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1. ABSTRAKT

Hybrid proline-rich proteins (HyPRPs) represent a subgroup of structural cell wall
proteins, rich in amino acid proline (proline-rich proteins; PRPs) according to the
classification created by José¢ and Puigdoménech (1993). HyPRPs consist of a signal peptide
and two distinct domains: highly repetitive proline-rich domain and hydrophobic C-terminal
domain. The function of HyPRPs is unknown.

Hybrid proline-rich proteins form large families in all plant species, which have been
studied. All available sequences of C-terminal domains from Arabidopsis, tomato, potato,
barrel medic (Medicago truncatula), maize, rice and loblolly pine (Pinus taeda) were
analyzed by multiple alignments. There were eight absolutely conserved cystein residues in
analyzed 106 sequences. The pattern of cysteins in C-terminal domains is identical with
arrangement of cysteins in sequences of the family of non-specific lipid transfer proteins
(LTPs). The structure of C-terminal domains and LTPs might be analogous since cystein
residues commonly participate in formation and stabilization of protein three-dimensional
structure. Phylogenetic analysis of C-terminal domains of HyPRPs gave further evidence that
not concrete sequence, but rather the structure of C-terminal domain was important for its
hypothetic function.

The family of HyPRPs includes 13 genes in potato (Solanum tuberosum). Proline-rich
domains of HyPRPs are highly variable as for both the length and the amino acid
composition. The expression profiles of seven potato HyPRP genes were partially overlapping
in different plant organs. Segregation of C-terminal domains in the phylogenetic tree
correlated with expression patterns of HyPRP genes.

The function of StHyPRP1, a hybrid proline-rich protein from potato, was studied in
the 13 transgenic lines of potato cv. Désirée constitutively expressing a hairpin construct,
which should induce RNA interference and gene silencing. Almost all transgenic plants
exhibited stable phenotypic changes. However, the expression of StHyPRPI was not
significantly suppressed. Therefore the cause of the phenotypic changes is not obvious. In
order to overcome the presumptive functional redundancy among members of HyPRP family
in potato, the modified gene of StHyPRP1 with deleted proline-rich domain was prepared.
Potato plants cv. Désirée were transformed by modified gene via Agrobacterium tumefaciens.
The presence of modified protein in the cell wall might interfere with the function of

StHyPRP1 and related proteins.
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2. UvOoD

Diplomova prace se zabyva studiem hybridnich prolinem bohatych proteint (HyPRPs,
Hybrid Proline-Rich Proteins) buné¢né stény rostlinnych bun¢k. Bunétna sténa rostlin je
vysoce organizovany extracelularni komplex polysacharidu (celul6za, hemicelul6zy, kaldza),
pektinli, strukturnich a regulanich protein, enzymi a aromatickych slou¢enin (napf.
fenolické latky). V buné¢éné st€n€ maji své misto rovné€z riizné impregnujici latky (napt.
lignin, suberin, kutin, vosky, sporopolenin, kyselina kfemicita ¢i uhli¢itan vapenaty). Funkéni
i fyzické propojeni mezi bunénou st€énou a vnittkem buiiky umoZiiuje jejich vzajemnou
koordinaci. Buné€¢né st€éna umoziuje buiikam udrZet tvar a je jejich mechanickou oporou. Plni
rovnéZ funkci ochrannou. Oddé€luje od sebe jednotlivé buiikky a naopak umozZiiuje spojeni
bunék do pletiv. Utastni se nejen apoplastického transportu, ale prostfednictvim
plasmodesmi, které bunéfnou sténou prochazeji a propojuji buriky, umoziuje i transport
symplasticky. JelikoZ buné¢na sténa tvofi povrchovy kompartment buriky, zastdva i velmi
dileZitou signalni funkci. Bunécna sténa se téZ vyrazné uplatiiuje v regulaci rtistu a vyvoje
buriky (Carpita a McCann 2000).

U rostlin bylo popsano né€kolik skupin strukturnich proteinii bunééné stény s vysokym
obsahem prolinu (extensiny, prolinem bohaté proteiny a dal$i). Podle klasifikace prolinem
bohatych proteini (PRPs), kterou se zabyvali Jos¢-Estanyol a Puigdoménech (1993), tvofi
vyznamnou kategorii této skupiny proteinti hybridni (téZ chimerické) prolinem bohaté
proteiny (HyPRPs). HyPRPs se vyskytujici v pletivech fady vysSich rostlin. Jsou
tvofeny hydrofobnim N-terminalnim signalnim peptidem, ktery zodpovida za jejich
predpokladanou lokalizaci v buné€éné stén€, a dvéma dalSimi rozdilnymi doménami:
repetitivni prolinem bohatou doménou a C-termindlni nerepetitivni hydrofobni doménou
(Jose-Estanyol a Puigdoménech 1993).

Studovana podrodina HyPRPs obsahuje C-terminalni domény, jeZ maji délku pfiblizné
90 aminokyselin a shodné rozloZeni osmi cysteinovych zbytkd. TotoZnou distribuci
cysteinovych zbytki vykazuji i proteiny nalezici do rodiny extracelularnich strukturné
konzervovanych nespecifickych LTPs (lipid transfer proteins). JelikoZ jsou disulfidové
mustky mezi cysteinovymi zbytky €asto dulezité pro tvorbu sekundarnich struktur proteind,
muze jejich shodné uspofadani mezi LTPs a HyPRPs poukazovat na tvorbu shodné tercialni
struktury. LTPs maji schopnost vazat lipidické a jiné hydrofobni ligandy. Podobnym
zptisobem by tedy mohly interagovat i HyPRPs vzhledem k pravdépodobné podobnosti

struktury C-termindlni domény s LTPs. O vazebné aktivit€¢ hydrofobnich C-terminalnich
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domén HyPRPs v8ak neni dosud znamo nic bliz§iho, jelikoz chybi charakterizace HyPRPs na
proteinové urovni.

V diplomové praci byly HyPRPs studovany nékolika paralelnimi pfistupy. Vedle
sekvenéni a fylogenetické analyzy genli koédujicich HyPRPs z riznych druht rostlin byl
charakterizovan expresni profil n€kolika gend kddujicich HyPRPs u bramboru (Solanum
tuberosum). Pro bliz§i charakterizaci z hlediska sekvence a funkce byl vybran hybridni
prolinem bohaty protein z bramboru StHyPRP1 (Solanum tuberosum Hybrid Proline-Rich
Protein). StHyPRP1 je homologni s proteinem SbrPRP ze Solanum brevidens (Fischer a kol.
2002), ktery byl ptivodné charakterizovan tymem Dr. Banfalvi na zaklad¢ jeho mozné funkce
v determinaci schopnosti tvorby hliz u lilkovitych rostlin (Banfalvi a kol. 1996).
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1)

2)

3)

Srovnani sekvenci hybridnich prolinem bohatych proteinu z riznych druhi rostlin

a fylogeneticka analyza C-terminalnich domén HyPRPs

Charakterizace rodiny hybridnich prolinem bohatych proteini u bramboru

(Solanum tuberosum)

a) Analyza sekvenci hybridnich prolinem bohatych proteinti u bramboru

b) Analyza expresnich profilti vybranych geni kédujicich HyPRPs

Charakterizace a studium funkce hybridniho prolinem bohatého proteinu

z bramboru — StHyPRP1

a) Analyza sekvence StHyPRP1

b) transformace rostlin bramboru (Solanum tuberosum L. cv. Désirée) konstruktem

navozujicim RNA interferenci smérovanou proti StHyPRPI a analyza transgennich

linii

c) Ptiprava modifikovaného genu StHyPRPI s deletovanou prolinem bohatou doménou

pro transformaci rostlin bramboru
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4. LITERARNI PREHLED

4.1 Strukturni proteiny bunécéné stény rostlinnych bunék

Funkce rostlinné buriky je usce spjata se sloZenim a strukturou bunécné sté€ny, jejiz
vyznamnou soucast (pfiblizn€¢ 10 % suché hmotnosti; Bernhardt a Tierney 2000) tvoti
strukturni proteiny. Primarni buné¢na sté€na rostlin obsahuje vyssi podil proteinti nez sténa
sekundéarni (Keller 1993). Strukturni proteiny jsou do bunéfné stény sekretovany ve formeé
monomeru a v odpov&di na vyvojové, stresové €i dalSi signaly spolu pfileZitostn€ interaguji
a stavaji se nerozpustnymi. Touto cestou mohou zvyS$ovat mechanickou pevnost bunééné
stény (Sommer-Knudsen a kol. 1998). Sekvence mnoha strukturnich proteinii bunécné stény
byly odvozené z genomovych ¢i cDNA sekvenci, které byly izolovany z mnoha druht rostlin.
Dostupné informace o strukturnich proteinech bunécné stény v literatufe se vétSinou tykaji
pouze expresnich profild jejich genti, které jsou vSak velmi variabilni i uvnitf jednotlivych
skupin strukturnich proteind. Vyrazn€ méné je znamo o lokalizaci a funkci téchto proteintl.

V bunééné sténé muizeme u rostlin rozlisit n€kolik riznych skupin strukturnich
proteind. Hlavnimi strukturnimi proteiny jsou extensiny (téZ hydroxyprolinem bohaté
glykoproteiny; HRGPs), prolinem bohaté proteiny (PRPs), hybridni prolinem bohaté proteiny
(HyPRPs) a glycinem bohaté proteiny (GRPs; Showalter 1993, José-Estanyol
a Puigdomenech 2000, Ringli a kol. 2001). V bunééné sténé se vyskytuji také dalsi skupiny
proteindl, které mohou mit ur€ité strukturni ulohy: arabinogalaktanové proteiny (AGPs),
lektiny rostlin Celedi Solanaceae a expansiny (Keller 1993, Showalter 1993,
Sommer-Knudsen a kol. 1998, Cosgrove 2000, Jos¢-Estanyol a Puigdoménech 2000, Lee
akol. 2001, Showalter 2001). Clenéni strukturnich proteind bun&iné stény je &asto velmi
slozité a sporné, nebot’ mezi jednotlivymi skupinami nejsou ostré hranice. Vyskytuji se
i ptipady, kdy riizni autofi zafazuji tentyZ protein do riznych skupin.

Strukturni proteiny bunééné stény lze rovnéz roztfidit podle miry glykosylace. Mezi
glykoproteiny se fadi extensiny a AGPs, niZsi stupeni glykosylace vykazuji PRPs a HyPRPs.
GRPs nejsou ziejmé glykosylované viibec, expansiny jen velmi slab&. Lektiny rostlin Celedi
Solanaceae  maji  vysoce  glykosylovanou hydroxyprolinem bohatou doménu
a neglykosylovanou cysteinem a glycinem bohatou doménu (Showalter 1993,
Sommer-Knudsen a kol. 1998, Jos¢-Estanyol a Puigdoménech 2000). Majoritnim typem
glykosylace strukturnich proteini buné¢né stény je O-glykosylace, naopak N-glykosylace se
zde uplatiiyje jen ztidka (Jose-Estanyol a Puigdomenech 2000).
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Pii O-glykosylaci dochazi k pfipojovani sacharidovych zbytkd na OH-skupinu serinu
a threoninu nebo na OH-skupinu hydroxyprolinu. Napfiklad pro extensiny je charakteristicka
glykosylace serinu galaktézou a hydroxyprolinu arabinézou. Glykosylace serinu vyzaduje
pfitomnost aminokyselinového motivu Ser-(Hyp)4 (José-Estanyol a Puigdoménech 2000). Pro
glykosylaci prolinu je nezbytnd pfedchéazejici hydroxylace. Ukazalo se, Ze hydroxylace je
sekvenéné zavisla: v ramci sekvenénich motivi (Lys-Pro), (Tyr-Pro) a (Phe-Pro) nedochazi
u extensinii k hydroxylaci, ale napfiklad motiv (Pro-Val) je hydroxylovan vzdy. Pokud je
prolin hydroxylovan, mize dojit k jeho glykosylaci, pfi€¢emz glykosylace postihuje pievazné
hydroxyproliny v sekvenci Hyp, (Kieliszewski a Lamport 1994). Pfi N-glykosylaci dochazi
k pfipojovani slozitych a ¢asto vétvenych oligosacharidd sloZenych napf. z manézy
k amidoskupiné€ asparaginu. N-glykosylace vyZaduje pfitomnost aminokyselinového motivu
(Asn-Xaa-Ser/Thr), kde ,,Xaa“ miize byt jakakoli aminokyselina (Han a Martinage 1992).

Strukturni proteiny buné€¢né stény jsou asto tvofeny vice riznymi doménami, pii¢emz
typické domény strukturnich proteini maji vysoce repetitivni charakter. Ostatni domény
vétSinou nebyvaji repetitivni. Strukturni proteiny buné€cné sté€ny se uplatiiuji pfi ristu a vyvoji
bun€k a mohou se ucastnit kontroly jejich diferenciace. Podle dostupnych informaci
z literarnich pramenti by mohly strukturni proteiny buné¢né stény hrat roli v obrané rostlin
proti patogenim (bakteriim, houbam a virim), u€astnit se odpovédi rostlin na poranéni
a mohly by se téZ podilet na mezibunéénych interakcich ¢i v propojeni plasmatické membrany
s buné¢nou st€énou (Jose¢ a Puigdoménech 1993, Showalter 1993, Cassab 1998, José-Estanyol

a Puigdomeénech 2000).
4.2 Charakterizace hlavnich skupin strukturnich proteinti bunééné
stény

V této kapitole budou charakterizovany v literatufe dobie popsané hlavni skupiny
strukturnich proteind bunééné sté€ny: extensiny, PRPs a GRPs. HyPRPs, které jsou pfedmétem
hlub$iho zajmu, byly vy¢lenény do samostatné kapitoly.

4.2.1 Extensiny

4.2.1.1 Obecna charakteristika extensint

Extensiny (HRGPs, hydroxyproline-rich glycoproteins) jsou nejvice prostudovanou

skupinou strukturnich proteini bun&¢né sté€ny rostlinnych bun€k. Typickym rysem extensinii
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jsou repetitivni sekvence svysokym podilem prolinu. Znana ¢ast tohoto prolinu je
hydroxylovana. Extensiny maji vzhledem k vysokému obsahu lysinu zna¢né bazicky
charakter (pl pfiblizné 10; Showalter 1993). Jsou nerozpustné a obecné vysoce glykosylované
(José-Estanyol a Puigdoménech 2000). Glykosylace ma pravdépodobné nezanedbatelny
vyznam pro plnéni strukturni tlohy extensini v bunééné st€né (Sommer-Knudsen a kol.

1998).

4.2.1.2 Struktura extensinu

Primérni struktura extensini je tvofena signdlnim peptidem, ktery umozZiiuje transport
do bunéné stény, a repetitivni oblasti. Extensiny obsahuji kromé€ vysokého podilu
hydroxyprolinu a serinu riizné kombinace aminokyselin valinu, tyrosinu, lysinu a histidinu.
V repetitivni oblasti pfevlada motiv Ser-(Hyp)s. Vé&tSina hydroxyprolinovych zbytki a nékteré
serinové zbytky jsou O-glykosylované (kapitola 4.1). V roztoku extensiny vytvareji strukturu
polyprolinového helixu typu II (Showalter 1993, Jos¢-Estanyol a Puigdoménech 2000).

Genomové ¢i cDNA sekvence genl té€chto proteinti byly izolovany nejen z mnohych
jednodé€loznych (napi. kukufice — Zea mays, ryze — Oryza sativa, Eirok — Sorghum sp.)
a dvoudé€loznych rostlin (napf. rajée — Lycopersicum esculentum, tabdk — Nicotiana sp.,
petinie — Petunia sp., mrkev — Daucus carota), ale byly rovnéZ zaznamenany v genomu
nahosemennych rostlin (napf. douglaska tisolista — Pseudotsuga menziesii) a tas (Volvox sp.,
Chlamydomonas sp.; Showalter 1993, Sommer-Knudsen a kol. 1998, Jose-Estanyol
a Puigdomenech 2000). Repetitivni motiv Ser-(Hyp)s, ktery je typicky pro sekvence
charakterizovanych extensintt dvoudéloznych rostlin, nebyl zaznamenan v sekvencich
extensini nahosemennych rostlin (Xeller 1993). V literatufe jsou uvadény také extensiny
primitivnéjSich ¢eledi dvoudéloZznych rostlin (napf. cukrovéa fepa - Beta vulgaris; Li a kol.
1990) a né€kterych jednodéloznych rostlin (ryZze — Oryza sativa; Jos¢ a Puigdomeénech 1993),
které rovn€Z postrddaji motiv Ser-(Hyp)s. Extensiny jednodé€loZnych, dvoudéloZnych,
nahosemennych rostlin a fas se 1i8i i charakterem a pfitomnosti dal§ich aminokyselinovych
motivl (Showalter 1993). U kukufice (Zea mays) byly popsany navic dal$i typy extensini:
glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin a threonin (THRGPs; Kieliszewski a kol. 1990)
a glykoproteiny s vysokym obsahem hydroxyprolinu, histidinu a alaninu (HHRGPs;
Kieliszewski a kol. 1992a), které vSak nevytvafeji v roztoku konformaci polyprolinového

helixu typu II jako vlastni extensiny dvoudéloZnych rostlin (Showalter 1993).
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4.2.1.3 Exprese extensinovych genu a jeji regulace

Exprese extensinovych gend byla studovdna u rtiznych rostlinnych druhti: napf.
u kukufice - Zea mays (zmHRGP), mrkve - Daucus carota (pdc5A1), tabdku - Nicotiana
tabacum (HRGPnt3), brukve fepky olejky — Brassica napus (extA; José-Estanyol
a Puigdomeénech 2000). Podle literarnich udaji byla exprese vétSiny studovanych genti
kodujicich extensiny dvoudé€loznych rostlin ovliviiovana poranénim pletiv, houbovymi ¢i
virovymi infekcemi, houbovymi ¢&i endogennimi elicitory, etylénem, Cervenym svétlem
a dalSimi faktory (Keller 1993, Showalter 1993). U barvinkovce (Catharanthus roseus)
a mrkve (Daucus carota) byla zjiSté€na zavislost exprese genli kddujicich extensiny na stadiu
bunééného cyklu (Pennell 1998). Zvyseni exprese extensinovych gend jednod€loZznych rostlin
bylo pozorovano béhem vyvoje a indukovano pfi poranéni. U genli kddujicich extensiny
niz$ich rostlin (Volvox sp., Chlamydomonas sp.) byla pozorovana pouze vyvojové podminéna

regulace exprese (Showalter 1993).

4.2.1.4 Lokalizace exprese genu

Exprese genii koédujicich extensiny je bunééné specifickd a je spojena prevaziné
s meristematickymi pletivy apletivy cévnich svazkti (Keller 1993, Jos¢-Estanyol
a Puigdoménech 2000). Ke hromadéni mRNA extensini v meristematickych pletivech
dochazi pfedev§im v nadzemni €asti rostlin. Extensiny jsou obvykle asociovany s floémem
(napft. stonek rajéete — Lycopersicum esculentum, stonek petinie — Petunia sp., stonek tabaku
— Nicotina sp.) ¢i buiikami kambia (napf. stonek a fapiky fazolu - Phaseolus vulgaris).
V semenech s6ji (Glycine max) byly lokalizovany ve sklerenchymatickych buiikdch osemeni.
V kotenech mrkve (Daucus carota) se vyskytovaly v parenchymatickych burikach okolo
floémovych elementi (Showalter 1993). Extensiny byly rovnéZ izolovany z bunék perikarpu

semen kukufice (Zea mays), kde jsou zastoupeny ve velkém mnoZstvi (Hood a kol. 1991).

4.2.1.5 Posttransla¢ni modifikace extensint

Hlavnimi posttranslaénimi modifikacemi extensind, které byly v literatufe popsény,
jsou predev§im hydroxylace a glykosylace (José-Estanyol a Puigdoménech 2000).
Hydroxylaci prolinu u extensinti katalyzuji sekvenéné specifické prolylhydroxylazy. Aplikace
inhibitori prolylhydroxylaz vedla k vymizeni extensind z buné€¢né st€ny a zablokovani
bunééného déleni (Pennell 1998). Glykosylace, vtomto piipadé O-glykosylace v podobé
Hyp-(Ara);.4+ nebo Hyp-(Gal),, zfejmé zavisi na uspofadani a poctu hydroxyprolinovych
zbytkti (Sommer-Knudsen a kol. 1998). Glykosylace zasahuje hydroxyproliny v sekvenci
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Hyps (kapitola 4.1), zatimco proteinové motivy s Hyps», vykazuji nizky stupenl glykosylace
(Kieliszewski a Lamport 1994). Je zndmo, Ze glykosylace stabilizuje strukturu
polyprolinového helixu typu II, ktera se hojn€ vyskytuje u extensini dvoudéloznych rostlin

(Jos¢ a Puigdomenech 1993).

4.2.1.6 Interakce extensinu

Extensiny jsou sekretovany do buné¢né stény v podobé monomeri (Sommer-Knudsen
a kol. 1998). Tyrosinové zbytky pfitomné v jejich sekvencich maji pravdépodobné schopnost
formovat isodityrosinové intramolekularni nebo intermolekularni mistky mezi molekulami
extensind, ¢i mezi extensiny a dal§imi komponentami bunééné stény (Showalter 1993). Tuto
reakci mohou zprostfedkovat extensin-specifické peroxidazy (Jose-Estanyol a Puigdoménech
2000). Uvedené enzymy byly izolovany napf. zbunéfné suspenzni kultury rajcete
(Lycopersicum esculentum; Schnabelrauch a kol. 1996). Nékteré extensiny mohou vzhledem
ke svému bazickému charakteru také interagovat s kyselymi pektiny (Sommer-Knudsen a kol.

1998).

4.2.1.7 Funkce extensinu

Pfesna funkce extensini neni dosud pin€ objasnénad. Extensiny tvoii vyznamnou
skupinu strukturnich proteinti bunétné st€ny. Pifedpoklada se, Ze by mohly plnit ur¢ité ulohy
ve vyvoji rostliny a v jeji obran€ vi€i infekcim z prostfedi. V ptipad€ poranéni dochazi ke
zvySené syntéze a ukladani extensinli a naslednému posileni intermolekularnich vazeb mezi
nimi. Buné¢na sténa by potom mohla u¢innéji fungovat jako neprostupna bariéra vici invazi
patogend. V uvahu je nutné vzit i mozZnost interakce mezi vysoce bazickymi extensiny
a kyselymi ¢astmi molekul pektind (moZnost spojeni nékolika pektinovych molekul pomoci
molekuly extensinu; Sommer-Knudsen a kol. 1998). Pozitivné nabité extensiny by mohly
ziejmé také interagovat s negativné nabitymi povrchy riznych rostlinnych patogent, a tim je
imobilizovat (Showalter 1993). Neé&které extensiny byly imunologickymi technikami
detekovany v oblasti plasmatické membrany. Vzhledem k této lokalizaci bylo uvaZovano
o propojeni mezi plasmatickou membranou a bunéfnou st€énou prostfednictvim extensint

(Pont-Lezica a kol. 1993).
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4.2.2 Prolinem bohaté proteiny (PRPs)

4.2.2.1 Charakteristika PRPs

Prolinem bohaté proteiny (PRPs, proline-rich proteins) pfedstavuji dal3i vyznamnou
skupinu strukturnich proteind bunétné stény. Byly zaznameniny nejen u jednodéloZnych
a dvoudé€loZnych rostlin, ale i u hub (Colletotrichum; Perfect a kol. 1998). PRPs mohou
podobné jako extensiny obsahovat v sekvencich hydroxyprolinové zbytky (Keller 1993). Od
extensini se odliSuji zejména aminokyselinovymi motivy v repetitivnich sekvencich,
piedevsim pak nepfitomnosti motivu Ser-(Hyp)s, a expresnim profilem, av§ak hranice mezi
obéma skupinami neni asto pfesn€ vymezena (Kieliszewski a kol. 1992b). PRPs obsahujici
hydroxyprolin byly nalezeny u jednodé€loznych i dvoud€loZznych rostlin (Keller 1993; napt.
u s6ji — Glycine max, Wyatt a kol. 1992). PRPs lze rozd¢lit na dvé rozsahlé skupiny: prolinem
bohaté proteiny pfitomné v klasické sté€n€ rostlinnych bun€k a noduliny, k jejichz syntéze
dochéazi v odpovédi na infekci hlizkovymi bakteriemi fixujicimi vzdu$ny dusik (Showalter
1993). Mezi t€mito dvéma skupinami v3ak neexistuje ostrd hranice, jak dokazuje napt.
exprese dvou nodulinti z hrachu (Pisum sativum) ENOD12A a ENOD12B rovnéZ ve stonku
a kvétech (Govers a kol. 1991).

4.2.2.2 Struktura PRPs

Stejné jako ostatni proteiny bunééné st€ny se PRPs vyznaduji pfitomnosti signalniho
peptidu na N-konci, ktery je nutny pro sekreci do bunééné stény. Za signalnim peptidem
nasleduje prolinem bohata repetitivni oblast. Podle Kellera (1993) je typickym repetitivnim
motivem PRPs (Pro-Pro-Val-Xaa-Lys). Na pozici ,,Xaa“ se €asto vyskytuje tyrosin, druhy
prolin muze byt modifikovan na hydroxyprolin (Cassab 1998, José-Estanyol a Puigdoménech
2000). Pro viechny PRPs je dale charakteristicky aminokyselinovy motiv (Pro-Pro), ktery se
objevuje vramci mnohych repetitivnich elementi. Komplexnéj$i repetitivni motiv
pfedstavuje aminokyselinova sekvence (Pro-Pro-Xaa-Yaa-Lys), pfiCemZ na misté ,,Xaa“ se
asto vyskytuje valin, histidin, threonin nebo alanin a na misté ,,Yaa‘“ potom tyrosin, threonin,
glutamin a prolin. Vzhledem ktomu, Ze motiv (Pro-Pro/Hyp-Val-Tyr-Lys) lze ¢asto
zaznamenat v ramci repetitivnich motivi také u extensintl, jsou evidentni urcité pfibuzenské

vztahy mezi extensiny a PRPs (Sommer-Knudsen a kol. 1998).
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4.2.2.3 Posttransla¢ni modifikace

Pouze maly podil klonovanych PRPs lze charakterizovat jako glykoproteiny.
Showalter (1993) ve své praci uvadi, Ze vét§ina do té doby popsanych PRPs obsahuje
pfiblizné stejné mnozZstvi prolinu a hydroxyprolinu. Pro glykosylaci hydroxyprolinu je
dilezita pritomnost motivu Hyps (kapitola 4.1), ktery se u PRPs nevyskytuje (Keller 1993).
Z tohoto divodu PRPs vykazuji men$i miru glykosylace neZ extensiny. Naptiklad protein
1A10-2 ze sojového bobu (Glycine max) je glykosylovany (pfevazné zbytky arabindzy) méné
nez ze 3 % (José a Puigdoménech 1993, Jos¢-Estanyol a Puigdoménech 2000). V piipadé¢,
kdy ke glykosylaci dochazi, se uplatiiuje krom€ majoritni O-glykosylace (galaktdza,
arabindza) i N-glykosylace (mandza). Byla popsana napif. u PRPs z nékterych druhl tabédku

(Nicotiana sp.; Sommer-Knudsen a kol. 1996).

4.2.2.4 Exprese PRP genu, jeji regulace a lokalizace

Pfitomnost PRPs v bunééné sténé vyzaduji mnoha stadia vyvoje rostlin, od kli¢eni az
po rané faze nodulace. Miru exprese prolinem bohatych proteinti muZze ovliviiovat mnoho
aspektl: napiiklad poranéni, vliv elicitord, etylénu a svétla. U nodulinil byla popsana regulace
spojené pfevazné s tvorbou kofenovych hlizek pro fixaci dusiku (Showalter 1993). Expresni
profil PRP genl se muzZe ménit v zavislosti na stddiu ontogeneze ¢i typu rostlinného organu.
(Keller 1993).

Transkripty prolinem bohatych proteinti se vyskytuji v riznych pletivech a jejich
hladina se méni b&€hem vyvoje rostliny. Naptiklad u WPRP1 z p3enice (Triticum aestivum)
byla zji§t€na exprese v rychle rostoucich pletivech (Raines a kol. 1991). PRPs ze sojového
bobu (Glycine max) vykazuji specifické vyvojov€ podminéné regulace exprese (José
a Puigdoménech 1993). Prolinem bohaty protein z kukufice (Zea mays) byl exprimovan
zejména ve zralych hypokotylech, v kofenech kli¢icich semen a v perikarpu obilek (Vignols
a kol. 1999). José-Estanyol a Puigdomenech (2000) uvadégji, Ze exprese gent kddujicich PRPs
je asociovana predev§im s protoxylémem a xylémovymi strukturami na rozdil od extensindg,
jejichz expresi spojuji hlavné s floémem. PRPs mivaji C¢asto shodnou lokalizaci s GRPs.
Nékteré geny prolinem bohatych proteinii jsou v3ak exprimovéany ve shodnych bunéénych

typech jako extensiny (Showalter 1993).

4.2.2.5 Interakce PRPs

PRPs se vyskytuji ¢asto kovalentn€ vazané v bunétné sté€né stejné€ jako extensiny ¢i

glycinem bohaté proteiny. Rychly proces jejich insolubilizace byl pozorovan v odpovédi na
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stres a zfejmé& je zprostfedkovan peroxidem vodiku a katalyzovan st€énovou peroxidazou
(José-Estanyol a Puigdoménech 2000). Tvorba popsanych vazeb je umoZnéna vysokym
obsahem tyrosinovych zbytki v proteinech této skupiny. Naptiklad U PRP2 ze sojového bobu
(Glycine max) byla pozorovana rychla insolubilizace v bunééné stén€ po oSetfeni bunééné
kultury elicitory (Bradley a kol. 1992). Stejny proces insulubilizace byl pozorovan
v poranénych hypokotylech fazolu (Phaseolus vulgaris) v blizkosti poranénych mist.
K insolubilizaci PRP2 dochazi u sdji téZ béhem normélniho vyvoje, naptf. v mistech spojeni
fapiki a stonku, kterd jsou mechanicky namahana. Stejné proteiny zidstavaji ovSem
v internodiich stonku v rozpustné formé& (Keller 1993). K tvorb€ isodityrosinovych mustkd
ziejmé€ nedochdzi pouze mezi molekulami PRPs navzédjem, ale pravdépodobné i mezi PRPs
a GRPs (Showalter 1993).

JelikoZ nékteré PRPs vykazuji vzhledem k vysokému podilu lysinu bazicky charakter,
mohlo by dochazet stejn€ jako u extensini kjejich iontové interakci s kyselymi

komponentami buné¢né stény, napft. s pektiny (Showalter 1993).

4.2.2.6 Ulohy PRPs ve vyvoji rostlin

PRPs hraji dileZitou roli pfi norméalnim vyvoji rostlin a pfi tvorbé dusik fixujicich
hlizek (Showalter 1993). Jejich pfesna funkce neni bohuZel dosud znama. Vysoce repetitivni
charakter PRPs je zfejmé predurCuje k vykonavani strukturni ulohy. Lokalizace PRPs
(i GRPs, viz dale) je asociovana s misty, kde dochézi k lignifikaci, a z toho divodu by mohly
hrat uréitou roli béhem procesu lignifikace (Showalter 1993). PRPs byly pomoci protilatek
lokalizovany v lignifikované sekundarni bunééné sténé protoxylémovych elementd, ale nikoli
v primarni bunééné sténé€, ktera zustava nelignifikovana (Ryser 1997). Tyto vysledky také
poukazuji na pravdépodobné funkéni spojeni mezi PRPs a lignifikaci. PRPs by mohly
fungovat napf. jako nukleatni centra pfi depozici ligninu, jak uvadé€ji José-Estanyol
a Puigdomeénech (2000). Noduliny ziejmé hraji uréitou roli v morfogenezi hlizek ¢i b&hem
infikovani rostlin hlizkovymi bakteriemi (Showalter 1993). Vzhledem k vysokému obsahu
tyrosinu by se PRPs mohly také uplatiiovat v obrannych reakcich rostlin na poranéni pletiv ¢i
setkani s elicitory. Rychla insolubilizace PRPs (mj. tvorba isodityrosinovych mistkid) mize
totiZz u€init sténu hiife prostupnou pro patogeny (Bradley a kol. 1992, Keller 1993, Jose-
Estanyol a Puigdoménech 2000).
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4.2.3 Glycinem bohaté proteiny (GRPs)

4.2.3.1 Charakteristika GRPs

Glycinem bohaté proteiny (GRPs, glycine-rich proteins) byly nalezeny v bunééné
sténé mnoha jednodéloZnych i dvoudéloZnych rostlin. Obsah glycinu v sekvencich téchto
proteinl pievySuje ve vétSin€ piipadi 60 % (Ringli a kol. 2001). V sekvenci n€kterych GRPs
tvoti glycin az 70 % vSech aminokyselinovych zbytkd, ale vyskytuji se i GRPs s podstatné
niz§im obsahem glycinu: napf. GRP z kukufice (Zea mays) — 37 % (Didierjean a kol. 1992)
a GRP zryZze (Oryza sativa) — 25 % (Mundy a Chua 1988). Ackoli GRPs jsou skupinou
zietelné€ odlisSnou od PRPs, ob€& skupiny se vyznacuji podobnou lokalizaci a shoduji se v fadé
rysu exprese jejich genl a obecném charakteru repetitivnich sekvenci (Jose¢ a Puigdomenech
1993).

Kromé strukturnich GRPs lokalizovanych v bunétné sténé rostlin, o nichZ bude dal
pojednavano, byly popsany i cytoplasmatické GRPs (Showalter 1993). U nékterych z nich
byly zaznamenidny RNA-vazebné sekvence (Crétin and Puigdomenéch 1990), které vSak
nebyvaji bohaté na glycin (Jos¢ a Puigdoménech 1993). Stejné tak se u ne€kterych
charakterizovanych RNA-vazebnych proteini vyskytovaly glycinem bohaté domény (Ringli
a kol. 2001).

4.2.3.2 Struktura GRPs

Strukturni GRPs se skladaji ze signalniho peptidu, ktery zprostfedkovéava sekreci do
bunééné stény, a sekvenci s rizné vysokym podilem glycinovych zbytki (Keller 1993, Ringli
a kol. 2001). GRPs lze podle charakteru a struktury jejich sekvenci rozdélit na tfi skupiny.
Prvni skupina zahrnuje GRPs, které jsou sloZené vyhradné z glycinem bohatych sekvenci
s obsahem glycinu vy$§im neZ 70 %: napiiklad ptGRP1 z Petinie (Petunia sp.), GRP1.8
a GRP1.0 zfazolu (Phaseolus vulgaris), OsGRP1 zryze (Oryza sativa), atGRP-5
z Arabidopsis, GRP-22 z brukve fepky olejky (Brassica napus) nebo zmGRP3 z kukufice
(Zea mays). Dal§i GRPs se vyznaCuji glycinem bohatymi doménami, které pftiléhaji
k oblastem s niz§im obsahem glycinu: atGRP-3 a atGRP-6 z Arabidopsis, TFMS z rajcete
(Lycopersicum esculentum). Tieti skupinu tvofi proteiny vyznacujici se zvySenym podilem
glycinu, ale bez pfitomnosti specifické glycinem bohaté domény. Pfikladem tohoto typu
proteinu je GRP-ENOD, ktery je exprimovan v dusik fixujicich hlizkdch bobu obecného
(Vicia faba; Ringli a kol. 2001).
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Proteinové sekvence GRPs jsou charakteristické pfitomnosti repetitivnich motivi.
Nejcasté€j$im motivem je (Gly-Xaa),, pfiCemz ,,Xaa* asto reprezentuje rovnéZ glycin. Na
pozici ,,Xaa“ se v jinych pfipadech vyskytuji obvykle nasledujici aminokyseliny: Ala, Ser,
Val, His, Phe, Tyr, Glu. MoZna je i pfitomnost dal§ich aminokyselin. Nahrazeni glycinu
serinem nebo alaninem ¢i jejich pfitomnost na pozici ,,Xaa*“ v repetitivnim motivu (Gly-Xaa),
nezabranuji tvorbé p-struktur, které se ziejmé vyskytuji v molekulach GRPs. Pfipadna
glykosylace aminokyselinovych zbytkli by vSak mohla stvorbou zminéné sekundarni
struktury interferovat. Motiv (Gly-Xaa), nebyva piili§ ¢asto pferuSen, v nékterych proteinech
lze zaznamenat jeho dal3i mén€ ¢i vice komplexni varianty: napiiklad (Gly,-Xaa), a (Gly,-
His-Gly,-His-Gly,) apod. (Ringli a kol. 2001).

Na zaklad€ primarni sekvence GRPs se pfedpoklada, Ze vétsina z nich vykazuje spise
mirné hydrofobni charakter. Mira hydrofobicity zavisi na pfitomnosti tyrosinu a fenylalaninu.
Proteiny, které obsahuji fenylalanin namisto tyrosinovych zbytkl a tyrosin je pfitomny pouze
v N-termindlnim signélnim peptidu, se vyznaCuji rozséhlej$im hydrofobnim regionem (napt.
ptGRP1, atGRP-3, wGRP1). Naopak proteiny, které obsahuji tyrosin, maji spiSe hydrofilni
charakter (GRP1.8, atGRP-5, OsGRP1). V né€kterych pifipadech podle autorii nelze bohuzel
tyto korelace uplatnit (deOliveira a kol. 1990, Ringli a kol. 2001).

Ringli a kol. (2001) uvazuji o strukturni podobnosti mezi kolagenem a GRPs. Enzym
kolagenaza, ktery S$t€pi kolagen v sekvenci (Pro-Xaa-Gly-Pro), Stepi i GRP1.8. Tato
specificka sekvence se v GRP1.8 nevyskytuje, a tak lze uvaZovat o §té€peni kolagenazou
v disledku podobné sekundarni a terciarni struktury. Kolagen a GRP1.8 by mohly byt

strukturné homologni, i kdyZ se jejich primarni aminokyselinové sekvence zna¢né 1isi.

4.2.3.3 Exprese GRP genu, jeji regulace a lokalizace

Studium expresniho profilu GRP genid ukazuje na specifickou expresi spojenou
s ur€itymi typy pletiv. GRPs jsou vyZadovany nejen v riznych stadiich ontogeneze, ale jejich
exprese je téZ indukovana stresem, poran€énim, rUstovymi regulatory (napf. kyselina
abscisova, kyselina salicylova; Showalter 1993), suchem ¢i v odpovédi na virovou infekci
(Keller 1993, Ringli a kol. 2001). GRP 1.8 z fazolu (Phaseolus vulgaris) a ptGRP z petinie
(Petunia sp.) byly siln€ exprimované v mladych pletivech, pfiemz \}pozdéjéich stadiich
vyvoje dochazelo k silné redukci exprese (Showalter 1993). Dalsi geny byly exprimované
napi. ve vyvijejicich se plodech rajéete (Lycopersicum esculentum), v pribéhu tvorby hlizek u
bobu obecného (Vicia faba) a olSe lepkavé (Alnus glutinosa) €i béhem somatické
embryogeneze umrkve (Daucus carota; Ringli akol. 2001). Exprese GRP genu

dvoudéloznych rostlin byla zaznainendna také v cévnich svazcich a byla asociovana
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pfedevS§im s burikami protoxylému (Ringli a kol. 2001). Vyskyt GRPs byl spojen téz
s burikami, které maji byt lignifikovany, ¢i s burikami v ranych stadiich lignifikace (Showalter
1993).

4.2.3.4 Interakce GRPs

Tvorba isodityrosinovych mustki mezi tyrosinovymi zbytky umoziiuje interakci mezi
molekulami GRPs navzijem a mezi GRPs a ostatnimi proteiny bunééné stény. Malo
pravdépodobnéd je interakce GRP-extensin, jelikoZ tyto dva typy proteind se zpravidla
nevyskytuji ve shodnych typech bunék. Interakce GRPs s PRPs je sohledem na jejich
kolokalizaci pravdépodobnéjsi (Showalter 1993). Teoreticky by mohly GRPs interagovat
s PRPs prostfednictvim isodityrosinovych mustki, ¢i by mohly tvofit spojeni mezi
glutaminovymi zbytky GRPs a lysinovymi zbytky PRPs. Spojeni e-(y-glutamyl)Lys je
realizovano prostfednictvim enzymu transglutaminaz a je prokazano v savéi epidermis (Keller
1993). Mozné je téz spojeni GRP-lignin, jelikoZ GRPs jsou ukladany ve velkém mnozZstvi
v burikach, které by mé&ly podstoupit proces lignifikace (kapitola 4.2.3.3; Showalter 1993).

4.2.3.5 Funkce GRPs

Glycinem bohaté proteiny lokalizované v buné¢éné sténé€ hraji v tomto kompartmentu
prevazné strukturni roli. Velmi pravdépodobné maji dileZitou funkci ve vodivych pletivech
rostlin ¢i pfi regeneraci pletiv po poranéni. Struktura GRPs s pfedpokladanou pfitomnosti
B-skladanych listi s riznym poctem antiparalelnich fetézci (nejCastéji 8) ztejmé dava GRPs
elastické vlastnosti a odolnost v tahu b&¢hem rozvoje cévnich pletiv (Jos¢ a Puigdoménech
1993, Keller 1993). Vyskyt GRPs v buiikéach, které by mély byt lignifikovany, také poukazuje
na moznou schopnost té€chto proteini pusobit jako nuklea¢ni ¢i katalyticka centra pfi procesu

lignifikace (Showalter 1993).

4.3 Hybridni prolinem bohaté proteiny (HyPRPs)

4.3.1 Charakteristika HyPRPs

Hybridni prolinem bohaté proteiny (HyPRPs, hybrid proline-rich proteins) tvoii
vyznamnou podskupinu prolinem bohatych proteinii (PRPs), ktera se vyznauje pfitomnosti
signalniho peptidu a dvou vyrazn€ odlidnych domén: prolinem bohaté repetitivni domény

a hydrofobni domény. PonévadZz HyPRPs postradaji repetitivni motiv Ser(Pro)s, neni u nich
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ptili§ pravdépodobna O-glykosylace (Jose-Estanyol a Puigdomenech 2000; kapitola 4.1).
HyPRPs mohou pravdépodobné interagovat mezi sebou ¢i s dalSimi proteiny prostfednictvim
isodityrosinovych mistkd. Tvorba téchto spojeni byla predikovdna napi. pro zmHyPRP

z kukufice (Zea mays; José-Estanyol a kol. 1992).

4.3.2 Struktura HyPRPs

N-konec hybridnich prolinem bohatych proteini tvofi hydrofobni signalni peptid,
ktery pravdépodobné sméfuje proteiny sekreéni drdhou do bunétné st€ny. Za nim nasleduje
repetitivni prolinem bohatd doména a na C-konci proteinu leZi nerepetitivni hydrofobni
doména. Jednotlivé proteiny se navzajem li§i pfedev§im sekvenci repetitivni prolinem bohaté
domény. Hydrofobni doména neni bohatd na aminokyseliny typické pro strukturni proteiny
bunééné stény (prolin, glycin). Vyznacuje se specifickym uspofadanim cysteinovych zbytka.
JelikoZ tvorba disulfidovych mustkii mezi cysteinovymi zbytky casto stabilizuje terciarni
strukturu proteint, specifickd konzervovand poloha té€chto aminokyselin v proteinech
zpravidla svéd¢&i o jejich strukturni podobnosti (José-Estanyol a Puigdomenech 2000).

Podle charakteristického rozloZeni cysteinovych zbytkidl lze C-termindlni domény
(resp. HyPRPs) rozdélit do dvou skupin — HyPRPs s doménou typu A a HyPRPs s doménou
typu B. Doména typu A obsahuje Ctyfi az 3est cysteinovych zbytk (...C...C...C...C...C...C..;
José a Puigdoménech 1994). Piikladem hybridniho prolinem bohatého proteinu s doménou
typu A je PvPRP1 z fazolu (Phaseolus vulgaris). Hladina exprese genu kddujiciho PvPRP1 se
snizuje vlivem napadeni houbovymi patogeny (Scheng a kol. 1991). Do této skupiny byl
fazen také TTS protein (transmitting tissue-specific protein) vzhledem k pfitomnosti prolinem
bohaté domény s repetitivnim motivem (Lys-Pro-Pro), pfitomnosti Sesti cysteinovych zbytka
podle vzoru HyPRPs typu A v sekvenci C-termindlni domény a 50% identit¢ C-terminalni
domény s ostatnimi HyPRPs typu A (Jos¢ a Puigdoménech 1994). Poté co byl protein
purifikovan, potvrdila se jeho silné reakce s latkou znamou pod nazvem ,,B-glucosyl Yariv
dye®, ktera barvi arabinogalaktanové proteiny (AGPs), a tudiz byl zafazen do této skupiny
(Cheung a kol. 1995).

Druha skupina HyPRPs (typ B) se vyznacuje C-terminalni doménou s konzervovanou
polohou cysteinovych zbytkli podle charakteristického vzoru (...C...C...CC...CXC...C...C..;
Jos¢ a Puigdoménech 1994). K C-termindlni doméné¢ HyPRPs jsou pfipojeny sekvencné
variabilni prolinem bohaté domény s repetitivnimi motivy specifickymi pro jednotlivé
proteiny (Tab. 4.1). Prolinem bohaté useky se vyrazné 1i8i svoji délkou. Napiiklad MsPRP2
z vojtésky (Medicago sativa) ma délku 292 aminokyselin (Deutch a Winicov 1995), zatimco
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ryzovy (Oryza sativa) RCc3 pouhych 19 aminokyselin a z toho jenom t#i proliny (Xu a kol.
1995).

Hybridni prolinem bohaté proteiny typu B se vyskytuji v pletivech fady
jednodé€loZznych i dvoudéloznych rostlin. Pfikladem proteint resp. genu z této skupiny mize
byt zmHyPRP z kukufice (Zea mays; Jos¢-Estanyol a kol. 1992), jemu velmi podobny
TPRP-F1 zrajéete (Lycopersicum esculentum) siln€ exprimovany v mladych plodech (Salt
akol. 1991), CrHyPRP exprimovany v subapikdlni oblasti prytu Cuscuta reflexa
(Subramaniam a kol. 1994), MsPRP2 indukovany ve vojtéSce (Medicago sativa) tolerantni
k zasoleni (Deutch a Winicov 1995). BNPRP chladem indukovany v fepce olejce (Brassica
napus; Goodwin a kol. 1996), MsACIC z vojtésky (Medicago sativa) indukovany u rostlin
odolnych vici chladu (Castonguay a kol. 1994), DC 2.15 z mrkve negativné regulovany
auxinem (Daucus carota; Holk a kol. 2002), jahodnikovy (Fragaria ananassa) protein
FaHyPRP specificky indukovany ve zrajicich plodech (Blanco-Portales a kol. 2004), SbPRP
ze sojového bobu (Glycine max) regulovany kyselinou abscisovou, vnitinim cirkadialnim
rytmem a stresovymi faktory (He a kol. 2002), MtPPRD1 z Medicago truncatula specificky
exprimovany v osové Casti embrya béhem germinaéni faze (Bouton a kol. 2005) a rodina
HyPRPs ztabaku (Nicotiana tabacum) tzv. CELPs (cystein-rich extensin like proteins),
jejichz mRNA se specificky akumuluje v kvétnich organech (Wu a kol. 1993). Stejné jako
u ostatnich skupin proteinil buné&né stény i zde plati, Ze HyPRPs jsou znamé vétSinou pouze
jako aminokyselinové sekvence odvozené od klonovanych genti. Podle literarnich udaji byl
zatim izolovan pouze HPS (hydrophobic protein from soybean), ktery patfi mezi HyPRPs
typu B (Odani a kol. 1987). Piehled vybranych HyPRPs je uveden v tabulce Tab. 4.1.

4.3.3 Podobnost C-terminalnich domén HyPRPs s LTPs

C-termindlni domény HyPRPs typu B maji délku pfiblizné 90 aminokyselin
avyznaCuji se konzervovanou polohou 8 cysteinovych zbytkdl (kapitola 4.3.2). Toto
uspofadani cysteinovych zbytki v sekvencich C-terminalnich domén HyPRPs velmi
pfipomind uspofadani cysteini v sekvencich proteinti z rodiny strukturné konzervovanych
nespecifickych LTPs (lipid transfer proteins; Kader 1997). U LTPs, jejichZ struktura je
detailn€ prostudovana, vznikaji mezi konzervovanymi cysteinovymi zbytky ¢tyfi disulfidové
miustky. Prostfednictvim disulfidovych mistkd jsou stabilizovany ¢tyfi hydrofobni a-helixy
do charakteristické prostorové struktury (Obr. 4.1). Mezi a-helixy se tvoti u LTPs hydrofobni
kapsa, ktera muze vézat lipidické a dal$i hydrofobni molekuly (Kader 1997).
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Tab. 4.1: PFehled vybranych HyPRPs

(upraveno podle Joseé-Estanyol a Puigdoménech 2000)

HyPRP Cys | Typ sekvence Rostlina P:iet R‘:::(e):li?;n‘
Hybridni PRPs s C-termindlni doménou typu A
PvPRP1 4 | kompletni cDNA | Phaseolus vulgaris, 297 | PVHPPVKPP
buitky ofetfené elicitory
NaClassllI 6 | kompletni cDNA | Nicotiana alata, ¢n&lka 426 | SPPPP
Hybridni PRPs s C-terminalni doménou typu B
MsACIC 8 | kompletni cDNA | Medicago sativa 166 | SPX, TPX
MsPRP2 8 | genomova Medicago sativa 381 | PPVVPVT, PPVH
DC2.15 8 | kompletni cDNA | Daucus carota, médium 137 | PX
bez 2,4-D, bun&tna
kultura
CR14KDA | 8 | kompletni cDNA | Catharanthus roseus 138 | PKP
CrHyPRP 8 | kompletni cDNA | Cuscuta reflexa 329 | PPXYP,PPHYP
PPXYK
SACS1 8 | kompletni cDNA | Brassica napus 147 | (PX)n
BNPRP 8 | genomova, Brassica napus 376 | KPPK, KPPTVKPPP,
cDNA STPKPPT,
PPVVTPPT
ADRI11-2 8 | nekompl. cDNA | Glycine max, 151 | PXX, PPXXX
zraly hypokotyl
PvRS 8 | kompletni cDNA | Phaseolus vulgaris, 127 | PnX, PnK
kofeny
CELP1 8 | kompletni cDNA | Nicotiana sp., kvéty 209 | XP(3-7),SPPPP
CELP2 8 | kompletni cDNA | Nicotiana sp., kvéty 196 | XP(3-7),SPPPP
CELP3 8 | kompletni cDNA | Nicotiana sp., kvéty 166 | XP(3-7),SPPPP
CELP4 8 | nekompl. cDNA | Nicotiana sp., kvéty 159 | XP(3-7),SPPPP
CELPS 8 | kompletni cDNA | Nicotiana sp., kvéty 160 | XP(3-7),SPPPP
NT16 8 | kompletni cDNA | Nicotiana tabacum 170 | GGGSGN
TPRP-F1 8 | genomova Lycopersicum esculentum 346 | PP1V, PPST, PTPP
zmHyPRP 8 | genomova Zea mays 301 | PPTPRPS, PPYV
ZRP3 9 | kompletni cDNA | Zea mays, koteny 129 | PVVPTP
RCc2 9 | genomova, Oryza sativa, kofeny 146 | PXVV, PX
cDNA
RCc3 8 | kompletni cDNA | Oryza sativa, koteny 133 | PTPSTPTP, PX

Vysvétlivky: aa — aminokyseliny, Cys — po&et cysteinovych zbytkil v C-terminaini doméng

Obr. 4.1: Hypoteticka struktura hydrofobni domény HyPRPs odvozen4 na zaklad¥ podobnosti s rodinou
strukturn® konzervovanych nespecifickych LTPs; Obdélniky pfedstavuji a-helixy (upraveno podle Baud

a kol. 1993).
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4.3.4 Charakterizace vybranych zastupcid HyPRPs s C-terminalni
doménou typu B

Charakterizace nékolika zastupc hybridnich prolinem bohatych proteind z rliznych
druhi rostlin poukazuje prostiednictvim rdznorodého expresniho profilu na zna¢nou
heterogenitu této skupiny strukturnich proteind bunétné st€ny. Geny hybridnich prolinem
bohatych proteini jsou exprimovény ve specifickych stadiich vyvoje rostliny v riznych
organech a za riznych podminek. Mezi jednotlivymi i velmi podobnymi proteiny se exprese
jejich gend muZe velmi liSit. Naptiklad exprese geni kodujicich MsACIC (vojteska —
Medicago sativa; Castonguay a kol. 1994) a NT16 (Nicotiana tabacum; Yasuda a kol. 1997)
byla indukovana pfi poranéni, zatimco TPRP-F1 byl exprimovany v mladych plodech (Salt
a kol. 1992).

4.3.4.1 BNPRP (Brassica Napus Proline-Rich Protein)

Hybridni prolinem bohaty protein z Brassica napus BNPRP se vyznacuje péti
doménami s odlinym aminokyselinovym sloZzenim. Za N-terminalnim signalnim peptidem
nasleduji tfi centrdlni domény bohaté na prolin, threonin, valin a lysin (aminokyseliny 27—
287), které se vyznacCuji pifitomnosti repetitivnich motivii. V sekvencich prolinem bohatych
domén neni pfitomny tyrosin béZzny v sekvencich PRPs. Za centralnimi doménami lezi
hydrofobni doména (aminokyseliny 288-376). JelikoZ lze v oblasti hydrofobni domény
predpovédét pomoci specialnich programil tfi potencialni transmembranové oblasti bohaté na
nepolarni hydrofobni aminokyseliny (Leu, Ile, Gly), zvazuji autofi ukotveni domény
v plasmatické membran€. C-konec proteinu tvoii polarni hydrofilni oblast s vysokym
obsahem cysteinu a prolinu, kterd by podle autori mohla vyénivat do cytoplasmy ¢i prostoru
bunééné sté€ny. Autofi uvaZuji o mozZné lokalizaci proteinu v buné¢éné stén€ s ukotvenim
v plasmatické membran€é prostfednictvim transmembranovych oblasti C-terminalni
hydrofobni domény (Goodwin a kol. 1996).

Exprese BnPRP byla indukovana nizkou teplotou, ale nikoli dal§imi aplikovanymi
abiotickymi stresy (teplotni 3ok, dehydratace, poranéni, exogenni ABA). Nizk4 hladina
transkriptu BnPRP byla detekovatelna i v pletivech za normalni ristové teploty. Transkript
genu byl detekovan u rostlin vystavenych chladu (4°C) po dobu 24 hodin v listech rizného
stafi, v niz§im mnoZstvi ve stonku a nebyl detekovan v kofenech (Goodwin a kol. 1996).

Vzhledem k popsanému expresnimu profilu hraje BNPRP zfejmé roli v chladové
toleranci. Pfi mrznuti dochazi k dehydrataci, sniZeni objemu buiiky, kontrakci protoplastu

a nakonec k bunéénému kolapsu. Pro preziti buriky je nutné zachovani blizkého kontaktu
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mezi plasmatickou membranou a bunéfnou sténou b&hem zvySovani dehydratace. Autofi
predkladaji hypotézu, Ze tento kontakt by mohl byt zprostfedkovan proteinem BNPRP, ktery
by mohl vytvafet pevnd spojeni mezi bunéénou st€nou a plasmatickou membranou (vazba

C-terminalni hydrofobni domény v membrané; Goodwin a kol. 1996).

4.3.4.2 CELPs (Cys-rich Extensin Like Proteins)

Rodina tabakovych (Nicotiana tabacum) HyPRPs nazvana CELPs je tvofena péti
proteiny, které se lisi velikosti (159—209 aminokyselin). Vyznacuji se pfitomnosti signalniho
peptidu na N-konci a tfemi odliSnymi doménami: prolinem bohatou doménou podobnou
extensiniim, cysteinem bohatou doménou a vysoce nabitou C-termindlni ¢asti (Wu a kol.
1993).

Prolinem bohaté domény jednotlivych CELPs se li§i aminokyselinovym sloZenim
i délkou (35-74 aminokyselin). Tyto rozdily jsou zfejmé€ vyvolany delecemi a insercemi
v sekvenci gent kdédujicich CELPs. Vzhledem k velmi fidkému vyskytu tyrosinovych zbytkl
v prolinem bohatych sekvencich neni pfili§ pravdépodobna tvorba isodityrosinovych mustka
mezi CELPs a ostatnimi proteiny buné¢éné stény. Podle autorti jsou pravdépodobné;jsi
intermolekularni interakce zprostiedkované disulfidovymi mustky, které se mohou tvofit mezi
cysteinovymi zbytky €asto pfitomnymi v repetitivnich motivech (napf. Cys-Pro). Cysteinem
bohata doména CELPs je vysoce konzervovand a patii mezi domény typu B, ale neleZi na
C-konci proteinti, nybrZ uprostfed. C-terminéalni vysoce nabité oblasti jednotlivych proteind
jsou, co se ty€e poctu i druhu nabitych aminokyselinovych zbytki, znaéné€ variabilni (Wu
a kol. 1993).

CELP mRNA byla detekovana témét vyhradné v kvétnich organech v riiznych typech
bun¢k. Vysoka hladina mRNA byla zaznamenana v cévnich svazcich a epidermis kali$nich
a korunnich listkdl. V ty€inkach byla exprese omezena na cévni svazky prochéazejici nitkou.
V pestiku byla exprese CELP nejhojnéji zastoupena v buiikéch lezicich mezi pletivem ¢nélky
(transmitting tissue) a cortexem ¢nélky a dale pak v burikach povrchové vrstvy placenty, do
které je upevnéno vaji¢ko (Wu a kol. 1993).

S ohledem na akumulaci mRNA geni CELP v pestiku usuzuji autofi na
pravdépodobnou ulohu CELPs pii opyleni a oplozeni vaji¢ka. Autofi téZ uvazuji o ucasti
CELPs pfi rozpoznavani bun€k. Pfitomnost odliSnych strukturnich oblasti v proteinech
zrodiny CELP a exprese jejich geni vriznych burkach kvétnich organt indikuje

pravdépodobnou multifunkénost téchto proteini (Wu a kol. 1993).
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4.3.4.3 CrHyPRP (Cuscuta reflexa Hybrid Proline-Rich Protein)

Hybridni prolinem bohaty protein z Cuscuta reflexa CrHyPRP se vyznacuje tiemi
doménami. N-termindlni doména (54 aminokyselin) je odd€lena deviti fenylalaninovymi
zbytky od prolinem bohaté domény (166 aminokyselin) s majoritnim repetitivnim motivem
(Pro-Pro-Xaa-Yaa-Pro);o. Na pozici ,,Xaa“ se ¢asto vyskytuje histidin, tfeti prolin miZe byt
nahrazen lysinem. C-termindlni €ast tvoii cysteinem bohata hydrofobni doména, ktera je
homologni k doménam typu B. Pomoci specialniho programu predikovali autofi v hydrofobni
domén¢ pfitomnost strukturniho motivu leucinového zipu (Subramaniam a kol. 1994).

Gen CrHyPRP byl exprimovany v subapikalni oblasti prytu, kterd vykazuje nejvyssi
citlivost k indukci tvorby haustorii vlivem cytokininl. V zavislosti na tomto zjisténi autofi
vyvozuji mozZnost regulace exprese HyPRPs prostfednictvim téchto hormond. Autofi
prezentuji CrHyPRP vzhledem k pfitomnosti samostatné N-terminalni domény jako novy typ

hybridniho prolinem bohatého proteinu (Subramaniam a kol. 1994).

4.3.4.4 CR14KDA (Catharanthus Roseus 14 kDa)

Hybridni prolinem bohaty protein z barvinkovce (Catharanthus roseus; CR14KDA)
mé velikost 14 kDa (138 aminokyselin) a pomémé bazicky charakter (pl 8,54). Prolinem
bohatd doména proteinu je velmi kratka a vyskytuje se v ni motiv (Pro-Lys-Pro), ktery byl
zaznamenan v sekvencich prolinem ¢&i glycinem bohatych proteind a rovnéZz u proteint
podobnych extensintim (extensin-like proteins). Podle autorti tvoti C-terminalni doménu 4
helixy, které asociuji s plasmatickou membranou (Hotze a kol. 1994).

Autofi z dostupnych informaci vyvozuji, Ze by exprese CRI4KDA mohla byt
negativn€ regulovana auxinem: CRI14KDA byl indukovan v buiikdch pfenesenych

z kultivaéniho média (MX) do roztoku s 8% sacharézou bez auxinu (Hotze a kol. 1994).

4.3.4.5DC 2.15

Hybridni prolinem bohaty protein z mrkve (DC 2.15; Daucus carota) negativné
regulovany auxinem se sklada ze signalniho peptidu, prolinem bohaté domény a C-terminalni
hydrofobni domény. Exprese genu DC 2.15 byla detekovana v cévnich svazcich stonku,
v listech a kvétnich discich (Holk a kol. 2002).

Bunééné kultury odvozené od hypokotyld mrkve byly transformovany cDNA genu
DC 2.15 v ,antisense orientaci. Transformované buiiky péti buné¢nych linii se sniZenou

hladinou transktiptu DC 2.15 (o0 82-98 %) byly az desetinadsobné del§i neZ normalni buriky.
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Na zékladé téchto vysledki autofi predpokladaji, Ze funkce proteinu DC 2.15 je spojena
s potladenim expanze bun¢k (Holk a kol. 2002).

Pouze ze dvou bunéénych linii byly ziskdny po indukci somatické embryogeneze
transgenni rostliny, pfi¢em? rostliny jedné linie se adaptovaly po pfeneseni do pidy. Jedna
bunééna linie nevykazovala znamky embryogeneze a u dal§ich dvou se vyvoj zastavil ve
stadiu torpédovitého embrya. PotiZe pti regeneraci rostlin a zastaveni vyvoje embryi si autofi
vysvétluji nezbytnosti exprese genu DC 2.15 pro spravny vyvoj. Regenerované rostliny
vykazovaly vyznamné fenotypové zmény: dramaticky opoZdény ridst, degenerovanou
architekturu listti, cévni svazky se sniZenym pomérem floém/xylém ve stiedni zilce listd.
Analyza fenotypu podle autori naznacuje pravdépodobnou ti€ast proteinu DC 2.15 ve vyvoji
cévnich svazkil a listd. Podle charakteru C-termindlni domény autofi usuzuji na moZnou
funkci proteinu DC 2.15 ve spojeni plasmalemy a bunéfné sté€ny prostiednictvim vazby

C-terminalni domény v plasmatické membrané€ (Holk a kol. 2002).

4.3.4.6 FaHyPRP (Fragaria ananassa Hybrid Proline-Rich Protein)

HyPRP z jahodniku (Fragaria ananassa cv. Chandler, FaHyPRP) je maly (16kDa,
156 aminokyselin), bazicky (pl 8,75) protein bohaty na prolin, leucin, threonin, alanin a serin.
Sklada se ze signalniho peptidu, prolinem bohaté domény a hydrofobni domény. Prolinem
bohatd doména ma hydrofilni charakter a vyznaCuje se repetitivnimi motivy (Pro-Xaa)
a (Gly-Thr-Pro-Ser-Thr-Pro). Autofi pfedpokladaji podle literarnich udaji o dalich HyPRPs,
Ze jsou v C-terminalni doméné pfitomny dvé transmembranové oblasti (Blanco-Portales a kol.
2004).

FaHyPRP byl specificky exprimovany pouze v plodech a hladina jeho exprese se
ménila béhem zrani plodu, pficemz dosahovala maxima ve fazi nejvyssi zralosti. Exprese byla
rovnéZ negativné regulovana auxinem. Pomoci in situ hybridizace a imunolokalizace bylo
zjisténo, Ze je FaHyPRP exprimovany ve sklerenchymatickych buiikdch a butikach vodivych
pletiv v nezralych plodech a rovnéZ v burikédch vodivych pletiv ve zralych plodech (Blanco-
Portales a kol. 2004).

Vzhledem k predikovanym dvé€ma transmembranovym helixim v hydrofobni
C-terminalni oblasti by mohl FaHyPRP podle autorti hrat roli pti kotveni polymeri ligninu
v buné¢né sténé ¢i k plasmatické membran€é b€hem rdstu a zrani plodi. Na tuto moZnost
poukazuje téz lokalizace exprese FaHyPRP v lignifikovanych sklerenchymatickych pletivech
endokarpu plodi. Autofi zvazuji téZ ulohu FaHyPRP pii kotveni kondenzovanych tanind,
které hraji dileZitou roli v mechanismu obrany rostlin proti patogenim, k bunénym

membranam (napf. tonoplastu; Blanco-Portales a kol. 2004).
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4.3.4.7 MsPRP2 (Medicago sativa Proline-Rich Protein 2)

MsPRP2 z vojtésky (Medicago sativa) je chimericky protein (40 kDa) se signalnim
peptidem a dvéma funk&né€ odlisnymi doménami (prolinem bohatou doménou a C-terminalni
hydrofobni doménou). Nejastéji zastoupenymi repetitivnimi motivy v prolinem bohaté
doméné jsou (Pro-Pro-Xaa-Val-Yaa), kde ,,Xaa*“ pfedstavuje valin nebo isoleucin a ,,Yaa“
polarni ¢i nabity aminokyselinovy zbytek, a (Pro-Pro-Xaa-Val-Pro-Yaa), kde je na pozici
»Xaa“ tyrosin nebo histidin a na pozici ,,Yaa“ nej€astéji lysin. Ur€ita €ast prolinovych zbytki
je podle autori pravdépodobné hydroxylovéana, ale tato skute¢nost neni pfimo potvrzena
(Deutch a Winicov 1995).

Hladina mRNA genu MsPRP2 se zvySovala v buiikach vojté3ky tolerantni k zasoleni
v souvislosti s vodnim deficitem (zasoleni). Ke zvySeni hladiny mRNA pravdépodobné
nedochézelo prostfednictvim zmén exprese, ale spiSe v disledku zvySeni stability mRNA.
Schopnost tolerovat vodni deficit je umoZn€na proteiny, které se zapojuji do vodniho
transportu, syntézy osmolytik apod. Protein MSPRP2 by mohl podle autori zabratiovat vydeji
vody kofeny pfi stresu ze zasoleni, a tak pomdhat tolerovat vodni deficit u rostlin vojtésky.
Autofi také uvazuji vzhledem k pfitomnosti dvou funkéné odlisnych domén, Ze by MsPRP2
mohl propojovat plasmatickou membranu s bunéénou st€nou, a tak napf. branit plazmolyze
bun¢k a sniZovat citlivost ke stresu zplisobenému vodnim deficitem (Deutch a Winicow
1995).

4.3.4.8 MtPPRD1 (Medicago truncatula Protein with Proline-Rich Domain 1)

Mezi hybridni prolinem bohaté proteiny s C-termindlni doménou typu B patii téZ
MtPPRDI1 z Medicago truncatula. Protein ma kratkou prolinem bohatou doménu (25
aminokyselin), ve které byly detekovany dva motivy (PXXP), které jsou vazebnou
konsensualni sekvenci pro SH3 domény zajiSt'ujici vzajemné proteinové interakce (Bouton
a kol. 2005).

Gen kédujici MtPPRD1 byl exprimovany specificky v osové Casti embrya. Dale
vykazoval nizkou a pravdépodobné konstitutivni expresi v kofenech. Exprese byla vyvojové
regulovana a indukovana jiZ pfed zaloZenim radikuly, nasledné se hladina exprese zvySovala
a vymizela kratce po dokonceni zrani embrya (Bouton a kol. 2005).

Podle autori by mohla funkce MtPPRD1 souviset s kontrolou vyvojovych procest
specifickych pro pozdni fazi zrani embrya ¢i s obranou embrya proti patogenim. Vzhledem
k podobnosti C-terminalni domény MtPPRD1 s LTPs uvazuji autofi téZ o vazbé lipidickych

molekul prostfednictvim této domény. ProtoZe byly v prolinem bohaté doméné MtPPRDI
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detekovany motivy vyzadované pro vazbu SH3 domén, zvaZuji autofi téZ ur€itou funkci
proteinu v drahach pfenosu signdlu. Toto tvrzeni bylo odvozeno na zadklad€¢ funkce PRPs
u savcl a ¢lovéka, kde PRPs zasahuji do protein-proteinovych interakci a signalnich drah

vazbou SH3 domén proteinovych adaptorti (Bouton a kol. 2005).

4.3.4.9 SbPRP (Soybean Proline-Rich Protein)

Hybridni prolinem bohaty protein ze s6ji (SbPRP; Glycine max) ma délku 126
aminokyselin a je regulovan kyselinou salicylovou a dal$imi rostlinnymi hormony, vnitfnim
cirkadidlnim rytmem a riznymi stresovymi podminkami (zasoleni, sucho). SbPRP se sklada
ze signalniho peptidu, velmi kratké prolinem bohaté domény (16 aminokyselin)
a C-terminalni domény. Pfitomnost osmi cysteinovych zbytkti v sekvenci C-termindlni
domény podle autorti zfejmé€ souvisi stvorbou intramolekularnich €i intermolekuldrnich
disulfidovych mistkt. Rozmisténi leucinovych zbytki v sekvenci C-terminaini domény autofi
spojuji s tvorbou strukturniho motivu leucinového zipu (He a kol. 2001).

Exprese SbPRP byla detekovana v listech a epikotylech semenacki. Gen nebyl
exprimovany v délohach, hypokotylech, ani kofenech. Exprese SbPRP byla indukovana
v odpovédi na virovou infekci a plisobeni kyseliny salicylové (He a kol. 2001).

Vzhledem k prokdzanému vztahu mezi kyselinou salicylovou a rezistenci rostlin
k plsobeni patogend a rovnéZ k indukci exprese SOPRP v odpovédi na virovou infekci by
podle Gvah autord mohl SbPRP hrat roli v odpovédi rostlin na napadeni patogeny a v obrané
rostlin. S ohledem na regulaci exprese SBPRP vnitinim cirkadidlnim rytmem a mnoZstvim
vnéjSich i vnitfnich podnétl zvazuji autofi obecnéj$i funkci SbPRP v odpovédi rostlin na

zmény Zivotnich podminek (He a kol. 2001).

4.3.4.10 SbrPRP (Solanum brevidens Proline-Rich Protein)

Protein SbrPRP z netuberizujiciho druhu bramboru Solanum brevidens patti také do
skupiny hybridnich prolinem bohatych proteini. SbrPRP je vysoce homologni k hybridnimu
prolinem bohatému proteinu z bramboru (StPRP, téz StHyPRP1; Solanum tuberosum)
a k TFM7 (téz TPRP-F1) z rajéete (Lycopersicum esculentum; Fischer a kol. 2002).

SbrPRP (407 aminokyselin) se skladd z N-terminalniho signalniho peptidu, prolinem
bohat¢é domény a C-termindlni hydrofobni domény. Aminokyseliny prolin, lysin, serin
a tyrosin tvofi vice neZ 50 % molekuly proteinu. V prolinem bohaté doméné se vyskytuji dva
hlavni repetitivni motivy. Na N-konci se ¢asto vyskytuje motiv (PPHVKPPSTPK), ktery byva

nastaveny zobou stran motivem (TPKYP). Na C-konci domény je castym motivem
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(PTPPIVSPP), ktery miiZe byt rovnéZ na obou koncich prodlouzeny o motiv (TPKPPS;
Fischer a kol. 2002).

Autofi sledovali expresi gend koédujicich HyPRPs v riznych organech Solanum
brevidens a Solanum tuberosum. Exprese SbrPRP a StPRP je organové specificka a lisi se
mezi sledovanymi druhy &eledi Solanaceae. StPRP méa nejvys$si hladinu exprese v kofenech.
SbrPRP je naopak nejsilnéji exprimovany v etiolovanych prytech. Vyznamna hladina exprese
StPRP byla detekovéana ve stonku, kvétech a hlizdch bramboru. V mladych (,,sinkovych)
listech rostlin rostoucich ve sklenikovych podminkéch byla zaznamenana u obou geni velmi
nizka hladina exprese, zatimco v plné vyvinutych (zdrojovych) listech nebyly transkripty
detekovany. Na rozdil od blizce pfibuzného genu TPRP-FI (kapitola 4.3.4.11)
exprimovaného silné¢ v nezralych plodech raj¢ete, nebyla exprese StPRP v plodech (bobulich)

bramboru detekovana (Fischer a kol. 2002).

4.3.4.11 TPRP-F1 (Tomato Proline-Rich Protein, synonymum TFM7)

Hybridni protein z rajéete (Lycopersicum esculentum) nazvany TPRP-F1 se vyznaCuje
pfitomnosti dlouhé prolinem bcohaté domény s pfevazujicimi repetitivnimi motivy
charakteristickymi téZ pro extensiny: (Pro-Pro-lle-Val), (Pro-Pro-Ser-Thr) a (Pro-Thr-Pro-
Pro). Za prolinem bohatou doménou lezi kratkd glycinem bohatd doména, ktera je
nasledovana C-terminédlni hydrofobni doménou (Salt a kol. 1991, 1992). Salt a kol. (1991)
detekovali vysokou hladinu mRNA 7PRP-FI v mladych plodech raj¢ete a o hodné nizsi téz
v etiolovanych semenéccich, dospélych zelenych plodech a zralych plodech, listech, stonku
a kofenech.

Santino a kol. (1997) izolovali a charakterizovali n&kolik sekvenci, které byly
exprimovany primadrmé€ v mladych plodech rajéete (Lycopersicum esculentum). Jedna ze

sekvenci pfedstavovala hybridni prolinem bohaty protein, ktery byl nazvan TFM7. P#i
porovnani 7fim7 s TPRP-FI1 bylo zjist€éno, Ze kromé& kratké sekvence na N-konci jsou

sekvence obou gend identické, a jedna se tedy zfejmé o identické geny. Tfm7 byl
exprimovany predev§im v nezralych zelenych plodech. V plodech v dal$ich stadiich vyvoje
byla hladina transkriptu redukované az nedetekovatelnd. Ve zralych zelenych plodech nebyla
exprese Ifm7 detekovatelnd. Vzhledem k tomu, Ze vtomto stadiu dochéazi ke zvySovani
koncentrace etylénu v pletivech plodd, zvazuji autofi moZnost negativni regulace Tfm7
etylénem. Fuze promotoru Tfin7 s reportérovym genem GUS ukazala, Ze exprese Tfm7 je
lokalizovéna pfedevS§im v perikarpu plodl, v kolumele a buiikach placenty. Signal byl téz

zaznamenan v lateralnich kofenech (Santino a kol. 1997).

35



4.3.4.12 zmHyPRP (zea mays Hybrid Proline-Rich Protein)

Hybridni prolinem bohaty a hydrofobni protein zmHyPRP z kukufice (Zea mays)
se vyznauje pfitomnosti prolinem bohaté domény s repetitivnimi motivy (PPYV)
a (PPTPRPS) a C-terminalni hydrofobni domény. Vzhledem k vyskytu serinovych
a prolinovych zbytkd v sekvenci prolinem bohaté domény uvazuji autofi o moZnosti
hydroxylace (Pro) a glykosylace (Ser) proteinu. Pfitomnost osmi cysteinovych zbytki
v sekvenci hydrofobni domény umoZiiuje podle autord tvorbu intramolekularnich (nebo
intermolekularnich) mistkd, které mohou byt duilezité pro vytvafeni terciarni struktury.
Vzhledem k hojnému vyskytu sekvence (Pro-Pro-Tyr-Val) je pro zmHyPRP podle José-
Estanyol a kol. (1992) predikovana tvorba isodityrosinovych mustki.

Expresni profil zmHyPRP je dobfe definovan. Transkript genu zmHyPRP se
akumuluje v embryu a neni detekovén v jiném organu dospélé rostliny s vyjimkou ovaria pted
opylenim. V promotoru zmHyPRP byl nalezen ABA-responsivni element (José-Estanyol
akol. 1992). Akumulace mRNA zmHyPRP je {asto asociovana s parenchymatickymi
burikami s velkym podilem zasobniho materiélu, které obklopuji vyvijejici se cévni pletiva
embrya (José-Estanyol a kol. 1998).

Podle Jos¢-Estanyol a kol. (1992) by mohl vyskyt zmHyPRP v bunécné sténé vést
k modifikacim bunétné stény, které by umozZiovaly ochranu embrya béhem pozdni
embryogeneze. Role zmHyPRP tak podle autort souvisi s obranyschopnosti vyvijejiciho se

embrya.

4.3.5 Funkce HyPRPs

Funkce hybridnich prolinem bohatych proteinl nebyla doposud definovana, ackoli se
uvazuje o fad€¢ fyziologickych uloh véetn€ ucasti ve vyvoji rostlin a odpovédi rostlin na
nejruznéjsi stresové podnéty a situace. Riizné proteiny se mohou u¢astnit rliznych procesi
dilezitych v ontogenezi rostlin, a nebo naopak hrat roli v uréitém zékladnim pochodu tvorby
¢i modifikace bunééné stény. ProtoZze jsou HyPRPs tvofeny dvé€ma typickymi doménami,
znichz jedna je vZdy repetitivni a bohatd na prolin a druhd se vyznaCuje absolutné
konzervovanou polohou cysteinovych zbytkl, které byvaji dilezZité pro tvorbu terciarni
struktury proteini, mohly by rizné HyPRPs fungovat v riznych situacich, avSak stejnym
zplisobem.

Repetitivni prolinem bohatd doména HyPRPs pifipomind svym charakterem typické
sténové proteiny (extensiny, PRPs), a proto by mohla byt vdzéna v buné€tné st€n€. Funkce ani

umisténi hydrofobni C-terminadlni domény v rdmci buné¢né stény nejsou znadmy. Vzhledem
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k celkové hydrofilnimu charakteru bunééné stény jsou moznosti interakce hydrofobni domény
v buné¢né sténé znaln€ omezené. Vzhledem k podobnosti hydrofobni domény sLTPs
(kapitola 4.3.3) je moZné predpokladat interakci hydrofobni domény s lipidickymi a jinymi
hydrofobnimi molekulami (uvadi napf. Bouton a kol. 2005). Hydrofobni charakter
C-terminalni domény by mohl mit schopnost ukotveni proteinu v plasmatické membrané nebo
k plasmatické membrané (uvadi nani. Blanco-Portales a kol. 2004). Pokud je skute¢né
prolinem bohata repetitivni doména vazana v buné€fné stén€, coz lze usuzovat z primarni
struktury podobné st€énovym extensinim, nabizi se eventualita fixace i spojeni plasmatické
membrany a bunééné stény prostiednictvim HyPRPs, jak uvade€ji ve svych pracich Deutch
a Winicov (1995), Goodwin a kol. (1996) a Holk a kol. (2002). Tyto prace vSak ptedpokladaji
existenci transmembranovych domén v ramci C-terminalni domény.

Podle literarnich udaji by se HyPRPs mohly tucastnit ve vyvoji rostlinnych pletiv
a organi, v obran¢ rostlin proti stresu ¢i patogenim nebo v reakci rostlin na zmény Zivotnich
podminek. Napf. He a kol. (2001) uvazuji o t€asti SbPRP v obrané rostlin sojového bobu
(Glycine max) proti infekci patogeny. Podle Jose-Estanyol a kol. (1992) hraje zmHyPRP
pravdépodobné roli v obran¢ embrya kukufice (Zea mays). Holk a kol. (2002) se domnivaji,
Zze DC 2.15 je dilezity pro vyvoj cévnich pletiv a listd u rostlin mrkve (Daucus carota)
a potlacuje bunécny rist. FaHyPRP se podle tvah autort ziejmé ucastni procesu lignifikace
a vyvoje ploda jahodniku (Fragaria ananassa) prostiednictvim kotveni polymerd ligninu
v bunééné sténé ¢i k plasmatické membran€ béhem ristu a zrani plodd (Blanco-Portales a kol.
2004). Wu a kol. (1993) uvadéji, Ze CELPs hraji pravdépodobné roli ve vyvoji kvéti u tabaku
(Nicotiana tabacum) a pti opyleni a oplozeni vajicka.

Pravdépodobny obecny funkéni mechanismus hybridnich prolinem bohatych proteinti
prezentuji ve svych pracich Deutch a Winicov (1995) a Goodwin a kol. (1996): BNPRP
a MsPRP2 by mohly zfejmé& spojovat plasmatickou membranu s bunécnou sténou. U MsPRP2
by toto predikované spojeni mohlo branit plazmolyze buné€k, a tim snizovat citlivost rostlin
vojtésky (Medicago sativa) ke stresu zplsobenému vodnim deficitem pfi zasoleni (Deutch
a Winicov 1995). BNPRP by mohl podle autori prostiednictvim propojeni plasmatické
membrany a bunééné st€ény napomahat chrénit rostliny brukve fepky olejky (Brassica napus)
proti moZznému poskozeni zpisobenému nizkou teplotou, kdy dochazi k dehydrataci bunék.
Za té€chto okolnosti je nezbytné zachovani blizkého kontaktu protoplastu a bunécné stény,

ktery je nutny pro pifeziti bun€k (Goodwin a kol. 1996).
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5. MATERIAL A METODY

5.1 Biologicky material

5.1.1 Experimentalni rostliny

V préaci byly pouzity rostliny bramboru Solanum tuberosum L. cv. Désirée. Rostliny

pochazeji z ABC Godollé v Mad’arsku.

5.1.2 Bakterialni kmeny

Kmen Escherichia coli DHSo (Sambrook a kol. 1989) byl pouZit pro pfipravu
a klonovani plasmidd.
Kmen Agrobacterium tumefaciens C58C1 s plasmidem pGV2260 (Deblaere a kol.

1985) byl pouzit pro transformaci bramboru.

5.1.3 Vektory

a) »pDrive Cloning Vector“ (pDCV)
Vektor pDCV (Obr. 5.1), ktery je soulasti kitu pro TA klonovéani PCR fragmentd
(QIAGEN PCR Cloning Kit), byl pouzit pro naklonovani modifikovaného genu StHyPRPI.

Bakterie nesouci pDCV byly pozitivné selektovany na médiu s ampicilinem.

b) Binarni vektor pCP60

Binarni vektor pCP60 (Obr. 5.2, laskavé poskytl Dr. Ratet) byl pouzit pro transformaci
rostlin bramboru. DNA konstrukty byly klonovany do klonovaciho mista (polylinkeru) mezi
35S promotor viru kvétakové mozaiky (CaMV) a nopalin syntdzovy terminator. Prava a leva
hrani¢ni oblast T-DNA vymezuje ¢ast DNA vektoru pfenaSenou do rostlinné buiiky béhem
transformace. Vektor nese v ramci T-DNA gen pro neomycin fosfotransferazu pod kontrolou
nopalin syntdzového promotoru, ktery umoziluje pozitivni selekci transformovanych rostlin

na médiu s kanamycinem. Soucésti vektoru je téz kanamycinové resistence pro bakterie.
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pDrive Cloning Vector

Obr. 5.1: ,pDrive Cloning Vector“ (pDCV); Vyznateno misto pro TA klonovéni. Vytvofeno pomoci
programu pDRAW (www.acaclone.com).

12420 bp

Obr. 5.2: Binarni vektor pCP60; Prostfednictvim restrikéntho mista BamH1 byl do vektoru vloZen
RiStHyPRP1, pomoci mista EcoRI byl vloZen modifikovany gen StHyPRPI. Vytvofeno pomoci programu
pDRAW (www.acaclone.com).

39



c) Vektor pBluescript II KS (+) + RiStHyPRP1
(Fischer, nepublikované vysledky)

,,Vlasenkovy* konstrukt pro navozeni RNA interference se sklada ze sekvenci po¢atku
genu kodujiciho StHyPRP1 (300 bp) v opaénych orientacich, mezi neZ je vloZena unikétni
sekvence (200 bp). Tato sekvence pochazi z plasmidu pBluescript II KS+ mezi restrikénimi
misty EcoRV a Pvull (na pozici 977; Obr. 5.3, Obr. 5.4). Po&atek genu StHyPRPI byl

izolovan pomoci PCR s primery prp-s a prp-b (Tab. 5.1). Pro navrZeni ,,revers* primeru prp-b
byla pouZita sekvence cDNA genu SbrPRP (LL12; Béanfalvi a kol. 1996). Primer prp-s

(,,forward“) byl navrZzen na zakladé sekvenci po¢atkd homolognich genu z rajéete TPRP-FI

(Salt a kol. 1992) a Tfin7 (Santino a kol. 1997).

Tab. 5.1: Primery pro izolaci pofatku genu StHyPRP1

Primer

Sekvence 5'— 3

prp-s

CCG GAA TTC CAT ACC AAT GGA GAA GTT

prp-b

GTG GTG TAG TTG GTG GTT TAG

Sacl

pBluescript It KS (+) Enﬁﬁﬁlv

Kpnl

Pvull

Obr. 5.3: Vektor pBluesctipt II KS (+); Vyzacena restrikéni mista pouZitd pti pfipravé ,,vlasenkového*
konstruktu (RiStHyPRP1). Unikédtni sekvence vlasenkového konstruktu se nachdzi mezi restrikénimi misty
EcoRV a Pwvull (na pozici 977) — vyznadena &ervenymi Sipkami. Vytvoteno pomoci programu pDRAW

(www.acaclone.com).
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Pfitomnost ,,vlasenkového* konstruktu v binarnim vektoru pCP60 byla ovéiena
prostfednictvim PCR s primerem prp-s, ktery amplifikuje celou sekvenci ,,vlasenkového*
konstruktu. Reakce byla pfipravena podle obecného schématu (kapitola 5.2.10). Byl pouzit
program PRPS (Tab. 5.2). Pfitomnost produktu o délce ptiblizn€¢ 700 bp byla sledovana
elektroforézou (kapitola 5.2.3, 1,2% gel, 12 pl vzorku, 55V).

Tab. 5.2: Amplifikace ,,vlasenkového* konstruktu (program PRPS)

Krok | Teplota Cas
1. 94°C 3:00
2. 94°C 0:30
3. 58°C 0:45
4. 72°C 1:00
5. opakovat kroky 2-4 29x
6. 4°C | ©
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poclatek genu unikatni sekvence pocatek genu

StHyPRP1 (300 bp) 200 bp StHyPRP1 (300 bp)
—) b
Sacl
EcoRlI
EcoRI
pocatek genu <
StHyPRP1 EcoRV

PKS 1+
2961 bp /
EcoRV

Pwull pocatek genu

Stépeni StHyPRP1
Sacl a Kpnl
parcialni\ stépeni Pvull

Sacl
EcoRI
pocatek genu
StHyPRP1
EcoRV
@ Kpn1
Pwvull

EcoRV EcoR1

Sacl Kpnl

EcoR1 EcoRV

P35S gamHiI
K
pCP60
T4 polymeraza 12,42 kb
(zatupeni)
T4 ligaza
v
Sacl BamHIl j
P35S
EcoRI
pocatek genu 300 bp
StHyPRP1
T4 ligaza 200 bp
pocCatek genu "viasenkovy"
BamHI StHyPRP1 konstrukt

Obr. 5.4: Schéma pHpravy ,,vlisenkového“ konstruktu a pCP60+RiStHyPRP1
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5.2 Prace s DNA

5.2.1 Izolace plasmidové DNA z E.coli

(Sambrook a kol. 1989)

Bakterie byly zao¢kovany do 3 ml tekut¢ého LB média (Tab. 5.3) s pfislusnymi
antibiotiky (Tab. 5.14) a aerobné kultivovany pfes noc pti 37°C (150 otaek/min.). Narostlé
bakterie byly sklizeny centrifugaci v eppendorfkach (30 s, 12000 g, RT). Sediment byl
resuspendovan za pouZiti vortexu v 80 pl roztoku I (GTE, Tab. 5.3). Suspenze byla
inkubovéana 5 minut pfi RT. Dale bylo pfidano 200 pl Cerstvé ptipraveného roztoku II (Tab.
5.3). Suspenze byla bezprostfedné po promichani pfenesena na led a inkubovana 5 minut.
Bylo pfidano 150 pl roztoku III (Tab. 5.3) suspenze byla promichana, ihned pfenesena na led
a inkubovéna 5 minut. SraZzena chromozomélni DNA byla odstranéna centrifugaci (10 min.,
12000 g, RT). Po centrifugaci byl supernatant pienesen do nové eppendorfky, dikladné
promichan se 400 pl smési fenol : chloroform 1 : 1 (pH 8,0; mozno pouzit pH 6,7)
a cetrifugovan (5 min., 12000 g, RT). Horni vodné faze byla pfenesena do nové eppendorfky,
promichana s 800 ul vychlazeného 96% etanolu a inkubovana 5-10 minut na ledu. SraZenina
byla centrifugovana (10 min., 12000 g, RT), sediment byl promyt 500 ul 70% etanolu,
centrifugovan (3 min., 12000 g, RT) a vysuSen pfi RT. Sediment byl rozpustén v 30 pl
(pBluescript KS II, pDCV; pCP60 v 20 pul) TE pufru (Tab. 5.3) s 1 ul RNézy v koncentraci 10
mg/pl. Eppendorfky byly inkubovény 30 minut pfi 37°C. Rozpus$téna DNA byla skladovana
pii teploté —20°C.

Tab. 5.3: Roztoky a pufry pro izolaci plasmidové DNA z bunék E. coli

Roztoky, pufry a média SloZeni
Roztok I (GTE) 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0), 50 mM glukosa
Roztok 11 0,2 M NaOH, 1% SDS (vzdy Cerstvé pfipraveny)
Roztok III (KAc/HAc) 3 M octan draselny, 11,5% kyselina octova
TE pufr 10 mM T::s-HCI (pH 8,0), | mM EDTA-NaOH (pH 8,0)
LB médium 1% pepto'n (trypton), 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl (sterilizovano
kldvovanim)

5.2.2 Izolace plasmidové DNA z A. tumefaciens

(Sambrook a kol. 1989)

Roztoky pro izolaci byly pfipraveny podle tabulky Tab. 5.3. Bakterie byly zaokovéany
do 3 ml tekutého LB média ve sterilnich zkumavkach s pfisluSnymi antibiotiky (Tab. 5.16)
a aerobn€ kultivovany pfes noc pfi 28°C a 150 otackach za minutu. Narostlé bakterie byly

sklizeny centrifugaci v eppendorfkach (30 s, 12000 g, RT). Sediment byl dvakrat promyt 1 ml
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1 M NaCl. Sediment byl resuspendovan v 80 ul roztoku I (Tab. 5.3). K suspenzi bylo pfidano
20 pl roztoku lysozymu (200 mg/ml). Suspenze byla inkubovana 5 minut pfi RT. Dale bylo
postupovano podle protokolu pro E.coli (kapitola 5.2.1).

5.2.3 Elektroforéza DNA

(Sambrook a kol. 1989)

Pro elektroforézu DNA byl pouZivan agarézovy gel. Koncentrace agardzy byla volena
v souvislosti s velikosti sledovaného fragmentu (Tab. 5.4). NavaZena agar6za byla rozvafena
v potfebném objemu 0,5xTAE pufru (Tab. 5.5). Po ochlazeni na pfiblizné¢ 70°C bylo do 100
ml rozvafené agar6zy pfidano 5 pl etydium bromidu (10 mg/ml). Nality gel tuhne ptiblizné
30—40 minut. Po utuhnuti byl z gelu odstranén hieben, gel byl zalit 0,5xTAE pufrem a do
jamek byly nandSeny vzorky DNA smichané sroztokem BPB (Tab. 5.5) v poméru S : 1.
Déleni probihalo v poli stejnosmémého elektrického proudu o intenzit¢ asi 4 V/cm. Gel
srozdélenou DNA (cDNA) byl zdokumentovan pomoci transiluminatoru a fotoaparatu
Olympus Camedia C-3030ZO0M.

Tab. 5.4: PFiblizna pouZivand zavislost koncentrace agarézy na velikosti fragmentu DNA

Velikost fragmentu DNA Kocentrace agardzy
<150 bp 2%
150—600 bp 1,5%
600—1500 bp 1,2%
> 1500 bp 1%

Tab. 5.5: Pufry a roztoky pro elektroforézu DNA

Pufr, roztok SloZeni
Na 1000 ml: 2,42 g Tris base, 5,71 ml ledové kyseliny
SOxTAE octové, 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
BPB 0,025% bromfenolova mod¥, 15% ficol v dest. vodé
Vodny roztok o koncentraci 10 mg/ml, skladovat v

Etydium bromid chladu

5.2.4 Extrakce DNA z agarézového gelu pomoci kitu QIAEX Il

(QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol, QIAGEN)

Cistym ostrym skalpelem byl z agarézového gelu pod UV zafenim vyfiznut bloek
gelu s fragmentem poZadované velikosti. Gel byl pfenesen do pfedem zvazené prihledné
nebarevné eppendorfky a byla zjiSt€éna jeho hmotnost. Ke gelu v eppendorfce byl piidan
objem pufru QX1 podle hmotnosti gelu a velikosti fragmentu (Tab. 5.6). Suspenze QIAEX II
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byla resuspendovana vortexovanim po dobu 30 sekund a pfidana ke gelu s pufrem QXI1.

Objem pfidané suspenze zavisel na mnozstvi izolované DNA (Tab. 5.7).

Tab. 5.6: Zavislost mezi velikosti fragmentu a objemem pufru QX1

Velikost fragmentu DNA Objem pFidaného pufru QX1
<100 bp 6x objem (hmotnost) gelu
100—4000 bp 3x objem (hmotnost) gelu

3x objem (hmotnost) gelu
+ 2x objem (hmotnost) gelu dest. vody

> 4000 bp

Tab. 5.7: Zavislost hmotnosti DNA na objemu QIAEX II

Hmotnost DNA Objem ptidaného QIAEX I
<2pug 10 ul
2-10 pg 30 pl

Eppendorfka s gelem, pufrem QX1 a suspenzi QIAEX II byla inkubovana 10 minut pti
teploté 50°C ve vyhiivaném tfepacim blocku. Vzorek byl centrifugovan (30s, 12000 g, RT),
supernatant byl peclivé odstranén pipetou. Sediment byl promyt 500 pl pufru QX1
a centrifugovan (30s, 12000 g, RT). Po odstranéni supernatantu byl sediment 2x promyt 500
ul pufru PE, peclivé resuspendovaii vortexovanim a centrifugovan (30s, 12000 g, RT).
Sediment byl vysu$en. Purifikovand DNA byla uvolnéna pfidanim 10-20 pl 1-10 mM
Tris-HCI1 (pH 8,5) nebo destilované vody, resuspendovanim pomoci vortexu a inkubaci za

podminek danych velikosti izolovaného fragmentu DNA (Tab. 5.8).

Tab. 5.8: Zavislost velikosti fragmentu DNA na dobé a teploté inkubace

Velikost fragmentu DNA Doba inkubace Teplota
<4000 bp 5 minut RT
4000-10000 bp S minut 50°C
> 10000 bp 10 minut 50°C

Vzorek byl centrifugovan (€9s, 12000 g, RT), supernatant s rozpuSténou DNA byl
peclivé odebran a pfenesen do nové eppendorfky. DNA byla skladovana pfi teploté —20°C.
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5.2.5 Precisténi DNA pomoci kitu QIAEX I

(QIAEX II Protocol for Desalting and Concentrating DNA Solution, QIAGEN)
Vzorek s rozpusténou DNA byl pfenesen do €iré eppendorfky. Ke vzorku byl pfidan
pufr QX1 (Tab. 5.9).

Tab. 5.9: Zavislost me.i velikosti fragmentu a objemem pufru QX1

Velikost fragmentu DNA Objem ptidaného QX1
<100 bp 6x objem vzorku DNA
100—4000 bp 3x objem vzorku DNA
3x objem vzorku DNA
>
4000 bp + 2x objem vzorku dest. vody

Suspenze QIAEX II byla resuspendovéna vortexovanim (30 s). Ke vzorku bylo
pfidano 10 pl suspenze na kazdych 5 pg DNA a vse bylo promichéno. Vzorek byl inkubovan
10 minut pfi RT v tfepacim blocku. Obsah eppendorfky byl centrifugovén (30 s, 12000 g, RT)
a supernatant byl odstranén. K sedimentu bylo dvakrat pfidano 500 pul PE pufru, sediment byl
resuspendovan vortexovanim a centrifugovan (30 s, 12000 g, RT). Sediment byl vysusen.
DNA byla uvolnéna pfidanim 10-20 pl 1-10 M Tris-HCI (pH 8,5) nebo destilované vody,
vortexovanim a naslednou inkubaci. Délka a podminky inkubace zavisi na velikosti
fragmentu DNA (Tab. 5.10).

Tab. 5.10: Zavislost velikosti fragmentu DNA na dobé a teploté inkubace

Velikost fragmentu DNA Doba inkubace Teplota
<4000 bp 5 minut RT
4000-10000 bp 5 minut 50°C
> 10000 bp 10 minut 50°C

Vzorek byl centrifugovan (30 s, 12000 g, RT) a supernatant s rozpus§ténou DNA
peclivé odebran pipetou a pfenesen do nové eppendorfky. Pie€isténda DNA byla skladovana

pfi teploté —20°C.

5.2.6 Ligace

Fragmenty s kohezivnimi konci byly ligovany pomoci T4 DNA ligazy (Fermentas,
Tab. 5.11) pfi 15°C 3 hodiny aZz pfes noc. Po ukonceni ligace byla T4 DNA ligaza

inaktivovana inkubaci pfi teploté 65°C po dobu 10 minut.
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Tab. 5.11: SloZeni ligaéni smési

Do 15 pl:
T4 DNA ligaza 0,3 ul
10x liga¢ni pufr 1,5 ul
Celkové mnoZstvi DNA 200 ng

5.2.7 Odsoleni ligacéni smési

Pro odsoleni liga¢ni smési byla pouzita 1% agar6za se 100 mM glukézou. Odsolovaci
kolonky byly vytvofeny zeppendorfek, do kterych bylo napipetovano 1,3 ml neztuhlé
agardzy s glukézou. Pred utuhnutim byly eppendorfky pielepeny lepenkou a do roztoku byla
zanofena skrz lepenku Zlutd Spicka, kterd vytvofila po utuhnuti jamku. Do jamky byla

napipetovana ligaéni smés a odsoleni probihalo 90 minut pfi teploté 4°C.

5.2.8 Priprava kompetentnich bunék E. coli a A. tumefaciens

a elektroporace

5.2.8.1 Priprava kompetentnich bunék E.coli

(Sambrook a Russell 2001)

Kolonie bakterii E. coli byla rozfarkovana na plotnu scerstvyym LB médiem
a kultivovana pies noc pfi teplot€ 37°C. Nové€ narostla izolované kolonie byla zaockovana do
50 ml tekutého LB média (Tab. 5.12) a aerobné€ kultivovana (150 ota¢ek/min.) pfes noc pii
teploté¢ 37°C. Do 500 ml tekutého LB média predehfatého na teplotu 37°C bylo zaockovano
25 ml narostlé suspenze. Bakterie byly aerobné kultivovany pfii teplot€¢ 37°C do dosaZeni
optické denzity 0,4 (600 nm, kyveta 1 cm).

Suspenze byla prudce ochlazena na ledu a inkubovana za obfasné¢ho michani 15-30
minut v ledové lazni. VSechny nasledujici kroky probihaly pfi teploté pfiblizn€ 0°C. Suspenze
byla pfenesena do centrifugacnich kyvet a centrifugovana (15 min., 1000 g, 4°C). Sediment
byl resuspendovan v 500 ml sterilni destilované vody. Bakterie byly sedimentovany
centrifugaci (20 min., 1000 g, 4°C), resuspendovany v 250 ml sterilniho 10% glycerolu
a centrifugovany (20 min., 1000 g, 4°C). Sediment byl resuspendovan v 10 ml sterilniho 10%
glycerolu. Suspenze byla centrifugovana (20 min., 1000 g, 4°C). Supernatant byl peclivé
odstranén a sediment byl resuspendovan v 1 ml GYT média (Tab. 5.12). Byla zméfena
opticka denzita (600 nm, kyveta 1 cm) suspenze nafedéné 1:100. Suspenze byla nafedéna na
koncentraci 2x10'%-3x10'® bungk/ml (1,0 ODgyy = ~2,5x10® bunék/ml) GYT médiem.
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Suspenze bunék byla rozpipetovana po 40 pl do sterilnich eppendorfek, ochlazena v tekutém

dusiku a uchovavana pfi teploté —70°C.

Tab. 5.12: Média pro pfipravu kompetentnich bunék E. coli

Média SloZeni Sterilizace
0, 0, 1 Y o,
LB 1% ;;epton (trypton), 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, autoklavovani
1,75% agar
GYT 10% glycerol, 0,125% kvasnicovy extrakt, 0,25% trypton | filtrace (0,22 pm filtr)

5.2.8.2 Elektroporace E.coli

(Dower a kol. 1988)

V ledové lazni byly rozmraZzeny kompetentni buiiky E. coli a DNA. Soucasné byla
v ledové lazni ochlazena elektroporaéni kyveta. Elektroporator (Bio-Rad Gene Pulser
Apparatus) byl nastaven na hodnoty: 125, 25 pF, 2,5 kV a 200 Q. DNA o objemu 3-5 ul byla
pfidana k suspenzi rozmraZenych kompetentnich buné€k v ledové lazni. Smés kompetentnich
bun€k a DNA byla promichéna $pi¢iiou pipety a inkubovana 1 minutu v ledové lazni. Smés
byla rychle pfenesena do vychlazené elektroporaéni kyvety a sklepnuta na dno. Byl aplikovan
elektricky puls (12 kV/cm, 4,2—4,5 ms). K burikach v elektropora¢ni kyveté byl pfidan 1 ml
SOC média (Tab. 5.13) a suspenze byla opatrné pienesena pipetou do sterilni zkumavky
a aerobné¢ (150 otac¢ek/min.) kultivovana 1 hodinu pf#i teploté 37°C. Suspenze bunék byla
vyseta na plotny s LB médiem (Tab. 5.13) a antibiotiky (kanamycin/ampicilin, Tab. 5.14)
a buriky byly kultivovany pfi teploté 37°C pies noc.

Tab. 5.13: Média pro elektroporaci E. coli

Médium SloZeni Sterilizace
SOC 2% pepton (trypton), 0,5% kvasni¢ny extrakt, 20 mM glukéza, 10 mM | filtrace

NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl, 10 mM MgSO, (0,22 pm filtr)
LB 1% pepton (trypton), 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, 1,75% agar autoklavovani

Tab. 5.14: Koncentrace antibiotik v médiich pro E. coli

Antibiotikum Zisobni roztok Koncentrace v médiich
Kanamycin 50 mg/ml v dest. vodé, sterilizovano filtraci (0,22 pm) 50 mg/l
Ampicilin 100 mg/ml v dest. vodg, sterilizovéano filtraci (0,22 pm) 100 mg/1

5.2.8.3 Priprava kompetentnich bunék A. tumefaciens

(McCormac a kol. 1998)

Kultura bakterii Agrobacterium tumefaciens byla roz€arkovana na plotnu s tuhym LB
médiem (Tab. 5.15) a rifampicinem (Tab. 5.16). Bakterie byly kultivovany pii teploté 28°C
3 dny. Cerstvé narostla izolovana kolonie byla zaokovina do 10 ml tekutého LB média

s rifampicinem a aerobn€ kultivovdna pii teplot¢ 28°C 16-20 hodin (150 otaCek/min).
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Z narostlé suspenze bakterii bylo 10 ml zaockovano do 400 ml tekut¢tho YEB média (Tab.
5.15) s rifampicinem a kultivovano za silného tfepani do dosaZeni optické denzity 0,6 pti 560
nm (kyveta 1 cm).

Kultura byla v kultiva¢nich nddobach ochlazena v ledové lazni (15 min) a sklizena
centrifugaci (10 min, 4000 g, 4°C). V3echny nasledujici kroky probihaly pfi teploté pfiblizné
0°C. Bunky byly postupné resuspendovany v 400 ml a 200 ml sterilni destilované vody
al0ml 10% sterilniho glycerolu a sedimentovany centrifugaci za stejnych podminek.
Vysledny sediment byl resuspendovan v 1 ml sterilniho 10% glycerolu. Vznikla suspenze
bun€k byla rozpipetovana do eppendorfek po 100 pl, zmraZena v tekutém dusiku a dale

uchovavana pfi teploté —70°C.

Tab. 5.15: Média pro pFipravu kompetentnich bunék 4. tumefaciens

Médium SloZeni
LB 1% pepton (trypton), 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, (1,75% agar)
YEB 1% pepton (trypton), 0,1% kvasni¢ny extrakt, 0,5% sachardza, 0,05%
MgSO, (sterilizovan oddélené)

Tab. 5.16: Koncentrace antibiotik v médiich pro A. tumefaciens

Antibiotikum Zasobni roztok Koncentrace v médiich
Kanamycin 50 mg/ml ve vod¢, sterilizovano filtraci (0,22 um) 50 mg/l
Rifampicin 10 mg/ml v metanolu, neni nutné sterilizovat 100 mg/I

5.2.8.4 Elektroporace A. tumefaciens

(Shen a Forde 1989)

V ledové lazni byly rozmrazeny kompetentni buriky A. tumefaciens a DNA. Soucasné
byla v ledové lazni ochlazena elektroporacni kyveta. Elektroporator (Bio-Rad Gene Pulser
Apparatus) byl nastaven na hodnoty: 125, 25 uF, 2 kV a 200 Q. DNA o objemu 3-5 pl byla
pfidana k suspenzi rozmraZenych kompetentnich bun€k v ledové lazni. Smés kompetentnich
bunék a DNA byla promichéna 3pi¢kou pipety a inkubovdna 1 minutu v ledové lazni. Po
inkubaci byla smés rychle pienesena do vychlazené elektroporaéni kyvety a sklepnuta na dno.
Byl aplikovan elektricky puls (12 kV/cm, 4,2—4,5 ms). K buiikach v elektropora¢ni kyveté byl
rychle po aplikaci pulsu pfidan 1 ml YEB recovery média (Tab. 5.17) a suspenze byla
pfenesena do sterilni zkumavky a aerobné¢ kultivovana 3 hodiny pfi teplot¢ 28°C (150
otaek/min.). Suspenze byla vyseta na plotny s LB médiem (Tab. 5.17) a antibiotiky
(kanamycin, rifampicin; Tab. 5.16). Vyseté buiiky byly kultivovéany pfi teploté 28°C 3 dny.
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Tab. 5.17: Média pro elektroporaci A. tumefaciens

Médium SlozZeni
LB 1% pepton (trypton), 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, (1,75% agar)
1% pepton (trypton), 0,1% kvasni¢ny extrakt, 200 mM sacharéza, 100 mM
NaCl, 25 mM KCl, 100 mM MgCl,, 100 mM MgSO, (sterilizovano filtraci)

YEB recovery

5.2.9 Izolace rostlinné DNA

(Shure a kol. 1983)

Rostlinny materidl o ¢erstvé hmotnosti pfiblizn€¢ 150 mg byl rozdrcen ve tfeci misce
s tekutym dusikem a jest€¢ ve zmrzlém stavu pfenesen do eppendorfky s 450 pl extrakéniho
pufru (Tab. 5.18, Tab. 5.19) a vie bylo promichano. Ke smési bylo pfidano 450 pl roztoku
fenol : chloroform (1 : 1, pH 8,0 popt. 6,7). Po dikladném promichani byla smés
centrifugovana (7 minut, 3000 g, RT). Horni faze byla pifenesena do nové eppendorfky, bylo
kni pfidano 0,7 objemu isopropanolu a vSe bylo promichdno opatrnym pievracenim
zkumavky. VysraZeny chuchvalec DNA byl pfenesen do nové eppendorfky, dvakrat promyt
500 pl 70% etanolu. Sediment byl vysuSen. Izolovand DNA byla rozpusténa v 200 pl TE
pufru (Tab. 5.18) s 1 pul RNazy (10 mg/ml) a skladovéna pfi teploté —20°C.

Koncentrace rozpu$téné DNA byla stanovena spektrofotometricky podle vztahu:
¢ (ng/ul) = (50 x Azeo x Fedeéni)/1000.

Tab. 5.18: Pufry pro izolaci rostlinné DNA

Pufr SloZeni
Extrakéni pufr 500 pl 2x izola¢ni pufr, 500 ul 10 M mocovina, 10 ul Na,S,0s
TE pufr 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), ] mM EDTA-NaOH (pH 8,0)

Tab. 5.19: Roztoky pro pFipravu extrakéniho pufru

Roztok SloZeni
2x izolaéni pufr 0,6 M NaCl, 0,1 M Tris (pH 7,5), 40 mM EDTA, 4% sarcosyl, 1% SDS
10 M modovina 60 g ve 100 ml dest. vody

5.2.10 Polymerazova rétézova reakce (PCR)

Pro PCR bylo pouzivano 50-200 ng templatu v pfipad¢ genomové DNA a maximalné
10 ng templatu (vétsinou <5 ng) v ptipad¢ plasmidové DNA (Tab. 5.20). Program PCR (Tab.
5.21) zahrnuje tfi procesy: denaturace, ,,annealing” (nasedani primerti), polymerace. Tyto

procesy se opakuji v cyklech. Pocet cyklt byl volen podle charakteru reakce.
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Tab. 5.20: SloZeni PCR (50 pl)

Templatova DNA 50-200 ng (plasmid 5-10 ng)
10x PCR pufr 5ul

25 mM MgCl, 3ul

10 mM dNTP 1 ul

1 mM primer 2x1pl

Taq polymeréaza 1,25-2,5 u (konc. 5 w/pl)

Tab. 5.21. Obecné schéma PCR

Pocate¢ni denaturace 94°C 3 min.
Denaturace 94°C 30s
Annealing (T —5)°C 3060 s
Polymerace 72°C (Taq Pol.) 1 min./1000 bp

5.3 Prace s RNA

5.3.1 Izolace rostlinné RNA

(Stiekema a kol.1988)

Rostlinny materidl na izolaci RNA je nutné velmi rychle sklidit, zmrazit v tekutém
dusiku a uchovavat pfi teplot€ —70°C. Béhem celého procesu izolace RNA byly pouzivany
sterilni roztoky, nadobi i plastik a bylo pracovéano v latexovych rukavicich. RNA byla kromé
pocatecnich krokl neustale udrZzovana pfi teploté 0°C na ledu.

Ve vychlazené tfeci misce stekutym dusikem bylo diikladné rozdrceno 300 mg
¢erstvé hmotnosti rostlinného materialu. Ke zmrzlému prasku bylo postupné ptidano 500 ul
extrak¢niho pufru (Tab. 5.22) a 500 ul fenolu (pH 8,0, popf. 6,7) a smés byla promichana. Po
rozmrazeni byla smés pfenesena pipetou do eppendorfky, inkubovana 20 minut pfi 70°C ve
vyhfivaném blo€ku a centrifugovana (5 min., 12000 g, RT). Horni faze byla pfenesena do
nové eppendorfky na ledu. Spodni fize byla promichana s200—400 pl extrakéniho pufru
a opét centrifugovana (5 min., 12000 g, RT). Horni faze byly spojeny a dvakrat promichany
s 400 pl smési fenol:chloroform (1:1, pH 8,0 popt. 6,7) a centrifugovany (5 min., 12000 g,
4°C). K vysledné horni fazi byla pfiddana 1/3 objemu 10 M LiCl (Tab. 5.22) a vSe bylo
promichano. Poté byla RNA sraZena 2 hodiny na ledu. Vznikla sraZenina byla centrifugovana
(10 min., 12000 g, 4°C), sediment byl dikladn€ resuspendovan v1 ml 2,5 M LiCl
a centrifugovan (10 min., 12000 g, 4°C). Sediment byl 2x promyt 70% etanolem a vysuSen.
Nakonec byl sediment dikladné rozpustén v 25-50 pl sterilni destilované vody. Rozpusténa

RNA byla uchovavana pti teploté —20°C.
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Koncentrace rozpus$téné RNA byla stanovena spektrofotometricky podle vztahu:
¢ (ug/ul) = (40 x Ajgo x fedéni)/1000.

Tab. 5.22: Roztoky a pufry pro izolaci rostlinné RNA

Roztok, pufr SloZeni

200 mM acetat sodny (pH 5,2), 10 mM EDTA (pH 8,0), 1% SDS
(ptipraven bezprostiedné pred izolaci)

42,39 ¢ do 100 ml H,O

Extrakéni pufr
10 M LiCl

5.3.2 Elektroforéza RNA

(Logemann a kol. 1987)

Gel o objemu 40 ml pro elektroforézu RNA byl pfipraven z 0,4g agarézy rozvaiené
v 29 ml sterilni destilované vody (Tab. 5.24). Po rozvateni byla dopln€¢na voda do ptiivodniho
objemu. V digestofi byly pfidany 4 ml 10xMEN (Tab. 5.23, 1x koncentrovany) a 7 ml 37%
formaldehydu. Po utuhnuti byl gel zalit 1x koncentrovanym elektroforetickym pufrem MEN.

Na gel bylo nanaSeno 10 pg RNA. Pro nanaseni na gel byly smichany 3 pl 10xMEN,
3,6 ul 37% formaldehydu, 12 ul formamidu, 0,05 pl etydium bromidu (10 mg/ml), 1,5 pl BPB
(Tab. 5.23). 20,15 pl této smési (premix) bylo smichano s 9,85 ul RNA (10-30 pg). Vzorky
byly inkubovany 15 minut pti 65°C ve vyhfivaném blocku a poté prudce ochlazeny na ledu.
Po naneseni vzorkl na gel a zaliti elektroforézy 1xMEN probihalo rozd€lovani v elektrickém
poli o intenzité¢ 4 V/cm.

Gel srozdélenou DNA byl zdokumentovan pomoci transiluminatoru a fotoaparatu
Olympus Camedia C-3030ZO0OM a RNA byla pomoci kapilarniho blotovani pfenesena na

membranu (Boehringer).

Tab. 5.23: Pufry a roztoky pro elektroforézu RNA

Roztok, pufr SloZeni

200 mM MOPS, 50 mM acetat sodny, 10 mM EDTA; na 500 pl: 21 g
MOPS, 2,05 g bezvody acetat sodny, 10 ml 0,5 M EDTA (pH 7,0,
upraveno 5—10N NaOH), ze sterilni destilované vody, neni tfeba kldvovat
BPB 0,025% bromfenolova mod¥, 15% ficol v dest. vodé

Etydium bromid Vodny roztok o koncentraci 10 mg/ml, skladovat v chladu

10xMEN (MOPS)

Tab. 5.24: SloZeni gelu pro elektroforézu RNA

Slozka Vysledna koncentrace Na 100 ml:
Agaré6za 1% lg
Formaldehyd (37%) 6,5% 17,5 ml
10xMEN 1x koncentrovany 10 ml
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5.3.3 Prenos RNA na membranu kapilarnim blotovanim

(Sambrook a kol. 1989, Northern blotting)

Gel s rozd€lenou RNA byl ekvilibrovan za mirného tfepani 20 min ve 150 pl roztoku
20xSSC (Tab. 5.25). RNA byla pomoci kapilarniho blotovani pfenesena na membranu
(membrana pro DIG znafeni Boehringer Nylon+, Obr. 5.5). Pfenosovym roztokem byl
20xSSC. Pienos probihal miniméln€ 16 hodin, v optimélnim pfipad€¢ 24 hodin. Po ukonéeni
pienosu byla membrana oplachnuta v 2xSSC, poloZena spodni stranou vzhiru na filtra¢ni
papir a ususena. RNA byla na membranu navazana UV zafenim (1200 kJ/cm?). Membrana

byla uchovavéna mezi filtraCnimi papiry.

Tab. 5.25: Roztoky pro p*enos RNA na membranu kapilarnim blotovinim

Roztok SloZeni
20xSSC Na 1000 ml: 175,3g NaCl, 88,2 g citratu sodného, v destilované vodé

5.3.4 Hybridizace se sondou zna¢enou digoxygeninem

(The DIG System Users Guide for Filter Hybridization)

5.3.4.1 Hybridizace

Hybridiza¢ni pec byla nastavena na teplotu 40°C. V hybridiza¢ni peci byl pfedehrat
hybridiza¢ni pufr (Tab. 5.26). Do vyhiatého hybridizaéniho vélce byla vloZzena membrana
s navazanou RNA (svrchni stranou dovnitf) a byla zalita hybridizaénim pufrem (na 100 cm?
membrany 15 ml pufru) a 1 hodinu prehybridizovana. Nasledovala hybridizace za stejnych
podminek se zna¢enou sondou (15 pl sondy o koncentraci 25 ng/ul v 15 ml hybridiza¢niho

pufru, kapitola 5.6.4) nejméné 16 hodin (1épe 24 hodin a vice).

Tab. 5.26: SloZeni a pFiprava hybridiza¢niho pufru

7% SDS, 50% formamid, SxSSC, 2% blocking reagent (Boehringer), S0OmM NaPi

Hybridizaéni pufr pufr (pH 7,0), 0,1% N-lauroylsarcosine
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Obr. 8.5: Schéma pfencsu RNA na membrine
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5.3.4.2 Detekce

Vodni 1azeii byla nastavena na 68°C. Membrana s navazanou RNA a znac¢enou sondou
byla 2x promyvana ve 150 ml 2x ,,Wash Solution“ (Tab. 5.27) po dobu 15 minut. Membrana
byla 2x promyvana ve 150 ml 0,5x ,,Wash Solution“ (pfedem ohfaty na 68°C) ve vodni lazni
pfi teplot¢ 68°C 15 minut. Membrana byla ekvilibrovana v 30 ml ,,Washing Buffer (Tab.
5.27) 1 minutu. Membrana byla 30 minut inkubovéna v 50 ml ,.Blocking Solution“ (Tab.
5.27). Déle byla membrana inkubovdna 30 minut v 30 ml ,Blocking Solution“ s2 pl
protilatky (fedéni 1 : 15000). Membrana byla 2x promyvana ve 150 ml ,,Washing buffer po
dobu 15 minut. Pak byla membrana 2 minuty promyvana v ,,.Detection Buffer (20-30 ml,
Tab. 5.27). Chemiluminiscentni substrat byl nafedén v ,,Detection buffer v poméru 1 : 50
(0,51 ml na 100 cm?. Membrina byla pienesena na destitku a po naneseni
chemiluminiscentniho substratu zabalena do potravinaiské folie a pfiloZzena k RTG filmu.
Délka expozice se pohybovala mezi 3—45 min. Film byl vyvolan (vyvojka 2 min., H,O —

oplachnout, ustalova¢ 0,5 — 1 min.), oplachnut diikladné ve vodé€ a usuSen.

Tab. 5.27: Roztoky pro detekci

Roztok SloZeni, popis
2xWash solution 2xSSC, 0,1% SDS
0,5xWash solution 0,5xSSC, 0,1% SDS
Maleic acid buffer 100 mM maleic acid, 150 mM NaCl (pH 7,5)
Washing buffer 100 mM maleic acid, 150 mM NaCl (pH 7,5) + 0,3% Tween 20
Blocking solution 1% Blocking reagent v Maleic acid buffer
Detection buffer 100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl (pH 9,5)

5.4 Priprava modifikovaného genu StHyPRP1

Modifikovany gen StHyPRP1 z bramboru s deletovanou prolinem bohatou doménou
se sklada pouze ze signalni sekvence a sekvence C-termindlni hydrofobni domény. DNA pro
izolaci a amplifikaci jednotlivych &asti byla izolovana z listi rostlin bramboru (Solanum
tuberosum cv. Désirée, kapitola 5.2.9). Jednotlivé casti sekvence genu StHyPRPI byly
izolovany a propojeny pomoci PCR. (Obr. 5.6, kapitola 5.2.10).

5.4.1 Izolace ¢asti genu StHyPRP1

Signalni sekvence (~100 bp) byla izolovana pomoci PCR (Tab. 5.28) s primery SLF
(,,forward“) a SLR (,revers*) — Tab. 5.29. Primer SLF ma pfesahujici kratkou sekvenci

s restrikénim mistem BamHI. Primer SLR je specificky presahujici sekvenci s restrikénim
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mistem Sacl. Presahujici sekvence je komplementarni k pfesahujici sekvenci primeru LTPF
(,,forward*“ pro amplifikaci hydrofobni domény) a umozZiiuje spojeni mezi izolovanou signalni
sekvenci a izolovanou sekvenci C-terminalni domény. Usp&inost izolace signalni sekvence

byla ovéfena pomoci elektroforézy DNA (kapitola 5.2.3, 2% gel, 55V).

Tab. 5.28: Izolace signalni sekvence - PCR

Slozeni reakce PCR (50 pl) Program PCR - SIGNAL
Templat (rostlinnda DNA — 100 ng) 1 pl | Krok | Teplota Cas
Primery (SLF, SLR) 1+1pl 1. 94°C 3:00
dNTPs 1 ul 2. 94°C 0:30
| MgCl, 3ul 3. 55°C 0:30
PCR pufr 5pul 4. 72°C 0:10
Polymeraza (Taq) 0,5 pl 5. opakovat kroky 2-4 35x
H,O (sterilni) 375ul| 6. 4°oCc | ©

Tab. 5.29: Primery pro izolaci signalni sekvence

Oznadeni primeru Sekvence 5'— 3’ Enzym
signalF CC OG/G A*TC CCT CTC TCC ATA CCA ATG G BamHI
signalR % ATA AGG ACA TGC ATG GGC AAT G Sacl

Vysvétlivky: ,.** zna¢i misto odkud je sekvence primeru shodna se sekvenci StHyPRPI; ramedek vyznacuje
restrikéni mista (,/ je misto $t&penf); stinovéni znali sekvenci komplementarni k sekvenci primeru LTPF;
podtrzeno je ATG.

Sekvence C-termindlni hydrofobni domény (~300 bp) byla izolovana pomoci PCR
(Tab. 5.30) s primery LTPF (,,forward“,) a LTPR (,revers®) — Tab. 5.31. Primer LTPF je
charakteristicky pfesahujici sekvenci komplementéarni k pfesahujici sekvenci SLR (Tab. 5.29)
a restrikénim mistem Sacl. Reverzni primer LTPR ma v kratké pfesahujici sekvenci pfitomno
restrikéni misto pro BamH]1. Izolace sekvence C-terminélni hydrofobni domény byla ovétena
pomoci elektroforézy DNA (kapitola 5.2.3, 1,5% gel, 55V).

Tab. 5.30: Izolace sekvence C-terminalni hydrofobni domény

SloZeni reakce PCR (50 pl) Program PCR - LTP

Templat (rostlinnda DNA — 100 ng) 1 ul] Krok Teplota Cas
Primery (LTPF, LTPR) 1+1pl 1. 94°C 3:00
dNTPs 1 pl 2. 94°C 0:30
MgCl, 3ul 3. 60°C 0:30
PCR pufr 5ul 4. 72°C 0:45
Polymeraza (Taq) 0,5 pl 5. opakovat kroky 2-4 30x
H,O (sterilni) 37,5 ul 6. 4°C | ©
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Tab. 5.31. Primery pro izolaci sekvence C-termindlni hydrofobnf domény

Oznadeni primeru Sekvence 5'— 3° Enzym
LTPF JAG* CCA ACT TGC CCC ATT GAT GC Sacl
LTPR GG AG/G* ATCTT GAT TTA GGT TGA AGG ACAC BamHI

Vysvétlivky: ,,*“ zna¢i misto odkud je sekvence primeru shodna se sekvenci StHyPRPI; ramelek vyznaluje
restrikéni mista (,,/* je misto §t&peni); stinovani znadi sekvenci komplementarni k sekvenci primeru signalF.

5.4.2 Spojeni izolovanych éasti StHyPRP1

Signalni sekvence (SL) a sekvence C-terminalni hydrofobni domény (CD) byly
spojeny prostfednictvim piekryvajicich se sekvenci a dvoustupriové PCR (Obr. 5.6, Tab. 5.32,
Tab. 5.33) sprimery SLF (,forward“ signalni sekvence) a LTPR (,revers“ sekvence
hydrofobni domény). V prvnim kroku PCR (SLCD1) do$lo ke spojeni komplementarnich
prekryvajicich se sekvenci (12 nt) a k prodlouZeni fetézci ve sméru 5'— 3°. Druhy krok
Vznikly
modifikovany gen StHyPRP1 je ohraniCeny restrikénimi misty BamH]1 a obsahuje restrikéni

(SLCD2) zprostiedkoval namnoZeni konstruktu vzniklého v prvnim kroku.

misto Sacl ve spojeni ¢asti genu.

Tab. 5.32: PCR - spojeni signilni sekvence a sekvence C-terminalni domény

SloZeni reakce PCR (50 ul)

Templat: SL-PCR 1:9 (1 pl) 2 ul
CD - PCR 1:9(1 pi) H

Primery (SLF, LTPR) 1 + 1 pl (ptidano po prvnim kroku PCR)
dNTPs 1 ul
| MgCl, 3l
PCR pufr 5pul
Polymeraza (Taq) 0,5 ul + 0,5 ul (ptidano po prvnim kroku PCR)
H,O (sterilni) 36 pl

Tab. 5.33: Program PCR - SLCD1 a SLCD2

PCR
Krok 1 - SLCDI1 Krok 2 — SLCD2

Krok Teplota Cas Krok Teplota Cas
1. 94°C 3:00 1. 94°C 3:00
2. 94°C 0:30 2. 94°C 0:30
3. 43°C 1:20 3. 55°C 0:45
4. 72°C 0:30 4. 72°C 0:45
S. opakovat kroky 2-4 10x 5. opakovat kroky 2-4 10x
6. 4°C | © 6.* 72°C 10:00

7. 4°C 0

Pozn.: *Krok 6 byl ptidan z diivodu ptipojeni dATP na 3’konce amplifikovanych produkti Taq polymerazou.
Pfipojené dATPs jsou nutné pro TA klonovéani, které bylo pouzito pti vloZeni konstruktu do vektoru.
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Schéma modifikovaného StHyPRP1:

signalni sekvence

C-terminalni doména

Izolace signalni sekvence z genomu: SLR Sacl
5 3’
SLF
BamHl
BamH|
Izolace hydrofobni C-terminaini domény: LTPR ]
5 3
T [Ty,
Sacl LTPF

Bmel Sicl cD BaniHI
modifikovany StHyPRP1
400 bp

Obr. 5.6: Schéma pFipravy modifikovaného genu StHyPRPI; SL — signilni sekvence, CD — sekvence
C-termindini hydrofobni domény, SLF — primer (,forward“) pro amplifikaci signalni sekvence, SLR — primer
(.revers“) pro amplifikaci signlni sekvence, LTPF — primer (,.forward“) pro amplifikaci sekvence C-terminalni
domény, LTPR — primer (,revers“) pro amplifikaci sekvence C-terminalni domény.
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5.4.3 Ovéreni konstruktu — modifikovaného genu StHyPRP1

Konstruktu byl ovéfovan pomoci $té€peni restrikénim enzymem Sacl (Fermentas, Tab.
5.34). Restrikéni misto pro Sacl leZi mezi sekvencemi spojenych domén. Po §té€peni Sacl byly
na elektroforéze (kapitola 5.2.3, 1,5% gel, 55V), patrné dva fragmenty o velikostech pfiblizné
100 a 300 bp. Déle byl konstrukt ovéfovan separa¢ni amplifikaci signalni sekvence (Tab.
5.28) a sekvence C-terminalni domény (Tab. 5.30) a sekvenaci (po zaklonovani do vektoru

pDCV; kapitola 5.4.5).

Tab. 5.34: Schéma $tépeni konstruktu restrikéni endonukledzou Sacl

Do 12 pl reakce:
DNA (konstrukt) 6 ul
Sacl 0,25 pl
Pufr (Y+/Tango 1x) 1,25 ul
H,O 4,5 ul

5.4.4 Viozeni modifikovaného genu StHyPRP1 do vektoru pDCV

(QIAGEN PCR Cloning Kit Ligation Protocol)

Modifikovany gen vznikly spojenim signalni sekvence a sekvence C-terminalni
domény byl vloZzen do vektoru ,,pDrive Cloning Vector” (pDCV), ktery je soucasti kitu pro
TA klonovani PCR fragmenti (QIAGEN, Tab. 5.35). Koncentrace konstruktu
(modifikovaného StHyPRPI) byla odhadnuta podle kontrolni elektroforézy (kapitola 5.2.3,
1,5% gel, 55V) na 20 ng/3 pl. Do liga¢ni reakce byl tedy pfiddn maximalni objem fragmentu
(4 ).

Tab. 5.35: SloZeni reakce

pDCV (50 ng/pl) 1ul
PCR produkt 4 ul (~27 ng)
sterilni destilovani H,O dle potieby (dopoéitat do 10 ul)
2xLigation Master Mix 5ul

Liga¢ni reakce byla inkubovéana 2 hodiny pfi teploté¢ 10°C. Ligéza byla inaktivovéna
10 minut pfi 70°C. Smés byla ochlazena na ledu a dale skladovana pfi teplot€¢ —20°C. Po
odsoleni (5.2.7) byla liga¢ni smés pouZita na elektroporaci bun€k E. coli (5.2.8.2) . Bakterie
nesouci vektor pDCV byly pozitivn€ selektovany na médiu s ampicilinem.

Pfitomnost modifikovaného genu v plasmidech izolovanych z bakterii byla zjistovana
pomoci $tépeni restrikéni endonukleazou EcoRI (Fermentas, Tab. 5.36). Restrikéni mista
EcoRI ohraniduji misto vloZeni fragmentu do vektoru. Stépeni probihalo 3 hodiny pti 37°C.

Nastépené vektory byly rozdé€leny elektroforeticky (kapitola 5.2.3, 1,2% gel, 55V).
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Tab. 5.36: §tépeni pDCYV enzymem EcoRI

Do 10 pl reakce:
DNA (vektor 1 pg) 3u
Pufr (0+) 1 ul
EcoRI 0,5 ul
H,0 5,5 ul

Orientace vloZeného fragmentu ve vektoru byla zjist€éna prostfednictvim $té€peni
vektoru restrikénim enzymem Sacl (Fermentas, Tab. 5.37). Sacl $tépi vektor vné vloZeného
konstruktu a uvniti konstruktu, pfi¢emzZ roz$t€pi konstrukt na dva rizn€¢ dlouhé fragmenty.
Podle vysledné délky vySté€pené Casti fragmentu lze na elektroforéze (kapitola 5.2.3, 1,2% gel,
55V) zjistit orientaci fragmentu ve vektoru. St&peni probihalo 3 hodiny p#i 37°C.

Tab. 5.37: Stépeni pDCV enzymem Sacl

Do 10 pl reakce:
DNA (vektor, 1pug) 3ul
Pufr (Y+/Tango, 1x) 1 pl
EcoRI 1,5 pl
H,O 4,5 ul

5.4.5 Sekvenovani

Plasmidy na sekvenovani byly pfe€istény: 25 ul plasmidové DNA bylo smichano s 15
ul 20% PEG (4000 nebo 6000 Da) a 2,5 M NaCl a miniméln¢ jednu hodinu probihalo sraZeni
DNA na ledu. DNA byla centrifugovana (20-25 min., 12000g, 4°C). Supernatant byl opatrné
odebran a sediment 2-3x promyt 100 pl 70% etanolu. Sediment byl vysuSen a rozpustén ve 25
ul sterilni destilované vody. Pfitomnost plasmidu po pfe€isténi byla ovéfena prostiednictvi
elektroforézy v agarézovém gelu (kapitola 5.2.3, 1 ul, 1% gel, 55 V). Z gelu byla téz
odhadnuta koncentrace piecisténych plasmidi. Na sekvenaci bylo smichdno 200-350 ng
plasmidu, 3,2 pmol primeru (M13forward) a H,O do celkového objemu 14 pl.

5.4.6 VioZeni modifikovaného genu StHyPRP1 do binarniho vektoru

Modifikovany gen StHyPRP1 byl do binarniho vektoru pCP60 vloZen prostfednictvim
restrikénich mist pro EcoRI. Bindmni vektor (pCP60) byl rozitépen EcoRI (Fermentas,
3 hodiny, 37°C, Tab. 5.38). Nasté€pena vektorova DNA byla ptecisténa pomoci kitu QIAEX II
(kapitola 5.2.5). Konstrukt byl pomoci EcoRI vystépen z vektoru pDCV (3 hodiny, 37°C,
Tab. 5.38). Vystépeny konstrukt byl od plasmidu oddélen pomoci elektroforézy DNA
(kapitola 5.2.3) a vyizolovan z gelu pomoci kitu QIAEX II (kapitola 5.2.4).
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Tab. 5.38: stépeni pDCY a binidrniho vektoru pCP60 enzymem EcoRI

Do 60 pul reakce:

DNA (pDCV, 2 -3 ug) 9 ul
Pufr (0+) 6 ul
EcoRI 2 ul
H,0 43 pl

Do 60 pl reakce:

DNA (pCP60, 3 pg) 12 pl
Pufr (0+) 6 pl
EcoRI 1,5 pl
H,0 40,5 pl

Pomoci elektroforézy v agarézovém gelu (kapitola 5.2.3, 1%, 55V) byla zji§téna
koncentrace (odhad z gelu) modifikovaného StHyPRP1 a vektoru pCP60, kterou je nutné znat
pro ligaci. Ligani smé&s byla namichana podle tabulky Tab. 5.11 (kapitola 5.2.6). Ligace
probihala pfi 15°C pfes noc.

Liga¢ni smés byla odsolena (kapitola 5.2.7) a elektroporovana do bunék FE.coli
(kapitola 5.2.8.2). Bakterie nesouci binarni vektor pCP60 byly pozitivné selektovany na LB
médiu s kanamycinem. Pfitomnost modifikovaného StHyPRPI byla zjiStovana pomoci PCR
(Tab. 5.39) z bakteridlnich kolonii. Pro amplifikaci byl pouzit primer 35Smethyl (,,forward®,
Tab. 5.40), ktery je komplementarni k ¢asti 35S promotoru. Reverznim primerem byl LTPR
(,,revers“ C-termindlni hydrofobni domény, Tab. 5.40). Produkt (~800 bp) se bude
amplifikovat pouze v ptipad€, Ze bude orientace vloZeného modifikovaného genu spravna.
Produkty PCR byly rozdé€lovany elektroforézou (kapitola 5.2.3, 1,2% gel, 55V, 10 ul vzorku).

Tab. 5.39: PCR z bakteridlnich kolonii E. coli

SloZeni reakce PCR (50 pl) PCR — program 35SLTP
Templat (malé mnoZstvi z bakt. kolonie) - | Krok Teplota Cas
Primery (35Smethyl, LTPR) 1+1pl 1. 94°C 3:00
dNTPs 1 ul 2. 94°C 0:30
MgCl, 3ul 3. 58°C 0:45
PCR pufr Spul 4, 72°C 1:00
Polymeraza (Taq) 0,5 ul 5. opakovat kroky 2-4 34x
H,O (sterilni) 385ul| 6. 4°C | oo

Tab. 5.40: Primery pro PCR

Oznadeni primeru Sekvence 5'— 3’
35Smethyl TCA ACA AAG GGT AAT ATC CGG
LTPR GGA GGA TCC TTG ATT TAG GTT GAA GGA CAC
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Binérni vektor s vloZenym konstruktem byl vyizolovan z bunék E.coli (kapitola 5.2.1)
a elektroporovan do bun€k A. tumefaciens (kapitola 5.2.8.4). Pfitomnost spravného plasmidu
v koloniich A. tumefaciens byla zji§tovana stejnym zpisobem, jak bylo vySe popsano pro E.
coli (Tab. 5.39).

5.5 Kultivace a transformace bramboru

5.5.1 Kultivace rostlin bramboru

Rostliny bramboru byly kultivovany v in vitro podminkdch na pevném LS médiu
(Linsmayer a Skoog 1965, Tab. 5.41, Tab. 5.42, Tab. 5.43) s 3% sachardézou pfi fotoperiodé
16-8 svétlo-tma. Byly mnoZeny prostfednictvim nodalnich ¢&i vrcholovych segmentu.

Hodnoceny (fenotyp, exprese) byly rostliny staré 1 mésic.

Tab. 5.41: Roztoky soli pouzivané pri pripravé LS média

Z.4sobni Koncentrace soli Objem zisobniho
Soli v zdsobnim roztoku roztoku v médiu
roztok
&n (ml)
A NH,NO, 82,5 20
H;BO; 1,24
KH,PO, 34
C KI 0,166 5
N82M004 .2 Hzo 0,05
CoCl,. 6 Hzo 0,005
D CaCl, .2 H,0 88 3
E MnSO, . 4 H,0 4,46 s
ZnS0O, .7 H,O 1,72
CuSO, .5 H,O 0,005
F FeSO, .7 H,0 2,78 0
NazEDTA . 2 Hzo 4,12

Pozn.: Pro pfipravu nebyly pouZivany zasobni roztoky jednotlivych soli, ale MSMO soli od firmy Sigma
v koncentraci 4,33 g/1.

Tab. 5.42: SloZeni zdsobniho roztoku vitamini a glycinu pouzivaného p¥i pfipravé LS média

Slozka Mnoistvi v 50 ml Objem zasobniho
zasobniho roztoku roztoku v médiu
Vitamin B1 (thiamin) 5 mg
Vitamin B6 (pyridoxin) 5 mg 1 mll
Kyselina nikotinova 25 mg
Glycin 150 mg
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Tab. 5.43. Dalsi slozky a charakteristiky LS média

Slozka MnozZstvi v 1000 m] média
Sachardza 30g
Inositol 0,1g
Casein lg

| Agar 8g
pH upraveno na hodnotu 5,8 za pouziti KOH (10 mM)

5.5.2 Transformace bramboru

(Dietze a kol.1995)

Bakterie Agrobacterium tumefaciens nesouci binarni vektor pCP60 s vloZenym
konstruktem byly roz¢arkovany na plotny sLB médiem, rifampicinem (100 mg/l)
a kanamycinem (50 mg/l) a kultivovany 3 dny pfi teploté 28°C. Cerstvé narostla kolonie byla
zaoc¢kovana do 10 ml YEB média s antibiotiky (Tab. 5.16) a aerobné kultivovana pfes noc pii
28°C (150 otaCek/min.) do dosaZeni pozdni logaritmické faze (mlé¢né zakalena suspenze).

Pro transformaci byly pouZity rostliny bramboru (Solanum tuberosum cv. Désirée)
kultivované z vrcholovych segmentli v in vitro podminkach. Tmavé zelené listy ze stfedni
¢asti stonku 4 tydny starych rostlin byly jednou aZz dvakrat profiznuty ostrou Ziletkou kolmo
na stfedni Zilku ze spodni strany a byl jim odfiznut fapik. Listy byly poloZeny svrchni stranou
dold na hladinu tekutého LS média (Tab. 5.41, Tab. 5.42, Tab. 5.43) o objemu 10 ml s 50 pl
napéstované suspenze A. tumefaciens ve sterilni Petriho misce 0 @ 9 cm. Na jednu misku bylo
polozeno 10-15 listi. Kokultivace probihala 2 dny za tmy a laboratorni teploty. Po dvou
dnech byly listy osuSeny a pieneseny na pinzetou rozmélnéné CIM médium (Tab. 5.44, Tab.
5.45, Tab. 5.46) tak, aby celou plochou pfiléhaly k médiu. DalSi kultivace probihala za teploty
22-24°C a fotoperiody 16-8 svétlo-tma. Po sedmi dnech byly listy pfeneseny na pinzetou
rozmélnéné SIM médium (Tab. 5.44, Tab. 5.45, Tab. 5.46). Kazdych dalSich sedm dni byly
listy ptenaSeny na Cerstvé SIM médium. Pryty regenerujicich rostlin byly odfezavany ostrou
zZiletkou a zakoferiovany na LS médiu s claforanem (Tab. 5.41, Tab. 5.42, Tab. 5.43, Tab.
5.45).

Tab. 5.44: Média pro transformaci

Médium SloZeni

LS (bez sachardzy) + 1,6% glukdza, 0,6% agar, S mg/l NAA, 0,1 mg/i BAP, 300 mg/I
CIM* .
claforan, 50 mg/l kanamycin
LS (bez sachar6zy) + 1,6% glukdza, 0,6% agar, 2 mg/l trans zeatin-ribosid (SIGMA),
0,02 mg/I NAA, 0,02 mg/l GA3, 300 mg/l claforan, 50 mg/l kanamycin

SIM*

* Antibiotika a trans zeatin-ribosid byl pfidan do média az po klavovani pti teploté média pfiblizné 50°C.
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Tab. 5.45: Antibiotika v médiich pro transformaci

Antibiotikum

Zasobni roztok

Koncentrace v médiich

Kanamycin

50 mg/ml ve vodé, sterilizovano filtraci (0,22 pm)

50 mg/l

Claforan

100 mg/ml ve sterilni dest. vodé

300 mg/l

5.6.1 Ovéreni

Tab. 5.46: Riistové regulatory v médiich pro transformaci

Riistovy reguldtor

Zasobni roztok

Koncentrace v médiich

sterilizovéno filtraci (0,22 pm)

NAA (CIM) 2,5 mg/ml v 35% etanolu 5 mg/l

NAA (SIM) 2,5 mg/ml v 35% etanolu 0,02 mg/l |

BAP 1 mg/ml v 10 mM KOH 0,1 mg/l

GA3 1 mg/10 ml v 35% etanolu 0,02 mg/I
0,

Trans zeatin-ribosid 1 mg/ml v 70% etanolu, 2 mg/l

pritomnosti

transformovanych rostlin

Ptitomnost ,,vlasenkového* konstruktu (RiStHyPRP1) v rostlinach byla zjiStovana
prostiednictvim jeho amplifikace (Tab. 5.47) pomoci primeru PRPSII (Tab. 5.48). Produkty
PCR byly rozdé€lovany elektroforeticky (kapitola 5.2.3, 1,2% gel, 55V, 12 ul vzorku).

svlasenkového*

5.6 Analyza rostlin transformovanych pCP60+RiStHyPRP1

konstruktu

Tab. 5.47: Amplifikace ,,vlisenkového* konstruktu

SloZeni reakce PCR (50 pl) PCR - program PRPSII
Templat (rostlinnd DNA — 200 ng) 1 ul | Krok | Teplota Cas
Primer (PRP-S) 2 ul 1. 94°C 3:00
dNTPs lul|] 2. 94°C 0:30
| MgCl, 3l 3. 58°C 0:45
PCR pufr Sul] 4. 72°C 1:00
Polymeraza (Taq) 05pul] S. opakovat kroky 2-4 34x
H,O (sterilni) 375ul| 6. 4°C | ©

Tab. 5.48: Primer pro PCR

Oznadeni primeru

Sekvence 5'— 3°

PRP-S

ATT CCA TAC CAA TGG AGA AGT T
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5.6.2 Sledovani exprese ,,vlasenkového“ konstruktu pomoci RT-PCR

Pro

transformovanych rostlin. Reakce byla namichédna a probihala podle tabulky Tab. 5.49.

izolaci rostlinné RNA (kapitola 5.3.1) bylo sklizeno 300 mg kofenil

Produkty RT-PCR byly déleny elektroforézou (kapitola 5.2.3, 1,2% gel, 55V, 12 pl vzorki).

Tab. 5.49: Sledovéani exprese ,,vlisenkového* konstruktu

Reverzni transkripce PCR — program PRPS2
Krok Postup Krok Teplota Cas
1. 2l celkoyé BNA (1pg/ul) + 2 pl primeru PRPSII + 1. 94°C 3:00
8,5 ul sterilni H,O
2. Inkubace pfi teploté 70°C 5 minut; ochlazeni na ledu 2. 94°C 0:30
+ 4 ul M-MuLV RT pufru, 2 ul dNTPs, 0,5 pl o )
3 inhibitoru RN4z (premix) 3 >8°C 0:45
4. Inkubace 53°C 5 minut 4. 72°C 1:00
5. + 1 pl M-MuLV RT (reverzni transkriptaza) 5. opakovat kroky 2-4 29x
6. | Inkubace pfi teplot& 42°C 60 minut 6. 4°C [ ©
. . , Reakce byla namichéana podle 5.2.10
o] .
7. Inkubace pfi teploté 70°C 10 minut; ochlazeni na ledu s 2 ul PRPSII primeruas 2 pl z RT

5.6.3 Sledovani exprese genu StHyPRP1 pomoci RT-PCR

Pro izolaci RNA (kapitola 5.3.1) bylo sklizeno 300 mg kotfent a tézZ 300 mg biomasy
nadzemni ¢asti rostlin (2 cm od vrcholu). Hladina mRNA StHyPRPI byla sledovana na
trovni hladiny mRNA C-terminalni domény genu (Tab. 5.50). Pfi reverzni transkripci byla
mRNA piepsana do cDNA za pouziti primeru LTPR (Tab. 5.31), coZ je reverzni primer pro
amplifikaci C-termindlni domény StHyPRPI. Nasledovala PCR s primery LTPF a LTPR
amplifikujicimi C-terminalni doménu genu StHyPRPI (Tab. 5.31). Produkty RT-PCR
(ptiblizné 300 bp) byly déleny prostfednictvim elektroforézy (kapitola 5.2.3, 1,5% gel, 55V,

12 ul vzorku).

Tab. 5.50: Sledovani exprese genu StHyPRP1

Reverzni transkripce PCR program: LTP
Krok Postup Krok Teplota Cas

1. 2pl celkoyé ,RNA (1pg/pl) + 2 pl primeru LTPR + 1. 94°C 3:00

8,5 pl sterilni HO
2. Inkubace pfi teploté 70°C 5 minut; ochlazeni na ledu 2 94°C 0:30

+ 4 pul M-MuLV RT pufru, 2 pul dNTPs, 0,5 pl .
3 inhi{:itoru RNaz (prefnix) i i 3. 60°C 0:30
4. Inkubace 53°C 5 minut 4 72°C 0:45
5. + 1 pl M-MuLV RT (reverzni transkriptiza) 5. opakovat kroky 2-4 30x
6. Inkubace pfi teploté 42°C 60 minut 6. 4°oc | 0
7 Inkubace pfi teploté¢ 70°C 10 minut; ochlazeni na Reakce byla namichana podle 5.2.10

' ledu s primery LTPF a LTPR as2 plzRT
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5.6.4 Sledovani exprese genu StHyPRP1 pomoci ,,Northern blottingu*

RNA byla izolovana (kapitola 5.3.1) z kofent (pfiblizné¢ 300 mg) transformovanych
rostlin. Po elektroforéze RNA (kapitola 5.3.2) nasledoval pfenos na membranu (kapitola
5.3.3), hybridizace se sondou (5.3.4.1) a detekce (5.3.4.2). Sondu pro hybridizaci pfedstavoval
gen StHyPRPI. Sonda byla amplifikovdna z genomové DNA bramboru pomoci PCR
s primery SLF (,forward“ signalni sekvence, Tab. 5.29) a LTPR (,revers* hydrofobni
domény, Tab. 5.31) programem GENI1 (Tab. 5.51) se smési nukleotidi pro znaceni (dUTP-
DIG, Boehringer). Po elektroforéze (kapitola 5.2.3) byla z gelu odhadnuta koncentrace sondy.
Sonda (25 ng v 1 pl sterilni destilované vody) byla denaturovdna 10 minut pfi 96°C

a ochlazena rychle na ledu. Do 15 ml hybridizaéniho pufru bylo pouZito 15 pl roztoku sondy.

Tab. 5.51: Ptiprava sondy - PCR

SloZeni reakce PCR (50 pl) Program PCR - GEN1

Templét (genomova DNA) 1 ul (100 ng) | Krok Teplota Cas
Primery (SLF, LTPR) 1+1pl 1. 94°C 3:00
Smés nukleotidti pro znaceni Sul 2. 94°C 0:30

| MgCl, 6 ul 3. 58°C 0:45
PCR pufr 5ul 4. 72°C 2:00
Polymeréza (Taq) 1 ul 5. opakovat kroky 2-4 40x
H,O (sterilni) 30 ul 6. 4°C | o

5.7 Analyza sekvenci HyPRPs

Veskeré dostupné sekvence (genomové nebo cDNA-EST a z nich sestavené unigeny)
HyPRPs sedmi druhti rostlin (Arabidopsis thaliana, brambor — Solanum tuberosum, rajce —
Lycopersicum esculentum, Medicago truncatula, kukufice — Zea mays, ryze — Oryza sativa
a Pinus taeda) byly vyhledany prosttednictvim aplikace BLAST (TBlastn) na
www.ncbi.nlm.nih.gov, www.sgn.cornell.edu, http://arabidopsis.org, = www.plantgdb.org,
www.genome.ou.edu/medicago.html, www.shigen.nig.ac.jp/rice/oryzabase/top/top.jsp,
www.maizegdb.org. Sekvence byly vyhledany podle sekvence C-terminalni domény genu
SbrPRP (,,query“) ze Solanum brevidens (Fischer a kol. 2002). Fylogeneticky strom byl
vytvofen pomoci aplikace ClustalX (Thompson a kol. 1997).

5.8 Sledovani exprese HyPRP genlui bramboru v riznych organech
rostlin pomoci RT-PCR

Z kazdé vétve fylogenetického stromu byl vybrédn jeden gen bramboru (celkem 7,

véetné¢ genu pro StHyPRPI, Tab. 5.52) a mira jeho exprese byla sledovana v rtiznych
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rostlinnych organech pomoci reverzni transkripce a PCR (s primery specifickymi pro
sekvence jednotlivych gend (Tab. 5.53, Tab. 5.54). RNA byla izolovana (kapitola 5.3.1)
z vrcholovych listd (listy bezprostfedné na vrcholu stonku), dospélych listi (listy ve stfedni
adolni ¢asti stonku), fapikli, vrcholovych stonkli (maximéln€¢ 1 cm od vrcholu), starSich
stonkd (spodni ¢asti stonkl, maximéln€ 2 cm od hranice stonek-kofen, kofenti a dormantnich
hliz. Produkty RT-PCR byly rozd€lovany elektroforézou (kapitola 5.2.3, 1,5% gel, 55V, 10 ul

vzorki).
Tab. 5.52: Vybrané geny kodujici HyPRPs u bramboru
. Velikost fragmentu Velikost genu
Gen Oznadeni (bp) (bp)
SGN-U243599 Stl (StHyPRP1) 189 1083
SGN-U243524 St2 190 726
SGN-U244608 St5 216 444
SGN-U246053 St7 234 402
SGN-U244851 St9 263 417
SGN-U246413 St10 187 420
SGN-U254405 St12 218 369
Vysvétlivky: SGN-Uxxxxx — ¢islo genu v SGN databézi (www.sgn.cornell.edu)
Tab. 5.53: Schéma RT-PCR
Reverzni transkripce PCR program: STUNIGEN
Krok Postup Krok Teplota Cas
2 pl celkové RNA (1ug/ul) +1 pl primeru oligoT (23) o .
I | % 9,5 l sterilni H,0 I 4°C 3:00
2. Inkubace pfi teploté 70°C 5 minut; ochlazeni na ledu 2 94°C 0:30
+ 4 pul M-MuLV RT pufru, 2 pl dNTPs, 0,5 pl o .
3- | inhibitoru RN4z (premix) 3 60°C 0:45
4. Inkubace 41°C 5 minut 4, 72°C 0:20
5. | +1 pl M-MuLV RT (reverzni transkriptiza) 5. opakovat kroky 2-4 22x
6. | Inkubace pfi teplot& 42°C 60 minut 6. 4°Cc | ©
7. Inkubace pfi teploté 70°C 10 minut; ochlazeni na ledu Reakce' bylal na.lmlc.:hana podle 5.2.10
se specifickymi primery as 2 pl zRT

Tab. 5.54: Specifické primery pro amplifikaci jednotlivych genii kédujicich HyPRPs u bramboru

Oznadleni | Sekvence 5° > 3" (F — ,forward“, R — ,,revers*) Podet nt To |
St46F GGT GGA AGT GCT AAG CAA ACA 21 62
St46R | GGT TGA AGG ACA CTT GAA GTC 21 62
St47F TTG GGC TTG GTG ACCCAG C 19 62
St47R | ATG GAG CAA GTG TAG CCA GG 20 62
St50F | TTG TTA TAG GAA GTA GCCCAAC 22 62
St50R | GAA AGA AAC TAA ATT TAT CTT AAG C 25 62
St52F TAA ATG TAA CAC TTG GCA CTCC 22 62
St52R | ATG AAT ATC AAA AAC ACA AAA GGC 24 62
St54F | AGT TAA TGT TGT TGT TGG TTC AC 23 62
St54R | AAA AGT CTA CAC AGA AAG ATCGA 23 62
St55F | TCG GAG CGG TCATTG GGA C 19 62
St55R | AAA TCA GAT GGG AGT GTT TTG C 22 62
St57F | ATT GGG GCA AAA CCA AGT AGC 21 62
St57R | GCG TAA AAT CCT GTA TAC GCC 21 62
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6. VYSLEDKY

6.1 Analyza sekvenci HyPRPs s C-terminalni doménou typu B

Pro sekvenéni analyzy HyPRPs (Obr. 6.1) byly pouZity sekvence prolinem bohatych
domén a C-termindlnich domén sedmi druhl rostlin se zastupci nahosemennych (1 druh),
jednodéloznych (2 druhy) a dvoudéloznych (4 druhy) rostlin. VSechny dostupné
aminokyselinové sekvence HyPRPs (Tab. 6.1) z Arabidopsis thaliana, bramboru (Solanum
tuberosum), rajéete (Lycopersicum esculentum), Medicago truncatula, kukufice (Zea mays),
ryZe (Oryza sativa) a Pinus taeda byly vyhledany pomoci aplikace BLAST (TBlastn) podle
sekvence SbrPRP ze Solanum brevidens (,,query; Fischer a kol. 2002, kapitola 5.7). U vSech
sledovanych rostlinnych druhti tvofi HyPRPs rozsahlé proteinové rodiny, které jsou
charakteristické pomérné zna¢nou variabilitou. U niZSich rostlin (mechy, fasy a dalsi) nebyly

geny kodujici HyPRPs nalezeny.

Schéma HyPRPs
Repetitivni prolinem bohata doména

N-konec
C-konec

) ) ] C-terminalni hydrofobni doména
Signalni peptid

Obr. 6.1: Schéma hybridnich prolinem bohatych proteini; pomér jednotlivych domén podle StHyPRPI1
z bramboru, prolinem bohaté domény jsou obecn& délkove velmi variabilni.

Tab. 6.1: Polet zdstupcii HyPRPs nalezenych u sledovanych druhi rostlin a pouZitych pro sekvenéni

a fylogenetické analyzy
Analyzovany druh Polet genii Charakter sekvenci

Arabidopsis thaliana 16 genomové
Lycopersicum esculentum 14 EST (unigeny)
Medicago truncatula 26 EST

Oryza sativa 14 genomové
Pinus taeda 12 EST
Solanum tuberosum 13 EST (unigeny)
Zea mays 11 EST
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6.1.1 Analyza prolinem bohatych domén

Sekvence prolinem bohatych domén se vyznacuji vysokou variabilitou (Tab. 6.2).
Tato variabilita se tyka nejen velikosti prolinem bohatych domén, ale i aminokyselinového
sloZeni a repetitivnich motivl, které se v sekvencich vyskytuji. Vzajemné variabilni jsou
nejen sekvence prolinem bohatych domén z rtiznych druht rostlin, ale vysokou variabilitu
vykazuji i sekvence vramci jednotlivych druhii. Nejdel$i prolinem bohaté domény maji
velikost pfiblizn¢ 250 aminokyselin, nejkrat$i pfiblizn€ 20 aminokyselin. V ramci
proteinovych rodin u jednotlivych druht je kratkych prolinem bohatych domén obecné
vyrazné vice neZ dlouhych. V sekvencich prolinem bohatych domén HyPRPs z Pinus taeda se
vyskytuje kromé prolinu rovnéZ vysoky pocet glycinovych zbytk. Pomér poctu prolinovych
zbytkl k po¢tu glycinovych zbytkil je ve vétSin€ piipadii 1 : 1 ¢i dokonce niz§i. V ptipadeé
kukufice nejsou v délce prolinem bohatych domén tak vyrazné rozdily jako u ostatnich
sledovanych druht.

Tab. 6.2: Variabilita v délce sekvenci prolinem bohatych domén HyPRPs

, Nejdel$i PR Nejkratdi PR
Analyzovany druh - -
Protein Délka Protein Délka

Arabidopsis thaliana Atl 225 aa Atl4 22 aa
Lycopersicum esculentum Lel 254 aa Le9 25 aa
Medicago truncatula Mt9 128 aa Mt26 28 aa
Oryza sativa Osl 215 aa Os7 15 aa
Pinus taeda Pt12 110 aa Pt1l 16 aa
Solanum tuberosum St1 246 aa St12 15 aa
Zea mays Zml 33 aa Zm4 21 aa

Vysvétlivky: PR — prolinem bohatd doména; At, Le, Mt, Os, Pt, St, Zm — ozna&eni sekvenci proteinli pouzitych
pro konstrukci mnohocetného ptifazeni a fylogenetického stromu, aa — aminokyseliny.

6.1.2 Analyza C-terminalnich domén a porovnani s LTPs

Pro porovnani gend kodujicich HyPRPs byly pouZity sekvence konzervovanych
C-terminédlnich domén. V3echny sledované sekvence maji délku pfiblizn€ 90 aminokyselin
aje pro né charakteristickd pfitomnost specificky uspofddanych osmi cysteinovych zbytk.
Stejnym zplisobem jsou uspofadany cysteinové zbytky v proteinech zrodiny strukturné
konzervovanych nespecifickych LTPs (Obr. 6.3, kapitola 4.3.3). Kromé cysteinovych zbytku
je vsekvencich C-termindlnich domén HyPRPs konzervovan Leu;s (poc¢itano od prvniho
cysteinu). Dale se ve v8ech sekvencich kromé& jedné (Ptl) vyskytuje mezi patym a Sestym
cysteinem leucin. Zbyvajici ¢asti aminokyselinovych sekvenci C-terminalnich domén jsou
pomémé variabilni, avSak na urCitych pozicich se vyskytuji aminokyseliny podobného
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charakteru (hydrofobni alifatické — Val, Leu, Ile, Ala; Obr. 6.2). Z porovnani zastupce
HyPRPs (StHyPRP1) a LTPs (LTP1 ze pSenice — Triticum aestivum) je patrné, Ze mezi
cysteinovymi zbytky jsou v pfipad¢ kazdého proteinu jiné rozestupy (Obr. 6.4). V sekvenci
LTPs se vyskytuje mezi poslednimi cysteiny vétSinou na pozici 79 tyrosinovy zbytek, ktery
zfejmé pfispiva ke stabilizaci komplexu proteinu a ligandu prostfednictvim vodikové vazby
(Tassin-Moindrot a kol. 2000; Obr. 6.3). U né€kterych HyPRPs se mezi poslednimi cysteiny
tyrosin rovn€Zz vyskytuje. V dalSich piipadech lze zaznamenat jiné aminokyseliny

s hydroxylovymi ¢i karboxylovymi skupinami (Obr. 6.2).
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Obr. 6.2: Mnoholetné prFifazeni sekvenci C-termindlnich domén HyPRPs; Zlut¢ jsou vyznadeny
konzervované cysteinové zbytky, konzervovany leucinovy zbytek je vyznaten $edivou barvou. Konzervované
hydrofobni alifatické aminokyseliny jsou vyznageny tuénym pismem. Hydrofobni aminokyseliny mezi patym

barvou. Mezi poslednimi dv&ma cysteinovymi zbytky jsou vyznageny aminokyseliny s hydroxylovou ¢i

karboxylovou skupinou: tyrosin zvyraznén tmavé modrou barvou, serin zeleng, threonin &ervené, kyselina

a Sestym Cys jsou zvyraznény v pifipadé leucinu tmaveé zelenou barvou, v ptipadé fenylalaninu tmavé Eervenou

asparagova svétle modfe a kyselina glutamova fialov€. Cons. — konsensualni sekvence spoletnd pro celé

mnohocetné ptifazeni. At — Arabidopsis thaliana, Le — Lycopersicum esculentum

— Pinus taeda, St — Solanum tuberosum, Os - Oryza sativa,

Medicago truncatula, Pt

SbrPRP — HyPRP ze Solanum

, Mt -

Zea mays,

Zm

akol. 1997). Mnohodetné pfifazeni je rozdéleno na tfi &asti — obrazek pokratuje na dalich strankach (str. 72

a73).

brevidens (pouZity jako ,.query). Mnohotetné pfifazeni bylo vytvofeno pomoci aplikace ClustalX (Thompson
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Oryza sativa ITCGQUNSAV GPCLTYARG- GAGPSAACCS GVRSLFAAAS TTADRRTACN
Zea mays ISCGQVASAT APCISYARGQ GSGPSAGCCS GVRSLNNAAR TTADRRAACN
Lycopersicwm esculemtws LSCGEVISGL APCLPYLEGR GPLG——GCCG GWKGLLGAAK TPEDRKTACT
Nicotiama tabacum ITCGQUTSNL APCLAYLMNT GPLG~-RCCG GVKALUNSAR TTEDRQIACT
Spimacia oleracea ITCQMVSSKL APCIGYLKG- GPLGG-CCCG GIKALNAAAA TTPDRKTACN
Arabidopsis thaliama LSCGSVNSNL AACIGYVLQG GVIPP-ACCS GVENLNSIAK TTPDRQQACN
Fragaria x amanassa ITCGQVASSI SPCUNYVKSG GAVPA-ACCN GIRSLNSAAR TTADRQATCN
Vitis viaifera ITCGQUASAV GPCASYLQKG GSVPA-GCCS GIKSLNSAAK TTVDRQAACK
Prunms ammeniaca ITCGQVSSSL APCIGYVRGG GAVPP-ACCN GIRNVNNLAR TTPDRRTACN
Hordesm welgare LNCGQUDSKM KPCLTYVQG- GPGPSGECCHN GVRDLHNQAQ SSGDRQTVCN
Triticum aestivem IDCGVDSLY RPRLSYVQG- GPGPSCQECy GERMBENRR sosmxu@n
Cm :****: _** * **.*:: *: **-_
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Oryza saltiva CLKNAARGI- KGLNAGNAAS IPSRCGVSVP ATISASIDCS RVS
Zea mays CLENAAAGY- SGLNAGNAAS IPSKCGVSIP ATISTSTDCS RUN
Lycopersicum esculentws CLKSAANSI- KGIDTGRAAG LPGVCGUNIP BRISPSTDCS TWQ
Nicotiama tabacum CLKSAAGAI- SGINLGRAAG LPSTCGUNIP RKISPSTDCS KVQ
Spinacia oleracea CLKSAANAT- KGINYGKAAG LPGMCGVHIP RATISPSTNCN AVH
Arabidopsis thaliana CIQGAARALG SGLNAGRAAG IPRACGVNIP RKISTSTNCK TVR
Fragaria *x amamassa CLKOASGAI- KGINPSLAAG LPGRCGVSVP BKISTSTNCA AVK
Vitis vinifera CLKTFSGSI- PGINFGLASG LPGRCGVSVP RKISPSTDCS KVT
Prumus ammeniaca CLRQLSGSI- SGUNPHNAAA LPGKCGVNIP BRISASTNCA TVK
Hordess wwlgare CLKGIARGI- HNLNLNNAAS IPSKCNVNVP ATISPDIDCS RIY
Triticun aestivem @cxﬂm;x— mﬂmmnﬂs Errcoinfle Mﬂocs RV-
Cm . - * * * -* * *x .

Obr. 6.3: Mnoholetné priFazeni sekvenci LTPs z riiznych druhu rostlin; konzervované cysteinové zbytky
Jjsou znazomény Zlut&, Cervené jsou vyznaCeny aminokyseliny vystylajici hydrofobni kapsu u LTPs ze p3enice,
které se Gcastni vazby ligandu (Charvolin a kol. 1999, vazba LMPC), modfe jsou vyznadeny tyrosinové zbytky,
které ziejmé& maji vyznam pti stabilizaci komplexu s ligandem (Tassin-Moindrot a kol. 2000). Mnoho&etné
pfifazeni bylo vytvoteno pomoci aplikace ClustalX (Thompson a kol. 1997).
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Obr. 6.4: Porovnini sekvence StHyPRP1 z bramboru a LTP1 z p3enice; Zluté jsou vyznageny konzervované
cysteinové zbytky, Cervené aminokyseliny vystylajici hydrofobni kapsu u LTP1 ze p3enice (Charvolin a kol.
1999). Ptitazeni sekvenci bylo vytvofeno pomoci aplikace ,,ClustalW Multiple alignment®, ktera je souéasti
programu Bioedit (Tom Hall, Ibis Therapeutics, www.mbio.ncsu.edwbioedit).

6.1.3 Fylogeneticky strom sekvenci C-terminalnich domén

Pro konstrukci fylogenetického stromu (Obr. 6.5) programem Treecon (Van de Peer
aDe Wachter 1994) byly pouzZity sekvence konzervovanych C-terminalnich domén
ohrani¢ené prvnim a poslednim cysteinovym zbytkem.

Ve vétsin€ vétvich stromu se vyskytuji soulasné sekvence C-terminalnich
hydrofobnich domén z rozdilnych druhti rostlin. Z této skutenosti lze usuzovat, Ze podobnost

hydrofobnich domén vramci jednoho druhu je <&asto niz8i, néz jejich podobnost
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s hydrofobnimi doménami z jinych druht rostlin. Tato skute¢nost je prokézana i statistickym
vyhodnocenim stromu, kdy se vySe popisované separované vétve vyznacuji vysokymi
hodnotami bootstrapové podpory (80-100 %). Sekvence jednod€loZnych rostlin a téz
sekvence zastupce nahosemennnych rostlin jsou od sekvenci dvoudéloZnych rostlin ¢astecné
oddélené.

Kvalita dendrogramu byla hodnocena pomoci metody zaloZené na vypoctu hodnot
bootstrapové podpory (bootstrapping). Tato metoda udavd miru robustnosti struktury
dendrogramu (Cvr¢kova, v tisku). Za spolehlivé jsou povazovany obvykle vétve s hodnotami
90-100%. K témto hodnotam dosahuji v dendrogramu sekvenci C-terminalnich domén pouze
nejkrajnéjsi vétve o n¢kolika maélo sekvencich zpravidla z jednoho druhu ¢i blizce pfibuznych
druhii. VéEtSi vétve nedosahuji vysokych hodnot bootstrapové podpory a tedy nejsou

dostate¢né robustni (dostate¢né odolné vi¢i zméné vstupnich dat — sekvenci), aby je bylo

mozZné povazovat za spolehlivé.

6.2 Analyza rodiny HyPRPs s C-terminalni doménou typu B

u bramboru

Hybridni prolinem bohaté proteiny jsou soucasti mnoha pletiv vysSich rostlin. Rodina
hybridnich prolinem bohatych proteini zahrnuje u bramboru (Solanum tuberosum) 13
doposud identifikovanych genli, resp. z EST sekvenci sestavenych unigenti (Tab. 6.1).
Z kazdé vétve fylogenetického stromu sekvenci C-terminalnich domén HyPRPs z bramboru
(Obr. 6.8) byl vybran jeden protein (Tab. 6.3) a byla sledovéana exprese jeho genu v riznych
organech rostlin péstovanych v podminkach in vitro prostiednictvim semikvantitativni
RT-PCR se specifickymi primery amplifikujicimi pfiblizn€¢ 200 bp dlouhou ¢ast sekvence
C-terminalni domény kazdého genu (Tab. 6.3, kapitola 5.8).

Tab. 6.3: Sledované geny kédujici HyPRPs u bramboru

Unigen Oznaleni | Polet EST sekvenci Velikost genu V::;I;(;:te:gR

sekvence V SGN databazi (bp) (bp)
SGN-U243599 Stl 34 1083 189
SGN-U243524 St2 22 726 190
SGN-U244608 St5 6 444 216
SGN-U246053 St7 9 402 234
SGN-U244851 St9 4 417 263
SGN-U246413 St10 9 420 187
SGN-U254405 St12 3 369 218

Vysvétlivky: SGN-Uxxxxx — &islo genu v SGN databazi (www.sgn.cornell.edu)
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Obr. 6.5: Fylogeneticky strom vyjadfiujici pribuznost sekvenci C-terminidlnich domén HyPRPs; At -
Arabidopsis thaliana, Le — Lycopersicum esculentum, Mt — Medicago truncatula, Os — Oryza sativa, Pt — Pinus
taeda, St — Solanum tuberosum, Zm — Zea mays, SbrPRP — HyPRP ze Solanum brevidens pouzity pti hledani
sekvenci C-termindlnich domén jako ,,query* (Fischer a kol. 2002). Gen Ptl z Pinus taeda byl pouZit pro
zakofenéni stromu nahradou za fylogenetického ptedka. Zobrazeny jsou hodnoty bootstrapové podpory vyssi nez
80 % (bootstrapping — 1000 vzorkil). Strom byl vytvofen pomoci programu Treecon (Van de Peer a De Wachter
1994).
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6.2.1 Analyza sekvenci prolinem bohatych domén

Prolinem bohaté domény HyPRPs u bramboru se primarné li3i svoji velikosti. Nejdelsi
prolinem bohatd doména mé délku 246 aminokyselin, nejkratS§i pouze 15 aminokyselin.
Jedenact ze tfinacti domén ma délku do 50 aminokyselin (Tab. 6.5). Signalni peptidy
jednotlivych proteini maji délku 21-30 aminokyselin (Obr. 6.6). Prolinem bohaté domény
maji mirn€ aZ siln€ bazickych charakter: izoelektricky bod se pohybuje v rozmezi 8,04-10,16.
Vsechny sekvence jsou charakteristické vysokym obsahem prolinu (23,5 %—46,7 %) a lysinu
(6,5 %—26,9 %). Z dalsich aminokyselin jsou vyznamné zastoupeny (nikoli oviem ve vsech
sekvencich) serin a threonin, histidin, valin, isoleucin, cystein a glycin (Tab. 6.5).
V sekvencich prolinem bohatych domén je €astym repetitivnim motivem (Pro-Pro) a (Pro-
Xaa): (Pro-Ser), (Ser-Pro), (Thr-Pro), (Pro-Asn), (Pro-Thr) a dalsi. V sekvenci Stl je hlavnim
motivem (KPPSPTPPIVSPPIVYPPITPTPPIV), ktery se tfikrat opakuje (kapitola 6.3.1, Obr.
6.14). Pro sekvenci genu St2 je typicky motiv (IPPVTVPPIVKPPVDL), ktery se opakuje
celkem tiikrat a muZe byt z N-konce i C-konce nastaven o motiv (PPIG). Kromé dvou

sekvenci se ve vSech vyskytuje v rizném poc¢tu opakovani motiv (Lys-Pro) — Tab. 6.4.

Tab. 6.4: Aminokyselinové motivy se vztahem k hydroxylaci prolinu a glykosylaci v sekvencich prolinem
bohatych domén HyPRPs u bramboru; Motivy a mozné modifikace podle Kieliszewski a Lamport 1994.

Protein Sekvence Modifikace
Pro-Val (3x) Hyp-Val, glykosylace
Lys-Pro (10x) Nemodifikovan , mozZné iontové interakce
(StH?';’IRPl) Pro-Lys-Pro-Pro (4x) | Hyp-Lyp-Pro-Hyp

Pro-Pro-Pro-Pro (1x) | Hyp-Hyp-Hyp-Hyp
Thr-Pro-Pro-Thr (1x) | Thr-Hyp-Hyp-Thr

st2 Pro-Val (10x) Hyp-Val, glykosylace
Lys-Pro (10x) Nemodifikovan , moZné iontové interakce

St3 Lys-Pro (1x) Nemodifikovan , moZné iontové interakce
Pro-Pro-Pro-Pro (1x) | Hyp-Hyp-Hyp-Hyp

Std Lys-Pro (5x) Nemodifikovan , moZné iontové interakce
Thr-Pro-Ser-Pro (1x) | Thr-Hyp-Ser-Hyp

St5 Pro-Pro-Pro-Pro (1x) | Hyp-Hyp-Hyp-Hyp
Lys-Pro (1x) Nemodifikovan , moZné iontové interakce

St6 Z4dné ze sledovanych motivii

St7 Lys-Pro (5x) Nemodifikovan , moZné iontové interakce
Pro-Pro-Pro-Pro (1x) | Hyp-Hyp-Hyp-Hyp

St8 Lys-Pro (2x) Nemodifikovan , moZné iontové interakce
Thr-Pro-Ser-Pro (1x) | Thr-Hyp-Ser-Hyp

Sto Lys-Pro (5x) Nemodifikovan , moZné iontové interakce
Pro-Pro-Pro-Pro (1x) | Hyp-Hyp-Hyp-Hyp

St10 Lys-Pro (1x} Nemodifikovan , moZné iontové interakce

st11 Lys-Pro (4x) Nemodifikovan , mozZné iontové interakce
Pro-Pro-Pro-Pro (1x) | Hyp-Hyp-Hyp-Hyp

St12 Z4dné ze sledovanych motivil

St13 Lys-Pro (1x) Nemodifikovan , moZné iontové interakce
Pro-Val (1x) Hyp-Val, glykosylace
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Tab. 6.5: Molekuldrni charakteristiky prolinem bohatych domén HyPRPs z bramboru; Pocitano bez
signalniho peptidu pomoci aplikace ProtParam na serveru EXPASy — www.expasy.org, Gasteiger a kol. 2005.

Protein | Polet aa pl Hlavnf aminokyseliny
St1 246 10,06 | Pro 46,7 %, Val 10,2 %, Thr 9,3 %, lle 8,5 %, Lys 6,9 %
Se2 132 10,03 | Pro 36,4 %, Val 15,2 %, Lys 11,4 %, lle 11,4 %, Gly 6,8 %
St3 42 9,87 | Pro 35,7 %, Thr 19,0 %, Ser 16,7 %, Lys 9,5 %, His 9,5 %
St4 26 10,16 | Pro 34,6 %, Lys 26,9 %, Ser 15,4 %,
StS 32 9,19 | Pro 40,6 %, Thr 21,9 %, Lys 6,2 %, His 6,2 %
St6 17 9,63 | Pro 23,5 %, Lys 17,6 %, Ser 11,8 %, Thr 11,8 %, His 11,8 %
St7 28 9,67 | Pro 35,7 %, Lys 25,0 %, Cys 10,7 %, Thr 7,1 %
St8 27 8,82 | Pro 33,3 %, Thr 14,8 %, Lys 11,1 %, Ser 11,1 %
St9 28 9,67 | Pro 39,3 %, Lys 21,4 %, Cys 10,7 %,
St10 31 8,86 | Pro 38,7 %, Asn 19,4 %, Lys 6,5 %, Ser 6,5 %, Gly 6,5 %, Cys 6,5 %
St11 25 9,45 | Pro 40,0 %, Lys 20,0 %, Tyr 8,0 %, Thr 8,0 %, Cys 8,0 %
St12 15 9,31 | Pro 33,3 %, Thr 13,3 %, Lys 13,3 %
St13 23 8,04 | Pro 39,1 %, Lys 8,7 %, Cys 8,7 %

Unigene SGN-U243524 - St2
MEFSKITSLLF ISMIFI SSLTPIL GCGYCEKPSHKPKKPKVP SPIVKPPIHLPP I GIPPVTVPP IVKPPVDLPP IG
IPPVTVPPIVKPPVDLPPVGIPPVTVPPVKPPVDLPPI GLPP IVKPP 1 GLPP IGTPPVIVPPVWEP SPKGKKPCPP TTKAT

Unigene SGN-U244609 -~ St3

MAKF GATSIALVLTLNILFFTMVS STYVPCPPPPHHESHe KPP SRS B sl sl s sKkek
Unigene SGN-U244608 - StS5

MSKF GASSIALVLTLNILFFTMVS STIWPCPPPPHPRPHY P Sl SSK6T

Unigene SGN-U255571 - Sté
MAKATASSSIALLVITLNLLFFTMVTSTYSSCPPKTQHKNPP S TYHK
Unigene SGN-U245395 - St4
MASKRTTSLALFVLVHLLFFTLVSACGT CP SPKPKPEKPKPKP TPSPSSKGK
Unigene S@&-0246053 — 5t7 T T TTToTTTTTTTTTTooTmmmmmooommmsomoooooes
MAKSLALFLLFNILFF TVVSACNT CHRPRPKPKPTPRP CPPPPYSKE GK
Unigene S@-U260003 - St8

MAKSIALFLVFNVLFF MVSACYTCPDP IKPRPRP i SPSPRSQTK

Unigene SGN-U246413 - Sti10
MD SKRYLVTLFLFFNILFFHLVS GCWTGCPNPP IPKPNPNPNP YPHPNPSPSKGH

Unigene SGN-U244851 - St9

MASKKFF STLALFL SLNL IFF TFVSS CNTCPRPKPKPKPKPS CPPPP YVPNYKT
Unigene SGN-U244850 - Stil
MASKHIFPSLAIFL CFNLFFALVS SCETCPKPKPKPRP SCPPPPYYPKET
Unigene SGN-U254405 - St12

MF GSKVISFLVLFNVVFF T CASSHNIPCPP TPTKAP SK

Unigene SGN-U257957 - St13

MATLSSTIFIF SLLIFATF TSACGPCEP IKP(PHP TPKAPPVNPY

Obr. 6.6. Repetitivni motivy v sekvencich prolinem bohatych domén HyPRPs z bramboru; Modfe
znazornény signdlni peptidy (predikce pomoci signalP na serveru EXPASy — www.expasy.org, Bendtsen a kol.
2004), barevn¢ vyznateny hlavni repetitivni motivy. Repetitivni motivy proteinu St1 (StHyPRP1) jsou
v samostatné kapitole (6.3.1, Obr. 6.14). Plnymi &arami jsou proteiny odd&leny podle distribuce v hlavnich
vétvich fylogenetického stromu C-terminalnich domén bramboru vymezenych na ziklad& expresniho profilu
Jjednotlivych gent (Obr. 6.13), pferuSovanymi &arami jsou odd&leny proteiny tvotici dalsi oddéleni v zdkladnich
vétvich. Protein Stl tvofi samostatnou vétev.
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6.2.2 Fylogeneticky strom sekvenci C-terminalnich domén

Sekvence C-terminalnich domén hybridnich prolinem bohatych proteini kédovanych
geny bramboru (Solanum tuberosum) byly analyzovany pomoci mnohoCetného pfifazeni
(Obr. 6.7). Ve viech sekvencich C-terminalnich domén je 17 identickych aminokyselinovych
zbytkd. Kromé osmi cysteini jsou to Glus, Leus, Lys;, Leuss, Glyzs, Alass, Thrsy, Leuso
a Prog;. Z aminokyselinovych sekvenci HyPRPs z bramboru byl vytvoifen fylogeneticky strom
(Obr. 6.8) pomoci programu Treecon (Van de Peer a De Wachter 1994). Kvalita stromu byla
hodnocena vypoétem hodnot bootstrapové podpory (bootstrapping). Vysoké hodnoty
v pfipadé tohoto dendrogramu vypovidaji o jeho vysoké robustnosti a lze tedy pokladat
znazornény fylogeneticky vyvoj aminokyselinovych sekvenci C-terminalnich domén HyPRPs
za vysoce pravdépodobny. Proteiny v jednotlivych vétvich stromu vykazuji téZ sekvencni

podobnost prolinem bohatych domén, ktera se tyka ptedevsim repetitivnich motivi.
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Obr. 6.7: Mnoholetné pfiFazeni sekvenci C-termindlnich domén HyPRPs z bramboru; Sekvence genil
kédujicich HyPRPs u bramboru: Stl — St13, Pt1 — gen kédujici HyPRPs z Pinus taeda pouZity pro zakofenéni
stromu ndhradou za fylogenetického pfedka. Zlut& jsou vyznateny konzervované cysteinové zbytky, daldimi
barvami ostatni aminokyselinové zbytky identické ve v3ech sekvencich. Cons. — konsensudlni sekvence.
Mnohodetné ptifazeni bylo vytvofeno pomoci aplikace ClustalX (Thompson a kol. 1997).
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Obr. 6.8: Dendrogram sekvenci C-termindlnich domén HyPRPs z bramboru; Stl — St13: geny kodujici
HyPRPs u bramboru, Ptl — gen kodujici HyPRPs z Pinus taeda pouZity pro zakofenéni stromu nahradou za
fylogenetického predka. Cerven& oznaeny geny, jejichZ exprese byla sledovana. Strom byl vytvoten pomoci
programu Treecon (Van de Peer a De Wachter 1994). Hodnoty bootstrapové podpory uvedeny v procentech
(bootstrapping — 1000 vzorkid). Zobrazeny jsou hodnoty bootstrapové podpory vy3§i nez 50 %.

6.2.3 Navrzeni specifickych primeru pro expresni analyzy

Exprese genli kodujicich HyPRPs 2z bramboru byla hodnocena pomoci
semikvantitativni RT-PCR se specifickymi primery amplifikujicimi ¢ast sekvence
C-terminani hydrofobni domény (kapitola 5.8). Primery byly navrZeny v téch cEastech
sekvenci, které jsou vzajemné nejvice variabilni (Obr. 6.9). Tim je zajiSténa jejich vysoka

specifita.
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Obr. 6.9: Specifické primery navrZzené pro amplifikaci ¢asti sekvenci C-termindlnich hydrofobnich domén

vybranych geni kédujicich HyPRPs u bramboru; St1 — St12 — nukleotidova sekvence C-terminalnich domén

od prvniho cysteinu, Cons. — konsensualni sekvence. Cysteinové zbytky zvyrazn&ny tuénym pismem, ,,STOP

kodény* podtrzeny, barevné zndzorné€ny jednotlivé primery. Mnohotetné ptitazeni bylo vytvofeno pomoci
aplikace ,,ClustalW Multiple alignment“, kterd je souasti programu Bioedit (Tom Hall, Ibis Therapeutics,

www.mbio.ncsu.edu/bioedit).
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6.2.4 Optimalizace semikvantitativni RT-PCR

Pro hodnoceni exprese byla pouZita semikvantitativni RT-PCR (kapitola 5.8). PCR
byla nejprve optimalizovana na takovy pocet cykld, ktery umoznil detekovat nejvyraznéjsi
rozdily v expresi jednotlivych gend. Nasledujici elektroforetogram popisuje expresi genu Stl
(StHyPRPI) v rtiznych organech pfi rizném poétu cykla PCR (17, 23 a 30). Pro dalsi
hodnoceni- exprese byl vybran pocet cyklt roven 23. Pfi 17 cyklech nebyly produkty PCR
piilis patrné, pfi 30 cyklech nebyly rozdily v expresi genu St1 v riznych rostlinnych organech

jiz tolik vyrazné (Obr. 6.10).

VL L R VS SS K H

Obr. 6.10: Exprese genu St1 (StHyPRPI) v riznych rostlinnych organech pfi 17, 23 a 30 cyklech PCR; VL
— vrcholové listy, DL — dospélé listy, R — Fapiky, VS — vrcholové stonky, SS — starsi stonky, K — koteny, H —
hlizy. Exprese byla v jednotlivych organech sledovana ve vétsing ptipadt ve dvou paralelach.

6.2.5 Exprese genu kédujicich HyPRPs v riznych organech bramboru

Exprese genli kédujicich HyPRPs byla sledovana ve vrcholovych listech rostlin,
v dospélych listech, fapicich, vrcholovych stoncich, starSich stoncich, kofenech a dormantnich
hlizach (ve vét§iné pfipadi ve dvou paralelach; kapitola 5.8). Pouze u fapikd a hliz byla
z divodu nedostatku vychoziho materidlu sledovana exprese pouze v jediném vzorku.
Exprese genti kodujicich HyPRPs je obecné vyssi v rostoucich ¢astech rostlin (vrcholové
listy, vrcholové stonky) nez ve starSich pletivech (plné vyvinuté listy, star$i stonky). Dale je
exprese vysoka u vétSiny sledovanych geni v kofenech a fapicich.

Expresni profily sledovanych genii jsou mezi riznymi ¢astmi rostlin velmi variabilni.
V rostoucich vrcholovych listech jsou exprimované silngji geny Stl, St2, St9, St10 a St12.

Exprese genu St7 je velmi slaba. Exprese St5 nebyla detekovana vibec. Plné vyvinuté listy
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vykazuji obecné niZ§i expresi vSech gend nez vrcholové listy. Jsou zde slabéji exprimované
geny Stl, St2, St9, a St12. Geny St5, St7 a St10 se zde ziejmé neexprimuji, nebo jen ve velmi
nizkych hladinach. Rapiky vykazuji shodny expresni profil jako vrcholové listy. Podle
podobného vzoru jsou geny téZ exprimované ve vrcholovych stoncich, mira exprese je vSak
niZ§i, zvlasté v piipad€ gent St9 a St10. Ve starSich stoncich je ve srovnani s mlad§imi stonky
vyrazn€ sniZend exprese genu St2. V kofenech jsou exprimované vSechny geny, pfi¢emZ
exprese je siln€j$i u Stl, St2, St7 a St10. Dormantni hlizy vykazuji obecné velmi slabou

expresi viech sledovanych geni (Obr. 6.11).

6.2.6 Expresni profily jednotlivych genu kédujicich HyPRPs

Tato kapitola je zaloZena na stejnych datech, jako kapitola pfedchozi (kapitola 6.2.5)
Expresni profily jsou v8ak za u¢elem vét§i ndzornosti uspofadany podle jednotlivych gend.

Gen St7 je exprimovany piedevS§im v kofenech, exprese v ostatnich organech je na
hranici detekovatelnosti. Gen StS5 je prokazatelné exprimovany pouze v kofenech, i tam je
vSak exprese velmi slaba. Naprosto odliSny od ostatnich sledovanych expresnich profili je
expresni profil genu oznaCeného Stl12, ktery je exprimovany srovnatelnou meérou ve
vrcholovych listech, dospélych listech, fapicich, vrcholovych stoncich a star§ich stoncich,
zatimco exprese v kofenech je oproti vSem sledovanym genlim velmi nizka (Tab. 6.6, Obr.
6.12).

Tab. 6.6: Exprese genii kédujicich HyPRPs u bramboru v jednotlivych rostlinnych organech

Gen VL L R VS SS K H
St1 +++ + +++ +++ ++ +++ +
St2 +++ ++ +++ +++ + ++ +
St5 - - - - - + ?
St7 ? ? ? ? ? +++ +
St9 ++ ++ ++ + ++ +
St10 ++ - ++ ++ + +++ +
St12 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +

Legenda: VL — vrcholové listy, DL — dosp&lé listy, R — Fapiky, VS — vrcholové stonky, SS — starsi stonky, K —
koteny, H — hlizy, ? — nelze rozhodnout, zda je gen exprimovan, ¢i nikoli.
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Vrcholové listy

Stt  St2  St5  St7 St St10 St12 M St1 Stz Sts5 St7 St9 St10 St12 M.

Vrcholové stonky Spodni stonky

St10 St12 M. St1 St2 St5  St7 St St10 St12 M|

St2 St5 St7  St3 St10 St12 M. St1 St2 St5 St7 St9 St10 St12 M.

Rapiky

[

St1 St2 St5 St7 St9 St10 St12 M.

Obr. 6.11: Exprese geni kédujicich HyPRPs u bramboru v sedmi rostlinnych organech v riznych
vyvejovych stidiich; St1 — St12: HyPRP geny u bramboru, M — marker. Exprese byla sledovana ve vét§ing

pfipadd ve dvou paralelach, velikost produktii se pohybuje v rozmezi 187-263 aa.
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Obr. 6.12: Expresni profily jednotlivych geni kédujicich HyPRPs u bramboru; Stl — St12: HyPRP geny
u bramboru, VL — vrcholové listy, DL — dospélé listy, R — fapiky, VS — vrcholové stonky, SS — stars$i stonky, K —
kofeny, H — hlizy, M — marker. Exprese byla sledovana ve vétsing€ pfipadi ve dvou paralelach, velikost produkti

se pohybuje v rozmezi 187-263 aa.

RS



6.2.7 Souvislost mezi vyvojem sekvenci hydrofobnich C-terminalnich

domén HyPRPs u bramboru a expresnim profilem jejich genu

Usporadani proteini do jednotlivych vétvi dendrogramu (Obr. 6.13) koreluje
s expresnim profilem jednotlivych genti (kapitoly 6.2.5 a 6.2.6, Tab. 6.7), jejichZ exprese byla
hodnocena. Geny v oranZové a Zluté vétvi stromu vykazuji jedine¢né expresni profily. Oba
jsou exprimované vyrazné ve vsech sledovanych rostlinnych organech kromé dospélych listd
(v ptipadé Stl) a starSich stonkd (v pfipadé St2). Gen St12 umistény v zelené vétvi je
exprimovany na vysoké hladiné ve vSech studovanych rostlinnych organech vyjma kofend,
kde je exprese vyrazné niZ§i. Geny pfitomné v modré vétvi (St4, St5, St7, St9 a St10) jsou
charakteristické vyraznéjsi expresi v kofenech, exprese v ostatnich astech rostlin je mirné

niZsi, velmi nizka az nedetekovatelna.
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Obr. 6.13: Dendrogram sekvenci C-termindlnich domén HyPRPs z bramboru; Cerven& oznadeny sekvence,
jejichZ exprese byla sledovana. Barevng& oznadeny vétve, které se vyznatuji podobnym expresnim profilem gend,
které jsou v t&chto vétvich umistény; St1 — St13: geny kédujici HyPRPs u bramboru, Pt1 — HyPRP z Pinus taeda
pouzity pro zakofen&ni stromu nahradou za fylogenetického piedka. Hodnoty bootstrapové podpory uvedeny
v procentech (bootstrapping — 1000 vzorki). Zobrazeny jsou hodnoty bootstrapové podpory vy3si neZ 50 %.
Dendrogram byl vytvoten pomoci aplikace Treecon (Van de Peer a De Wachter 1994).
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Tab. 6.7: Expresni profily jednotlivych geni kédujicich HyPRPs u bramboru; Barevné jsou vyznaceny
podobné typy expresnich profili, barvy odpovidaji vyznatenym vétvim ve fylogenetickém stromu sekvenci
C-terminalnich domén HyPRPs u bramboru (Obr. 6.13).

Gen VL L R VS SS K H
St2 +++ ++ +++ +++ + ++ +
StS - - - - - + 9
St7 ? ? ? ? ? 4+ +
St9 ++ ++ ++ + + -+ +
St10 ++ - ++ ++ + +++ +
St12 +++ +4++ +++ +++ +++ ++ +

Legenda: VL — vrcholové listy, DL — dospé&lé listy, R — fapiky, VS — vrcholové stonky, SS — starsi stonky, K —
kofeny, H — hlizy, ? — nelze rozhodnout, zda je gen exprimovan, &i nikoli.

6.3 Analyza StHyPRP1

6.3.1 Analyza sekvence StHyPRP1

Mezi hybridni prolinem bohaté proteiny patéi i StHyPRP1 (Solanum tuberosum
Hybrid Proline-Rich Protein) z bramboru. StHyPRP1 ma molekulovou hmotnost 35257,3
a bazicky charakter (pI 9,51; Tab. 6.8). N-termindlni signalni peptid StHyPRP1 ma délku 24
aminokyselin. Pravdépodobné misto odStépeni signalniho peptidu se nachazi mezi Alay,
a Cysys (Obr. 6.15). Za signalnim peptidem nasleduje repetitivni prolinem bohata doména
o délce 246 aminokyselin s hlavnim repetitivnim motivem
(KPPSPTPPIVSPPIVYPPITPTPPIV), ktery se tiikrat opakuje. V sekvenci prolinem bohaté
domény jsou jesté¢ dalsi kratké repetitivni sekvence, z nichZ nékteré vychazeji z hlavniho
motivu (Obr. 6.14).

Prolinem bohatd doména ma zpocatku spiSe hydrofilni charakter, ktery pozvolna
pfechazi asi ve druhé tfetiné k hydrofobnimu (Obr. 6.16). C-konec proteinu tvofi hydrofobni
doména dlouha 90 aminokyselin. Predikovany graf hydrofobicity této domény je
charakteristicky ¢tyfmi maximy (Obr. 6.17), ktera by mohla odpovidat ¢tyfem hydrofobnim
a-helixim. Graf hydrofobicity se vyrazné podoba grafu vyjadiujicimu pravdépodobnost
tvorby helikalnich struktur (Obr. 6.18 a Obr. 6.19).
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Tab. 6.8: Molekuldrni charakteristiky StHyPRP1 (aplikace ProtParam na serveru ExXPASy, www.expasy.org,
Gaisteiger a kol. 2005); Po&itano bez signalniho peptidu. PR — prolinem bohatd doména, CD — C-terminalni

hydrofobni doména.
StHyPRP1 PR CD
Podet aminokyselin 336 246 90
Molekulova hmotnost 35257.3 25932.1 9343.2
pl 9,51 10,06 6,73
Aminokyselinové sloZeni
Aminokyselina Polet Podil | Polet Podil Podet | Podil
Ala (A) 7 2,1 % 0 0,0 % 7 7,8 %
Arg (R) 2 0,6 % 1 0,4 % 1 1,1 %
Asn (N) 3 0,9 % 1 0,4 % 2 2,2 %
Asp (D) 7 2,1 % 0 0,0 % 7 7,8 %
Cys (O) 12 3,6 % 4 1,6 % 8 8,9 %
Gin (Q) 5 1,5 % 2 0,8 % 3 3,3%
Glu (E) 0 0,0 % 0 0,0 % 0 0,0 %
Gly (G) 10 3,0 % 1 0,4 % 9 10,0 %
His (H) 11 3,3 % 10 4,1 % i 1,1 %
Ile (1) 32 95% | 21 8,5 % 11 12,2 %
Leu (L) 16 4,8 % 1 0,4 % 15 16,7 %
Lys (K) 23 6,8 % 17 6,9 % 6 6,7 %
Met (M) 0 0,0 % 0 0,0 % 0 0,0 %
Phe (F) 3 0,9 % 2 0,8 % 1 1,1 %
Pro (P) 122 363% | 115 46,7 % 7 7,8 %
Ser (S) 17 5.1 % 15 6,1 % 2 2,2%
Thr (T) 28 83% | 23 9,3 % 5 5,6 %
Trp (W) 0 0,0 % 0 0,0 % 0 0,0 %
Tyr (Y) 9 2,7 % 8 33% 1 1,1 %
Val (V) 29 86% | 25 10,2 % 4 4,4 %
Podlet ziporn€& nabitych 7 0 7
aminokyselin (Asp + Glu)
Polet kladn& nabitych 25 18 7
aminokyselin (Arg + Lys)

MEKFNVARVLLLLLQL 6TLFIAHACPYCPY e RLer kv O < 3XET) 60
KHPK YK PP OKP CPP PSHHGPKP PIVKEJI® RPP IVHPPP IVS N 120

235k re e rivser ivy e vpieevre e rerIvser vy ] 150

e e v e ivsee vy TP P IV]sPr 11P TPP IVSPPFVENPRV 240
VIPHP SPPYVTPP IVP TPP TPCPPPPPAQP TCP IDALKLGACVDVLGGLIHIGIGGS 300,
AKQTCCPLLGGLVDLDAAICLCTTIRLKLLNINIILPIALQVLIDDCGKYPPKDFKCPST 360

Obr. 6.14: Aminokyselinova sekvence StHyPRP1; N-terminalni signalni peptid je zndzorn&én modfe (predikce
pomoci aplikace SignalP na serveru ExPASy — www.expasy.org, Bendtsen a kol. 2004), C-terminélni
hydrofobni doména zeleng, konzervované cysteinové zbytky &erveng, oramovany je hlavni repetitivni motiv,
barevné jsou zvyraznény &asti hlavniho repetitivniho motivu a dalsi kratké repetice.
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SignalP-HMM prediction (euk models)>: Sequence
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SignalP-NN prediction (euk networks): Sequence
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Obr. 6.15: Grafy pfedpovidajici misto, kde dochazi k od$té€peni N-termindlniho signalniho peptidu
StHyPRP1; Misto 3t&€peni je zndzornéno &ervené (,,Cleavage prob.“; ,,C score”). Vytvofeno pomoci aplikace
SignalP na serveru ExPASy (www.expasy.org, Bendtsen a kol. 2004).
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ProtScale output for user sequence
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Obr. 6.16: Graf hydrofobicity StHyPRP1; Vytvofeno pomoci aplikace ProtScale (www.expasy.org, Gasteiger
a kol. 2005) s algoritmem Kyte & Doolittle. Hodnoty > 0 znazoriiuji hydrofobni charakter sekvence, < 0
hydrofilni; velikost okna = 9; maxima hydrofobicity v C-terminalnf domén& ozna¢ena $ipkami; ¢ervené ptiblizné
vyznacen sign. peptid, zelené& prolinem bohatd doména a Zluté C-terminalni doména.
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Obr. 6.17: Graf hydrofobicity C-termindlni domény StHyPRP1; Vytvofeno pomoci aplikace ProtScale
(www.e