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1 Abstrakt a klicova slova

Prace se zabyva otdzkou redundance aktinovych isotypli v rostlinnych buiikidch, zejména
v Arabidopsis thaliana; predkladany jsou dikazy svédcici pro redundanci i proti ni. Zamétuje
se na podobnosti a odliSnosti na trovni struktury gent, sekvenci gentll i proteintl, exprese,
regulace exprese, funkce. Pies nékteré konzervované vlastnosti (struktura aktinového genu,
proteinova sekvence, ortology jsou si podobné&jsi nez paralogy) existuji mezi isotypy
odli$nosti (regulacni a nekddujici sekvence, expresni profily), doby divergenci jednotlivych
isotypt navic koreluji s vyznamnymi udalostmi v evoluci rostlin. Dale se prace zaméiuje na
funkce aktinovych isotypu v rostlindch. Prace zaroven vytycuje vhodné sméry budouciho

vyzkumu.

Kli¢ova slova: rostlinny aktin, isotyp aktinu, protein vazajici aktin, redundance isotypt

2 Abstract and keywords

The thesis deals with a question of redundancy in plant actin isotypes, especially in a case of
Arabidopsis thaliana. Available proofs both confirm and disprove the redundancy of actin
isotypes. Similarities and differences in gene structure are considered, as well as gene and
protein sequence, expression, expression regulation and function. Despite conserved features
as the gene structure, protein sequence, or higher similarity among ortologues than
paralogues, there are differences in actin gene families such as the regulation of genes
expression, the structure and function of non-coding sequences, or expression patterns.
Moreover, actin isotypes divergetion times correlate with important events in plant evolution
history. The thesis also deals with diverse functions of actin isotypes in plants. In addition,

directions for future research are provided as well.

Keywords: plant actin, actin isotype, actin-binding protein, isotype redundancy



3 Seznam zkratek

3’UTR = 3" untranslated region, netranslatovana sekvence na 3 konci

5'UTR = 5" untranslated region, netranslatovana sekvence na 5 konci

A = baze adenin

ACT]1 = aktin 1 husenicku Arabidopsis thaliana

ACT1/3 = aktin 1 a 3 husenic¢ku Arabidopsis thaliana

actl-3 = mutovany aktin 1 husenicku Arabidopsis thaliana, varianta mutace 3
act2-2D = mutovany aktin 2 huseni¢ku Arabidopsis thaliana, varianta mutace 2D
ADP = adenosindifosfat

ADF = actin depolymerizing factor, faktor depolymerizujici aktin

ATG = triplet A, T, G, zahajujici translaci

ATP = adenosintrifosfat

C = baze cytosin

CaMV35S = druh rostlinného promotoru pouzivany pro expresi ve fuznich konstruktech
CD = conserved domain, konzervovana doména

derl-1 = zde mutant deformed roots s poSkozenym ACT2, varianta 1-1

F-aktin = filamentalni aktin, aktin vdzany ve filamentu

G = baze guanin

G-aktin = globularni aktin, volny monomericky aktin

GhACT1= aktin 1 baviny Gossypium hirsutum

GUS = beta-glukuronidaza

MADb45a = mouse antibody 45a, mysi protilatka 45a

MADBGE = mouse antibody general eukaryotic, mysi protilatka proti eukaryotickym aktinim
MADBGP = mouse antibody general plant, mysi protilatka proti rostlinnym aktinim
mRNA = messenger ribonucleic acid, mediatorova ribonukleova kyselina

NCBI = National center for biotechnology information (www.ncbi.nlm.nih.gov)
Pal = aktin 1 smrku Picea abies

PDB = Protein databank, databaze proteinovych struktur (www.rcsb.org)

POAc1 = aktin 1 bramboru Solanum tuberosum

PtrACT1 = aktin 1 topolu Populus trichocarpa

PuPy = sekvence bohata na purinové sekvence, po nichz nasleduji pyrimidinové sekvence
RUBISCO = ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa

RT-PCR = real time polymerase chain reaction

rot126 = zde mutant act2-2D

SAATI = aktin 1 strigy Striga asiatica

SC-RT-PCR = single cell RT-PCR

T = baze thymin

T-DNA = DNA (deoxyribonukleova kyselina) transpozénu

TATA box = sekvence bohatd na TA repetice, lezi pred zacatkem transkripce

wt = wild type, ptivodni neposkozen4 alela



4 Uvod

Aktin je konzervovanym vSudypfitomnym esencidlnim proteinem. Je kodovany velikymi
a diverzifikovanymi genovymi rodinami a je zodpovédny za mnohé bunécné déje. Jeho
struktura, sekvence, regulace, exprese i funkce jsou dobie znamy. Poslednich zhruba patnact
let je ovSem pozornost vénovana i vyznamu jeho jednotlivych isotypi. Vzhledem k tomu, Ze
aktinové isotypy se ziejmé v genomu udrzuji po dlouhou dobu, nejde o plné redundantni geny
a proteiny; zfejmeé maji specifické role v burice. Studovana je nejen sekvence a struktura gent,
exprese a jeji regulace, nybrz i funkce aktinovych isotypl. Tato prace si klade za cil
odpovédet na otazku, jaky vyznam ma existence rtiznych aktinovych isotypii v rostlinné
buiice.

V této praci jsou diskutovany pouze rostlinné aktiny, zejména pak aktiny modelové
rostliny Arabidopsis thaliana. Pozornost je vénovana struktuie aktinovych gent, sekvencim,
komplexnéjSimu, stejné jako tomu bylo v historii pfi zkoumani aktinovych isotypl. Zavér pak
obsahuje syntézu ziskanych poznatkl a odpovéd’ na otazku poloZenou v tomto tivodu — pokud
nejsou isotypy aktinu v rostlinné bunice redundantni, jaky je vyznam existence jednotlivych

isotypt?

5 Literarni prehled

5.1 Role aktinu v bunce

Aktin, jak uz napovida jeho jméno, hraje roli vSude tam, kde je potfeba pohyb. Role
aktinu v buiice byly jednou z prvnich oblasti vyzkumu a jsou tedy dobie zpracovany v mnoha
prehlednych pracich, napt. Steiger a Schliwa (1987), Smith a Oppenheimer (2005), McCurdy
et al. (2001). Aktin a proteiny vazajici aktin hraji tlohu v ur€ovani bunécné polarity, s kterou
uzce souvisi apikalni rist kotfenovych vlaskd, listovych trichomt a pylovych lacek, které se
staly vyznamnymi modely pro zkoumani vztahu apikalniho ristu a aktinu, pfipadné jeho
isoforem. Dale se aktin podili na tvorbé bunééné stény, pohybu organel (napt. cykldza
chloroplastii pfi osvitu, migrace vegetativniho jadra dolli pylovou laCkou) a cytoplazmy,
mezibunééné komunikaci, odpovédi na tok patogend, xylogenezi, embryogenezi, jadernych
procesech, regulaci tvaru a turgoru priaduchovych bunék a prisvitu plasmodesmat, pomaha
rovnéz umistovat receptory do membrany a distribuuje polysomy. Jednotlivé funkce jsou

spolu propojeny, napiiklad na ristu bunééné stény se aktin podili dopravovanim



membranovych komponent ve vaccich k mistu stavby stény, tvorba gradientu pii apikalnim
rustu se rovnéz déje transportem vacki. Spekuluje se o funkci aktinu v bunééném déleni, pii
kterém kolokalizuje s mikrotubuly a je mozné, Ze s nimi spolupracuje, napiiklad dopravou
latek k délicimu vieténku, ur€enim roviny déleni nebo reorientaci vieténka v anafazi a
telofazi.

Z vyse zminéného vyplyva zasadni vyznam aktinu a jeho vSudypfitomnost napiic

organismy.

5.2 Polymerace aktinu

Aktin se vykytuje ve dvou formach — monomericky G-aktin a ve filamentech vazany F-
aktin. Polymeraci G-aktinu vznikaji protofilamenta, kterd se splétaji do pravotoivych
helikalnich filament, pfi¢emz jedno filamentum je tvofeno dvéma protofilamenty, viz. obr.
1b. Aktinové monomery maji tvar kapsy (viz. obr. 9), uvnitf které¢ je vazebné misto pro ATP.
Monomery vazajici ATP jsou pfipraveny k polymeraci do filamenta, po pfipojeni do
filamenta nésleduje hydrolyza ATP. Protoze je polymerace na plus konci rychlej$i, monomery
nestihaji hydrolyzovat ATP; plus konec je tedy tvofen spiSe ATP vazajicimi molekulami,
minus konec naproti tomu vaze predev§im ADP. Po uvolnéni z filamenta musi monomer
disociovat od ADP a navazat nové ATP, aby se mohl znovu zapojit do filamenta. Monomery
se vazou jednim smérem, orientace typu head-to-tail, ATP-vazebna kapsa miii k minus konci

(Alberts et al., 2008).
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Obr. 1a Graf vyjadiujici prubéh polymerace G-aktinu do filament. Béhem lag-faze dochézi k nukleaci. Jakmile
je vytvoren dostatecné velky oligomer, ktery je schopen odolavat termodynamickému rozbiti, nastava ristova
faze. V rtstové fazi se prodluzuje polymer piipojovanim podjednotek. V rovnovazné fazi k prodluzovani
filamenta uz nedochézi, nebot’ koncentrace volnych monomerti dosahla kritické koncentrace, pti které se
rychlost pfipojovani podjednotek vyrovnala rychlosti jejich odpojovani.

Obr. 1b Aktinova filamenta jsou tvofena pravotoCivym helixem ze dvou protofilament. Dle Alberts et al (2008).




(barbed end) a minus (pointed end). Kritické koncentrace (viz. obr. 1a) se pro oba konce lisi.
Lze fici, Zze k rovnovaznému stavu dochdzi, kdyz se okolni koncentrace monomert nachazi
mezi kritickymi koncetracemi pro jeden a druhy konec. Na plus konci pak dochézi k ristu
vlakna, zatimco na minus konci k jeho depolymeraci. Délka vlakna se tedy neméni, stav je ale
dynamicky a vldknem neustale ,,protékaji“ monomery. Tento d¢j se nazyva treadmilling
(Alberts et al., 2008)

F-aktin 1 G-aktin asociuji s mnoha proteiny véazajicimi aktin, které mohou ménit jejich
schopnost polymerace, svazkovat ¢i propojovat filamenta, branit monomertim zapojovat se do
filament, branit filamentim disociovat na monomery, stiihat filamenta, podnécovat nukleaci a
tak podobné¢. Pro ptehled viz. McCurdy et al. (2001).

Je pravdépodobné, Ze pro riizné isotypy aktinu se 1i8i kritické koncentrace nutné pro
polymeraci nebo schopnost asociovat s proteiny véazajicimi aktin, rizné isotypy by mohly
vykazovat riznou ochotu k hydrolyze ATP, rtznou rychlost disociace od ADP a dalsi

vlastnosti.

5.3 Aktinové isotypy

Aktinovymi isotypy mame na mysli rizné varianty aktinu, vyskytujici se v jednom
organismu. Diilezitou otazkou v této praci je, jak se od sebe jednotlivé isotypy aktinu odliSuji.

Historické poradi objevi pii zkoumani aktinovych isotypt rostlin je vidét z dat praci,
veénujicich se jednotlivym aspektiim aktinovych isotypti, a tato prace toto potfadi do znacné
miry nasleduje. Nejprve byl zkouman aktin jako celek a jeho funkce v rostlinné burice (rev. in
Steiger a Schliwa, 1987), zajem o aktinové isotypy se datuje do 90. let 20. stoleti. Nejprve
byla zkoumana jejich genova struktura, sekvence a exprese (napf. An et al., 1996a, An et al.,
1996b, Huang et al., 1997 atd.), poté evolu¢ni vyvoj isotypt aktinovych gent v historii (napf.
Gilliland et al., 1998, Vitale et al., 2003 atd.), pak regulace exprese (napt., Kandasamy et al.,
2001, Vitale et al.,, 2003, An a Meagher, 2010 atd.) a funkce (napf. Ringli et al., 2002,
Gilliland et al., 2002, Nishimura et al., 2003 atd.).

Vyse zminény sled je pochopitelné pouze orientacni a udava spiSe smér poznavani —
od jednodussiho ke komplexngjsimu. O oblastech zkoumanych jiz dlouho (sekvence,
struktura) mame informaci pomérné dost, z oblasti, jejichz prozkoumavani zacalo teprve
nedavno (odlisnosti ve funkci aktinovych isotypi) je informaci k dispozici méné. S nadsazkou
by se dalo fici, ze zname strukturu, sekvence a expresi, studujeme regulaci exprese a prozatim

spise spekulujeme o funkei.



Jako nedostatecné by se daly oznacit naSe informace v oblasti fyzikalné-chemickych
odliSnosti isotypli, podminénych jejich primarni strukturou. Naptiklad v databazi PDB
k dispozici neni ani jediny model aktinového monomeru jakékoliv rostliny, za nejblizsi
pouzitelny model Ize povazovat strukturu svalového aktinu krélika, viz. obr. 9. Za takového
stavu védéni je mysSlenka detailnich modeld aktinovych isotypt, znichz by bylo mozné
porozumét podstaté jejich rozdill, zatim neptedstavitelna. Bude zapotiebi biochemickych
studii, které by vysvétlily, jaky vliv maji drobné odchylky v priméarni sekvenci na Grovni
terciarni  struktury a jak se tyto odchylky dale odrazi napfiklad na dynamice
polymerace/depolymerace, stabilit¢ aktinovych filament, ¢i interakcich s dalSimi proteiny. Na
zéklad¢ takovychto fyzikalné-chemickych informaci by pak ptipadné bylo mozno vytvorit
matematicky model, ktery by pomohl nahlédnout, co se déje pfi interakcich riiznych mnozstvi
riznych isotypt v riznych ¢astech rostliny v riznych ¢asech a fazich ontogenetického vyvoje,
zkratka nahlédnout, jak funguje ,,aktinovy metabolismus* jako celek. Za jakysi prvni pokus
nahlédnout do této komplexni oblasti miizeme povazovat teorii isotypové flexibility, kterou
ve své praci predstavili Meagher et al. (1999), na odlisné interakce rtiznych isotypa
s cytoskeletalnimi jedy pak upozornili Schwarzerova et al. (2010). Komplexni porozuméni je
stale velmi daleko, avSak jakékoliv pokrocilejsi zjisténi vzdy stoji na poznatcich, ziskanych

studiem zakladd. Proto se v dalsi kapitole podivame na strukturu gend aktinovych isotypti a

vvvvvv

5.3.1 Struktura aktinovych genu

V této kapitole budou predstaveny shody a odlisnosti ve struktufe genli aktinovych
isotypl, a to jak vramci paralogi (rtizné isotypy aktinu v ramci jednoho organismu), tak

v ramci ortologl (odpovidajici si aktinové isotypy umisténé v riznych organismech).

5.3.1.1 Arabidopsis thaliana aneb osm paralogii

Modelovou a dobie prozkoumanou rostlinou je Arabidopsis, jez ma 10 aktinovych
genl (viz. obr. 1), znichZz 8 je funkcnich. Zbylé dva (ACT9, ACTS) jsou pseudogeny
s odliSnou strukturou a bez detekovatelné produkce mRNA ¢i proteinu (Huang et al., 1997).
Dtivodné se predpoklada, ze kazdy isotyp je kdodovan pouze jedinou kopii genu, coz bylo
prokdzano u ACT1 a ACT3 (An et al., 1996a), ACT11 (Huang et al., 1997), ACT4 a ACT12
(Huang et al., 1996) a ACT7 (McDowell et al., 1996a). Diky znacné probadanosti této rostliny
lze na jejim piikladu prozkoumat miru konzervovanosti genové struktury paralogl, tedy

ruznych aktinovych isotypt v ramci jedné rostliny.



TATA hox ATG kodon

AATAMS

translatované ¢asti, svétla Seda = pouze transkribované ¢asti, tu¢na cerna Cara = regulacni oblasti.
Upraveno dle McDowell et al. (1996).

Obecna struktura aktinovych genti (viz. obr. 2) je velmi konzervativni — 5 exont
(leader exon a exon 1 — 4) a 4 introny (leader intron a intron 1 — 3), pouze ACT2 postrada
intron 1 - méa flzované exony 1 a 2. N&které aktiny, napt. ACT2 a ACT8 postradaji
konsensualni polyadenylaéni element AATAAA a adenylaci idi jiné sekvence. Casty je
vyskyt vice polyadenylac¢nich mist (An et al., 1996). ACT11 jich ma pét, z toho nejcastéji se
vyuzivaji tfi posledni (Huang et al., 1997). An et al. (1996a) uvadéji, ze ACT1 ma Ctyfi
polyadenylac¢ni mista, pfi¢emz bud’ je jedno z téchto Ctyf mist hodné pouzivané, nebo se jedna
o artefakt detekéni metody a ACT1 ma ve skuteCnosti pouze tfi polyadenyla¢ni mista), ACT3
ma tfi (An et al., 1996a). U ACT7 bylo prokdzano jedno, ale dalsi autofi prace nehledali
(McDowell et al., 1996a), ACT4 a ACT12 jich maji také vice (Huang et al., 1996).

Zacatek transkripce se nachéazi na zacatku leader exonu, obecné u rostlin — a nejinak je
tomu u aktini Arabidopsis thaliana — je ovSem obvyklé mit vice zacatkli transkripce.
Konkrétné ACT1 ma tfi, které jsou od sebe vzdaleny 25 bazi (An et al., 1996a), ACT7 ma dvé
(McDowell et al., 1996b).

Ve sméru transkripce (downstream) od TATA boxu, tedy v leader intronu a exonu se
mohou vyskytovat sekvence bohaté na baze cytosin a thymin, v ACT11 tyto baze tvoii 70%
(64%) vsech bazi v exonech (intronech) (Huang et al., 1997). Autofi dokonce spekuluji, ze
v piipadé¢ onéch CT bohatych oblasti vleaderu by se mohlo jednat o sdileny regulacni
element, ktery byl v ACT11 hledan a nenalezen. V ACT1 a ACT3 byly tyto CT bohaté oblasti
také nalezeny, Casto se v nich opakuji CCT, CCTT a TTC repetice (An et al., 1996a). Tyto CT
bohaté sekvence v leaderu byly nalezeny i u ryze a u so6ji (Huang et al., 1997).
Z tylogenetickych analyz vyplyva blizkost aktinovych gent ryze a ACT11 Arabidopsis, zda
se tedy, Ze sekvenéné ma ACT11 bliz k ryzi nez k ostatnim gentim Arabidopsis (Huang et al.,
1997). To je ovSsem mezi aktinovymi isotypy obecny jev — ortology jsou si navzijem
podobnéjsi nez paralogy. Bhattacharya et al. (2000) zjistili, ze aktinové isotypy
krytosemennych Ize rozd¢lit na dvé vétve, vegetativni a generativni aktiny, pficemz vétev

vegetativnich aktini je parafyletickd a obsahuje vétev reproduktivnich aktint, které tvori



monofyletickou skupinu. Ve svétle této informace jsou sdilené CT bohaté oblasti mezi
ACTI11 aryzi pochopitelné.

Pted transkribovanymi sekvencemi se nachdzeji regula¢ni sekvence, které mohou
obsahovat konzervované regulacni elementy zndmé z jinych genti. Napt. u ACT11 takové
sekvence nalezeny nebyly (Huang et al., 1997), avS§ak u ACT7 nalezeny dle McDowell et al.
(1996a) byly. Vsechny regulacni sekvence ACT7 se nachdzeji v regulacni oblasti tésné pred
TATA boxem, témét zadné se nevyskytuji v leader exonu nebo intronu, jak se spekuluje u
ACTI11.

Pro ACT7 se jedna o:

e GAREl a GARE2 (dvanactinukleotidové regula¢ni sekvence v promotoru alfa-
amylasy jeCmene, 9 z téchto 12 nukleotidd ACT?7 sdili);

e GARE3 a GARE4 (nachazi se v tomtéz genu);

e auxin-responsivni-element (obvykle se skladd ze dvou dvanactinukleotidovych
sekvenci oddélenych tfemi nukleotidy, ACT7 sdili 11 z onéch dvanacti nukleotid.
Odd¢lovaci ¢ast se sklada sice z 22 nukleotidti, obsahuje ale palindrom, ktery by se
mohl spojit a vytvofit tak vlasenku, kterd by obé poloviny fyzicky pfiblizila),

e Nodl a Nod2 motivy (v kofenovych hlizkach podporuji rapidni rast, coz by
odpovidalo predpokladané roli ACT7 v rostlinném organismu (viz. napi. kapitola
5.3.5.2), ACT7 sdili 7 z 8 jejich nukleotidt);

e ABREl — 3 (regulacni sekvence, kterd se ucastni drahy reagujici na kyselinu
abscisovou, ACT7 obsahuje 10, 10 a 8 nukleotidi z piivodni jedenacti nukleotidové
sekvence, autofi studie spekuluji, ze tyto ABRE elementy v ACT7 by mohly hrat roli
v inhibici ACT7 ve zralych pletivech);

e 02851 a 0282 (sekvence nutné pro spravnou funkci GARE a ABRE elementl v alfa-
amylase je¢mene, ACT7 obsahuje 9 z 12 nukleotidl ptivodni sekvence).

ACT7 je diky vSem témto regulaénim sekvencim unikatni, protoze mu umoziuji
reagovat na stimuly vnéj$iho prostfedi. Vzhledem k definované expresi vSech aktinovych
genu ale musi vSechny aktiny obsahovat néjaké regula¢ni sekvence, které ovsem mohou byt
unikatni (Ize je tedy tézko identifikovat), nebo slabé konzervované (Ize je tedy tézko

detekovat).

5.3.1.2 Jiné rostliny aneb patalie s ortology

Struktura aktinovych gent je alespon ¢asteéné znama u Arabidopsis thaliana (Huang
et al., 1996, Huang et al., 1997, An et al., 1996ab, McDowell et al., 1996), Striga asiatica
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(Florea a Timko, 2001), baviniku Gossypium hirsutum (Li et al., 2005), bananovniku Musa
ssp (Hermann et al., 2001), topolu Populus (Zhang et al., 2010), cizrny Cicer arietinum
(Peng et al., 2009), hrachu Pisum sativum (Zhang et al., 2004), 1ékotice Glycyrrhiza uralensis
(Wang et al., 2009) a dalSich rostlin. Databdze NCBI uvadi k 3.5. 2011 nukleotidové sekvence
vztahujici se k aktinu pro celkem 287 rostlinnych druhd. Pro predstavu, sekvence zivoc¢isnych
aktina jsou (dle stejného zdroje) znadmy pro 584 druhi. Zdalo by se tedy, Ze pfinejmensSim
zékladni informace o genech aktinovych isotypli mame u zna¢ného mnozstvi rostlin, ovSem
porovnavani ortologli je obtizné. Dostupné znalosti jsou totiz u vétSiny rostlinnych druht
znaéné netplné. Casto je znamo jen nékolik isotypil, piestoze se diivodné predpoklada
existence dalSich (Schwarzerova et al. (2010) nalezli Ctyfi aktinové geny ve smrku,
predpokladaji jich vSak vice; Florea a Timko (1997) objevili tfi aktinové geny v rostliné
Striga asiatica, predpokladaji jich vSak az patnact), ptipadné je zndma sekvence bez dalSich
podrobnosti o genové struktute, nefkuli dal§ich informaci o expresi atp.

Z téchto diivodu je slozité srovnavat geny pro aktinové isotypy mezi rostlinnymi
druhy, vytvofeni celistvého obrazu je vSak do budoucna pravdépodobné mozné, rostlinné
aktinové geny jsou totiz dle Zhang et al. (2010) monofyletické. Zatim miiZzeme poukazat
pouze na nékolik zajimavych ptipadi.

Zkoumana byla struktura aktinovych gena v baviniku Gossypium hirsutum. Aktin
hraje roli pfi extrémni elongaci vldken bavlny, kterd jsou tvofena jedinou bunikou, pficemz
tato vlakna maji hospodaiské vyuziti. Co se tyce struktury aktinovych gend, je tato rostlina
ucebnicové konzervovana. V bavin¢ bylo nalezeno 16 aktinovych genid (GhACTI1-16),
vSechny s klasickou konzervovanou strukturou 1 délkou, pouze GhACT8 ma 378
aminokyselin, nebot’ u n¢j doslo k inzerci Glnl51. Déle je (u vSech bavlnikovych geni)

posunuto rozhrani exonl-intron2, v disledku inzerce tripletu CAG nezacind intron2 na

PrACT1/2 S — S A
PtrACT3/4 = E——— . )
PtrACTS/6 | —— I i
b PrACT7/8 [ - T

Obr. 3 Fylogenetické vztahy jednotlivych aktinovych geni topolu a pro né typicka organizace.
Znézornény jsou jen transkribované oblasti, translatované oblasti jsou pak oznaceny ¢ernymi boxy (exony
1—4).3’'UTR a 5’UTR isou znazornény Sedymi boxy, introny ¢ernymi ¢arami. Podle Zhang et al. (2010).
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aminokyselin€ 152, jak je tomu u vSech znamych aktinovych genti, ale na aminokyselin¢ 153.
Diivody a dusledky jsou nezndmé (Li et al., 2005).

Bananovnik Musa ssp. ma také klasickou strukturu s 377 aminokyselinami a ¢tyfmi
exony. Rozdilem oproti Arabidopsis je jediné misto zaCatku transkripce a jediny
polyadenylacni element, autofi prace ovSem dalsi nehledali (Hermann et al., 2001).

Topol Populus obsahuje 8 aktinovych genti klasické organizace, které Ize
fylogeneticky rozdélit do dvou skupin a ty do dalSich dvou podskupin. Z hlediska délky
intrond se aktinové geny topolu rozpadaji do ¢tyi podskupin, které piesné odpovidaji ¢tyfem
skupinam definovanym fylogeneticky, a potvrzuji tak platnost fylogenetického stromu, jehoz
schematické znazornéni je spolu s intron-exonovou organizaci charakteristickou pro danou
podskupinu na obr. 3. Zajimava je zde vyraznd délkova variabilita leader intronu, ktera by
mohla mit vyznam v regulaci exprese. Zkoumdany byly i expresni profily jednotlivych isotypt,
které, stejné jako u Arabidopsis (viz. déle), odpovidaly fylogenetickému stromu (Zhang et al.,
2010).

Vyjimkou v mife konzervovanosti struktury gent aktinovych isotypl je paraziticka
rostlina Striga asiatica. Striga je obligatni parazit napadajici kofeny trav, ¢imZ plisobi skody
na hospodaiskych vynosech. Béhem diferenciace haustoria se méni rovina bunééného délent,
a tedy zfejmé i aktivita aktinového cytoskeletu. Bylo zjisténo, ze striga obsahuje minimalné tii
aktinové geny (SAA1 — 3), autofi prace jich vSak pfedpokladaji az patnéct. Stavba SAAI je
podobna gentim v Arabidopsis. SAA2 chybi intron 2, ktery vSechny doposud znamé aktinové
geny maji, s vyjimkou POAc99'. SAA3 ma klasickou strukturu aktinovych gend po intron 2,
po ném nasleduje unikatni sekvence. Bud’ se tedy jedna o pseudogen, nebo o protein podobny

aktinu (Florea a Timko, 1997).

5.3.1.3 Co z toho vyplyva?

VSsechny doposud zkoumané rostliny maji vice aktinovych isotypl. Ze vSech praci
vyplyva, Ze 1 pies drobné mezidruhové odlisnosti jsou aktinové geny, co se tyce své struktury,
podivuhodné konzervované, a to jak mezi ortology, tak mezi paralogy. To nasvédcuje
pusobeni selekéniho tlaku proti jejich zménam a tedy vyznamu vSech isotypi pro rostlinu.

Faktem hodnym pozornosti jsou regulacni sekvence v 5'UTR ACT7 a v leader
intronech nékterych ostatnich aktinl, které svoji odliSnosti poukazuji na moznost odlisné

regulace jednotlivych isotypt, coz je silnym argumentem pro neredundanci.

! Aktinovy pseudogen bramboru obsahujici mnoho posunovych (frameshiftovych) mutaci, dva stop kodény pro
terminaci translace pfimo v sekvenci a Gplné postrada vSechny introny, nejen intron 2
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5.3.2 Sekvence aktinovych genu

Cilem této kapitoly je opét poukézat na odlisnosti 50 [——ACTI2
a rozdily mezi jednotlivymi isotypy, zvazit miru jejich 8 —ACT4
konzervovanosti, dale pak prozkoumat jejich evolucni n 100 [~ACT!
vyvoj a polohu na chromosomu. ACT3
o5 ACT1I
5.3.2.1 Vegetativni a reproduktivni aktin o0 [=ACT2
. . L o 48 b—acT38

Aktin je vrostlinach koédovan  genovymi
) ACT7

rodinami. Cleny téchto rodin lze u Arabidopsis rozdélit
82 —ACT5
podle sekvence a expresniho profilu na vegetativni a e ACTY
generativni aktiny. V ramci téchto dvou tiid se aktiny SCER

déale shlukuji do svou expresi a sekvenci si podobnych

Obr. 4 Fylogeneticky strom vztahti
aktinovych gent v Arabidopsis
(ACT12/4, ACT1/3, ACT11) a dvé& vegetativni (ACT2/8, | thaliana. SCER oznaCuje outgroup
Saccharomyces cervisiae, ACT1 — 12
ACT7), viz. obr. 4. Toto déleni zavedl McDowell et al. | aktinové geny. Cisla u vétvi udavaj
pocet substituci, které se udaly
(1996b) a dalsi prace ho od té doby dodrzuji. | bshem vyvoje dotyéného genu.

., e Y, Svorky oznacuji (shora)
Reproduktivni a vegetativni tiidy se od sebe lisi dle reproduktivni tfidu, vegetativni tfidu

Kandasamy et al. (1999) o 4 — 6,8% a odd¢lily se pred 350 ?lgsgeél];i)(’geny' Podle McDowell et al.

podtiid. V Arabidopsis je podtiid pét, ti1 reproduktivni

— 400 mil. let, tedy ddvno pted divergenci nahosemennych

a krytosemennych.

5.3.2.2 Rostlinny aktin je diverzifikovanéjsi nez Zivo¢iSny

vvvvvv

aktin v létacich svalech Drosofily) se od sebe li§i v 5% aminokyselinové sekvence, rostlinné
reproduktivni a vegetativni aktiny se od sebe 1isi v 4 — 7% (v s6je o 6 -9%, Florea a Timko,
1996), tedy stejné ¢i vice (An et al., 1996b). Navic se zmény aminokyselin tykaji u
rostlinného aktinu 2 — 3 krat ¢astéji nabitych aminokyselin, které maji na konformaci proteinu
vétsi vliv (Huang et al., 1997). Napt. Cclovék ma Sest aktinovych isotypl, které se lisi
aminokyselinovymi zdménami na celkem osmi mistech. VSechny tyto zamény jsou
konzervativni, zatimco mezi osmi aktinovymi geny Arabidopsis pozorujeme sedm mist s
nekonzervativni zaménou, dvé zamény za prolin, coz mize meénit patef proteinu, a dale
mnoho konzervativnich zdmén (Kandasamy et al., 1999). Tyto zamény se navic u rostlin
nachazeji Castéji na povrchu nativniho proteinu nez u zivocichli (Kandasamy et al., 2007),

prestoze u aktinu se protein-proteinovych interakci Gcastni téméi cely povrch proteinu, takze
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neexistuje ,.bezpecné misto”, na némz by zamény aminokyselin nemély vliv na celkové
chovani proteinu. Izoelektricky bod jednotlivych isotypti rostlinného aktinu se 1i§i az o 0,7
pH, zatimco u Zivocichil nejvice o 0,3 pH — to plati pro zivocisny svalovy a cytoplasmaticky
aktin odd¢leny pred 500 miliony let (Meagher et al., 1999).

Je zifejmé, ze diverzifikovanost rostlinnych aktini se pfinejmenSim vyrovna
diverzifikovanosti zivoc¢isnych aktind, u nichz je odliSnost funkce jednotlivych isotypt a tedy
jejich neredundance lépe prozkoumana a existuje. Napiiklad pii zdméné svalového a
cytoplasmatického aktinu v létacich svalech Drosofily vznikd flightless fenotyp, tedy
cytoplasmaticky aktin zjevné neni schopen komplementovat ztratu svalového — autofi prace
spekuluji, ze hlavnim diivodem je neschopnost cytoplasmatického aktinu spravné interagovat
s proteiny vazajicimi aktin (Brault et al., 1999). D4 se proto pfedpokladat minimaln€é podobna
funkéni rozrtiznénost aktinovych isotypt v rostlinach jako v zivocisich, kde se jednotlivé
isotypy lisi v polymeraci, ribosylaci, ochoté k tepelné denaturaci, vazbé proteinli vazajicich

aktin a dalSich dilezitych vlastnostech.

5.3.2.3 Konzervovanost sekvence aminokyselin versus diversifikovanost
nukleotidové sekvence

Nukleotidovda a aminokyselinova sekvence aktinovych isotypd se liSi svou
konzervovanosti, stejné¢ jako nukleotidova sekvence kodujicich a nekddujicich tusek.
Aminokyselinovd sekvence je viceméné podobnd, geny vSak obsahuji mnoho tichych
substituci (substituce v kodonu, ktera vSak neméni jeho vyznam) a také jejich nekddujici
sekvence se lisi. Prehledné zpracovali typicky piiklad diverzity aktinovych gent Li et al.
(2005) na bavlniku. Jejich 16 aktinovych geni méa 70-97% identitu na Grovni nukleotidové
sekvence kodujicich usekli a 93-99% identitu v aminokyselinové sekvenci. Aktinové geny
bandnovniku se 1iSi v aminokyselinové sekvenci o 0 — 6 %, zatimco v nukleotidové sekvenci
identita kédujicich oblasti ¢ini pouhych 80 — 96 % (Hermann et al., 2001). Tridy ACT2/8 z
Arabidopsis se od sebe lisi jen v jediné aminokyseling, glu3 -> asp3, coz neni zdsadni zména,
naboj aminokyseliny zlstava. Na zdkladé mnozstvi jejich tichych substituci (dle BLASTu
sekven¢ni shoda ACT2 a ACT8 na nukleotidové urovni ¢ini 87%) a odliSnosti nekddujicich
sekvenci, které spolu ani nehybridizuji (An et al., 1996b), bylo urceno, ze se oddélily uz pred
zhruba 30 miliony let (Huang et al., 1997). ACT1/3 (An et al., 1996a) a ACT4/12 (Huang et
al., 1996) se li§i v aminokyselinové sekvenci také jedinou substituci (dle databdze NCBI
fen226-> tyr226), zatimco v nekddujicich sekvencich a v tichych substitucich jsou zcela

odlisné, pouze ACT4/12 sdileji n¢kolik homologii v 5"UTR. Podle Gilliland et al. (1998) se u
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Arabidopsis vSechny tii podtiidy obsahujici dvojici aktini odd€lily pied 30-50 miliony let a
jejich proteiny se lisi jedinou aminokyselinovou zaménou, coz €ini 0,2% rozdilu. Pfitom
v tichych substitucich se 1isi 0 56 — 86%, z ¢ehoZ Gilliland et al. (1998) usuzuji, Ze aktinové
geny jsou pod silnou selekci.

Nesoulad v rozriznénosti mezi konzervovanosti kodujicich a nekodujicich sekvenci a
mezi nukleotidovou sekvenci kddujicich tiseki a vyslednou aminokyselinovou sekvenci (tedy
mnozstvi tichych substituci) lze vysvétlit Casnym oddélenim jednotlivych isotypl pfi
pusobeni silného selekéniho tlaku proti dal§im zméndm vysledného proteinu. Vznik a udrzeni
novych isoforem i za pfitomnosti tohoto silného selekéniho tlaku naznacuje neredundanci a
vyhodnost jednotlivych isoforem. Tuto teorii podporuje také odlisSnost ACTS a ACT9, které -

byvse pseudogeny - nejsou pod selekénim tlakem, a tak divergovaly nejdale.

5.3.2.4 Evoluce aktinovych gent v Case

Piedpokladame-li nulovy selekéni tlak na introny (takovy pfedpoklad ovSem muze byt
zradny — viz. kapitola 5.2.5 o roli intronti v regulaci exprese), je mozné odhadnout stari
jednotlivych genti. Aktiny jsou casto podobnéjsi svym ortologim (tytéz geny v jinych
druzich) nez paralogim (jiné, ale ptibuzné geny v tomtéz organizmu), coz lze vidét na obr. 5.
Lze tedy zjistit, zda se druhy odd¢lily pfed ¢i po duplikaci a rozriiznéni urcitych isotypt, a
pokud zname datovani této udalosti, lze podle ni pfiblizn¢ ur¢it dobu odd¢leni druhti a
obracen¢. Tento postup aplikovali Zhang et al. (2010) u topolu a zjistili, ze PtrACT1/2/3/4 se
od PtrACTS5/6/7/8 oddélily pfed rozdélenim jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin. Byla to
prvni duplikace aktinového genu, a dost mozna je to pravé ta, kterd vedla k rozliSeni
vegetativniho a reproduktivniho aktinu také u Arabidopsis. Je to vidét i na obr. 5, na kterém
dvé hlavni vétve obsahuji ob¢ jak jednodé€lozné, tak dvoudélozné rostliny. K dalSim
duplikacim dosSlo uz po rozdé€leni rostlin na jednodélozné a dvoudé€lozné, a tak aktiny ve
vétvich niz§ich tadd se uz vyskytuji pouze v rostlinach bud jednodéloznych, nebo
dvoud¢loznych. Napi. PtrACT5/6 se od PtrACT7/8 odd¢lily pred rozdélenim Arabidopsis a
topolu ptfed 100 — 120 miliony let, PtrACT5/6 ma tedy blize ke svym ortologim
v Arabidopsis nez k PtrACT7/8. PtrACT1/2 se od PtrACT3/4 oddélilo aZ po rozdéleni topolu
a vrby pfed 60 — 65 miliony let, PtrACT1/2 mé tedy blize k PtrACT3/4 nez ke svym
ortologiim z vrby (Zhang et al., 2010).
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Historicky vyvoj genii aktinovych isotypl u Arabidopsis zkoumali McDowell et al.

(1996b). Zjistili, ze predkové vegetativni a reproduktivni tfidy Arabidopsis se od sebe oddélili

pfed cca 350 — 500 miliony let. Podobny odhad nabizeji Kandasamy et al. (1999), ktefti

uvadéji dobu divergence pred 350 — 400 miliony let. To je doba, do které se umistuje

vystoupeni rostlin na sous§ a vyvoj reproduktivnich struktur. Pfi vyvoji struktur, potfebnych

k adaptaci na radikaln¢ odlisny zivotni styl, sehrala diverzifikace aktinovych isotypi jisté

nemalou Uulohu. Bhattacharya et al. (2000) ftikaji, Ze se zvySujici se komplexitou

suchozemskych rostlin rostl pocet jejich gent pro aktinové isotypy. Zpravidla plati, Ze zelené

rasy obsahuji pouze jeden aktin, mechy kolem
tf1, vyssi rostliny kolem deseti. Autofi tvrdi, ze
zdsadni  okamzik  nastal pfi  vzniku
krytosemennych, kdy zfejm¢ doslo k oddéleni
vegetativnich ~ a  generativnich  isotypl
(Bhattacharya et al., 2000).

Jednotlivé podtiidy aktinovych isotypt
v Arabidopsis thaliana se od sebe oddélily
pozd¢ji, Gilliland et al. (1998) tvrdi, ze
k oddéleni podtiid obecné doslo pied 150 — 300
miliony let. ACT1/3 se od ACT4/12 odd¢lil
pted 150 — 450 miliony let (An et al., 1996a),
ACTI11 od ACT1/3/4/12 pted 200 miliony let
(Huang et al., 1997). Pii pohledu na obr. 4 je
ovsem ziejmé, ze ACTIl se ve tfidé
reproduktivnich aktind musel oddé¢lit jako prvni,
teprve po ném mohlo dojit k divergenci ACT1/3
a ACT4/12. Bud’ se tedy odhad této divergence
pohybuje kolem své spodni hranice 150 miliont
let, nebo jsou ziskanad ¢isla (ptipadné obr. 4)
nepfesna. Je ziejmé, ze nase znalosti aktinovych
isotypl stale nejsou dostatecné. Také je ovSem

vhodné podotknout, Ze pokud by byla spravna

PrACTL

PtrAaCT1
PtrACT2
PtrACTS
PtrAaCT4
OsACT1
OsACTA
EZmACT1

AtACTL
ATACTS

GhaCT16
AtACTA
ATACTZ

AtACTII
PtrACTS
1 PtrACTe
GhaCT4
GhACTI11

GhACT1
EGhACTE
GhaCTe

GhACT2
AACT?
[—ATACT2
L_AtACTE
[—PrACT?
LPtrACTS

OsACT2
ED:ACTE—
ZmALT2

— FmACT5
O=ACTT
ZmACT3

ZmACTe
OsACTE

’ ETtACTl

OsACTS
EDSACTS
ZmACT4

Obr. 5 Fylogeneticky strom aktinti riznych
druhu rostlin. Ptr = Populus trichocarpa, Os
= Oryza sativa, At = Arabidopsis thaliana,
Zm = Zea mays, Gh = Gossypium hirsutum.
Dle Zhang et al. (2010).

nase spekulace v dal$im odstavci o korelaci mezi divergenci aktinovych isotypli a vyvojem

struktur kvetoucich rostlin, pak by umisténi divergence ACT1/3 od ACT4/12 ke spodni
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hranici uvadéného obdobi bylo zadouci a logické, nebot’ by se ¢asové shodovalo se vznikem
struktur krytosemennych rostlin pfed 200 miliony let.

Kandasamy et al. (1999) oddéleni ACTI11 dale zptesnili, nebot zjistili, Ze
ACT1/3/4/12 sdileji Asn79, ktery je podminkou nutnou pro reakci proteinu se specifickymi
protilatkami MADb45a,b. ACTI11 tento Asn79 nemd, s protilditkou nereaguje. Asn79 je
pritomen v aktinovych isotypech krytosemennych a pokrocilejSich nahosemennych (napf.
chvojnik, Ephedra), u nizSich nahosemennych (jehlicnany) se nevyskytuje, procez se autofi
studie domnivaji, ze oddéleni ACTI11 je tak staré jako oddéleni primitivnéjSich a
pokrocilejsich nahosemennych, tedy cca 220 mil. let. To je jest¢ starS$i datum nez uvadi
diivéjsi prace Huang et al. (1997) a takové posunuti Iépe koreluje s vysledky An et al.
(1996a).

Je zajimavé, Zze ACT7 ma blize k aktinim z jinych druhti krytosemennych rostlin,
jejichz exprese je regulovana fytohormony, nez k aktinim u Arabidopsis, jejichz exprese
regulovana fytohormony neni (McDowell et al., 1996a). Dle Kandasamy et al. (2009), se
ACT7 oddélil od ACT2/8 pred 200 mil. let. Z vySe zminéného se zda, ze k odd€leni vétSiny
podtiid doslo pted cca 200 miliony lety.

Co se pted 200 miliony let stalo? Specht a Bartlett (2009) usuzuji dle vyskytu
trikolpatniho pylu ve fosilnim zédznamu na vznik prvnich krytosemennych pred 125 — 130
miliony let se, k radiaci mélo dojit o néco pozd¢€ji. Smith et al. (2010) ovSem tvrdi, ze podle
molekularniho datovani Ize pocatky krytosemennych a kvetoucich rostlin datovat az pied 217
miliony let a v dobé pfed 100 miliony lety dosSlo pouze k jejich radiaci. Pfi vzniku struktur,
charakteristickych pro kvetouci rostliny, muselo dojit k mohutné ptestavbé aktinovych
isotypu a proto je divergence podtiid praveé v tomto obdobi pochopitelna.

K oddéleni genil uvnitf podtiid od sebe ziejmé& dosSlo mnohem pozdéji, napt. ACT2/8
se od sebe rozlisily pted 25-30 miliony let (An et al., 2010), coz odpovida dobé, ve které se
odd¢lila ¢eled’ Brassicaceae (An et al., 1996b). To samé se tyka ACT1/3, jen doba oddéleni
se odhaduje na 30 — 60 milionti let (An et al., 1996a).

Pti pohledu na predpokladané doby odvétvovani jednotlivych tfid, podtiid a genil je
mozné si predstavit, ze k divergenci nedochdzelo ndhodné a viceméné uniformné v Case, ale
ze divergence doprovazela vzdy né&jakou vyznamnou udalost v evoluci rostlin, ktera kladla
nové pozadavky na rostlinny cytoskelet, a zavdala tim pticinu k diverzifikaci aktinu. Pokud
pfijmeme tuto hypotézu, nemizeme uz o isotypech aktinu uvazovat jako o redundantnich
proteinech nahodného vzniku, nybrz musime je pojimat jako proteiny odliSné a rozrtiznéné,

prestoze jejich diverzifikovanost nemusi byt na prvni pohled ziejma.
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5.3.2.5 Poloha aktinovych genii na chromosomu

Aktinové geny Arabidopsis jsou Siroce dispergovany v genomu. Nachazeji se na
ctyfech (1, 2, 3, 5) z péti chromosomt, jak lze vidét na obr. 6, a ani ty nejblize ptibuzné spolu
nejsou ve vazbé. McKinney a Meagher (1998) dosli k zavéru, ze tfi nejpiibuznéjsi genové
pary vznikly najednou béhem jediné duplikace, kterd dost mozna doprovazela vznik celedi
Brassicaceae, nelezi vSak ani na stejnych chromosomech. Nebyla potvrzena ani
piedpokladand vazba aktinovych gena s geny kodujicimi proteiny vazajici aktin, se kterymi
by mohly interagovat (vegetativni aktin s vegetativnim profilinem, reproduktivni aktin
s reproduktivnim profilinem, aktin s tubulinem). Velmi zajimavé je, Ze jediné dvé prokazané
vazby (krom¢ pseudogent) byly nalezeny vzdy mezi reproduktivnim a vegetativnim
proteinem. Muze jit o nahodu, ale také nemusi. Dale bylo nalezeno nékolik slabych vazeb

mezi aktiny a tubuliny, autofi ovSem vysledky statisticky nevyhodnotili, takZze nevime, jestli

I | |
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c | | . 5 Dle McKinney a
. Meagher (1998).
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jsou prukazné. Predpoklada se, ze bud doslo po duplikaci k promichédni genomu, nebo
k duplikaci doslo podle modelu nomadskych duplikaci, kdy duplikace probiha rovnou na jiné
rameno chromosomu (McKinney a Meagher, 1998).

Siroka disperze genii po chromosomech vyvraci moznost, Ze isotopy se uchovévaji
v genomu diky vzajemné vazbé nebo vazbé na n¢jaky jiny vyznamny gen. VSechny isotopy se

udrzely v genomu diky vlastnimu vyznamu, nejsou tedy zfejmé redundantni.

5.3.2.6 Co z toho vyplyva?

Proteinové sekvence aktinl jsou si navzajem podobné, zatimco introny a ostatni nekddujici
sekvence jsou divergované, navic geny obsahuji mnoho tichych mutaci, jsou tedy staré a
konzervované. Diky zndmé poloze genli na chromosomu vime, Ze se nemohou udrzovat
v genomu pouhou vazbou, ziejmé tedy nejsou redundantni. Dale se ukazalo, ze rostlinné

isotypy aktinu jsou pfinejmenSim stejné, mozna i vice diverzifikované nez jejich zivocisné
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protéjsky, u nichz je neredundance 1épe prozkoumana. Studie o evoluci aktinovych gent jsou
nejednoznacné, protoze samo datovani starych evolucnich udalosti je obtizné, ale pfesto je
mozné se domnivat, Ze data divergence jednotlivych isotypll koreluji s daty vyznamnych

udalosti v historii vyvoje rostlin a Ze aktinové isotypy tedy nevznikaly ndhodné¢.

5.3.3 Exprese

Tato kapitola si klade za cil odpoveédét na otazku, zda se aktinové isotypy v rostlinach
vyznacuji odliSnymi expresnimi profily. Pfedtim bude analyzovdna metodika, kterou lze
ziskavat data o expresi aktinli v rostlinach — existuji totiz dva zékladni zptsoby se zdsadnimi

odliSnostmi.

5.3.3.1 Metody zkoumani exprese, jejich omezeni a vliv na interpretaci
vysledkt

Kazdy isotyp ma ziejm¢ vlastni jedinecny profil exprese, ktery se ¢astecné prekryva
s profilem jinych isotypl. Expresni profily jsou slozité a vétSina isotypd se alesponn ve
stopovém mnozstvi nachdzi ve vétsiné pletiv, expresi tedy nelze chapat jako bindrni systém,
ale jako kontinuum, které se rozepina od témét nulové exprese az po velmi silnou. Proto je
v podstaté nemozné udélat prehlednou shrnujici tabulku. Navic existuje vice metod k uréovani
exprese, takze vysledky by byly tézko porovnatelné.

Zakladni metody jsou transkripéni (GUS) fuze a RT-PCR (metodika popsana napf.
v Huang et al., 1997) a Cipové analyzy transkriptomu. VSechny metody maji sva omezeni.
GUS-fuze vyZaduje genetickou modifikaci (transgenozi), pfi které neni mozné regulovat,
kolik konstruktt s fuznim genem bude do genomu vloZeno a na jaka mista genomu. Navic jde
o metodu s uréitym zpozdénim, ktera nereaguje na zmény v rostlinném organismu okamzité,
nebot’ samotny GUS protein ma dlouhy polocas rozpadu. RT-PCR postrada vySe zminéné
nevyhody, ale zkouma expresi na trovni RNA, nikoli proteinu, a tim vyfazuje z tvahy mozné
translacni regulace. Za zminku stoji metoda SC-RT-PCR (Laval et al., 2002), ktera pro RT-
PCR analyzu pouziva cytoplasmu z pouze jedné jediné buriky, a je tim presnéjsi a cilengjsi.
Vysledky ziskané touto metodou se 1isi (viz. dale).

Dale je mozné studovat expresi aktinovych isotypi pomoci identifikace jednotlivych
isotypt protildtkami. Tato metoda je rychld a zacilena pfimo na protein, nikoli na jeho
mRNA. Vhodnych protilatek vSak zatim neni vyvinuto mnoho a vzhledem ke stupni
konzervovanosti isotypll je obtizné ziskat zejména protilatky specifické jen pro nekolik

isotypt, piipadné dokonce pouze jeden isotyp. Protilatky, které jsou schopny rozlisit aktinové

19



isotypy, existuji zejména pro zivocisné aktiny. Vzniklé protilatky mohou byt specifické pro
eukaryoticky aktin (MAbGE — Mouse Antibody General Eukaryotic), pouze pro rostlinny
aktin (MAbGP - vaze ovSem 1 aktin z Dictyostelium), nebo pro konkrétni isotypy, napf.
MADb45a, MAb45b rozeznavaji podtiidu 4 a 5 aktinovych isotypl v Arabidopsis, tedy
ACT1/3/4/12, neboli reproduktivni aktiny krom& ACT11. Moznost ziskat jak velmi obecné,
tak velmi specifické protilatky ukazuje na existenci jak velmi konzervovanych, tak i1

variabilné&jSich mist v sekvenci aktinovych isotypt (Kandasamy et al., 1999).

5.3.3.2 Reproduktivni aktiny

Mezi reproduktivni isotypy aktinu v Arabidopsis fadime ACT1/3, ACT4/12 a ACT11.
Vyznacuji se expresnim profilem, jehoz téziste je v reproduktivnich orgénech.

ACT11 z Arabidopsis se exprimuje predev§im v primordiich kvétnich orgdnd, s jejichz
maturaci se stahuje do pylu a semeniku, kde ptetrvava. Z vegetativnich pletiv byl nalezen
v elongujicich se ¢astech rostlin (etiolované hypokotyly, expandujici listy a stonky), slabé i
v listech, SeSuli a kofeni. Je zfejme jedinym aktinem exprimovanym v endospermu, embryu a
vajic¢cich (Huang et al., 1997).

Ostatni reproduktivni aktiny se exprimuji pfedevSim v pylu a pylovych lackach. ACT1
z Arabidopsis je nejsilnéji exprimovanym pylovym genem, nachazi se ale i v neoplozeném
semeniku a v zakladech kvétnich organti, pfesah ma i do rostoucich vegetativnich struktur, jako
jsou mladd vodiva pletiva, kotyledony, kofenova Spicka (kolumela i meristém), apex prytu,
zaklady postrannich kofent a stomata, hydatody a trichomy listd. ACT3 ma podobny expresni
profil jako ACT1, pouze jeho exprese v pylu je slabsi a v listech silngjsi (An et al., 1996a).

ACT4 je exprimuje predevSim v pylu (nejvyssi urovné exprese je dosazeno
v tfijaderném pylu po mitdze) a pylové lacce, dale v tapetu do jeho degenerace po anthesi a
v cévnich svazcich kofene té€sné po jeho vynofeni ze semene. S postupem cCasu exprese
v kofeni ustava a stahuje se do cévnich svazkll hypokotylu a kotyledonti. Ve starSich kotenech
a listech se uz nevyskytuje.

ACTI12 ma podobny expresni profil jako ACT4, jen celkova exprese je nizsi a
vykazuje vétsi variabilitu mezi pokusnymi rostlinami. Vyskytuje se jeSté v pericyklu pfi
vyvoji laterdlniho kotene, v primordiich lateralniho kotfene a v kolumele (Huang et al., 1996).

Kandasamy et al. (1999) vyvinuli protilatku proti vSem reproduktivnim aktintim
s vyjimkou ACT11 a ukazali, Ze tyto aktiny se skute¢n¢ vyskytuji ve zralém pylu a ze béhem
vyvoje pylu dochézi k prepnuti exprese z prevazné vegetativnich aktinli v mikrosporach na

reproduktivni aktiny ve zralém pylu.
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Laval et al. (2002) méfeni zopakovali metodou SC-RT-PCR, kterd odebira vzorky
piimo z jednotlivych bunék mikrokapilarou nebo ustiihnutim trichomu, nikoli z drceného
homogenatu celého listu, a vétSinou potvrdili zjisténé vysledky. Rozpory s diive zjisténymi
udaji jsou nasledujici: ACT11 se v listech vyskytuje pouze v trichomech, ne v mezofylu ¢i
epidermis. Naopak nebyl nalezen ACT1/3 v trichomech. Kontrola ov§em prokazala, ze buiky
odebran¢ z trichomli mohly byt kontaminovany mezofylem (v buiikach trichomt byl nalezen
enzym RUBISCO, ktery by se mél vyskytovat pouze v mezofylu, nikoli v trichomech) a
buiiky odebrané zmezofylu mohly byt kontaminovany epidermis, takze interpretace
zjisténych vysledkt je obtiznd. Odlisné vysledky ale mohly byt zptisobeny také faktem, ze
RT-PCR, ktera nezohlednuje pifipadnou transla¢ni regulaci. Vysledky analyzy epidermis a

mezofylu se shodovaly.

5.3.3.3 Vegetativni aktiny

Mezi vegetativni aktiny Arabidopsis patii ACT2/8 a ACT7. Vyznacuji se expresi
zejména ve vegetativnich ¢astech rostliny.

ACT2 se exprimuje silné témét v celé rostlin€ od 36 hodin starych semenacki po 6
tydni starou rostlinu. Pomoci GUS-fize byl nalezen v listech, kotfenech i stonku, omezené v
kvétu. Nachazi se ve vyvijejicich se trichomech, s jejichz maturaci ho ubyva, postupné ubyva
také v epidermis a kortexu nejstarSich kotfeni (ve vodivych pletivech vSak ptetrvava),
vyskytuje se tedy hlavné v mladych a vyvijejicich se ¢astech rostliny. V nezralém kvétu se
nachazi v gyneceu a kali$nich listcich, tésné pfed rozkvetenim a po rozkveteni se pak nachazi
v blizné a ¢nélce, v semeniku pouze v suspenzorovych bunkach a na mikropylarnim konci
vajicek. V andreceu se nachazi pouze v konektivu. V SeSulkdch se naléza jen v perikarpu,
brzy ale mizi.

ACTS se exprimuje obecné slab&ji nez ACT2 a v podskuping jeho pletiv. Nevyskytuje
se vibec v kvétenstvi s vyjimkou konektivu, kde je jeho signal ale obzvlast' silny. Malo se
exprimuje v meristému kotentd, hodné v kolumele a elongacni zoéné kotend.

ACT?7 se exprimuje v mladych vegetativnich tkanich a v meristémech, kde co do sily
exprese muze predCit i ACT2, ve starSich se ale ztrdci a nepfetrvava do dospélosti jako
ACT2/8. Naléza se i v hypokotylu a perikarpu, kde ACT2/8 chybi, ptip. se nalézd malo ¢i
brzy mizi (An et al., 1996b). Velmi podrobnou studii exprese ACT7 provedli McDowell et al.
(1996a). Podle autorti se ACT7 vyskytuje pouze v etiolovaném hypokotylu a autoii prace tedy
pfedpokladaji jeho vztah k bun&tné elongaci jako u ACT11. Dale byl nalezen ve stvolu
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kvétenstvi, misty v kvétenstvi samém (expandujici kali$ni a korunni listky, zrajici pestik,
v andreceu prudky nartist ve vSech ¢astech béhem dozravani pylu), kolem stomat a v mladych
vyvijejicich se listech (v dospélych chybi). V kofenech byl nalezen v meristému, elongacni a
diferenciacni zoné, ve starSich ¢astech chybi, pficemz prvni mizi z epidermis, pak z kortexu a
nakonec z vodivych pletiv. Autofi piredpokladaji, ze diivodem je dlouhy a komplexni vyvoj
vodivych pletiv, které si musi vytvofit sekundarni bunécnou sténu. Dlouhy vyvoj maji ostatné
1 stomata a trichomy, kde ACT7 také pietrvava dlouho. V dospélych kotenech se nachazi
pouze vendodermis a objevuje se znovu pii vyvoji laterdlnich kofenli. Byl nalezen
v perikarpu a v aleuronové vrstvé semen cca 3 dny po germinaci. V semeni tésn¢ po imbibici
detekovan nebyl, exprese se vraci po piiblizn€ 5 dnech, aby za dalSich 5 dni opét zmizela a
zlstala pouze v kotyledonech a kotenech. Obzvlasté silné se exprimuje po hormonalni nebo
svételné stimulaci a kolem mist zranéni (McDowell et al., 1996a).

Dle kontroly Laval et al. (2002) se ACT7 nevyskytuje v listech jako celku (mezofyl,
ACT7 vyskytuje na mladych listech ve form¢ skvrn (GUS obarvené ,blue patches®), pii
odbéru vzorkli na SC-RT-PCR tedy mohly byt odebrany vzorky z casti, kterda ACT7
neexprimuje. Zajimavé je jejich zjisténi, Ze zatimco v rezimu 14 hod. fotoperiody se ACTS
nachazel v mezofylu u 1 ze 4 zkoumanych rostlin, pfi 24hodinovém osviceni byl nalezen u 8
z 10 rostlin. Mohlo by to signalizovat regulaci ACT8 svétlem. Bohuzel byl pocet zkoumanych

rostlin pfili§ maly na statistické vyhodnoceni, nevime tedy, zda jsou vysledky prikazné.

5.3.3.4 Co z toho vyplyva?

Informace o expresi Ize ziskavat riznymi zptsoby, kazdy ma své vyhody i nevyhody.
Aktinové isotypy maji odlisné, vzajemné se piekryvajici profily exprese, které se 1i8i v Case 1
prostoru. V expresi isotypl jsou odliSnosti vidét 1 u velmi blizce pfibuznych part aktind, i
kdyz ptibuzngjsi aktiny maji podobnéjsi expresi. Je zde vidét rozdéleni na reproduktivni a
vegetativni aktiny, ale i reproduktivni aktiny se mohou exprimovat ve vegetativnich pletivech
a naopak. Toto rozdéleni je tedy nutno brat spiSe jako orientacni, nebot’ odpovida spise
sekvencni piibuznosti, expresni profily ho stoprocentné nepotvrzuji. Pozoruhodné je ptfepnuti
exprese z vegetativnich na reproduktivni aktiny pifi vyvoji pylu, které¢ ukazuje na specifickou
roli reproduktivnich aktinli v pylu a v pylové lacce. Je mozné, Ze prekryvy expresnich profilt
jsou dilezité pro vyvoj konkrétni struktury, kde tak mize spolupracovat vice aktinti, kazdy
v jiném mnozstvi. Podrobné se touto spolupraci zabyva teorie isovariantni dynamiky, ktera

bude zminéna v kapitole o funkci.
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5.3.4 Regulace exprese

Regulace exprese aktinovych isotypii je pfi tvahach o jejich funkci v rostlinach
zéasadni. Cilem této kapitoly je predstavit zdkladni mechanismy v regulaci jejich exprese, opét
s poukazem na odliSnosti mezi jednotlivymi isotypy. Zdiiraznény budou ptesahy regulace

exprese do funkce jednotlivych isotypti.

5.3.4.1 Regula¢ni sekvence

Isotypy aktinovych genll jsou zifejmé regulovany prevazné transkripéné a
posttranskripcéné, a to jednak regulacnimi oblastmi pied vlastnim promotorem (TATA boxem,
kodonem, reguluje expresi posttranskripéné), pravdépodobna je téz regulacni funkce intrond.
Naopak 3'UTR pravdépodobné regulacni funkci nemad, ptestoze zcela bez vyznamu ziejmeé
také neni — Gilliland et al. (2002) analyzovali mutanty vzniklé inserci T-DNA do ACT7.
Jeden z vyslednych mutanti mél T-DNA vloZenou aZz za stop-kodonem (tedy v 3'UTR),
pfesto exprese jeho proteinu klesla pod 7% ptvodni hodnoty. Transkript ovSem vznikal
v hojném mnozstvi a byl spravné sestfihany, nejde tedy ziejmé o regulaci transkripce ani

sestiihu (Gilliland et al., 2002).
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Obr. 7 Postupné snizovani exprese GUS pii odstrafiovani regulaénich oblasti ACT2. Cerné ¢ara
oznacuje promotor ACT2, svétly obdélnik oblast s konzervovanymi sekvencemi, bily obdélnik se
Sipkou leader intron, pruhovany obdélnik prvnich 19 translatovanych kodénia ACT2, tmavy obdélnik
GUS oznacuje kodujici sekvenci reportérového genu GUS. Mezi leader intronem a za¢atkem
transkripce se nachazi TATA box a vétsina z 15 konzervovanych elementt. Konstrukty 8 a 9 obsahuji
CaMV35S promotor, ostatni ACT2 promotor. Sipka vyznaduje orientaci intronu. Dle An a Meagher
(2010).
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Transkripéni regulaci exprese ACT1/3 zkoumali Vitale et al. (2003). Zjistili, Ze tyto
dva isotypy jsou saturované tichymi substitucemi a ani jejich regula¢ni promotorové sekvence
nevykazuji zvlastni podobnosti, s vyjimkou 55 bazi dlouhé CD (conserved domain) sekvence,
ktera lezi bezprostiedné pied TATA boxem. Vitale et al. (2003) se déle snazili rozsdhlymi
mutaénimi a deleCnimi experimenty zjistit, jak velka ¢ast 5'regulacni sekvence ACT1/3 je
nezbytna pro spravnou expresi. Postupné byly odstraiiovany casti 5 regulacni sekvence. Prvni
sniZeni exprese bylo zaznamendno jiz pti posSkozeni sekvence ve vzdalenosti 310 bp upstream
od startu transkripce. Protoze CD lezi bezprostiedné pred TATA boxem a méti pouhych 55
para bazi, nemohla byt v tomto piipad¢ zasazena. Pti zkracovani 5° regulacni sekvence dale
se exprese postupné snizovala a konstrukt CaMV35S promotor + CD + GUS se neexprimoval
vibec. Zda se tedy, Ze pro regulaci exprese ACT1/3 neni podstatny pouze konzervovany
regulacni CD element, ale i dalsi ¢asti 5" regulacni sekvence. Je to piekvapivé, nebot’ v téchto
castech se ACT1/3 podstatné lisi, piestoze expresni profil maji v podstaté stejny. Urceni role
jednotlivych ¢asti 5° regulacni sekvence v regulaci exprese ACT1/3 stile ¢ekd na své
prozkoumani.

Vitale et al. (2003) se dale snazili o urceni jednotlivych ¢asti CD v regulaci exprese,
odstraniovali proto postupné jeho useky a takto vzniklé konstrukty exprimovali v Arabidopsis.
Ukézalo se, ze delece riznych 10 bazi dlouhych tseki CD ma v riznych ¢éastech rostliny
rizny vliv na silu exprese. Napi. vyfazeni prvnich 10 bazi snizilo expresi konstruktu v pylu o
93%, zatimco vyfazeni jinych 10 bazi snizilo expresi vpylu jen trochu, ale exprese
v primordiich témét zmizela. Zda se tedy, ze CD se skladd z mnoha elementt, jejichz vlivy se
vzajemné ovlivituji a séitaji, podobné jako je tomu v regulacnich elementech promotoru
CaMV35S.

Podobnou praci, ovSem na ACT2 misto ACT1/3, predlozili An a Meagher (2010).
Postupné vytvareli konstrukty obsahujici pfedpokladané regulacni oblasti ACT2 fuzované
s genem pro GUS, jenz slouzil k vizualizaci exprese a piibliznému urceni jeji sily. Konstrukt
obsahujici promotor, 5" regulacni oblasti, leader exon, leader intron, ATG kodén, prvnich 19
N-koncovych aminokyselin a gen pro GUS (konstrukt 2) vykazoval 100% expresi.
Zkracovani konstruktu vedlo k postupnému utiSovani exprese, viz. obr. 7.

V leader exonu se nachazi PuPy sekvence (tato oblast je bohata na purinové sekvence,
nasleduje oblast bohatd na pyrimidinové sekvence, proto se celé oblasti fikd souhrnné PuPy) a
spolu s leader intronem a TATA boxem tvoii 5"UTR regulacni oblast. V této 5'UTR regulacni
oblasti, zejména v TATA boxu, se nachazi 15 konzervovanych sekvenci o minimélni délce 6

nukleotidt, které jsou sdileny nejen mezi ACT2/8, ale i mezi tak vzdalenymi geny, jako je
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ACT2 u Arabidopsis a aktinovy gen Physcomitrella patens (An a Meagher, 2010). Pti
porovnani sekvenci algoritmem Needleman-Wunsch vychazi sekvencni identita 5'UTR
oblasti ACT2 a ACT8 49%, pii porovnani ACT2 z Arabidopsis a ACT 5 z Physcomitrella

patens vychazi sekvencni identita 37%. Pokud pouzijeme program pro hledani lokalniho
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alignmentu (EMBOSS Matcher, http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa), €isla jsou 62%, respektive 56%
(Slajcherova, nepublikovano). An a Meagher (2010) dale zjistili, Ze mutaci konzervovanych
regulacnich sekvenci se exprese zvysi €i snizi, a to maximalné dvojnasobné, viz. obr. 8. Tyto
sekvence tedy nepochybné regula¢ni vyznam maji, je ovSem mensi, nez bychom vzhledem
k mife jejich konzervovanosti predpokladali. Zajimava je také moznost zvySeni exprese po
mutaci téchto sekvenci, jakoby ony sekvence, pfinejmensim nékteré, expresi snizovaly. Tyto
konstrukty byly exprimovany i v mechu Physcomitrella patens. Vysledky byly velmi podobné
jako u Arabidopsis, pouze nasledky zasahi do konstrukt byly drasti¢téjsi. Lze piedpokladat,
ze regulacni elementy se od doby divergence téchto dvou rostlin tedy piiliS nezménily,
ptestoze kni dosSlo pfed cca 400 mil. let, tedy alespon se to pfedpokladd vzhledem

k vysledkiim exprese ACT2 konstruktii z Arabidopsis v P. patens (An a Meagher, 2010).

5.3.4.2 Role intronu v regulaci exprese

Introny svou roli v regulaci exprese aktinovych isotypli nepochybné maji. Gilliland et
al. (2003) analyzovali mutanty ACT7 s vloZenou T-DNA. Jeden z mutantd mé&l T-DNA
vlozZenou do leader intronu, pfesto exprese ACT7 klesla na méné€ nez 7% plvodni hodnoty,

coz je jako ditkaz vyznamu intronti v regulaci exprese aktinovych isotypii pomérné ptisobivé.
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An a Meagher (2010) ve své praci na modelu regulacnich oblasti ACT2 fuizovanych
s reportérovym genem GUS zjistili, Ze po odstranéni prvnich 19 translatovanych kodéont
(konstrukt 3 na obr. 7) exprese klesne na 74%, ale teprve po deleci leader intronu (konstrukt 4
tamtéZ) dojde k drastickému snizeni exprese. Zda se tedy, ze systém je pomérné robustni, ale
delece leader intronu mu z neznadmych divoda vadi. Za povSimnuti stoji, ze op€tovné vlozeni
leader intronu do jiného mista (konstrukty 6 a 7) obnovi expresi pouze ¢astecné, pricemz
piiliS nezéaleZi na orientaci intronu. Navic vloZeni leader intronu pod CaMV35S promotor
(konstrukt 8) zvysi expresi oproti pouhému CaMV35S promotoru (konstrukt 9) pouze
nepatrné. Autofi prace se domnivaji, ze mechanismus vlivu leader intronu na expresi spociva
v roli leader intronu v sestiihu. Pokud je kromé vySe zminéného deletovana také PuPy oblast
pred leader exonem, jak je vidét v konstruktu 5, exprese jeste poklesne. PuPy oblast tedy hraje
v regulaci exprese taktéz roli, ziejmé ovSem nikterak vyznamnou. Kontrolni konstrukt 1 bez
promotoru se neexprimuje (An a Meagher, 2010).

Podobné jako ACT2 je regulovan i ACT1 — exprese ACT1 po odstranéni leader
intronu drasticky poklesne. Zajimavé ovSem je, ze po vlozeni leader intronu z ACT2 na
spravné misto se exprese ACT1 obnovi, ale pouze ve vegetativnich pletivech, tj. v pletivech,
v nichz se exprimuje ACT2 (donor intronu), nikoliv ve zralém pylu, v némz se exprimuje
ACT1 (Vitale et al., 2003). Tyto vysledky poukazuji nejen na neobyc¢ejnou konzervovanost
aktinovych gent, ale zejména na zasadni roli leader intronu v regulaci exprese — ziejme je to
on, ktery urcuje pletivovou specificitu exprese jednotlivych isotypl. Na druhou stranu, An et
al. (1996b) ukazali, ze po vloZzeni leader intronu zryzového aktinového genu RAcl do
konstruktu obsahujiciho promotor Pin2 (indukovatelny zranénim) dojde ke zvysSeni exprese.
Tento vysledek by naopak ukazoval na roli leader intronti v regulaci intenzity, ne specificity
exprese. Vidime zde dalsi ptiklad neobycejné konzervovanosti aktinu. Navic jde o jasny
diikkaz, ze pfinejmenSim casti 5S"UTR jsou pod selekénim tlakem, jinak by velmi rychle
mutovaly, a protoze o kddujici sekvence nejde, je vysvétleni jejich konzervovanosti

regula¢nim vyznamem piihodné (An a Meagher, 2010).

5.3.4.3 Translacni regulace

Kromé transkripéni regulace je ovSem nutno brat v ivahu 1 translacni regulaci. An et
al. (1996b) zjistili, Zze v pylu je pfitomna mRNA ACT2/8, v ptipad¢ fuzni exprese GUS pod
ACT2/8 promotorem i mRNA GUS, GUS sam ale v rostlin¢ nebyl nalezen! Ziejmé tedy
dochazi k translacni regulaci alespoii v n¢kterych ptipadech. Roli by mohla hrat PuPy oblast,
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nebot’ podobné sekvence jsou Gasto zodpovédné za translaéni regulaci u obratloved?’.
Zajimavé je, ze vySe zminéné vysledky se tykaly pouze pylu, zatimco v ostatnich Castech
rostliny, kde se ACT2/8 exprimuje, nebyla translacni regulace zaznamenéana. Zda se tedy, Ze
regulace exprese aktinovych isotypli v pylu se lisi od regulace exprese v ostatnich ¢astech
rostliny. Z vysledkli An et al. (1996b) vyplyva také potieba hodnotit opatrné¢ vystupy z RT-
PCR, které v ptipad¢ translacni regulace rozhodné¢ nemiize slouzit jako metoda k zjistovani
exprese az na proteinovou uroven, protoze mnozstvi mRNA jasné neodpovidd mnoZzstvi
vysledného proteinu.

Gilliland et al. (2002) ve své praci spekuluji i o moznosti vyskytu translacnich
enhanceri v3'UTR u ACT7, nebot jimi vytvofeny mutant sinzerci T-DNA v 3'UTR
vykazoval normalni transkripci, sestiih i stabilitu transkriptli, k tvorbé proteinu vSak témét
nedochazelo. Je vSak nutno poznamenat, Ze ziskané vysledky maji spoustu alternativnich

vysvétleni, které bude tfeba prostudovat.

5.3.4.4 Regulace vnéjSimi vlivy

V kapitole o regulaci exprese aktinovych isotypii neni mozné nezminit ACT7, jenz je
dle Kandasamy et al. (2001) regulovéan vnéjSimi vlivy. Po aplikaci auxinu dochdzi v rostlinach
Arabidopsis k redistribuci ACT7 v kofenech. Mutanti bez ACT7 po ptlisobeni auxinu
nevytvareji kalus, zatimco mutanti bez ACT2 ho vytvareji. ACT7 tedy specificky a jako
jediny doposud znamy isotyp aktinu reaguje na fytohormony. Navodné jsou téz
identifikované sekvence schopné odpovidat na hormony, nalezené vjeho 5" regulacnich
oblastech, viz. kapitola 5.3.1.1. Experimenty s méfenim aktivity GUS také prokazaly, ze pfi
tvorb¢ kalusu se ACT7 exprimuje velmi silng, silnéji nez ostatni isotopy, a toto zesileni
nastupuje jiz po hodin¢ od vystaveni ptisobeni auxinu. Toto zvySeni bylo potvrzeno také
pomoci specifickych protilatek, které kromé& masivniho zvySeni mnozstvi ACT7 ukézaly také
lehké zvySeni ostatnich vegetativnich aktini a vibec aktinu jako celku. V nové vzniklém
kalusu pochopitelné¢ prevazuje ACT7, zajimavé ovSem je, Ze co se tyce dalSich aktind,
pievazuji ty reproduktivni, nikoli dal$i vegetativni. V dalSim vyvoji kalusu ale
reproduktivnich aktini ubyva, uroveit ACT7 zlstava stejnd. MoZnym vysvétlenim je, Ze pro
udrzeni pletiva ve formé kalusu je nutno stale dodavat auxin, ktery tedy stale indukuje expresi
ACT7, zatimco reproduktivni aktiny jsou indukovany jednordzové pii pfeméné pletiva na

kalus a potom jejich troven uz jen klesa. ACT7 a ACT2/8 (ostatni vegetativni aktiny) jsou

? Oblasti bohaté na pyrimidin v 5"UTR genu pro ribosomélni proteiny obratlovci jsou zodpovédné za translaéni
utiSeni exprese téchto proteinti v nerostoucich buiikach, Avni et al., 1994
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schopny vytvaret heteropolymery (jsou inkorporovany do jednoho filamenta). V bunkach
kalusu jsou pfitomny ziejme pouze polymery ACT7 (Kandasamy et al., 2001).

ACT7 je indukovan vnéjSimi vlivy 1 v dalSich rostlinach. Napf. v jabloni dochazi
k indukci ACT7 (resp. jeho slézového homologu ACT1 z Malva pusilla, ktery je ACT7
z Arabidopsis thaliana podobny) pii interakci rostliny s patogenni houbou (Jin et al., 1999).

V této souvislosti je tieba zminit také spekulace Laval et al. (2002) o mozné regulaci

ACTS svétlem, coz v§ak musi byt podrobeno dal§imu zkoumani.

5.3.4.5 Co z toho vyplyva?

V regulaci exprese aktinovych isotypli se uplatiiuje jak transkripéni, tak translaéni
regulace. Roli hraji regula¢ni oblasti pied promotorem, 5'UTR sekvence a introny. Existuji
konzervované regulacni elementy, sdilené né¢kolika isotypy, obecné jsou ale regulacni
sekvence piekvapiveé divergované. To naznacuje moznost odlisné regulace. Na druhou stranu,
vzajemné si podobné regulac¢ni sekvence jsou sdileny nekdy i prekvapivé vzdalenymi
ortology. Mohlo by to znamenat, ze regulacni sekvence jsou ve své nyn¢jsi podobe¢ jiz dlouho
konzervované, tudiz ma jejich konkrétni podoba zédsadni vyznam. Existuje pfinejmenSim
jeden isotyp aktinu regulovany vnéj$imi vlivy. Pro doplnéni obrazu bude tfeba jest€ mnoho

vyzkumu.

5.3.5 Funkce

Maji rizné isotypy odlisné funkce? To je zasadni otdzka této prace. Vzhledem
k velkému mnozstvi odliSnych funkci, které musi aktin zastdvat, by rozdé€leni rtiznych roli
mezi jednotlivé isotypy bylo logické. Avsak takovouto tvahu je tfeba podpofit konkrétnimi
daty.

Zajimavy nahled na téma spoluprace isotypti poskytuje Meagher et al. (1999). V této

praci zavadi teorii isovariantni dynamiky, podle které je systém, obsahujici vice proteind
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dynamika se mulze projevovat napf. v ochoté¢ k polymeraci/depolymeraci, interakcich
s proteiny vazajicimi aktin, tvorbé heteropolymert, v nichz moznost namichani nékolika
isotypli umoziiuje velmi presné nastaveni vlastnosti vysledného filamenta. Takovyto systém
pifimo vyzaduje ptekryvy expresnich profilll riznych isotypti. Nutno ovSem upozornit, ze

teorie isovariantni dynamiky je stale netestovana hypotéza.
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5.3.5.1 Vztah funkce a exprese

V jednom pletivu se téméf vzdy vyskytuje vice aktinovych isotypd, napt. v pylu a ve
vodivych pletivech se vyskytuji ACT1/3, ACT4/12 a ACT11, Huang et al. (1997). Muze to
znamenat jejich redundanci, pravdépodobnéjsi vysvétleni ovSem je, Ze se lisi ve fyzikalné-
chemickych vlastnostech, distribuci v ramci buiiky, posttranslacnich modifikacich atd., a na

vyvoji spolupracuji. Na funkci jednotlivych isotypil lze usuzovat z jejich expresnich profild,

piehled viz. nasledujici tabulka:

isotyp exprese predpokladana funkce citace
ACT1/3 meristémy a | urCovani mista a roviny bunééného déleni, v pylové | An et al
pylova lacka la¢ce pomdhat posunovat jadro k apexu (1996a)
ACT4/12 | vodiva pletiva a | gravipercepce, depozice sekundarni bun&¢né stény | Huang et al.
kotenové tracheji, pohybu cytoplasmy v parenchymatickych | (1996)
Spicky buiikach okolo cévnich svazki, které se podileji na
nakladani a vykladani latek zcévniho svazku do
okolniho pletiva
ACT2/8 silnd a | zékladni procesy jako cykloza cytoplasmy, tvorba | An et al.
viudyptitomna | architektury buiiky, preprofazovy prstenec pii déleni | (1996b)
exprese
reprodukti | reproduktivni sekrece latek do blizny, asymetrické déleni pii vyvoji | Huang et al.
vni Casti megaspor, pohyb cytoplasmy v pylové lacce, migrace | (1997)
(ACT1/3/ vegetativniho jadra pylovou lagkou, vypusteni | Kandasamy
4/12/11) spermatickych bundk, prorfstini latky vodivym | &
obecné pletivem pestiku, zvlastni zptisob déleni jader pylu (1999)

5.3.5.2 Phsobeni kompetice na redundanci aktinovych isotypt
Pro dokdzani vySe zminénych hypotéz je zapotiebi provést experimenty, kdy se vytadi

z Cinnosti jeden ¢i vice isotypl (nejCastéji inzerci T-DNA). Problém je v mozZnosti
komplementace konkrétni funkce jinym isotypem, ktery ji mize zastat. AvSak i tehdy, kdyz
jiny isotyp funkci zastane, neznamena to redundanci, vliv mize mit kompetice mezi
rostlinami. Toto zjistili Gilliland et al.(1998), kteti mutovali ACT2, ACT4 nebo ACT7 inzerci
T-DNA a zjistili, ze rostlina bez jednoho z téchto aktini vypada zcela normalné. Ptesto,
v populaci heterozygotii (jedna alela mutovand, druhd wt) zacala mutovana alela velmi rychle
mizet, frekvence homozygota s mutovanymi alelami v F1 generaci neodpovidala 37,5% (jak
by méla podle Mendelovych zdkont v pfipadé piisobeni neutralni selekce), nybrz cinila

22,1% pro ACTI, 15,5% pro ACT4 a 6,8% pro ACT7 a v dalSich generacich se dale
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snizovala, viz. obr. 8. Gilliland et al. (1998) tvrdi, Ze do deseti generaci by mutovana alela
vymizela zcela, tak silnd selekce proti ni pisobi. Autofi se domnivaji, Ze tyto isotypy mohou
byt redundantni za idedlnich podminek (proto pisobi fenotyp rostliny zdravé), jejich vyznam
se ukdze az pfi kompetici s ostatnimi rostlinami, se kterymi rostou v pokusnych podminkach
tésn¢ vedle sebe.

Dalsim ptikladem mutace, ktera se jako Skodliva projevi az pii kompetici, je studie
Gilliland et al. (2002). Autofi této prace vytvorili dva mutanty ACT7, act7-1 (inzerce T-DNA
tésné za stop kodonem) a act7-4 (inzerce T-DNA v prvnim intronu). Pfi studiu exprese act7-1
bylo zjisténo, ze se transkribuje i stiitha normalné, ba i vice nez wt ACT7 (140% mRNA), a ze
transkript je stabilni. K problému dochazi az béhem translace, coz se vzhledem k umisténi

inzerce ocekavalo. Autofi spekuluji 0 moZnych diivodech, pro€ by vlozeni T-DNA do 3'UTR

. meélo
0.94 poskozovat
nemutovana translaci.
alela .
. V 3'UTR muze
- mutovana
rekvence ’
alela byt  enhancer
alely 5 . .
predpokladana
Frekvence translace, nebo
m“tm’ane'r T-DNA  tvori
nemutovane
alely vlasenku a
brani tak
. l I : nasednuti
0 1 2 . ,
3 4 ribosomu, dale
generace

; - — — mozna  T-DNA  brani  tvorbé
Obr. 8 Proti mutované a nefunkéni alele aktinového

isotypu ACT?2 ptisobi negativni selekce, pfestoze fenotyp polysomu, nebo se ve 3'UTR
rostliny je zcela normalni. Gilliland et al. (1998)

vyskytuji sekvence urcujici distribuci
aktinu v bufice. Vyskyt sekvenci, ur€ujicich distribuci aktinu v buiice, v 3’'UTR, byl prokézan
u zvifat - v 3’'UTR mRNA kufeciho aktinu bylo objeveno nékolik motivii, které fidi depozici
této mRNA na periferii buiiky (Kislauskis et al., 1994).

Za povSimnuti stoji, Ze oba mutanti maji inzerci T-DNA v nekodujicich sekvencich, a
piesto se exprese proteinu ACT7 obou mutantli sniZila na méné nez 7% (v piipadé act7-4
dokonce mozna az na 0%), coz je dalsi dikaz vyznamu nekodujicich sekvenci v aktinovych
isotypech. Fenotyp act7-1 a act7-4 se zdal byti v potadku a rostliny prospivaly, teprve pfi

bliz§im pohledu byly objeveny poruchy. Oba mutanti vykazovali kroutici se kofeny, zpozdény
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rust kofend, act7-4 také aberantni kofenové $picky s nevyrovnanymi fadami bunék. VSechny
projevy bylo mozno zvratit komplementaci ACT7, byly tedy zpusobeny pouze jeho
nedostatkem. V kompetici s ostatnimi rostlinami se objevovaly jesté vinité kotfeny (zfejmé
kvili hypersenzitivni thigmostimulaci — tendenci kofene obchazet piekazky) a malé listy.
Mutantni alely byly vytlacovany (v F1 generaci zplozené heterozygoty se objevilo pouze 15%
mutovanych homozygotl misto o¢ekavanych 37,5% v ptipad€ nulové selekce), protoze mély
kromé vySe zminénych poruch také zpozdénou a méné U€innou germinaci, navic se svymi
aberantnimi kotfeny nedokézaly obstat v kompetici o Ziviny - odtud onen maly vzrist a listy
(Gilliland et al. 2002).

Z vyse zminéného je jasna tloha ACT7 v kofenech a pfi kliCeni, pfi bunééném déleni,
zajimava je také mozZnost propojeni s hormonélni regulaci exprese ACT7 — kliceni 1 rlst
koteni je regulovan hormony (pro shrnuti viz. Baluska et al., 2010), role hormony
regulovaného ACT7 v téchto procesech tedy dava smysl. Navic ACT7 je jedinym aktinem
exprimovanym v aleuronové vrstveé, jeho porucha tudiz musi kliceni zdkonité ovlivnit, navic
se vyskytuje 1 v osementi, takZe je mozn¢, Ze embryo ma problém osemeni prorazit (bez ACT7

muze mit osemeni napf. jinou strukturu, to ale zkoumano nebylo).

5.3.5.3 Role ACT?2 ve vyvoji korenti a koFenovych vlaskii
Uz z analyzy expresnich profild se zdd, ze ACT2 by mohl mit funkci ve vyvoji

kotfentl. Ale které funkce konkrétné, a jsou nékteré z nich redundantni a jiné esencialni?

ACT2 ma ve vyvoji kofenli podstatnou funkci, jak ve své praci ukazali Ringli et al.
(2002). Postupy klasické genetiky ziskaly mnoho mutantli, znichz u tfi genetickym
screeningem (segregace s genovymi markery, sekvenace vytipovaného useku) potvrdili
missense mutaci v ACT2. Tyto linie byly nazvany deformed roots (der). Derl-1 ma misto
alal83 valin, derl-2 ma misto arg97 histidin, der1-3 ma misto arg97 cystein (viz. obr. 9). Jak
konkrétn¢ tyto substituce ovliviiuji ACT2 na proteinové urovni ovSem neni zndmo. Obé
mutované¢ aminokyseliny jsou vSak ve vSech genech aktinovych isotypti Arabidopsis (s
vyjimkou pseudogenu ACT9), jakoz i v n€kterych dalSich organismech (kvasinka, krali¢i
sval), konzervované. Kazda z téchto tii linii pfedstavuje jednu mutovanou alelu s odliSnou
silou fenotypovych projevi. Kiizenim bylo zjisténo, ze der jsou recesivni mutace v jediném
lokusu. Derl-1 rostliny maji pouze slaby fenotyp, baze jejich kotenovych vlaski je zvétSena a
vlasky jsou kratsi. Zaklad, z néhoz vlasek vznikd a obvykle se nachdzi na distalnim konci
rhizodermalni bunky, se nékdy objevuje uprostied buiky. Vlasky také mohou byt rtizné

deformované ¢i zastavovat svlij vyvoj. Derl-2 a der1-3 maji fenotypové projevy obdobné, jen
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Cast¢j$i, a Castéji u nich také dochazi ke kombinaci vice druhli aberaci na jediném vlasku.
Z vyse zminéného je ziejma role ACT2 pii vzniku vlasku (mutace poSkozuje urceni mista pro
zaloZeni vlasku) a ristu kofenovych vlaskli (mutace poskozuje ziejmé ukladani komponent
bunécné stény, ¢imz vznika kratky a boulovity vlasek, ptipadné vlasek neroste viibec). Za
povSimnuti stoji, ze listové trichomy a pylové 1a¢ky jsou neposkozené, ACT2 tedy ziejmé
neni odpovédny obecné za apikalni rast. Tyto mutantni alely ovSem nejsou delece, dle Ringli
et al. (2002) je mnozstvi mRNA ACT?2 stejné jako u wt. Autofi prace uz ale nevzali v Givahu
moznost translacni regulace, poruseny sestiih atd. Dale je zajimavé, Ze mutantni alely nejsou

z populace vytlacovany, jako je tomu ve studii Gilliland et al. (1998).

Ringli et al. (2002) dale
tvrdi, Ze ACT7 a ACTS8 nejsou
schopny komplementovat
poruchy ACT2, jinak by
nevznikal der fenotyp. Jde ale
ziejmé o prosty fakt, Ze expresni
profily ACT7/8 a ACT2 se lisi,
ACT7/8 tedy nemuize poSkozeny
ACT2 komplementovat prosté

proto, ze se nevyskytuje ve

stejnych pletivech. Pokus

Obr. 9 Aktin z kréli¢iho svalu s vyzna¢enymi misty, v nichz komplementovat poskozeny
dochazi k substituci v mutantnich alelach der a act2-2D v ACT2.
Vsechna mista piedstavuji vysoce konzervované aminokyseliny. ACT2 expresi ACT7/8 pod

ATP (oranzovy oval) se vaze do ATP-vazebné kapsy. .
Ala183 (¢ervena hvézda), v derl-1 substituovany valinem, nachazi ACT2 promotorem sice proveden
se v alfa helixu v ATP-vazebné kapse pobliz argininu, ktery ma C

zasadni roli pti zméné konformace po navazani proteinii vazajicich nebyl, Nishimura et al. (2003)

aktin. % sy

Arg97 (zelena hvézda), substituovany v derl-2 histidinem, v derl- ovsem fika, Ze exprese ACTI
3 cysteinem, nachazi se na povrchu proteinu, kde by se mohl nebo ACT7 pod promotorem
ucastnit protein-proteinovych interakei.

Arg149 (modra hvézda), substituovany v act2-2D cysteinem, ACT2 dokaze komplementovat
nachazi se na povrchu proteinu pobliz plus konce, kde spolu ] . ..
asociuji aktinové monomery pii tvorbé& F-aktinu. Obrazek je ztratovou mutaci ACT2, ziejmé
z databaze PDB (ID 3HBT), struktura byla publikovana v ¢lanku «

Wang et al., 2010. Zobrazeny aktin ma 85,7% identitu (a 93,4% by to tedy Slo.

podobnost) proteinové sekvence s ACT2 (pouzit byl Needleman- Substitu&niho mutanta

Wunsch algoritmus).

(zdména na povrchu proteinu,

konzervovany argl149 byl vystiidan cysteinem, viz. obr. 9) v ACT2 zvaného act2-2D (rot126)
studovali Nishimura et al. (2003). Autofi studie usoudili, ze jde o semidominantni mutaci,

nebot’ projevy byly jednak zdvazné€jsi nez u pouhé ztratové mutace ACT2 (act2-3, act2-4),
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ktera je ze své podstaty recesivni (heterozygot je fenotypove v poradku, recesivni homozygot
ma pouze kratSi kofenové vlasky), jednak se act2-2D projevovala i v heterozygotnim stavu.
Projev v heterozygotnim stavu se ovSem liSil od projevu v homozygotnim stavu, nemohlo
tedy jit pfimo o dominanci. Homozygotni mutované rostliny mély kratké, kroutici a vlnici se
koteny bez kofenovych vlaskd. Porouchana byla jiz iniciace jejich rustu, dale rostliny
vykazovaly nizky pocet trichoblasti, které byly navic malé a n¢které se zhroutily do sebe. Ke
kolapsu ziejmé dochéazelo pravé ve chvili diferenciace v trichoblasty. Dale mély rostliny
inhibovany rust prytu, poSkozena aktinova filamenta v epidermis diferencia¢ni zény kotene a
n¢kdy deformované listové trichomy. Rostliny odumiraly pied kvetenim.

Heterozygotni mutanti méli kratké a tidké kotfenové vlasky (iniciace byla obvykle
v potadku, problém nastdval pii elongaci), v trichoblastech diferenciaéni zoény kotene
poskozend aktinova filamenta (tedy nikoli v celé rhizodermis) a zakrsly pryt. ACT2 tedy hraje
roli pii zakladani a vyvoji kofenovych vlaskl a v rozporu s Ringli et al. (2002) mozna také pfti
rastu listovych trichomd. Nishimura et al. (2003) se dale domniva, ze kazdy isotyp je pro
nekteré procesy redundantni a nékteré unikatni — napt. ACT2 je unikatni v kofenovych
vlascich, v ostatnich pletivech, kde se exprimuje, je ovSem redundantni, protoze ta pfi mutaci
ACT2 poskozena nebyla.

Z vyse zminéného vyplyvd, ze porovnanim praci Nishimura et al. (2003)
(semidominantni mutace ACT2 rot126) a Ringli et al. (2002) (recesivni mutace ACT2 der) by
snad mohlo byt mozné urcit esencidlni a redundantni funkce ACT2 ve vyvoji kofenll a
kofenovych vlaskt. Esencidlnimi funkcemi by mohlo byt zakladani vlaski a snad i depozice
komponent do bunééné stény pii elongaci vlasku, redundantnimi funkcemi by mohla byt
thigmostimulace, diferenciace trichoblastu, elongace vlasku a apikalni rast jako takovy, napf.

v listovych trichomech. Jde vSak pouze o spekulaci.

5.3.5.4 Overexprese a ektopicka exprese

Kandasamy et al. (2002) zjistili, Ze pokud je ektopicky exprimovan ACTI1 pod
promotorem pro ACT2 (tedy pylovy gen ve vegetativnich pletivech, hrubé feceno), vysledny
fenotyp jsou trpasli¢i rostliny s morfologickymi defekty, postihujicimi zejména reproduktivni
organy (pozdgjsi rist kvétniho stvolu, pozdéjsi kveteni, mensi kvéty). Mira postizeni
korelovala s mnozstvim ektopicky exprimovaného ACT1 (pouzitd metoda transgenoze
neumoznila kontrolovat mnozstvi vlozeného ACTI1, tudiz se rostliny mezi sebou znacné
lisily). Pfi mikroskopickém pozorovani byl odhalen také aberantni F-aktin (mira aberace opét

korelovala s mirou ektopické exprese). Overexprese ACT2 pod vlastnim promotorem ma
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disledky daleko jemnéjsi, zakrsly fenotyp se projevil u méné nez 5% zkoumanych rostlin.

Kandasamy et al. (2002) uzaviraji, ze nékteré isotypy mohou mit rozlicné funkce, jiné stejné,

ale liSi se alesponi regulaci nebo interakcemi s proteiny véazajicimi aktin. Byla vytvofena

teorie, Ze za aberantni fenotyp pii overexpresi reproduktivniho aktinu ve vegetativnich

pletivech mtize neschopnost reproduktivniho aktinu spravné interagovat s endogennimi

vegetativnimi proteiny vazajicimi aktin.

V préaci Kandasamy et al. (2007) je vySe zminéné téma dale rozvinuto. Prace se zabyva

proteiny vazajicimi aktin, konkrétné profilinem a ADF (actin depolymerizing factor). Profilin

je protein vazajici aktin schopny vyvazovat monomericky G-aktin a regulovat tim jeho

— PRF1 konstitutivni
PRF2
_ PRF3
PRF4 |pylové-specifické
PRF5

polymeraci do F-aktinu; vztahy v jeho
genové rodiné jsou na obr. 10. ADF je
dal§i druh proteinu vézajiciho aktin, opét
kédovany genovou rodinou, jejiz Clenové

se opét na zakladé expresniho profilu a

fylogenetické piibuznosti déli do dvou

Obr. 10 Fylogeneticky strom genové rodiny profilint
v Arabidopsis thaliana. Stejné jako aktin je i profilin
koédovan genovou rodinou o nékolika ¢lenech, které
1ze rozd¢lit na vegetativni (konstitutivni) a
reproduktivni (pylové specifické). (Kandasamy et al.,

skupin,

konstitutivni

a

pylové/trichoblastové specifické (obr. 11).

2007) Bylo zjisténo, Ze ektopickd exprese
reproduktivniho  profilinu  PRF4  ve
vegetativnich  pletivech (PRF4 pod ACT2
ADF9
promotorem) nevykazuje zadny zvlaStni fenotyp. __|:ADF5
konstitutivni
Pokud se ale sektopicky exprimovanym aDES
ADF4
reproduktivnim  aktinem (ACT1 pod ACT2 DKl
promotorem) zaroven exprimuje ve stejném pletivu 1 ADF3
reproduktivni ~ profilin  (PRF4 pod ACT2 ADEZ
ADF10 o
. . r1r pylové a
promotorem), fenotyp rostliny je normalni (bez ADF7 trichoblastovs
koexprimovaného PRF4 by byl aberantni, viz. ADFIL  Ispecifické
ADF$

Kandasamy et al., 2002). Overexprese vegetativniho
profilinu (PRF1 pod ACT2 promotorem) takovy
zachranny uCinek nemd. Podobné vysledky byly
ziskany i v ptipadé ADF — ektopicka exprese ACT1
pod ACT2 promotorem doprovazena ektopickou

expresi ADF7 pod ACT2 promotorem nevykazovala

Obr. 11 Fylogeneticky strom genové
rodiny ADF v Arabidopsis thaliana.
Stejné jako aktin je i ADF kodovéano
genovou rodinou o nékolika clenech,
které lze rozdélit na vegetativni
(konstitutivni) a reproduktivni (pylové a
trichoblastové specifické). (Kandasamy et
al., 2007).
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svij typicky zakrsly fenotyp znamy z Kandasamy et al. (2002). Stejny efekt dokézala vyvolat
ektopicka exprese ADFS8. Overexprese ADF9 tento efekt vyvolat nedokazala. Ektopicka
exprese ADF7/8 nebo overexprese ADF9 pod promotorem ACT2 neméla sama o sobé opét
zadny efekt, stejn¢ jako u profilinu.Za povSimnuti stoji, Ze komplementovat ektopickou
expresi ACT1 dokazalo jak ADF7, tak ADFS, ptestoze pokusy s GUS-fuzi bylo ukazano, ze
pfes svoji znaénou sekvencni podobnost (78% na aminokyselinové trovni) maji naprosto
odlisné profily exprese — ADF7 se exprimuje ve zralém pylu, ADFS8 v trichoblastech a
pylovych vlascich (v rdmci rodiny ADF jsou isotypy exprimované v kofenovych vlascich

povazované za reproduktivni tfidu, viz. obr. 11).Vysledky jsou shrnuty na obr. 12.
25

Je tedy zfejmé, Ze v ptipad¢
ektopické exprese isotypu aktinu vznikd 291
problém kviili neschopnosti ,,ciziho* aktinu .
interagovat s ,,mistnimi* proteiny vazajicimi
aktin. V této souvislosti je vhodné zminit °7
praci Brault et al. (1999), ktera zjistila, ze s,

cytoplazmaticky  aktin neni  schopen

0
oot AZP:AL A2P:A2 A2PAl A2P:Al A2PAD A2P:AI A2P:Al
komplementovat svalovy aktin v Drosofile. el i i ilbEriicm

ACT ACT + PRF ACT + ADF

I zde autofi predpokladaji, ze za problémem
precp 1 p Obr. 12. Grafika shrnujici ucinky koexprese

stoji neschopnost cytoplazmatického aktinu | proteini vazajicich aktin na rostliny s ektopicky
exprimovanym reproduktivnim aktinem ve
interagovat se svalovymi proteiny vazajicimi | vegetativni ch pletivech, ACT1 pod ACT2
. . promotorem (A2P:Al). P znaci profilin. Na svislé
aktin. Molekularni podstata (jaké sily, atomy a | ose je zndzornén podil rostlin, vykazujicich

. berantni zakrsly fenotyp. Kand t al.
interakce mohou za schopnost/neschopnost ?28{;%_m ZAKISy TenOlyp. handasamy et 4

téchto molekul spolu interagovat) vsak stéle

¢eka na své objasnéni.

5.3.5.5 Jiné rostliny

Funkce aktinovych isotypii byly zkoumdny i na jinych rostlinach nez Arabidopsis,
konkrétné na bavin€ Gossypium hirsutum. Pomoci interference proti GhACT1 bylo sniZeno
mnozstvi ACT1 téméf na nulu, tudiz mizeme vysledek povaZovat za ztratovou mutaci. Autori
vSak nezkoumali vliv kompetice na disledky takovéto mutace (jako Gilliland et al., 1998 a
Gilliland et al., 2002), ale jen dusledky jako takové. Bavina neni ani zdaleka tak dobie
prozkoumanou rostlinou jako Arabidopsis, studium si vSak zaslouzi z praktickych divodi —

jeji vldkna, tvotfena jedinou apikalné rostouci buiikou, jsou vyuzivana v prumyslu. Rostliny
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bez GhACT1 mély inhibovany apikalni rtst vlaken (1,5 az 3x pomalejsi elongace), F-aktin
f1dSi a ndhodnéji orientovany, Cast semenikl byla sterilni. Lze tedy odhadovat, ze GhACT1
ma funkci v elongaci bavinikovych vldken (nikoli v jejich iniciaci, ktera byla v potadku).
Bohuzel, nelze GhACT1 jednoduse homologizovat s nékterym z aktinovych isotypt
Arabidopsis, proto je tézké dat zjisténé poznatky do souvislosti s dosavadnimi znalostmi o
funkcich aktinovych isotypti, zndmych z Arabidopsis (Li et al., 2005)

Funkce aktinovych isotypli byla zkoumana také na somatickych embryich smrku
Picea abies. V suspenzoru i embryich samotnych je exprimovan aktinovy isotyp Pal,
suspenzor pak navic exprimuje jesté isotypy Pa2, Pa3 a Pad. Bylo zjisténo, Ze pfi oSetfeni
kultury se somatickymi embryi latrunkulinem B (latka poskozujici aktinova filamenta) dojde
pii velmi nizkych davkach (100nM) k dezintegraci aktinovych filament v suspenzoru,
filamenta v embryich jsou ovSem neposkozena. Disledkem je zanik vSech suspenzori a
nasledné Spatn¢ vyvinutych embryi. Zrald, dobfe vyvinutd embrya piezivaji i bez suspenzoru.
Ziejmée je aktinovy isotyp v suspenzorech citlivéjsi k Latrunkulinu B nez isotypy v embryich,
coz bylo ovéfeno 1 experimentdlné — pifi oSetfeni kultury Latrunkulinem B dojde
k drastickému snizeni hladiny Pa2, Pa3, Pa4, zatimco mnozstvi Pal ziistdvd nezménéno

(Schwarzerova et al., 2010).

5.3.5.6 Co z toho vyplyva?

V odpovéd’ na otazku polozenou v uvodu této kapitoly lze fici, ze experimentalni
vysledky potvrzuji neredundanci aktinovych isotypt, pfinejmensim v né¢kterych podminkach.
Star$i data o odliSnych expresnich profilech skytaji prostor pro domnénky o odliSnych rolich
jednotlivych isotypt v riznych pletivech, novéjsi prace poskytuji komplikovangjsi pohled nez
jen piidéleni odlisnych funkci riznym isotypiim na zdklad¢ fyzikdlnich vlastnosti jejich
(pravdépodobné) odlisnych tercidlnich struktur. Naptiklad si nyni uvédomujeme vyznam
zatazeni funkce aktinovych isotypt do kontextu celé buiiky a rostlinného organismu, v ivahu
je tfeba brat napt. pfitomnost ¢i nepfitomnost kompetice ¢i interakce s proteiny vazajicimi
aktin. Zkoumani vlivu dalSich faktorti na redundance jednotlivych isotypti bude snad v dalSich
letech nasledovat. Dobte prozkoumanym modelovym objektem jsou kofenové vlasky, u nichz
vyzkum roli aktinovych isotypti pokrocil jiz na pomérné detailni Groven. Z vyzkumu
somatickych embryi smrku zase vyplyva, ze riizné isotypy reaguji s riznymi chemickymi
latkami rizné. Cenna je také teorie Richarda Meaghera o isotypové flexibilité, ktera ¢eka na

experimentalni potvrzeni.
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6 Zaver

Aktin je vSudypfitomnym konzervovanym rostlinnym proteinem, jenZ v rostlinné
buiice zastdva mnoho funkei. Je kddovan Sirokymi genovymi rodinami, pocet jejich Clenti se u
vyssich rostlin pohybuje okolo deseti. Aktinové isotypy v rostlinné bunice maji (az na tidké
vyjimky) shodnou strukturu. V leader exonu a intronu, v intronech obecné¢, v 5'UTR a mozna
také v 3'UTR se nachézeji regulacni sekvence. Domnivame se, Ze introny maji vyrazny vliv
na expresi. Existuji isotypy regulované vnéjSimi vlivy (napft. fytohormony), spekuluje se i o
transla¢ni regulaci.

Sekvence aktinovych isotypi je velmi podobna v kédujicich oblastech, v nekddujicich
se lisi, aktinové isotypy jsou tedy konzervované a pro rostlinu tedy zifejmé nepostradatelné.
V genomu se neudrzuji vazbou. OdliSnost nekodujicich sekvenci poskytuje prostor pro
odlisné regulace exprese. Aktinové isotypy se liSi expresnimi profily, na jejichz zakladé
mohou byt rozdéleny na reproduktivni a vegetativni tfidu. Toto rozdéleni je podporovano i
fylogenetickymi vztahy mezi jednotlivymi isotypy. Doby divergenci jednotlivych isotypi
odpovidaji vyznamnym udalostem v evoluci rostlin.

Podle prozatim dostupnych informaci je pravdépodobné, ze vySe zminéné plati nejen
pro modelovy organismus Arabidopsis thaliana, ale univerzalné pro vSechny rostliny.

Oblast funkce jednotlivych isotypli je méné prozkoumand. Funk¢ni redundance
riznych isotypl byla experimentalné potvrzovana i vyvracena. Zasahovat do aktinovych
isotypt v rostliné je mozné deleci genu, jeho mutaci, overexpresi nebo ektopickou expresi.
Z experimentl vyplyva, ze nékteré isotypy jsou schopny se navzajem komplementovat, jiné
nikoli, fenotypové projevy pii rtiznych poskozenich raznych isotypl v rtiznych pletivech se
také 1i81. Zda se, Ze roli hraji interakce s proteiny vazajicimi aktin, pisobeni kompetice, jemné
odlisnosti ve struktufe, odliSna regulace exprese atp. Expresni profily aktinovych isotypl se
obecné piekryvaji, je tedy mozné, Ze isotypy né¢kde jsou redundantni a jinde nikoliv, ptipadné
ze spolu vduchu teorie isotypové flexibility spolupracuji. Funkce aktinovych isotypt

v rostlinné buiice si zaslouzi dal§i pozornost a vyzkum.
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