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1. Uvod

Kazda ziva buiikka musi udrzovat svij endomembranovy systém ve stavu

dynamické rovnovahy, ktera vyzaduje neustaly oganizovany pfesun vnitrobunéénych
zasilek — membranovych vacku. Takovy provoz se ovSem neobejde bez regulacnich
mechanizmi, pfi nichz hraje velkou roli cyklus malych RabGTPaz. Jejich funkce se
dotykd mnoha krokli vnitrobunééného membranového transportu, pocinaje tvorbou
vacku, pfes jeho samotny transport butikou, aZ po doruceni vacku k cilovému
kompartmentu, kde po zapojeni membrany vacku do cilové membrany (a také vyliti
obsahu véacku do cilového kompartmentu) kon¢i, a zarovenl za¢ind dalsi dilezita Cast
osudu malych GTPaz. Podstatné je nejen tedy doruceni zésilky, ale i ,,ndvrat domt*. Na
své cesté ,tam a zase zpatky* (Zarsky et al., 1997b) se malé GTP4azy neobejdou bez fady
dalsich proteint, které jim umoziiuji spravnou funkci ve vsech fazich cyklu.
Pfepindni mezi dvéma funkénimi stavy — GTP a GDP vazanou formou, v nichz se
GTPaza miZze nachazet, zajistuji dvé skupiny interagujicich proteinii. Prvni z nich jsou
aktivatory GTPaza - GAPs (GTPase activating proteins) - pomahajici uskute¢néni
hydrolyzy GTP vazaného malou GTPazou pii dorueni vacku. Druhd skupina —
vyménné faktory GEFs (Guanine nucleotide exchange factors) pak dovoluji GTPaze jeji
opétovnou aktivaci vyménou GDP za GTP, a nasledné znovunavazani aktivované
GTPazy do membrany vacku uréeného k transportu. Dilezitou vlastnost GTPéz, jiz
zminénou moZnost vazby s lipidickou bunéénou membranou, udili t¢mto hydrofilnim
proteinim jejich posttranslaéni modifikace, prenylace, kterou zajistuje heterodimerni
enzym Rab geranylgeranyl transferdza (RabGGT) ve spolupraci s REPem (Rab escort
proteinem). REP, jenZ je schopen vazat RabGTPazu v nascentnim stavu po translaci i po
jejim prenylaénim dozrani, zodpovida za zaclenéni nové syntetizované GTPazy do
membrany donorového kompartmentu a zahajeni jejiho Zivotniho cyklu.

Na otazku, jaky protein se uyyme GTPazy, kdyZ uz ji v cilovém kompartmentu
neni zapotiebi — hydrolyza GTP prob&hla, GTPéza ,,splnila sviij ukol dorucovatele*
a n€jak se musi vratit ,na start, ptichdzi odpovéd’ v podobé¢ inhibitoru disociace
GDP - proteinu RabGDI (GDP dissociation inhibitor). Tento protein, ktery uvolfiuje
GTPazu v jeji GDP formé& z membrany cilového kompartmentu, ma na starost jeji
navrat zpét k donorovému kompartmentu. RabGDI sdili s REPem nejen schopnost

vézat prenylovanou GTP4zu, ale hlavné strukturni podobnost a evoluéni pfibuznost.



Stabilita komplexu RabGDI s RabGTPazou je velmi vysokd, k uvolnéni GTPazy je
zapottebi dal§iho proteinu - GDF (GDI displacement factor), relativné ,,mladého ¢lena
rodiny* Rab interagujicich proteinti. GDF zodpovida i za specifickou kompartmentovou
lokalizaci navrativsi se GTPazy.

Tématem mé disertacni prace je tedy drobny stiipek z bohaté mozaiky proteind
spojenych s cyklem RabGTPaz - na zékladé genetické analyzy inzerénich mutanti jsem
se pokusila o charakterizaci funkce RabGDI u Arabidopsis thaliana, modelového

organizmu rostlinné biologie.

1.1. Regulacni proteiny v cyklu RabGTPaz

Cyklické ptepinani mezi GTP a GDP véazanymi formami GTPazy zajistované v ivodu
Jiz zminénymi regulaénimi proteiny v typickém cyklu RabGTPaz je schematicky

znazornéno na Obr. 1.
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Obr. 1 Funkéni cyklus Rab GTPaz (dle Seabra a Wasmeier, 2004). GTP-forma se
povazuje za aktivni stav, ponévadz s ni specificky interaguje vétSina efektort, tedy proteint
zodpovédnych za vysledny biologicky vystup cyklu malych GTPaz. Vlastni pfechody mezi
dvéma stavy pak maji na starost dva proteiny cyklu: GEF (Guanine nucleotide exchange factor

- aktivujici GTP4zu navazanim GTP) a GAP (GTPse activating protein - stimulujici hydrolyzu



GTP, nasledkem které pak Rab protein pfechazi do inaktivni formy). GDP formu Rab GTPazy
zmembrany extrahuje Rab GDI (GDP dissociation inhibitor), které s RabGTPazou tvofi
stabilni cytosolické komplexy predstavujici cytoplazmatickou zasobu Rab proteini.
Recyklované Rab GTPéazy z komplexu s GDI uvoliiuje a zakotvuje zpét do membrany GDF
(GDI displacement factor), pravdépodobné s pomoci dal$iho, dosud neidentifikovaného
»targeting® proteinu (TF). Mechanizmus uvolnéni a zapojeni nové syntetizované GTPazy,
kterou k jejimu cilovému kompartmentu doruéil po ptedchazejici prenylaéni modifikaci REP

(Rab escort protein), neni doposud popsan.

1.2. Struktura RabGTPaz

Molekulova hmotnost RabGTPaz se pohybuje kolem 20 — 25 kDa. Frekvence vzajemné
identickych aminokyselin v sekvencich RabGTPaz kolisa v rozmezi 75 — 95 % - jsou to
proteiny vysoce konzervované (Stenmark a Olkkonen 2001).

Krystalografické a NMR analyzy odhalily ve struktufe malych GTPaz (véetné
Rab GTPaz) katalytickou doménu typickou pro vSechny ¢leny nadrodiny malych
GTPéaz (Stroupe a Brunger, 2000; Rak et al., 2003; Pasqualato et al., 2004). GTP-
vazebna doména (G doména, Obr. 2) je tvofena péti o helixy, Sesti B listy a péti
polypeptidovymi smy¢kami, nejvice konzervovanymi strukturnimi prvky, které tvoii
propojeni mezi o helixy a B listy. G1 smyc¢ka (téz P smycka), ktera spojuje B1 list
s helixem al, zodpovida za navazani a- a B-fosfatovych skupin nukleotidu. Smycka
G3, umisténa na N-konci helixu a2, se uéastni vazby y-fosfatu a spolu se smyckou G2
také vazby Mg**. Smycka G2, spojujici helix ol s B2 listem, obsahuje konzervovany
aminokyselinovy zbytek Thr, na ktery se vaze Mg”" (Paduch ef al. 2001). Smy&ky G4
a G5 jsou zodpovédné za rozpoznani a vazbu guaninové baze, konkrétné sekvence
NKxD z G4 smycky obsahuje Lys a Asn zbytky, které pfimo interaguji s guaninovou
bazi. Cast smycky G5, kterd spojuje helix a5 s P6 listem, pak pusobi jako
rozpoznavaci misto pro guaninovou bazi (Sprang, 1997).

Porovnani struktur dvou zakladnich konformaénich stavi GTPaz, GDP- nebo
GTP-vazané formy, umoznilo rozlisit funkéni oblasti, nazyvané Switch I a Switch II,
které obklopuji y-fosfatovou skupinu nukleotidu. Oblast Switch I odpovida smycce G2
a je téZ oznaCovana jako efektorova smycka, ponévadz s ni interaguje efektor anebo
GAP. Pravé v této oblasti také dochazi k hydrolyze GTP. Druha funkéni oblast -



Switch II, ktera je povazovana za strukturné nejflexibilngsi ¢ast katalytické domény
(Stroupe a Brunger, 2000; Rak et al., 2003), je tvofena smyckou G3 a €asti helixu a2.
Byla prokézana nezbytnost iontd Mg®* pro spravnou vazbu molekul GDP nebo
GTP s G doménou GTPazy. V in vitro pokusech zjisténa koncentrace téchto iontd
postadujici k navazani nukleotidii je 100 nM. Interakce mezi Mg®" ionty a y-
fosfatovou skupinu GTP zplsobuje zpevnéni oblasti Switch I a II, naopak po
hydrolyze GTP dochézi k destabilizaci téchto oblasti, zejména efektorové smycky
(Paduch er al., 2001). Koordinovana vazba Mg* je zprostiedkovéana jednou molekulou

vody a konzervovanym zbytkem Asp z G3 smy¢ky (John et al., 1993).

SWITCH It

SWITCH |

Obr. 2 Struktura G domény RabGTPazy ve dvou konformaénich stavech. (A) Komplex
RabGTPazy nehydrolyzovatelnym analogem GTP. (B) Komplex RabGTPazy s GDP.
Vyznadeny jsou o helixy (A1-AS), B listy (B1-B6) a polypeptidové smycky (G1-GS).
Konformaéni zmény projevujici se v dusledku hydrolyzy GTP jsou patrny v oblastech Switch I a
Switch I1. Podle Paduch et al. (2001).

Vlastni mechanizmus hydrolyzy GTP, kdy je vy-fosfatova skupina ptenesena
zGTP na molekulu vody, je provazen inverzi konfigurace obklopujici fostat.
Konzervovany Gln zbytek smycky G3 funguje jako katalyticka baze aktivujici molekulu
vody pro nukleofilni ptisobeni (Frech ef al., 1994). Asociativni model ptedpoklada vznik
pétivalentniho meziproduktu a hromadéni negativniho néboje na y-fosfatu, nasledované
hydrolyzou vazby mezi [3- a y-fosfatem a ptenosem naboje na [3-fosfat.

Rab proteiny se od ostatnich ¢lenti Ras rodiny malych GTPaz odlisuji

pfitomnosti tzv. RabSF (Rab subfamily) konzervovanych oblasti, které byly



identifikovany jako motivy zodpovédné za interakci Rab proteinu s efektorem
(Pereira-Leal a Seabra, 2000). Z péti té€chto konzervovanych sekvenci lezi téi (RabSF1,
-SF3 a -SF4) ve Switch oblastech a odpovidaji doménam, u nichz byla prokdzéna
interakce mezi Rab3A proteinem a jeho efektorem Rabphilinem (Ostermeier a
Brunger, 1999). V této praci byly ve struktufe Rab3A GTPazy vazané s Rabphilinem
odhaleny tfi Rab specifické oblasti nazyvané CDRs (complementarity-determining
regions), zhruba odpovidajici RabSF1, -SF3 a -SF4.

Za dalsi dulezitou protein-proteinovou interakci RabGTPaz je zodpovédna
C-terminédlni doména, nejproménlivéjsi struktrurni element Rab proteini (Chavrier et al.,
1990). Tato doména ma variabilni sekvenci i1 délku (je tvofena 27 az 43
aminokyselinovymi zbytky), za¢ina v poslednim helixu (helix 5) a obvykle je zakon¢ena
dvéma prenylovanymi cysteiny. Jedna se o nejméné strukturovanou ¢ast RabGTPaz, jiz
byla pfisuzovana uloha v lokalizaci Rab proteini (Chavrier et al, 1991). Pii
krystalografické analyze struktury komplexu monoprenylované Yptl s GDI, ktery
zahmoval i hypervariabilni C-terminélni doménu (Rak et al., 2003), se ukazalo, Ze tato
doména tvoii polypeptidovou extenzi mezi globularni GTP vazebnou doménou (vazici
se na tzv. Rab vazebnou platformu na vrchni ¢asti molekuly GDI) a prenylaénim mistem
na C-konci. Prenylové skupina GTPazy pak leZi v hydrofobni kapse umisténé na spodni
¢asti GDI. Konzervované hydrofobni zbytky C-terminalni hypervariabilni domény
zajistuji  spojeni Rab proteinu s GDI (Rak et al, 2003). Obdobna interakce
hypervariabilni domény byla nalezena ve struktufe monoprenylovaného Rab7 proteinu
v komplexu s Rab escort proteinem (Rak et al., 2004), jeji vyznam byl potvrzen in vitro
prenylaénim testem mutované GTPazy, pii kterém zaména Leul92Ser v GTPaze Rab7
snizila prenylaci této GTPazy > 90%. Posledni pov§imnuti hodny rys hypervariabilni
domény — vysoky obsah Pro a Gly zbytkd — pfispiva zfejmé ke vzniku protaZené
(extended) struktury, ktera ma vyznam pro vazbu s GDI, geranylgeranylaci
a pravdépodobné i pro dalsi protein-proteinové interakce (Pfeffer, 2005a).

K funkéni analyze malych GTPaz se Casto vyuziva exprese jejich dvou
mutantnich forem, unichZz je zdménou specifickych aminokyselinovych zbytkd
dosazeno ,,zamceni“ GTPéazy bud’ v jejim inaktivnim (tzv. DN mutant, dominant
negative) anebo aktivnim stavu (tzv. CA mutant, constitutively active). DN mutantni
verze GTPazy se nachazi trvale v GDP-vazané konformaci (popf. v G doméné nema
navazan Zadny nukleotid). Pokud se DN-GTPéza v buiice overexprimuje, blokuje GEF

proteiny, ¢imZ zamezi aktivaci nemutantnich G proteinti. CA mutantni verze naopak



setrvava se stidle navazanym GTP, aniZz by do$lo k jeho hydrolyze, nepodléha tedy
stimula¢nimu G¢inku GAPu a konstitutivné aktivuje efektorové proteiny (Yang, 2002).
Nejcastéji se DN / CA mutaci vyuzivé pfi studiu RopGTPéz, coz je skupina specificky
rostlinnych GTPaz homolognich s RhoGTPazami (Rop = Rho-related GTPase of
plants). Tyto GTPazy se ucastni organizace aktinového cytoskeletu v burice, u rostlin je
funkce RopGTPaz prostudovana zejména v rostoucich pylovych lackach. Vliv exprese
mutantnich forem RabGTPaz na rist pylové lacky tabaku (Nicotiana tabacum) byl
prokazan u proteinii Rabll (de Graaf et al., 2005) a Rab2 (Cheung et al., 2002),
podrobnéji viz kap. 1.3.1. a 1.3.2.

1.3. Genova rodina Rab GTPaz a jeji podrodiny u rostlin

RabGTPazy tvoii nejvétsi podrodinu mezi GTPazami typu Ras. Rab specifické motivy
(RabF) sav¢i rodiny RabGTPaz nachazejici se v blizkosti Switch oblasti byly vyuZity
k identifikaci a klasifikaci Rab rodin v genomech Homo sapiens, Ceanorhabditis
elegans, Drosofila melanogaster a Arabidopsis thaliana (Pereira-Leal a Seabra, 2001).
V porovnani s poétem gend kodujicich RabGTPazy u kvasinek (Schizosaccharomyces
pombe 7 genl, Saccharomyces cerevisiae 11 genl) se v genomech vySe zminénych
organizmi naléza podstatné vyssi pocet homologi RabGTPaz. Rozdéleni Rab proteint
u Saccharomyces cerevisiae do osmi funkénich podfid lze aplikovat i u dalSich
organizmi. Pereira-Leal a Seabra (2001) identifikovali v genomech Ceanorhabditis
elegans a Drosofila melanogaster po 29 genech kodujicich RabGTPazy, zatimco
lidsky genom obsahuje dokonce 63 gent pro Rab proteiny (Seabra a Wasmeier, 2004).
U Arabidopsis thaliana bylo nalezeno 57 lokust kodujicich RabGTPazy, avsak jen
u 48 z nich je prokazano, ze se exprimuji (Rutheford a Moore, 2002). U rostlin bylo
mnoho RabGTPaz identifikovano a charakterizovano na molekularni urovni. Poprvé
byla rostlinna RabGTPaza izolovana z bun€k Arabidopsis thaliana, ptislusny gen byl
nazvan ARA1 (Matsui ef al.,1989). Rostlinné Rab GTPazy lze rozd¢lit do 8 funkénich
podtiid (viz dale), z nichZ né€které jsou jsou mnohem vétsi nez Rab podrodiny u jinych

organizmd.
1.3.1. RabA

Tato vétev predstavuje nejpocetnéjsi skupinu Rab proteind rostlinné buriky.

Aminokyselinovou sekvenci se RabA GTPazy nejvice podobaji zivo€isnym Rabll
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a Rab25 GTPazam (Rutherford a Moore, 2002). Vzhledem ke znacné diverzité
podrodiny RabA, ktera se objevuje pouze u rostlin, neni zcela jasné zda je RabA
podrodina opravdu orthologni ke kvasinkovym ¢i savéim podrodinam.

Specificka funkce jednotlivych ¢lenti podrodiny RabA dosud nebyla uplné
objasnéna, ale je znamo, Ze jejich overexprese vede k morfologickym abnormalitam,
napf. ke sniZeni apikalni dominance nebo odli$né morfologii listi (Bischoff et al., 1999).

Kang et al. (2001) ukazali, Ze malda GTPé4za Pra2 u hrachu (Pisum sativum),
reguluje cytochrom P450, ktery katalyzuje C-2 hydroxylaci v biosyntetické draze
brassinosteroidli. Exprese Pra2 je indukovana za tmy. Transgenni rostliny se snizenym
mnozstvim Pra2 vykazovaly typicky zakrsly rist, ktery bylo moZno uplné zvratit
exogenn€ dodanymi brassinosteroidy. Pra2 a Pra3 proteiny, tedy RabA3 a RabA4 dle
Pereira-Leal a Seabra (2001), ptedstavuji velmi ptibuzné proteiny, které jsou
lokalizovany v rozdilnych membranovych kompartmentech, jak se potvrdilo i pfi
expresi GFP fuznich verzi téchto proteinti v buiikach BY-2 (Inaba ef al., 2002).

Specificka funkce RabA proteinu pti dozravani plodu rajcete byla popsana Lu et
al. (2001). Pti expresi antisense konstruktu v transgennich rostlinach se v pribéhu zrani
plodi vyvijela normélni pigmentace, av§ak nedoslo k jejich meknuti. Jasné se vSak
neprokazalo, zda bylo sniZeni hladiny dvou enzymid modifikujicich bunéénou sténu
zptsobeno redukci jejich syntézy anebo narusenim jejich distribuce béhem transportu.

Za pomoci exprese EYFP (enhanced yellow fluorescent protein) — RabA4b
fuzniho proteinu byla zjisténa specificka lokalizace této GTPazy ve $pi¢ce rostouciho
kotenového vlasku Arabidopsis thaliana (Preuss et al., 2004). Po ukonceni ristu
buiiky se tato lokalizace ztraci, v pribéhu ristu ji lze reverzibilné naru$it u¢inkem
latrunculinu B. Mutanti s defekty morfologie kofenového vlasku vykazovali také
defektni - nespravnou lokalizace EYFP- RabA4b proteinu.

Pro pylové specificky homolog Rabll ztabaku (Nicotiana tabacum) byla
prokazana lokalizace ve $picce kli€icich pylovych la¢ek pomoci exprese flizniho
proteinu GFP-Rabl11. Exprese obou mutantnich verzi (CA i DN) GFP-Rabl1 proteinu
vedla ke zpomaleni riistu la¢ky, ktery byl zplsoben inhibici orientovaného transportu
exocytickych a recyklaénich vackd v apikdlni oblasti. Zpomaleni rustu lacek
exprimyjicich GFP-Rab11b(DN) a GFP-Rabl1b(CA) in vivo (pfi opyleni) vedlo ke
snizeni fertility pylu (de Graaf et al., 2005).
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1.3.2. RabB

Tyto proteiny jsou homologni k Rab2 podrodiné savéich GTPaz, u kvasinky se
ptibuzné proteiny nevyskytuji. Rab2 proteiny se podileji se na regulaci transportu
vackl z endoplazmatického retikula smérem ke Golgiho aparatu, savéi Rab2 GTPaza
se vyskytuje pfedev§im na membranach cisteren GA (Short et al., 2001). Moore et al.
(1997) ukazali, ze exprese RabB proteini u Arabidopsis thaliana je soustfedéna
prednostné do zralych pylovych zrn a rychle rostoucich organi kli¢icich rostlin.

Prvni funkéni studie tykajici se RabB podrodiny se zabyvala Rab2 homologem
v pylu tabaku. GFP fize RabGTPazy v pylu tabaku, NtRAb2, se pii expresi v rostouci
pylové lacce vyskytovala v pohyblivych te¢kovitych utvarech, které byly za vyuziti
elektronové mikroskopie urfeny jako Golgiho aparat (Cheung et al, 2002).
Dominantné negativni mutace NtRab2 GTPaz zpusobila inhibici jejich Golgi
specifické lokalizace, blokovala transport vackti z ER do Golgiho aparatu, coz se

projevilo ve zpomaleni ristu pylové 1acky.
1.3.3. RabC

Obdobné jako RabB skupina nemaji proteiny RabC homology u kvasinky. Jejich
nejbliz§i homolog v Zivo€isnych buiikach, protein Rabl18, se uplatiiuje v endocytické
draze (Lutke er al, 1994). Aminokyselinové sekvence rostlinnych a Zivo€isnych
zastupcu této tiidy se lisi ve svych konzervovanych oblastech, které urcuje specifitu
podrodiny, a neni zcela jasné, zda RabC a Rab18 vykonavaji stejnou nebo podobnou

funkci v Zivoéi$nych i rostlinnych burikach (Rutherford a Moore 2002).

1.3.4. RabD

Tato podrodina je blizce ptibuzna Zivocisnému Rabl a kvasinkovému Yptl proteinu.
U rostlin se déli jesté¢ do dvou podttid (Rutherford a Moore, 2002). Yptl/Rab1 proteiny
se ucastni regulace anterogradniho transportu — transportu vac¢kd z endoplazmatického
retikula do Golgiho aparatu a také transportu uvniti GA (Nuoffer et al., 1994).

Jejich exprese v rostlinach neni pletivové specificka a v pribéhu ontogeneze
setrvava na stabilni Grovni. ZvySeni exprese bylo zjisténo pouze v rychle rostoucich
burikdch nebo v buiikdch s aktivni tvorbou membran, napt. v kli¢icim pylu nebo

burikach kvétniho pletiva (Bischoff et al., 1999).
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protein Rhal, sekvenéni homolog Zzivocisného Rab5, ma specifickou ulohu pii

transportu proteinti do vakuoly v buiikach Arabidopsis thaliana.

1.3.7. RabG

Zivo&isné a kvasinkové homologni proteiny Rab7 a Ypt7 jsou zapojeny do transportu
proteini smérem do vakuoly nebo lysozomu (Vitelli et al., 1997). Ypt7 je se téZ
ucastni homotypické fuze vakuol. Cheon et al. (1993) popsali zmény exprese Rab7
GTPazy (RabG3) druhu Vigna aconitifolia pti vyvoji symbiotickych kofenovych
hlizek, kdy dochazi k indukci tvorby pfislusné mRNA v kofenech az na droven 12x
vy$8i nez v listech. Exprese ,antisense konstruktu v rostlinnych burikdch pak

negativn¢ ovliviiovala vyvoj symbiotickych hlizek.

1.3.8. RabH

Rab6 GTPaza, savéi homolog, je zahrnuta do retrogradniho transportu vacki
z Golgiho aparatu do endoplazmatického retikula, ktery zabezpefuje recyklaci
proteini Golgiho aparatu. Obdobna funkce byla popsana i pro kvasinkovy homolog
Ypt6. V genomu Arabidopsis thaliana bylo identifikovano celkem pét RabH
sekvenci (Rutherford a Moore, 2002). Exprese AtRabH1b (AtRab6) byla prokazana
v kofenech, listech, stoncich i kvétech Arabidopsis thaliana (Bednarek et al., 1994),
gen kodujici tento protein byl pouzit k funkéni komplementaci teplotné€ senzitivniho

kvasinkového mutanta ypt6.

1.4. Posttransla¢ni modifikace GTPaz

Nascentni, Cerstvé pielozené malé GTPazy jsou hydrofilni. Jejich asociaci
s bunéénymi membranami umoziiuje az posttranslaéni modifikace nazyvana prenylace.
Tato tuprava C-konce proteinu kovalentnim pfipojenim isoprenoidové skupiny
thioetherovou vazbou (-C-S-C-) k cysteinovym zbytkim zprostfedkuje zakotveni
proteinu do membrany (Desnoyers et al., 1996).

Existuji tfi rizné enzymy zajiStujici prenylaci C-konce riznych eukaryotnich
proteini:  farnesyltransferaza (FT), geranylgeranyltransferaza typu I (GGTI)
a geranylgeranyltransferaza typu II (GGTIL, nazyvana téz RabGGT). OdliSnosti mezi
t€mito enzymy jsou jednak v délce (C15 ¢i C20) a poctu (1 ¢i 2) polyisoprenoidnich

fetézcd, které slouZi jako substrat k prenylaci dotéené bilkoviny, a také v rozpoznavané
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sekvenci aminokyselin na C-konci nascentniho proteinu, kde je dany substrat
pfipojovan. Jako prenylova kotva je vyuzivan bud’ farnesyl (15 C) nebo geranylgeranyl
(20 C), jejichz ptipojeni katalyzuji FT nebo GGTI, rozpoznavajici C-terminalni CaaX
motiv, vnémz je prvni aminokyselinou cystein, pak nasleduji dva libovolné alifatické
zbytky a posledni aminokyselina fetézce rozhoduje o tom, zda protein podléha
farnesylaci nebo prenylaci. Proteiny zakon¢ené zbytkem Cys, Ser, Gln, Ala, Thr, His, Val,
Asn (fazeno sestupné¢ dle afinity) jsou preferovany farnesyltransferazou,
geranylgeranyltransferaza typu I modifikuje proteiny s C-koncovym zbytkem Leu, Phe,
Ile, Val, Met (Moores et al., 1991).

Prenyltransferazy FT a GGTI jsou heterodimery tvofené podjednotkami o a B,
z nichz prvni je pro oba proteiny shodna (48kDa), druhou pak kéduji specifické geny.
B-podjednotka GGTI (43kDa) je z 30 % identickd s B-podjednotkou FT (46 kDa),
nejvice piibuzna je v centralni ¢asti (Casey a Seabra, 1996). Mezi proteiny, které jsou
modifikovany farnesyltransferdzou, patii malé GTPazy z Ras a Rho rodiny, ale také
proteiny jaderné laminy, cGMP fosfodiesterdza o nebo y podjednojka heterotrimernich
GTPaz. GGTI prenyluje napt. malé GTPazy typu Rho, y podjednotku heterotrimernich
GTPaz, cGMP fosfodiesterazu B a dals$i proteiny.

RabGGT, na rozdil od FT a GGTI, nevyzaduje velmi specificky C-terminélni
motiv, vzhledem k dostupnosti nékolika cysteinovych zbytku v blizkosti C-konce
(Alexandrov et al., 1998). Typickymi C-koncovymi motivy jsou —XXCC/-XCXC/
—-CCXX a —-XCCX, jejichz pomémé zastoupeni je druhové specifické. Napiiklad
u Arabidopsis thaliana je nejéastéjsim motivem —CCXX (26 z 57 RabGTPéz), néasleduji
motivy —XCXC (13/57), ktery se vyskytuje obecné, a -CCXX (8/57), ktery je specificky
pro rostliny. Vzacnéj$i u Arabidopsis thaliana je motiv —XCCX (6/57). V né€kolika
pfipadech byla popsana geranylgeranylace motivu s jedinym cysteinem (Wilson et al.,
1998).

RabGGT, ktera modifikuje vyhradn¢ RabGTPazy, se lisi od ostatnich
prenyltransferdiz i slozenim  funkéntho  komplexu. Kromé  heterodimeru
tvofeného podjednotkami o a B se geranylgeranylace RabGTPéz ucastni také Rab escort
protein (REP). Kvasni¢ny homolog REPu je kédovan jedinym genem MRS6 (Waldherr et
al., 1993). U savct byly nalezeny dvé isoformy tohoto proteinu — REP1 a REP2 (Alory
and Balch, 2001). Mutace genu REP1 zplsobuji hromadéni neprenylovanych Rab

proteini v cytoplazmé, projevujici se u Clovéka jako nemqc choroideremia, pii které
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dochézi k poskozeni sitnice, n€kdy az k uplnému oslepnuti (Pereira-Leal et al., 2001). Gen
REP2 nema introny a vznikl pravdépodobné reverzni transkripci sestiihané mRNA pro
REP1. K této evolu¢ni udalosti doslo (na zaklad¢ ovéfené pritomnosti dvou genti pro REP
v genomu vacnatce Monodelphis domestica) jest€¢ v obdobi pied rozdélenim savcd na
vacnatce a placentaly (Héla et al., 2005). V genomu Arabidopsis thaliana byl nalezen
pouze jeden gen pro REP (Hala et al., 2005).

Struktura REPu v komplexu s RabGGTéazou se v mnohém podoba struktufe
RabGDI (viz Kap 1.8.), s nimz REP tvofi spole¢nou genovou nadrodinu (Alory a Balch,
2001; Hala et al. 2005). Vétsi doména REPu (doména I) je tvofena Etyimi B-listy a Sesti
a helixy, mensi doména II obsahuje pét a helixti. Vyrazny rozdil mezi strukturami REPu
a GDI je pouze v pfitomnosti rozsahlé inzerce v molekule REPu v oblasti mezi SCR1
a SCR2, kde vznika velka smycka protilehld k vazebnému mistu pro RabGTPazu. Toto
vazebné misto je v§ak velmi dobfe konzervovano (Rak et al., 2004) .

o podjednotka RabGGTazy o molekulové hmotnosti 60 kDa je tvofena
helikalni doménou (téZ tetratricopeptide repeat domain, TPR), za niz lezi , IgG-like*
(immunoglobine-G-like) a LRR (leucine rich repeat) domény, o nichz se
predpokladalo, Ze v komplexu zprosttedkuji protein-proteinové interakce. Mensi
podjednotka RabGGTazy - B (38 kDa) je oznaCovana za katalytickou soucést
Rab-geranylgeranyla¢niho komplexu (Alory a Balch, 2001).

Analyza krystalické struktury ternarniho komplexu REP:RabGGTaza
(Pylypenko et al., 2003) ukazala, ze sty¢nou plochu v komplexu vytvéreji 3 helixy
(8, 10, 12) o podjednotky (nikoliv IgG-like a LRR domény) a helixy D a E
z domény II REPu, pfi¢emz velikost této sty¢né plochy je relativné mala (6,8nm?)
a tvar komplexu pfipomind polici na jedné strané rozevienou. Pro vzijemnou
interakci REPu s helixy 8 al0 a podjednotky se ukédzala byt vyznamna pfitomnost
konzervovaného fenylalaninu v pozici 279 helixu D, pfi jehoz substituci doslo
k uplnému zrusSeni schopnosti vazby REP1 a RabGGTazy. Aktivni misto f3
podjednotky, ktera je ,vnofend“ do o podjednotky, je obsazeno molekulou

isoprenoidu spolu se Zn** iontem (Pylypenko et al., 2003).
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1.5. RabGAP (GTPase activating protein)

RabGAP je protein, ktery stimuluje hydrolytické $tépeni GTP RabGTPazou, jehoz
rychlostni konstanta se bez pfitomnosti GAPu pohybuje v rozmezi nekolika hodin az
dni, coz sv€d¢i o velice nizké vnitini GTPazové aktivité Rab proteind. Diky interakci
s GAPy se rychlost hydrolyzy zvySuje aZz o nékolik fadd. Po hydrolyze GTP se Rab
proteiny ocitaji v neaktivnim stavu.

Struktura GAPU zahrnuje relativné konzervovanou katalytickou doménu, téz
nazyvanou ,,TBC*“ doména (Tre-2/Bub2/Cdc16 — Strom et al., 1993; Bernards, 2003),
sloZzenou ptedev§im z a helixd, kterd je tvofena asi 330 aminokyselinovymi zbytky.
Mimo tuto doménu ve struktufe GAPu neni zZadna podobnost s vyjimkou C- konce,
kde se nalézaji dva konzervované a helixy tvofici hluboky Zlabek. Z muta¢ni analyzy
této domény vyplynulo, Ze arginin v pozici 789 predstavuje nejdulezitéjsi
aminokyselinovy zbytek pro spravnou katalytickou funkci GAPu (Bernards, 2003). Pii
interakci GAPu s GTPazou v podobé jakéhosi ,,prstu” pronika do aktivniho mista Rab
GTPaz a stava se jeho soucasti, nasledné se ptimo ucastni hydrolytického $tépeni GTP.
Mutaci tohoto konzervovaného argininu dochazi k potlaceni aktivity GAPu, ovSem
jeho interakce s Rab GTP4zami ovlivnéna neni (Bernards, 2003).

Protein Gyp6p, prvni GAP specificky interagujici s Rab GTPéazami, byl izolovan
z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Strom et al., 1993) a byla prokdzéna jeho
interakce s GTPazami z tabaku (Nicotiana tabacum). V in vitro podminkach zvySoval
rychlost hydrolyzy GTP u NtRab7 proteinu (Haizel ef al., 1995). Purifikovany Gyp6p je
schopen interagovat ve stejné mife s kvasinkovymi Rab proteiny Sec4p, Yptlp, Ypt7p
a YptS1lp (Du et al., 1998), ackoliv in vivo je aktivita tohoto GAPu omezena pouze na
Golgi-lokalizovanou Rab GTPazu Yptl (Du a Novick, 2001). ,,Knock-out* mutace gent
kodujicich jednotlivé kvasinkové GAPy ¢i jejich kombinace nemély vliv na
zZivotaschopnost bunék (Richardson et al., 1998), coz naznaovalo, ze funkce té€chto
proteinti neni nutna pro transport zavisly na Ypt GTPazach. Piedpokladala se in vivo
zaménnost GAPU pro rizné RabGTPazy (Segev, 2001).

Dalsi proteinové regulatory typu GAP byly nalezeny v savéich buiikach
(Bernards, 2003). Napiiklad v lidském genomu se pfedpoklada existence minimalné 51
genti pro RabGAP proteiny (Bernards 2003; Pfeffer, 2005b). Nové byla popsana
specificka interakce Rab5 GTPazy s jedinym z ptedpokladanych GAPu (Haas et al.,
2005). V této praci byly vyuZzity mutantni verze 28 lidsl‘q’fch RabGTPaz v ,,GTP-
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locked“ stavu (neschopné hydrolyzovat GTP) k vyhledani stabiln€ interagujiciho
RabGAPu v pocetné rodiné kandidatd, u kterych byl konzervovany arginin v aktivnim
misté nahrazen alaninem. Pfed touto mutaci totiz bylo zaznamenano, Ze hydrolyzy
neschopné aktivni misto Rabu (se zaménénym zbytkem leucinu za ptivodni glutamin)
interaguje jen slabé s GAPy, zfejmé z divodu interference leucinu z mutantni verze
GTPazy pii zavedeni ,argininového prstu“ GAPu do aktivniho mista. Mensi
aminokyselinovy zbytek (Ala) nahrazujici konzervovany Arg pak umozZnil obnovit
a zvysit stabilitu protein-proteinové interakce RabGTPazy s GAPem. Ve dvojhybridnim
testu (Y2H) v kvasinkach byla za vyuzZiti vySe popsanych mutantnich proteind nalezena
specificky interagujici dvojice Rab5 a GAP, pojmenovany nové RabGAPS, jehoz
souvislost s endosomalnim transportem byla prokdzédna v pokusech provadénych na
HeLa buiikach overexprimujicich bud’ WT RabGAPS nebo siRNA pro tento gen, coZ
vedlo k naruseni RabGAPS exprese. Pii overexpresi RabGAPS byla zjiSténa ztrata
specifické endosomalni lokalizace proteinu EEA1 (early endosome antigen 1), ktery
pusobi jako efektor Rab5 GTPazy. ZvétSeni endosomdi, jako disledek nartstu
endosomalnich fizi, bylo popsano jak pfi expresi hyperaktivni formy Rab5 GTPazy, tak
pfi pouziti siRNA RabGAPS. Na zakladé¢ zminénych experimentil se predpoklada, ze
RabGAPS reguluje aktivaéni stav GTPazy Rab5 (Haas et al., 2005). Interakce dalSiho
pfedpokladaného GAPu pro Rab5, proteinu RN-Tre, s Rab5 GTPazou se neprokézala
ani v dvojhybridnim testu, kdy kde RN-Tre interagoval pouze s Rab41 a Rab30, ani v pfi
overexpresi RN-Tre, ktera nezptisobila redistribuci Rab5 efektoru EEA1 in vivo na
rozdil od overexprese RabGAP-5 (Haas et al., 2005).

GAPova aktivita u rostlin byla poprvé prokazana v burikach Arabidopsis
thaliana (Anai et al. 1994). Pfitomnost konzervovanéno zbytek Arg v C-koncové
doméné byla potvrzena pro viechny predikované rostlinné GAPy (Vernoud et al.
2003). Pti srovnavaci analyze eukaryotnich genomi (Jiang a Ramachandran, 2006)
bylo nalezeno 25 ptedpokladanych gend pro RabGAP u ryze a 24 u Arabidopsis
thaliana. Celd nadrodina aktiva¢nich proteini GTPaz u ryze zahrnuje 85 geni,
u Arabidopsis thaliana pak 65 gend (v¢. RhoGAP, Arf/SarGAP a RanGAP;
RasGAP u rostlin chybé&ji, obdobné jako RasGTPazy), nejbliz§i spole¢ny predek
dvoudéloznych a jednodéloznych rostlin byl vybaven pravdépodobné 33 geny pro

GAPy (Jiang a Ramachandran, 2006).
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1.6. RabGEF (guanine nucleotide exchange factor)

Protein RabGEF stimuluje vyménu GTP za GDP vazané v inaktivni formé RabGTPazy.
Interakéni oblasti mezi GEFem a GTPéazou zahrnuji na molekule GTPazy G3 smycku
a Cast helixu A2 (switch II), kde dochazi ke konformaénim zménam, a také G2 smycku
(switch I), kde GEF narusuje vazbu mezi B-fosfatovou skupinou GDP a jejim vazebnym
mistem na GTPaze. Po uvolnéni GDP se GTPaza nachazi ve velmi nestabilnim stavu,
kdy nevaZe nukleotid Zadny, pfi¢emz jiZ zminéna rozsahla interakce GTPazy s faktorem
GEF zajistuje dofasnou stabilizaci této pfechodné formy. Komplex GEF:GTPaza se
rozpada po navazani GTP do GTP-vazebné domény RabGTPéazy, u niz dojde ke
konformacéni zméné (Paduch et al., 2001).

Strukturné jsou RabGEF proteiny velmi rozmanité, napf. u kvasinky nesdileji
Zadnou sekvenéni homologii (Segev, 2001). GEF aktivitu nesou v n€kterych ptipadech
celé proteinové komplexy. Pouze katalytickd doména (nazyvand téZ DH doména)
pfedstavuje jediny spole¢ny rys, ktery byl nalezen ve struktufe Rab GEF proteinti. Tato
doména je tvofena 200 az 300 aminokyselinovymi zbytky, dal§i moduly obklopujici
DH doménu jsou zodpovédné za oligomerizaci a interakci s dal§imi proteiny, popf.
bunéénou membranou (Cherfils a Chardin, 1999).

Prvni RabGEF popsany u kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) byl protein
Sec2, ktery pusobi jako GEF pro GTPazu Sec4. Sec2 aktivuje Sec4 GTPazu pfi
orientovaném transportu vackt do rostouciho pupene (Walch-Solimena et al., 1997).
K dalgim proteinim s GEF aktivitou patfi napf. Rabex-5 nalezeny u savci, kde funguje
jako GEF pro Rab5 GTPazu a vytvati s jejim efektorem komplex Rabaptin5, nezbytny
pro membranovou fizi va¢ku pfi endocytdoze (Horiuchi et al., 1997). Mezi
heterodimerni a olimerni komplexy u nichz byla popsdna GEFova aktivita, patfi
komplex TRAPP (transport protein particle), ktery se v burikdch vyskytuje ve dvou
formach TRAPP I a TRAPP II, z nichz druhy obsahuje 3 specifické podjednotky navic
oproti 7, které maji oba komplexy spoleéné (Sacher et al., 2001). Tento komplex
zajistuje vyménu GTP za GDP u kvasinkovych GTPaz Yptl a Ypt31/32 (Jones et al.,
2000). Vymeéna nukleotidd u dali kvasinkové GTPazy,Ypt6, je zajiStovéana
komplexem Riclp-Rgplp na membranach Golgiho aparatu (Siniossoglou, 2000).

V sav¢ich burikdch by popsan dal§i komplex s GEF aktivitou nazvany HOPS
(homotypic fusion and vacuole protein sorting), ktery je tvofen Sesti podjednotkami:

2 Vam (vacule morphology) proteiny (Vam2 a Vamé6) a 4 V;;s (vacuolar protein sorting)

19



proteiny (Vpsll, Vpsl6, Vps18, Vps33). Komplex HOPS se podili, jak nazvy jeho
podjednotek naznacuji, na fuzi vacka s vakuolou (Laage a Ungermann, 2001), pokud
obsahuje dal$i dva proteiny (Vps39 a Vps41), slouzi jako efektorovy komplex Ypt7
GTPazy (Wurmser et al., 2000). Protein Vps39 pak je v tomto komplexu podjednotkou,
ktera zodpovida za stimulaci vymény GTP za GDP.
AEX-3 komplex u hlistice Caenorhabditis elegans pusobi jako RabGEF u Rab3
homologli vtomto organizmu, nadto jest¢ reguluje aktivitu Cabl proteinu, ktery
nezavisle na Rab3, pisobi v synaptickém pienosu (Iwasaki a Toyonaga, 2000).
Rostlinné GEF proteiny zatim nebyly popsany, homologni sekvence
z rostlinnych genomi lze sice najit pomoci BLASTu, ale jedna se pouze o kratké
sekvence s nejistou funkéni charakteristikou proteint, jejichz soucésti tyto sekvence
jsou. Za doposud jediné kandidaty GEF1 jsou u rostlin povazovany PRAF proteiny
[dle PH domain, Regulator of Chromosome Condensation (RCC) and FYVE domain],
jejichZz homology v$ak u savcd nejsou znamy. Doména RCC je schopna katalyzovat
vyménu guaninového nukleotidu u nékterych Rab proteind, ovSem tato u funkce

PRAF proteint zatim nebyla prokézana (van Leeuwen et al., 2004).

1.7. GDF (GDI displacement factor)

Existence faktoru, ktery katalyzuje disociaci komplexu RabGTPaza : RabGDI, byla
pfedpokladana jiz relativné davno (Soldati ef al., 1994). Afinita vazby RabGTPaza s Rab
GDI je charakterizovana vysokou disociani konstantou (50 nM), napf. pro komplex
Rab9 : RabGDI se Kd = 20 nM (Shapiro a Pfeffer, 1995). Sivars et al. (2003) popsali
kvasinkovy protein Yip3p (Ypt Interacting Protein), ktery vin vitro podminkach
rozklada komplex Rab9 : RabGDI. Tento membranoveé vazany protein sestava ze Ctyt
transmembranovych domén, terminalni proteinové sekvence jsou lokalizovany volné
vcytoplazmé. Az doposud bylo nalezeno 6 ¢lend Yip rodiny u kvasinky
(Saccharomyces cerevisiae), u nichz byla popsana c¢aste¢na funkéni redundance
(Barrowman et al., 2003).

Funkce kvasinkového GDF - Yiplp byla prostudovan na zakladé¢ mutacni
analyzy (Chen et al., 2004), kdy byla u mutantnich alel narusena interakéni schopnost
Yipl s RabGTPazami a RabGDI s vyslednym defekty membranového transportu.
Genova rodina sav¢ich homologid Yip, nazyvanych té‘i PRA (Prenylated Rab

Acceptor) nalezenych v genomu ¢lovéka, zahrnuje 16 gentl, u mysi pak bylo nalezeno
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14 homologli (Pfeffer a Aivazian, 2004). Pro dv¢ izoformy savéich Yip homologi
byla prokazana rozdilna subcelularni distribuce (Abdul-Ghani et al., 2001). Zatimco
PRA1 (homologYip3) je primarné lokalizovan v Golgiho aparatu, PRA2 (homolog
Yip6) setrvava v endoplazmatickém retikulu. Za tuto subcelularni lokalizaci zodpovida
signalni sekvence (sorting signal -DXEE) z C-konce PRA1, nebot’ pfi mutaci tohoto
motivu se protein PRA1 hromadil v membranach endoplazmatického retikula.
Zavedeni signalni sekvence do C-terminalniho useku PRA2 vyustilo v ¢asteCné
lokalizaci PRA2 do membran GA (Abdul-Ghani et al., 2001). V ptipadé¢ GDI
zprostiedkované extrakce membranové vazanych Rab GTPaz (Rab3A) byla prokazéna
jeji inhibice ufinkem PRAI1, ktery tedy umozZiiuje navrat zatim jeSt¢ GDP-vazané
formy GTPazy do membrany. Pouze uplna verze proteinu PRA1 (nikoliv zkracend o
21 aminokyselinovych zbytki) byla schopna vazat GDI1 (Hutt et al., 2000).

Navrzeny mechanizmus (Pfeffer a Aivazian, 2004), kterym GDF rozklada
Rab:GDI komplex, ptredpoklada vznik slabé interakce zminéného komplexu
s membranové vazanym proteinem Yip/PRA rodiny, kdy se navazanim jedné ¢i obou
prenylovych skupin destabilizuje komplex Rab:GDI. Po jeho rozpadu je Rab GTPaza
vazana na Yip, aZ do jejiho zakotveni do membrany spravného kompartmentu.
Zodpovédnost za specifickou membranovu lokalizaci Rab GTPazy je pfisuzovéana
pravé proteinim Yip/PRA (Pfeffer a Aivazian, 2004). Obdobny mechanizmus
predpoklada i model charakterizujici uvolnéni RabGTPazy z komplexu s GDI, ktery je
navrzen v praci Pylypenko et al. (2006).

Na zakladé Dbioinformatické analyzy genomu Arabidopsis thaliana
predpokladame pfitomnost asi 14 Yip homologi u rostlin, doposud vSak nebyly

funkéné charakterizovany.

1.8. Rab GDP disocia¢ni inhibitor (RabGDI)

RabGDI je cytosolicky protein, ktery je zapojen do zpétného prenosu RabGTPaz.
RabGDI je schopen uvolnit RabGTPazu v jeji GDP-formé& z bunééné membrany
cilového kompartmentu a navdazanou v  pomémé stabilnim komplexu
RabGTPéaza:RabGDI dorudit zpét k donorovému kompartmentu. Rozpadu komplexu
RabGTPaza:RabGDI asistuje GDF. Aktivaci RabGTPazy vyménou GDP za GTP
a jejim opétovnym zapojenim do membrany je umoznén jeji vstup do dal§iho procesu

transportu vacku k cilovému kompartmentu. RabGDI interaguje s RabGTP4azami které

21



byly posttransla¢né modifikovany navazanim dvou prenylovych fetézcti na C-konci
(Alory a Balch, 2001).

Na zakladé strukturni a sekvenéni podobnosti je RabGDI zafazovan spolu
sjinym regulatoren RabGTPéaz, Rab escort proteinem (REPem) do proteinové
nadrodiny GDI/REP (Alory a Balch, 2003). Proteiny této nadrodiny sdileji homologni
useky nalézajici se po celé jejich délce. Pét usekti s nejvyssi podobnosti bylo popséno
jako useky konzervovanych sekvenci, oznaované jak SCRs - sequence conserved
regions (Waldherr ef al, 1993). SCR 1A, 1B, 2, 3A a 3B (viz dale) obsahuji
aminokyselinové zbytky nezbytné pro funkci REP/GDI proteini a mohou byt pouzity
pro vyhledavani ¢lend této nadrodiny.

RabGDI vramci eukaryotické fiSe vyznaCuji znanou mirou podobnosti
aminokyselinové sekvence. Proteiny z riznych eukaryotnich organizm jsou identické
z vice nez 50% (Wu et al., 1996). Detailni studium struktury RabGDI zacalo v roce
1996, kdy Schalk et al. publikovali mutaéni analyzu tohoto proteinu. Molekula
RabGDI je tvofena dvéma doménami, které jsou uspofddany do tvaru pismene V,
molekulovd hmotnost tohoto proteinu se pohybuje kolem 50 kDa. Vétsi doména
(oznatena I, 340 aminokyselinovych zbytk(l) obsahuje piedev§im struktury f
skladaného listu, mensi doménu (oznacenou II, 100 aminokyselinovych zbytkl) pak
tvoii o Sroubovice (Schalk e al., 1996). Tti SCRs (1A, 1B a 3B) tvoii v terciarni
struktute proteinu GDI tzv. GDI-CHM consensus domain (GCD), ve které byly na
zdkladé mutaéni analyzy (Schalk et al, 1996) zjistény vysoce konzervované
aminokyselinové zbytky Tyr39, Glu233 a Agr240, jejichz zamény vedly k omezeni az
ke ztraté schopnosti GDI vazat RabGTPazy. SCR1A a B a SCR 3B vytvaieji na
doméné I vazebné misto pro RabGTPéazu (Schalk et al., 1996). Zbyvajici dvé SCRs
oblasti (SCR2 a SCR3A), nachazejici se vdoméné II, jsou méné konzervované
v ramci nadrodiny GDI/REP (Alory a Balch, 2001). SCR 2 a 3A tvoii v doméné II
vazebné misto pro geranylgeranylové fetézce RabGTPaz a také, v ptipadé¢ REPu,
oblast interagujici s RabGGTazou. Alory a Balch (2000) pomoci série nahodnych
bodovych mutaci vsekvenci ScMRS6 (REP u Saccharomyces cerevisisae)
nasledované komplementaci deleéni mutace mrs6 nasli né€kolik kli¢ovych
aminokyselin, jejichz zdména potlacila schopnost mutované ScMRS6 tuto dele¢ni
mutaci komplementovat. Nejsilngjsi efekt byl pozorovan v piipad€ zamény Argl95 za
Ala, Lys199 za Asp, Glu286 za Ser a Arg293 za Ala. VSechny tyto aminokyseliny lezi
v oblasti SCR2. ‘
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Casteéna odpovéd’ v otazce struktury RabGDI padla v roce 2003, kdy An et al.
publikovali krystalovou strukturu hovéziho RabGDI v komplexu
s geranylgeranyldifosfatem. Jejich krystalova struktura odhalila mélkou hydrofobni
kapsu pod vazebnym mistem pro Rab GTPazy. Mutace aminokyselinového slozeni (Pro
namisto Leu92) této vazebné kapsy aGDI (GDI1) vede u lidi k mentalni retardaci
(D’Adamo et al, 1998). An et al. (2003) predpokladali, ze hydrofobni kapsa je
zodpovédna za interakci s prenylovou skupinou RabGTPazy, nebot’ zminénd mutace mé
ptimy efekt na vazbu prenylové skupiny s GDI. Mutace se vSak nenaléza v blizkosti
prenyl-vazebného mista popsaného vtémze roce (Rak et al, 2003). Je vysoce
pravdépodobné, Ze tato mutace ma negativni ufinek na vazbu hydrofobniho motivu
C-terminalni hypervariabilni domény RabGTPazy sGDI, ponévadZz mutovana
aminokyselina se pifimo castni pravé této interakce, ktera je zodpovédna za spravnou
orientaci C-konce Rab GTPazy pfi interakci s GDI (Goody et al., 2005).

Rak et al (2003) publikovali krystalovou strukturu komplexu RabGDI
s monoprenylovanou RabGTPazou, ziskaného kombinaci chemické syntézy
a proteinového inZenyrstvi. Rentgenostrukturni analyza prokazala, Zze k vazbé
prenylového fetézce Rab GTPazy je zapotiebi konformaéni zmény RabGDI, ktera otvira
hydrofobni dutinu pravé v doméné II. Vzhledem k tomu, Ze tato dutina je schopna vazat
pouze jeden prenylovy fetézec, stile jesté nebylo vylouCeno, Ze pii vazbé bis-
prenylované RabGTPazy je vyuZito jak hydrofobni dutiny v doméné II, tak mélké
vazebné kapsy zmiriované v praci An et al. (2003).

Kone¢nou odpovéd na otazku lokalizace prenylovych skupin GTPazy
v komplexu sRabGDI  pfinesla strukturni analyza komplexu bis-prenylované
kvasinkové GTPaza Yptl s GDI (Obr. 3; Pylypenko et al. 2006), ktera ukazala, ze
zatimco jeden geranylgeranylovy fetézec (GGl) je zanofen do hydrofobni kapsy
tvofené a helixy D, E a H domény II GDI, jak jiz bylo posano dfive (Rak ef al., 2003),
druha skupina (GG2) se naléza vice exponovana prostiedi - je umisténa mezi helixy D
a E na povrchu domény II, zaroven lezi Sikmo pfes GG1 a stini tak od okolniho
prostiedi jeho velkou ¢&éast. Zatimco vazbu GGI1 zajistuje 12 hydrofobnich
aminokyselinovych zbytkd, prostiedi obklopujici GG2 je podstatné hydrofilné;si.
Vazebné misto pro GG2 obsahuje jen 7 hydrofobnich zbytki, jejichZ nedostatek je
kompenzovan pfitomnosti GG1, které tvoii hydrofobni dno vazebného mista pro GG2.
V této préci je téZ navrzen mechanisticky model GDI zprc?stfedkované extrakce Rab

GTPaz z membrany, ktery piedpokladd postupné obsazeni obou prenyl-vazebnych
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mist na doméné II GDI jednim z prenylovych fetézctl, konkrétné¢ GG1. Po rozpoznani
G domény GTPazy a jejim navazani na Rab vazebnou platformu GDI vznika
nizkoafinitni komplex. Nasledna interakce oblasti CBR (C-terminus binding region)
GDI s hydrofobnimi zbytky C-terminalni hypervariabilni domény RabGTPazy vede
orientaci domény II GDI nad membranové vazané geranylgeranylové skupiny
GTPazy. Nasleduje navazani prvniho geranylgeranylu do povrchového vazebného
mista za vzniku pfechodného vysokoafinitniho komplexu zatim jes§t¢ ukotveného
v membrané. Konverze tohoto komplexu v rozpustny Rab:GDI komplex je zptisobena
koordinovanym pfesunem GGl do zanofeného vazebného mista soucasné

s pfesko¢enim GG2 do povrchového vazebného mista (Pylypenko et al., 2006).

Vi [@(ﬁ] | ‘ t{/f; | Obr. 3 Struktura komplexu bis-
AT W Switch |l prenylované Yptl (kvasinkové
s GTPazy) s GDI (Pylypenko e al.,
2006). Ve struktuie Yptl jsou
odliSeny oblasti Switchl a Switchll

(Y:‘-)tt;nmnus \’..p zodpovédné za interakci s Rab

~—7, vazebnou oblasti (Rab-binding
platform) domény 1 GDI. Mezi
helixy D, E a H domény Il GDI
jsou lokalizovany oba geranyl-
geranylové fetézce pripojené na C-

konci RabGTPazy. Za interakci

s C-terminalni oblasti Yptl

Geranylgeranyl 1 zodpovida oblast CBR (C-terminus

inl .
Geranylgeranyl 2 Domain Ii binding region) GDI.

Prvni zastupce RabGDI byl izolovan zhoveéziho mozku jako faktor, ktery
blokoval uvolnéni GDP zkomplexu s GTPazou Rab3a (Sasaki er al. 1990).
V nasledujich letech byl RabGDI popsan u fady eukaryotnich organizmi, u n¢kterych
byl zjistén vyskyt zna¢né piibuznych izoforem RabGDI. Ve starSich studiich
zivocisnych RabGDI byly popsany tii izoformy (GDI1 — oznaCovana téz a, GDI2 — 3,

GDI3 - y), tfi izoformy byly nalezeny naptiklad u Bos taurus 1 Rattus norvegicus
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(Alory a Balch, 2001), ovem s vyuzitim moderniho pfistupu bioinformatické analyzy
sekven¢nich dat byla potvrzena pfitomnost pouze dvou gend kddujicich RabGDI
v genomech savcd (viz dale). U savéich izoforem GDI a a y bylo popsano jejich
odli$né zastoupeni v riiznych bunéénych typech — u izoformy a (GDI1) byla zjisténa
specificka exprese v mozku potkana (Rattus norvegicus), zatimco izoforma y (GDI3)
byla nalezena nejen v nervové tkani, ale i v ostatnich somatickych tkanich (Pfeffer et
al., 1995). GDI1 (tj. o izoforma specifickd pro nervovou tkaf) je povaZovana za
protein zodpovédny za recyklaci Rab3a GTPaz pfi vyvoji mozku a za uvolfiovani
neurotransmiteru na synapsich. ,,Knock-out“ mutace GDI1 u mysi ovliviiuje funkci
synapsi a ma za nasledek epileptické zachvaty (Ishizaki et al., 2000), mutace lidského
GDI1, ktera je vazana na chromozém X, je zodpovédna za relativné Casté mentalni
poruchy, projevujici se u 1 z 500 muzi (D°Adamo et al., 1998). Na zakladé Southern
blot analyzy genomické DNA mysi (Mus musculus) a potkana (Rattus norvegicus) se
nevylucovala moznost, Ze pocet izoforem GDI u téchto organizmti mtze byt vyssi — az
5 (Alory a Balch, 2001). Po fylogenetické analyze REP/GDI rodiny za vyuziti jiz
kompletni sekvence genomu mysi (Mus musculus) bylo zjisténo, ze sekvence jedné
zizoforem bez specializované tkanové exprese (GDI2) v genomu chybi a pfi
porovnani nukleotidové sekvence této izoformy s genomickou a EST sekvencemi
GDI2 z Bos taurus se ukazala jejich 100 % identita, své€d¢ici o moZném
kontaminaénim pivodu GDI2 izoformy u myS$i (Hala er al., 2005). Ostatni savci
(Clovek, krysa, pes, skot) maji dle této in silico analyzy téZ pouze dvé izoformy RabGDI.
Savéi izoformy se vSeobecnou expresi oznacuji v nasledujicim textu z divodu
sjednoceni nazvoslovi jako GDIB.

Garrett et al. (1994) charakterizovali kvasinkovy (Saccharomyces cerevisiae)
protein Gdil interagujici s malou GTPazou Sec4. Ukazali, ze protein Gdil je klicovym
regulatorem exocytozy a je lokalizovan jak na membranach, tak v cytoplazmé. GDI1 je
pak nezbytné nutny gen, jehoZ poruSeni je letdlni. Hlavnim dusledkem vycerpani
proteinu Gdil in vivo je ztrata cytosolického poolu Secdp, tim zplsobena inhibice
raznych kroku sekretorické drahy, ktera se fenotypové projevuje ve zvétSovani struktur
endoplazmatického retikula, Golgiho aparitu a také sekre¢nich vacki. Obdobné
poruchy byly popsany u termosenzitivniho mutanta sec/9-1 (Novick et al., 1980),
komplementaéni test pak prokazal, ze GDI1 je alelicky k sec/9-1. Pfi naruSeni jedné
chromozomalni kopie GDII1 u diploidnich kvasinek dojd\e sice k vypu€eni spor, jejich

vyvoj je vSak blokovan ve dvou- nebo ¢tyfbunééném stadiu.
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Vyskyt nékolika izoforem RabGDI u organizmt patficich do riznych skupin
(krytosemenné rostliny — viz dale, obratlovci, nalevnik Paramecium tetraurelia)
ziejmé vzajemné fylogeneticky nesouvisi, ke zmnoZeni genti doSlo nezavisle

v jednotlivych liniich (Hala et al., 2005).

1.8.1. Rostlinny Rab GDP disociaéni inhibitor

Prvni rostlinny RabGDI byl popsan u zelené mnohobuné¢né fasy Volvox carteri
(Beyser a Fabry, 1996), v jejimz genomu byla nalezena pouze jedna kopie genu
GDIV1. Lokalizace proteinu GDIV1p pomoci specifické protilatky ukazala, Ze tento
protein je pfitomen v prubéhu celého Zivotniho cyklu fasy nejen v cytoplazmé, ale
i v pohybovém aparatu (bi¢ik). Jediny gen pro GDI, homologni s GDIV1, byl pomoci
Southern a Western blot analyzy identifikovan také u jednobunééné fasy
Chlamydomonas reinhardtii (Beyser a Fabry, 1996). Bioinformaticka analyza
genomické sekvence také potvrdila existenci jednoho genu u Chlamydomonas
reinhardtii (Héla et al., 2005).

U zastupct vysSich rostlin se podobné jako u savci vyskytuje vice izoforem
RabGDI. U Arabidopsis thaliana byly nalezeny tfi izoformy GDI (Ueda et al., 1996;
Zarsky et al., 1997; Ueda et al., 1998). AtGDI1 byl charakterizovan nezavisle ve dvou
laboratofich. Pomoci funkéni komplementace mutace v genu SEC19 u kvasinkového
termosenzitivniho sekreéniho mutanta sec/9-1 byl identifikovan rostlinny GDI
homolog (Zarsky et al., 1997). Mutace v genu SEC19, jediném homologu RabGDI
v Saccharomyces cerevisiae, zpuisobuje neschopnost ristu bunék za restriktivni teploty
(37°C). Tento defekt komplementovala cDNA z Arabidopsis thaliana, zniz byl
naklonovén gen AtGDI1 kédujici protein o molekulové hmotnosti 49 850 Da, jehoz
identita s kvasinkovym GDI je 49%. Northern blot analyza prokazala expresi mRNA pro
gen AtGDII ve vech rostlinnych pletivech (Zarsky et al., 1997). Ueda et al. (1996)
identifikovali AtGDI1 pfi hledani supresoru negativniho efektu, ktery méla overexprese
genu ARA4 (RabGTPéza Arabidopsis thaliana) v buiikach ypt mutantd Saccharomyces
cerevisiae. V téZe laboratofi izolovali i gen AtGDI2 a prokézali, Ze je schopen
komplementovat sec/9-1 mutaci (Ueda et al., 1998). Byla dokazana interakce obou
AtGDI s RabGTPazou Ara4 v kvasinkovych burikach. Northern blot analyzy téz

potvrdily v§eobecnou expresi obou genii v pletivech a organech Arabidopsis. Ueda et al.
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(1998) navrhli na zaklad¢ hybridizace genomické DNA se specifickymi probami
existenci tfettho GDI u Arabidopsis. Jeho pfitomnost v genomu Arabidopsis se potvrdila
i po ukonCeni sekvena¢niho projektu genomu Arabidopsis thaliana (Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Dal§i homologni sekvence GDI jiz v genomu Arabidopsis
nebyly nalezeny (Hala et al., 2005). T# homology RabGDI z Arabidopsis thaliana
sdileji podobnost vyssi nez 77% (Vernoud et al., 2003), GDI1 a GDI2 jsou identické
z 91%, tfeti izoforma je odlisnéjsi (KakeSova, 2003).

Mezi geny, jejichZ exprese v suspenzni kultute ryZe (Oryza sativa) se zvySuje
pfi Casné reakci na stresové pisobeni elicitoru z houby Magnaporthe grisea, byly
nalezeny dva homology RabGDI - OsGDI1 a OsGDI2 (Kim et al., 1999). MnozZstvi
jejich mRNA detekované na Northern blotu se zna¢né zvysilo béhem 30 minut od
pocatku pusobeni elicitoru a nadédle stoupalo po nasledujici 2 hodiny. Funkéni
homologie OsGDI1 a OsGDI2 s kvasinkovym GDI byla prokazana komplementaci
mutanta sec/9. Oba OsGDI proteiny byly schopny u¢inn€¢ uvolnit Rab3a GTPéazu
z synaptickych membran obdobné€ jako hovézi (Bos taurus) RabGDI. Exprese obou
OsGDI se mirn¢ liSila mezi jednotlivymi organy rostliny, vys$si mnoZstvi mRNA pro
OsGDI bylo zjisténo v kofenech v porovnani s pletivy nadzemnich ¢asti rostliny (Kim
et al., 1999). Obdobné jako u Arabidopsis byl i v genomu ryze nalezen gen pro tfeti
homolog RabGDI (Hala et al., 2005).

Muiioz et al. (2001) identifikovali dva geny homologni k AtGDI v cDNA
knihovné izolované ze semenacku cizrny berani (Cicer arietinum). Maximalni exprese
CanGDI byla pozorovana v intenzivné rostoucich pletivech semenackt studované
rostliny, zejména v bunéénych typech, pro néZ je charakteristickym rysem aktivni
bunééné déleni a elongace (epikotyly, kofeny). Z kofenové cDNA tolice dételové
Medicago truncatula (modelova rostlina patfici mezi lusténiny) byl nalezen dalsi
homolog - MtGDI - s 96 % identitou k CanGDI (Yaneva a Niehaus, 2005). Pfimou
interakci proteinu MtGDI s RabGTPazou MsRabl1f z vojtésky (Medicago sativa)
prokazala ko-imunoprecipitace in vitro, zji§téna disocia¢ni konstanta komplexu
MtGDI: MsRabl1f byla 4 uM. Pomoci ,,Real-time“ RT-PCR byla dokézana exprese
MtGDI ve vsech pletivech rostliny, na zakladé vysledku Western blot detekce MtGDI
specifickou protilatkou autofi naznacuji mozZnost existence vice nez jedné izoformy
GDI u Medicago truncatula (Yaneva a Niehaus, 2005).

Ze suspenzni kultury tabaku byl identifikovan gen\NtGDIl (Ezaki et al., 1997),

jehoz souvislost s toleranci k ¢inku AI’* iontt se ukazala pfi expresi v kvasinkach

27



Saccharomyces cerevisiae (Ezaki et al., 1999). Mezi 11 rostlinnymi geny, u nichZ byla
zaznamenana indukce exprese vlivem Al stresu, byly nalezeny dva geny, jejichZ
exprese zvysila toleranci kvasinky Saccharomyces cerevisiae vigi A**: AtBCB (blue
copper binding protein z Arabidopsis thaliana) a NtGDI1 (GDP disociaéni inhibitor
z Nicotiana tabacum). Zatimco protein BCB zptisobil omezeni vstupu AI** do bungk,
exprese NtGDI1 genu podporovala uvoliiovani AI** ionti, pravdépodobng stimulaci
membréanového transportu. Overexprese NtGDI1 v transgennich rostlinach Arabidopsis
thaliana, ekotypu Landsberg erecta, téZ indukovala uvolnéni AI** iontd z oblasti
kofenové Spicky (Ezaki et al, 2001). Pfi tranzientni expresi flizniho proteinu
NtGDI1::GFP v pokozkovych buiikach cibule byl pozorovan fluorescentni signal
lokalizovany sice v cytoplazmazmé, ale prekvapivé v podobé partikuli (Ezaki et al.,
2005). Vysledky z Ezakiho praci propojujici funkci RabGDI s reakci na Al stres, nas

inspirovaly k studiu inzeréniho gdil mutanta za vy$e zminénych stresovych podminek.
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2. Cile prace

V na$i laboratofi byl pomoci funkéni komplementace kvasinkového mutanta secl9-1
izolovén prvni rostlinny RabGDI, ktery se podili na regulaci sekretorické drahy (Zarsky
et al, 1997). Nasledné¢ byly studovany biochemické vlastnosti rekombinantniho
AtRabGDI]1 (pfedevsim interakce s Rab GTPazami; KakeSova, 2003).

Mym ukolem bylo oteviit moznost studia role rostlinnych RabGDI bilkovin
v biologickém kontextu organizmu vyhledanim a charakterizaci pfislu$nych inzerénich
mutanti Arabidopsis thaliana. Existence tii homologii RabGDI v genomu Arabidopsis
nam déavala nadé&ji, ze jednotlivé ztratové mutace nebudou letdlni a budou vykazovat
¢asteéné fenotypické poruchy.

Vzhledem k tomu, Ze v genu AtRabGDI3 jsem nena$la vhodného inzeréniho

mutanta, formulovala jsem si jednotlivé ukoly nasledovné:
1. Charakterizovat inzeréniho mutanta v genu AtRabGDI1.
2. Izolovat a charakterizovat inzeréniho mutanta v genu AtRabGDI2.

3. Pfipravit, izolovat a charakterizovat dvojitétho mutanta gdi/gdi2 a ptipravit jeho

hybridy s reportérovymi liniemi nesoucimi markery secGFP a cyc::CBD::GUS.
4. Ovéfit prenos inzerci v genech RabGDI1 a RabGDI2 pomoci reciprokych k¥iZeni.
5. Vyhledat a charakterizovat mutanta deficientniho v procesu geranylace RabGTPaz,

na némZ se podili Rab escort protein (REP), ktery je vzdalenym paralogem
RabGDI.
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3. Metody

3.1. Rostlinny material a kultiva¢ni podminky

Semena Arabidopsis pro in vitro kultivaci byla povrchové sterilizovana postupné
v 70% etanolu (3 min.), 10% SAVO (10 min.) za dtkladného tfepani a poté
proplachnuta sterilni destilovanou vodou. Pfed vlastnim vysevem bylo osivo ve vodé
ponechano 2 az 7 dni pii 4°C za ucelem synchronizace kli¢eni chladovou stratifikaci.
Rostliny byly pé€stovany pii svételnych podminkach dlouhého dne (16 hodin svétlo / 8
hodin tma) pfi 20 az 23°C.

Mutant s T-DNA inzerci v genu AtRabGDI1 (mutant gdi/) nam byl poskytnut
pod pGvodnim oznafenim L59 slaskavym svolenim Dr. Klause Palmeho, Dr.
Friedricha Bischoffa a Dr. Bernda Reisse (MPI, K6ln am Rhein, Némecko). K selekci
mutantd gdil jsem pouzivala sulfadiazin (100 mg/l; 4-amino-N-[2-pyrimidinyl]
benzene-sulfonamide-Na; Sigma S-6387).

Dal§i mutanti byli nalezeni v databazi NASC (SALK Institute,
http://www.arabidopsis.info), kde jsem nalezla dvé inzerce v genu
AtRabGDI2: SALK 071108 a SALK _064619. Selekce mutantli ze sbirky SALK na
rezistenci vi¢i kanamycinu (50 mg/l) nebyla kvili postupnému umlcovani
(,,silencing®) genu NPT II (z T-DNA vektoru pROK?2) v dalsich generacich mozZna.

Linie nesouci T-DNA inzerci v genu RabGGTB1 byla ziskana také z databaze
NASC, na analyze tohoto inzeréniho mutanta jsem spolupracovala s Mgr. Michalem
Halou.

Reportérové linie, které byly pouzity ke kfizeni s dvojnym gdi mutantem:
secGFP, (poskytnuta Dr. Ianem Moorem, Oxford Universtity, U.K.; Zheng et al.,
2004) a cyc::CDB::GUS (poskytnuta Dr. John L. Celenzou, Boston University, USA;
DiDonato et al., 2004). Rostliny secGFP lze selektovat na hygromycinu (25 mg/l),
selekce cyc::CDB::GUS na kanamycinu je nepouzitelna v dusledku podobnych

projevi ,,silencingu genu NPT II, jaké jsou pozorovany u mutantii ze sbirky SALK.
Pro in vitro kultivace bylo pouzivano 2 MS médium (Murashige-Skoog,

Duchefa) s 0,8 % (w/v) agarem a 1 % (w/v) sachardzou, pH 5,8; pfislu$na antibiotika

(viz vySe) byla pfidavana do média sterilizovaného autoklavovanim. 10-14 denni
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semenacky byly pfevedeny z Petriho misek do kultiva¢nich nddob GA7 Magenta
(Sigma), po 4-5 tydnech od vysevu byly rostliny pfesazeny do plidy - smési
,Zahradniho substratu B* s piskem (2:1), ve které byly pé€stovany az do zralosti osiva.
Dvouvrstevnd média pro test sensitivity primarniho kotfene vici AI** byla
pfipravena dle prace Larsena et al. (1996). Pozorovéani primarniho kofene v tomto testu
umoziuje prihlednost gelritu — gellan gum (Sigma). Z prace Larsena et al. (1996)
bylo pfevzato minerdlni slozeni médii: (a) pevné pro obé dvé vrstvy systému a (b)
tekuté uréené pro nasédknuti dolni vrstvy, tzv. ,soak” médium, dale SK. Pevna média
obsahovala 0,125 % gelrit, 1 % sacharézu, pH 4,2 bylo nastaveno 1 M KOH. SK
médium bez gelritu (1% sachar6za, pH 4,2) obsahovalo 0,75 mM AICl;, neni-li

uvedeno jinak.

Mineralni slozeni médii dle Larsena (1996)
(a) pevné (b) SK
makroprvky [mM] [mM]
KNO; 2 2
KH,PO4 0,2 0,1
MgSO;,. 7H,0 2 2
(NH4),SOq4 0,25 0,25
Ca(NO;3), . 4H,0 1 1
CaS0;,. 2H,0 1 1
K,S04 1 1,1
mikroprvky [wM] [wM]
MnSOy. 4H,0 1 1
H3;BO; 5 5
CuSO4. SH,O 0,05 0,05
ZnS0O4. TH,0 0,2 0,2
Na;MoOy; . 2H,;0 0,02 0,02
CaCl, 0,1 0,1
CoCl,. 6H,O 0,001 0,001

Objemové poméry mezi médii horni a dolni vrstvy a SK médiem v plastovych
kultivaénich nddobach GA7 Magenta (Sigma) byly téz ptevzaty z prace Larsena et al.
(1996). Pevné médium bylo vysterilizovano klavovanim, poté za horka sterilné
rozpipetovano po 40 ml do kultiva¢nich nadob. SK médium bylo sterilizovano filtraci,
na dolni vrsvu ztuhlého pevného média bylo opatrné napipetovano (20 ml / magenta) a
ponechano 2 dny ekvilibrovat. Po sliti SK média a oplachu povrchu dolni vrstvy
sterilni vodou, byla opatrn€ napipetovana horni vrstva 20 ml pevného média po

klavovani. K poruSeni povrchu dolni vrstvy dochdzelo vétSinou v mist¢ dopadu
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pipetovanych kapalin (,,soak®, voda, druha vrstva), tudiz byly kapaliny pipetovany do
sttedu nadob, aby nedoslo k poruseni okraji média, kam byla vysévana semena. Pro
pokusy ovéfujici reakci primarniho kofene na prosté fyzikalni rozhrani vzniklé
navrstvenim dvou médii o stejném sloZeni, ale rtizném ,stafi”, byla dvojvrstevna
média pfipravovana téz bez AICl;. Dolni vrstva pak bud’ nebyla ekvilibrovana Zadnym
médiem, popi. byla pouze oplachnuta sterilni vodou pied napipetovanim horni vrstvy
pevného média, anebo bylo aplikovano médium bez AICl;, pticemz byly testovany dvé
varianty (tekuté médium o stejném mineralnim sloZeni jako pevné médium, a SK
médium bez AlCl3). Vysterilizovana semena testovanych mutantt (a kontrol) byla po
imbibici pii 4°C vyseta v 1 az 2 fadach pfi sténach kultiva¢ni naddoby na povrch
dvouvrstevného média, reakce kofene na rozhrani byla hodnocena 5. — 7. den od
vysevu. Ponévadz na gelritovych médiich nebyly podminky pro rist rostlin optimalni,
byly rostliny pfevedeny do ex vitro podminek k dopéstovani osiva az po

rekonvalescenci na % MS médiu.

3.2. Izolace DNA

Genomickd DNA byla pfipravovana dvéma metodami, z nichz komeréné dostupna
ziskana DNA pouzitelnd nejen pro genotypovani pomoci PCR, ale téZ pro Southern
blotting. Extrakci DNazolem bylo moZzno po adaptaci metody pro homogenizaci
materidlu plastovymi pisty pfimo v mikrozkumavkach aplikovat t€Z na velmi malé
navazky vzorkd (napf. pryty tydennich semenackt). Druhou metodou, ktera byla
zaloZena na extrakci pomoci hydroxidu sodného (Klimyuk et al, 1993), byla
ptfipravena DNA vhodnéa pouze pro PCR. Tato metoda byla ov§em limitovdna typem
materialu, nebot’ spolehlivé fungovala pouze z mladych poupat. Poupata (terminalni
¢ast 1-2 kvétenstvi) sebrana do mikrozkumavek byla na 3 min povaiena ve 40 pl 0,25
M NaOH, poté byla zneutralizovany pfidanim 40 pl 0,25 M HCI a 20 pl 0,5 M Tris-
HCI s 0,25% Nonidet NP-40 a smés byla je$té povafena 3 min. V prubéhu povateni
byla smés nékolikrat opatrn¢ protfepana, po skonceni extrakce varem byly vzorky
okamzité ochlazeny v ledu. Vzorky DNA bylo mozné dlouhodobé skladovat pti 4°C.
Do PCR jsem pouZivala davky 0,2-1 pul DNazol prept a 1-2 pul NaOH prepi ve

findlnim objemu 20 pl reakce.
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3.3. PCR pro genotypovou analyzu mutanti

Amplifikace WT a inzer¢nich produktti z genomické DNA probihala v reak¢ni smési
obsahujici 1 — 1,5 pM primery, 0,15 - 0,2 mM dNTP, Taq Polymerazu (MBI
Fermentas) 0,2 U / 20 pl reakce, 10x ztedény MBI PCR pufr s (NH4); SO4 a 2,5 mM
MgCl,. Optimalizovany program PCR (na pfistroji Biometra T-Personal) byl tvofen 30
cykly za podminek 95°C po 30 s pro denaturaéni fazi, 59°C po 45 s pro reasociaéni
fazi (nasedani primert, annealing) a 72°C po 70 s pro elongacni fazi. PCR byla
zahajena 2 min denaturaci a zavérecna synteticka faze byla prodlouzena na 10 minut,
nasledovalo zastaveni reakce ochlazenim na 4°C. PCR produkty byly poté rozdéleny
elektroforézou v 1% agar6zovém gelu obsahujicim EtBr (obvykle pouzivan 1x TBE
pufr), nasledovalo pozorovani na UV transiluminatoru (Hoefer UVVIS) a fotograficka
dokumentace elektroforeticky rozliSenych produktii v gelech.

Primery pro genotypovani inzerce gdil byly navrzeny dle sekvence rescuovaného
plazmidu L59 a genomické DNA, inzer¢ni produkt (390 bp) vznikal pfi pouZiti
dvojice S1 a A1, WT produkt (321 bp) se amplifikoval pomoci primerd S1 a A3.

Ke genotypovani T-DNA inzerci je v databazi SALK doporucen primer LBbl z LB T-
DNA. Primery LP1 a RP1 (pro inzerci v 1. exonu), LP5 a RPS5 (pro inzerci v 5. exonu)
byly navrzeny z genomické DNA ve vzdalenosti doporudené pro pozice
genotypovacich primert dle mista inzerce (http://signal.salk.edu/
tdnaprimers.2.html). RP1 a LP5 primery byly navrzeny pro amplifikaci
inzerénich produktti v kombinaci s LBbl primerem, dvojice RP1+LP1 a LP5+RP5
byly pouzity k amplifikaci WT produktd k pfislusné inzerci. Pfi genotypovéni
inzeréniho mutanta v genu RabGGTB1 byla pro amplifikaci inzeréniho produktu
pouzivana dvojice primert GGTBFw a LBbl, WT produkt vznikal z dvojice primerti
GGTBFw a GGTBRev.

PCR smési pro genotypovou analyzu vétSinou obsahovaly najednou 3 primery pro
amplifikaci obou (inzeréniho i WT) produktl zaroveri, neni-li uvedeno jinak.

Sekvence primerd pouZitych v genotypovacich reakcich jsou uvedeny niZe, jejich

pozice ve studovanych genech (kromé¢ GGTB1) viz Obr. 6, str. 48:

GDI1
S1 5 GGAGATTTTCAATACTCTTAATTGC 3°
A3 5 GAAGTACCTAATTGGAATATAGATG 3 3
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Al 5" AGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCC 3°

S2 5 CGTTACTTACATGATGAACAACGG 3~

A2 5 CGGGGATCAGATTGTCGTGTCC 3~
GDI2

LP1 5’ CAACAATAATTGAAATGTCGACCC 3~

RP1 5°CCATCGACGGAAAGGAGACCGC 3~

LPS 5°CATGGGCATATTTGAGAAACGTCG 3~

RP5 57CGGTGCATTCCCCTCTTGCAGAC 3°

LBbl 5 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 3°

LBnew5 "GAACAACACTCAACCCTATCTCGGGC 3~
GGTBI1

GGTBFw 5 GTCCTCGAGGGTTCAGCTCGTAGCTGAC 3°

GGTBRev 5 GAAGAACGAGTTAGTGACATTGAC 3~

LBbl 5 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 3~

3.4. PCR test pritomnosti dalsi inzerce u gdi2 mutanta (SALK)

Ponévadz byla zjiS§téna pravdépodobnd druhd inzerce pfi analyze prvni generace
mutant gdi2, bylo nutné, vzhledem k néaslednému uml¢eni genu pro kanamycinovou
rezistenci v potomstvu mutanti z databaze SALK, otestovat jeji pfitomnost
v potomstvu dvojnych hybridi pomoci PCR s primery pro gen NPT II (viz niZe).
Podminky reakce se mirné liSily od genotypovaci PCR: byl pouzit 10x PCR pufr bez
(NH4);2S04, nizsi koncentrace MgCl, (1,9 mM) a délka reasociacni i elongacni faze

byla zkracena na 40 s.

Sekvence primerd:
NPT LP 5"TCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGC 3~
NPT RP 5" GCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGC 3~

3.5. Izolace RNA a RT-PCR

RNA byla extrahovana za vyuziti RNeasy plant mini kitu (Qiagen) ze 100mg

rizicovych listh mladych rostlin (o pfedem ovéfeném genotypu) dle vyrobcem

34



doporuteného postupu. Mnozstvi RNA jsem stanovila spektroskopicky, kvalita
vyizolované RNA pak byla ovéfena elektroforeticky v 1,2 % agarézovém gelu (v 1x
FA MOPS pufru o slozeni 20mM MOPS, SmM octan sodny, ImM EDTA, 0,74 %
formaldehyd, pH 7,0). Vzorky RNA byly pied elektroforézou inkubovany 5 min pfi
65°C s 5x vzorkovym pufrem (20 % glycerol, 2,7 % formaldehyd, 30,8% formamid,
bromfenolova modf v 2,5x FA MOPS pufru, 8 mM EDTA, pH 8,0 ), pak ochlazeny na
ledu. EtBr k vizualizaci RNA byl ptidan bud’ pfimo ke vzorkiim nebo do rozvateného
agar6zového gelu pied nalévanim do elektroforetické vany s hiebenem, které jsem
pted pouzitim vymyla 3% roztokem peroxidu vodiku (eliminace RNéz) a ultraistou
deionizovanou vodou.

Reverzni transkripce a PCR z cDNA byla provedena na pfistroji Biometra za vyuZiti
First Strand cDNA synthesis Kitu I (AMV) od fy BioBasic. cDNA byla syntetizovana
v reak¢éni smési obsahujici 2.5 pg RNA (~ 3 — 5 pl) ve finalnim objemu 20 pl. Dle
navodu vyrobce byl ke smési RNA a oligo dT primeru (5 pg / pl; 1 pl / reakei)
preinkubované 5 min pfi 70°C piidan 5x reakéni pufr (4 pl / reakci), inhibitor
ribonukleaz (40 U / pl; 0,5 pl / reakci) a 10 mM dANTP (2 ul / reakci) a po
nasledujicich 5 min pii 42°C byla ptidana AMYV reverzni transkriptaza (2 pl, tj. 20 U /
reakci) pro 60 min trvajici reverzni transkripci pti 42°C. Reakce byla zastavena 10 min
inkubaci pfi 70°C a ochlazena na 4°C. Z kazdé cDNA pak byla provedena PCR ke
zjiSténi pfitomnosti transkripti sledovanych gent, podminky byly optimalizovény za
vyuziti teplotné gradientové PCR, podrobnosti podminek PCR jsou uvedeny ve
vysledcich. Reakéni smés byla sloZena obdobné jako u genotypové analyzy mutantd.

PCR produkty byly rozdéleny a vizualizovany v 1% agar6zovém gelu.

Sekvence primery pouzité pro RT-PCR viz nize, jejich pozice ve studovanych genech
a velikosti produktd viz Obr.14 a 15 (str. 57-58):

FORWARDI 5 " CGAAGTCATAGTTCTGGGTACTGGTC 3~

LP5 (FFORWARD?2) 5 CATGGGCATATTTGAGAAACGTCG 3~

REVERSE (cDNA specificky) 5° CACTTAGGTCCAGTTGCTTTCCGGTG 3°

3.6. Southern blotting

Genomickd DNA piipravend pomoci DNAzolu (2-3 pg na reakci) byla pfes noc pii
37°C §tépena restrikénimi enzymy EcoRI a/nebo HindIII (1 - 1,5 U na 1 pg DNA) ve
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sprasené kvéty zabaleny do pouzdérka z potravinaiské folie a oznafeny typem kiizeni
a donorem pylu. Obal z folie predstavoval nejen bariéru proti cizospraseni nezadoucim
pylem, ale také zajistoval vyvijejici se SeSuli ochranu pied vyschnutim, a v dobé
zralosti zabranil ztraté osiva. Uspésnost kiiZzeni byla zjevna 2.-3. den od spraseni, kdy

po ztmavnuti (zhnédnuti) bazalni ¢asti mladé SeSule zacal byt patrny i jeji rust.

3.7. Mikroskopicka analyza embryonalniho vyvoje a vizualizace
GUS aktivity

Vyvijejici se semena z mladych $eSuli mutantnich a WT rostlin byla vypreparovéna za
vyuZiti stereolupy (Stemi 2000C Zeiss) pomoci jemné injek¢ni jehly (primér 0,3 mm);
mikroskopické pozorovani embryi uvnitt mladych semen bylo umoznéno az po projasnéni
nepruhlednych vrstev osemeni pomoci Cerstvého 0,5 M KOH (Jeniffer F. Topping -
osobni sdéleni). K vizualizaci B-glukuronidazové aktivity (GUS) bylo vyuzito metody dle
Craiga (1992), z Sesuli reportérové linie cyc::CDB::GUS a jejich hybridi s gdi mutanty
byla vypreparovana semena, 3 aZ 12 hod inkubovana pfi 37°C v barvicim roztoku
X-glcA (cyhlohexylamonna sdl 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glukuronidové kyseliny
— X1405 Duchefa). K barveni GUS v kofenovych $pi¢kach rostlin nesoucich marker
reportérové linie cyc:CDB:GUS postacovala 0,5 az 1 hod inkubace v barvicim roztoku
X-glcA pfi 37°C. Barvici roztok obsahoval 2 mM X-glcA (rozpusténo
v dimethylformamidu), 0,5 mM ferrifyanid draselny [K3;Fe(CN)s] a 0,5 mM ferrokyanid
draselny [K4Fe(CN)s . H,O] a 0,025 % TWEEN 20 ve 100 mM sodnofosfatovém pufru,
pH 7.0. Projasnéni osemeni mladych semen 0,5 M KOH po GUS barveni bylo provedeno
aZ bezprostfedn€ pred mikroskopickym pozorovanim (Olympus BX51). K dokumentaci
mikroskopovanych preparatii jsem vyuZivala pfipojenou digitalni kameru C-4040Zoom
(Olympus), software Viewfinder Lite (Pixera Corporation) a AnalySIS® (Soft Imaging
System GmBH).
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4. Vysledky

4.1. Exprese genové rodiny RabGDI v Arabidopsis thaliana

V genomu Arabidopsis thaliana se vyskytuji tfi geny kodujici Rab GDP disocia¢ni
inhibitor: AtGDI1 (At2g44100), AtGDI2 (At3g59920) a AtGDI3 (At5g09550).

Data charakterizujici expresi genti RabGDI v riznych organech a bunéénych
typech Arabidopsis thaliana byla ziskana z vetejné dostupné databaze experimenti
vyuzivajicich Affymetrix DNA ¢ipy (http://affymetrix.arabidopsis.info/
narrays/experimentbrowse.pl), ktera byla zpfistupnéna v roce 2003. Jeste¢ pted
zvefejnénim té€chto Udaji jsme na zéaklad€ analyzy dostupnych EST (expressed
sequence tags) z cDNA knihoven riznych organii a pletiv Arabidopsis pfedpokladali
rozdilnou droven exprese tii AtGDI. Nejvyssi pocet EST byl zjistén pro AtGDII,
ktery je hojné exprimovan ve vSech typech pletiv vyjma kvétd; pro AtGDI2
zastoupené niz$im poCtem nalezenych EST byla pfedpokladana exprese hlavné
v kofenech a kvétech. Pro AtGDI3 byl nalezen pouze jeden EST klon v cDNA
pfipravené z kvéti.

Z expresnich dat zaloZenych na Affymetrix DNA ¢ipech byly vybrany udaje
z experimenti s WT rostlinami, které nebyly pfedmétem stresového optisobeni, pro
jednotlivé typy organid a bunéénych typil byla data zprimérovana a vynesena do grafu
(Obr. 4).

Hladina exprese AtGDI1 a AtGDI2 ve vSech ¢astech sporofytu se jevi relativné
stabilni a srovnatelna (exprese v relativnich jednotkach vztazena k primérné bazalni
hladin€ na ¢ipu byla pro AtGDI1 - 870 + 276, AtGDI2 - 650 + 206), zatimco hladina
mRNA pro AtGDI3 je ve sporofytu na hranici chyby detekéni metody. Vyrazné
rozdily exprese byly nalezeny u samciho gametofytu — pocinaje stadiem
jednojadernych mikrospor (UNM) zcela mizi exprese AtGDI1, ktery se neexprimuje
ani v dalSich vyvojovych stadiich pylu (BCP — dvojbunéény pyl, TCP — trojbunéény
pyl) ani ve zralém pylu. Naopak pylové specifickd exprese AtGDI3 ve vyvojovych
stadiich sam¢iho gametofytu dramaticky vzrista, kdyz ve trojbunééném a zralém pylu
predstavuje az ¢tyfnasobek exprese AtGDI2, jehoZ exprese v nezralém i zralém pylu
zustava, narozdil od AtGDII, zachovana. Exprese AtGDI2 v trojbunééném a zralém

pylu je proti sporofytické hladiné exprese dokonce zvySena.
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Z expresnich profild tfi AtGDI vyplyva funkéni specializace AtGDI3 ve vyvoji
samc¢iho gametofytu, kdy zcela mizi exprese AtGDII, pfevazujiciho ve sporofytu.

Zbyvajici €len rodiny - AtGDI2 - pak tkanové specifickou expresi nevykazuje.
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Obr. 4 Expresni profily tii geni AtRabGDI rodiny. Primérné hladiny exprese ve WT
rostlinach Arabidopsis thaliana neovlivnénych stresovymi podminami byly ziskany z vetejné
dostupnych transkriptomickych dat. Jako material pro tyto experimenty byly pouzity celé
rostliny, jejich ¢asti a organy ¢i bunééné typy, zejména vyvojova stadia samciho gametofytu:
jednojaderné mikrospory UNM — uninuclear microspores, dvojbunéény pyl BCP — bicellular
pollen, trojbunéény pyl TCP — tricellular pollen, a zraly pyl (Honys a Twell, 2003; Honys a
Twell, 2004; Boavida et al., 2005a,b).

Zatimco jsem uspé$né identifikovala inzeréni mutanty v genech AtGDII
(At2g44100) a AtGDI2 (At3g59920), jejichz genetickou a fenotypovou analyzou se
v této praci zabyvam, pro gen AtGDI3, se mi dosud nepodatilo nalézt inzeréniho
mutanta. Vyjimku zdanlivé predstavuji dvé potencialni linie ze sbirky FST Genoplante
project, soucasti databaze SALK (FLAG 109C08, FLAG_ 109E12), o nichz se vsak
vzhledem k Gdajim o tomto typu inzerci da piedpokladat, Ze se jedna s vysokou
pravdépodobnosti o fale$ny signal. Vyznacuji se kratkymi sousedicimi (,,flanking*)

sekvencemi s kratkymi uiseky homolognimi ke genomické DNA.
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4.2. Charakterizace jednoduchého mutanta v genu AtGDI1 — prvni

zkuSenosti s analyzou inzer¢niho mutanta Arabidopsis thaliana

Mutanta s pfedpokladanou T-DNA inzerci v prvnim intronu genu AtGDI1
(At2g44100) jsme ziskali diky pfedchozi spolupraci s laboratofi Dr. Klause Palmeho
(MPI, K6ln am Rhein, Némecko). Spolupracovali jsme na charakterizaci genu pro
AtGDI1 naklonovaného vna$i laboratofi pomoci funkéni komplementace
termosenzitivniho kvasinkového mutanta sec19-1 (Zarsky et. al., 1997). Mij velky dik
patfi i byvalému spolupracovnikovi z této laboratoie, Dr. Friedrichu Bischoffovi, ktery
se zaslouZil o poskytnuti mutanta L59. Dal§i podékovani sméruji Dr. Berndu Reissemu
(téz MPI, K&6ln am Rhein, Némecko), jehoZ laboratof populaci transformantt vytvofila
a identifikovala mista inzerci metodou ,,plasmid rescue® (viz dale). Vzhledem k tomu,
Ze se jednalo o prvniho T-DNA inzeréniho mutanta v na$i laboratofi, poc¢ate¢ni faze
prace se neobeSla bez fady omyld vyplyvajicich zna$i nezkuSenosti s praci
s inzernimi mutanty Arabidopsis thaliana. Dal§im divodem k problémim byla
i nekompletnost dokumentace k mutantu L59, k jejiz ujasnéni doSlo az v priibéhu
prace. V dob€, kdy jsem zaala pracovat stimto mutantem, nebyly jeSt€ be&ézné
dostupné databaze inzerénich mutanti jako je NASC (SALK Institute,
http://www.arabidopsis.info), SAIL neboli Syngenta Arabidopsis Insertion
Library (dfive GARLIC, dnes téz soucast databize SALK) ¢i GABI-Kat
(http://www.gabi-kat.de, dnes téZ soucast databaze SALK).

Mutant L59 byl nalezen pfi prohledavani populace T-DNA transformanti
vytvofené v Institutu Maxe Plancka (MPI, K6ln am Rhein, Némecko), jejimZ pivodnim
ucelem byl aktiva¢ni tagging za pomoci CaMV 35S promotoru, jenz byl soucasti
transformacénich vektori. Dnes je vétSi ¢ast této populace v databazi GABI-Kat (linie
L59 vsak byla ziskana jesté ptfed zvefejnénim sbirky). ,,Nevyhodou* této databaze jsou
v§ak zna¢né finanéni pozadavky za poskytnuti mutantnich linii, vyhodou pak je moznost
vyuziti selekce na rezistenci vici sulfadiazinu. Tato dulezitd informace mi vSak na
pocatku prace chybéla, proto jsem genotypové analyzy provadéla pouze s pouzitim PCR.

Zminéna T-DNA populace ¢itajici 6000 transformanti byla vytvofena
transformaci ekotypu Col-0 Arabidopsis thaliana vektorem pAC106, (pro GABI-Kat
byl téZz pouzit vektor pAC161). Vektor pAC106 (GenBank:AJ537513) byl odvozen
z vektoru pS001 (Reiss et al, 1996). V blizkosti pravé hranice (RB) T-DNA se

nachazel uplny CaMV 35S promotor, jelikoz pivodnim cilem pfi transformaci byl tzv.
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aktivacni tagging, tedy spusténi exprese genl v blizkosti inzerce z vneseného 35S
promotoru. T-DNA dale obsahovala gen SUL1 pro rezistenci k sulfonamidu
sulfadiazinu a sekvenci vektoru pUCI18, jez zahrnuje kromé replikaéniho pocatku
prokaryotniho typu (ORI), téZ gen pro B-laktamazu, zajistujici rezistenci vuéi

ampicilinu pfi expresi v bakteriich (obr. 5).

LB EcoRl RB
——f—  fllswrorr—+  pucts  —epd
Ioc:fi‘:aprﬁ::dav
1'-2'-Promoter 358 CaMV

Obr. S  Struktura T-DNA zvektori pAC106 a pAC161 pouzitych pro piipravu

transformantti Arabidopsis thaliana ve sbirce GABI-Kat (http://www.gabi-kat.de).

Diky témto soucastem T-DNA bylo mozno hledat integraéni mista T-DNA
v genomické DNA transformantd metodou ,,plasmid rescue®, jejiz podstatou je
klonovéani a sekvenovani genomickych fragmentd ziskanych zrostlinné DNA
nasté€pené restrikéni endonukleazou. Pro pouZzity enzym musi byt v T-DNA jedine¢né
restrikéni misto, dal$i mista se vyskytuji nahodné v rostlinné genomické DNA. Po
ligaci ziskanych fragmentd jsou tyto vneseny do bakterii, kde se exprimuji pouze ty,
které obsahuji ORI, tj. pouze bakterie nesouci ,,rescued” plazmid obsahujici T-DNA
jsou rezistentni na selek¢éni pidé€ obsahujici ampicilin. Kontrolni ,,plasmid rescue*
jsme provedli ve spolupraci s Dr. Friedrichem Bischoffem v MPI (K&ln am Rhein,
Némecko). Ziskané ,rescued” plazmidy byly osekvenovany ke zjisténi genomické
DNA sousedici sinzerci, vznikld databidze sekvenci ,rescued“ plazmidi byla
otestovana na pfitomnost sekvence genu AtGDIl. V plazmidu L59 byla zjisténa
inzerce lezici v protismérné orientaci za 165 nukleotidem prvniho intronu genu
At2g44100 kddujiciho AtGDI1 (Obr. 6, str. 48).

Na zéklad¢ znalosti sekvence rescuovaného plasmidu L59 byly navrzeny dvé
dvojice primertu z rozhrani genomické DNA a T-DNA (Obr. 6, str.48), pomoci nichz
byla testovana piitomnost inzerce v genomu mutanta gdi/. Oba sense primery (S1, S2)
byly lokalizovany v intronové oblasti genu GDI1, sekvence antisense primerd spadaly
do T-DNA. Pii PCR s dvojici primert S1 - Al vznikal produkt o délce 390 bp

(Obr. 7). Druha dvojice (S2 — A2), lezici uvnitf sekvence v‘ymezené ptedchozi dvojici
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primerd, byla pouZzita pouze pro kontrolni reamplifikaci, kdy vznikal krat$i produkt
(154 bp), jako templat byl pouzit PCR produkt amplifikovany pomoci S1 - Al. Pro
zjednoduseni nejsou v Obr.6 (str. 48), znazornény pozice primert S2 - A2, nebot’ tyto
dva primery v pozd¢jsich analyzéch pouZzivany jiz nebyly.

V pocate¢ni fazi prace jsem narazila na dvé uskali, ktera se projevila jako velmi
podstatna pro praci s genomickou DNA pfi studiu inzerénich mutantll. Nejprve jsem
zjistila, Ze pfi zmrazeni genomické rostlinné DNA pii -20°C, tedy za skladovacich
podminek doporuenych i v manualu k DNazol Reagent (GibcoBRL, Invitrogen),
dochazi k nevratnym zménam DNA, kterou jiZ nelze pouzit pro PCR. Déle jsem narazila
na problém, ktery se objasnil aZ po ziskani informace o sulfadiazinové selekci gdil
mutanta. Pfi pouZiti dvojice primerd S1 - Al dochazelo v ptipadé predavkovani reakeni
smési templatem (DNA) k inhibici reakce a ziskani faleSného negativniho vysledku.

Po navrZeni tfetiho primeru A3 (v antisense orientaci na rozhrani 1. intronu a 2.
exonu GDI1, viz Obr. 6, str. 48), ktery v PCR spolu s S1 primerem daval vzniknout WT
produktu o velikosti 321 bp, bylo mozné vramci jedné reakce rozliSit od sebe
heterozygotni a homozygotni mutanty ze SulR potomstva heterozygotnich rodi¢d, aniz
by bylo nutno testované rostliny dopéstovat a zpétné genotypovat na zékladé¢
sulfadiazinové selekce. Optimalizované podminky PCR podporujici sou€asnou

amplifikaci WT a inzeréniho produktu v jedné reakéni smési (Obr. 7) byly pozdéji

vyuzity zejména pfi analyze dvojitych mutantl (viz Kap.4.4.).

+

k3

S

o0

marker

gdil+/-
gdil-/-

Obr. 7 PCR pro genotypovou analyzu mutanta gdil.
Genotypy jednotlivych rostlin jsou uvedeny nad
pfislusnymi produkty. V PCR smési obsahujici trojici
primerd S1, Al a A3 vznikaly WT produkty (321 bp)

390 bp a inzeréni produkty (390 bp).

321bp

Originélni osivo L59 mutanta bylo nejprve namnoZeno bez selekce, v potomstvu této
u nas vypéstované 1. generace bylo mezi 30 otestovanymi rostlinami nalezeno 9 rostlin
(rostliny #2, #5, #11, #12, #15, #20, #23, #29) pozitivnich v PCR testu na pfitomnost

inzeréniho produktu pti pouziti primerd S1 — Al. AZ s pomoci sulfadiazinové selekce
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bylo u dalsi generace zjisténo, Ze tfi rostliny z vySe zminénych 9 byly homozygotni
(linie #11, #15, #20), ackoliv se v jejich potomstvu pii PCR s dvojici primert S1 a Al
vyskytovali falesni negativni ,,WT* jedinci, u nichz se nepodatilo amplifikovat inzer¢ni
produkt 390 bp. Pozd¢;jsi kontrolni PCR za optimalizovanych podminek (sniZeni mnozstvi
templatu) potvrdila homozygotni stav inzerce u linii #11, #15, #20 a vyloucila u nich
ptitomnost WT alely gdil (z primerG S1 — A3 nevznikal WT produkt). Je pravdépodobné,
ze dal3i potencidlni pozitivni jedinci pfi prvnich testech unikli kviili jiz popsanému riziku
ptedavkovani PCR templatem. Zbyvajici PCR pozitivni rostliny nalezené v prvnich
testech segregovaly pii selekci na sulfadiazinu (Obr. 8). Segregace potomstva

heterozygotnich gdi/ mutantii pfi selekci na sulfadiazinu je shrnuta v Tab.1.

Obr. 8 Mutant gdil+/- pti selekci na
sulfadiazinu (3-4 tydny od vysevu). Rozdily
mezi rezistentnimi a senzitivnimi jedinci byly
patrny jiz po 7 dnech od vysevu, do
neselekénich podminek byly SulR jedinci
obvykle prevadéni po 10-14  dnech,
dlouhodobéjsi  kultivace za  selek¢nich

podminek vsak byla mozna.

Tab.1 Segregace heterozygotnich mutanta gdil+/- pii selekci na sulfadiazinu (rostliny
rezistentni = SulR, rostliny senzitivni = SulS). Stépny pomér 2,77 : 1 se od oéekavaného 3 : 1

signifikantné lisi na hlading 5 % vyznamnosti (X* = 6,10 pro 1 stupeii volnosti).

SulR SulS
pocet jedincii 3785 1364
Stépny pomeér 2,77 1

S mutantem L59, posléze nazyvanym gdil, jsem provedla dalSich genetické i fenotypové
analyzy. Absence funkéniho transkriptu genu AtGDI1 u homozygotniho gdi/ mutanta
byla prokézana pomoci RT-PCT (viz Kap. 4.5.).
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4.2.1. Southern blot analyza gdil mutanta

Pomoci metody Southern blot jsem testovala ptitomnost dalSich, nezavislych inzerci
T-DNA v genomu mutanta gdil. Genomickd DNA byla na$tépena restrikénimi
enzymy EcoRI a/nebo HindIIl. Po elektroforetickém rozdéleni v 1,2 % agardézovém
gelu a preneseni genomickych $t€pid na nylonovou membranu byla provedena
hybridizace s **P znagenou sondou, pro jejiz syntézu byl pouzit fragment (900 bp)
plazmidu pUC18 $té€peného restrikénim enzymem Pvul.

Zadny signal (Obr. 9A) nebyl detekovan u kontrolnich Col WT rostlin (vzorek
1,2) ani u ovéfenych WT potomkti mutanta L59 (vzorek 5, 6; gdil+/+). Jediny (single)
hybridizujici fragment z obou §tépeni byl nalezen u gdil- mutanta, u néhoZ jsem prokazala
pomoci PCR pfitomnost inzerce (vzorek 3, 4). Vzhledem k tomu, Ze v ptipadé tohoto
Southern blotu byla pouzita vysokd hustota agar6zy pro rozdéleni genomické DNA,
nebylo mozZno rozliSit velikostni poméry hybridizujicich fragmentd. Pfi zopakovani
Southern blotu (Obr. 9B) s DNA z ovétenych homozygotnich segregantli z potomstva
linie L59 (gdil-/- a gdil+/+, tj. vystépivsi WT), kdy jsem pro elektroforézu pouzila jen
0,7 % agardzu a navic ke $tépeni genomické DNA jesté dalsi enzym Xbal, bylo zjiSt€no,
Ze fragment ze S§tépeni HindIll ma mensi velikost (~ 5 kbp) nez fragmenty z digesce
EcoRI ¢i Xbal, jejichz velikost byla podobna (~ 8 kbp). Byl detekovan signal u vSech tii
Stépeni genomické DNA mutantni rostliny gdil-/-, ve vzorcich WT potomka linie L59
(gdil+/+) nebyly zjistény zadné hybridizujici fragmenty. Intenzita signélu tohoto Southern
blotu (Obr. 9B) byla sice niz§i neZ u vyse popsaného, ovSem vysledkem obou Southern
bloth bylo prokazani pfitomnosti jediné inzerce v genomu gdi/ mutanta, nebot’ ve WT

potomcich L59 nebyl detekovan zadny hybridizujici fragment.

4.2.2. Reakce primarniho kofene gdil mutantii ve dvouvrstevném testovacim systému

Dvouvrstevny systém byl pievzat z prace Larsena et al. (1996) za ucelem otestovani
reakce primarnich kofeni 5 az 7 dennich semenackt projevujici se negravitropicky
orientovanym rustem (pozorovatelny jako ohyb ¢i smycka) na rozhrani gelritovych
médii, z nichz dolni obsahovalo zvy$enou koncentraci hliniku. AICl; byl do dolni
vrstvy zaveden dvoudenni ekvilibraci dolni vrstvy média stekutym médiem

obsahujicim hlinik (SK medium, viz Metody). Pii testech velké populace potomstva
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gdil mutantii z primarniho PCR testu pfed rozliSenim genotypu jednotlivych linii na
heterozygotni anebo homozygotni (viz str. 42) primérna frekvence reakci primarnich
kofent rostlin v jednotlivych pokusech kolisala mezi 8 az 12 % (celkem vyseto pies
900 rostlin), zatimco mezi kontrolnimi ColWT se vyskytlo, ve vysevech
predstavujicich vzdy Y kazdého experimentu, v priméru 8 % reagujicich rostlin. Jejich
pocet, stejné jako pocet potencidlnich Al senzitivii u jednotlivych linii gdi/ mutanta,

vSak v ramci jednotlivych pokusi znaéné kolisal.

ColWT gdil- gdil+/+
1 2 3 4 5 6

gdi -/- gdi +/+

fragmenty genomické DNA pred
pfenosem na membranu

— EcoRI
N HindlIII
Y HindlIIl

w Xbal

) + EcoRI
S Xbal

kb

Obr. 9 Southern blot analyza gdil mutanta. (A) Vzorky DNA pro Southern blot byly
St€peny enzymy EcoRI a Hindlll, elektroforéza fragmenti v 1,2 % agarozovém gelu
neumoznila rozliSeni velikostnich pomért dvou hybridizujicich fragmenti genomické DNA
pozitivniho L59 (gdil-) mutanta (vzorek 3, 4), signal nebyl detekovan u kontrolnich
ColWT rostlin (vzorek 1, 2) ani u ovéfenych WT potomkid mutanta L59 (vzorek 5, 6;
gdil+/+). (B) Enzymy pouzité ke §t€épeni DNA jsou uvedeny nad pfisluSnymi dréhami,
elektroforetické rozdéleni fragmentli v agarézovém gelu (0,7 %) pro dokumentaci velikosti

hybridizujicich fragmentt viz vpravo.
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Po zjisténi genotypu testovanych mutantnich linii jsem nenalezla rozdily mezi
heterozygotnimi a homozygotnimi gdi/ liniemi, pokud se ty¢e primérného poctu
potencialnich Al senzitivii. Navic se mezi nimi v pfipadé potomstva heterozygotnich
linii vyskytovaly rostliny se v§emi tfemi moznymi genotypy (gdil+/+, +/- i -/-), takze
Al senzitivita nekosegregovala s piitomnosti inzerce gdil. Pii porovnani WT, ktery
vystépil z populace L59 mutanta, s heterozygotnimi a homozygotnimi liniemi gdi/ na
dvouvrstevnych médiich, kterd bud’ obsahovala AICl; nebo byla pfipravena jako
kontrola bez Al (n€kolik variant — podrobné popsany v Kap. 3.1.), jsem zjistila, Ze
reakce kofenti se vyskytuji naprosto nezavisle na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti Al v dolni
vrstvé systému ve vSech testovanych liniich (data nebyla kvantitativné hodnocena,
protoze se nepodafilo eliminovat extrémni variabilitu od opakovani k opakovéni).
V pokusech, v nichz jsem testovala reakci kontrolnich ColWT rostlin na rozhrani médii,
ktera neobsahovala AICls, pocty kofenovych reakci kolisaly dokonce mezi 12 az 30 %.
Variabilita vysledkt z dvouvrstevného systému obsahujiho AICl; v dolni vrstvé média
spolu s ovéfenim moZnosti reakce kofene na prosté fyzikalni rozhrani dvou médii vedla

k opusténi prace s dvouvrstevnym testovacim systémem dle Larsena et al. (1996).

vrv

4.2.3. Reciproké krizeni jednoduchého gdil mutanta s WT

S jednoduchym mutantem gdi/ byla provedena reciproka kiizeni s WT k dikazu
pfenosu inzerce sami¢i a sam¢i gametou. V téchto pocate¢nich genetickych testech
jsem ke zjisténi genotypu méla k dispozici selekci na sulfadiazinu spolu s PCR
vyuzivajici pouze primery S1 a Al, coz se ukazalo jako nedostacujici k rozliSeni
homozygotnich a heterozygotnich rostlin ziskanych v F1 generaci, protoZze u obou
skupin se v PCR amplifikoval inzeréni produkt. Pfi prvnich testovacich kfiZenich
Q gdil-/-x & WT a Q WT x & gdil-/- byly ziskany sulfadiazin-rezistentni F1
generace, pfiCemz az selekci jejich potomstva (F2 generace) na sulfadiazinu jsem
zjistila, Ze v piipadé pouZiti gdil-/- mutanta jako matetské rostliny se v F1 vyskytly
homozygotni rostliny, které v F2 generaci na sulfadiazinu nesegregovaly, tudiz se mi
pti kiiZzeni nepodafilo zcela vyloudit riziko samospraSeni. Tyto zkuSenosti jsem méla
na zfeteli pfi vSech nasledujich kfizenich — dbala jsem na nutnost kontrolovat stav

inzerce v F1 1 F2 generaci.
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Kfizenim heterozygotnich gdi/ mutantt s WT byla ziskana segregujici F1
generace. SulR rostliny zna¢né prevazovaly v potomstvu z kiizeni @ gdi+/- x & WT
(122 SulR : 66 SulS), oviem po otestovani F2 generace na sulfadiazinu jsem zjistila
obdobny nedostatek jako pti analyze kfizeni @ gdil-/- x & WT (viz vyse), takze
§t€pny pomér nelze hodnotit. Po vylouceni F1 generace ze SeSuli, v nichZ jsem
nedocilila kompletniho cizospradeni, se §tépné poméry zjisténé v obou smérech k¥izeni
blizi oekavanému Mendelistickému $t€épnému poméru 1 : 1 (Tab. 2). Kontrola
vyludujici samospraseni ve sméru kiizeni @ WT x & gdi+/- nebyla v této fazi prace
uskute¢nitelnd, nebot’ nebot’ nebyl k dispozici dalsi marker v gdi+/- otcovské rostling.
O jeho zavedeni do gdil mutanta jsem se pokousela napiiklad i tim, Ze jsem gdil
mutanta skiiZila s ekotypem Col-6 (glabra), ovSem v dal§ich kfiZzenich dvojitych
mutantd (gdilgdi2) byly vyuzity jiné markery (blize viz Kap. 4.6.) Pifenos samotné

gdil inzerce byl tedy prokazan v obou smérech kfiZeni — po sami¢i i sam¢i linii.

Tab. 2 Reciproka kfiZeni heterozygotnich gdil mutanti s WT. Rozdil oproti oéekavanému

$t€pnému pomeéru 1 : 1 je nesignifikantni na hladiné vyznamnosti 10 %.

segregace F1 generace na
9 6\ sulfadiazinu $t&pny pomeér X
SulR SulS
gdil+/- WT 66 S1 1,29: 1 1,923
WT gdil+/- 45 56 1:1,24 1,198

4.3. Charakterizace jednoduchého inzeréniho mutanta A. thaliana

v genu GDI2

ZkuSenosti ziskané pfipraci na inzerénim mutantovi v genu GDI1 mi umoZnily
vyhnout se fadé moznych tuskali pfi studiu dal§ich inzerénich mutant. Ze sbirky
NASC (SALK Institute — www.arabidopsis.info) byli objednani dva potencialni
inzeréni mutanti v genu GDI2 (At3g59920). Exon-intronova struktura tohoto genu,
lokalizovaného na 3. chromozému, je spolu s vyznafenim pozic a orientaci obou

inzerci znazornéna na Obr. 6.
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Obr. 6 Model exon-intronové struktury genu At2g44100 a At3g59920 (GDI1 a GDI2).
Znazornény jsou pozice studovanych inzerci, jejichZ orientaci vii¢i genomu uréuje RB (Right
Border) T-DNA. Gen kodujici GDI2 je tvoren12 exony proti 13-ti exonovému GDI1. T-DNA
inzerce v 1. intronu genu At2g44100 (mutant gdil/) je do genomické DNA integrovana
v protismérné (antisense) orientaci. Orientace inzerci v genu At3g59920 je, dle informaci
z databaze SALK na zakladé sousedici (,,flanking”) DNA sekvenované od LB T-DNA,
v pfipadé mutanta SALK 071108 protismérna (antisense, stejné jako inzerce gdil)
lokalizovana v 1. exonu, zatimco T-DNA linie SALK 064619 se inzerovala do 5. exonu
v sense orientaci. Vyznafeny jsou téZz pozice a orientace primerd pouzitych ke genotypové

analyze studovanych inzerci.

Vzhledem k tomu, Ze z dostupnych informaci k databazi SALK nebylo jisté, zda zaslané
osivo pochazi zT3 ¢i T4 generace T-DNA mutantd, oznalila jsem u nas prvni
vypéstované rostliny jako 1. generaci. Pracovala jsem s linii SALK 071108, ktera dle
databaze nesla inzerci v 1. exonu v genu GDI2 (ze zaslanych 40 semen nevyklicila 4)
a s linii SALK 064619 s inzerci v 5. exonu (ze zaslanych 19 semen nevykli¢ila 3). Pocet
semen ziskanych ze sbirky zejména v piipadé druhé linie nebyl ptili§ vysoky, piesto

bylo mozné alespon ¢ast ze ziskaného osiva otestovat na kanamycinu, ponévadZ gen pro
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kanamycinovou rezistenci (NPT II) byl soucasti T-DNA z vektoru pROK2, ktery byl
pouZit k vytvoreni sbirky T-DNA mutantti SALK databaze (Alonso et al., 2003).

U linie SALK 071108 bylo selekci na kanamycinu nalezeno 11 kanamycin
rezistentnich (KanR) a 9 kanamycin senzitivnich (KanS) rostlin. Pfi genotypovaci PCR
s primery, jejichZ pozice jsou znazornény na Obr. 6, se nepotvrdila pfitomnost inzerce
(nevznikal inzeréni produkt z primeri RP1 a LBbl ocekavané velikosti 480 bp),
amplifikace WT produktu o velikosti 697 bp (z primerd RP1 a LP1) probihala bez
problémti u vSech testovanych rostlin 1. generace (11 KanR rostlin a dalSich 18 jedincti
vypéstovanych bez selekce). Pouze pti pouziti Pfu Polymerazy (proof-reading enzym
s pomalej$im piepisem) a zdvojnasobeni délky annealing a elongacéni faze PCR bylo
dosazeno vzniku produktu o velikosti 480 bp z genomické DNA pripravené z KanR
jedincti, av§ak soucasné se znaénym pocétem dalSich ,,nespecifickych* produktti (Obr. 11),
pfi¢emz tvorbu téchto produktli se nepodafilo odstinit ani pti pouziti gradientové PCR. Od
dalsi prace s touto linii bylo tedy upusténo pro podezieni, Ze v oblasti za LB T-DNA doslo
k néjakym strukturnim zménam genomické DNA, a proto neni mozné danou inzerci

spolehlivé genotypovat.

Obr. 10 PCR pro genotypovou analyzu mutantd v genu

marker
Pfu
MBI Taq

GDI2. Vpravo od markeru jsou produkty amplifikované Pfu
500bp Bl polymerazou z DNA KanR rostlin linie SALK 071108 ve smési
- B obsahujici primery RP1 a LBbl. V druhé draze je inzeréni

produkt 487 bp pro linii SALK 064619, ktery byl amplifikovéan

MBI Taq polymerazou za podminek popsanych v metodach

s primery RP5 a LP5.

Hlavnim dtivodem, pro¢ jsem dale pracovala s linii z SALK_ 064619, byla skutecnost,
Ze jsem pomoci genotypovaci PCR prokazala existenci homozygotniho mutanta jiz
v prvni generaci této linie (viz dale).

Osivo ziskané z databaze SALK pod katalogovym ¢islem SALK 064619, bylo
také z Casti vyseto na selekéni médium obsahujici kanamycin, na némz byly ziskény
2 KanR a 3 KanS rostliny. Vzhledem k nizkému poctu zaslanych semen byla vSak
vétSina rostlin prvni generace vypéstovana bez selekce, protoZe jsem chtéla predejit
mozné ztraté hledaného mutanta v pfipad€, Ze by nebyl ‘mezi KanR jedinci prvni

generace napf. v disledku umléovani (,,silencing) genové exprese. V prvni generaci
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nebyl u KanR rostlin patrny vliv uml¢ovani genu NPT II, rezistentni rostliny nejevily
Zadné fenotypové abnormality. K ovéfeni pfitomnosti inzerce jsem pouzila PCR (viz
Metody) s primery LBbl a LP5 pro oekéavany inzeréni produkt (487 bp) a RP5 a LPS
pro ofekavany WT produkt (756 bp); pozice primert v genu GDI2 a jejich orientace
vici T-DNA inzerci jsou znazornény na Obr. 6. PCR probihala i ve smési obsahujici
vSechny 3 primery, coZ umoznilo soufasné sledovat inzeréni i WT alelu. PCR
genotypovanim, bylo zjisté€no, Ze dvé KanR rostliny z ¢asti prvni generace vypéstované
na selekénim médiu nesou inzerci v 5. exonu GDI2 v homozygotnim stavu. Tyto rostliny
(s genotypem gdi2-/-) byly ptimo pouzity ke k¥iZeni s homozygotnimi gdi/ mutanty za
ucelem ziskani dvojitého hybrida (viz dale).

Pti genotypovani této linie (SALK_064619) jsem narazila na problém vzniku
tzv. ,parazitniho“ produktu o velikosti blizké inzerénimu produktu (Obr. 11).
»Parazitni“ produkt vznikal z WT DNA pfi pouZiti LBbl primeru, ktery je doporucen
pro testovani mutantd z databaze SALK. Vznik ,,parazitniho“ produktu byl odstinén
upravou reakénich podminek, posléze byl problém vyfeSen nové navrzenym primerem
LBnew (lokalizovanym v LB T-DNA o 100 bp dale ve sméru 5" nez LBbl), jehoz
pouziti v PCR smési vedlo ke vzniku del§iho inzeréniho produktu bez pfitomnosti
»parazitniho* produktu (Obr. 11). Pfi analyze zbyvajicich 11 rostlin prvni generace
linie SALK 064619 vypéstovanych bez kanamycinové selekce byla nalezena dalsi
1 homozygotni rostlina a 4 heterozygotni rostliny. Ostatni rostliny nenesly inzerci
v genu GDI2, pfi¢emz se potomstvo téchto WT linii (tj. s genotypem gdi2+/+) jevilo
rezistentni vi€i kanamycinu (z toho 3 linie segregovaly, 3 linie byly KanR
homozygotni), tudiz bylo velmi pravdépodobné, Ze se v genomu inzeréniho mutanta
SALK_064619 vyskytuji nejméné dvé nezavislé inzerce (gdi2 a neznama, tzv. ,,.X“).
U potomstva prvni generace mutantti linie SALK 064619 se vsak jiZ s riznou intenzitou
projevoval ,silencing” genu NPTII (tfepenitost a panasovany, az albinoticky vzhled
pravych listi — Obr. 12), ktery byl vyraznéjsi u linii s inzerci gdi2 v heterozygotnim
nebo homozygotnim stavu v porovnani s liniemi, které nesly daldi inzerci (,,X“)
v nezndmém lokusu. Pfesto bylo mozné v potomstvu prvni generace rozli§it KanR
homozygotni linie od segregujicich, a u té€chto uréit §t€pny pomér KanR : KanS (Tab. 3).

Homozygotni ani heterozygotni mutanti gdi2 péstovani bez selekce
nevykazovali zadné fenotypové zmény v porovnani s WT, jejich vzrist a plodnost se

neli§ily. Kwvili riziku interference dvou inzerci v genomu gdi2 mutanta nebyly
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provadény Zzadné experimenty s potomstvem 1. generace gdi2 mutanta, ale az

s potomstvem ziskanym k#iZenim s gdi/ mutanty (viz Kap. 4.4.).

P —
Q [
= =
— —
< <
g =

WT
gdi2-/-
WT
gdi2+/-
gdi2+/-
WT
WT
gdi2+/-

756 bp 756 bp

487 bp 587 bp

Obr.11 Srovnani dvou PCR pro genotypovou analyzu mutanta gdi2. Genotypy
jednotlivych rostlin jsou uvedeny nad pfislusnymi produkty. PCR smési (viz Metody)
obsahovaly trojice primerti: LPS5, RP5 a LBbl (A) nebo LPS, RP5 a LBnew (B). Pfi pouziti
primeru LBb1, doporuceného v databazi SALK, vznikal z WT DNA , parazitni* produkt, ktery
mél stejnou velikost jako inzer¢ni produkt (A). Ve smési obsahujici LBnew ke vzniku
parazitniho produktu nedochazelo (B). V obou smésich vznikaly z DNA heterozygotnich gdi2
mutantl nespecifické produkty > 800bp, jejichz pfitomnost vSak nenaruSovala rozpoznani WT

a heterozygotnich a homozygotnich mutantt.

Obr. 12  Desetidenni semenac¢ky mutanta
gdi2+/- (potomstvo linie SALK _064619) pii
selekci na kanamycinu. Senzitivni semenacky
(oznafeny Sipkami) jsou odliSitelné od
rezistentnich jedinc, u nichz jsou patrny
projevy umlcovani (,,silencing®) genu NPT II,
zpusobujici tfepenitost a panaSovany, az

albinoticky vzhled pravych listi a vedouci

v dal$ich generacich k Gplné ztraté rezistence.
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Tab. 3 Piehled potomstva linie SALK_064519. Vysledky testu na pfitomnost inzerce v genu
GDI2 a kanamycinova rezistence nasledujici generace naznalily pfitomnost dali nezavislé
T-DNA inzerce genomu mutanta SALK 064519, ktera byla u WT rostlin (gdi2+/+) prokazana
pomoci PCR s NPT II specifickymi primery. * Pfitomnost dalsi inzerce v genomu mutanth
gdi2-/- a gdi2+/- nelze v této generaci provéfit, ponévadz také z T-DNA lokalizované v genu
GDI2 je mozno amplifikovat produkt s NPT II specifickymi primery. Pozorovany Stépny
pomér se pro gdi2+/- linii na hladin€ vyznamnosti 5 % nelisi od teoretického poméru 3 : 1,
ktery by bylo mozno ocekavat v pfipadé, ze linie obsahuje jedinou inzerci (X* =0,81). Pii
soutasném vyskytu dvou (heterozygotnich) inzerci v linii gdi2+/- by bylo mozno ocekavat
segregaci genotypu gdi2+/- ,X“+/- v poméru 15 : 1, od néhoz se pozorovany pomér lisi velmi
signifikantné (X* =101,19, vyznamné na hladiné 0,1 %). Pro gdi2+/+ je rozdil oproti

teoretickému poméru opé€t nevyznamny na hladin€ 5 % (X =2,39).

1. generace linie SALK_064619 Seg’egﬁce 2. generace na
- anamycinu
F:sctiitn genotyp inzerce gdi2 pritomnost dalsi inzerce | KanR : KanS  $t€pny pomeér
3 gdi2-/- nelze overit* vSe KanR
4 gdi2+/- nelze overit* 85:34 2,5:1
3 gdi2+/+ ano, prokazana PCR |vS$e KanR
3 gdi2+/+ ano, prokazana PCR 59:28 2,11:1

Pomoci RT-PCR bylo u potomstva ziskaného z kiizeni s mutantem gdi/ prokazano, Ze
homozygotni mutanti v genu GDI2 postradaji funkéni transkript (full-lenght) pro GDI2
(vizKap. 4.5.).

4.4. Dvojity mutant gdil gdi2

Rostliny gdi2-/-, nalezené v prvni generaci linie SALK 064619, byly spraseny pylem
zrostlin gdil-/- pochazejich z 3. generace vypéstované v na$i laboratofi (linie #11,
#15 a #20). V nékolika pfipadech byly jako otcovské linie pouZity také rostliny
s genotypem gdil+/-. Udinnost kiiZeni byla ndhodné variabilni (ziskdno od 1 do 20
semen v Sesuli). Vysledné F1 generace byla vyseta na 2 MS médium se sulfadiazinem,
na némZ se vSichni jedinci zkfizeni Q@ gdil+/+gdi2-/- x & gdil-/-gdi2+/+ dle
o¢ekavani jevili rezistentni. P¥i pouziti pylu z rostlin s genotypem gdil+/-gdi2+/+ pro

kfiZeni, pak F1 generace na sulfadiazinu segregovala v poméru 1:1 (18 SulR : 18 SulS;
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potet pozorovani stali pro dosaZeni statistické prikaznosti na hladin€ min. 50 %).
Pfitomnost inzerce gdi2 a posléze i heterozygotni stav obou inzerci ve vSech SulR
rostlinach F1 generace byly prokazany pomoci PCR, heterozygotni stav inzerce gdil
byl téZ prokazan selekci F2 generace na sulfadiazinu (viz déle).

F2 generace byla otestovana na obou selek¢énich antibioticich zvlast, ale také
na jejich kombinaci, ponévadz jsem chtéla snizit pocet jedincii pro vyhledani dvojitého
homozygota. Zde se vSak ,,silencing” NPTII genu projevoval natolik siln€, Ze zejména
rostliny na dvojité selekci vykazovaly vyvojova postiZeni, a i kdyZ byly po pfevodu na
neselekéni pudu Zivotaschopné, jejich plodnost byla zna¢né snizena. Segregalni
analyza F2 generace byla proto provedena jen za vyuziti sulfadiazinové selekce, popf.
zcela bez selekce pomoci PCR, kdy byla na zakladé piedchozich PCR testi F1
generace také pouZivana kombinace 6 primerd v reakéni smési (viz téZ Obr. 15).

Otestovala jsem vice nez 140 jedincti F2 generace vypéstovanych bez selekce.
Zjisténa segregace v porovnani s o¢ekavanym zastoupenim jednotlivych genotypovych
tiid hybridi v F2 generaci je uvedena v Tab. 4. Pfi nezavislé segregaci dvou inzerci se
predpoklada v F2 generaci vznik celkem 9 genotypovych tfid. Mezi né patii 4 tfidy
homozygotd (gdil-/-gdi2-/-, gdil-I-gdi2+/+, gdil +/+gdi2-/-, gdil+/+gdi2+/+), jejichz
ocekavané zastoupeni v F2 generaci je charakterizovano pomérem 1 :1:1: 1 (Tab. 4).
Dale pak vznikaji 4 genotypové tfidy nesouci jednu z inzerci v heterozygotnim stavu pii
homozygotnim ¢i WT stavu inzerce druhé (gdil+/-gdi2-/-, gdil-/-gdi2+/-, gdil+/-
gdi2+/+, gdil +/+gdi2+/-). Ocekavané zastoupeni téchto parcialné heterozygotnich
genotypovych tiid v F2 generaci je v poméru 2 : 2 : 2 : 2 (tj. dvojnasobné oproti ¢tyfem
homozygotnim tfidam). Posledni genotypova tfida (gdil+/- gdi2+/-), genotypové
totoznd srodiCem - dvojity heterozygot, predstavuje v F2 generaci nejpocetnéjsi
skupinu. Ocekavané zastoupeni vSech t¥id hybridi v F2 generaci pak vyjadiuje pomér
1:1:1:1:2:2:2:2:4. S podstatnou vyjimkou dvojit¢tho homozygotniho mutanta
(gdil-/-gdi2-/-) byli nalezeni zastupci vSech genotypovych tiid F2 generace.

Tab. 4 obsahuje téZ data ze segregace vétSi populace potomstva dvojitych
heterozygotnich mutantt (tj. F2 generace) na sulfadiazinové selekci. Genotypové tiidy
F2 generace pii selekci na sulfadiazinu jsou ve §t€pném poméru shrnuty do dvou
nadskupin — fenotypovych tiid dle jejich rezistence na sulfadiazinu. Do SulR tfidy
nalezi 6 genotypovych tiid F2 generace (genotypy gdil-/-gdi2-/-, gdil-/-gdi2+/+,
gdil-/-gdi2+/-, gdil+/-gdi2-/-, gdil+/-gdi2+/+, gdi1+/-gdi2‘+/-) a do SulS tfidy pak
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spadaji zbyvajici 3 genotypové tfidy bez inzerce

gdil+/+gdi2+/+, gdil+/+gdi2+/-).

gdil (gdil+/+gdi2-/-,

Tab.4 Segregace potomstva dvojitého heterozygotniho gdi mutanta. Ke zjisténi
genotypu rostlin F2 generace byla pouzita PCR (viz Metody), celkem bylo analyzovano 145
rostlin zF2 generace. Segregace charakterizujici gdil/ inzerci v potomstvu dvojitého
heterozygotniho hybrida byla zjisténa selekci na sulfadiazinu. Distribuce genotypovych tfid
v F2 generaci se vyznamné li§i od teoretického poméru 1:1:1:1:2:2:2:2:4 (X* = 15,88 pro 8
stupnii volnosti; rozdil je signifikantni na hladiné vyznamnosti 5 %). Rozdil lze vysvétlit
absenci genotypové tiidy gdil-/- gdi2-/-, protoZze po vynechani této tfidy se jiz distribuce
zbyvajicich od teoretické predpovédi neli$i na hlading vyznamnosti 5 % (X* = 5,82 pro 7
stuprit volnosti). Pro segregaci gdil inzerce na sulfadiazinu je pozorovany rozdil oproti
predikovanému poméru 11 : 4 statisticky nevyznamny na hlading 5 % (X* = 0,95; srovnej viak
s Tab. 1)

F1 generace = tj.
rodi¢ s genotypem Genotypové tiidy F2 generace
gdil+/- gdi2+/-
genotyp gdil-/-gdi2-/- gdil+/+ gdi2-/- gdil-/- gdi2+/+ | gdil+/+ gdi2+/+
pocet rostlin 0 11 9 13
ocekdvany pocet 9,06 9,06 9,06 9,06
rostlin ve tidé
ocekdvany pomér 1 1 1 1
genotyp gdil-/-gdi2+/- gdil+/- gdi2-/- gdil+/+ gdi2+/- | gdil+/- gdi2+/+
pocet rostlin 15 21 15 15
ocekdvany pocet 18,12 18,12 18,12 18,12
rostlin ve tridé
ocekdvany pomér 2 2 2 2
genotyp gdil+/-gdi2+/- Segregace F2 generace na
Set i 46 sulfadiazinu
pocet rostim (tj. segregace gdil inzerce)
ocekdvany pocet 36,25 SulR:Sul S R:S
rostlin ve tridé
odekdvany pomér 4 626 : 245 2,56 : 1

Rostliny F2 generace, u nichZ nebyla zjisténa inzerce gdi2, byly otestovany pomoci
PCR na pfitomnost dal$i inzerce (,,X*), ktera byla zjisténa pfi studiu jednoduchého
gdi2-/- mutanta (viz Kap. 4.3.). Za pouziti NPT specifickych primert se prokazalo, Ze
do potomstva ziskaného z kfizeni Q gdil+/+ gdi2-l- x & gdil-/- gdi2+/+ se dalsi
inzerce nepfenesla (Obr. 13). Detekce dalsi inzerce pochazejici ze SALKem pouzZitého

vektoru pROK?2 za pomoci NPT specifickych primerti byla moZné i proto, Ze pro
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ptipravu populace, z které pochéazel gdil mutant, byl pouzit vektor pAC106, ktery
neobsahoval NPT II gen v T-DNA. Linie s genotypem gdil+/+ gdi2+/+ postradajici

téz ,,X* inzerci, které vystépily v F2 generaci, jsem déle pouzivala jako kontrolu (WT).

NPT PCR gdi2 PCR gdil PCR
+ + +
< + o < + T +
& FF & T F & FF
T 8% % 8% % 8%
PRl POo%h P %% ) )
F O+ I F O+ - genotypy testovanych rostlin
T S B T EX R OEE
% 8% E2 % 8% % %%
]
12 3412 3412 34

__ 756 bp
— 587 bp
__ 390 bp
T 321bp

Obr. 13 PCR prokazujici nepfitomnost dalsi inzerce v potomstvu dihybrida gdil+/-
gdi2+/-. Byly provedeny tfi varianty PCR se 4 riznymi DNA. S pouzitim primeru specifickych
pro NPT II gen vznikal 400 bp produkt z DNA (1) vyextrahované z KanR rostlin linie
SALK 064619, u nichz byla prokazana nepfitomnost inzerce v genu GDI2 (nevznikal
oéekavany inzeréni produkt v gdi2 PCR, tj. z primerd LP5, RP5 a LBnew). Dalsi tfi testované
vzorky DNA (2 - 4) pochazely z rostlin F2 generace ziskanych kfiZzenim jednoduchych mutantt
gdil a gdi2; u rostlin, v nichZ nebyla zjisténa inzerce v genu GDI2 (chybé&jici 587 bp produkt
v gdi2 PCR), se neamplifikoval ani NPT produkt (2, 3), zatimco u mutanta gdi2+/- (heterozygot)
NPT produkt vznikal (4). Pfitomnost inzerce gdil vznik NPT produktu neovliviiovala (3).

4.4.1. F3 generace dvojitého gdi mutanta

Genetickéa analyza F3 generace po kiiZzeni mutantd gdil/-/- a gdi2-/- byla zaméfena
zejména na dihybridni genotypové tfidy nesouci jednu z inzerci v homozygotnim
stavu, zatimco druha inzerce segregovala. Cilem bylo provéfit, Ze nepfitomnost
dvojitého homozygotniho mutanta v F2 generaci nebyla ndhodna.

U genotypové ttidy gdil-/-gdi2+/- bylo zapotiebi PCR ke zji§téni gdi2 inzerce
pfi ovéfené homozygotnosti sulfadiazinové rezistence, tj. gdil inzerce, kterou jsem téz

)
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provéiila pomoci PCR. Inzerce gdi2 na pozadi homozygotniho gdil-/- mutanta
segregovala dle PCR v poméru 0 : 1,47 : 1 (gdi2-/- : gdi 2+/- : gdi2+/+) — viz Tab. 5.

U genotypové tiidy gdil+/-gdi2-/- pak k segregaéni analyze postacovala pouze
selekce na sulfadiazinu, homozygotni stav inzerce gdi2 byl testovan pomoci PCR.
Segregacni analyza této genotypové tiidy mohla diky selekci na sulfadiazinu zahrnovat
podstatng vy3§i polet testovanych rostlin nez u dihybrida gdil-/-gdi2+/-. Stépny pomér
ziskany selekci na sulfadiazinu, charakterizujici segregaci gdil inzerce v potomstvu
dihybrida genotypové ttidy gdil+/-gdi2-/-, byl 1,56 : 1 (SulR : SulS) — viz Tab. 5.

Tab. 5 Segregace potomstva dihybridi dvou genotypovych tifid F2 generace - dvojitych
mutanti genotypovych tfid gdil+/-gdi2-/- a gdil-/-gdi2+/-. *V F3 potomstvu dihybrida
gdil+/- gdi2-/- bylo otestovano pres 70 SulR rostlin, u nichz byl prokazéan heterozygotni stav
gdil inzerce. Vzhledem k absenci gdil-/- gdi2-/- segregantii v pfedchozich experimentech lze
pfedpokladat, ze vSichni SulR segreganti, nebo alespon pfevazna vétsina, jsou heterozygoti
(gdil+/- gdi2-/-). Za tohoto piedpokladu se pozorované §t€pné poméry vyznamné lisi od
teoretického §tépného poméru 2:1 (X* = 27,85 pro F3 generaci gdil +/- gdi2-/-, X* = 3,86 pro
F3 generaci gdil-/-gdi2+/-, X* = 33,14 pro F4 generaci gdil+/- gdi2-/-). Defekt prenosu

mutace se pfitom zda byt vyraznéjsi pro gdil- alelu nez pro gdi2-.

gze ';Zgg:_a ce F3 generace Stépny pomer
. . gdil-/- gdi2-/- nebo . . selekce na
gdil+/- gdi2-/- edil+]- gdi2-1-* gdil+/+ gdi2-/- sulfadiazinu
1141* 732 0:156:1*
o T o] gdil-/- 1o
gdil-/- gdi2+/- | gdil-/- gdi2-/ gdi2+- gdil-/- gdi2+/+ PCR
0 100 68 0:1,47:1
Genotyp F4 generace Stépny pomér

F3 generace

gdil-/- gdi2-/- nebo
gdil+/- gdi2-/-*
3179* 1879 0:1,69:1*

gdi] yn gdi2-/- selekce na

sulfadiazinu

gdil+- gdi-I-

U vsech sulfadiazin rezistentnich rostlin F3 generace genotypové tiidy gdil+/-gdi2-/-,
které byly dopéstovany, byla prokazana heterozygotnost gdil inzerce. Pro rostliny F3
generace byl heterozygotni stav inzerce potvrzen bud’ pomoci PCR (otestovano
43 rostlin) nebo selekei jejich potomstva, tj. F4 generace, na sulfadiazinu (otestovano

dal$ich 30 linii, jejichz §t€pny pomér je shrnut v Tab. 5).
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Na zakladé vysledkl segrega¢nich analyz sice nelze zcela vyloucit existenci velmi
vzacnych dvojitych homozygotnich mutantt (gdil-/-gdi2-/-) v potomstvu dihybrida
gdil+/-gdi2-/-, avSak na zakladé vysledkli analyzy potomstva kiizeni gdil x gdi2
(Tab.4 - F2 generace) a nasledujicich generaci ziskanych po samospraseni dihybridd
miZeme predpokladat, ze frekvence gdil-/-gdi2-/- mutanti v potomstvu je zcela
zanedbatelné nizka (pokud wviibec vznikaji). Veskeré SulR potomstvo genotypové tiidy
gdil+/-gdi2-/- proto pii vypoctu frekvenci fadim do genotypové ttidy gdil+/-gdi2-/-, tj.
totozné s rodicovskym genotypem (Tab. 5).

Rezistence vi¢i kanamycinu (pivodem zgdi2 mutanta) byla v disledku
uml¢ovani genu NPT II z T-DNA jiz zcela nefunéni v F3 a F4 generaci dvojitych
mutant; rostliny nesouci gdi2 inzerci vyhliZely stejné jako senzitivni kontrola.

Ziskané linie dvojitych mutantd (F3 a F4 generace) byly pouZity ke genetické

analyze v reciprokych kfizenich (viz Kap. 4.6.).

At2g44100 GDI1

At3g59920 GDI2

Obr. 14 Model exon-intronové struktury genti At2g44100 a At3g59920 s vyznacenim pozic a

orientace primerd pouzitych pro RT-PCR analyzu inzerénich mutantt gdi/ a gdi2.

4.5. RT-PCR analyza exprese genii GDI1 a GDI2 v inzer¢nich mutantech

Pro RT-PCR analyzu pfitomnosti funkénich transkripti genli GDI1 a GDI2 ve
studovanych mutantech byly bez selekce vypéstovany rostliny ze dvou genotypovych
tiid F3 generace: dihybridi s genotypy gdil-/-gdi2+/- a gdil+/-gdi2-/-, jejichZ potomci
byli pomoci PCR rozliSeni do 4 skupin (s genotypy gdil-/-gdi2+/+, gdil-/-gdi2+/-,
gdil+/+gdi2-/- a gdil+/-gdi2-/-). Jako kontrola nenesouci Zaddnou inzerci byly pouzity
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rostliny s genotypem gdil+/+gdi2+/+, tj. WT vystépeny z F2 generace, u néjz byla
pomoci PCR s NPT specifickymi primery potvrzena neptitomnost T-DNA inzerce.
Z mladych listd razic (100 mg) vySe zminénych péti skupin rostlin byla vyextrahovana
RNA, ze které byla reverzni transkripci pfipravena pfislusnd cDNA (viz Metody).
K amplifikaci produkti odpovidajich GDI1 a GDI2 transkriptim byly pro PCR
pouzity dvé dvojice primerti: FORWARD1 + REVERSE pro GDI1, LP5 + REVERSE
pro GDI2 (viz Metody a Obr. 14). Primer REVERSE byl navrZzen z rozhrani
posledniho a ptfedposledniho exonu (12. — 13. exon genu GDI1, 11. -12. exon genu
GDI2, tudiz fungoval specificky pouze pro amplifikaci z cDNA, ov§em v ramci obou
gend nebyl sekvenéné specificky. Produkty z RT-PCR prokazujici ptitomnost ¢i
absenci transkripti GDI1 a GDI2 u péti testovanych genotypovych tfid v porovnani
s ptislusnymi produkty genotypové PCR ukazuje Obr. 15.
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Obr. 15 PCR a RT-PCR analyza inzerénich mutanti v genech GDI1 a GDI2. Ve tfech
oddilech roz¢lenénych markery jsou (A) PCR produkty charakterizujici genotypy péti testovanych
genotypovych tfid (zleva gdil+/+gdi2+/+, tj. WT, gdil-/-gdi2+/+, tj. jednoduchy mutant gdil,
gdil+/+gdi2-/-, jednoduchy mutant gdi2, dvé dihybridni tfidy: gdil-/-gdi2+/- a gdil+/-gdi2-/-). Pro
stejné uspofadani tychz genotypovych tfid gdi mutanti jsou ve dvou oddilech vpravo produkty
RT-PCR pro GDI1 (B) a GDI2 (C). Velikosti PCR produktii genotypovaci PCR v obrazku pro
zjednoduseni neuvadim, v této PCR s kombinaci 6 primerti (S1, Al, A3, LPS, RPS, LBbl1) v reakéni
smési vznikaly 4 produkty, podle velikosti sestupné: WT produkt pro GDI2 (756 bp), inzeréni
produkt pro GDI2 (487 bp), inzeréni produkt pro GDI1 (390 bp), WT ;‘)rodukt pro GDI1 (321 bp).
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Tatdz cDNA byla pouZita vidy pro dvé reakce (GDI1, GDI2). Pti pouziti
sekvenéné specifického primeru FORWARDI (z 1. exonu GDI1) spolu s REVERSE
primerem vznikal 1346 bp produkt pouze zcDNA tfi skupin (gdil+/+gdi2+/+,
gdil+/+gdi2-/- a gdil+/-gdi2-/-). Pokud byla cDNA ptepsana zRNA pfipravené
z homozygotniho mutanta (gdil-/- gdi2+/+ nebo gdil-/-gdi2+/-), pak za stejnych
reakénich podminek produkt nevznikl. Obdobny vysledek byl ziskén pro 911 bp produkt
z transkriptu genu GDI2, kdy se vSak ukézalo, Ze pro primer LPS (ze 4. exonu GDI2),
ktery byl standardné uZivan pro genotypovou PCR, je nutné odstinit vznik nespecifického
produktu zcDNA (sekvence LPS primeru se od genomické sekvence GDII lisi jen ve
3 nukleotidech). Tuto nespecifitu jsem odstranila za vyuZiti gradientu teplot reasociacni
faze PCR. Zatimco amplifikace produktu 911 bp z WT a gdil-/- cDNA (tj. pfipravené
z rostlin nepostizenych mutaci v genu GDI2) nebyla zvysujici se teplotou nijak ovlivnéna,

vyssi teplota specificky potlacila vznik téhoz produktu z gdi2-/- cDNA (Obr. 16).

marker

[ VA cDNA
"
SRR P RRERDAPA RRERL Y °C teplota reasociacni faze

Obr. 16 RT-PCR pro GDI2. cDNA t#i genotypovych tiid z potomstva dvojitého mutanta
(zleva od markeru: WT, tj. gdil+/+gdi2+/+; gdi2-/-, tj. gdil+/+gdi2-/- a gdil-/-, tj. gdil-/-
gdi2+/+) byla pouzita jako templat. Gradientem teplot reasociaéni faze PCR byla odstinéna
amplifikace 911 bp produktu z cDNA mutanta gdi2-/-. Vznik tohoto produktu byl zapfi¢inén
nizsi specifitou primeru LP5, jehoZ schopnost nasedat na cDNA odpovidajici transkriptu genu
GDI1 byla za zvysené teploty reasociaéni faze eliminovana. Amplifikace GDI2 specifického

produktu z WT a gdil-/- cDNA nebyla zvysujici se teplotou ovlivnéna.
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Teplota reasocia¢ni faze PCR pii RT-PCR analyze pfitomnosti funkénich
transkriptl v inzer¢nich mutantech byla po optimalizaci podminek pro GDI1 59°C a pro
GDI2 65°C. Délka syntetické faze PCR byla piizptisobena délce ocekavaného produktu
(2 min pro GDI1, 1 min 10 sec pro GDI2).

Pomoci RT-PCR jsem prokazala, ze pfislusndA mRNA pro geny AtGDII
a AtGDI2 v homozygotnich mutantech schazi.

4.6. Geneticka analyza reciprokych k¥izeni dvojitych gdilgdi2 mutantu

Po ziskéni dvojitych mutantd nesoucich inzerce gdil a gdi2 v rliznych kombinacich
(Kap. 4.4.) jsem se zajimala, zda a v jakych pomeérech jsou ob€ inzerce pienaSeny
v n€kolika variantdch kfiZeni, které jsou popsany v nésledujicich kapitolach. Pro
nékteré typy kfizeni bylo zapottebi vnitini kontroly kvality cizospraseni, tj. pfitomnosti
Htretiho markeru® pivodem z tzv. reportérovych linii (inzerce gdil a gdi2 byly nejen
pfedmétem studia jejich dédi¢nosti v k¥iZenich, ale slouzily zaroven jako 2 ,,markery*
kvality k¥iZeni). Pouzivala jsem nasledujici reportérové linie: secGFP, poskytnuta Dr.
Ianem Moorem (Oxford Universtity, U.K.), nesouci konstrukt sekretorického GFP,
které se za normdlnich podminek nehromadi uvnitf bun€k, tudiz jeho signal je
v prostiedi bunééné stény zhasen (Batoko et al., 2000; Zheng et al., 2004). U této linie
je mozno sledovat piitomnost markeru v rostliné pomoci selekce na hygromycinu.
Déle byla pouzita linie cyc::CDB::GUS od Dr. Johna L. Celenzy (Boston University,
USA; DiDonato et al., 2004), s moznosti GUS vizualizace mitotickych buné€k (signal
v burikach kofenovych $pi¢ek atp. Obr.17). U této linie nelze pouzit selekci na
rezistenci vi¢i kanamycinu v dal$ich generacich kvuli projevim ,,silencingu® NPT II
genu podobné jako u mutanta gdi2 ze sbirky SALK. Jako genotypovaci néstroj ke
zjisténi stavu reportérové inzerce cyc::CDB::GUS v potomstvu z kiizeni vSak lze
vyuZzit barveni mitotickych bunék, nebot’ GUS aktivita neni ,,silencingem® NPT II
genu nijak ovlivnéna.

Puvodnim divodem ke kfiZeni s reportérovymi liniemi byla pfedevS§im snaha
vyuzit jejich vlastnosti k fenotypové charakterizaci dvojitych gdi mutantt, ale zaroven
poslouZily jako kontrolni pozadi ve variantach kfiZeni, u jejichz potomstva nebylo

moZno pouze na zadkladé stavu gdil a gdi2 inzerci rozlisit kiiZeni, u nichz doslo
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k dokonalému cizospraSeni, od kfiZzeni nevydafenych, postizenych ¢asteCnym
samosprasenim (viz Kap. 4.2.3).

Pii mikroskopii etiolovanych semenackt jednoduchych i dvojitych mutantt
(tedy dihybridd, u kterych na homozygotnim pozadi jedné mutace segregovala mutace
WT (data neprezentovana). Piedpokladdme, zZe sekrece u té€chto rostlin probiha
normalng; stejné jako bunééné déleni v meristémech, jak vyplynulo ze studia GUS

distribuce v rostlinach nesoucich marker cyc::CDB::GUS.

Obr.17 GUS aktivita
v kotfenovych

$pickach  primarniho
(A) a laterarniho (B)
kofene reportéroveé

linie cyc::CDB::GUS.

4.6.1. Zpétné krizeni dihybridnich gdilgdi2 mutantu s WT

Zpétné kiizeni s WT (,,back cross®) bylo provedeno ke zjisténi a¢innosti souc¢asného
pfenosu obou mutaci pylem nebo vaje¢nou burikou/zadrodeénym vakem. Rodicovské
linie zodpovédné za pienos gdi inzerci mély genotyp bud’ gdil+/- gdi2-/- nebo gdil-/-
gdi2+/-, pticemz byla vF1 generaci sledovana segregace inzerce, kterd byla
v parentdlni generaci v heterozygotnim stavu. Oc¢ekavany St€pny pomeér pro tuto
sledovanou inzerci by se pti rovnomérném pienosu mél blizit 1 : 1. Pti pouziti gdil+/-
gdi2-/- jako rodi¢e bylo mozno segregaci F1 generace zjistit pfimo selekci na
sulfadiazinu, zatimco u rodi¢ovského genotypu gdil-/- gdi2+/- bylo nutno v SulR F1
generaci za pomoci PCR testovat frekvenci gdi2+/- a WT. Jako WT rodice byly
pouzity nejen rostliny Col-0, ale téz WT rostliny (s genotypem gdil+/+ gdi2+/+), které
vystépily v F2 generaci gdi dihybrida (Kap. 4.4.), a v neposledni fad¢ i reportérové
linie (SecGFP, cyc::CDB::GUS).

Kontrola kvality cizospraSeni pomoci reportérového markeru ve WT rodici

nebyla u této varianty kiiZzeni nezbytné nutna, ponévadz inzerce, ktera byla v parentalni
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generaci dihybrida ptivodné homozygotni, musela byt u vSech potomkt v F1 generaci
heterozygotni. Tento stav inzerce byl v pfipadé gdil inzerce snadno provéfitelny selekci
F2 generace na sulfadiazinu. Pfi pouziti reportérovych linii bylo v§ak vyhodou pfimé
ziskani dvojiho vysledku z jednoho kiiZeni: kromé¢ zjisténi St€pného poméru F1 generace
zpétnych kiizeni byly pfipraveny linie dvojitych heterozygotnich gdi hybridi na
heterozygotnim pozadi reportérové linie. Z téchto linii byli v nasledujicich generacich
vyselektovani dvojiti hybridi s genotypem gdil+/- gdi2-/- nebo gdil-/- gdi2+/- na
homozygotnim pozadi reportérové linie.

Dé&di¢nost inzerci gdil a gdi2 ve Etyfech variantach zpétnych kiizeni shrnuji
Tab. 6 a 7. Segregace F1 generace ziskané pfi spraSeni dihybridnich matetskych rostlin
pylem z WT rostlin nasvéd¢ovala rovnomérnému simultdnnimu pfenosu obou inzerci
vaje¢nou burikou, zatimco pfi spraSeni WT mateiskych rostlin pylem z dihybridnich
mutantl byl pfenos inzerce gdi2 na homozygotnim pozadi gdil inzerce vyrazné niz§i

nez odpovida poméru 1 : 1.

Tab. 6 Soudasny pienos obou inzerci vaje¢nou buiikou. V obou pfipadech je shoda
s teoretickym pomérem 1:1 statisticky vyznamna na hladin€ vyssi nez 90 % (X* = 10,0095, resp.
X =0,018).

9 6‘ genotypové tiidy F1 generace Stépn)’/ pomer
gdil-/-gdi2+/- | gdil+/+ gdi2+/+ | gdil+/- gdi2+/- | gdil+/- gdi2+/+ 1:1.02
52 53 -
gdil+/-gdi2-/- | gdil+/+ gdi2+/+ | gdil+/- gdi2+/- | gdil+/+ gdi2+/- 1:1.04
26 27 -

Tab. 7 Soudasny pienos obou inzerci pylem. V pfipadé ptenosu alely gdi2- je rozdil oproti
teoretickému §tépnému pomeéru 1:1 signifikantni na hladin€é vyznamnosti 1 % (X* = 11,36),
gdi2- se tedy pylem pirenasi méné ucinné. Pro alelu gdil- je rozdil statisticky nevyznamny na
hlading 50 % (X* = 0,205).

Q 3 genotypové tridy F1 generace | Stépny pomér
gdil+/+ gdi2+/+ | gdil-/- gdi2+/- | gdil+/- gdi2+/- | gdil+/- gdi2+/+
1:2,67
15 40
gdil+/+ gdi2+/+ | gdil+/- gdi2-/- | gdil+/- gdi2+/- | gdil+/+ gdi2+/- 1:1.11
37 41
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4.6.2. Reciproké krizeni dihybridi s identickymi genotypy (,,umélé samospraseni‘)

Tato varianta kfiZzeni byla provedena za tucelem provéfeni neexistence dvojitého
homozygotniho mutanta a dal$iho sledovani odchylek v pifenosu mutaci. Pouziti dvou
nezavislych rodicovskych linii se shodnym genotypem pro kiizeni pak znamenalo
i vylouCeni mozného parentélniho imprintingu v ptipadé samospraseni. Obé rodi¢ovské
rostliny mély stejny genotyp: bud’ gdil+/- gdi2-/- anebo gdil-/- gdi2+/-, v F1 generaci
byla nejprve ovéfena homozygotnost rodi¢ovské homozygotni inzerce (gdil/ pomoci SulR
a PCR, gdi2 pomoci PCR) a pak sledovan §t€pny pomér inzerce v rodi¢ovskych liniich
ptivodné heterozygotni. Dle Mendelistické dédi¢nosti byl ofekavany S$t€pny pomér
1:2:1 (-/-:+/-:+/+). Pro tento typ kiizeni bylo s vyhodou vyuzito ,tiettho markeru
z reportérovych linii, ktery byl v otcovské linii homozygot a jeho pfitomnost v potomstvu
dokazovala, ze nedoslo k samospraseni mateiské rostliny. Reciproké kiizeni dihybrida
s identickymi genotypy bylo ovSem v poéate¢nich pokusech provadéno pouze s dvojitymi
mutanty gdil+/- gdi2-/- anebo gdil-/- gdi2+/-, nebot’ pro ziskéani a ovéfeni dvojitého gdi
mutanta s homozygotnim pozadim reportérové linie bylo zapotiebi vypéstovat a otestovat
tfi generace vzniklé z kiiZeni dihybrida gdi s reportérovou linii. Vysledky z prvnich k¥iZeni
bez reportérového pozadi v otcovské linii se neliSily od kiiZeni, v nichZ byla tato vnitini

kontrola pouzita.

Tab. 8 Segregace inzerci pFi kiiZeni dihybridu s identickymi genotypy. V pifipadé stejné
ucinnosti pfenosu sam¢im a sami¢im gametofytem lze oekavat segregaci heterozygot: WT 2 : 1
(protoZe homozygot je v mutantnim genetickém pozadi letalni). V ptipadé€ prenosu inzerce gdi2 se
pozorovany 3tépny pomér lisi od teoretického na hlading 5 % (X* = 6,07), potvrzuje se tedy
porucha prenosu alely gdi2-. Pozorovany pomér pro pienos gdil- se od teoretického na hlading 5 %
nelisi (2 = 0,60).

9 6‘ genotypové tridy F1 generace $tépny
gdil-/- gdi2+/- | gdil-/- gdi2+/- | gdil-I- gdi2-I- | gdil-/- gdi2+/- | gdil-/- gdi2+/+ pomer
0 31 29 0:1,07:1
gdil+/- gdi2-/- | gdil+/- gdi2-/- | gdil-I- gdi2-I- | gdil+/- gdi2-/- | gdil+/+ gdi2-/-
0 18 12 0:1,50:1

Pii obou variantach kiizeni (Tab. 8) byla pozorovana velmi nizka plodnost SeSuli s F1
semeny, zejména v piipad€¢ kifiZzeni s homozygotnim gdi2 pozadim rodi¢ovskych linii

(maximum 10 semen v $eSuli). Pfi analyze potomstva z,,um¢lého samospraseni* nebyl
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nalezen Zzadny homozygotni dvojity mutant. Stépny pomér zbyvajicich dvou
genotypovych tfid hybridd se v potomstvu z ,umélého samospradeni“ dihybridé
gdil-/- gdi2+/- blizil 1 : 1, pokud byly zkfizeny rodi¢ovské linie s genotypem
gdil+/- gdi2-/-, pak se §t€pny pomér rovnal 1,5 : 1.

4.6.3. Krizeni dihybridi v genotypové opaéné konstituci

Ke kfizeni dvojitych mutantti v genotypové opa¢né konstituci byly pouzity linie
dihybridd v nasledujicich dvou variantach kfizeni: Q@ gdil-/-gdi2+/- x & gdil+/-
gdi2-/- a Q gdil+/-gdi2-/- x & gdil-/-gdi2+/-. Tyto typy kifiZzeni mohou p¥inést
zajimavé informace o soufasné dédi¢nosti obou inzerci pfi kfiZeni dvojitych
mutanti s genotypy, jejichz vzdjemna kombinace je v pfirozeném stavu
(samospraseni) nepravdépodobna. U téchto variant kiiZeni byl €asto ziskan velmi
nizky pofet F1 semen zjednotlivych S§eSuli, obdobné jako u ,umélého
samospraSeni“. Na rozdil od né&j vSak bylo jednodussi odlisit potencialni
samospraseni matetské rostliny, nebot’ jiz vyskyt F1 rostliny s odliSnym genotypem
neZ méla matei'ska rostlina svédéil o uspé€Sném cizospraseni. Pozdé&ji byla i pro
tento typ kfiZzeni vyuzivana pfitomnost reportérového markeru v otcovské linii.
Ocekavany §t€pny pomér Etyf hybridnich téid byl 1 : 1 : 1 : 1. VSechny hybridni
ttidy nesly obé gdi inzerce bud’ heterozygotnim ¢i homozygotnim stavu (Tab. 9).
Dvé genotypové tfidy vzniklé F1 generace se shodovaly s genotypy rodi¢t, ze dvou
v tomto kfiZzeni ,,nov€é vzniklych® t¥id (dvojity homozygot, dvojity heterozygot)
opét chybéla tfida homozygotni v obou inzercich, coz odpovidalo ocfekéavani
z pfedeslych kfiZzeni a segrega¢nich analyz F2 a F3 generace dvojitého hybrida.
Z Tab. 9 vyplyva, Ze v readlném $§té€pném pomeéru tii genotypovych tiid ziskanych
v kiiZzeni dihybridi s genotypové opa¢nou konstituci byla nejméné zastoupena
genotypova tiida gdil+/- gdi2-/- oproti ofekdvanému S$t€pnému poméru. F2
generace z obou variant kfiZeni dvojitych mutanti v genotypové opa¢né konstituci
byla otestovana selekci na sulfadiazinu, rezistence a segregace potomstva (Tab. 9)

byla ve shodé s genotypovou analyzou pfislusné F1 generace.
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Tab. 9 Segregace inzerci v potomstvu k¥iZeni dvojitych mutanti s genotypové opaénou
konstituci. Teoreticky Ize v F1 generaci oéekavat stejné zastoupeni vSech genotypovych tfid
(v pfipadé absence dvojitého mutanta pak stejné zastoupeni t¥id zbyvajicich). Pozorovany
St€pny pomér se od teoretického li$i na hlading 5 % jen v pfipadé, kdy otcem byl homozygot
gdi2-/- (X* =17,23; 2 stupné volnosti), v druhém ptipad¢ je rozdil nesignifikantni (X* = 4,49);
opét se tedy potvrzuje defekt prenosu gdi2- pylem. Stépny pomér SulR:SulS v F3 generaci je
v potomstvu genotypové tridy gdil+/- gdi2-/- signifikantn& odlidny od teoretického poméru
2:1 na hladiné 5 % (X* = 5,10), a pro genotyp gdil+/- gdi2+/- se od teoretického pomeru 3:1
lii dokonce na hlading méné nez 1 % (X* = 12,542).

genotypové tiidy F1 generace
¢ d gdil-/- gdi2-I- | gdil-I- gdi2+/- | gdil+/- gdi2-/- | gdil+/- gdi2+/-

gdil-/- gdi2+/-  gdil+/- gdi2-/- 0 27 11 25
Stépny pomer 0 2,45 1 2,27
gdil+/- gdi2-I-  gdil-/- gdi2+/- 0 28 21 37
St€épny pomér 0 1,33 1 1,76

SulR : SulS SulR : SulS

segregace F2 generace na sulfadiazinové selekci vse SulR 646 : 374 1570 : 619

1,73 : 1 2,54:1

v rv

4.6.4. Reciproké krizeni dihybridu a jednoduchych mutanti

O oddéleni vzajemné interakce gdi inzerci v souvislosti s jejich zdrojem (tj. gametou,
kterou byly pfeneseny do F1 generace) jsem se pokusila v k¥iZeni, které predstavuje
k¥izeni

V nasledyjicich variantach kfiZeni jedna z rodi¢ovskych linii nesla vzdy o jednu WT

doplriujici k variantam  popsanym v pfedchozich dvou kapitolach.
(,,zdravou®) alelu jedné z inzerci vice v porovnani s vy$e zminénymi variantami k¥iZeni;
produkuje tudiz pouze jeden typ gamet a pocet oekavanych genotypovych tiid v F1
generaci je niz$i — vZdy pouze dvé genotypové tfidy pro kazdou variantu kiiZeni.

Pro tato kiiZeni byly pouzity linie jednoduchych homozygotnich mutanta (t;.
genotypy gdil-/-gdi2+/+ a gdil+/+gdi2-/-) a dvojitych mutantl (tj. genotypy gdil-/-
gdi2+/- a gdil+/-gdi2-/-). Pti vyuziti vSech moznych rodi¢ovskych kombinaci pak
v téchto kfiZenich bylo zahrnuto 8 typd kfizeni, které se délily na dvé skupiny. Pfi
étyfech z nich jsem pouzivala dihybridy jako matefské rostliny spraSované pylem

z jednoduchych mutanti (tzv. ,,O crossy*“ — podle ovule), zbyvajici ¢tvefice pak méla
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rodi¢ovskou dvojici obracenou — za soufasny pienos obou inzerci zodpovidala
otcovska linie (,,P crossy“ — podle pollen). Jen prosta zaména rodic¢ovskych linii v§ak
nebyla vzdy mozZna, nebot u kfiZzeni, v nichz oba rodi¢e nesly jednu z inzerci
v homozygotnim stavu (prvni dvé varianty z obou skupin kiiZzeni — viz Tab. 10 a 11),
byla nutna dal$i kontrola kvality spraSeni — opét za pomoci reportérového markeru
v otcovské linii. U druhé inzerce byl v potomstvu prvnich dvou variant obou skupin
kfizeni sledovan pomér heterozygotnich mutantti vi¢i WT. U dalSich dvou variant
zkazdé skupiny kiizeni, které nebyly stizeny ,shodou genotypu, jsem vnitini
kontrolu kvality spraseni nepotiebovala, nebot’ veskeré F1 potomstvo ziskané z k¥iZeni
genotypovych tiid gdil+/- gdi2-/- x gdil-/- gdi2+/+ nebo gdil-/- gdi2+/- x
gdil+/+ gdi2-/- (v obou smérech) neslo jednu z inzerci v heterozygotnim stavu jako
dikaz uplného cizospraseni. Druhd zinzerci se pak v F1 generaci vyskytovala
v homozygotnim ¢i heterozygotnim stavu.

Samotna pfiprava rostlin pro kiizeni pfedstavovala velké mnoZstvi
genotypovacich testi. V  F1 generaci bylo jednoduché genotypovani pomoci
sulfadiazinové selekce pouzitelné pouze pro druhou variantu z obou skupin kiiZeni
(rodi¢e s genotypem gdil+/+ gdi2-/- a gdil+/- gdi2-/-), charakterizujici ptenos gdil
inzerce na homozygotnim pozadi gdi2 inzerce. V tomto kiiZeni bylo zapotiebi tfetiho
markeru (viz vyse), stejné tak tomu bylo i u prvni varianty k¥izeni z obou skupin, ktera
méla homozygotni pozadi gdil inzerce. F1 generaci ziskanou ze vSech dal$ich variant
kfizeni jsem také podrobila selekci na sulfadiazinu (veskeré potomstvo bylo
rezistentni), podrobnosti o genotypech F1 rostlin vSak bylo mozné ziskat pouze
pomoci PCR. Za ptedpokladaného vzniku jediného genotypu gamet u jednoho z rodi¢t
a dvou genotypi gamet u druhého rodice, pak byly ocekavané $t€pné pomeéry ve viech
typech kfiZeni 1 : 1. Vysledky vSech variant kfizeni shrnuji Tab. 10 a 11.

Pfi pouziti dihybridi jako otcovské linie (Tab. 11), byla u¢innost kfiZeni
pomérné nizka. Podet ispé$né nasazenych SeSuli a mnozstvi F1 osiva byl u téchto
k¥iZeni niz$i v porovnani s variantou, kdy byla nositelkou obou inzerci mateiska linie,
aCkoliv pocet k¥iZeni, které jsem provedla v obou smérech, byl srovnatelny. Od kazdé
varianty jsem provedla 15 — 20 k¥iZeni — u¢innost pro ,,0O crossy* byla 50 az 70%, ,,P
crossy* pouze 20 — 30% (tj. % vysledné nasazenych a plodnych SeSuli z pivodné

spraSenych kvéti).
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Tab. 10 Kfizeni dihybrida s jednoduchym mutantem — ,,O crossy“. Obé gdi inzerce zaroveri
jsou neseny matefskou rostlinou, jednoduchy homozygotni mutant byl pouzit jako otcovska
rostlina. Ve vSech pfipadech je olekavané zastoupeni genotypovych tfid v poméru 1:1;
pozorované $t€pné poméry se od ocfekavanych v zadném ptripadé neliSi signifikantné na

hladiné 5 %.

0 3 genotypové tiidy F1 generace a jejich $té€pny X2
zastoupeni pomér
gdil-/- gdi2+/- gdil-/- gdi2+/+ | gdil-/- gdi2+/- gdil-/- gdi2+/+ | 32 : 31 1,03:1 | 0.016
gdil+t/- gdi2-/-  gdil+/+ gdi2-/- | gdil+/- gdi2-/- gdil+/+ gdi2-/- | 45 : 44 | 1,02:1 | 0,011
gdil+/- gdi2-/-  gdil-/- gdi2+/+ | gdil-I- gdi2+/- gdil+/- gdi2+/- | 42 : 87 | 1:1,36 | 2,27
gdil-/- gdi2+/-  gdil+/+ gdi2-/- | gdil+/- gdi2-I- gdil+/- gdi2+/- | 9 :17 1:1,8 | 2,46

Tab. 11 Kfizeni jednoduchého mutanta s dihybridem — ,,P crossy“. Ob& gdi inzerce zaroveri
jsou neseny otcovskou rostlinou, jednoduchy homozygotni mutant byl pouzit jako mateiska
rostlina. V pfipadech oznafenych * nebylo statistické hodnoceni pro maly pocet rostlin
provadéno, ve zbyvajicich dvou kombinacich je rozdil oproti pfedpokladanému poméru 1:1

nesignifikantni na hladin€ 5 %.

0 3 genotypové tFidy F1 generace a jejich $té€pny X
zastoupeni pomér

gdil-I- gdi2+/+ gdil-/- gdi2+/- | gdil-I- gdi2+/- gdil-I- gdi2+/+| §:7 1:1,40 *
gdil +/+ gdi2-I-  gdil+/- gdi2-- | gdil+/- gdi2-I- gdil+/+ gdi2-/- | 24 :29 | 1:121 | 047
gdil-I- gdi2+/+  gdil+/- gdi2-- | gdil-I- gdi2+/- gdil+/-gdi2+/-| 18 :13 | 1,40:1 | 0,81
gdil+/+ gdi2-I- gdil-I- gdi2+/- | gdil+/- gdi2-I- gdil+/-gdi2+/-| 6¢:8 | 1:133 | *
4.7. Embryogeneze u dvojitych gdilgdi2 mutantu
K hledani poruchy embryonalniho vyvoje jsem pfistoupila na zakladé zjisténi

z genetické analyzy dvojitych hybridd, zejména genotypovych tiid gdil+/-gdi2-/-
a gdil-/-gdi2+/-, kdy se ukazalo, Ze v potomstvu nebyli nalezeni zastupci genotypové
ttidy dvojitych homozygoti, atkoliv méli tvofit ¢tvrtinu potomstva. V porovnani s WT
i jednoduchymi gdi mutanty se v SeSulich dihybrid vyskytuje vyssi podet abortivnich
semen, jejich pocet v8ak i u WT do zna¢né miry kolisd v zavislosti na kultiva¢nich
podminkach a stavu rostliny. Zjistila jsem, Ze embryogeneze neni v ramci jedné Sesule
synchronni, v mladych $eSulich jsem napfiklad nalézala ,Skalu“ embryi od stadia
globularniho aZz po pozdné srd¢ité. V tomto stadiu vyvoje vsak jiz v SeSulich
dihybridnich gdi mutantl piedstavovala velkou ¢ast populace semen v Sesuli abortivni

semena (minimaln€ 20 %), v nichz nebylo pozorovano zddné embryo (Obr.18), vzacné
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jsem pak nalezla malformovana embrya, jejichz pocet vSak neodpovidal ocekavané

frekvenci genotypové tiidy dvojitych homozygoti (Obr. 19), tj. byl mnohem nizsi.

Obr. 18 V sesulich dvojitych
mutantt  gdil-/-gdi2+/-, které
obsahovaly embrya prevazné ve
stadiu globularnim (dole) az
srd¢itém se Castéji vyskytovala
abortivni semena (oznaceno
Sipkou), neobsahujici zadné

vyvijejici se embryo.

i

ISR

AR AR Sai ot O

Obr. 19 V Sesuli z dvojitého mutanta gdil-/- gdi2+/-, ktera obsahovala embrya az do stadia

pozdné srd¢itého (A), jsem nalezla malformované embryo — oznaceno Sipkou, totéz embryo

pii vétSim zvétseni (B).

ProtoZe vizualizace velmi mladych embryi (do stadia oktantu) ve vyvijejicich se
semenech pouhym projasiiovanim osemeni pomoci 0,5 M KOH nepfinesla vysvétleni
vysokého poctu abortivnich semen u gdi dihybridnich mutantd, snazila jsem se o
zviditelnéni téchto stadii pomoci reportérovych linii, zejména mitotického markeru

cyc::CDB::GUS. V ptipadé nejmladsich 3esuli z dihybridnich mutantd, v nichz jsem
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oc¢ekavala rané embryogenetické defekty, v§ak tato strategie nevedla k uspéchu — embrya s
GUS signalem vykazovala normalni WT fenotyp, v prazdnych mladych semenech jsem
pak zadny GUS signél nepozorovala. Naopak u SeSuli s mirné pokrocilejSimi embryi (jiz
zminéné globularni az pozdné srd¢ité), se mi opét podafilo zachytit malformovana embrya
(Obr. 20). Zda se jedna o vzacné piezivajici dvojité homozygoty se potvrdit nepodafilo.
Znacny pocet abortivnich semen v SeSulich dihybridi byl pravdépodobné diivodem
k mimému rozdilu ve velikosti zralych semen (Obr. 21), zfejmé& zplisobenému vétsi
expanzi vyvijejich se semen do prostoru uvolnéného semeny abortivnimi. Jista
variabilita velikosti semen u WT a dihybridnich mutantii vSak je patrna, statistické

hodnoceni provedeno nebylo.

Obr. 20 Embrya z gdil-/-gdi2+/- mutanta s cyc::CDB::GUS markerem v homozygotnim
stavu. Aberantni embryo (A) bylo nalezeno v SeSuli s prevladajicim vyvojovym stadiem
globularnich (B) az srd¢itych embryi. Nomarského kontrast (DIC)

Obr. 21 Porovnani velikosti semen dihybrida gdil-/-gdi2+/- (A) a WT, tj. gdil+/+gdi2+/+
(B). Métitko 1 mm. Osivo bylo sklizeno z rostlin F3 generace:jejichi genotyp byl otestovan

pomoci PCR.
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Charakterizace inzeréniho mutanta v genu AtRabGGTB1

Paraleln€ s analyzou mutantti v RabGDI jsem spolupracovala s Mgr. Michalem Halou
na charakterizaci inzeréniho mutanta v genu pro jednu z B podjednotek Rab-
geranylgeranyltransferazy (AtRabGGTBI1, At5g12210; viz téz Hala, 2005). Z databaze
NASC jsme obdrZeli 21 semen inzeréni linie SALK 015871. Selekce na kanamycinu
nefungovala, a tak jsme ke genotypovani rostlin pouzili PCR reakce se specifickymi
primery (podminky a primery viz Metody), pii které vznikaly oéekavané WT (700 bp)
a inzer¢ni produkty (480 bp). Ukazku gelu s produkty genotypovaci PCR neuvadim
vzhledem k tomu, Ze byly obdobné jako pfi PCR analyze gdi2 mutanta (viz str. 51,
Obr. 11). Z pivodni zésilky osiva byly ziskany Ctyfi heterozygotni linie, jejichZ
potomstvo $tépilo ggrbl mutaci v poméru 1:2:1 (homozygot : heterozygot : WT).

Od pocatku se (v in vitro podminkéch i pfi vysevu do pidy/substratu) objevovala
populace rostlinek s trpasli¢im vzristem a PCR analyza prokéazala, Ze jde o homozygotni
rostliny ggtbl-/-. Vyvin tohoto fenotypu zac¢ina u semenacka kratce po vzniku prvnich
listd. Listy jsou vlnité, podhrnuté, celkové mensi neZ u WT a vytvateji kulovitou strukturu
(Obr. 22). Béhem ristu se rozdily mezi ggtbI-/- a WT rostlinami je§té prohlubuji. Zatimco
typickd 30 denni rostlina Arabidopsis thaliana byla 24 cm vysoka, stejné staré ggtbl
rostliny zustaly vysoké jen kolem 6 cm. Soucasné se objevuje i fenotypova variabilita
mezi ggtbl rostlinami, kterd mizi kolem osmého tydnu od vysevu. Po 60 dnech u WT
nastupuje senescence, zatimco u ggrbl-/- az po 120 dnech, tj. dvakrat pozdéji.
Homozygotni ggtbl rostliny zacaly kvést ve stejnou dobu jako WT a nasadily i SeSule, ale
ty byly prazdné. Opyleni ggtb! rostlin WT pylem i opyleni WT rostlin ggrb! pylem vedlo
k oplozeni a produkci semen, ktera dala vzniknout jednotné heterozygotni generaci.
vzhledem k WT jsou omezeny pouze na pryt. Struktura kofenové $picky, diferenciace
bun€k v prodluzovaci z6né€ kotene, celkova délka kotenti i tvorba kofenovych vlaska
se neli§i od WT, resp. nebyly nalezeny za danych podminek statisticky vyznamné
rozdily mezi ggthl-/- a WT rostlinami. Také byly testovany gravitropické reakce
v obou populacich. Po 15 dnech rtstu na vertikalnich plotnach byla jejich orientace
zménéna o 90°. Kofeny obou populaci zménily smér svého ristu odpovidajicim
zpasobem, opét tedy nebyl zjistén rozdil mezi ggtb1-/- a WT rostlinami.

Jak jiz bylo zminéno, rozdily v morfogenezi pr}’ft‘u nastupuji po vytvoreni

prvnich listd, které jsou jiz deformovany. Rapiky t&chto listt u ggtbl-/- a WT rostlin se
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odliSuji - ukazalo se, Ze jsou u ggtbl-/- rostlin jsou siln€jsi, jejich vnitini pravidelna
organizace je narusena a obsahuji fadu malformovanych kulovych bunék. Pocet listl
v rizici zistava nezménén, ale vyrazn€ se snizuje prumér piizemni rizice u ggtbl-/-
rostlin, které také produkuji vice rovnocennych stonki namisto jednoho hlavniho
stonku. Také pocet kvéti v kvétenstvi se nelisi od WT, ale kvéty ggrbl-/- mutanta se

plné neotviraji a jsou sterilni.

Obr. 22 Fenotypové rozdily mezi
homozygotnimi ggth/ mutanty (vlevo) a WT
(vpravo) 10 dni (A) a 20 dni od vysevu (B). Jiz
prvni pravé listy ggthl-/- mutanta jsou
deformované (podvinuté), s dalSim vyvojem se
rozdily ve velikosti a tvaru rizicovych listi

zvétsuji. (A) Mefritko= 1 cm.

Po kiiZzeni ggthl mutanta s rostlinami transformovanymi konstruktem pro
sekre¢ni GFP (secGFP) byly v F3 generaci nalezeny linie nesouci ggrbl inzerci
v heterozygotnim stavu na homozygotnim pozadi zminéné reportérové linie secGFP
(ovéteno pomoci selekce na hygromycinu). Pro secGFP reportérovou linii je
charakteristicka exprese GFP do sekre¢ni drahy, kudy je dopravovano do apoplastu.
Podminky vné buriky (nizké pH, aktivita proteaz) zptsobuji zhaseni jeho fluorescence.
Signal lze tedy sledovat pouze v piipad¢ poruSeni sekretorické drahy pii nasledné
akumulaci sekre¢niho GFP v bunce. Prvni pozorovani 14 dennich hybridnich
semenackd prinesla jen slaby signal v malformovanych listech, proto jsme zvolili
model s vétSimi naroky na sekreci - etiolované semenacky. Ukazalo se, zZe

homozygotni ggth/ rostliny tvofi, na rozdil od heterozygdtnich a WT rostlin, kratké
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ztlustélé hypokotyly, coz naznacuje konstitutivni fotomorfogenni reakci. Pri
pozorovani fluorescenénim mikroskopem se ukazalo, ze dochazi k vyrazné akumulaci
GFP signalu v buiikach téchto hypokotyli (Obr. 23). Zajimava je také skutecnost, ze
GFP signal se objevil v déloznich listcich vSech hybridnich rostlin.

Podrobnéjsi analyza fenotypovych projevli mutace ggtb/ byla zahrnuta do
diserta¢ni prace Michala Haly (Hala, 2005) a bude také piredmétem piipravované

spole¢né publikace.

5

Obr. 23 Semenacky hybridni linie vzniklé kFizenim ggftg/ mutanta s reportérovou linii
secGFP byly péstovany 1 tyden ve tmé v in vitro podminkach. V potomstvu heterozygotniho
mutanta ggrbl vystépily homozygotni rostliny (A, B) s kratkymi ztlustélymi hypokotyly.
Flurescen¢ni mikroskopie odhalila, Ze v burikach hypokotylu ggtb-/- mutanta se hromadil GFP
(B), na rozdil od WT (C, D), v jehoz hypokotylovych burkach GFP-signal pozorovan nebyl

(D). Akumulace GFP v délohach semenacki je obecnym znakem secGFP markeru.
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5. Diskuze

Pfitomnost né&kolika blizce piibuznych paralognich gend je vzdy divodem
k otazkam po biologickém smyslu rozdildi mezi jednotlivymi izoformami, zejména
s ohledem na to, Ze pfedpokladany trvaly selekéni tlak prostiedi by mél soustavng a G¢inné
mytit skuteéné redundantni geny (viz napf. Brookfield, 1997). Srovnani dvou téméf Gplné
sekvenovanych genomu zastupct krytosemennych rostlin (4rabidopsis thaliana, Oryza
sativa) napovida, Ze pfitomnost tfi pfislusnikid genové rodiny RabGDI miZe byt obecnym
stavem u této skupiny organizmti (Hala et al., 2005). U hub a bezobratlych Zivo€ichi je
v genomu piitomen vzZdy jen jeden homolog RabGDI (Alory a Balch, 2001) a teprve
u savcu se objevuje druhy homolog GDla, ktery se specificky exprimuje v nervové tkani
(Nishimura et al., 1994; Sasaki et al., 1990; D’Adamo et al., 1998). Drivéjsi udaje
v literatufe (Alory a Balch, 2001; Pereira-Leal a Seabra, 2000) uvadgjici tfi homology
RabGDI u savct se ukazaly pfi hlubsi bioinformatické analyze jako mylné (Hala et al.,
2005).

Transkriptomicka analyza exprese tii paraloghh RabGDI u Arabidopsis thaliana
(u ryze je daleko méné¢ udaji) ukéazala, Ze vedle dvou homologl srovnatelné
exprimovanych ve vegetativnich pletivech je tfeti homolog pylové specificky (Honys
a Twell, 2003; Honys a Twell, 2004). Vysledky genetické analyzy dvojitych mutantt
gdilgdi2 naznaduji Ze tento homolog by mohl byt exprimovan také v zarode¢ném vaku
(viz dale). Je pozoruhodné, Ze ke vzniku tkarnové/pletivove specificky exprimovaného
typu RabGDI doslo nejméné ve dvou ptipadech bunéfnych typi schopnych
intenzivniho apikdlniho ristu - v neuronech savci a v pylovych lackach
krytosemennych rostlin. Mohlo by tedy jit o analogickou specializaci. Vzhledem
k tomu, Ze nejhojnéjsi izoformy RabGTPéaz v pylu patii do podtiidy A (Rabll),
ptipadné H (Rab6), miizeme spekulovat o tom, Ze pylové specificky RabGDI3 bude
jevit vyssi funkéni afinitu k t€émto skupindm RabGTPéz.

Usp&$na komplementace kvasinkového mutanta sec/9-1 (Ueda et al., 1998;
Zarsky et al., 1997) napovida, Ze rostlinné homology RabGDI maji biochemické vlastnosti
shodné sGDI hub a Zivofichd. Analyza interakci rekombinantniho AtRabGDII
s RabGTPazami in vitro vyuzivajici metodu ,,pull-down* prokazala, Ze rostlinné RabGDI

vazou RabGTPazy stejné jako jejich homology z kvasinek a Zivoc¢icht. Podle o¢ekavani
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AtRabGDI1 pfednostné asociuje s GDP-vazanou formou RabGTPaz (KakeSova,
2003).

Jednim z moZnych diivodi zmnoZovani gent je optimalizace (,,jemné lad€éni®)
funkce jednotlivych genovych produkti pro proménlivé podminky prostifedi (Nasmyth
et al, 1991). Proto jsme se rozhodli testovat citlivost mutanti RabGDI
k ,,reprezentativnimu stresovému pusobeni“ — totiz k u¢inkiim zvySené koncentrace
AP’*. Tento zamér nas pfivedl khlubdimu studiu testovaciho systému na
dvouvrstevném médiu, ktery zavedli Larsen et al. (1996). Vysoka variabilita
ziskavanych vysledkii mne vedla k testovani reakce primarnich kofenii na samotné
rozhrani mezi dvéma vrstvami systému - kontrolni test, ktery Larsen et al. (1996)
neprovedli. Zjistila jsem, ze WT zcela béZné reaguje na rozhrani médii bez pfitomnosti
AI** dogasnou reorientaci riistu primarniho kofene. Tim muiZe byt nepfiznivé zesilena
pfirozena variabilita populace vzhledem k citlivosti na zvySenou koncentraci AP
Tento problém je pravdépodobné pfifinou toho, Ze nejen jiné laboratofe, ale ani
laboratof, odkud tato metoda pochazi, ji dale nepouzivaji. Tematikou odpovédi
Arabidopsis na AI’* se také zabyva ve své piipravované disertaéni praci kolegyn&
Barbora Honysova.

Na otazku po biologické roli jednotlivych paralogti RabGDI by mohlo pfinést
odpovéd’ studium mutantt v ptislusnych genech. Prokéazala jsem, Ze pro mutaci v genu
AtGDI1 (At2g44100) je mozno ziskat homozygotni rostliny. Analyza homozygotnich
rostlin ukédzala, Ze v nich neni exprimovana pfislusna mRNA a jedna se tedy o tzv.
nulového mutanta (,,knock-out) v daném genu. Piesto tyto rostliny za normalnich
kultivaénich podminek nelze odliSit od rostlin divokého typu. Na zakladé¢ udaju
z literatury o dileZitosti RabGDI v rostlinach pii obrané proti negativnim u¢inkiim
vysoké koncentrace hliniku (Ezaki et al., 1999; Ezaki et al., 2000; Ezaki et al., 2001) jsme
u téchto rostlin testovali za pouziti vySe zminéného dvouvrstevného systému jejich
citlivost k hliniku. Oc¢ekavanad zvySena citlivost mutanta gdi/ k Al nebyla zachycena;
pravdépodobné vzhledem kvySe naznaCenym problémim s interpretaci vysledkt
testovani citlivosti ve dvouvrstevném systému. Nicméné i nadéale pokraujeme v hledani
mozZnosti, jak spolehlivéji hromadné testovat citlivost mutantG Arabidopsis thaliana
k hliniku (Barbora Honysova, nepublikovano). Skutenost, Ze homozygotni rostliny
neexprimujici AtGDI1 jsou plné Zivotaschopné, svéd¢i o zastupitelnosti proteinu AtGDI1

produktem genu AtGDI2 za obvyklych kultivaénich podminek.

74



Analyza inzeréniho mutanta v genu AtGDI2 (At3g59920) vedla ke stejnym
zavérum jaké byly zji$tény u mutanta v genu AtGDI1 (s vyjimkou testovéni citlivosti k Al,
ktera nadale nebyla provadéna). MiZzeme tedy shrnout, Ze geny AtGDI1 a AtGDI2 jsou
vzajemné plné zastupitelné ve vegetativnim vyvoji Arabidopsis thaliana.

Provedla jsem celou fadu kfizeni, kterda vedla ke vzniku kombinaci obou
mutovanych genli. Kli¢ovym vysledkem mé prace je zjisténi, Ze mezi stovkami
analyzovanych rostlin nebyl nalezen ani jeden ptipad rostliny, kterd by nesla obé mutace
v homozygotnim stavu. Tento vysledek mne vedl k analyze vyvoje semen u rostlin, které
mély jednu z mutaci v homozygotnim a druhou v heterozygotnim stavu, a tudiz by Etvrtina
jejich potomstva po samospraseni méla byt dvojit€ homozygotni. U téchto rostlin jsem
zjistila zvySeny vyskyt prazdnych semen, jejichz vyvoj byl pferuSen vraném stadiu
embryogeneze. Je tedy mozno uzaviit, Ze dvojitd homozygotni konstituce mutanta
gdilgdi2 je embryondlné letalni. Tento vysledek odpovida predpokladdané esencialni
funkci RabGDI v kazdé eukaryotické buiice (Garret et al., 1994; Ricard et al., 2001).
Neptitomnost alesporl doCasné preZivajicich postizenych jedincii mi neumoZznila provést
planovanou cytologickou analyzu. Naopak sledovani jednoduchych i dvojitych mutanti
et al., 2000; Zheng et al., 2004) potvrdilo, Ze sekrece u téchto rostlin probiha normalné;
stejné jako bunéfné déleni v meristémech monitorované markerem cyc::CDB::GUS
(DiDonato et al., 2004).

Situace u rostlin pfitom dobfe odpovidd pozorovanim z jinych organismu, kde
bylo rovnéz zjisténo, Ze funkce GDI je esencidlni. »Knock-out“ mutant
Saccharomyces cerevisiae secl9 (SEC19 je jediny homolog RabGDI u pucivé
kvasinky) je neZivotaschopny; termosenzitivni mutace sec/9-1 (Novick et al., 1980) se
projevuje tim, Ze pii restriktivni teploté se buriky abnormalné zvétSuji v disledku
hromadéni transportnich membranovych intermediati v celé sekre¢ni draze kvasinky
(Garret et al., 1994). Na ultrastrukturni trovni se G¢inek mutace projevuje zvét§ovanim
struktur endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu a vlastnich sekretorickych
vackl; na biochemické urovni se pak defekt projevuje vyCerpanim cytosolickych
RabGTPaz, jak bylo ukazano pro kvasinkovou RabGTPazu Sec4p (Garret et al.,
1994). AtGDI1 i AtGDI2 piitom dobfe komplementuji kvasinkovou secl9-1 mutaci
(Zarsky et al. 1997; Ueda et al., 1998).

V genomu modelové hlistice Caenorhabditis elegqns byl také zjistén jediny

homolog RabGDI, jehoz nulovd mutace nebyla nalezena. V ramci celogenomovych
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RNAi pokusi (Sonnichsen et al., 2005 a http://www.wormbase.org) bylo
zjidténo, Ze sniZzeni exprese RabGDI u Caenorhabditis elegans vede k embryonalni
letalitg, podobné jako jsem zjistila u dvojitych gdil gdi2 mutantt Arabidopsis thaliana.

Také v pfipadé dalsiho modelového organizmu ze skupiny bezobratlych
zivogich, octomilky Drosophila melanogaster, je v genomu piitomen jen jeden gen
kédujici RabGDI (Zahner a Cheney, 1993; Adams et al., 2000; Ricard et al., 2001).
Mutace quartet u octomilky zpisobuje mitotické defekty pfi vyvoji nervové tkéné
s naslednou larvalni letalitou. Byla zjist€na souvislost této mutace s posttranslatni
modifikaci proteinu RabGDI; nejde vsak o fosforylaci. Pokud se quartet mutace projevuje
u dospélych samic, ma letalni efekt v rané embryogenezi (Zahner a Cheney, 1993). Série
genetickych 1€zi v RabGDI u Drosophila melanogaster, mezi nimiz byly zjitény nulové
mutace, potvrdila nezbytnost RabGDI pii larvalnim vyvoji; pfezivani ranych vyvojovych
stadii u nulovych mutanti az do prvniho instarového stadia je zfejmé umoznéno zna¢nym
mnozstvim zasobniho GDI pochazejiciho z vajicka (Zahner a Cheney, 1993; Ricard ef al.
2001).

U savci dosud nebyla popsédna Zadna mutace ve vSeobecné exprimovaném genu
RabGDIP a je mozno spekulovat, Ze nulova mutace v tomto lokusu by vedla k velmi ¢asné
embryondlni letalit¢. Pfi charakterizaci mentdlni poruchy vazané na X chromozém
u ¢lovéka (X-linked nonspecific mental retardation, XLMR) bylo zji§téno, Ze tuto chorobu
mohou zplsobovat mutace v genu RabGDIa (D’Adamo et al.,1997); ur€ita forma této
poruchy se projevuje také epileptickymi zachvaty (Armfield et al., 1999). NarusSeni
¢innosti CNS odpovida znamé prednostni expresi izoformy RabGDIa v nervové tkani.
U mysi (Mus musculus) byl cilené ziskan nulovy mutant v RabGDla, ktery se také
projevoval epileptickymi poruchami (Ishizaki et al., 2000). Na biochemické urovni
analyza tohoto mutanta potvrdila pfednostni interakci RabGDIa s Rab3A GTPazou, ktera
je kliCovym regulatorem uvoliiovani neurotransmiterti pfi synaptickém pienosu (Takai et
al., 1996). Takové funkéni specializaci RabGDI by u krytosemennych rostlin mohla
odpovidat pylové specificka izoforma AtRabGDI3.

Srovnani mnou zjisténych fenotypovych projevi inzerénich mutaci v genech
AtRabGDI s publikovanymi udaji u zastupct eukaryotni vétve Opisthokonta (Simpson
a Roger, 2004) umoznuje zevSeobecnit, Ze u mnohobunéénych eukaryot vedou mutace
RabGDI k ¢asné embryonalni letalité.

Reciproké ktiZeni dvojitych mutanth gdilgdi2 navz‘éjem i s WT prokazala, ze

jak samici, tak sam¢i gametofyt po meidze je schopen pienaset ob& mutantni alely

76



zaroveti. To by mohlo svéd¢it pro moznou funkci AtGDI3 nejen pii vyvoji pylu, ale
také pfi vyvoji zarode¢ného vaku. Je ovSem také mozné, ze pii vyvoji zarode¢ného
vaku se muze je$té projevovat RabGDI z matefské buriky zarode¢ného vaku, podobné
jako se pfedpoklada, ze se matefsky GDI pochézejici z vajicka podili na vyvoji embrya
u nulovych mutantt Drosophila melanogaster (Ricard et al., 2001)

Geneticka analyza pfenosu studovanych mutaci v reciprokych kfiZenich dvojitych
mutanti gdilgdi2 nicméné ukazala, Ze na této Grovni se projevuje zménéna konstituce
lokusti kodujicich AtRabGDI odchylkami od o¢ekavané frekvence pii pfenosu sam¢imi
gametami, tj. pylem. Statisticky signifikantni odchylky od ocekavanych §t€pnych pomérta
se vyskytovaly pii kiizenich @ WT x &' gdil-/-gdi2+/- (Tab. 7, str. 62), @ gdil-/- gdi2+/-
x & gdil-/- gdi2+/- (Tab. 8, str. 63) a Q@ gdil-I-gdi2+/- x 3 gdil+/-gdi2-/- (Tab. 9, str. 65)
— v potomstvu té€chto kiizeni bylo signifikantn€ mén¢ rostlin vzniklych pfenosem mutantni
gdi2 alely pylem.Toto zjisténi koresponduje s pylovou expresi genu AtGDI2 — pro
stoprocentni fitness pylovych la¢ek projevujici se rychlosti dosahovéani mikropyle (otvoru
klového) vajicek v semeniku je ziejmé nezbytna aktivita nejen pyloveé specifického
AtGDI3, ale i pylové exprimovaného AtGDI2. Je znama cela fada mutaci postihyjicich
kompetitivitu pylu krytosemennych rostlin, a nékteré z nich se tykaji proteinti G¢astnicich
se procesu exocytézy (napf. mutace postihujici Sec8 podjednotku komplexu Exocyst —
Cole et al., 2005).

RabGDI tvofi proteinovou rodinu spole¢né s Rab escort proteinem (REP), ktery
zajiStuje posttranslaéni prenylaci RabGTPaz v soudinnosti senzymem Rab-
geranylgeranyltransferizou (RabGGT). Byla prokazana uzka funkéni i strukturni
ptibuznost obou proteinti (Pylypenko et al. 2003; Rak et al., 2003) a navrZzen model
evoluce této rodiny, ktery pocita se spole¢nym predkem, ktery plnil funkci REPu i GDI
(Hala et al., 2005). Experimentdlné bylo u kvasinek pomoci nihodnych mutaci
v sekvencich obou proteinti prokazano, Ze zavedeni bodovych mutaci do struktury ScMrs6
(kvasinkovy REP) muze vést k obnoveni jeho funkce jako GDI (coz prokéazala
komplementace letalni sec/9 mutace), pfi sou¢asném zachovani funkce mutovaného
ScMrs6 jako REPu (Alory a Balch, 2003). Opaény piipad, tj. GDI fungujici i jako REP,
pozorovan nebyl.

Piibuznost obou proteini nas inspirovala k porovnani fenotypli jejich
inzerénich mutantt. JelikoZz mutant Arabidopsis v genu pro REP neni dosud dostupny,
vyuzili jsme T-DNA inzeréniho mutanta v genu pro ‘B podjednotku  RabGGT
(AtRabGGTBI1). U kvasinek je tato mutace letalni a totéZ piedpokladame i u rostlin.
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Arabidopsis thaliana viak ma, na rozdil od ostatnich dosud studovanych vysSich
rostlin, v genomu dva geny pro B podjednotku (Hala, 2005). Hladina mRNA genu
AtRabGGTB2 je vyrazné niZ§i nez pro AtRabGGTBI1, coz vede pouze k Castetné
redundanci mezi AtRabGGTB1 a AtRabGGTB2. Vzhledem k tomu, ze GDI i REP se
podileji na regulaci funkce malych GTPaz rodiny Rab, miizeme pozorovany fenotyp
vedouci k trpasli¢im rostlinkam povazovat, samoziejmeé s patfi¢nym odstupem, také za
modelovy fenotyp pro mutanty REP/GDI jakoZto reprezentanty mutantd s naruSenou
funkci Rab GTPaz.

Ve srovnéani s mutanty v RabGDI1 a 2, které nevykazuji za normélnich podminek
k akumulaci GFP uvnitf bunék. Mutant ggrb/ ma tedy jasné narusenou sekretorickou
drahu (srovn. Batoko et al., 2000). Vzhledem k funkci GGTBI1 bilkoviny pfi
geranylgeranylaci RabGTPaz (Pylypenko et al., 2003; Leung et al., 2006) je moZno
predpokladat, Zze pfi€inou je postizeny funkéni cyklus RabGTPé4z v dusledku omezené
vazby RabGTPé4z do membran zplsobené snizenou G¢innosti geranylgeranylacni aktivity
umutanta ggtb 1.

Lze tedy shrmout, Ze tato prace predstavuje dosud prvni pokus o charakterizaci
biologické funkce proteinti nadrodiny GDI/REP mimo Opisthokonta (Zivo€ichy a houby).
Pomoci genetickych metod se u Arabidopsis podatilo prokazat, Ze i u rostlin hraji RabGDI
proteiny Zivotn€ nezbytnou roli. Pro pfibuznou skupinu proteinti REP se sice nepodatilo
mutanty ziskat, av§ak byl ziskan a charakterizovin mutant v proteinu interagujicim
s REPem a jeho fenotyp rovnéz svéd¢i o dilezitosti procest, na nichz se REP podili. Byl
rovné€Z pripraven obséhly vychozi material pro dalsi funkéni charakterizaci rostlinnych

proteind regulujicich RabGTPazy.
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6. Zavéry

1. Analyza transkriptomu tfi gent koédujicich RabGDI u Arabidopsis thaliana
odhalila existenci pylové specifického genu AtRabGDI3 (At5g09550). Exprese
geni AtRabGDI1 (At2g44100) a AtRabGDI2 (At3g59920) se piekryvaji na
urovni vegetativnich organt. Na rozdil od AtRabGDIl1 se gen AtRabGDI2
exprimuje také v pylu.

2. Byli nalezeni homozygotni mutanti s T-DNA inzercemi v AtRabGDI1
a AtRabGDI2. Pomoci RT-PCR jsem prokazala, ze v homozygotnich mutantech
neni exprimovana pfislusndA mRNA. Homozygotni mutanti gdi/ a gdi2 se za
obvyklych kultivaénich podminek fenotypové neli§i od WT. Funkce AtRabGDII
a AtRabGDI2 jsou tedy ve sporofytickych pletivech vzajemné zastupitelné.

3. Dvojity heterozygotni mutant byl ziskan kfizenim homozygotnich gdil a gdi2
mutanti. Dvojity homozygotni mutant nebyl nalezen ani v segregujici F2 a F3
generaci dvojitych gdilgdi2 mutanti ani v potomstvu reciprokych kfizeni dihybridnich
mutantl s genotypy identickymi a v opa¢né konstituci.

4. Geneticka a embryologicka analyza pfinesla dikazy svédéici o embryonalni letalité
dvojitého homozygotniho mutanta. Nizka frekvence vyvojovych abnormalit v SeSulich
sranymi stidii embryi naznacila, Ze k abortivnim udalostem jiz v po€atcich vyvoje
embrya.

5. Soucasny pfenos obou inzerci samiéi i sam¢i gametou byl prokézan v reciprokych
kfizenich dvojitych mutantt gdil-/-gdi2+/- a gdil+/-gdi2-/- s WT.

6. Vyznamna odchylka od olekdvané frekvence pfenosu inzerci, ktera byla zjisténa pfi
spraSeni WT rostlin pylem z dihybrida gdil-/-gdi2+/- a u dalSich dvou variant kiiZeni,
sv€d¢i o zhor§eném pienosu mutantni alely gdi2 pylem.

7. Podilela jsem na identifikaci a charakterizaci T-DNA inzeréniho mutanta
v B podjednotce Rab-geranylgeranyltransferazy (ggtbl). Vyvoj mutantnich rostlin je
celkové postiZen, ztraceji apikalni dominanci a vykazuji konstitutivné fotomorfogenni
fenotyp.

8. KiiZzenim reportérové linie secGFP s mutantem ggrb/ jsem pfipravila rostliny
vhodné ke sledovani sekrece u tohoto mutanta. V populaci secGFP-ggrb! hybridii
byla pozorovana zvy$ena akumulace GFP v hypokotylech homozygotnich mutantti
ggtbl péstovanych ve tmé. ‘
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