani

Obrazek 11: Obrazova dokumentace
pozorovanych pletiv.

Pylové zrno divokého typu z kontrolni
rostliny Columbia-0 (A) v roztoku
s DAPI ve viditelném svétle a pod UV
svétlem s méfitkem 20 pm. Semena
vseSuli (B) zkontrolni rostliny
Columbia-0. Znacené objekty zobrazuji
**divoky fenotyp, *mutantni fenotyp a
Sipkou neoplodnéné vajicko. Semeno
z rostlin transformovanych konstrukty
pPFAST-RO7::ALBAp:ALBA:GFP (C)
s cervenym fluorescencnim proteinem
(RFP)  pod promotorem  oleosinu
s méfitkem 100 pm.
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fenotypti mezi inzerénimi T-DNA liniemi ani porovnanim s kontrolnimi jedinci Columbia-0

ové&fenim testem y* s opravou na spojitost Yatesovou korekei (viz. Priloha 13B).

Obrazek 12: Grafy fenotypi pozorovanych u rostlin inzer¢nich linii T-DNA a Columbia-0.
Znazornéni zastoupeni mutantnich fenotypli u rostlin inzerénich T-DNA linii a Columbia-0 (%)
S jednosmérnymi chybovymi useCkami smérodatnych odchylek v pylovych zrnech (A.) a semenech (B.)
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5.3. Exprese

Zakladni informace o proteinech ALBA u husenicku byla ziskdna z jejich expresnich
profilti ziskanych na zaklad¢ transkriptomickych dat (Honys & Twell 2004; Schmid et al.
2005; Borges et al. 2008; Wang et al. 2008; Qin et al. 2009). Zde byla zjisténa variabilita
intenzity exprese jednotlivych ¢lenti rodiny (Obrazek 13). Obecné byla pozorovana vyssi mira
exprese V generativnich organech, zejména v saméim gametofytu béhem vyvoje pylu a
Vv pribéhu kliceni a ristu pylové lacky. Neni tomu tak vSak u vSech ¢lent rodiny geny
ALBA10, ALBA50 a ALBAG60 byly silngji exprimovany ve sporofytu nezli v gametofytu.
To bylo nejvyraznéji pozorovano u genu ALBA10, jez je nejabundantnéjsSim genem rodin
vyrazné klesa, aby byl vsemeni opét aktivovan. ALBAG0 byl naopak nejslabgji
exprimovanym c¢lenem zkoumané genové rodiny. Nicméné i u téchto tii genli byla
pozorovana zvySena exprese v reprodukénich organech, at’ uz v poupatech (ALBA10),
¢i dokonce v jednobunéénych mikrosporach (ALBAS50). V dobé, kdy dochazi k potlaceni
exprese vyse popsanych gent, rapidné vzrista abundance transkripti DAN1, ALBA20 a
ALBA30. Nejlépe je to vidét na piikladu DAN1, ktery je nejvyraznéjsim ¢lenem rodin ALBA

Obrazek 13: Graf genové exprese ALBA.
Grafické znazornéni expresnich dat proteinii ALBA u husenicku rolniho v generativnich organech,
pfi vyvoji semene a mladé rostliny.
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ve spermatickych bunikach (Borges et al. 2008), v trojjaderném pylu v dusledku pasobeni
transkripéniho faktoru DUO1 (Borg et al. 2011). Od stadia mikrospor se pii vyvoji pylu a
po vykli¢eni pylové lacky podle podobného vzoru chovaji i transkripty ALBA20 a ALBA30
z podrodiny Rpp25. Z téchto vysledkd lze usoudit, Ze zmnoZeni proteinti skupiny ALBA
U husenicku umoznilo jejich rozrtiznéni minimalné na urovni vyvojové specifity a vyrazné

preferencni vyskyt transkriptit ALBA20, ALBA30 a DAN1 ve spermatickych buiikach pylu.

5.4. Lokalizace proteini ALBA fazovanych s GFP na bunécné tirovni u huseni¢ku
rolniho

5.4.1. Pfiprava sekvenci na klonovani

5.4.1.1. Navrzeni primert

Pro lokalizaci proteint ALBA byly izolovany jejich sekvence DNA z genomu ekotypu
Columbia-0 a svymi 3" konci fuzovany s GFP. Nukleotidové sekvence gent kodujicich
proteiny ALBA pochazely piimo z plné genomové sekvence huseni¢ku rolniho dostupné
na wwwe.arabidopsis.org. Jména proteinti byla utvofena podle posledniho dvojcisli na pozici
chromozomu, mimo jiz diive popsaného proteinu DAN1 (Borg et al. 2011).

Primery pro namnoZeni pozadovanych sekvenci byly navrzeny v oblastech promotort
ptiblizné 1000 bp proti proudu od pocatku transkripce a na 3" koncich koédujicich sekvenci
tak, aby zde nebyly pfitomny kodony stop. Pro planované pouziti téchto fragmentl pii fuzi
S GFP Dbyly ksekvenéné specifickym c¢astem primert komplementarnim s 3" konci gent
pfidany dva nukleotidy thyminii pro udrZeni cteciho rdmce s posléze ptidanou sekvenci
pro GFP. Na 5" koncich primerG byly navrzeny sekvence komplementarni k poloviné

klonovacich adapterd AttB.

5.4.1.2. NamnoZeni genll pro proteiny ALBA

Pro pfipravu expresnich kloni byly pouzity vySe popsané primery tvoiené genove
specifickymi sekvencemi pro useky kodujici proteiny ALBA a jejich promotory a casti
adaptertt klonovacich mist AttB1 a AttB2 v PCR s polymerdazou Taq Mercidza. V téchto
reakcich byla ovéfena specifita primerti a reakéni podminky. Prvni testovani probihalo pfi
55°C se zdanlivym uspéchem pouze u gent AT3G07030 a AT1G29250 pro proteiny
ALBA30 a ALBAS5O0. Pro namnozZeni ostatnich gent bylo testovano vétSi mnozstvi podminek,
jez vedly k ovéteni spravné funkce navrzenych oligonukleotid. Pouze pro protein ALBA20
byl po vice nezdarech navrZzen novy primer v oblasti promotoru, ktery byl rychle shledan

vhodnym pro namnoZeni pozadované sekvence. Pro vyssi chybovost polymerdzy Taq
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Merciaza byly netplné expresni klony namnoZeny polymerazou s opravnou aktivitou
Phusion®. U vétsiny reakci byly pro nasednuti primerd pouzity dvé teploty, prvni z nich
slouzila ke sparovani  sekvencné specifické oblasti oligonukleotidi s pfislusSnym
antiparalelnim vldknem genomové DNA v prvnich péti opakovanich PCR. Druha teplota byla
Jiz vyssi a slouzila pro rozpoznani cilovych oblastni celym primerem v dalSich 25 cyklech.
Polovina PCR reakénich smési byla posléze nanesena na agar6zovy gel s ethidium bromidem
pro ovéteni pfitomnosti pozadovaného produktu. Nasledovala dalsi PCR s oligonukleotidy
0 plné adapterové sekvenci klonovacich mist AttB pro ziskéni uplnych expresnich klont.
Rozdéleni produktd probihalo na agar6zovém gelu s ethidium bromidem, z n¢hoz byly
pfitomné fragmenty o spravné délce vyfezany skalpelem a izolovany extrakénim kitem (viz.

Material a metody).

5.4.2. Klonovéni sekvenci pro proteiny ALBA metodou Gateway® Technology

5.4.2.1. Tvorba vstupnich klona

Namnozené sekvenéni fragmenty odpovidajici klonovanym gentim byly podrobeny
reakci BP za vzniku vstupnich klont ve vektoru pDONR™221 (kompatibilni se systémem
Gateway"). Konstrukty byly vneseny do chemicky kompetentnich bakterii E. coli (viz.
Material a metody), jejichZ kultivace probihala na médiu se selek¢nim markerem (kanamycin)
pro zachyceni nejvy$$iho mnozZstvi spravného produktu. Napéstované kolonie bakterii byly
testovany na piitomnost vstupnich klont PCR a vyhodnoceny gelovou elektroforézou.
Z bakterialnich kolonii vybranych na zakladé¢ této metody byly izolovany vstupni klony,
jejichz koncentrace se pohybovaly zpravidla mezi 200 — 350 ng/ L. Vyjimku tvofil konstrukt
s vnesenou sekvenci pro protein ALBA30 s kone¢nou koncentraci pouze 160 ng/ pL.

Kvalita produktli byla ovéfena pomoci restrikénich enzymii a kontroly v podobé&
piivodniho vektoru Gateway™ pDONR™?221. Pozitivni vysledky byly zaznamenany u viech
vstupnich klontt mimo konstruktu s expresnim klonem pro protein ALBA30. Cela reakce BP
byla pro tento gen znovu opakovana a ovéfena bez uspokojivého vysledku. Ostatni produkty
byly mezitim podrobeny sekvenaci Lightrun s konecnym ovéfenim piitomnosti spravnych
sekvenci bez mutaci.

Po nezdateném vlozeni Gseku regulacni a kodujici oblasti ALBA30 byly navrzeny
nové primery pro klonovani podle protokolu pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kits.
Primery byly testovany PCR s polymerazou Taq Mercidza. Pro samotné klonovani
byla provedena PCR s polymerdzou Phusion”. Velikost namnozeného fragmentu byla

zkontrolovana pomoci agar6zové gelové elektroforézy a produkt byl izolovan extrakénim
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kitem. Nasledné byla provedena prvni rekombinac¢ni reakce, ktera byla vnesena do chemicky
kompetentnich bakterii E. coli po aplikaci teplotniho Soku. Bakterie byly testovany
na ptitomnost vnesenych sekvenci opét pomoci PCR, avsak bez tispé$ného vysledku. Posléze
bylo testovano celkem 20 bakterialnich kolonii, opét bez uspéchu. Nasledné byl postup
opakovan namnozenim cilové sekvence, rekombinacni reakci a transformaci bakterii. Staly
materialu, jeho vyssi délkou 3 240 bp a kone¢né vysokym podilem GC bazi.

Pro vyssi uspéSnost rekombinacnich reakci s dlouhymi sekvencemi i pifi nizkém
vyt&zku po izolaci z gelu byl pouzit TOPO® XL PCR Cloning Kit. Produkty PCR
s polymerazou Phusion™ vkladané do vektoru pCR-XL-TOPO®™ byly lemovéany plnymi
klonovacimi misty AttB pro pozdéjsi rekombina¢ni reakci S destinatnim vektorem
pFAST-RO07. Klonovani do vyse zminéného vektoru bylo provedeno podle protokolu (viz.
Material a metody). Vysledna reakce byla opét vnesena do bakterii E. coli. Pravdépodobné

pro neuspéch transformace bakterii byl tento postup opakovan opét s negativnim vysledkem.

5.4.2.2. Ptiprava konstruktt na transformaci rostlin

Ziskané vstupni klony byly pouzity v reakci LR k pfenosu sekvenci do destinaéniho
binarniho vektoru pFAST-RO7. Vzniklé produkty pFAST-RO7::AlbalOp:AlbalO:GFP,
pFAST-RO7::Alba20p:Alba20:GFP, pFAST-RO07::Alba50p:Alba50:GFP, pFAST-
RO7::Alba60p:Alba60:GFP a pFAST-R07::DAN1p:DAN1.GFP byly vneseny do chemicky
kompetentnich bakterii E. coli stejnym zptsobem jako vstupni klony. Ovéfeni klonovani
pomoci PCR, restrikéni analyzy a sekvenace prob&hlo spesné.

Ovétené produkty po klonovani, expresni klony, byly vneseny do rostlin
pro pozorovani lokalizace fuzovanych proteinit ALBA s GFP na bun&tné tGrovni a v ramci
jednotlivych rostlinnych pletiv husenicku rolniho. Pro tento ucel byl shledan nejvhodné&jSim
patogenni pienos do rostlin zprostfedkovany kmenem Agrobacterium tumefaciens
pro nejvyssi uspésnost (Clough & Bent 1999). Bakterie byly kultivovany tentokrat 2 dny
pti 37 °C namédiu se selekci pro binarni vektor (spektinomycin), pomocny plazmid
(gentamycin) a chromozom (rifampicilin). Z napéstovanych kolonii byly nahodné vybrany
vzorky, které byly testovany PCR na ptitomnost sekvenci genlit ALBA obklopené klonovacimi
misty AttB1 a AttB2 a pozd¢ji pouzity pro napadeni jedincii ekotypu Columbia-0 a vlozeni
pozadované oblasti konstruktl pFAST-R07::Albap: Alba:GFP do jaderné informace vaje¢nych
bunék samiciho gametofytu. Pro zvyseni Gispésnosti transformace byly oteviené kvéty a jiz

vyvinuté SeSule pied touto procedurou odstranény.
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U sklizenych semen byla nejdiive sledovana pritomnost RFP, pod mikroskopem
Nikon Eclipse TE 2000-E (Obrazek 11C). Kazeta obsahujici gen pro RFP pod kontrolou
promotoru oleosinu aktivniho pouze v semenech byla soucasti expresniho vektoru, a proto
byla exprimovana pouze v transformovanych semenech. Vybrand semena byla sterilizovana a
poté vyseta in vitro a kultivovana ve fytotronu, polovina rostlin za standardnich podminek a
ostatni v obalu nepropustném na svétlo pro zamezeni syntézy chlorofylu ve vyvijejicich se
déloznich listech, které by mohlo zkreslit pozorovani. Vybrané rostliny byly péstovany
do druhé generace jedinct, v nichz byla pozorovana lokalizace faznich proteini ALBA

s GFP.

5.4.3. Klonovani metodou Golden Braid a syntéza DNA

Pro staly problém amplifikace nékterych DNA pomoci PCR byla zménéna metoda
klonovani a v laboratofi byl postupné zavadén systém GoldenBraid 3.0 (Sarrion-Perdigones et
al. 2011). Pomoci aplikace GB Domesticator byly navrzeny tii pary primerti pro namnozeni
usekt promotoru a genu AT3G07030. Zvolenymi adapterovymi sekvencemi byl pfedurcen
jejich dalsi osud vloZenim do vektoru pUPD (Sarrion-Perdigones et al. 2011). Po in silico
testovani téchto oligonukleotidi (www.idt.com) byly ptipraveny PCR s polymerazou Taq
Merciaza a detekovany ethidium bromidem na elektroforetickém gelu.

Z ditvodu absence produktu ve tieti reakci byla tato opakovana za stalé absence
produktu. Pro pozdé&jsi pouziti tsekli DNA v klonovacich reakcich byly prvni dvé reakce
namnozeny polymerazou Phusion® s pozitivnim vysledkem. Pro stilou absenci produktu
ve tfeti reakci i pfi pokusu s polymerazou Phusion® bylo pétrano po pivodu obtiZi spojenych
s piistupem k sekvenci DNA. Pii hledani byla v oblasti tohoto Useku zjiSténa piitomnost
transponovatelného elementu z nadrodiny DNA/MuDR. Podle dalsich informaci

z www.arabidopsis.org ptitomna sekvence patii do rodiny transponovanelnych elementi

Vandal 17 (AT3TE09350). Pro neutuchajici problémy s namnoZenim tohoto useku byla
zadana syntéza tohoto produktu firmé¢ Eurofins Genomisc (Ebersberg, Némecko), av§ak ani

tento piistup nepfinesl zddny pozitivni vysledek.

5.4.4. Lokalizace proteinu ALBA u huseni¢ku rolniho

Prvni pozorovani ctyfdennich semenackii druhé generace pod invertovanym
mikroskopem Nikon Eclipse TE 2000-E odhalila pfitomnost proteini ALBA fazovanych
S GFP v délivé a prodluzovaci zon€ kotene. Pro sledovani jejich pfitomnosti v sam¢im

gametofytu byly odebrany oteviené kvéty Sestitydennich rostlin a pozorovany v mikrotitracni
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desti¢ce. Detailnéj$i pozorovani na konfokalnim mikroskopu Zeiss880 bylo provedeno
ve viditelném spektru a pii vinové délce 488 nm. Fluorescence GFP byla viditelna ve stejném
vzorci vyskytu u vSech proteini ALBA u husenicku v délivé a prodluzovaci zoné kotene
zejména podpovrchovych vrstev primarni kiry. Nejsilnéjsi mira fluorescen¢niho signalu byla
pozorovana u rostlin s fiznim genem pro ALBASO0:GFP, zatimco nejslabsi byla podle
ofekavani zaznamenana u produktu DANI1:GFP. Kazdy vzorek byl nasniman v rozmezi
vlnovych délek prekryvajicich emisni spektra zeleného fluorescenéniho proteinu a
obsahovych latek pro snazs$i popis fluorescencniho signdlu GFP bez kontaminace
epifluorescenci bunécnych stén. U vSech pozorovanych vzorkli byly proteiny ALBA
lokalizovany pfevazné V cytoplazmé, avSak V nerovnomérném zastoupeni objemu bunky.
Byly pozorovany neménné oblasti vysSiho vyskytu a silnéjsiho signalu obklopené misty
S niz§im zastoupenim daného konstruktu. Proteiny obou podrodin ALBA u husenicku rolniho
se vyskytuji pfevdzné V cytoplazmatickém prostoru v zatim blize neurcenych oblastech
S vy88im podilem nez v jinych a u proteinu ALBAS0 také v blize nestudovanych ttvarech
nepravidelného tvaru S jasnym a zietelnym signalem GFP (viz. Obrazova ptiloha 1).

Z otevienych kvétd byl pienesen pyl do kapky 0,1 M Manitolu pro udrZeni
osmotického tlaku uvnitf bun¢k samciho gametofytu. Konfokalnim mikroskopem Zeiss880
byl pozorovan ve viditelném svétle ivrozpéti vinovych délek pro pozorovani GFP.
Lokalizace proteini ALBA flizovanych se zelenym fluorescenénim proteinem se mezi
jednotlivymi konstrukty vyrazné lisila. Epifluorescence byla pozorovana ve vegetativni buiice
pylového zrna, ktera vypliuje vétSinu prostoru samcéiho gametofytu, V nerovnomérném
rozlozeni s vyraznym hromadénim v nékterych oblastech cytoplazmy ptedevsim u rostlin
s fiznimi produkty DANI1:GFP, ALBA10:GFP a v niz$i mife také u ALBA20:GFP (viz
Obrazova ptiloha 2; DAN1-GFP, ALBA10-GFP, ALBA20-GFP). Podle o¢ekavani byl zeleny
fluorescenéni signal detekovan v cytoplazmé spermatickych bunék rostlin s konstruktem
PFAST-RO7::DAN1p:DAN1:GFP a podle stejného vzorce také v pfitomnosti ALBAG60:GFP,
ALBA10:GFP a opét s niz$i intenzitou u rostlin s ALBA20:GFP (Obrazova ptiloha 2; DAN1-
GFP, ALBAG60-GFP, ALBA10-GFP, ALBAZ20-GFP). Kromé¢ vyssi intenzity signdlu
pozorovaného v cytoplazmé spermatickych bunék, ve srovnani s vegetativni buiikou, byl také
zde lokalizovan ve sférickych ¢asticich zatim nezndmého plivodu. Mimo ocekavani byl fuzni
protein ALBA60:GFP detekovan v celém sam¢im gametofytu, byt transkriptomicka data
(Obrazek 13) naznacovala spiSe jeho absenci. Naopak vyskyt ALBA50:GFP v pylovém zrnu

nebyl potvrzen.
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Ze ziskanych vysledki 1ze vyvodit rozriznéni mist pusobeni jednotlivych ¢lend skupiny
Alba u husenicku rolniho. Zatimco produkt fazniho konstruktu ALBAG0:GFP byl s nejvyssi
intenzitou zelené¢ho fluorescenéniho signalu detekovan v diferenciacni zoné ¢tyidennich
rostlin husenicku rolniho, vsam¢im gametofytu nebyl jeho vyskyt zaznamenan,
pravdépodobné Vv dasledku specifické exprese tohoto proteinu pievazné ve sporofytickych
pletivech. Opacny vzorec byl pozorovan pii lokalizaci DAN1:GFP s minimalni pfitomnosti
Vv blizkosti kotfenové Spicky, zato vSak s ojedinélou intenzitou ve spermatickych bunkéch a
ve vegetativni bufice poukazujici na znacné obohaceni v pozdéjSich fazich vyvoje pylu.
Vyskyt posledniho ¢lena podrodiny Rpp20, ALBASO byl pomoci signalu zelené¢ho
fluorescenéniho proteinu zaznamenan v obohaceném mnozstvi v diferenciacni zoné kotene
pfi porovnani s ostatnimi proteiny rodiny Alba. Primérné zastoupeni proteini ALBA10 a
ALBA20 podle intenzity fuznich konstrukti ALBA10:GFP a ALBA20:GFP v kofincich a
pylovych zrnech naznacuje jejich nespecifickou expresi a aktivitu ve vegetativnim a

generativnim vyvoji husenic¢ku rolniho.
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Obrazova priloha 1: Lokalizace proteini ALBA v koi'enech 4dennich rostlin husenicku rolniho.
Vyskyt proteini ALBA byl lokalizovan podle faznich konstruktt ALBA:GFP v cytoplazmé bunck
diferenciacni zony kotene epifluorescenci (GFP) a ve viditelném spektru (VS). Ke kazdému obrazu byly
vytvoreny detaily pro snazsi vizualizaci na bunééné urovni. Nejvyssi intenzita fluorescencniho signalu byla
zaznamenana u rostlin s vnesenym ALBAS50:GFP (ALBA50-GFP/-VS), nizsi podil fluorescence byl
zaznamenan u rostlin s ALBA10:GFP (ALBA10-GFP/-VS), ALBA20:GFP (ALBAZ20-GFP/-VS) a
ALBAG60:GFP (ALBAG0-GFP/-VS). Naopak téméf neznatelny signal byl zachycen ze stejné oblasti
urostlin s DAN1:GFP (DAN1-GFP/-VS). Kontrolnimi vzorky byly rostliny ekotypu Columbia-0
(Col-0-GFP/-VS).
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Obrazova priloha 2: Lokalizace proteini ALBA v pylu Sestitydennich rostlin huseni¢ku rolniho.
Vyskyt proteini ALBA byl lokalizovan podle faznich konstrukti ALBA:GFP v cytoplazmé vegetativni
buniky samciho gametofytu a cytoplazmé spermatickych bunc¢k v nerovnomémém zastoupeni
epifluorescence (GFP) a ve viditelném spektru (VS). K nékterym obraziim byly vytvofeny detaily pro snazsi
vizualizaci na buné¢né urovni. Nejvyssi intenzita fluorescencniho signalu byla zaznamenana u rostlin
s vnesenym DANI1:GFP (DAN1-GFP/-VS) v cytoplazmé a ¢asticich nepravidelného tvaru vegetativni
builkky a spodobnym vzorem s vysS$i intenzitou také v obou spermatickych buinikach. Nizs§i podil
fluorescence byl zaznamenan u rostlin s ALBA10:GFP (ALBAL10-GFP/-VS) a ALBA60:GFP (ALBAG60-
GFP/-VS) také v cytoplazmé celého gametofytu. Téméf neznatelny signal byl zachycen ze stejnych
oblastech gametofytu u rostlin s ALBA20:GFP (ALBA20-GFP/-VS). Kontrolnimi vzorky byly rostliny
ekotypu Columbia-0 (Col-0-GFP/-VS).
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6. Diskuze

Piedkladana prace je shrnutim poznatki o proteinech ALBA ziskanych z dostupnych
zdroji predevsim volné pristupnych databéazi, programti a algoritmti a vlastni prace popisu
fenotypu jednoduchych mutant inzerénich T-DNA linii a lokalizace fuznich proteinti s GFP.
Podle jiz publikovanych praci, které se zabyvaji evolucné vice ¢i méné vzdalenymi
organismy, lze tyto proteiny podle vysledki zjisténych pii hledani odpovédi na vytycené cile
zasadit do celkového kontextu. Z prvnich udaju o lokalizaci proteini ALBA u huseni¢ku lze
pozorovat shodu s jejich nerovnomérnym vyskytem v cytoplazmatickych ¢asticich, avsak

na rozdil od dal$ich studovanych organismu se nevyskytuji ve stejné mite v jadre.

6.1. Fylogeneticky strom

Ze ziskanych informaci se proteiny obsahujici doménu ALBA vyskytuji u vSech
skupin organismu rozdélené do tii vyvojovych vétvi, jedné archaedlni a dvou eukaryotnich
(Mani et al. 2011). Prvni ziskané poznatky pochazely z organismti archaealniho puvodu, kde
se proteiny ALBA vyskytuji vazané na DNA a svym bazickym charakterem mohou odpovidat
za zmény v usporadani genetické informace (Jelinska et al. 2005). Jejich zastupci
Archaeoglobus fulgidus a Methanococcus kandlerii si stejné jako nejvice studovani ¢lenové
Sulfolobales nesou dvé kopie téchto proteint. Lisi se vSak v ¢ase vzniku genovych duplikaci.
Zatimco u zastupct A. fulgidus a M. kandlerii se vzhledem k vysoké ptibuznosti obou
proteind predpoklada tato udalost v nedavné dobé, rozdilnost v fadu Sulfolobales poukazuje
na mnohem ranéj$i vznik. Mezi tiemi =zastupci fadu (S. solfataricus, S. tokodaii,
S. acidocaldarius) jsou vice konzervované geny ALBAL z vice nez 90 % identické, zatimco
u vzdalenéjsich druhti pouze z pfiblizné 60 %. Vice rozriznéné produkty genové kopie
ALBAZ2 se svou sekvenci k ALBA1 blizi pouze z 30 %, zatimco u rtiznych organismi jsou
z 60 — 70 % totozné (Jelinska et al. 2005).

Podle sekvenéniho alignmentu domén Alba jiz byl sestaven fylogeneticky strom vSech
nalezenych homologl. Po vyclenéni proteinit ALBA archaedlni rodiny byly jejich eukaryotni
homology rozdéleny do dvou podrodin, proteini podobnych Rpp20 a Rpp25. Ze ziskanych
udaji vyplyva jejich vznik ze spole¢ného piedka jesté pred oddélenim Archae a Eukarya, kde
byly brzy vevoluci duplikovany, a proto mohlo dojit k jejich velkému sekvenénimu
i funkénimu rozriznéni. AvSak vysoky stupen zachovani puvodni struktury piedevsim
Vv oblasti domény Alba je charakteristicky pro nékteré proteiny metabolismu RNA, kterymi
ALBY jsou (Anantharaman et al. 2002; Aravind et al. 2003). Dosud byly studovany

predev§im u parazitickych organismut, naptiklad u rodd Leishmania (Dupé et al. 2015),
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Plasmodium (Goyal et al. 2012), Toxoplasma (Gissot et al. 2013) a také u clovéka
(Eenennaam et al. 2002). V rodu Trypanosoma byly popsany ¢tyfi homology, které zastupuji
ob¢ eukaryotni podrodiny dvéma geny, ze skupiny Rpp20 proteiny ALBA1l a ALBAZ2 a
z Rpp25 proteiny ALBA3 a ALBA4 (Mani et al. 2011). Naproti tomu Plasmodium
falciparum koduje pouze tii ¢leny rodiny Alba, ALBALl, ALBA2 a ALBA3 (Goyal et al.
2012). U Leishmania infantum byly na rozdil zatim od vSech ostatnich prvokl popsany jen
ALBAL a ALBA3 (Dupé et al. 2015). V lidském genomu byly popsany dva geny pro tyto
faktory vazajici DNA i RNA, kazdy z jedné eukaryotni podrodiny, Rpp25 a Rpp20 (Aravind
et al. 2003).

Pti porovnani dosud ziskanych znalosti o Albach ze zéstupcl zivociSné fiSe
s rostlinami, kde se vétSina homologt skryva pod nazvy neznamych a necharakterizovanych
proteinl, ziistavaji pravé tyto organismy na znaéné odlehlém poli poznani. V rostlinnych
genomech bylo navic popsano znacné zmnozeni genii ALBA, které u dvoudéloznych rostlin
mize piesahovat i vice nez tficet kopii. Kupiikladu genom Gossypium raimondii obsahuje 32
homologl (databaze SUPERFAMILY 1.75; Gough et al. 2001; Morais et al. 2011)). Proto
muze byt dosud ziskana piedstava o jejich funkci a lokalizaci vychylena v dusledku
nezndmych regulaci a vazebnych partneri, které mnohondsobné duplikace umoziuji. Dodnes
byl z rostlinné tise studovan pouze jeden protein (OsALBA1) z celkem deseti ¢lent rodiny
Alba u ryze, jejichZ podobnost je u jednodéloznych rostlin vyssi nez u dvoudéloznych (Verma
et al. 2014). U jedné z modelovych rostlin, huseni¢ku rolniho, bylo na zakladé alignmentu
odhaleno Sest genli ALBA, které jiz byly uvedeny v kontextu homologl ze vSech domén
organismu (Aravind et al. 2003). Avsak cCastéji je v mnohonasobnych alignmentech pfitomen
jen jeden z nich, coz muze, vzhledem k jejich riznorodosti, zkreslit vysledky praci.

Snahy 0 nové uspotadani piibuzenskych vztaht v rodiné Alba se zapojenim novych
¢lent prevazné z rostlin a Archae vedlo ke znaénym zménam oproti ptivodnimu uspotfadani
dvou podrodin podobnych Rpp20 a Rpp25 u eukaryotnich organismul. Rostlinné homology
byly nazakladé alignmentu plnych aminokyselinovych sekvenci proteini ALBA zcela
vyc¢lenény z eukaryotni rodiny zastoupené had’atkem, mysi, octomilkou a ¢lovékem (Verma et
al. 2014). Pii pokusu o zopakovani mnohondsobného sekven¢niho alignmentu
aminokyselinovych sekvenci zastoupeného dvéma homology ryze, Sesti proteiny huseni¢ku a
dvéma zastupci rodiny Alba u ¢lovéka podle Aravinda et al. 2003 srozdilem porovnani
celych proteinovych sekvenci namisto pouze domén Alba, nebyly rostlinné proteiny
rozfazeny do podrodin s hRpp20 a hRpp25, nybrz zistaly vyclenény. Pro demonstraci

roz¢lenéni proteinit ALBA u husenicku rolniho do eukaryotnich podrodin podle typickych
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sekven¢nich motivii, byl proto uveden jen fylogeneticky strom s jejich dvéma homology
uryze. Z uvedenych vysledki Ize vyvodit dilezitost alignmentu celych sekvenci proteint
ALBA pro utvofeni pfedstavy o piibuznosti téchto proteinti u rostlin. U husenicku rolniho se
jeden z homologi podrodiny Rpp20 evoluéné vzdalil od téméi identickych ALBAS50 a
ALBAG60 nejen svou primdrni strukturou, nybrz i pravdépodobné svou funkci a regulaci
Castecné zavislou na transkripénim faktoru DUO1 (Borg et al. 2011). Na druhé strané jiz vice
sekvencné rozriznéni ¢lenové druhé podrodiny ALBA10 a ALBA20 se zasadné 1isi v doméné
na 3'konci kodujici sekvence DNA. ALBA30 ve svém poslednim exonu ukryva transpozon
zrodiny Vandall7, ktery je fazen mezi transponovatelné¢ elementy DNA/MuDR a

znemoziuje namnozeni a zdkladni studium tohoto proteinu.

6.2. Ruznorodost domén proteini ALBA

Proteiny rodiny Alba obsahuji jedny z nejstarSich domén pro vazbu nukleovych
kyselin. Jejich struktura velmi pfipomind doménu na aminovém konci u DNazy I, avSak
s dlouhou vlasenkou B (Biou et al. 1995; Wardleworth et al. 2002). Pivodné se tyto domény
vyvinuly pravdépodobné zjedné struktury s afinitou k RNA, jez se v prubéhu evoluce
rozriznila svou funkci i prostorovym uspofadanim v doménu YhbY, doménu na aminovém
konci u DNazy I a strukturu na karboxylovém konci IF3 (Aravind et al. 2003). Pravé tato
globularni doména sloZzena ze smycek a helixi a u IF3 zprosttedkovava vazbu k podjednotce
ribozomu 30S (Sette et al. 1999; Petrelli et al. 2001; Aravind et al. 2003). U eukaryotnich
organismi dochazi skrze tuto strukturu k tvorbé funkénich heterodimert (Welting et al.
2007). Velikost této domény se vSak mezi organismy lisi. U ryze byla jeji délka stanovena
na 64 aminokyselin piedstavujici dvé tietiny délky z primérych 95, zatimco u homologi
husenicku se pohybuje mezi 95 aminokyselinami u kratSich a 149 aminokyselinami u delSich
variant. Kromé domény Alba na aminovém konci proteinu se u eukaryotni rodiny vyskytuji i
dalsi charakteristické sekvencni motivy.

Podrodina Rpp25 nese ve své sekvenci u karboxylového konce proteinu motiv
GYQXP a repetice RGG. Trinukleotidovéa sekvence RGG se schopnosti nespecifické vazby
RNA byla nalezena u proteinit vazajicich RNA, nukleolinu, FMRP a SAF-A. Metylace
argininu pfitomnd u velkého mnoZstvi zastupcli s timto motivem by mohla branit mozné
vazbé k RNA ¢i dalsim vazebnym partnerdm komplexti RNP (Liu & Dreyfuss 1995; Aravind
et al. 2003; Mani et al. 2011). Provedené¢ pokusy s ALBA3 a ALBA4 vsak poukazaly

na nezavislost vazby k dal$im ¢leniim této rodiny na repeticich RGG u Trypanosoma brucei
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(Mani et al. 2011). Pfitomnost dvou domén pro vazbu RNA, Alba a repetic RGG,
zastoupenych také u tfech homologii ALBA10, ALBA20 a ALBA30 v tésné ndvaznosti
na doménu Alba by mohla rozsifit moznost plisobeni téchto proteinti vazbou riiznych
substrati. Otazkou vSak zlstdva vyznam mobilniho elementu Vandall7 v této oblasti, ktery
mohl vyrazné prispét ke zmeéné afinity vysledného proteinu k RNA ¢i ovlivnit genovou
expresi zménou epigenetickych modifikaci pfitahujici jinou skupinu vazebnych faktort DNA.

U ¢lentt Rpp20 se téz u husenicku rolniho vyskytuje motiv FDxh, pficemz h je zde
reprezentovano leucinem, nejcastéj$i aminokyselinou v této pozici. Pfitomnost této sekvence
byla nalezena pfi sekvenénim alignmentu proteinii na pozici 110. az 113. aminokyseliny
ALBA50 a ALBAG60 v motivu FDEL a FDSL mezi 127. a 130. aminokyselinou DANL.
Pfitomnost tohoto konzervovaného motivu spolecné s GYQxH z druhé podrodiny proteini
vSak zatim nebyla vysvétlena na funkéni ani regulacni Grovni. Lze se tedy zatim pouze

dohadovat o jejich vyznamu v eukaryotni linii proteini Alba.

6.3. Odhad prostorového usporadani proteini ALBA u huseni¢ku rolniho na zakladé
znamych krystalickych struktur.

Pro odhad pravdépodobné trojrozmérné struktury proteinit ALBA u husenicku rolniho
byly pouzity jiz znamé krystalické struktury. Nejvice téchto krystali bylo ziskano z Archaea,
naptiklad z Archaeoglobus fulgidus, INFH (Zhao et al. 2003), ¢i Sulfolobus solfataricus,
1HOX (Wardleworth et al. 2002). Vyuzitim téchto informaci bylo mozné vytvotit modely
pro zatim nezndmé krystaly téchto proteini u ryze (OsALBAL1), podle struktury jediného
krystalu proteinu husenicku rolniho ALBA60 v dimerni formé, IVMO (Verma et al. 2014).
Ziskany model vsobé ukryva sekundarni strukturu o/f (o/f fold) charakteristickou
pro doménu na aminovém konci DNazy I a doménu pro vazbu RNA na karboxylovém konci
u Archaea a parazitického druhu Plasmodium falciparum (PfALBA3) je sloZena z Ctyt listi
B (BI — BIV) a dvou Sroubovic a (al, all) a tfi helixit a u ryze (Wardleworth et al. 2002;
Aravind et al. 2003; Chou et al. 2003; Goyal et al. 2012; Verma et al. 2014). Listy f3/p4 jsou
spojeny velmi variabilni prodlouzenou vlasenkou, kterd zprostfedkovava vazbu téchto
proteintt do malého zlabku DNA (Goyal et al. 2012) a vytvaii misto nejvétsich konformacnich
zmén (Jelinska et al. 2005). Vzhledem k vysoké rtuznorodosti v této Casti proteinu nebyla
zahrnuta do puivodniho fylogenetického stromu (Aravind et al. 2003). Jedna se praveé
0 umisténi domény repetic RGG, kterd ztohoto divodu nebyla spolehlivé modelovana

pfi snaze o zjisténi pravdépodobného trojrozmérného uspotradani proteini ALBA u husenicku.
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Nicméné pravé ze znalosti funkce a struktury zkracené formy této domény u ostatnich
homologl by mohla byt jeji funkce rozsifena ¢i pozménéna.

Podle dostupnych informaci byla formulovana ucelend hypotéza o vazbé téchto
proteinti na DNA a jejich interakcich mezi sebou u Archaea (Laurens et al. 2012). Struktura
aminového konce monomeri slozena z helixu oll a listd BIII/BIV zodpovida za dimerizaci
téchto proteind u Plasmodium falciparum (Goyal et al. 2012). Mezi listem Bl a helixem ol se
u proteini ALBA u Archaea i PFALBA3 nachazi konzervovany motiv K(X)KP, jehoz
obdobna struktura TKKP byla popsana ve stejné oblasti uOsALBAL, s zcela zasadni funkci
pii vazbé DNA in vivo (Goyal et al. 2012; Verma et al. 2014). Pii sekven¢nim alignmentu
proteinit ALBA u husenic¢ku byl vSak tento motiv nalezen jen u ¢lenti podrodiny Rpp20, avsak
vzhledem K jejich vyskytu pravdépodobné piedevsim v cytoplazmé se u téchto homologt zda
tato funkce méné vyznamnou. Proteiny superrodin AIbA maji vSeobecné vysoce

konzervované velikosti sekundarnich struktur a zakladni biochemické vlastnosti (Aravind et

al. 2003).

6.4. Predikce pravdépodobnych vazebnych partneri proteini ALBA

Spojenim archaedlnich proteinit ALBA1 a ALBA2 vznika stabilni heterodimer, ktery
rozeznava a nespecificky vaze DNA se stechiometrii 12 bp za tvorby nuklea¢niho mista
pro kooperativni nasedani dalSich dimert (Wardleworth et al. 2002). Obsazenim celych
vlaken vznikaji filamentarni vldkna pozorovana v elektronovém mikroskopu (Lurz et al.
1986). Rodiny téchto proteint u eukaryot se vSak podili na metabolismu RNA v soucinnosti
s mnohdy supramolekularnimi komplexy RNP. Clen podrodiny Rpp25, u bi¢ikovcii, MDP2,
se podili na tvorbé ¢astic RNP s dal§imi proteiny vazajicimi RNA. Jednim z nich by mohl byt
MDP1 s doménami PIWI a Paz pro vazbu malych RNA a roli pfi uml¢ovani DNA a
reorganizaci jaderného materialu makronuklea (Fetzer et al. 2002; Aravind et al. 2003).
U paraziti rodu Trypanosoma byla tato teorie podpoifena z divodu prokazané vazby ¢Elend
této podrodiny na mRNA, helikdzu DHHI1, kterd pii hladovéni zprostiedkovava represi
translace (Kramer et al. 2010; Subota et al. 2011), a SSOSSB, protein s doménou OB-fold
pro vazbu jednovlaknovych nukleovych kyselin, tato teorie podpofena (Boulila et al. 2014).
K hypotéze o funkci téchto proteinii v umlcovani genové exprese piispél také objev ALBA1L
u T. gondii v komplexu s AGO a ve vazb¢ s proteinem s doménou Tudor/nukleazy (Gissot et
al. 2013).

Vazebné interakce byly mezi jednotlivymi ¢leny rodiny Alba studovany u T. brucei.
Zkracené varianty homologi Rpp25 ALBA4 a ALBA3 byly schopné vazby k ALBAL a
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ALBAZ2 v nestechiometrickém poméru také bez pfitomnosti domény na karboxylovém konci
vysvétlujici nezavislost dimerizace na doméné pro vazbu RNA s repeticemi RGG.

Heterodimery ALBA2/ALBA3 byly dale u T. brucei nalezeny v komplexu s translaénim

vyskytuji vazané na PABP a RNA helikazu s motivem DEAD boxu, ktera podporuje
skenovani ribozomu pfi translaci a prerozdélovani mRNA mezi granulemi P (P-bodies) se
skladovanymi transkripty a transkripéné aktivnimi polyzomy u kvasinky (Beckham et al.
2008; Dupé et al. 2015). Vzhledem k pozorované akumulaci proteinti do nespecifickych ¢astic
nepravidelného tvaru v cytoplazmé predevsim vegetativni buiikky samciho gametofytu shodné
s jiz znamou lokalizaci u T. brucei (Dupé et al. 2015) lze uvazovat o moznosti této funkce
také u huseni¢ku. Nastinéna hypotéza by mohla byt podpofena také ptitomnosti funkéniho
motivu DIXxN v sekvencich celé podrodiny Rpp20 s obménou EIRIT u huseni¢ku typického
pro doménu DEAD boxu nékterych RNA helikaz.

Vétsinu vazebnych interakci u ¢lovéka, kvasinky a octomilky zprosttedkovava prave
RPP20. U c¢lovéka, byl nalezen vazan na HSP27, jenz zvySuje aktivitu RNazy P (Jiang &
Altman 2001). Nejdutlezitéjsi vazbou je vSak jeho dimerizace s RPP25 odolna vuci vysokému
obsahu soli a detergentu. Dimerizace RPP20 a RPP25 pak hraje roli v cileni komplexu
do jadra a hromadéni v jadérku (Welting et al. 2007). Heterodimer ALBA se v jadfe vyskytuje
s RNazou P/MRP, jez se také ucastni transkripce tRNA a malych nekodujicich RNA
prostfednictvim RNA polymerézy III. Jeji funkce zde spocivéa ziejmé ve vazbé chromatinu a
pfiblizeni polymerazy k Gsekim tRNA a 5S rRNA urenym pro transkripci pomoci
podjednotky RNA, H1 RNA (Reiner et al. 2006; Jarrous & Reiner 2007). Jiz dfive byla
popsana vazba podjednotky RNA RNazy P v oblasti regionu P3, jez je pro tuto interakci
esencialni. RPP20 dale nezavisle rozpoznava oblast P8/P9 a Rpp25 P4/P19 (Welting et al.
2004). Rozpoznani H1 RNA malymi jadérkovymi RNA (snoRNA) je u ¢loveéka a octomilky
posileno vazbou skrze proteiny RPP20 a SMN, ktery se spolu se Sm a Lsm ucastni sestiihu
pre-mRNA (Hua & Zhou 2004). Ve smy¢ce mezi listem BI a helixem al se u OSALBAL
nachazi sekven¢ni motiv TKKP, ktery pravdépodobné vytvari misto vazby pro DNA (Verma
etal. 2014).

Pravdépodobna sit’ vazebnych partnerti proteini ALBA u huseni¢ku rolniho je
v souladu s dostupnymi udaji z dalSich organismi. Na zakladé homologie s proteiny hRPP20
a hRPP25 lze ocekavat jejich roli spfazenou s RNazou P/MRP, ribozomy, mozna také

vvvvvv

prostfednictvim malych RNA. Z nepotvrzenych udaji by mohly proteiny ALBA byt také
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propojeny s proteinovou podjednotkou telomerazy TERT a mozna se podilet na uspotadani

kvarterni struktury telomerazy (E. Sykorova, nepubl. data).

6.5. Fenotypové projevy mutaci v genech alba

Z dostupnych studii zabyvajicich se proteiny ALBA se vysledky pozorovani vztahuji
predevsim na lokalizaci a propojeni s vazebnymi partnery. Na druhou stranu pii vyrazeni
TgALBAL u T. gondii bylo pozorovano snizeni druhého homologu TgALBA2 pod hladinu
mozné detekce poukazujici na zéavislost genové exprese TgLBA2 na TgALBAI1. Absenci
TgALBA1 a navic také telomerického proteinu Ku byla pozorovana vyssi senzitivita T. gondii
k zasaditému prostiedi (Gissot et al. 2013). Podle pozorovaného fenotypu pii vyuziti
interference RNA Kk zabranéni tvorby proteini ALBA3/ALBA4 u Trypanosoma brucei
dochéazelo k pomalejSimu ristu bunék a vychyleni kinetoplastu nezavisle na cytoskeletu
(Subota et al. 2011). Pti kultivaci rostlin ani pozorovani umisténi jader pylovych zrn T-DNA
inzer¢nich linii huseni¢ku rolniho nebyly zaznamenany vyznamné morfologické odchylky
pii porovnani s kontrolnimi rostlinami Columbia-0. Pravdépodobné jsou funkce jednotlivych
proteinil vzdjemné zastupitelné, coz ukazuji i podobné expresni profily pfibuznych gent.
Proto vytazeni jednoho genu z Sesti moznych, ¢i ze tii jedné podrodiny pravdépodobné nijak
zavazné¢ nenarusuje vyvoj téchto jedinc.

Pfes zna¢n¢ malé mnozstvi znalosti o proteinech rodiny Alba lze pozorovat propojeni
vSech zasadnich Udaji pfedev§im z eukaryotnich organismli s u€inénym pozorovanim
huseni¢ku rolniho, a to od ptedpokladanych shod v sekvencnich motivech a doménach, pres
pravdépodobné vazebné partnery a shodny vyskyt v zatim neurCenych ¢asticich a shlucich
pozorovanych Vv cytoplazmé po nepozorovatelny fenotyp jednoduchych mutant
pravdépodobné z divodu funkéni redundance. Vzhledem k moznému mnozstvi rozli¢nych
vazebnych partnert ziskanych v dlouhém evoluénim ¢ase rozriznénim struktur by mohly byt

kiiZovatkou mnohych drah propojenych skrze proteiny vazajici RNA.

6.6. Lokalizace proteini ALBA u huseni¢ku
Zatim u vSech studovanych organisml se proteiny superrodiny AIbA vyskytuji
V rozpustné form¢ prevazné v cytoplazmé a v jadie (Xue et al. 2000; Welting et al. 2004,
Verma et al. 2014; Dupé et al. 2015). Dynamika téchto proteini ve zminénych
kompartmentech byla studovana u PFALBA3, jehoz lokalizace je pravdépodobné regulovana
acetylaci. V jadfe se v pribéhu vyvoje jedince vyskytuje castecné v prekryvu se SIR2A

na jaderné periferii v neohrani¢enych oblastech s nepravidelnym tvarem, pravdépodobné
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vazan na telomery (Goyal et al. 2012). Podobny prubéh byl zaznamenan také u L. infantum,
vranych stadiich vyvoje Vhmyzim hostiteli byl lokalizovan v cytoplazmé, zatimco
po napadeni teplokrevnych zivocichii byl jeho vyskyt omezen pievazné do jadra a biciku.
V cytoplazmé se vSechny proteiny ALBA vyskytuji v nerovnomérmém zastoupeni,
pravdépodobné v zatim neurCenych  kompartmentech, wurit¢ vSak  nezavisle
na endoplazmatickém retikulu a mitochondriich. Vystaveni teplotnimu stresu je signalem
pro lokalizaci v oblasti telomer a regulaci pfilehlych genti (Goyal et al. 2012; Dupé et al.
2015). Jest¢ pied tim, ihned po napadeni teplokrevného hostitele, se ALBA3 vaze
do nepickladané oblasti 3" transkriptu &-amastinu a zajiSt'uje jeho stabilizaci pro piepis
jednoho z povrchovych antigenti (Dupé et al. 2014). Jejich regulace je u Archaea i vytrusovct
rodu Plasmodium zprostiedkovana sirtuinem SIR2, ktery se tim stdva vyznamnym nepfimym
represorem translace na posttranskripéni trovni genové exprese (Mair et al. 2010). Komplexy
transkriptné umlcenych transkripti RNP s navazanymi proteiny ALBA byly nalezeny
v granulich P ve vaje¢nych buinikach u Plasmodium berghei (Mair et al. 2010).

Heterodimer ALBA3/ALBA4 u Trypanosoma brucei kolokalizuje s helikazou DHH1
Vv cytoplazmatickych granulich s vysokym obsahem RNA (Subota et al. 2011). Stejna
podrodina zastoupena homology ALBAL/ALBA2 u T. gondii byla po vystaveni vysokému
obsahu soli koncentrovana v cytoplazmatickych granulich v tésné blizkosti jadra (Gissot et al.
2013). U cloveéka byl heterodimer RPP20/RPP25 popsan v komplexu s neaktivni RNazou P
invivo a ribozomalni podjednotkou 40S. Po vazbé RNazy P na 60S a 80S se jiz v tomto
uskupeni nevyskytuji (Welting et al. 2006), coz vyvolalo otazku mozné funkce v sestiihu
pre-rRNA (Lygerou 1996). ALBAI u ryze se vyskytuje predevS§im v jadie a vzhledem
k absenci signalni sekvence a velikosti (16, 75 kDa) je pravdépodobné, Zze jadernymi pory
volné prochazi.

Pozorovana lokalizace jednotlivych proteini ALBA u huseni¢ku neni VvV rozporu
s zadnou z vySe uvedenych vazeb shomology téchto proteinti. Naopak by mohla byt
podpofena jejich akumulaci v neuréenych c¢asticich v cytoplazmé piedevsim spermatickych
bunék, které se velmi podobaji granulim SMN pozorovanym v buiikdch HeLa vystavenym
stresu. Vyskyt proteini ALBA v kofincich husenicku spiSe odpovidd pozorovani
za standardnich podminek, zatimco pfitomnost v sam¢im gametofytu se blizi pozorovanim
po vystaveni bunék svétlu UV nebo teplotnimu Soku (Hua & Zhou 2004; Subota et al. 2011).
U dalsiho rostlinného zastupce, ryze, bylo zaznamendno zvySeni exprese OSALBAL
pfi vystaveni rostlin osmotickému stresu dehydrataci, chladem, soli a kyselinou abscisovou

(Verma et al. 2014). Vzhledem k podilu dehydratace na zrani pylového zrna zpusobujicimu
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zvySovani koncentrace latek ve vegetativni bunice samciho gametofytu doprovazené
signalizaci kyselinou abscisovou, je mozna regulace proteini ALBA u huseni¢cku podobnym
mechanismem, tedy proteiny, které se podili na stresové odpovédi signalizaci skrze tento
rostlinny hormon. Jejich pfedpokladany vyskyt ve vyssi mife v jadie jako u vétSiny ostatnich

organismu vsak nebyl zaznamenan. Je tedy mozné, Ze se proteiny ALBA u husenicku tzce

v
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7. Souhrn

e Proteiny ALBA byly u husenicku lokalizovany v cytoplazmé a zatim blize
neurcenych granulich nepravidelného az sférického tvaru v diferenciacni zoné
kofene a sam¢im gametofytu.

o Podle intenzity pozorovaného signalu Ize piredpokladat pravdépodobné
pusobeni ALBASO pievazné ve sporofytu, zatimco DANI
pod kontrolou transkripéniho faktoru DUO1 ma svou roli ve vyvoji
saméiho gametofytu. Ostatni proteiny se vyskytuji v obou typech pletiv

ve stejném uspoiadani.

e Fenotypové projevy jednoduchych mutanti na Grovni samc¢iho gametofytu a
semen jsou srovnatelné s divokym ekotypem Columbia-O z hlediska vsech
zkoumanych parametri — tvaru a povrchu pylového zrna, uspofadani samci

zarodecné jednotky i €asovani prvni a druhé pylové mitozy.
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9. Pfilohy

Piiloha 1: Piedpis pro stanoveni genotypu T-DNA inzer¢nich linii PCR
Tabulka byla upravena podle protokolu (PCR Protocol for Tag DNA Polymerase with
standard Taq Buffer (M0273), New England Biolabs® Inc.).

PCR pro urceni genotypu rostlin

1 reakce 2 reakce | Cyklus

Chemikalie (uL) (uL) teplota | ¢as opakovani
ddH,0 18,85 37,70/95°C [30s
10x Standardni reakéni pufr Taq 2,50 5,00|95°C |10s
10 mM dNTPs 0,50 1,00{55°C |30s 30x
10 uM piimy primer 1,00 X|68°C |80s
10 uM reverzni primer 1,00 X|68°C |[5min
DNA templat 1,00 2,004 °C
DNA polymeraza Taq Mercidza 0,15 0,30
Objem reakce 25,00 50,00
Tabulka kombinaci primeri
1. reakce LP+RP
2. reakce LP+LB2
Tabulka primeri pouZitych pro selekci homozygotnich rostlin
T-DNA linie Nazev primeru | Sekvence primeru (5" - 3")
SALK_093621.55.50.x | SA101LP AATCTAACCTCTGCCACCTCG
SALK 093621.55.50.x | SA102RP ATGCGATGACTCTTCTTCAGG
SALK 021563.53.25.x | SA201LP TGTTGCGAAGGTTCTGGTTAG
SALK_021563.53.25.x | SA201RP TCATGTCAAGACCTGCAGTTG
SALK 017543 SA301LP TGAAACCAAAAGAAACGGATC
SALK 017543 SA301RP TGCTGGTCTCATGAGTCAGTG
SALK 069210.55.50.x | SA502LP AGCCCATTTGTGTAGGTTGTG
SALK 069210.55.50.x | SA503RP CTTAGCTTTCTGCACAGGACG
SALK_069306.27.65.x | SA601LP CACCAAACTGGAAATTGCTTC
SALK_069306.27.65.x | SA601RP AAGGGCAGACAATTCAACATC

pROK _LB2 CCCTATCTCGGGCTATTCTTTT

Priloha 2: Pfiprava na pisobeni DNazy I.
Tabulka byla upravena podle RQ1 RNase-Free

DNase Protocol (Promega Corp.).

Reakce piisobeni Dnézy I

Chemikalie

Mnozstvi

Vzorek RNA ve vodé

16 pL

RQ1 RNAse-free Dnase 10x RB

2 pL

RQ1 RNAse-free Dnase

2 uL

Objem reakce

20 uL
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Piiloha 3: Seznam primeri pouZitych v semikvantitativni PCR.
Primery pouzité pro prokazani absence transkriptti studovanych gent.

Primery pro semikvantitativni RT-PCR

Gen Nazev primert | Sekvence primert (5'- 3")
AT1G76010| A10-skLP1 GAGGTTACGGTTACGATGCTCCTC
AT1G76010 | A10-skRP2 CATCATAACCACCACGGCCTTG
AT1G20220 | A20-skLP1 GGAGGAAGGGGAAGAGGTGG
AT1G20220 | A20-skRP2 TCCATCTTGTTGAGCTTCATAGTAAGG
AT3G07030 | A30-skLP1 CCAAGGGAGTTATGAAGGAAAAGACC
AT3G07030 | A30-skRP1 CCCCATACCCGTCATTTCTCC
AT1G29250 | A50-skLP1 GAGTTAACAACATGAACTTGGCTGTT
AT1G29250 | A50-skRP1 CATTGTTCTTCAATATCTCAGCGACC
AT2G34160 | A60-skLP1 AGTGAACAACATGAACTTAGCCACC
AT2G34160 | A60-skRP1 ACCATTGTTCTTCAGTATTTCAGTAACA
Ubikvitin10 | UBQ10_F GATCTTTGCCGGAAAACAATTGGAGG
Ubikvitin10 | UBQ10_R CGACTTGTCATTAGAAAGAAAGAGAT
Ptiloha 4: Ptiprava na semikvantitativni PCR
Semikvantitativni PCR byla provedena podle upravené¢ho protokolu
(PCR Protocol for Tag DNA Polymerase with standard Taq Buffer
(M0273)).
Semikvantitativni PCR pro cDNA
A. | Referenéni vzorky (MM1)

chemikalie |1x (uL)|7 x (uL) |Cyklus

ddH,0 18,9 132,3 | Teplota (°C) | Cas

10x Buffer 2,5 17,5 95 |2 min

dNTPs 0,5 3,5 9530 sec

UBQ _F 1 7 57|30 sec

UBQ R 1 7 72|30 sec

cDNA 1 7 72|10 min

DrTaq 0,1 0,7 4

PCR 25 175
B. | Pokusné vzorky (MM2)

chemikalie |1x (uL) |11 x(uL) |CyKlus

ddH,0 18,9 207,9 | Teplota (°C) | ¢as

10x Buffer 2,5 27,5 95| 2 min

dNTPs 0,5 55 95|30 sec

LP 1 11 grad. | 30 sec

RP 1 11 72|30 sec

cDNA 1 11 72|10 min

DrTaq 0,1 1,1 4

PCR 25 275
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Piiloha 5: Primery pouZité pro klonovani Gateway® Technology.
Néazvy jednotlivych primerti jsou utvofeny podle pocatecniho pismene proteinu a jeho cisla (A10, A20,
A50, A60, DAN1, A30). Pfidané thyminy/adeniny pro udrzeni ¢teciho ramce s GFP jsou u reverznich

primerd zvyraznény podtrzenim.

Primery pro klonovani Gateway® Technology

Gen Nazev primeru 1/2 sekvence adapteru (5°- 3") | Spec. sekvence primeru (5'- 3")
AT1G76010 | A10_1/2AttB1IF | AAAAAGCAGGCT ATACATTTCCGCTGATTC
AT1G76010 | A10 1/2AttB2R | AGAAAGCTGGGTTT AGCAGCTGCCTGGACTGG
AT1G20220 | A20 1/2AttB1F AAAAAGCAGGCT ATCTCGGGCTTTACACATCG
AT1G20220 | A20_1/2AttB2R | AGAAAGCTGGGTTT TGCAGCAGCCTGGATAGG
AT1G29250 | A50_1/2AttB1F AAAAAGCAGGCT CCACCATATAGTCCCAAA
AT1G29250 | A50 1/2AttB2R | AGAAAGCTGGGTTT GTTTTGCTCTTGGGCTTC
AT2G34160 | A60 1/2AttB1F AAAAAGCAGGCT AATATAAAACAAGAATTG
AT2G34160 | A60_1/2AttB2R | AGAAAGCTGGGTTT GTTCTGCACCTGAGCTTC
AT3G04620 | DAN1 1/2AttB1F | AAAAAGCAGGCT GTTTGGCTTGTGAACGC
AT3G04620 | DAN1 1/2AttB2R | AGAAAGCTGGGTAA GACCTCGGTGGCAGC
AT3G07030 | A30_1/2AttB1F | AAAAAGCAGGCT TCTCATCTTAGGCGGCCA
AT3G07030 | A30_1/2AttB2R | AGAAAGCTGGGTAA GGCTTCGTTTTGGTTACT
PCR s polymeriazou Taq Merciazou Piiloha 6: PFiprava na PCR pro test primerii
Chemikalie 1 reakce (uL) pro klonovani.
ddH,0 15,08 | Protokol byl upraven podle PCR Protocol
10x Standardni reakéni pufr Taq 2,00 for Tag DNA Polymerase with
10 mM dNTPs 0,40| Standard Taq Buffer (M0273), New England
10 uM pfimy primer 0,80| Biolabs® Inc.).
10 uM reverzni primer 0,80
DNA templat 0,80
DNA polymeraza Taq Merciaza 0,12
Objem reakce 20,00
Cyklus pro AT1G76010 Cyklus pro AT1G20220 Cyklus pro AT1G29250
Teplota | Cas Opakovani | Teplota |Cas | Opakovani Teplota | Cas Opakovani
95 °C 30s 95 °C 30s 95 °C 30s
95 °C 10s 95 °C 10s 95 °C 10s
57 °C 30s 30x 48 °C 30s 5x 55°C 30s 30x
68 °C 3,5 min 68 °C 4 min 68 °C 3, 5 min
68 °C 10 min 95°C 10s 68 °C 10 min
4°C 55°C 30s 25x 4°C
68 °C 4 min
68 °C 5 min
4°C
Cyklus pro AT2G34160 Cyklus pro AT3G04620 Cyklus pro AT3G07030
Teplota | Cas Opakovani Teplota | Cas Opakovani | Teplota | Cas Opakovéni
95°C |30s 95 °C 30s 95 °C 30s
95°C |10s 95 °C 10s 95 °C 10s
46°C |30s 30x% 56 °C 30s 6x 55 °C 30s 30x
68 °C |4 min 68 °C 2,5 min 68 °C 3,5 min
68 °C |10 min 95 °C 10s 68 °C 10 min
4°C 65 °C 30s 25x% 4°C
68 °C 2,5 min
68 °C 7 min
4°C
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1. PCR s DNA polymerézou Priloha 7: Prvni PCR s DNA

Phusion®

polymerazou Phusion® .
Tabulka pro namnoZeni pozadovanych

Chemikalie

1 reakce (L) tiseki DNA DNA polymerdzou Phusion®”

ddH,0

5% pufr Phusion HF

12,8 High-Fidelity DNA Polymerase
4,0 pro klonovani podle upraveného protokolu

10 mM dNTPs

04| PCR Protocol for Phusion® High-Fidelity

10 uM piimy primer

10 uM reverzni primer

08| DNA Polymerase (M0530), New England
08| Biolabs®” Inc.).

DNA templat 1,0

DNA polymeraza Phusion 0,2

Objem reakce 20,0

Cyklus pro AT1G76010 Cyklus pro AT1G20220 Cyklus pro AT1G29250
Teplota |Cas | Opakovani | Teplota |Cas Opakovani | Teplota | Cas Opakovani
98 °C 30s 98°C |30s 98°C |30s

98 °C 10s 98°C |10s 98°C |10s

59 °C 30s 5x 67°C |30s 30x% 57°C |30s 10x
72 °C 2 min 72 °C 2 min 72°C |2 min

98 °C 10s 72°C  |5min 98°C |10s

68 °C 30s 25x% 4°C 65°C |30s 25x
72 °C 2 min 72°C |2 min

72 °C 5 min 72°C |5 min

4°C 4°C

Cyklus pro AT2G34160 Cyklus pro AT3G04620 Cyklus pro AT3G07030
Teplota |Cas | Opakovani| Teplota|Cas | Opakovani | Teplota | Cas Opakovani
98 °C 30s 98°C |30s 95°C |30s

98 °C 10s 98°C |10s 95°C |10s

47 °C 30s 10x 70°C |30s 30x% 55°C |30s 30x%
72 °C 2 min 72°C |75s 68 °C |3,5min

98 °C 10s 72°C |5 min 68 °C |10 min

65 °C 30s 25x% 4°C 4°C

72 °C 2 min

72 °C 5 min

4°C
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. . ® Piiloha 8: Predpis pro PCR s Phusion®.
2. PCRS polymerazou Phusion Tabulka pro ch sl;))olymerézou Phusion®™ High-
Chemikilie I reakee (uL) idelity DNA Polymerase. pro dokonceni synté
ddH,0 10,8] 1oy DIVA Polymerése. pro dokoncen symezy
5% pufr Phusion HF 20 onovacich mist At.tB upraveny p_odle PCR
P =1 Protocol for Phusion® High-Fidelity DNA
10 MM dNTPs_ 0.41 polymerase (M0530).
10 uM ptimy primer 0,8
10 uM reverzni primer 0,8
PCR produkt 5,0
DNA polymerédza Phusion 0,2
Objem reakce 20,0
Cyklus pro AT1G76010 Cyklus pro AT1G20220 Cyklus pro AT1G29250
Teplota | Cas | Opakovani |Teplota |Cas | Opakovani |Teplota |Cas | opakovéni
98°C |30s 98 °C 30s 98 °C 30s
98°C |10s 98 °C 10s 98 °C 10s
59°C |30s 5x 67 °C 30s 30x% 57 °C 30s 10x
72°C |2 min 72 °C 2 min 72 °C 2 min
98°C |10s 72 °C 5 min 98 °C 10s
68°C |30s 25x% 4°C 65 °C 30s 25x%
72°C |2 min 72 °C 2 min
72°C |5 min 72 °C 5 min
4°C 4°C
Cyklus pro AT2G34160 Cyklus pro AT3G04620 Cyklus pro AT3G07030
Teplota |Cas | Opakovani | Teplota |Cas |Opakovani | Teplota | Cas Opakovéni
98°C |30s 98 °C 30s 95 °C 30s
98°C |10s 98 °C 10s 95 °C 10s
47°C ]30s 10x 70 °C 30s 30x 55°C 30s 30x%
72°C | 2min 72 °C 75s 68 °C 3,5 min
98°C |10s 72 °C 5 min 68 °C 10 min
65°C |30s 25x% 4°C 4°C
72°C |2 min
72°C |5 min
4°C

97




Priloha 9A: Priprava reakce restrikéni
analyzy

Chemikalie 1 reakce
ddH,0 do 10 uL.
Pufr (podle pouzité restriktazy) 1 pL
konstrukt v pDONR™221/pFAST-R07 | 300ng/ uL
Restrikéni enzym 0,3 uL
Objem reakce 10 uL

Piiloha 9: Tabulky pouZité p¥i testovani
konstrukti pDONR™221 a pFAST-R07
pomoci restrikéni analyzy.

Piiloha 9B: Restrik¢ni enzymy a pufry pouZité pro $tépeni expresnich klont

Konstrukt Restr. enzym Pufr Inkubace Inaktivace
pDONR221::AlbalOp:Albal0 |Hindll 10x Buffer Tango |37°C/2h |65°C
pDONR221::Alba20p:Alba20 | Hindlll 10x Buffer R 37°C/2h |[80°C
pDONR221::Alba50p:Alba50 | Hindll 10x Buffer Tango |37°C/2h |65°C
pDONR221::Alba60p:Albab0 | EcORV 10x Buffer R 37°C/2h |80°C
pDONR221::DAN1p:DAN1 |Asel 10x Buffer O 37°C/2h |[65°C
Piiloha 9C: Restrikéni enzymy a pufry pouZzité pro Stépeni
pFAST-RO07::Albap:Alba:GFP

Konstrukt Restr. enzym | Pufr Inkubace Inaktivace
pFAST-R0O7::Albal0p:Albal0:GFP | BspTI 10x Buffer O 37°C/2h |65°C
pFAST-R07::Alba20p:Alba20:GFP | Ncol 10x Buffer Tango |[37°C/2h |80°C
pFAST-R07::Alba50p:Alba50:GFP | ECORV 10x Buffer R 37°C/2h |80°C
pFAST-RO7::Alba60p:Alba60:GFP | Aval 10x Buffer Tango |37°C/2h |80°C
pFAST-RO7::DAN1p:DAN1:GFP | EcoRV 10x Buffer R 37°C/2h |80°C
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Piiloha 10: Seznam primeri pro sekvenaci expresnich kloni.

Primery pouZité pro sekvenaci expresniho klonu

Gen Jméno primeru Sekvence primeru (5°-3")
AT1G76010 | Sekvenacni primer 1 (M13) | GTAAAACGACGGCCAGT
AT1G76010 | Sekvenacni primer 2 GATAACATAGACACGTTCTCC
AT1G76010 | Sekvenaéni primer 3 CTTCCTGGGCAACAAAAC
AT1G76010 | Sekvenacni primer 4 AAGGCAATGGGAAGAGC
AT1G76010 | Sekvenacni primer 5 GAATCTCCCTTGTACTTGC
AT1G76010 | Sekvenacni primer 6 CGCCGTGGTTATGATGG
AT1G76010 | Sekvenaéni primer R CCAGGAAACAGCTATGACC
AT1G20220 | Sekvenacni primer 1 (M13) | GTAAAACGACGGCCAGT
AT1G20220 | Sekvenacni primer 2 GCGCAGTAGGAGAATTTCG
AT1G20220 | Sekvenaéni primer 3 AACAACCGCCTCTTAGG
AT1G20220 | Sekvenaéni primer 4 TCTCGCTGCTTGCTATTC
AT1G20220 | Sekvenaéni primer 5 GGTACATTGTCTCCAATGC
AT1G20220 | Sekvenaéni primer 6 CGGACAAGTGTTTGATTGG
AT1G20220 | Sekvenacni primer R CCAGGAAACAGCTATGACC
AT1G29250 | Sekvenacéni primer 1 (M13) | GTAAAACGACGGCCAGT
AT1G29250 | Sekvenaéni primer 2 TGAGCCGTCACCAATTG
AT1G29250 | Sekvenaéni primer 3 ACGTCAATCTCGCCAAG
AT1G29250 | Sekvenaéni primer 4 GGCTTTGCTGTTGAAAAG
AT1G29250 | Sekvenacni primer R CCAGGAAACAGCTATGACC
AT2G34160 | Sekvenacéni primer 1 (M13) | GTAAAACGACGGCCAGT
AT2G34160 | Sekvenacni primer 2 CCACACTCTTCCCATGG
AT2G34160 | Sekvenaéni primer 3 GGAAGAGATCACCGATGG
AT2G34160 | Sekvenaéni primer 4 TGCAGCCATTGCAACTG
AT2G34160 | Sekvenacni primer R CCAGGAAACAGCTATGACC
AT3G04620 | Sekvenacni primer 1 (M13) | GTAAAACGACGGCCAGT
AT3G04620 | Sekvenacni primer 2 GGTCCAACAAATGGTCCC
AT3G04620 | Sekvenaéni primer 3 TCCCGCTAGAGAGAGAGAG
AT3G04620 | Sekvenaéni primer 4 TTTCTGCACTTGGAATGGG
AT3G04620 | Sekvenacni primer R CCAGGAAACAGCTATGACC
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Piiloha 11: P¥iprava PCR s primery pro klonovani pENTR™ Directional TOPO® s polymerazou Taq
Merciaza (A.) a Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (B.)

Primery pro klonovani pENTR™ Directional TOPQO®

Gen Nazev primeru | Sekvence adapteru (5'-3") | Spec. sekvence primeru (5'-3")

AT3G07030 | A30_dTOPOF | CACC GCCAAGGCAAGCTTCATCAT

AT3G07030| A30 dTOPOR | TT GGCTTCGTTTTGGTTACTAGCACC
A. PCR s polymerazou Taq Mercidza

Chemikalie 1 reakce (uL) | Cyklus pro AT3G07030

ddH,0 15,08 | Teplota | Cas Opakovani

10x Standardni reakéni pufr Taq 2,00195°C |30s

10 mM dNTPs 0,40/95°C |10s

10 uM piimy primer 0,80|160°C |30s 30x

10 uM reverzni primer 0,80[68 °C |3,5min

DNA templat 0,80|68 °C |10 min

DNA polymerdza Taq Merciaza 0,124 °C

Objem reakce 20,00
B. PCRs Phusion” High-Fidelity DNA Polymerase

Chemikalie 1 reakce (uL) | Cyklus pro AT3G07030

ddH,0 12,8 | Teplota Cas Opakovani

5x pufr Phusion HF 4,095 °C 30s

10 mM dNTPs 0,495 °C 10s

10 uM piimy primer 0,862 °C 30s 30x

10 uM reverzni primer 0,8]68 °C 3,5 min

DNA templat 1,0(68 °C 10 min

DNA polymeraza Phusion 0,214°C

Objem reakce 20,0

Ptiloha 12: Seznam primerid pro namnoZeni useki genu AT3G07030 pro klonovani GoldenBraid

v 3.0.
Primery pro klonovani GoldenBraid v 3.0
Gen Primer 1/2 sekv. adapteru (5°- 3") | Spec. sekvence primeru (5°- 3")
AT3G07030| A30F1 F1 |GCGCCGTCTCG CTCGGGAGTCTCATCTTAGGCG
AT3G07030 | A30F1 R1 |GCGCCGTCTCG ATACCAGCAAAAAAATGTTGTCTTTG
AT3G07030 | A30OF2 F1 | GCGCCGTCTCG GTATCATGAGTCAGTGCTAATG
AT3G07030 | A30OF2 R1 | GCGCCGTCTCG TTGTCTCTTCCTCCACCATAC
AT3G07030| A30F3 F1 |GCGCCGTCTCG ACAACGGGTATGGTGGAGGG
AT3G07030| A30F3 R1 |GCGCCGTCTCG CTCACGAAGGCTTCGTTTTGG
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Piiloha 13: Priprava na PCR pro dva tseky AT1G07030 s DNA polymerazou Taq Merciaza a

Phusion®.
A. PCR s polymerazou Cyklus pro AT3G07030 Cyklus pro AT3G07030
Taq Merciaza Gisek 1 Gsek 2

1 reakce
Chemikalie (uL) |Teplota|Cas | Opakovani | Teplota | Cas Opakovéni
ddH,O 15,08195°C |2 min 95 °C 2 min
10x Stand. reakéni pufr Taq 2,00195°C |30s 95 °C 30s
10 mM dNTPs 0,40148°C |30s 10x 56 °C 2,5 min 10%
10 uM ptimy primer 0,80{68°C |1min 68 °C 1 min
10 uM reverzni primer 0,80{95°C |30s 95 °C 30s
DNA templat 0,80]163°C |30s 68 °C 30s

- 25x% 25x%
DNA polymeraza Taq
Merciaza 0,12168 °C |1 min 68 °C 2,5 min
Objem reakce 20,0068 °C |5 min 68 °C 5 min
4°C 4°C
B. PCR s polymerazou Cyklus pro AT3G07030 Cyklus pro AT3G07030
Phusion® asek 1 dsek 2

1 reakce
Chemikalie (uL) |Teplota|Cas | Opakovani | Teplota | Cas Opakovéni
ddH,0 12,8198 °C |2 min 98 °C 2 min
5% pufr Phusion HF 40]198°C |[10s 98 °C 10s
10 mM dNTPs 0,4[{60°C |[30s 30x% 66 °C 30s 30x%
10 uM p¥imy primer 0,8]72°C |30s 72 °C 1,5 min
10 uM reverzni primer 0,8]72°C |7 min 72 °C 7 min
DNA templat 1,014 °C 4°C
DNA polymeraza Phusion” 0,2
Objem reakce 20,0
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Piiloha 14: Tabulka hodnot %2 testu s Yatesovou korekei pro hodnoty fenotypovych skupin u pylu (A)
a Sesuli (B).

Hodnoty ¥ testu s Yatesovou korekei byly vytvoteny na 5% hlading vyznamnosti s kritickou hodnotou testu
3.84. V zahlavi tabulkv isou uvedeny inzer¢ni linie vviadiené pfislusSnvmi lokusv.

A. Hodnoty y2 testu s Yatesovou korekci pro hodnoty méfeni fenotypu u pylu

Lokus ALBA10 | ALBA20 | ALBA30 | ALBA50 | ALBA6O [ Columbia-0
Porovnani nezavislych

pokusii 1 a 2 0,079 0,422 0,211 0,100 0,000 0,054
hodnota p (p-value) 0,780 0,516 0,650 0,748 1,000 0,701
1. pokus porovnani méreni

linii T-DNA s Col-0 0,138 0,002 0,031 0,052 0,001 0,298
hodnota p (p-value) 0,710| 0,960| 0,860| 0,820 0,975 0,585
2. pokus porovnani méieni

linii T-DNA s Col-0 0,271 0,401 0,002 0,463 0,048 0,520
hodnota p (p-value) 0,603 0,527 0,964 0,496 0,830 0,471

B. Hodnoty 2 testu s Yatesovou korekci pro hodnoty méfeni fenotypu u Sesuli

Lokus ALBA10 | ALBA20 | ALBA30 |ALBA50 |ALBAG60 | Columbia-0
Porovnani nezavislych pokusi 1 a 2 2,917 0,015 0,046 0,002 0,005 0,059
hodnota p (p-value) 0,088 0,903 0,830 0,964 0,944 0,808
1. pokus porovnani mefeni

linii T-DNA s Col-0 2,038 0,006 0,017 0,261 0,294 0,317
hodnota p (p-value) 0,153 0,938 0,896 0,609 0,588 0,573
2. pokus porovnani méieni

linii T-DNA s Col-0 0,320 0,206 0,114 0,710 0,637 0,951
hodnota p (p-value) 0,571 0,650 0,735 0,399 0,425 0,329
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