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1. Uvod

Bunécnd sténa je vyznamny extracelularni kompartment, ktery do znacné miry
rostlinnou buiiku charakterizuje — svymi vlastnostmi ji odliSuje od ostatnich fi§i organisma a
v ramci rostlinného organismu a pletiv ¢aste¢né predurCuje jeji funkci. Bunécna sténa je
nezbytnd nejen pro rast a vyvoj celé rostliny, ale téz pro rust a d€leni vlastni bunky -
protoplastu, ktery je sténou obklopen. Bunécna sténa se podili na zajiSténi vnitiniho prostiedi
buiiky, izoluje buiiku od vnéjsich vlivi, ale zaroven zprostiedkovava komunikaci s okolim.

Zakladni slozkou rostlinné primarni bunééné stény je celuléza usporadana do
mikrofibril. Kromé celulézy se na vystavbé podileji zejména xyloglukany, nékteré¢ dalsi
polysacharidy a pektiny. Velmi vyznamnou sloZkou buné¢né stény jsou rliznorodé proteiny,
které do zna¢né miry ovliviiuji jeji biochemické a fyzikalni vlastnosti a mimo jiné umoziuji
jeji rust.

Hybridni prolinem bohaté proteiny jsou vétSinou autorti chapany jako podskupina
prolinem bohatych proteini bunééné stény. Od vétSiny zastupci této skupiny se vSak lisi
svym dvoudoménovym charakterem. Zatimco vétSina prolinem bohatych proteinti vykazuje
zvySeny vyskyt prolinu a repetitivni sekvence v celé délce proteinu, c-termindlni Cast
hybridnich prolinem bohatych proteint je vyrazné hydrofobni a bohata na cystein. Cysteiny
jsou navic lokalizovany v konzerovanych pozicich, na zakladé¢ nichz jsou HyPRPs déle déleny
do dvou menSich podskupin. NtHyPRP1, ktery je pfedmétem studia této prace, nalezi ke
skupiné B, pro niz je typické nasledujici uspofadani cysteinovych zbytka:
...C..C..CC...CXC...C...C... (Jos¢ et Puigdomenech 1993, Jos¢-Estanyol et Puigdoméenech
2000). Podobné usporadani cysteinovych zbytkli vykazuji 1 nespecifické ptenasece lipidi
(non-specific lipid transfer proteins, LTPs). V jejich ptipad€ bylo nékolika autory doloZeno,
Ze toto usporadani je rozhodujici pro tvorbu disulfidovych mustkii a ndsledné ustaveni typické
tercialni struktury, kterd se ukézala byt klicova pro funkci LTPs (Heinemann et al.1996,
Charvolin et al. 1999, Shin et al. 1995, Zachowski et al. 1998). Prostorova struktura zadného
ze zastupci HyPRPs tfidy B zatim analyzovéana nebyla, ale pravé podobnost ve vzajemném
usporddani cysteinovych zbytkli nabizi moznost zajimavého srovnani. Jiz dfive bylo
publikovano nekolik praci, které dokumentuji vyznam LTPs, ale i n¢kolika zastupcti HyPRPs
ttidy B v morfogenezi rostlin (Blanco-Portales 2004, Holk ef al. 2002, Nieuwland et al. 2005,
Sabala et al. 2000).

Predkladana prace navazuje na predchozi experimentalni praci Skolitele a je soucasti
Sir§i problematiky feSené v ramci pracovniho tymu laboratofe bunécné biologie na KFR.
NtHyPRP1 je blizkym homologem proteinu SbrHyPRP1 ze Solanum brevidens a StHyPRP1 z
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bramboru, jejichz sekvence a exprese v jednotlivych organech byla analyzovana dfive
(Fischer et al. 2002). Dalsi studium ulohy HyPRPs v morfogenezi rostlin je studovéno
kolegyni Mgr. Lenkou Dvotdkovou na modelu bramboru se zaméfenim na kompletni analyzu
exprese celé rodiny HyPRP c¢itajici u bramboru celkem 14 genti (Dvotakova 2005, Dvotakova
et al. 2006).

Vysledky prezentované v této praci byly ziskany pii praci s tabakovou bunécnou linii
BY-2. JelikoZ je uvedena linie idedlnim materidlem zejména pro cytologické studie, prace
byla zaméfena na studium vyznamu proteinu NtHyPRP1 pro rist a déleni bunék. Pfedkladané
vysledky proto mohou oproti vysledkiim ziskanym pfi studiu celych rostlin prispét k chapani

vyznamu HyPRPs na dalsi arovni, tedy na trovni bunécné.



1.1. Cile

1) Charakterizace exprese genu NtHyPRPI
a. exprese v prubéhu bunééného cyklu

b. exprese v prubchu subkultiva¢niho intervalu

2) Pftiprava linii transformovanych modifikovanym genem NtHyPRP1
a. priprava modifikovaného genu s deletovanou sekvenci kodujici prolinem
bohatou doménu
b. transformace bunécné linie BY-2 modifikovanym genem

c. hodnoceni fenotypu transformovanych linii

3) Hodnoceni podminek ovlivitujicich expresi genu N¢HyPRP1 a rustu bunécnych linii

v téchto podminkach
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2.1. Zakladni charakterizace bunécné stény

Bunécna sténa je velmi slozity biologicky systém, ktery je pfedmétem Sirokého
vyzkumu. Diky své komplexité, variabilit¢ druhotnych zmén a vyznamu pro celkovou
fyziologii rostlin se v analyze vlastnosti bunécné stény a funkce jejich slozek uplatiuje tfada
autorti a metodickych postupii. Souborné informace byly zpracovany naptiklad Nicholasem
Carpitou a Maureenem McMannem (Carpita et McMann 2004), ptehled poznatkii o celuldze a
jeji syntéze zpracovala Deborah Delmer (Delmer 1999) a pro ptehled klasifikace a vlastnosti
strukturnich proteint Ize doporucit naptiklad prehledy zpracované Matildou José-Estanyol a
Perem Puigdomenech (Jos¢ et Puigdomenech 1993, Jose-Estanyol et Puigdomenech 2000).

Bunécéna sténa se mize skladat ze tii hlavnich vrstev, kterymi jsou: stfedni lamela
(neni vSemi autory chapana jako pfima soucast BS), primarni bunécna sténa (pfitomna vzdy)
a sekundarni bunéénd sténa (nejCastéji modifikovana soucast BS v souvislosti se
specializovanymi funkcemi bunky).

Stiredni lamela je prvni soucasti bunécné stény, ktera vznikd pii bunééném déleni.
Zaklada se ve fragmoplastu (organelovy komplex typicky pro délici se rostlinné buiky)
depozici pektind, které jsou transportovany v cisternach trans-golgi aparatu do oblasti mezi
rozdélenymi jadry, kde jsou vykladany. Stfedni lamela se nachazi pouze mezi sesterskymi
rostlinnymi buiikami, v ptipadé BY-2 je pfitomna pouze mezi buiikami rostouciho fetizku.

Primarni bunééna sténa se zaCind vytvaiet v zapéti po ustaveni stfedni lamely. Jeji
vznik je spojen s depozici mikrofibril celulézy, které jsou zpocatku syntetizovany navzajem
neorientovan¢ a s postupujici reorientaci mikrotubull stale vice navzajem paralelné. Primarni
bunécna sténa je tvofena celulozou z 20 — 30 %. Kromé& celulozy se zde nachazi téz tzv.
hemiceluléozy  (xyloglukany, glukuronoarabinogalaktany), pektiny, kaléza (hojné
syntetizovand zejména pii poranéni), enzymy a strukturni, c¢asto hojné glykosylovang,
proteiny, které jsou podrobnéji charakterizovany v kapitole €. 2.2.4.

Sekundarni bunéfna sténa je syntetizovana na vnitini stranu primarni vrstvy,
zpravidla v souvislosti s modifikaci mechanickych vlastnosti stény. Kromé celulozy a
hemicelul6z je nejCastéjsi a nejvice zastoupenou slozkou sekundarni BS lignin, dale téz
suberin a ptipadné kutin. Sekundarni bunécna sténa mutze byt inkrustovana téz anorganickymi
solemi, naptiklad vapenatymi solemi nebo kiemicitany. V ptipadé nékterych opornych pletiv
(napf. sklerenchym) muze tato vrstva dosdhnout takové mocnosti, Ze zcela izoluje protoplast,
ktery vlivem izolace od okolnich bunék odumird a pozadovanou strukturni funkci pak plni

samotna bunécna sténa.
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Vzhledem k tomu, Ze sekundarni modifikace bunécné stény se u bunécné linie tabaku
BY-2 nevyskytuji, bude dalsi text zaméfen na vlastnosti primarni bunécné stény. (Yokohama

et al. 2004)
2.2. Hlavni sloZzky primarni bunécné stény

2.2.1. Celuloza

Celuldza je nevétveny polymer glukézy, kde jednotlivé molekuly B-D-glukdzy jsou
spojeny mezi svymi 1~ a 4" redukujicimi hydroxylovymi skupinami ((1—4) B-D-glukan).
Jednotliva polymerni vlakna jsou uspotadana v poctu zpravidla 36 do mikrofibril, které jsou
zakladni stavebni jednotkou celulézové kostry priméarni bunééné stény. V rdmci mikrofibril

jsou vlakna celul6zy spojena vodikovymi mistky (Delmer 1999, Carpita et McMann 2000).

2.2.2. Hemicelulozy

Hemiceluldza je souborny ndzev pro xyloglukany, glukuronoarabinogalaktany a
nékteré dalsi vétvené i1 nevétvené polysacharidy tvofené kromé molekul glukézy i jinymi
monosacharidy (Casto xyléza, galaktdza, fukdza) nebo molekulami kyseliny galakturonové.
Glukuronoarabinogalaktany jsou specifickou slozkou bunécné stény lipnicovitych (Poaceae)
a jim piibuznych vyssich taxonl jednodé€loznych rostlin (= BS typu II). Pro bunéénou sténu
dvoudéloznych rostlin je typické zastoupeni xyloglukanii (vétvené polysacharidy tvotené
glukézou, xylozou a dal§imi), které je kvantitativné srovnatelné se zastoupenim celulozy (=

BS typu I; Prehled viz Carpita et McMann 2000).

2.2.3. DalSi neproteinové slozky

Kaloéza je nevétveny polymer glukdzy, podobné jako celuldza, na rozdil od ni jsou
vSak jednotlivé monomery spojeny mezi 1" a 3" redukujicimi hydroxylovymi skupinami, diky
nimz vytvaii vlakno kal6zy helikalni strukturu a spojuje se v této konformaci do duplexti az
triplext. Kal6za se uplatituje pifedev$im pii zakladani stfedni lamely délicich se bungk, pfi
rustu pylové lacky a velmi vyznamné téz pti mechanickém naruseni pletiv jako obrana proti
vniku patogent (Ptehled viz Carpita et McMann 2000).

Pektiny jsou vyznamnou skupinou polymert tvofenych pfedevSim jednotkami
kyseliny galakturonové. Polymerni fetézce jsou zpravidla vétvené a mohou obsahovat bud’
pouze kyselinu galakturonovou (homogalacturonany) nebo Siroké spektrum dalSich
monomera (xylogalakturonany, rhamnogalakturonany I a II). Jednotlivé polymery pektint
navzajem asociuji pomoci vapnikovych mistkt (piehled viz Carpita et McMann 2000).
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2.2.4. Strukturni proteiny

Buné¢na sténa obsahuje Sirokou Skalu proteini, které se podileji na jeji struktute. Jsou
klasifikovany zpravidla podle zastoupeni jednotlivych aminokyselin, ale téZz podle
vyzna¢nych sekvenci. Jednotlivi autofi mohou upfednostiiovat rizny alternativni ¢lenéni,
vtéto praci je vSak vyuzita klasifikace zavedena Matildou Jose¢-Estanyol a Perem
Puigdomenech (pifehled viz José et Puigdoménech 1993, Jose-Estanyol et Puigdoménech
2000).

Peptidovy fetézec strukturnich sténovych proteini byva v zavislosti na své sekvenci,
ale také pozadované funkci posttranslaéné modifikovan. Jednou z vyznamnych
posttransla¢nich modifikaci je glykosylace, jejiz mira byvéa pro jednotlivé tfidy sténovych
proteinti charakteristickd. Vzacngjsim typem glykosylace je N-glykosylace, pfi niZ vznika
vazba mezi oligosacharidem a proteinem prostfednictvim amidové skupiny asparaginu.
Mnohem hojnéjsi je tzv. O-glykosylace, kdy je oligosacharid pfipojovan na aminokyseliny
s volnou OH- skupinou (serin, threonin, hydroxyprolin). Reakci mezi redukujici skupinou
oligosacharidu a OH- skupinou aminokyseliny katalyzuje glykosyl transferaza. Nejhojnéji je
glykosylovana sekvence Ser-Hyps typickd pro extenziny, ale téZ pro jednu zdomén
arabinogalaktanovych proteinil, u nichz miize sacharidova slozka tvoftit az 95 % molekulové
hmotnosti (piehled viz José-Estanyol et Puigdoménech 2000, Carpita et McMann 2000).

Extenziny, nebo téZ hydroxyprolinem bohaté glykoproteiny (HRGPs) se vyznacuji
repeticemi aminokyselinového motivu Ser-Hyprs (hojny vyskyt O-glykosylace) ale téz Tyr-
Lys-Tyr. Zejména lysin udéluje celkové bazicky charakter extenzinli. Extenziny jsou v BS
spojovany pomoci isodityrozinovych mustkii navzdjem nebo téz s jinymi slozkami BS.
Prostfednictvim iontovych vazeb interaguji napiiklad s pektiny. Ackoliv byla
charakterizovana tada genil kodujicich extenziny, véetné miry jejich exprese, uloha téchto
proteini je celkové nejasna. ZvySend exprese nékterych genti kodujicich extenziny byla
dokumentovana v souvislosti s poranénim nebo napadenim patogeny. Za fyziologického stavu
jsou extenziny hojné exprimovany mimo jiné v meristematickych pletivech a pletivech
cévnich svazku (piehled viz Jose-Estanyol et Puigdoménech 2000, Carpita et McMann 2000).

Glycinem bohaté proteiny (GRPs) jsou rozmanitou skupinou proteinli, v ramci niz
byli charakterizovany i cytoplasmaticky lokalizované proteiny postradajici N-termindlni
signalni peptid nezbytny pro export do BS. Vyskyt glycinu v peptidovém fetézci u mnohych
GRPs prevysuje 60 %. Obsah tyrozinu umoziuje interakci prosttednictvim isodityrozinovych
mustkll mezi GRPs navzajem, ale téz s jinymi strukturnimi proteiny. Strukturné vyznamna

asociace s extenziny, pro né¢z je tento zpusob interakci typicky, neni piredpokladana, jelikoz
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nebyla prokdzana kolokalizace téchto skupin proteinti (piehled viz Jose-Estanyol et
Puigdoménech 2000, Carpita et McMann 2000). Exprese gent kodujicich GRPs je zvySovéana
¢innosti ristovych regulatori, zejména ABA. Dokumentovano bylo zvySeni exprese
v souvislosti s vodnim stresem a poranénim, kdy je hladina ABA rovnéZz zvysena (piehled viz
Showaltre 1993).

Arabinogalaktanové proteiny (AGPs) jsou nejvyraznéji glykosylovanymi
strukturnimi proteiny. Vlastni peptid miZe ¢init pouhych 5 — 10 % molekulové hmotnosti
vysledné molekuly. Cukerné zbytky jsou ptipojovany O-glykosylaci na hydroxyprolinové,
serinové a threoninové zbytky. Nejcast¢jSimi sacharidy asociovanymi do molekul AGPs je
arabindza a galaktéza, v menSi mife téZ rhamnoza, kyselina glukuronova a dalsi
monosacharidy. Vyskyt AGPs byl prokazan ve vétSing pletiv, ve znacné mife se pak vyskytuji
pfedev§sim v bunéénych sténach xylému nebo vodivém kandlu ¢nélky, kterym proristaji
pylové lacky.

Dalsi proteiny, které se ucastni ristu bunécné stény jsou expanziny. Tyto proteiny
zajiStuji tzv. kysely rlst, tj. zvySovani plasticity BS (ptfedpoklad expanze BS) v prostiedi
nizkého pH. Funkce expanzinl je spojovana zejména s rozvolfiovanim polysacharidovych
struktur (napf. rozvoliovani vazeb mezi vlakny celulozy a xyloglukanid). Mechanismus
ucinku je spojen suvolnénim nekovalentnich spojeni paralelnich fetézcti propojenych
vodikovymi mustky. Uvazovana je i glykosylhydroldzova aktivita. Pfitomnost expanzinti byla
detekovéna naptiklad u rajéete v meristematickych pletivech, v rostoucich nezralych plodech,
ale téz v oplodi zrajicich plodl. Tercidlni struktura expanzin nebyla dosud dokumentovana,
ale na zaklad¢ sekvenc¢ni analyzy jsou predpokladany dvé domény, katalytickd a C-terminalni
vazebna. Na zakladé predpokladané struktury je zvazovana moznost asociace C-terminalni
vazebné domény s mikrofibrilami celul6zy (pfehled viz Jos¢-Estanyol et Puigdomenech 2000,
Carpita et McMann 2000).

Specifickou skupinou sténovych proteinii prokdzanou pouze u celedi lilkovitych
(Solanaceae) jsou lektiny. Struktura téchto proteinti vykazuje dvoudoménovy charakter. Za
N-terminalnim signalnim peptidem, ktery determinuje lektiny pro sekreci do BS se naléza
cysteinem a glycinem bohatd doména. C-terminalni, hydroxyprolinem bohatd doména
sekvencné piipomind extenziny a je shodn€ s nimi vyznamné¢ glykosylovana. Funkce lektini
neni zcela ziejma. Cysteinem bohatd doména nespecificky vaze oligosacharidy. Byla téz
prokazana afinita k chitinu, z ¢ehoz lze usuzovat na roli pfi obrané¢ proti patogenim

(Sommer-Knudsen et al. 1998).
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2.3. Hybridni prolinem bohaté proteiny

2.3.1. Charakteristika a vyznam prolinem bohatych proteintii (PRPs)

Prolinem bohaté proteiny jsou Sirokou a riznorodou skupinou proteini bunééné stény,
vjejichz aminokyselinovém fetézci je hojné zastoupen prolin. Od extenzind
(hydroxyprolinem bohatych proteini, HyPRPs) jsou prolinem bohaté proteiny odliSovany
pfedev§im diky absenci aminokyselinového motivu Ser-(Hyp)s, ktery se v molekulach
extenzinl vyskytuje hojné a je pro né typicky. Prolinem bohaté proteiny se od extenzinti déale
zpravidla lisi mensi frekvenci posttranslaéni hydroxylace prolinu a niz§i mirou glykosylace.
Vyrazné nizsi mira glykosylace se zastoupnim hydroxyprolinu souvisi, protoze O-glykosylace
je podminéna hydroxylaci prolinovych zbytkli (u PRP mén¢ Castd) a navic jsou preferovany
ur€ité sekvenéni motivy, napf. Hyps, ktery v PRP zpravidla chybi (José-Estanyol et
Puigdomeénech 2000).

Prolinem bohaté proteiny vykazuji v rostlinadch rozdilnou lokalizaci a u jednotlivych
proteinii byly uvazovéany popfiipadé prokdzany riizné ulohy, naptiklad pifi odpovédi na
nejruzngjsi abioticky stres a napadeni viry a jinymi patogeny (Chai 1999), vyznam pfi
zakladani kofenti u fizkt révy vinné (Thomas et al. 2003) nebo hlizek (uréenych pro
symbiotickou fixaci vzdusného dusiku) u soji, ptehled viz Jose-Estanyol et Puigdoménech

(2000).

2.3.2. Charakteristika hybridnich prolinem bohatych proteinu a jejich dalsi ¢lenéni
N-terminalni ¢ast molekuly HyPRPs tvofi signadlni peptid, ktery tyto proteiny
determinuje pro sekrec¢ni drahu, kterou se dostavaji do bunééné stény. Za signdlnim peptidem
se nachazi repetitivni prolinem bohatd doména, kterd je nejvariabilnéj$im tsekem proteini
této skupiny. Vyrazné rozdily je mozné nalézt nejen v sekvenci aminokyselin, ale predev§im
v délce prolinem bohaté domény (Jose-Estanyol et Puigdomeénech 2000, Dvotdkova et al.
2006). U ngkterych proteini muize prolinem bohatd doména dokonce pfirozené chybét
(Dvorakova et al. 2006). Diagnostickym znakem, ktery vycleniuje HyPRPs do zvlastni
podskupiny v ramci PRPs je ptfitomnost hydrofobni C-terminalni domény. Ziejmy pokles
hydrofility v tseku odpovidajicimu c-termindlni doméné byl demonstrovan napi. u SbrPRP
(Fischer et al. 2002) nebo u FaHyPRP (Blanco-Portales 2004). Hydroféobni doména navic
vykazuje zvySeny obsah cysteinu, jehoz aminokyselinové zbytky jsou uspofadany
v konzervovanych pozicich, z ¢ehoz je dedukovan jejich vyznam pro vlastnosti celé domény.
Vzorce uspoiadani cysteinovych zbytkli byly prokdzany dva, na zakladé ¢ehoz jsou podle
klasifikace zavedené Matildou Jos¢-Estanyol a Perem Puigdoménech (Jose¢ et Puigdoménech
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1993, José-Estanyol et Puigdomenech 2000) hybridni prolinem bohaté proteiny déleny na
podskupinu A (vzorec: ..C..C..C..C..C..C..) a podskupinu B (vzorec:
..C..C..CC..CXC...C...C...C..).

Exprese gent kodujicich hybridni prolinem bohaté proteiny je pribézné prokazovana
u stale SirS§tho okruhu rostlin (Cuscuta reflexa — Subramaniam et al. 1994, Medicago
truncatula — Bouton et al. 2005 a dalsi dale citované). Pribyva tak databazovych sekvenci
kédujicich tyto geny, coz umoziuje srovnavat a dedukovat vlastnosti spole¢né a vlastnosti
variabilni. Pfibyva téz udaji o lokalizaci exprese jednotlivych genti, které mohou pfispét
k pochopeni funkce téchto proteinid, ale na druhou stranu muze byt vypovédni hodnota
takovych udaja sniZzena v kontextu vzdjemné zastupnosti piibuznych proteint jedné rodiny,

viz dale.

2.3.3. Hybridni prolinem bohaté proteiny skupiny B

Ptitomnost hybridnich prolinem bohatych proteinii skupiny B v bunécné sténé rostlin
zatim nebyla pfimo prokdzana, ale lze ji povazovat za pravdépodobnou, vzhledem
k ptitomnosti N-terminalniho signalniho peptidu, ktery tyto proteiny determinuje pro export
do mimobunééného prostoru pies sekretoricky systém. Sténové lokalizaci nasvédcuje téz
pritomnost prolinem bohaté repetitivni domény, ktera tyto proteiny fadi mezi variabilni
skupinu prolinem bohatych proteinti, u nichZ v mnoha piipadech pfitomnost v bunécné stén¢
pfimo dokumentovéna byla (pfehled viz Carpita e McMann 2000).

Dvoudoménovy charakter HyPRPs s jednou hydrofilni a jednou hydrofobni doménou
nabizi moznost, Ze Uloha téchto protenti spociva v propojeni bunétné stény a bunécné
membrany. Takova hypotéza je mimo jiné diskutovana v praci Holka a kolektivu (Holk ef al.
2002). Autofi této prace piipravili stabilné transformované linie mrkve (Daucus carota)
genem DC 2.15 v opacné orientaci, ¢imz navodili RNA interferenci a dosahli trvale snizené
exprese genu. Autofi zjistili vyrazné zvétSeni bunék kalusové kultury (u vSech 5 ziskanych
klonii), ale téZ protazené bunky v houbovém v parenchymu listd — do stadia celé rostliny se
jim v8ak podafilo ptevést pouze jediny klon. Autofi téZz diskutuji mozny vztah mezi vlivem
auxinu na rast bun€k, vyvoj pletiv a zaroven expresi genu DC 2.15. Zjistili totiz, Ze exprese
genu je u embryogenni kultury mrkve po aplikaci vyssi hladiny auxind snizena. Fenotypové
zmény pozorované u linii exprimujicich gen v antisense orientaci — zvétSeni bun¢k — autoram
pfipominaji situaci u auxin hypersensitivnich transformantti BY-2 se zvySenou expresi auxin
vazebného proteinu ABP1. Usuzuji proto, ze snizeni exprese DC 2.15 pomoci RNAi muize

vést k podobné situaci a cytologickym zméndm jako pfi snizeni exprese vlivem vyrazné
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odpovédi na auxin. Na zaklad¢ toho ptfedjimaji vyznam proteinu pfi omezovani elongace
bungk, kterd je auxinem jinak podporovana (Holk et al. 2002).

Negativni korelaci mezi expresi dalSiho genu kodujiciho HyPRP dokumentoval
Blanco-Portales a kolektiv (Blanco-Portales et al. 2004). Autofi dokumentovali zvySovani
exprese genu FaHyPRP spostupem dozravani plodd jahodniku, kde pomoci in-situ
hybridizace a imunolokalizace prokézali pfednostni expresi genu ve sklerenchymatickych
buiikéch a buiikach vodivych pletiv zralych i1 nezralych plodi. Z téchto dat autofi predikuji, ze
protein se bude ucastnit nékterého z procesii doprovézejicich zrani plodd. Na zakladé
literarnich udaji piedjimaji zaclenéni hydrofobni domény do plazmatické membrany. Na
zaklad¢ exprese ve sklerenchymatickych buiikach diskutuji moznost, ze ligandem, ktery mtze
hydrofébni doména véazat a poptipadé prendSet, mize byt lignin, ktery je vyznamny pfii
druhotnych zménéach bunééné stény. Diskutovana je téZ moznost vazby taninl v souvislosti
smoznou funkci obrany proti patogenim (Blanco-Portales et al. 2004), kterd byla
predikovana u sojového hybridniho prolinem bohatého proteinu SbPRP (He et al. 2002).

Dynamicky vyvoj exprese genu 7FM7 kodujiciho hybridni prolinem bohaty protein
rajcete byl ovéfen nckolika autory. Nejvyssi hladina exprese byla prokdzana v nezralych,
rychle se vyvijejich plodech (Salt ef al. 1991). V kontrastu se zjisténim na modelu jahodniku
vSak exprese s prubéhem zrani plodi klesala (Santino et al. 1997).

Homology raj¢atového TMF7 byly déle studovany v souvislosti s organonegenzi
(zejména tuberizaci) u bramboru a dalsi lilkovité rostliny Solanum brevidens. V kontrastu se
situaci opakované ovéfenou u rajcete nebyla exprese genu kodujiciho hybridni prolinem
bohaty protein bramboru StPRP zjisténa v nezralych ani zrajicich bobulich bramboru. Vysoka
exprese vSak byla prokazana v kofenech, kvétech, stoncich a vyvijejicich se listech (téz
sacharidy spotifebovavajicich orgdnech, podobné jako plody; Fischer et al. 2002). Rozpor
mezi situaci zjiSténou u zrajicich plodid rajcete a bramboru mtize byt vysvétlen podrobnou
studii Lenky Dvotakové provedenou v ramci jeji diplomové prace. Mimo jiné analyzovala
expresi né¢kolika ptibuznych genti kddujicich hybridni prolinem bohaté proteiny v bramboru a
prokazala, Ze 1 velmi ptfibuzné geny mohou vykazovat zcela odlisSnou miru exprese v jednom
organu popiipadé konkrétnim vyvojovém stadiu (napt. mladé vs. plné vyvinuté listy). Tyto
vysledky ukazuji ze jednotlivé hybridni prolinem bohaté proteiny se v rostlinném organismu
pravdépodobné zastupuji a prednostni lokalizace urc¢ité¢ho proteinu v konkrétnim pletivu maze
souviset s jemnou regulaci n€kterych procesii (Dvotdkova 2005).

Prokazané zmény v Grovni exprese jahodového FaHyPRP a raj¢atového TFM7 béhem
zrani plodi a téz za nékterych dalSich situaci ddva moznost uvazovat o tom, Ze exprese genil

kodujicich tyto proteiny nemusi byt ovliiovana jen fytohormony (napf. auxinem), ale téz
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zménami v sacharidové vyzive pletiv, a to i pies zjisténi, ze odezvy exprese pribuznych genii

u ptibuznych rostlin se mohou znac¢né lisit.

2.3.4. Nespecifické prenasece lipidi (non-specific lipid transfer proteins, LTPs)

LTPs byly izolovany z vétSiny organismu a byla u nich obecné prokazana schopnost
pienasSet hydrofobni molekuly mezi jednotlivymi fosfolipidovymi membranami a strukturami,
které jsou z nich tvoteny (piehled viz Kader 1997).

Na N-terminalnim konci rostlinnych LTPs se nalézd signdlni peptid determinujici
smérovani proteini do sekretorické drahy. Jelikoz se v sekvenci rostlinnych LTPs nenaléza
sekvence K/HDEL, ktera je rozhodujici pro trvalou lokalizaci v rdmci ER, jsou tyto proteiny
sekretovany ven z bunky, coz bylo potvrzeno i jejich pfitomnosti v kultivaénim médiu
rostlinnych tkanovych kultur (Sterk ef al.1991, Coutos-Thevenot et al. 1993). Sekrece
proteinu do extracelularniho prostoru je rozhodujici pro jeho ptipadnou ucast pifi modelaci
vlastnosti bunécné stény. Existuji experimentalni prace, které takovou biologickou aktivitu
potvrzuji, viz déle.

Vlastnosti, kterd spojuje LTPs s problematikou HyPRPs tiidy B, je podobna vzajemna
poloha cysteinovych zbytku, které davaji predpoklad pro vytvoreni disulfidickych mustkd a
nasledn¢ 1 konkrétni prostorové struktury. Ackoliv jsou LTPs ve své aminokyselinové
sekvenci znacn¢ variabilni, vzdjemna poloha cysteinovych zbytkl je konzervativni (Yamada
1992). Zbytek molekuly LTPs je tvofen ptredev§im kladné nabitymi aminokyselinami, které
tvoii 4 a-helixy. Ty jsou navzajem uspotradany pravé disulfidickymi mustky do podoby duté
kapsy, kterd umoznuje vazat hydrofobni ligandy. Potvrzeni této struktury bylo provedeno
krystalograficky (Shin et al. 1995, Charvolin et al. 1999) 1 spektroskopicky (Heinemann et al.
1996). Déle bylo dokumentovano, ze pro pfislusnou funkci LTPs neni rozhodujici ptfesna
sekvence aminokyselinovyh zbytkli, ale prostorova tercidlni struktura proteinu a néboj
aminokyselin sméfujicich svymi postrannimi fetézci do nitra ,.kapsy* (Zachowski et al. 1998,
Nieuwland et al. 2005). Jak z vySe napsaného textu vyplyva, tyto dulezité predpoklady jsou
zachovany téZ u C-terminalni domény HyPRPs skupiny B, coZ nabizi moZnost zajimavého
srovnani mezi t€émito nepiibuznymi skupinami proteint.

Pozoruhodnou sérii experiment byla prokdzana schopnost zvySovat plasticitu BS u
LTP tabdku (TobLTP2), ktery je vyluCovan na povrchu ¢nélky. Aplikace extraktu tohoto
proteinu navodila rozvolnéni okurkového hypokotylu upnutého do extenzometru, i v piipadé,
ze byl tento extrakt zbaveny B-expanzinu, proteinu s ptedpokladanou ulohou v rozvolnovani
bunécéné stény. Stejny efekt mél i extrakt LTPs z pSeni¢nych obilek. Pro dal§i ovéfeni

experimentalnich vysledki byla pfipravena transgenni rostlina tabdku s navozenou RNA
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interferenci, kterd vedla k potlaceni exprese TobLTP2 na uroven, kterd nebyla detekovatelna a
absence transkriptu v kvétnich organech oproti kontrole byla potvrzena in-situ hybridizaci a
imunolokalizaci. [zolat z téchto rostlin jiz rozvoliiovaci aktivitu nevykazoval.

Dalsi prace kterd potvrzuje funkci LTPs pii morfogenezi rostlin (pravdépodobné ve
spojitosti s BS) byla provedena na embryogenni linii smrku. Izabela Sabala a kolektiv
charakterizovali cDNA klon Pal8 jako gen kodujici LTP a pfipravili sérii transgennich klonii
s konstitutivné sniZenou i1 zvySenou expresi tohoto genu oproti kontrole. U linii nadmérné
exprimujicich LTP se objevovaly dlouhé vakuolizované buiiky, a to i na povrchu tvoficich se
embryi. Frekvence jevu dobie korelovala s mirou exprese studovaného genu. Autorka
z tohoto pozorovani vyvozuje, ze pro spravny prubéh embryogeneze je nutné piirozené
omezeni exprese, a tedy i aktivity LTP koédovaného genem Pal8 (Sabala et al. 2000).
V kontextu vySe zmiflované prace se zda, ze zde byl dokumentovéan dalsi zastupce z rodiny
LTPs, ktery zvySoval plasticitu BS u bunék protodermu, které se vlivem turgoru nadmérné

protahovaly a byly tudiz enormné vakuolizované.
2.4. Rist bunéc¢né stény

2.4.1. Syntéza celulozy

Celuloza je do bunécné stény syntetizovana v podobé mikrofibril. Mikrofibrily jsou
prikladany do bunécné stény velmi slozitym komplexem enzymi, znichz vlastnim
producentem celulézy je celulozosyntaza. Objev a popis tohoto enzymu byl spojen s mnoha
metodickymi tuskalimi. Identifikace genu (pozdéji téz celé rodiny genil) kodujicich
celul6zosyntazu rostlin byla provedena na zéklad¢ predchoziho popisu genu CesA, v plivodni
praci (Saxena et Brown 1990) oznacovaném AcsA. Ptitazeni téchto sekvenci bylo z pocatku
téz nejasné a az na zéklad¢ biochemickych experimentti bylo zjisténo, ze oba geny koduji
homologni protein. Srovnani sekvenci obou geni bylo UspéSné az na zakladé zjisténi, ze
rostlinné geny této rodiny obsahuji vlozené sekvence kodujici rostlinng specifické
podjednotky s cytoplazmatickou lokalizaci, které bakterialni enzymy neobsahuji (ptehled viz
Delmer 1999 a Carpita et McMann 2000).

Dodnes neni zndma ani struktura a funkce vSech slozek komplexu, ktery celulozu
vytvafi. Vzhledem k tomu, Ze cely komplex stabilizujici jednotlivé enzymy je velmi slozity a
pravdépodobné asociuje s dalSimi strukturami v cytoplazmé vcetné cytoskeletu je nesnadné
zachovat jeho celistvost a dokumentovat jeho strukturu. Snimky pofizené rastrovacim
elektronovym mikroskopem byly pofizeny na zmrzlych Stépcich cytoplazmatické membrany
bunc¢k zmrazenych dostate¢né prudce, aby se zabranilo rozpadu zkoumaného proteinového
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komplexu. Na zaklad¢ elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze cely komplex ma
hexagonalni strukturu a v cytoplazmatick¢é membrané tvofi tzv. rozety (ptehled viz Delmer
1999 a Carpita et McMann 2000).

Vlastni celuldzosyntaza je kotvena v plazmatické membrané (8 transmembranovych
helixtl), z cytoplazmatické strany pfijima prekurzor celulézy — uridindifosfoglukozu (UDPG)
a na vn¢j$i stranu syntetizuje polymerni vlakno celulézy. Enzym je spojen do skupin v poctu
6 x 6, pfiCemz tyto Sestice se na snimcich potizenych elektronmikroskopickych jevi jako jiz
zminované rozety. ZjiStény pocet vlastnich katalytickych jednotek celulézosyntdzy odpovida
zjisténi, ze jednotlivé mikrofibrily jsou tvofeny 36 vlakny polymerni celuldzy (piehled viz

Delmer 1999 a Carpita et McMann 2000).

2.4.2. Vyznam Kortikalnich mikrotubuli a celul6zovych mikrofibril pro polaritu riastu
bunék

Vzhledem k tomu, Ze mikrofibrily celulézy nejsou ve své délce plastické, muize
bunécna sténa expandovat pouze ve sméru kolmém na jejich ulozeni. Tim je determinovana
polarita rtstu celé rostlinné buniky. Nové syntetizované mikrofibrily celulézy jsou k bunééné
stén¢ prikladany ve sméru odpovidajicim orientaci kortikalnich mikrotubulii. Tento vztah byl
poprvé postulovan na zakladé¢ experimentu pozorovani architektury nové syntetizované
bunécné stény po piechodném ovlivnéni rostlinnych bunék kolchicinem (Green 1962).
Mikroskopické potvrzeni paralelniho uspotadani kortikdlnich mikrotubulii a celulézovych
mikrofibril pfinesla kromé jiného priace dokumentujici velmi Castou pfitomnost
celulozosyntazového komplexu v tésné blizkosti mikrotubulu na pficném fezu BS fasy rodu
Closterium (Giddings et al. 1988). Na modelu bunécné linie BY-2 byla tato situace ovéiena
pfi regeneraci protoplastil oSetienych taxolem. Experiment prokdzal, Ze u neoSetfenych bunck
regeneruje bunéfnd sténa depozici neorientovanych mikrofibril celulézy. Naproti tomu
v pripad¢ protoplastii, kde byl vychozi orientovany stav mikrotubuli fixovan pied izolaci
protoplastli, byly shodné orientovany i mikrofibrily nové vznikajici BS. Nejnové€jsi prace
provedena na buitkach hypokotylu Arabidopsis thaliana ptinesla sérii ¢asosbérnych snimki
prokazujicich paralelni pohyb mikrotubuli (znaenych CFP) a katalytické jednotky
celulozosyntazového komplexu (fuzni protein YFP:CESAG6) in-vivo (Paredez et al. 2006).
Mechanismus, kterym je tato asociace zajiSténa vSak zatim popsan nebyl (Hasezawa et al.

1999, Paredez et al. 2006)
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2.4.3. Mechanismy udrZujici pevnost bunéc¢né stény

Bunééna sténa je velmi komplexni systém obsahujici slozky strukturni, ale i
enzymatické a signdlni povahy. NejcastéjSim typem chemické vazby mezi jednotlivymi
strukturnimi slozkami bunécné stény je kovalentni vazba a vazba pomoci vodikovych
mistki (prehled viz Carpita et McMann 2000).

Zakladni slozkou, kterd udava pevnost bunécné stény, jsou piredevsim mikrofibrily
celuldzy, které nejsou plastické, ale pouze omezené elastické. Jak bylo zminéno v kap. 2.4.2.,
smér uloZeni vldken celuldzy je podstatny pro polaritu ristu bunétné stény, a tim i celé
bunky. Zakladni strukturu bunécéné stény si je mozné predstavit jako polysacharidové leseni
tvofené¢ mikrofibrilami celulozy, které jsou spojeny pfiblizné pfi¢né€ orientovanymi polymery
xyloglukanu poptipadé podobnych polymeri souborné fazenych mezi hemicelulézy. Tento
systém udéluje bunééné sténé predevsim pevnost (piehled viz Carpita et McMann 2000).

Dalsi sitovitou slozkou bunécné stény je systém tvofeny pektiny. Jednotlivé polymery
pektini  jsou navzdjem spojeny vapnikovymi mustky — specifickou vazbou mezi
karboxylovymi skupinami sousedicich galakturonovych jednotek zprostiedkovanou
vapenatymi ionty. Pfislusnou reakci zprostfedkovava pektinmethyltransesterdza. ZvysSeny
podil pektinti v BS zvysuje jeji plasticitu a propustnost (piehled viz Carpita et McMann
2000).

Zvlastni a velmi komplexni kapitolou jsou strukturni proteiny BS. Ty mohou
kovalentn€ i1 nekovalentné asociovat navzajem, ale i s dalSimi slozkami BS. Viz kap. 2.2.4. a
kap. 2.3.

Méné zastoupenymi slozkami primarni bunééné stény, které zvysuji predevSim jeji
tvrdost, jsou anorganické sole (inkrustace Ca’" ¢&i kfemigitany) a lignin. V piipads Ze se
lignin podili na stavbé primarni bunécné stény, jsou jeho molekuly kovalentné vazany

k makromolekuldm polysacharida (pfehled viz Carpita e McMann 2000).

2.4.4. Expanze buné¢né stény

Bunéc¢na sténa muize rist pouze v piipadé, ze vyse jmenované struktury bunééné stény
jsou dostatecné rozvolnény, aby umoznily jeji expanzi. Novy material je pak deponovéan do
uvolnéného prostoru nebo paralelné do dalSich vrstev. Tah nutny k roztazeni bunééné stény je
zajistén tlakem vakuoly (turgor), ktery je diisledkem vyssi osmotické hodnoty vakuoly vici
okolnimu prosttedi (ptehled viz Cosgrove 1993, Carpita et McMann 2000).

Bunééné sténa se nemiize prodluzovat ve sméru orientace celuléozovych mikrofibril,
protoze tyto nejsou ve své délce plastické. Sténa tedy muze riist pouze smérem kolmym

nasledkem rozvolnéni polysacharidového leSeni (celuléza, xyloglukany), ¢imz je
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determinovana polarita ristu. Enzymy zajistujici pfislusSné zmény modifikuji predevsim
hemicelul6zovou slozku. NejvyznamnéjSim enzymem je xyloglukanendotransglykosylaza
(XET), kterda mé schopnost Stépit fetézce xyloglukanli a jejich konce spojovat do nového
postaveni. Velmi specifickym zptsobem rozvolnéni polysacharidového lesténi je tzv. Kysely
rust zajistény expanziny. Expanziny katalyzuji rozpad vodikovych mistkli mezi takto
spojenymi vlakny polysacharidl (celulézy a xyloglukanti), jejich aktivita je vSak vdzana na
nizké pH. Expanze bunécné stény vlivem expanzinii mize byt demonstrovana detekci ristu
amortizované¢ho pletiva upnutého do extenzometru (klasicky byva pouzivan hypokotyl
semenace okurky). Pletivo usmrcené mrazem je plastické a pisobenim tahu se natahuje.
Plasticita je sniZzena v piipadé neutralizace pH, popftipad¢, je-li pletivo amortizovano varem a
expanziny tak denaturovéany. Takto oSetfenému pletivu lze vrétit plasticitu v tahu snizenim pH
a aplikaci exogenniho roztoku obsahujiciho rozpusténé expanziny (piehled viz McMann
2000).

Pektinova sit® mlze byt rozvolnéna téz snizenim pH, popfipadé¢ enzymatickym
vyvazanim véapenatych ionti, které jsou pro udrzeni této struktury rozhodujici.

Nedavno experimentadlné oveéfenym vysledkem je prokdzani pozitivniho u€inku
nespecifickych LTPs na plasticitu bunécné stény (Nieuwland et al. 2005). Byla provedena
podobna série pokusu s extenzometrem, jako pifi dokladani aktivity expanzini. Plasticita
amortizované¢ho hypokotylu okurky byla zvySena ptfidanim roztoku obsahujiciho rozpustény
LTP. Aktivita LTP byla zastavena nasycenim molekul proteinu benzenem. Ten neméni
konformaci proteinu, ale obsadi hydrofobni kapsu, kterd je pro navazani hydrofébnich
substanci klicova. Bylo tak prokazano, ze rozvolnovaci ucinek LTPs souvisi s vazbou
hydrofébnich substanci v ramci BS. Autoii se domnivaji, ze pritomnost povrchové nabitych
komplexti LTPs vyvazujicich hydrofobni slozky stény mize v oblasti vodikovych spoji mezi
mikrofibrilami celulozy a xyloglukany piispét k rozruseni jejich vzajemné vazby, popiipadé

snizeni hladiny energie, kterd je k tomuto rozvolnéni nezbytna (Nieuwland et al. 2005).

2.5. Rustovy cyklus BY-2

Subkultivacni interval je v pfipad¢ standardné pouzivaného kultivaéniho protokolu
dlouhy 7 dni. Vyvoj suspenzni kultury je zahajen zpravidla kratkou lag-fazi, v rdmci niz dojde
k adaptaci stacionarni kultury v prostfedi cerstvého, na Ziviny bohatého média se
supraoptimalni koncentraci 2,4-D. V piipadé€, Ze je denzita inokula velmi nizk4, mize byt
lagfaze timérné delsi. Zpravidla vSak jiz po 10 - 20 hodindch od zaockovéani se dlouhé
stacionarni bunky vychozi kultury zac¢inaji délit. Déléni bun€k probiha orientované, kolmo na
podélnou osu bunky. Exponencidlni faze rustu linie BY-2 je charakteristickd postupnym
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délenim dlouhych bun¢k za wvzniku vicebunécnych fetizkl. Buiky jsou v fetizcich
uspotradany zpravidla v poctu 4 — 10. V prvnich dnech je proto bunécna sténa produkovana
pfedev§im v souvislosti s tvorbou bunécné piepdzky. Teprve poté co buiky postupnym
zkracovanim dosdhnou pfiblizn€ izodiametrického tvaru (vrchol exponencialni faze, cca 3.
den SBI), za¢ne se bunécny fetizek téz prodluzovat a postupné zaéne byt vyznamny rust
bunék, a tedy i jejich stény v podélné ose. V souvislosti s ¢astecnym vycCerpanim nékterych
latek v médiu klesd délivd aktivita kultury a bunky se zacinaji orientované prodluzovat
(Nagata ef al.1992).

Fenotypovy standard v¢etné jednotlivych ristovych parametrii byl zpravovan Nagatou
v souborném c¢lanku (Nagata et al. 1992) nebo téz ve sborniku, ktery spole¢né s dalSimi
autory sestavoval (Nagata et al. 2004). Rast bunécné linie BY-2 byl téz detailné¢ hodnocen a
porovnan s dalsi stabilni buné¢nou linii tabdku VBI-0 v diplomové praci Andrey Kuthanové
roz. Zelené (Zelena 2000). Posledné zminovana prace by méla 1épe vypovidat o vlastnostech

zde vyuzité sublinie BY-2 nez ptiivodni japonské prace.

2.5.1. Zmény ve sloZeni média ve spojeni s ristem BY-2

Slozeni média (viz kap. 3.2.3.), které je soucasti doporuc¢eného kultivaéniho protokolu,
poskytuje kompromis mezi podminkami nutnymi k navozeni bunéného dé€leni pii nizké
bunécné denzité okamzité po subkultivaci a dostateCnou zasobou zivin pro maximalni rust
béhem exponencidlni faze a udrzeni viability béhem faze stacionarni (Nagata ef al. 1992).
Jednotlivé slozky média jsou kulturou spotiebovavany rliznym zplsobem. Zatimco
koncetrace dusi¢nanti byla ve 3. dni SBI zméfena na trovni 54 % vychozi hodnoty, sachar6zy
zustavalo v médiu 37%. Fosfore€nanové ionty vSak byly ve 3. dni SBI téméf uplné
spofebovany. PfestoZe oproti pitvodnimu sloZzeni MS média je koncentrace fosfore¢nanovych
iontll zvySena na trojnasobek, jevi se i na zéklad¢ dalSich pozorovani jako limitujici faktor
rustu BY-2 pravé fosfor. Ten je v prvnich dnech kultivace bunikami docasné akumulovan
v cytoplazmé a nasledné skladovan ve vakuole, odkud je ve stacionarni fazi opét uvoliiovan
(Nagata et al. 1992).

D¢liva aktivita bunééné linie BY-2 je téz zavisld na dodavani exogenniho auxinu.
Produkce endogennich fytohormont byla dokumentovana Redigem a spolupracovniky
(1996). Koncentrace endogenni IAA byla stanovena u synchronizované kultury BY-2 na
50 nmol/kg biomasy bunék a 0.5 nmol/l média. Celkova hladina cytokyninii byla prokdzana
na vys§i Urovni. Napi. zeatin dosahoval maximdlni koncentrace 100 - 150 nmol/kg FW a
kromé tohoto cytokininu byla prokdzana produkce 15 dalSich (Redig et al. 1996). Toto

pozorovani poskytuje vysvétleni habituace BY-2 v pfijmu cytokyninti a zavislosti bunécné
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linie na dodavani exogenniho auxinu, ktery je do média ptidavan ve form¢ 2,4 D (200 mg/l;

Renaudin 2004).
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3. Material a metody
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3.1. Biologicky material

3.1.1. Escherichia coli DH5a
Tento bakterialni kmen byl vyuzit pro klonovani plazmidd. Podrobnosti viz Sambrook

et al. 1989.

3.1.2. Agrobacterium tumefaciens C58C1
Pro zprosttedkovani transformace rostlinného materidlu byl pouzit bakteridlni kmen

Agrobacterium tumefaciens C58C1 nesouci plazmid pGV2260 (Deblaere et al. 1985).

3.1.3. Buné¢na linie BY-2 (Nicotiana tabacum L., cv. ,Bright Yellow*)

Bunéénéd linie BY-2 byla ziskdna v sedmdesatych letech 20. stoleti z primyslové
vyuzivané suspenzni kultury tabaku. Vychozim materidlem byly in vitro péstované semenace
kultivaru N. tabacum cv. ,Bright Yellow‘, odtud zkratka oznacujici vlastni bunécnou linii.
Podrobnosti o vlastnostech této linie jsou zpracovany v praci Nagaty a spolupracovnik

(1992).
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3.1.4. Plazmidy

Plazmid pBluescriptIIKS byl pouzit pro vkladani a efektivni zmnozeni ziskanych
PCR produktl pted jejich dalSim zpracovanim (viz kap. 4.1.). Vzhledem k malym rozmériim
(2961 bp) probihd ligace fragmenti pomérné efektivné. Plazmid téz umoziuje tzv.
,modrobilou selekci zaloZenou na c¢innosti enzymu p-galaktosidazy (Lac-Z). Jsou-li do
média pro bakterie piidany IPTG a X-gal, je enzym aktivovan IPTG a stépi X-gal za vzniku
modrého produktu. Fragmenty DNA jsou vkladdny do oblasti genu pro podjednotku -
galaktosidazy, kterd neni v pouzitém bakteridlnim kmenu ptitomna. Kolonie nesouci ,,prazdny
plazmid“ se na pevném médiu jevi jako modré, kolonie s vlozenym DNA fragmentem jako
bilé, nebot’ je syntéza, a tim 1 ¢innost enzymu, blokovana.

Pro transformaci rostlinného materidlu byl pouzit bindrni vektor pCP60 (laskave
poskytnut Dr. P. Ratetem). DNA konstrukty byly vkladany do mnohonésobného klonovaciho
mista (polylinkeru) mezi 35S promotor viru kvétadkové mozaiky (CaMV) a terminator nopalin
syntazového genu z Agrobacterium tumefaciens. Toto misto je soucasti oblasti T-DNA, ktera
je prendsena do rostlinné buiiky béhem transformace. Vektor nese v ramci T-DNA gen pro
neomycin fosfotransferazu, ktery zprostfedkuje rezistenci transformovanych rostlin vici
kanamycinu. Soucasti vektoru je téZ promotor a gen zajiStujici kanamycinovou rezistenci

transformovanych bakterii (mimo oblast T-DNA).
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3. 2. Kultivace biologického materialu

3. 2. 1. Kultivace Escherichia coli DHSa

Kultivace probihala za aerobnich podminek pfi teploté 37 °C, zpravidla pfes noc. Pro
kultivaci bylo pouzito LB médium, viz tab. 3.2.1. V ptipad¢ potieby izolace jednotlivych
kolonii (napf. po transformaci) bylo pouzito pevné LB médium rozlité na PS Petriho misky o
priméru 9 cm. Pro ucely izolace plazmidu byly bakterie kultivovany ve 3 ml tekutého LB
média, za neustdlého tfepani (frekvence cca 150 RPM). Do selekéniho média pro
transformované klony byl piidavan kanamycin v mnozstvi 50 mg/l, nebot pouzivané
plazmidy nesly gen navozujici kanamycinovou rezistenci. Klony, u nichz byla ovéfena
ptitomnost poZzadovaného plazmidu, byly skladovany bud’ kratkodobé na plotnéch pii teploté
blizké 5 °C nebo dlouhodobé v podobé¢ glycerolové konzervy pii teploté blizké -70 °C (450 ul
bakterialni suspenze bylo pfed zmrazenim v mikrozkumavce dikladné promichano s 50 pl

glycerolu).

Tabulka ¢. 3.2.1.: Slozeni LB média pro bakteridlni kultury

1 litr média
SloZeni LB média
latka mnozstviv g
pepton 10
kvasni¢ni extrakt 10
NaCl 10
agar (v pfipad€ pevného média) 15-17¢g
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3. 2. 2. Kultivace Agrobacterium tumefaciens C58C1

Kultivace Agrobacterium tumefaciens (dale AT) probihala za teploty 25 — 27 °C,
v tekutém médiu zpravidla pfes noc, na pevném médiu po dobu dvou az tii dnli. Pro béznou
kultivaci bylo pouzivano LB médium (viz tab. 3.2.1.). Byla-li pfipravovana suspenze AT pro
ucely transformace rostlinného materialu, byla tato kultivovana v 10 ml tekut¢ého YEB média
(viz tabulka ¢. 3.2.2.). Do kultiva¢nich médii pro pouzity kmen AT bylo ptidavano 100 mg

rifampicinu na 1 litr média (zasobni roztok 10 mg rifampicinu v 1 ml methanolu).

Tabulka €. 3.2.2.: Slozeni YEB média pro Agrobacterium tumefaciens

1 litr média
SloZeni YEB média
roztok 1 |latka mnozstviv g
pepton 10
kvasni¢ni extrakt 1
sacharoza 5
NaCl 10
dH,O do 900 ml
roztok 2 | MgSOy4 0,5
dH,O do 100 ml
Pozn.: Roztoky 1 a 2 byly pfipraveny zvIast a po sterilizaci v autoklavu spojeny.
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3. 2. 3. Kultivace bunécné linie BY-2

Buné¢na linie tabaku BY-2 (Nicotiana tabacum cv. ,Bright Yellow®) byla kultivovana
na modifikovaném MS médiu (Murashige et Skoog 1962). Pro pifipravu média byla pouZzita
komer¢né dodavana smés soli (Sigma: MS basal salt mixture), ostatni slozky byly pfidavany
zvlast, viz tabulka 3.2.3. Média byla sterilizovana v automatickém autokldvu za zvySeného
tlaku 20 minut pfi teploté blizké 120 °C.

Bunéc¢na linie byla kultivovdna v podobé zasobni kalusové kultury na pevném médiu
nebo v podobé€ suspenzni kultury. V obou ptipadech probihala kultivace ve tmé pfi teploté
kolem 26 °C.

Zasobni kalusy BY-2, poptipad¢ transgennich linii z ni odvozenych, byly kultivovany
na pevném médiu na PS Petriho miskdch o priméru 6 cm. Tyto misky byly pro lepsi
manipulaci a udrzeni vhodné vzdusné vlhkosti uzavirdny v poctu 14 do velkych sklenénych
Petriho misek o pruméru 19 cm. Kalusy byly pasazovany dle potieby v intervalu 3 — 5 tydnt.

Suspenzni kultury BY-2 1 transgennich linii zni odvozenych byly zakladany
roztfepanim mladych (stafi 15 — 20 dnti) rychle rostoucich kalust v tekutém médiu. Kultivace
probihala ve 100 ml Erlenmeyerovych bankach, objem média byl 30 ml. Subkultivace byla
provadéna kazdych 7 dni prenesenim 2 ml pivodni suspenze do nové banky (neni-li uvedeno
jinak). Suspenzni kultury byly upevnény na orbitdlnich tfepackadch zn. IKA. Vzhledem
k tomu, Ze zplsob tfepani do jisté miry ovliviiuje chovéani a vzhled suspenznich kultur, byly
suspenze Vv prubéhu hodnoticich pokusti umistény jednotné na tfepatkach IKA KS501

s prumérem otaceni 35 mm pfi nastaveni 100 RPM.
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Tabulka €. 3.2.3.: Slozeni MS média modifikovaného pro BY-2

1 litr média
SloZeni MS média modif. pro BY-2
latka mnozstvi v
Makro- a mg
mikroelementy | NH;NO; 1650
podle KNO; 1900
Murashige et | H;BO; 6,2
Skoog 1962 | KH,PO, 170
KI 0,83
komeréné | Na,M00,.2H,0 0,25
doddvand [ CoCl,.6H,0 0,025
Smes CaCl, 322
(Sigma)  I'NgSO,.7H,0 370
MnS04.5H,0 24,05
ZnSO4.7H20 8,6
CuS04.5H,0 0,025
FGSO4.7H20 27,8
Na,EDTA 37,2
Vitaminy |thyamin-hydrochlorid (vitamin 1
B1) (resp. 100 pl)
(zésobni roztok 10 mg/ml)
Ristoveé 2,4-D (rozp.vteplée dH,OalM |0,2
regulatory | NaOH) (resp. 100 pl)
(z4sobni roztok 2 mg/ml)
Ostatni slozky | KH,PO4 200
myo-inositol 100
sachar6za 30000 (30 g)

pH média bylo upraveno na hodnotu 5,8 pfidanim 10 M KOH (cca 100 pl).
o Pevné médium bylo pfipraveno ptidanim 7 — 8 g agaru na 1 litr média.
o Do média pro transformované linie byla pfiddvana selekéni antibiotika

kanamycin (50 mg/l) a claforan (z. r. 100 mg cefotaximu sodného/1 ml).
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3. 2. 3.1. Synchronizace bunécné linie BY-2

Pro synchronizaci bunééného cyklu suspenzni kultury bunééné linie BY-2 byl pouzit
zjednoduseny postup (Zelend 2000) vychazejici z prace Nagaty (1992). Postup je zaloZen na
aplikaci hydroxymocoviny (dale HU), ktera ptisobi jako blokator syntézy DNA a reverzibilné
tak zastavuje vyvoj bunék na rozhrani G1 a S faze bunééného cyklu.

Do 100 ml baiiky s 30 ml média uréené pro standardni kultivaci BY-2 (viz kap. 3.2.3.)
byla pfidana HU do vysledné koncentrace 4 mM. Barika byla zao¢kovana 3 ml stacionarni, 7
dnt staré suspenze bunék BY-2. Kultura byla kultivovana standardnim zplisobem 24 hodin.
Po tomto intervalu byla kultura piefiltrovana a tfikrat dikladné promyta izotonickym
roztokem sachar6zy (3 %). Moment vymyti HU byl povaZzovan za ¢as 0. Poté byla suspenze
pfenesena do Cerstvého média (30 ml) a kultivovana na tfepacce. V hodinovych intervalech
byly odebirany vzorky za uc¢elem hodnoceni MI a zastoupeni jednotlivych fazi mitdzy.

Vzorky pro izolaci RNA a naslednou analyzu exprese byly sbirdny v intervalech, kdy
byly pozorovany zasadni zmény v postupu bunééného cyklu, tj. v ¢asech 1, 5,6, 7, 8, 10 a 12

hodin.
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3. 3. Transformace biologického materialu

3. 3. 1. Priprava kompetentnich bunék bakterii (zdkladni text plati pro Escherichia coli,
v zavorkdch jsou uvedeny rozdily pro AT — Agrobacterium tumefaciens)

»Rozc¢arkovanim™ na pevném LB médiu byly ziskany izolované, Cerstvé narostlé
kolonie bakterii. Nahodn¢ vybrand kolonie byla zaockovana do 50 ml tekut¢ho LB média
(10 ml LB média s rifampicinem pro AT) a aerobné kultivovana pii 37 °C ptes noc (cca 20
hodin pii 28 °C pro AT). Druhého dne bylo 500 ml LB média pfedehiatého na kultivaéni
teplotu 37 °C (400 ml, 28 °C pro AT) zaockovano 10 ml pravé ziskané suspenze a bakterie
byly dale kultivovany aerobné pii 37 °C (28 °C pro AT) do optické denzity suspenze 0,4 pfi
A=600 nm (kyveta 1 cm; AT méteno pii A=560 nm, kutlivace ukoncena pii OD = 0,6).

Po ukonceni kultivace byla suspenze rozdélena do centrifugacnich kyvet a urychlené
schlazena v ledové lazni. Po ochlazeni byla bakteridlni kultura sklizena centrifugaci (1500 g,
4 °C, 10 min) v 6 centrifugacnich kyvetach. VSechny dalsi kroky probihaly pfi teploté blizké
0 °C. Supernatant byl odebran a sediment bakterialnich bun€k byl Setrné resuspendovan
celkem v200ml vychlazen¢ dH,O (cca 34ml na 1 kyvetu). Suspenze byla opét
centrifugovéna (za stejnych podminek) a nasledné¢ resuspendovana celkem ve 100 ml
vychlazené dH,O (cca 17 ml na 1 kyvetu). Nasledovala tieti centrifugace, po niz byl sediment
bakterii resuspendovéan celkem v 10 ml GYT média (10% glycerol pro AT). Tento objem byl
centrifugovan jiz jen ve dvou kyvetdch a ziskany sediment po centrifugaci resuspendovan
pouze 1 ml GYT média (10% glycerol pro AT). Z husté suspeze byl odebran vzorek 3 pl,
ziedén 100x a jeho OD byla zméfena proti Cistému GYT médiu (10% glycerolu pro AT) pfti
A=600 nm. Pokud byla OD vyssi nez 1,0 byla ziskand suspenze kompetentnich bun&k
ptislusnym zpiisobem nafedéna, aby 100x zfedény vzorek této hodnoté odpovidal. Optimalné
husta suspenze bakterii byla davkovana do 1,5 ml mikrozkumavek po 40 ul u ECO a po
100 pl v ptipadé AT. Ptipravené konzervy kompetentnich bakterialnich bunék byly schlazeny
v tekutém dusiku a skladovany pfi teploté blizké -70 °C.
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3. 3. 2. Transformace bakterii (zdkladni text plati pro Escherichia coli, v zavorkach jsou
uvedeny rozdily pro AT — Agrobacterium tumefaciens)

Konzerva kompetentnich bunék (viz kap. 3.3.1.) byla rozmrazena na ledu.
Elektroporator (Bio-Rad Gene Pulser Apparatus) byl nastaven na hodnoty: 25 pF; 2,5 kV
(2kV pro AT); 200 Q. K suspenzi bunék bylo pfidano 3 pl vzorku DNA (odsolena ligacni
smés) popft. cca 10 ng precisténého plasmidu (1 pg pro AT) a smés byla 1 minutu inkubovéana
na ledu. Poté byla urychlené pienesena do elektroporacni kyvety a sklepnuta na jeji dno.
Kyveta byla vlozena do pftistroje a nasledné byl aplikovan elektricky puls, ktery v idedlnim
piipadé¢ trval 4,2 — 4,5 ms. Bunécnd suspenze byla urychlen¢ vyplachnuta z kyvety 1 ml SOC
média (YEB recovery pro AT) a pienesena do sterilni zkumavky s bakteriologickou zatkou.
Bakterie byly kultivovany 1 hod. pfi 37 °C (3 hod. pfi 28 °C pro AT) a nasledné byla ¢ast

(zpravila 200 pl) vyseta na pevné médium s piislusnymi selekénimi antibiotiky viz kap. 3.2.1.
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3. 3. 3. Transformace BY-2

Pro transformaci byla vyuzita standardné péstovana exponencialni kultura ve stari 3
dny po posledni subkultivaci. 60 ml suspenze (2 banky) bylo sterilné ptefiltrovano filtracnim
zafizenim Nalgene a nasledné resuspendovdno v puvodnim objemu cerstvého MS média.
K suspenzi bylo pfidano 60 pul 20 mM roztoku acetosyringonu (1 ul ACS/1 ml suspenze).
Suspenze byla pomoci 10 ml pipety opakované nasata a vypusténa (cca 20x) neustiizenou
Spickou (primér otvoru cca 2 mm) s cilem buiiky a fetizky bunék mechanicky poskodit.
Mechanické naruseni bunéénych stén je pro proces transformace zadouci. Z takto oSetfené
suspenze bylo odebrano 3 x 2 ml pro ucely vytvotreni kontrolni netransformované varianty.
Zbytek suspenze byl rozdélen do naddob podle poctu transformacnich variant. Ke kazdé
varianté byla ptidana ptedem pfipravena suspenze Agrobacterium tumefaciens (AT) nesouci
binarni vektor s pfislusSnym konstruktem. Suspenze AT byla pfidana v mnozstvi 100 ul/1 ml
suspenze BY-2 (kap.3.2.2.). Vznikld smés byla jest¢ n€kolikrat protazena Spi¢kou a rozlita po
2 ml na PS Petriho misky o priméru 6 cm. Kontrola bez ptidavku AT byla rozlita analogicky.

Subkultivace probihala 3 dny ve tmé pii teploté 26 °C. Misky se smésnou kulturou
byly kryty ve velkych sklenénych miskach o priméru 19 cm s vlozenym kouskem navlhcené
bunic€iny, aby se zabranilo vyschnuti bunééné suspenze.

Po ukonceni kokultivace byla smésna suspenze kazdé varianty sebrana pomoci 10 ml
pipety a opakovan¢ promyvana ve filtratnim zafizeni Nalgene isotonickym roztokem
sachardzy (3 %). V pribéhu promyvani byla suspenze opakované nasita a vypuSténa
ustfizenou Spickou (primér otvoru cca 5 mm), aby doslo k dokonalejSimu rozvolnéni
suspenze a lepSimu vymyti AT. Kazda varianta byla promyta celkem 300 ml 3% sacharozy a
nasledn¢ 100 ml MS média s piidavkem 1 pl claforanu (100 mg/1 ml) na 1 ml média.
Prefiltrovana suspenze byla resuspendovana v malém objemu MS média do podoby ,,tekouci
kase* a takto rozlita do tenké souvislé vrstvy na povrch selekéniho média. Selekce probihala
na MS médiu s pfidavkem kanamycinu (50 mg/l) a claforanu (100 mg/l) na plotnach o
pruméru 6 cm.

Nasledna kultivace probihala pti 26 °C ve tmé. Po 3 — 4 tydnech bylo moZné pouhym
okem pozorovat vznikajici kalusy jednotlivych transformovanych klont. Tyto byly pfeneseny

po 5 tydnech od transformace na Cerstvé selekéni médium (MS + Kan + CIf).
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3.4. Prace s DNA

3.4.1. I1zolace DNA z rostlinného materialu

Vychozim materidlem pro izolaci DNA bylo 150 mg Cerstvé hmotnosti ptefiltrované
bunécné suspenze BY-2. Vzorek byl zmrazen v tekutém dusiku (-196 °C) a v tomto stavu
homogenizovan do podoby prasku. Rozmélnéni vzorku bylo provedeno v 2ml
mikrozkumavce homogenizatorem Retsch MM301 pfi nastaveni pfistroje na 25 kmitd za
sekundu po dobu 5 minut. Vzorek je rozdrcen dvéma kulickami z nerezové oceli, které jsou
ke vzorku pfidany pted upnutim do pfistroje.

Ke zmrzlému homogenatu bylo pfidano 450 ul extrakéniho pufru a 450 pul smési
fenolu a chloroformu (1:1, pH 8). Smés byla pienesena do Cisté mikrozkumavky, aby bylo
zabranéno reakci s ocelovymi kulickami. Vzorek byl dikladné promichdn a nasledné
centrifugovan (7 minut, 3000 g, RT). Horni faze byla pfenesena do nové mikrozkumavky a
pipetou byl zméfen jeji objem. DNA byla vysrazena piidanim isopropanolu v mnozstvi 0,7
nasobku objemu vzorku. SraZzenina DNA byla pfenesena do dal$i mikrozkumavky a dvakrat
promyta 500 pl 70% ethanolu. Odsoleny sediment byl vysusen a nasledn€ rozpustén ve 20 ul
TE pufru (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), | mM EDTA-NaOH (pH 8,0)) s pfidavkem 1 pl
RNazy A (1 mg/ml). Po rozpusténi byl vzorek skladovan pfi teploté -20 °C.

3.4.2. 1zolace plazmidi z Escherichia coli

Bakterialni kultura byla kultivovana ve 3 ml tekutého LB média (viz kap. 3.2.1.).
Buiiky byly sklizeny centrifugaci (30 s, 12000 g, RT) a resuspendovany v 80 pl roztoku I (viz
tabulka ¢. 3.4.1.). Vzorek byl inkubovdn 5 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo
ptidano 200 pl roztoku II. Smés byla umisténa 5 minut v ledové lazni a poté bylo pfidano
150 pl roztoku III a vzorek byl opét inkubovan 5 minut na ledu. Heterogenni smés byla
rozdélena centrifugaci (10 minut, 12000 g, RT). Supernatant byl pifenesen do nové
mikrozkumavky a promichan se 400 pl smési fenolu a chloroformu (1:1, pH = 8,0). Smé&s
byla znovu rozdélena centrifugaci (5 minut, 12000 g, RT). Horni vodné faze byla pfenesena
do nové mikrozkumavky. Rozpusténa DNA byla vysrazena ptidanim 800 pl 96% ethanolu.
Srazeni probihalo po dobu 10 minut vledové lazni. SraZenina byla fixovana ke dnu
mikrozkumavky centrifugaci (5 minut, 12000 g, RT). Vzorek byl odsolen piidani 500 pl 70%
ethanolu a opét centrifugovan (30 s, 12000 g, RT). Ethanol byl odebran a sediment vysusen.
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Ziskana plazmidovda DNA byla rozpusténa ve 30 ul TE pufru s pfidavkem RNazy (viz

kap.3.4.1.).

Tabulka €. 3.4.1.: Roztoky pouzivané pfi izolaci plazmidové DNA z E. coli.

Roztok SloZeni
Roztok 1 25mM Tris-HCI (pH8,0), 10mM EDTA (pHS8,0), 50mM glukoza
Roztok II (vzdy 0,2M NaOH, 1% SDS

pfipravovan cerstvy)

Roztok II1

3M octan draselny, 11,5% kyselina octova

3.4.3. Restrikce

Stépeni cyklickych plazmidt at uz za udelem jejich linearizace nebo vystdpeni

pozadovaného DNA fragmentu bylo zprostfedkovano restriktdzami (v€. ptislusnych reakénich

pufr) dodavanych firmou MBI Fermentas. Slozeni reakci bylo dodrzeno dle pokynii vyrobce.

V praci byly pouzity enzymy EcoRV a BamHI.

Tabulka €. 3.4.2.: Piehled sloZeni a podminek restricknich reakci

SloZeni linearizace pKS Bluescript vyStépeni : modifikovany NtHyPRP1z pKS
reakce Bluescript

enzym EcoRV 1,5 pl BamHI 1,5 pl

pufr R" (10x) Sul Y (10x) 3ul

DNA 6 ul (cca 3 pg) 4 ul (cca 2 pg)
dH,O 37,5 ul 21,5 ul
celkovy objem 50 pl 30 ul

reakéni restrikce: 37 °C, 3 hodiny restrikce: 37 °C, 3 hodiny
podminky inaktivace: 65 °C, 5 minut inaktivace: 65 °C, 5 minut
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3.4.4. 1zolace DNA z agar6zového gelu

Pro izolaci DNA fragmenti byl pouzit kit QIAEX II — Gel Extraction Kit dodavany
spole¢nosti Qiagen, postup byl dodrzen dle pokynti vyrobce.

Z agardzového gelu byly co nejpfesnéji vyfiznuty segmenty obsahujici pozadovany
DNA fragment. Vzhledem ktomu, ze ve vSech pfipadech odpovidala vychozi situace
sttednim hodnotdm uvedenym ve vyrobcem pifedepsaného protokolu (fragmenty 100 —
4000 bp, celkové méné nez 2 ng DNA), bylo postupovéano nasledujicim zpiisobem. Objem
gelu byl stanoven na zékladé jeho hmotnosti a ke vzorku byl pfidan trojnasobek objemu
roztoku QX1 (soucast kitu) a 10 pl kfemicité suspenze QXII (soucast kitu). Vzorky byly
inkubovany ve vyhiivacim blocku 10 minut pifi 50 °C za stalého tfepani. Po ukonceni
inkubace byl vzorek jesté ditkladné vortexovan a poté centrifugovan (1 minuta, 12000 g, RT).
Supernatant byl odstranén, sediment resuspendovan v 500 ul roztoku QX1 a znovu
centrifugovan (1 minuta, 12000 g, RT). Vzorek byl nésledné stejnym zpiisobem dvakrat
promyt 500 pl pufru PE (soucast kitu). Po posledni centrifugaci byl PE pufr bezezbytku
odstranén a sediment vysuSen pohybem vzduchu do chvile nez cely zbélal (ptesuseni by
sniZilo G¢innost extrakce). Poté bylo pfidano 20 pl dH,O, do niZ se izolovand DNA uvolni.
Vzorek byl dikladné resuspendovan a nasledné inkubovan 5 — 10 minut pii laboratorni
teploté. Smés byla centrifugovana a supernatant s uvolnénou DNA byl pienesen do Cisté

mikrozkumavky.
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3.4.5. Ligace
Pted ligaci byl vektorovy plazmid rozstépen a linearizovan (viz kap. 3.4.4.). Vzorek

linearizovaného vektoru i vkladaného DNA fragmentu byly naneseny na DNA elektroforézu,
kde byly separovany od nezadouci DNA. Usek gelu s pozadovanou DNA byl vytiznut a DNA
z n¢j izolovana pomoci kitu (viz kap. 3.4.3.). Z ptecisténych vzorkl vektoru 1 fragmentu byly
naneseny 2 pl na gelovou elektroforézu za ucelem vizudlniho odhadu relativni koncentrace
DNA ve vzorcich. Odhadnuty pomér koncentraci byl zaznamenan a na zékladé znamé délky
fragmentt byl pfepocitan na stechiometricky pomér koncentraci DNA fetézct (pfi podobné
intenzité¢ vizualniho signélu je vzorek kratSitho tiseku DNA ve skutecnosti stechiometricky
umérné koncentrovanéjsi).

Stechiometricky pomér vektor : fragment byl pro Gcely ligace volen pfiblizné 1:7 —
1:10. Ligace byla zprostfedkovana T4-DNA ligazou s piislusSnym reakénim pufrem, oboji
dodavané firmou MBI Fermentas. Reakce probihala v objemu 15 pl pfi teploté 4 °C po dobu
12 hodin. Reakce byla ukoncena tepelnou inaktivaci ligdzy (65 °C, 10 minut). Stejny postup
byl aplikovan v piipad¢ ligace tupych i kohezivnich konciit DNA. Obecné i specifické sloZeni

reakcni smési je uvedeno v tabulce €. 3.4.2.

Tabulka €. 3.4.3.: Pfehled slozeni provedenych ligaci DNA fragmenth

Obecné sloZeni vektor: pKS Bluescript | vektor: pKS Bluescript | vektor: pCP60
k fragment: NtHyPRP1 fragment: fragment:
reakce modifikovany modifikovany
NtHyPRP1 NtHyPRP1
vektor X ul 2 ul 2 ul 4 ul
fragment | Y ul 2 ul 4 pl 4 ul
pufr 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul
T4 ligdza | 1 pul(2u) 1 ul (2u) 1 ul (2u) 1 ul (2u)
dH,O doplnéno do 15 pul | 8,5 pl 6,5 ul 4,5 ul
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3.4.6. Odsoleni liga¢ni smési v minikolonce (podle Athrazev et Elliot, 1996)

Byl pfipraven 100 mM vodny roztok glukézy s pfidavkem 1 % agar6zy. Roztok byl
pfiveden k varu za ucelem rozpusténi agardzy. Vysledny roztok byl pipetovan do 1,5 ml
mikrozkumavek po 1 ml. Hrdlo mikrozkumavky bylo ptekryto papirovou lepici paskou. Do
pasky byla zarazena Spicka (200 pul) tak, aby zasahovala ptiblizné¢ do 2/3 tuhnouciho gelu. Po
ztuhnuti gelu byla Spi¢ka vyjmuta, ¢imz vznikla jamka pro naneseni vzorku. Kolonky byly
vzdy pfipravovany cCerstvé, aby byla vyloucena moznost vyschnuti, a tim zmény koncentrace
glukozy a osmotického prostiedi kolonky. Odsoleni liga¢ni smési je totiz zalozeno na diftzi
iontli ze vzorku v jamce do okolniho isotonického gelu. Pfipadny rozdil v osmolarité prostredi
by zptisobil zavodnéni nebo naopak nasati vzorku gelem.

Ligac¢ni smés byla nanesena do jamky ptfedem pfipravené kolonky. Uzaviena kolonka
byla umisténa do lednice (teplota blizka 4 °C) a inkubovéna po dobu 90 minut. Odsoleny
roztok byl z jamky odebran $pickou.
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3.4.7. PCR (polymerazova retezcova reakce)

Polymerazova fetézcovd reakce (PCR) byla vyuzita jako standardni postup pro
zmnoZeni pozadovaného Useku DNA at’ uz za ucelem detekce nebo dalSiho vyuziti urcitého
useku DNA. Reakce je zalozena na opakovaném cyklu denaturace dvouvldknové DNA,
»annealingu®, coz je specifickd asociace primeri (ssDNA oligonukleotidy) na 3" konec
kazdého vlakna (pocatek a konec pfisluSné sekvence) a dosyntetizovani chybéjiciho
dvojvlékna. Tento trojkrokovy cyklus je opakovan dle potieby cca 20x — 30x.

Reakce byla provadéna v termocycleru MJ Research, typ PTC200 s vyuZzitim
vyhtivaného vika. Reakéni smés tedy nebylo nutné pievrstvovat mineralnim olejem. Pro chod
reakce byly vyuzity produkty firmy Fermentas: Taq polymeraza zajist'ujici vlastni reakci,
zasobni roztok MgCl, (25 mM) a reakéni pufr s NH4SOyq,

Typické slozeni reakéni smési PCR je uvedeno v tabulce €. 3.4.3.

Tabulka ¢. 3.4.4.: Slozeni reak¢ni smési PCR (30 ul)

templétovd DNA I ul (50 — 200 ng genomové DNA /5 — 10 ng
plazmidu)

10 uM primery ,,forward* + ,reverse |1 ul+ 1 pl

10 mM dNTP 1 ul

10x PCR pufr 3ul

25 mM MgCl, 3l

dH,O 19,8 ul

Taq polymeraza 02-03ul(=1,0-125u)

Tabulka €. 3.4.5.: Prehled pouzitych primerti

Oznaceni | smér sekvence 5¢ — 3¢

signalF2 |forward |CCC GGA TCC CTC TCC TTA CCA ACA ATG G

signalR  |reverse |GCT GAG CTC CAT AAG GAC ATG CAT GGG CAA TG
LTPR2 reverse | ATC CTT GAS TTA GGA TGA AGG ACA

LTPF forward |ATG GAG CTC AGC CAA CTT GCC CCA TTG ATG
PrdF forward |GTA CCA TCA CCA CCT CCT GCA CA

EF1aF forward |TAC TGC ACT GTG ATT GAT GCC

EF1aR reverse | AGC AAA TCA TTT GCT TGA CAC

35SF forward |TCA ACA AAG GGT AAT ATC CGG

signalF2 PdF LTFF
- E=—m—  e——— T, -N
—mm 2.
signalR LTPR2
signalni sekvence hydrofobni doména

Obrazek ¢. 3.4.1.: Schéma sekvence genu NtHyPRP1 s vyznacenymi misty nasedani
navrzenych primert uvedenych v tabulce 3.4.5.
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3.4.7.1. Prehled podminek provadénych PCR reakci

Tabulka €. 3.4.6.: Tepelné programy pouzité¢ v PCR reakcich.

Program Amplifikace NtHyPRP1 Amplifikace signalni Amplifikace sekvence
z genomové DNA BY-2 sekvence NtHyPRP1 c-terminalni domény
z plazmidu NtHyPRP1 z plazmidu
predenaturace (1) | 94 °C 3 min 94 °C 3 min 94 °C 3 min
denaturace (2) 94 °C 30s 94 °C 30s 94 °C 30s
annealing (3) 55°C 30s 55°C 30s 57°C 30s
elongace (4) 72 °C 60 s 72 °C 15s 72 °C 40 s
opakovani zpétna (2) | 25 x zpétna (2) | 27 x zpétna (2) | 25 x
uchovani (5) 4°C 00 4°C 00 4°C 00

Tabulka €. 3.4.7.: Pehled primert pouzitych v PCR reakcich.

Amplifikace NtHyPRP1
z genomové DNA BY-2

Amplifikace signalni
sekvence NtHyPRP1

Amplifikace sekvence
c-terminalni domény

z plazmidu NtHyPRP1 z plazmidu
forvard primer signalF2 signalF2 LTPF
reverse primer LTPR2 signalR LTPR2
Produkt PCR 1100 bp 100 bp 300 bp
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3.4.8. Agarozova elektroforéza DNA

Elektroforeticky gel byl pfipraven rozvarenim 1 — 2 % agarozy v 0,5x TAE pufru.
Elektroforeticky TAE pufr byl pfipravovan jako 50x koncentrovany roztok. Jeden litr
obsahoval 242 g Tris (tris-hydroxymethyl-aminomethan), 57,1 ml CH;COOH a 100 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0). Pro ucely ptipravy gelu a jeho pievrstveni byl tento roztok fedén 100x
a pouzivan tedy v koncentraci 0,5x.

Pro vizualizaci DNA fragmenti bylo do gelu pfiddno 5 pl zdsobniho roztoku
ethidiumbromidu (10 mg ethidiumbromidu na 1 ml dH,O) na 100 ml gelu. Po zchladnuti na
cca 80 °C byl gel nalit do pfedem pfipravené formy a jamky v ném vytvarovany zalozenim
prislusného hiebenu. Hustota gelu, resp. koncentrace agardzy, byla volena v zavislosti na
délce hodnocenych fragmentii DNA. Pro fragmenty kratsi nez 200 bp byl volen 2% gel, pro
fragmety do 1000 bp byl volen gel 1,5% a pro fragmenty del$i nez 1000 bp gel 1%.

3.4.9. Sekvenace

Plazmid s vlozenym tisekem DNA, jehoz sekvenace méla byt provedena, byl nejdiive
precistén. Ke 25 pl vzorku bylo pfidano 15 pl roztoku obsahujiciho 20 % PEG (MW 6000
Da) a 2,5M NaCl. Vzorek byl dikladn¢ promichan a inkubovan hodinu v ledové lazni.
Sediment vysrazené DNA byl ziskéan centrifugaci (20 minut, 12000 g, 4 °C) a 3x promyt 70%
ethanolem (mezi promyvanim vzorek centrifugovan: 1 minuta, 12000 g, RT). Sediment byl za
sniZzeného tlaku vysusen a rozpustén ve 30 ul dH,O.

Koncentrace piecisténého vzorku byla vypocétena dle absorbance pii vinové délce
260 nm (Axe0) zmetené na spektrofotometru (Thermo Spectronics — BioMate5) dle vztahu:

c[pg/pl] = 50*A,6 *Fedéni/1000

Pro ptipravu vlastniho sekvena¢niho vzorku bylo pouzito 200 — 350 ng ptecisténé
DNA, bylo pifiddno 1 pul 3,2 uM primeru M13R a objem byl doplnén sterilni dH,O do
celkovych 14 ul. Takto pfipraveny sekvenacni vzorek byl postoupen k zakdzkové sekvenaci

do Laboratore sekvenace PfF UK.
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3.5. Prace s RNA

Pti praci s RNA byly obecné dodrzovany zdsady maximdlné€ snizujici riziko degradace
vzorkll vSudypfitomnymi RNazami. Témito opatfenimi byla sterilizace vSech nastrojt, Spicek
a nadobi, které bylo pro praci s RNA pouzito scilem RNazy denaturovat. Prace byla
provadéna v latexovych rukavicich, maximaln¢ rychle. Roztoky izolované RNA byly

v prib¢hu manipulace udrzovany na ledu, jinak byly dlouhodobé skladovany pfi teploté

blizké -70 °C.

3.5.1.1. Izolace RNA podle Stiekema et al. 1988

Pro izolaci RNA bylo pouzito 200 — 250 mg bunécné suspenze, z niz bylo odfiltrovano
médium. Kazdy vzorek byl pfenesen do 2 ml mikrozkumavky a prudce zmrazen v tekutém
dusiku (v pripad¢, ze nebyla RNA izolovéana ihned, byly vzorky déle skladovany pii teploté
blizké -70 °C.). Pfed homogenizaci byly vzorky opét vymrazeny spolecné s plastovymi
uchyty homogenizatoru na teplotu tekutého dusiku (-196 °C). Homogenizace vzorkii byla
provedena homogenizatorem Retsch MM301 pii nastaveni pfistroje na 25 kmiti za sekundu
po dobu 5 minut. Vzorek je homogenizovan dvéma kulic¢kami z nerezové oceli, které jsou ke
vzorku piidany pred upnutim do pfistroje.

Po rozmélnéni do podoby zmrzlého prasku bylo ke vzorku urychlené pfidano 500 pl
cerstveé pripraveného extrakéniho pufru (200 mM acetat sodny (pH 5,2), 10 mM EDTA (pH
8,0), 1% SDS) a 500 pul fenolu (pH 6,7 nebo 7,9). Smés byla promichéana, pfenesena do ¢isté
mikrozkumavky a inkubovana 20 minut pii teplot¢ 70 °C. Po inkubaci byly vzorky
centrifugovany (5 min., 12000 g, RT). Horni faze byla odebrana pro dalsi zpracovani. Spodni
faze byla promichdna s dalsimi 300 pl extrakéniho pufru a centrifugovdna za stejnych
podminek. Horni faze byly spojeny a ke vzniklému extraktu bylo ptidano 400 pl smési fenolu
a chloroformu (1:1, pH 6,7 nebo 7,9). Vzorky byly centrifugovany (5 min., 12000 g, 4 °C).
Horni faze byla opét odebrana pro dalsi zpracovani. Ke zbytku bylo pfiddno 400 pl stejné
smési fenolu a chloroformu a centrifugace byla opakovana. Horni faze byly spojeny, a zméfen
objem extraktu u kazdého vzorku. Ke kazdému vzorku byla ptidana 1/3 objemu 10 M roztoku
LiCl. Vzorky byly dtkladné promichany a ulozeny pfes noc v lednici za ucelem vysrazeni
sedimentu lithnych soli nukleovych kyselin (zejména RNA). Vzorky byly druhého dne 10
minut centrifugovany (10 min., 12000 g, RT). Supernatant byl odstranén a sediment

resuspendovan v 1 ml 2,5 M roztoku LiCl. Vzorky byly opétovné centrifugovany za stejnych
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podminek. Supernatant byl odstranén a sediment byl 2x promyt v 70% ethanolu za ucelem
odsoleni vzorku. Poté byl ethanol odsat a vzorky vysuseny. RNA extrakt byl rozpoustén

v 30 pl sterilni dH,O vody.

3.5.1.2. Izolace RNA pomoci kitu Rneasy® Plant Mini Kit (QUIAGEN)

V pritbéhu pozdéjsi experimentilni prace byla RNA izolovana téz pomoci kitu
Rneasy® Plant Mini Kit (QUIAGEN). Izolace byla provadéna podle postupu doporuceného
vyrobcem, jenz byl uveden v pfiru¢ce dodavané s kitem. Postup lze shrnout nasledujicim
zpusobem:

Pro izolaci bylo pouzito 60 — 70 mg biomasy bunécné suspenze, kterd bylo sklizena,
uchovavana a pfed izolaci homogenizovana stejnym zplisobem jako je uvedeno v kapitole
3.5.1.1.

K homogenizovanému vzorku bylo pfidano 450 pl RLT pufru (soucést kitu)
s ptfidavkem B-merkaptanolu (10 ul B-merkaptanolu na 1 ml RLT). Vzorky byly inkubovany 2
minuty pii teploté¢ 56 °C a néasledné preneseny do fialové minikolonky doddvané vyrobcem.
Kolonky se vzorky byly centrifugovany (2 min., 12000 g, RT). Ze sbérné mikrozkumavky byl
vzorek odebran tak aby nebyl kontaminovan sedimentem bunécného debris. Ke kazdému
vzorku bylo pfidana polovina jeho objemu 96% ethanolu, coZ bylo zpravidla 225 ul. Vzorek
byl pienesen do rtizové minikolonky dodavané vyrobcem a centrifugovan (15 s, 8000 g, RT).
Do kolonky bylo ptidano 700 ul pufru RWE (soucést kitu). Promyti vzorku bylo zajisténo
opétovnou centrifugaci kolonek (15 s, 8000 g, RT). Nasledné byly vzorky promyty dvakrat
500 pl PRE pufrem (soucést kitu, dodavan jako koncentrovany, pted pouzitim smichan s 96%
ethanolem v poméru 1:4 — pufr:ethanol). Po druhém promyti PRE pufrem byly vzorky
centrifugovany (2 min., 12000 g, RT) za tcelem dukladného vysuSeni membrany v kolonce.
Izolovana RNA byla z kolonky uvolnéna ptidanim 30 pul dH20 do kolonky a jeji centrifugaci

v cilové sbérné mikrozkumavce.
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3.5.1.3. Méreni koncentrace a normalizace vzorki

Koncentrace RNA byla méfena jako absorbance roztoku pii A=260 nm s pouzitim
spektrofotometru Thermo Spectronics — BioMate5. Z izolovanych roztokt RNA bylo za
ucelem meéteni koncentrace odebrano 2,5 pl a zfedéno 100x dH,O (dvé paralely od kazdého
vzorku). Jako slepy vzorek byla pouzita dH,O. Koncentrace vychozich roztokl izolované
RNA byla spocitana podle nasledujiciho vztahu:

crNA [png/ml] =40 x A, X koeficient Fedéni (napr. 100x)

Normalizované vzorky (s jednotnou koncentraci RNA pro RT-PCR) byly

pfipravovany v mnozstvi 20 ul a koncentraci 0,5 pg/pul. Mnozstvi vychoziho roztoku bylo

spocitano jako V[ul] = 10 pg/crna. Zbytek do objemu 20 pl byl doplnén sterilni dH,O.
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3.5.2. RNA elektroforéza
MEN pufr:
Pufr (1x koncentrovany) byl pfipraven fedénim 10x koncentrovaného zasobniho

roztoku, rozpis viz tabulka ¢.3.5.1.:

Tabulka €. 3.5.1.: SloZeni 10x koncentrovaného MEN pufru:

1 litr
10x MEN
latka
MOPS (kyselina 3-(N-morfolino)-propansulfanova) 419 g
octan sodny 41 g
PH =7, upraveno 10 M NaOH

Denaturacni gel pro elektroforézu RNA:

(1% agardza, 1x MEN puft, 6,5 % formaldehyd)

Agarodza (1 g) byla rozvafena v cca 50 ml dH,O. Poté bylo ptidano 10 ml 10x MEN
pufru a 17,6 ml roztoku formaldehydu (37% formaldehyd, 10% methanol v dH,0O). Horky
roztok byl doplnén dH20 do 100 ml.

Elektroforeticky aparat:

Za ucelem vlastni gelové frakcionace RNA byla pouzita horizontalni elektroforéza
Biometra se vzdalenosti elektrod 15 cm. Napéti na zdroji elektrického proudu bylo nastaveno
na 60V, aby byla vyslednd intenzita elektrického pole cca 4 V/cm. Gel byl pfevrstven
elektroforetickym pufrem, v tomto ptipadé 1x MEN.

Piiprava vzorki k nanaseni do elektroforézy:

Pfedem byla zméfena koncentrace vzorkii izolované RNA (viz kap. 3.5.1.3.). Pro
vlastni elektroforézu byl odebran objem obsahujici 20 pg RNA a doplnén do objemu 11,5 pl
dH,O. Dale bylo ke vzorku ptidano 23,5 ul pfedem ptipravené smési, kterd v tomto objemu
obsahovala: 3,5 ul 10x MEN pufru, 4,2 ul formalinu (resp. 37% formaldehydu), 14 ul
formamidu, 0,05 pl ethidium-bromidu (10 mg/ml dH,O) a 1,75 ul BFB. Vzorky byly
inkubovany 15 minut pfi teploté 65 °C a nésledné rychle zchlazeny na teplotu blizkou 0 °C.

Elektroforeticky gel byl pozorovan na UV transiluminatoru a zaznamenan digitalnim

fotoaparatem Olympus.

48



3.5.3. Semikvantitativni RT-PCR

Reverzni transkripce byla zaji§téna reverzni transkriptizou RevertAid™ M-MuLV
dodavanou MBI Fermentas. Reakce byla provedena dle postupu ptredepsaného vyrobcem
vcetné pouziti vyrobcem doporucenych a dodavanych komponent (reakéni pufr, inhibitor
RN4z RiboLock™).

2 ul roztoku RNA (0,5 pg/ul) bylo smichano s 9,5 ul dH,O a 1 pl oligoT,; reverse
primeru. Smés byla zahtivana 5 minut na 70 °C a poté rychle schlazena na ledu. Do reakce
byly pfidany 4 pl 5x koncentrovaného reakéniho pufru, dale 2 pl 10 mM dNTP a 0,5 pl
inhibitoru RN4z. Smés byla inkubovana 5 minut pii teploté 43 °C a poté opét schlazena na
4 °C. Ke vzorku byl pfidan 1 pl M-MuLV reverzni transkriptdzy. Vlastni transripce probihala
jednu hodinu pii teploté 42 °C, poté nasledovala tepelnd inaktivace enzymi (10 minut, 70 °C)
a schlazeni vzorku na 4 °C (tepelné rezimy zajistény pfisluSnym programem v termocycleru).
Po ukonceni reakce a programu byly vzorky ziskané cDNA skladovany pfi teploté -20 °C.

Navazujici PCR amplifikujici ¢cDNA byla provedena v souladu s postupem
uvedenym v kapitole 3.4.7. SloZeni reakci bylo voleno jednotné podle tabulky 3.5.2.

Tabulka €. 3.5.2.: Slozeni reakéni smési PCR (30 pl) pouzité jednotné pti semikvatnitativni
RT-PCR.

templatova cDNA 2 ul

10 uM primery ,,forward* + , reverse* lul+1 pl

10 mM dNTP 1 pl

10x PCR pufr 3ul

25 mM MgCl, 3ul

dH,O 18,8 ul

Taq polymeraza 10132 —0.3pl(=1,0-1.25
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Tabulka €. 3.5.3.: Specifické vlastnosti analyzy exprese jednotlivych genti

Elongacni faktor NtHyPRP1 modif. NtHyPRP1
forvard primer EF1aF PRDF SignalF2
reverse primer EFlaR LTPR2 LTPR2
produkt PCR 200 bp 300 bp 400 bp

Tabulka ¢. 3.5.4.: Programy pouzité pii RT-PCR.

Program Elonga¢ni faktor NtHyPRP1 modif. NtHyPRP1
predenaturace (1) | 94 °C 3 min 94 °C 3 min 94 °C 3 min
denaturace (2) 94 °C 30s 94 °C 30s 94 °C 30s
annealing (3) 68 °C 20s 57°C 20s 57 °C 20s
elongace (4) 72 °C 20's 72 °C 30 s 72 °C 30s
opakovani zpétna (2) | 22 x zpétna (2) | 22 x zpétna (2) | 22 x
uchovani (5) 4°C 00 4°C 00 4°C 00

Kontrola standardizace RT-PCR

Koncentrace vychozich vzorki RNA byla normalizovana na hodnotu 0,5 pg/ul a
spravnost fedéni ovéfena opakovanym meéfenim. Pro zvySeni spolehlivosti normalizace vSak
bylo nutné pouzit dal$i nezavislou metodu potvrzujici shodnou vychozi koncentraci RNA.
V ptipad¢ analyzy exprese NtHyPRPI1 v pribéhu bunécného cyklu (kap. 4.1.1.) byla pouzita
vizualni kontrola provedenim RNA elektroforézy (postup viz kap. 3.5.2.).

Pti pozd¢jsi experimentalni praci byla pouzita interni kontrola v podobé¢ paralelni RT-
PCR analyzujici expresi velmi konstantné exprimovaného genu pro translacni elongaéni
faktor 1-o (efla; Nicot et al. 2005, optimalizovany na pracovisti kolegyni Lenkou
Dvorakovou). Mira exprese tohoto genu u bramboru se ukédzala byt pomérné robustni vici
stresovym vliviim (Nicot ef al. 2005) a to i v ramci vétSiny organt. Proto byl autory citované
prace tento gen navrzen jako vhodny interni standard pro RT-PCR. Pro experimentalni praci
v nasi laboratofi byly navrzeny primery EFlaF a EFlaR (viz tabulka ¢. 3.4.5.), které
ohrani¢ovaly amplifikovany tusek pfiblizné o délce 200 bp. Pozitivni kontrola spravné
normalizace vzorkli a precizniho postupu byla po RT-PCR =ziskdna v podobé jednotné

intenzivniho signalu na elektroforetickém gelu u vSech vzorkd.
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3.6. Mikroskopicka technika

Snimky dokumentujici rlst a vyvoj bunéénych kultur byly pofizovany mikroskopem
Olympus Provis AX70 a snimany CCD kamerou Sony 950P. Vysledny barevny obraz byl
ziskan v rozliSeni 748 x 548 pixelt. Kultury byly standardné pozorovany 10x zvétSujicim
objektivem v Nomarského fazovém kontrastu (DIC) za ucelem dokumentovani detailnich
struktur. Obrazky piehledné dokumentujici celkovy vzhled suspenzi byly potizovany zakladni
svételnou mikroskopii 4x zvétSujicim objektivem.

Obrazovy materidl pro ucely dalsiho hodnoceni a obrazové analyzy v programu Lucia
verze 5 (LIM) byl potizovan fluorescen¢nim mikroskopem Olympus BX51 a rovnéz sniman
CCD kamerou. Zde byly fotografie ziskany v rozliSeni 1264 x 1024 pixell. Snimky byly
pofizovany standardni svételnou mikroskopii (napt. méteni délky bun€k) nebo fluorescencni

mikroskopii (viabilita viz kap. 3.8.1.) nebo jejich kombinaci (denzita viz kap. 3.8.2.).
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3.7. Softwarova analyza Ciselnych a obrazovych dat

3.7.1. Méfeni délky bunék
Za ucCelem méfeni délky a Sitky bunék byl vytvoifen mikroskopicky preparat
s hustotou bun¢k volenou tak, aby zorna pole byla maximalné zaplnéna bunkami, ale aby se
tyto hojné¢ neptekryvaly a bylo mozné jejich tvar hodnotit. Za pouziti 20x zvétSujiciho
objektivu byla nasnimédna 3 zorna pole tak, aby kazdy obraz zietelné¢ zachycoval pfiblizné
50 — 150 bunék a celkem tak bylo mozné ziskat metricka data o 200 — 300 bunikach.
Vlastni méteni délky a Sitky bunck bylo provadéno v programu Lucia verze 5 (LIM).
Délka bunék byla uréovana jako maximalni rozmér v podélné ose bunky a Sitka bunék byla
standardné od¢itana jako rozmér buiiky kolmy na podélnou osu v oblasti bunééného jadra.

Ukazky viz obr. 3.7.1. 2 3.7.2.
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Obrazek €. 3.7.1. (vlevo): Ukazka pracovniho prostiedi programu Lucia v. 5

Obrazek €. 3.7.2.(vpravo): Jednotny postup métfeni délky a Sitky bunék v programu Lucia v. 5
3.7.2. Statistické zpracovani biometrickych dat

Pouzity software

Ciselna data ziskana pii analyze obrazu v programu Lucia v. 5 byly archivovany

v tabulkovém programu MS Excel 2003. Statistické hodnoceni variability a srovnani dat bylo

provadéno statistickym programem NCSS v. 2000.
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Analyza variability dat

U jednotlivych soubort bylo v prvni fadé hodnoceno rozlozeni dat a jejich variabilita.
Na zékladé kritérii Sikmosti a Spicatosti byla zamitnuto normélni rozlozeni dat a z tohoto
divodu byly pfi srovnavani pouzivany neparametrické testy, které jsou pro srovnani dat
s nenormalnim rozlozenim doporuceny. U biometrickych dat délky a Sitky bunék byly
vypocteny smérodatna odchylka, stfedni chyba priiméru a téz interval spolehlivosti na hlading
95 %. Tento parametr je v podstaté statistickym odhadem polohy primeéru zékladniho souboru
(napt. vSechny bunky v hodnocené batice). Rozpéti intervalu spolehlivosti (95 %) bylo

standardn¢ vynaseno do vSech grafli prezentujici ptislusna data.

Analyza rozptylu dat kontrolnich linii a zajiSténi kontrolniho souboru dat

Kruskal-Wallisovym testem byla provedena analyza rozptylu datovych soubort tii
paralel kontroly I (viz kap 4.4.1.). Data potizena ve 3. dni SBI nevykazovala signifikantni
rozdily, avSak paralela Oa vykazovala v 7. dni SBI mirné, ale prikazné prodlouzeni oproti
ostatnim liniim (a0 = 0,05).

Pro dal$i srovnavaci testy bylo tfeba vybrat, popfipadé zajistit jediny srovnavaci
soubor kontroly I. Jako vhodnéjsi se v tomto piipad€ jevila varianta vytvofeni smésného
souboru dat, ktery vznikl slou¢enim dat vSech tii kontrolnich paralel. Z kazdé paralely byla
nahodn¢ vybréana tietina dat, aby vysledny soubor mél srovnatelnou Cetnost a vykazoval tak
adekvatni hodnotu stfedni chyby priiméru a rozsah intervalu spolehlivosti. Primérné hodnoty
délky a sitky bunék takto vytvofeného souboru odpovidaly vazenému priméru danych hodnot

vsech tfi paralel.

Porovnani jednotlivych linii — dvouvybérovy t-test

Testovani vyznamnosti rozdild v naméfenych délkach bunck probéhlo pouzitim
Mann-Whitneyova testu (neparametricky dvouvybérovy t-test). Hodnoceni probihalo na
hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Datové soubory transformovanych linii byly srovndvany se

smésnym datovym souborem kontroly I (popséno vyse).
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3.8. Hodnoceni biologického materialu

3.8.1. Hodnoceni viability

Pro hodnoceni viability pozorovanych bunck bylo zvoleno barveni pomoci FDA
(= fluorescein diacetat). Barveni bunck touto latkou odrdzi esterazovou aktivitu vnitiniho
prostiedi buniek a integritu jejich membran. Uvnitf Zivych bunek je esterdzami z molekuly
FDA odstépen fluorescein, ktery se v membranou uzavieném prostiedi bun¢k hromadi. Mrtvé
buiiky bud’ esterdzovou aktivitu nevykazuji nebo maji narusené membrany a vznikly
fluorescein nemohou hromadit a z téchto diivodi po excitaci UV zafenim neposkytuji zeleny
fluorescencni signal.

Pro hodnoceni viability bylo vzdy pozorovano 300 — 500 bunck a viabilita byla
vyjadiena jako procento zelené fluoreskujicich bunék. V piipade, ze nebylo ¢asové mozné
material hodnotit ihned, byly pofizeny snimky podobné jako v kapitole 3.7.1. a viabilita

odc¢itana zpétn€ pomoci programu Lucia verze 5.

Obrazek ¢. 3.8.1.: Ukazka hodnoceni viability. 9 dni stard
kultura linie HD20 obsahujici Zivé i mrtvé bunky
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3.8.2. Hodnoceni denzity kultur

Pro stanoveni aktualni denzity bunééné suspenze byla pouzita Biirkerova pocitaci
komurka (haemocytometr). Hodnocena kultura byla pfedem znamym zptisobem fedéna tak,
aby na ploSe pocitaci miizky v pocitaném poli byl dostatecny pocet bunék, ale aby na druhou
stranu nebyla pfili§ husta a netvofila v komiirce shluky. Redéni bylo zpravidla 4x nebo 10x a
pocet bunek v celé pocitaci miizce se tak pohyboval mezi 200-500. Pii zakladani preparatu
bylo makroskopicky kontrolovano, zda se suspenze chova v komiirce reprezentativng, tj. zda
vSechny bunky neodtekly do sbérnych kanalki, nebo zda se v poCitaném poli neutvorily velké
shluky bunék, které neodpovidaji stavu suspenze. U kazdého vzorku byly odecteny tii celé
miizky, tj. 3 x 144 policek.

Pro snazsi pozorovani bun¢k byla jadra obarvena fluorescenénim barvivem Hoechst
33258. Technika barveni viz kap. 3.8.3. Barveni jader pomohlo jednoznacné standardizovat
s¢itani bunék lezicich pouze Caste¢né v policku — technika odecitani byla redukovéana na pocet
jader leZicich uvnitf odecitaného pole.

Koeficient prepoctu vychézi z objemu kapaliny pod jednim pocitacim polickem, ktery
je 1 /4*10° ml. Denzita (podet bun&k/ml) proto byla spogitana jako pramérny podet bunék
v policku * 4 *10°.

Standardni haemocytometr byl pouZit pro scitani tabdkovych bunék i piesto Ze si
uvédomuji, Ze toto zafizeni je ur€eno pro piiblizn€ izodiametrické objekty pfiblizné o jeden
¢iselny fad mensi, nez jsou buitky BY-2. Pouziti Biirkerovy komtirky a podobnych klasickych
haemocytometri je vSak v naSem laboratornim tymu zavedeno a zda se, ze poskytuje

reprodukovatelné udaje. Pfipoustim vSak, Ze miiZze byt zatiZeno urcitou chybou.

Obrazek €. 3.8.1.: Ukazka hodnoceni denzity suspenzi. 6 dni
stara kultura linie HD20 s fluorescen¢né barvenymi jadry.
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3.8.3. Mitoticky index

Mitoticky index byl urcen jako procento bunc¢k nachazejicich se v M fazi bunécéného
cyklu. Jadra bunck byla barvena fluorescenénim barvivem Hoechst 33258. Stav jadra byl
hodnocen vzdy ptiblizn€ u 500 bunék.

Pred pfidanim ke vzorkim bunécénych suspenzi bylo barvivo Hoechst 33258 predem
fedéno. Do 1 ml dH,O bylo pifidano 5 pl zasobniho roztoku barviva (10 mg/ml Hoechst
v DMSO) a 100 pl tritonu X100 permeabilizujiciho membrany bunék. Smés byla fadné
promichana a pfiddna k od¢itanym vzorkiim v poméru 10 pl barviciho roztoku na 1 ml
suspenze. Vzorky byly protfepany a pfiblizné po 15 — 20 minutich byla vSechna jadra
dokonale obarvena. Takto pifipravené vzorky mohly byt paralelné pouzity téZ pro odcitani

denzity suspenze, viz kap. 3.8.2.

3.8.4. Hodnoceni ¢erstvé hmotnosti

Z hodnocené suspenzni kultury byly odebrany dva vzorky po 5 ml, které byly
filtrovany filtraénim zafizenim zn. Nalgene. Pro dokonalejsi odsati média byla spodni
nadobka napojena k vyvéve, aby bylo dosazeno mirn€ snizeného tlaku pfi filtraci. Zvazena

hmotnost byla pfepocitana na 1 ml suspenze.

3.8.5. Hodnoceni suSiny

Vzorky filtrované biomasy odpovidajici 1 ml hodnocené bunétné suspenze byly
vlozeny do pfedem zvazenych mikrozkumavek (1,5 ml) s perforovanym vickem. Vzorky byly
pred vysousenim zmrazeny na teplotu —70 °C. Vlastni vysuseni bylo provedeno za snizeného
tlaku v lyofilizdtoru LYOVAC GT 2 (AQUA-FINN). Vysouseni probihalo po dobu 15 hodin.

Vzorky byly opét zvdzeny a hmotnost suSiny ziskdna odec¢tenim hmotnosti mikrozkumavky.
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4. Vysledky
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4.1. Charakterizace exprese genu NtHyPRP1

Poznani miry exprese genu NtHyPRPI v pribéhu ristu bun¢k by mohla pfispét
k porozuméni funkce proteinu NtHyPRP1. V piipadé, ze by se podatilo prokazat zvySeni
exprese v nékteré¢ fazi bunécného cyklu nebo rustu bunéné suspenze, bylo by mozné
usuzovat, ze funkce proteinu je spojena s nékterym z dé€ji, ktery v dané situaci v bunikach
probiha.

4.1.1. Exprese NtHyPRP1 v priibéhu bunééného cyklu

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.3.1. byla provedena synchronizace bunécné
linie BY-2. Prvni mitézy byly pozorovany v ¢ase 3 hodiny po vymyti HU a maximalniho
mitotického indexu (MI) bylo dosazeno v Casech 6 a 7 hodin. V ¢ase 10 hodin byla majoritné
zastoupena telofaze a v ¢ase 12 hodin ptevazovala cytokineze a G1 faze dalSiho bunécného
cyklu.

Analyza exprese NtHyPRPI prostfednictvim semikvantitativni RT-PCR byla
provedena u vzorktll sebranych v ¢asech 1, 3, 5, 6, 7, 10 a 12 hodin. Koncentrace ve vychozich
vzorcich byla normalizovana na hodnotu 0,5 pg/ul (viz kap. 3.5.3.) Jelikoz v této fazi
experimentalni prace nebyla jeSté zavedena kontrola RT-PCR pomoci interniho standardu,
byla shodnost vychozich koncentraci potvrzena jednak jejich opakovanym métenim, ale také
provedenim RNA elektroforézy (viz kap. 3. 5. 2.) a potvrzena vizudln¢ po obarveni ethidium
bromidem. Viz obrazek 4.1.1.

Vlastni RT-PCR byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 3.5.3. V tomto
pripadé byl vSak v kroku reverzni transkripce nahrazen obecny reverse primer oligoT,;
specifickym primerem LTPR2 (viz tabulka ¢. 3.4.5.).

Ze ziskanych vysledki (obr. 4.1.2.) neni v pribéhu bunécného cyklu zfejmy zadny
vyrazny trend v expresi genu NtHyPRPI.

Obrazek 4.1.1.: RNA elektroforéza
normalizovanych vzorki RNA potvrzuje jejich
shodnou vychozi koncentraci pro RT-PCR. Jednotlivé
vzorky jsou oznaceny dle ¢asu (v hodinach) po vymyti
HU.

1 3 5 6 7 10 12

Obrazek 4.1.2.:  Elektroforeticky  gel
produktli amplifikace ¢asti genu NtHyPRPI pomoci
semikvantitativni RT-PCR ze vzorkll
synchronizované bunétné suspenze. Jednotlivé
vzorky jsou oznaceny dle Casu (v hodinach) po
vymyti HU; M — marker molekulovych vah.
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4.1.2. Exprese NtHyPRP1 v priibéhu subkultiva¢niho intervalu

Exprese genu NtHyPRPI byla hodnocena vramci experimentu 4.4.2., kdy byla
neovlivnéna bunééna linie BY-2 nasazena jako jedna ze dvou kontrol a sledovana v ¢asech
0,5 dne, 3 dny, 6 dnd, 9 dnti a 12 dnli po zaockovani. V téchto Casech byly téz sbirany vzorky
za Uucelem analyzy exprese genu. Pro ucely RT-PCR byl vzorek z 12. dne nakonec vyfazen,
protoze v tomto Case jiz kultura vykazovala snizenou viabilitu. Diky tomu ziejm¢ byla
celkova bunécna RNA do jisté miry degradovana a pouzitou metodikou nebylo mozné vzorek
ze 12. dne standardizovat.

Ptislusna cast elektroforetického gelu odrazejici vyvoj exprese NtHyPRPI v prubéhu
SBI je prezentovana téZ na obrazku ¢. 4.1.3. Intenzita signdlu u vSech vzorkl je témef
identickd, mirné zvySeni lze pozorovat u vzorki ze 3. a 6. dne., které odpovidaji
exponencialni fazi a pfechodu mezi exponencialni a stacionarni fazi SBI. Stav suspenze BY-2
odpovidajici ptisluSnym vzorkiim je dokumentovan na obrazové tabuli ¢. 4.1.1.

0,5 3 6 9

Obrazek ¢. 4.1.3.: Elektroforeticky gel produkti amplifikace ¢asti genu NtHyPRP1 (oznaceno
IG) pomoci semikvantitativni RT-PCR ze vzorkll bunééné suspenze odebranych v prubéhu
SBI. Jednotlivé vzorky jsou oznaCeny dle dne odbéru po zaoCkovéani do cerstvého média
Vzorky byly normalizovany stanovenim miry exprese genu elonga¢niho faktoru 1-a (EF).
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Obrazova tabule 4.1.1.

9 dnu

12 dnu |/}

Vyvoj bunééné linie BY-2 v priibéhu SBI.
Zvétseno cca 100x, DIC
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4.2. Priprava modifikovaného genu NtHyPRP1

Na zdkladé¢ netplnych sekvenci c¢DNA genu NtHyPRPI 7z databaze NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) byly navrzeny primery pro amplifikaci NtHyPRPI z genomové
DNA BY-2. Pomoci PCR (podminky viz kap. 3.4.7.1.) byl ziskan fragment o ocekavané délce
piiblizn€ 1100 bp. Fragment byl zatupen T4 polymerazou, ptecistén izolaci z gelu (viz kap.
3.4.4.) a neorientované vloZzen do plazmidu pBluescriptll KS+, ktery byl nastépen enzymem
EcoRV, ¢imz byly ziskany ,,tupé* konce vhodné pro ligaci PCR produktu. Odsolenou ligacni
smési byly transformovany kompetentni bunky Escherichia coli. Kolonie transformovanych
bakterii byly ziskany standardni kultivaci na pevném selek¢nim médiu. Pfitomnost vlozeného
useku DNA byla ovéfena PCR, kde misto 1 pl templatu byl pouzit 1 ul bakteridlni suspenze.

Vzhledem k pocatecnim potizim s amplifikaci genu NtHyPRPI z rostlinného genomu
byl jako vychozi material pro dalsi praci vyuzit takto ziskany plazmid. Z n¢j byly pomoci
prislusnych PCR programt (viz kap 3.4.7.1.) ziskany ¢asti genu kodujici jak signalni sekvenci
(100 bp), tak C-terminalni doménu (300 bp).

Ke spojeni obou fragmenti byla pouzita dvoustupiova PCR. Postup vyuziva
komplementarity spojovanych sekvenci v misté¢ o¢ekavané¢ho spoje (zavedené adaptorovymi
useky pouzitych primert signalR a LTPF). V prvnim stupni reakce jsou si obé sekvence
navzdjem primerem. Po denaturaci dojde ke spojeni jednovlaknové DNA a nasledné elongaci
druhého vlakna od mista spoje ke koncim budouciho konstruktu. Po ukonceni prvni reakce
byly do smési pfidany primery SignalF2 a LTPR2, které zprosttedkuji pfednostni amplifikaci
hotového konstruktu v druhém stupni PCR. Slozeni reakci je popsano v tabulce ¢. 4.2.1.,
tepelné programy v tabulce ¢. 4.2.2. a vlastni princip postupu je schematicky znadzornén na
obrazku ¢. 4.2.1.

PoZadovany produkt dvoustupniové PCR (fragment o délce 400 bp) byl preciStén
izolaci z gelu (viz kap 3.4.4.) a neorientovan¢ vlozen do plazmidu pBluescriptll KS za
stejnych podminek jako bylo popsdno vySe. Bylo provedeno ovéfeni pfitomnosti celého
konstruktu i jeho c¢asti (signalni sekvence, hydrofobni doména) a z takto ovéteného klonu
Escherichia coli byl izolovan plazmid (viz kap. 3.4.2.). Konstrukt byl zplazmidu
pBluescriptlIKS vystépen pomoci enzymu BamHI (viz kap. 3.4.3.) a neorientované vlozen do
binarniho vektoru pCP60 predem Stépeného stejnym enzymem (ligace kohezivnich konct).

Transformované klony s konstruktem ve spravné orientaci byly selektovany pomoci
PCR (kombinace primerti 35SF — forward primer nasedajici na 35S promotor ve sméru
transkripce — a LTPR2 poskytla produkt o délce 700 bp pouze u pozadovanych klont).
Pfitomnost jednotlivych ¢€asti genu ve findlnim plazmidu a sprédvnost jejich vzdjemného
uspotadani a orientace byla znovu ovétena sérii reakci PCR (vysledek viz obrazek ¢. 4.2.2.).
Pro vylouceni pfitomnosti nezadoucich mutaci v sekvenci DNA zplsobenych ¢innosti Taq
polymerazy byla provedena téz sekvenace ziskané¢ho konstruktu, kterou byla prokazana
pozadovana sekvence. Byl ziskdn modifikovany gen NtHyPRPI s deleci repetitivni sekvence
kodujici prolinem bohatou doménu.

Binarni vektor s modifikovanym genem NtHyPRPI byl pouZit pro transformaci
Agrobacterium tumefaciens a nasledné k transformaci BY-2. Postupy viz kap. 3.3., podrobna
charakterizace ziskanych linii je uvedena v kapitole 4.4.
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Tabulka €. 4.2.1.: Slozeni dvoustupiiové PCR pouzité ke spojeni signalni sekvence a sekvence
hydrofébni domény genu NtHyPRP1I.

Slozka Objem (celkem 30 pl)
templatova DNA
signalni sekvence (PCR fedéno 1:10) | 1pul
hydrofébni doména (PCR tedéno 1:10) | 1ul
10 uM primery ,,forward* + ,,reverse* Lpl+ 1yl
” ” (ptidany po ukonceni prvni PCR reakce)
10 mM dNTP 1 ul
10x PCR pufr 3l
25 mM MgCl, 3ul
dH,O 19,8 ul
Taq polymeraza 0,2-03ul(=1,0-125u)

Tabulka ¢. 4.2.2.: Tepelné programy obou krokii dvoustupniové PCR pouzité ke spojeni ¢asti
genu NtHyPRP1 kodujicich signalni sekvenci a sekvenci hydrofébni domény.

Program Krok 1 Krok 2
(spojeni) (amplifikace konstruktu)
predenaturace (1) | 94 °C 3 min 94 °C 3 min
denaturace (2) 94 °C 30s 94 °C 30s
annealing (3) 43 °C 80 s 55°C 45s
elongace (4) 72 °C 30s 72 °C 45s
opakovani zpétna (2) | 10x zpétna (2) | 27x
uchovani (5) 4°C o0 4°C o0
signdlni  prolinem  hydrofébni
sekvence bohatd doména  doména
signalF2 LTPF
0. krok: amplifikace DINA dseku =T ,)‘__ T
si\gné]xﬁrselrcvenc? a <IIm 7 / vt
hydrofébid domény signalR LTPR?
1 krok: asoctace DINA vselu
signélni sekwvence a r— YT
hordrofébnd domery
2. krok; piidani primerti a signalF2
mphﬁkacem()djf- m N . —
genu AiHvFRE! T E— Al

LTPR2
Obrazek ¢. 4.2.1.: Schéma dvoustupniové PCR pouzité k ptipravé modifikovaného genu

NtHyPRPI (deleci sekvence kodujici prolinem bohatou doménu). Zlutd jsou vyznaleny
adaptorové useky.
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Pivodni forma genu NtHyPRPI Modifikovany gen NtHyPRP]
v plazmidu pBluescriptIIKS v binarnim vektoru pCP 60

-1000 bp

- 500 bp

385 HD IG 358 M 35 HD MG 358

Obrazek ¢. 4.2.2.: Elektroforeticky gel série PCR reakci ovétujicich spravnost sekvence
modifikovaného genu NtHyPRPI a jeho orientovaného vlozeni do binarniho vektoru pCP60.
Templatem prvni ctvefice byl interni gen NtHyPRPI na plazmidu pBluescriptIIKS.
Templatem druhé ctverice byl modifikovany NtHyPRPI v binarnim vektoru pCP60. ,,SS* =
signalni sekvence (100 bp); ,,HD* = hydrofobni doména (300 bp). Ve tietim slotu (od pocatku
a od markeru molekulovych vah) je produkt PCR reakce amplifikujici sekvenci mezi
pocate¢nim (SignalF2) a koncovym (LTPR2) primerem. Interni gen NtHyPRPI poskytuje
produkt o délce 1100 bp (IG), modifikovany gen o délce 400 bp (MG). Ve ¢tvrtém slotu (35S)
je amplifikovana sekvence od stfedu promotoru 35S CaMV ke konci genu. Produkt takové
reakce byl ziskan pouze v pfipadé€ binarniho vektoru. M — marker molekulovych vah.

Nukleotidova sekvence modifikovaného genu NtHyPRP1: (Podtrzené jsou oblasti nasedani
ptislusnych primerd, Cervené signalni sekvence, zluté adaptory, modie sekvence kodujici c-
terminalni doménu)

TCCGGATCCCTCTCCTTACCAACAATGGAGAAGTTCAATGTAGCTAGAATCTTATTGTTCCTTCTCCAACTTGGA
ACTTTGTTCATT ATGCATGTCCTTATGGAGCTCAGCATGGAGCTCAGCCAACTT ATTGATGCTCTC
AAGTTGGGTGCTTGTGTGGACGTGTTGGGGGGATTGATCCACATTGGTATCGGCGGCAGTGCTAAACAGACAT
GCTGTCCACTTCTTATGGGACTTGTGGATTTGGATGCAGCCATTTGTCTTTGCACCACCATTAGGCTCAAGCTCT
TAAATATAAACATCATTCTTCCTATTGCTCTTCAAGTTCTTGTTGATGATTGTGGCAAGTATCCACCCAAAGATT
TCAAGTGTCCTTCATCCTAACTCAAATCG

Aminokyselinova sekvence modifikovaného genu NtHyPRP1:
(Zelené vyznaceny cysteinové zbytky v oblasti c-terminalni hydrofobni domény.)

MEKFNVARILLFLLQLGTLFIAHACPYGAQHGAQPTCP IDALKLGACVDVLGGLIHIGIGGSAKQTECCPLLMGLY
DLDAAICLCTTIRLKLLNINTILPIALQVLVDDEGKYPPKDFKCPSS*
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4. 3. Transformace BY-2

Buné¢éné linie BY-2 byla transformovana modifikovanym genem NtHyPRPI, jehoz
piiprava byla popséna v kapitole 4.2., prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens dle
postupu popsaného v kapitole 3.3.3. Jako kontrola byla piipravena skupina transformantt
exprimujicich gen pro cytoplasmaticky lokalizované (,,volné*“) RS-GFP.

Obrazek ¢. 4.3.1. dokumentuje stav transformace po ctyfech tydnech od kokultivace s
Agrobacterium. Kontrolni plotny bez pfidani AT zistaly pradzdné, ¢imz byla prokdzéana
ucinnost selekéniho média. Kalusy tvofici se na cilovych variantich by proto mély
piedstavovat transformované klony.

Po Ctyfech tydnech od transformace bylo mozné konstatovat, ze bylo ziskano nékolik
set transformovanych klonti kazdé varianty (RS-GFP 1 modif. NtHyPRP1). Klont
transformovanych modifikovanym genem NtHyPRPI bylo na stejném poctu ploten ziskano
piiblizné 2x az 3x vice a tyto se vyvijely rychleji nez v ptipadé genu pro RS-GFP. Z tohoto
rozdilu vSak nebylo mozné nic dal$iho usuzovat, protoze rychlejsi vyvoj kalusit mohl byt
pouhym disledkem vyssi denzity transformovanych a tudiz piezivSich bunck, které se na
pevném médiu navzdjem fyziologicky podporuji.

Obrazek €. 4.3.1.: Fotografie ploten s transformovanymi kulturami na selekénim médiu Ctyti
tydny po transformaci. ,,K*“ = netransformovana kontrola nevykazuje zadny vyvoj. ,,HD* =
suspenze transformovana modifikovanym NtHyPRPI. ,,GFP* = suspenze transformovana RS-
GFP.
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4.4. Charakterizace transformovanych linii

4.4.1. Plosné hodnoceni transformovanych linii

4.4.1.1. Popis usporadani experimentu

Cilem pokusu bylo zakladni zhodnoceni morfologie co nejvétsiho poctu linii
transformovanych modifikovanym genem pro NtHyPRPI1 ve srovnani s $irSim okruhem
kontrolnich linii. Ziskand metrickd data méla prokazat existenci zménéného fenotypu
transformovanych linii a dokumentovat jeho €etnost. V pribchu pokusu byly sebrany vzorky
pro izolaci RNA a naslednou semikvantitativni RT-PCR za uc¢elem analyzy piipadné korelace
mezi expresi transgenu a projevem fenotypu.

Pro srovnani linii transformovanych modifikovanym genem pro NtHyPRP1 byly
zvoleny dva okruhy kontrol, které byly pouzity i v dalsi experimentalni praci. Experiment byl
zalozen roztiepanim kalust do podoby suspenznich kultury. Kontrolou I byla vychozi
netransformovana bunécna linie BY-2. Pro ucely pokusu byla suspenze BY-2 zaloZzena ve
ttech nezavislych baikach, aby byla podchycena vnitini variabilita materialu (linie oznaceny
Oa, Ob, Oc). Kontrolou II byly linie transformované genem kodujicim volné RS-GFP. O
cytoplasmaticky lokalizovaném GFP se obecné soudi, ze nepozménuje vyznamné fenotyp
(morfotyp) rostlinného materidlu (Seth et Vierstra 1998 a piehled téz viz Stewart 2001).
Takova kontrola méla za cil prokédzat, ze zména ve fenotypu ,,cilovych® transformanti neni
disledkem samotné transformace nebo kultivace na selekénim médiu.

Kontrola I (BY-2) byla sice okamzité¢ k dispozici ve formé suspenze, ale i piesto byla
suspenze nove¢ zaloZena z dlouhodobé kultivovanych kalust, aby byl zajistén shodny vychozi
stav jako v pfipad¢ transformovanych linii. Je totiz obecné zndmo, Ze fenotyp suspenzi
rostlinnych bunék se v pribéhu kultivace méni a po zaloZeni suspenzni kultury z kalusu nent
fenotyp zdaleka tak vyrovnany jako po mnohamésicni kultivaci v tekutém médiu.

Jako kontrola II bylo roztfepano 9 linii transformovanych genem pro volné RS-GFP
(oznaceny GI1-G10, linie G3 pro Spatny rast vyrazena). Transformantd nesoucich
modifikovany gen NtHyPRPI bylo do experimentu zahrnuto 18 (oznac¢eny HDI1-21, linie
HD3, HD8 a HD16 pro $patny riist vyrazeny).

Bunécné suspenze byly vradmci tohoto pokusu kultivovany podle standardniho
protokolu (viz kap. 3.2.1.1.) a jednotné¢ umistény na tfepackach IKA KS501 o poloméru
ttepani 35mm pfi nastaveni 100 RPM. Pfed vlastnim hodnocenim byly kultury 3x
subkultivovany (tj. 3 tydny kultivace), aby byly ziskany kvalitni ,,nehrudkujici* suspenze.

Bé&hem ctvrtého SBI bylo oznaceni linii Skolitelem ,,randomizovano® a kodujici kli¢
dikladné uschovan, aby nemohlo byt hodnoceni linii subjektivné ovlivnéno. Délka a Sitka
bun¢k byla hodnocena standardné (viz kap. 3.7.1.) ve 3. dni (exponencialni bunky) a 7. dni
(stacionarni bunky) subkultiva¢niho intervalu. Vzorky RNA byly sbirany ve tfetim dni.

Ziskané vysledky jsou uvedeny formou tabulek, grafli a obrazové dokumentace v kap.
44.12.a4.4.13.
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4.4.1.2. Hodnoceni fenotypu transformovanych linii

Tabulka €. 4.4.1.: Primérné délky bunck plosn¢ hodnocenych linii ve 3. a 7. dni SBI. Uveden
je téZ rozsah intervalu spolehlivosti (95%) a vysledky porovnani jednotlivych linii s kontrolou
I (t-test). ,, + “ = signifikantné delsi, ,, - “ = signifikantn¢ kratsi, ,, = “ = rozdil neni prikazny,
- nebylo analyzovéno.

Skupina Linie 3 dny 7 dni
prumérma interval prumérma interval
délka spolehlivosti délka spolehlivosti
[pm] (prumér +-) t-test [pm] (pramér +-) t-test

0A 54,47 2,74 94,82 4,28

Kontrola I 0B 53,40 2,28 82,18 4,13

0C 55,96 2,32 79,92 4,97
Gl 51,42 3,15 = 68,54 4,16 -
Kontrola II G2 58,88 3,30 = 72,84 4,03 -
G4 55,64 2,50 = 83,71 4,51 =
(linie G5 64,42 339 + 88,19 3,92 +
transformované |G6 58,06 3,63 = 91,14 4,42 +
genem G7 51,17 2,37 = 83,31 3,20 =
kodujicim G8 64,83 457 + 69,39 349 -
volné RS-GFP) |Gog 60,05 242 + 89,14 532 +
G10 59,40 2,62 = 98,77 3,49 +
HD1 78,53 3,54 + 106,33 5,36 +
Linie HD2 62,95 2,86 + 99,33 4,83 +
transformované | HD4 75,28 3,63 + 96,16 5,16 +
modifikovanym | HD5 66,29 409 + 99,34 6,06 +
genem HD6 90,06 3,71 + 136,80 5,43 +
NtHyPRP1 HD7 87,63 420 + 132,96 9,11| +
HD9 71,53 4,08 + 104,49 5,03 +
HD10 86,82 3,86 + 112,50 4,94 +
HD11 97,37 4,90 + 144,14 9,13 +
HD12 93,00 5,44 + 136,74 7,41 +
HD13 51,79 2,20 = 78,19 3,08 =
HD14 71,85 3,56 + 100,48 5,97 +
HD15 72,97 3,92 + 109,46 4,84 +
HD17 74,17 3,93 + 91,14 3,91 +
HD18 66,87 3,60 + 92,64 5,12 +
HD19 74,47 3,49 + 119,72 7,19 +
HD20 86,50 4,78 + 142,73 7,05 +
HD21 68,61 5,54 + 111,80 7,56 +
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Graf €. 4.4.1.: Primérné délky bunck plosn¢ hodnocenych linii ve 3. (Zlut¢) a 7. (modie) dni

SBI. Chybovymi tise¢kami je vyznagen interval spolehlivosti na hlading 95 %. Ciselna data a
podrobnosti ke grafu jsou uvedeny v tabulce €. 4.4.1. na ptfedchozi strané.
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Tabulka ¢. 4.4.2.: Primérné $itky bunék plo$né hodnocenych linii ve 3. a 7. dni SBI. Uveden
je téZ rozsah intervalu spolehlivosti (95%).

Skupina Linie 3 dny 7 dni
prumérma interval primérma interval
délka spolehlivosti délka spolehlivosti
[nm] (priamér +-) [pm] (primér +-)
0A 31,71 1,42 30,02 1,19
Kontrola I 0B 32,01 0,96 33,20 1,30
0C 34,44 1,22 31,25 1,12
Gl 27,73 1,00 32,43 1,08
Kontrola II G2 30,14 0,86 26,99 1,23
G4 36,25 1,28 36,97 1,28
(linie G5 26,56 0,94 29,57 1,08
transformované G6 25,75 0,96 28,47 0,98
genem kodujici G7 28,16 0,77 29,70 0,92
volné RS-GFP) G8 33,08 1,34 29,60 1,19
G9 33,96 1,00 32,77 1,23
G10 29,14 0,77 29,65 1,09
HDI 30,20 0,89 31,59 1,37
Linie HD2 29,88 0,99 30,25 1,09
transformované HD4 36,03 1,08 33,24 1,46
modifikovanym HD5 34,40 1,56 37,25 1,54
genem HD6 30,26 0,93 30,69 1,13
NtHyPRP1 HD7 32,33 1,05 31,80 0,99
HD9 29,87 0,97 35,62 1,11
HDI10 35,48 1,26 38,26 1,22
HDI1 37,86 1,55 36,92 1,31
HDI12 31,21 1,17 33,56 1,35
HDI13 28,45 1,18 30,87 0,91
HDI14 35,15 1,31 36,81 1,28
HDI15 40,21 1,65 42,65 2,09
HD17 23,65 0,73 23,88 0,72
HDI18 33,20 1,31 35,04 1,10
HDI19 25,35 0,89 25,95 1,06
HD20 29,61 0,98 32,68 1,44
HD21 29,64 1,19 30,55 1,24
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Graf €. 4.4.2.: Primérné Sitky bunék plosné hodnocenych linii ve 3. (zlut€) a 7. (modie) dni

SBI. Chybovymi tise¢kami je vyznagen interval spolehlivosti na hlading 95 %. Ciselna data a
podrobnosti ke grafu jsou uvedeny v tabulce €. 4.4.2. na ptfedchozi strané.
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Graf ¢. 4.4.3.: Absolutni rozdily v primérné délce bunék hodnocenych linii oproti stfedni

hodnot¢ kontroly I (7. den SBI).

Tabulka ¢. 4.4.3.: Roztazeni plosn¢ hodnocenych linii na zdkladé absolutniho rozdilu
v prumérné délce bunék oproti sttedni hodnoté kontroly I (7. den SBI).

Rozmérové skupiny KontrolaI | Kontrola II Linie s modifikovanym
NtHyPRP1.

Srovnatelné s kontrolou 0Oa, Ob, Oc G2,G4,G5,G6, | HD2, HD4, HDS5, HD13,

(£ 15 um) G7,G9,G10 HD14, HD17, HD18

Krat$i v porovnani s kontrolou G1,G8

(krats$i o vice nez 15 um)

Delsi v porovnani s kontrolou HDI1, HD9, HD10,

(delsio 15 - 30 um) HDI15 , HD21

Vyrazné delsi v porovnani HD6, HD7, HD11,

s kontrolou HDI12, HD19, HD20

(delsi o vice nez 30 pm)
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4.4.1.3. Exprese interniho a modifikovaného genu NtHyPRP1 u transformovanych a
kontrolnich linii

HD6 HD7 HDI11 HD12 HD20 HD2 HD4 HDI3HDI7HDI8 M GI G2 G5 G6 G8 0a Ob Oc

Obréazek ¢. 4.4.1.: Exprese interniho (IG) a modifikovaného genu (MG) NtHyPRPI ve
vybranych liniich v pribéhu SBI. Elektroforetické gely produktti semikvantitativni RT-PCR.
Vzorky normalizovany stanovenim miry exprese genu translacniho elonga¢niho faktoru 1-a
(EF), M — marker molekulovych vah. 0a-Oc jsou paralely netransformované vychozi kultury
BY-2 (kontrola I). G1-G8 jsou linie transformovana genem kédujici volné RS-GFP (kontrola
IT). HDx jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRPI. HD6, HD7, HD11,
HD12 a HD20 vykazovaly nejvyssi miru elongace, linie HD2, HD4, HD13, HD17 a HD18
byly délkové srovnatelné s kontrolou.
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4.4.2. Detailni charakterizace fenotypu linii
s prodlouZenymi bunikami

4.4.2.1. Popis usporadani experimentu

Cilem pokusu bylo detailn¢ dokumentovat odlisnost fenotypu vybranych linii oproti
kontrole.

Pro tento ucel bylo vybrano pét linii z pfedchoziho plosného hodnoceni (kap. 4.4.1.).
Jako kontrolni byla zvolena linie Oc (kontrola I - netransformované vychozi kultura BY-2) a
G8 (kontrola II — linie transformovand genem kodujicim volné RS-GFP). Z linii
transformovanych modifikovanym genem pro NtHyPRP1 byly vybrany HD20 a HD6.
V plo$ném hodnoceni rozmért bun¢k vykazovaly tyto linie vyrazny rozdil oproti kontrolam a
pii zbézném mikroskopickém hodnoceni téz dobry rist a vyrovnany fenotyp. Linie HD6 byla
pouzita ve dvou variantach, které byly dlouhodobé subkultivovany odlisné velkym inokulem
(HD6 standardn¢ 2 ml, HD6v 4 ml). Pracovni hypotéza ptredpoklédala, ze odlisna velikost
inokula zptisobi posun v charakteristikach ristu v pribehu SBI a zatazeni téchto dvou variant
m¢élo za cil ptipadny rozdil dokumentovat.

U vSech linii byly hodnoceny nasledujici parametry:

a) denzita - za uCelem sestaveni rtistovych kiivek

b) viabilita

¢) mitoticky index

d) sirka, délka bunék

e) cerstva hmotnost bun¢k z 1 ml suspenze

f) suSina bunék z 1 ml suspenze

g) exprese NtHyPRP1 a modifikovaného NtHyPRP1.

Linie byly hodnoceny v ¢asech 0,5 dne, 3 dny, 6 dntl, 9 dnii a 12 dnti. Po ptl dni od
nasazeni bylo cilem dokumentovat vychozi stav linii. Morfologie bunék by méla jesté
odpovidat vychozimu inokulu, pouze exprese jednotlivych genii uz bude reagovat na nové
prostiedi a bude tak mozné zachytit pfipadnou velmi ¢asnou zménu v expresi sledovanych
gent v ramci SBI. Ve tfetim dni SBI bylo cilem dokumentovat exponencialni fazi riistu vSech
linii. V Sestém dni byl ocekdvan prechod do stacionarni faze a ptipadné rozdily mezi
jednotlivymi liniemi ve stupni vyvoje (spiSe exponencialni / spisSe stacionarni). V devatém dni
SBI bylo cilem dokumentovat plné stacionarni fazi SBI a ji odpovidajici fenotyp bunék. Ve
dvanactém dni byly pfedpokladany rozdily v senescenci a viabilité¢ (resp. odumirani)
jednotlivych linii.

Banky se sledovanymi liniemi byly nasazeny normalizovanym inokulem, tak aby
vychozi denzita bun&énych suspenzi byla 4,7 * 10° bundk. Tato hodnota byla stanovena
pfedchozim méfenim tak, aby rdmcov€é odpovidala dfivéjSimu rutinnimu zpisobu
subkultivace (viz kap. 3.2.1.1.) a byla tudiz pro linie standardni. U kazd¢ linie bylo nasazeno
7 ban€k. V rdmci hodnoticiho dne bylo tieba vyuzit cely nebo téméf cely objem baiiky. Pét
banck bylo tedy v priibéhu experimentu spotiebovano a 2 byly zalozeny jako rezervni, pro
ptipad, Ze by byl rist n€které z ban€k vyhodnocen makroskopicky jako nestandardni a bylo
nutné tuto baiku ze série vytadit.

Bunééné suspenze byly vramci tohoto pokusu kultivovany podle standardniho
protokolu (viz kap. 3.2.1.1.) a jednotné¢ umistény na orbitalnich tfepackach IKA KS501
s prumérem otac¢eni 35 mm pii nastaveni 100 RPM.

Ziskané vysledky jsou uvedeny formou tabulek, grafii a obrazové dokumentace v kap.
4422.-4427.
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4.4.2.2. Morfologie bunék v prubéhu subkultiva¢niho intervalu

Tabulka €. 4.4.1.: Primérné délky bun€k [um] pozorovanych linii v pribéhu SBI

Linie 0,5 dne 3 dny 6 dnii 9 dnti 12 dnit
délka [um] | 1S (95%) | délka[um] | 1S(95%) | délka[um] | IS (95%) | délka[um] | IS (95%) | délka[um] | IS (95%)
0C 74,6 +422| 59,4| 255 84,0 £382| 89,3| +449| 101,0| +532

GFP8 72,1 +370| 57,2| +262| 76,8| £343| 859| £362| 91,5| +493
HD20 | 113,6| +646| 104,6| +415| 1549 | +668| 1643 | £7,72]202,2| +9,77
HD6 92,6 +499| 888| £373|106,2| +576| 127,4| +845| 127,2| +840
HD6V | 969| +584| 90,8| +530| 107,2| +£557|122,1| +6,89| 127,4| +6,72
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Graf ¢. 4.4.4.: Primérné délky bunck pozorovanych linii v pribéhu SBI. Chybovymi
useckami vynesen interval spolehlivosti (95 %).

Vyhodnoceni: Linie SHD20 byla v pribéhu celého SBI prodlouzena o 70 — 100 % oproti
obéma kontrolam (Oc, G8). Ob¢ paralely linie SHD6 vykazovaly podobné prodlouzeni oproti
kontroldm v rozmezi 30 — 40 %.

73



Tabulka €. 4.4.2.: Primérné Sitky bun€k pozorovanych linii v prib&hu SBI

Linie 0,5 dne 3 dny 6 dnu 9 dnii 12 dni
sitka [um] SE §itka [um] SE sitka [um] SE §itka [um] SE sitka [um] SE
0C 32,7\ +127| 31,6 097 33,5| 060| 30,3| +o044| 33,9 +085

GFP8 | 33,0| +105| 34,1| +1,03]| 31,9| o051| 32,9| +o054| 31,5| +1,01
HD20 30,5| +1,14| 28,5 £106| 28,1| £068] 269| +o0,50| 28,4| +092
HD6 30,1 +1,15| 28,0 +0095| 28,5| 0,79 28,8| +o0,71] 31,0| +1,00
HD6V | 29,0| +1,13] 30,3| =1,18| 28,5| +1,12| 30,9| +1,15| 30,8| +1,08
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Graf ¢. 4.4.5.: Primérné Sitky bunék pozorovanych linii v pribéhu SBI. Chybovymi tiseckami
vynesen interval spolehlivosti (95 %).

Vyhodnoceni: Siika vsech linii byla podobna (31 um + 3) a v pribhu SBI nevykazovala
zadny népadny trend.
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Obrazova tabule 4.4.1.

Morfologie komplexné€ hodnocenych linii v ¢ase 0,5 dne po zaoCkovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
Zvétseno cca 100x, DIC
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Obrazova tabule 4.4.2.

Morfologie komplexné€ hodnocenych linii v ¢ase 0,5 dne po zaoCkovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
ZvétSeno cca 40x
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Obrazova tabule 4.4.3.

Morfologie komplexné hodnocenych linii v ¢ase 3 dny po zaockovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
Zvétseno cca 100x, DIC
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Obrazova tabule 4.4.4.

Morfologie komplexné hodnocenych linii v ¢ase 3 dny po zaockovéani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromované genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola IT).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP1.
ZvétSeno cca 40x
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Obrazova tabule 4.4.5.

Oc

G8

HD20

HD6

HD6v

Morfologie komplexné& hodnocenych linii v ¢ase 6 dni po zaockovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
Zvétseno cca 100x, DIC
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Obrazova tabule 4.4.6.

Morfologie komplexné& hodnocenych linii v ¢ase 6 dni po zaockovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-RSGFP (kontrola II).
HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
ZvétSeno cca 40x
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Obrazova tabule 4.4.7.

Oc

G8

HD20

HD6

HD6v

Morfologie komplexné& hodnocenych linii v ¢ase 9 dni po zaockovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
Zvétseno cca 100x, DIC
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Obrazova tabule 4.4.8.

Oc

G8

HD20

HD6

Morfologie komplexné& hodnocenych linii v ¢ase 9 dni po zaockovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
ZvétSeno cca 40x

82



Obrazova tabule 4.4.9.

HD6

HD6v

Morfologie komplexné hodnocenych linii v ¢ase 12 dni po zaockovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
Zvétseno cca 100x, DIC
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Obrazova tabule 4.4.10.

Oc

G8

HD20

HD6

HD6v

Morfologie komplexné hodnocenych linii v ¢ase 12 dni po zaockovani.

0C je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I).

G8 je linie transfromovana genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).

HD20, HD6 a HD6v jsou linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP]I.
ZvétSeno cca 40x
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4.4.2.3. Denzita bunéénych suspenzi v pribéhu SBI

Tabulka €. 4.4.3.: Rist denzity bunck (pocet bun€k na 1 ml suspenze) v priabéhu SBI

Linie 0,5 dne 3 dny 6 dnii 9 dnii 12 dnii
Oc 0,53 *10°| 7,31 *10°| 8,32*10°| 11,88 * 10°] 10,66 * 10°
GS$ 0,52 * 10°| 837 *10°[ 12,84 * 10°| 12,11 * 10°] 11,40 * 10°
HD20 0,41 * 10°]| 6,45*10°| 8,97 *10°| 9,03 * 10°| 8,19 * 10°
HD6 0,55 * 10°| 4,07 * 10°] 10,96 * 10°| 13,14 * 10°] 10,17 * 10°
HD6v 0,45 * 10°| 4,21 *10°[ 10,97 * 10°| 11,80 * 10°] 12,17 * 10°
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Graf ¢. 4.4.6.: Rist denzity bunék (milionti bun¢k na 1 ml suspenze) v pribéhu SBI

Vyhodnoceni: Kontrolni linie vykazovaly v prvnich tfech dnech vyraznéj$i narast denzity.
Denzita nejvice elongované linie HD20 je oproti ostatnim zietelné nizsi, coz ptiblizné
odpovida skutecnosti, ze pfi dvojnasobnych rozmérech bunck vykazuje piirtistek biomasy
srovnatelny s kontrolami. Pokles denzity ve 12. dni SBI souvisi s odumiranim bun¢k.
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4.4.2.4. Mitoticky index pozorovanych linii v priibéhu SBI

Tabulka €. 4.4.4.: Mitoticky index pozorovanych linii v prubéhu SBI

Linie 0,5 dne 3 dny 6 dnii 9 dnii 12 dnit
0C 18,39%| 15,48% 6,53% 0,28% 0,00%
GFP8 10,51%| 11,79% 5,33% 0,00% 0,00%
SHD20 14,41%| 17,18% 2,41% 0,21% 0,00%
SHD6 10,93%| 13,06% 5,18% 0,00% 0,00%
SHD6V 11,01%| 11,57% 4,12% 0,00% 0,00%
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Graf ¢. 4.4.7.: Mitoticky index pozorovanych linii v pribéhu SBI

12 dnll cas

Vyhodnoceni: Mitoticky index byl u linii typicky nejvyssi béhem prvnich tiech dnti SBI.

Pozorované rozdily nekoresponduji s typem linii.
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4.4.2.5. Viabilita bunéénych suspenzi v priubéhu SBI

Tabulka €. 4.4.5.: Viabilita bunécnych suspenzi v prubéhu SBI

Linie 0,5 dne 3 dny 6 dnii 9 dnii 12 dnu
0C 98% 97% 100% 93% 81%
GFP8 95% 97% 99% 91% 79%
HD20 96% 98% 99% 92% 85%
HD6 91% 95% 99% 95% 91%
HD6V 90% 94% 98% 95% 86%

viabilita v %
5
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Graf ¢. 4.4.8.: Viabilita bunéénych suspenzi v prubéhu SBI

Vyhodnoceni: Nadmérné elongované linie transformované modifikovanym NtHyPRPI
vykazovaly delsi piezivani v priibéhu SBI (mirn¢ vyssi viabilita ve 12. dni).
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4.4.2.6. Riist biomasy a suSiny v pribéhu SBI

Tabulka ¢&. 4.4.6.: Cerstva hmotnost [mg] biomasy bun&k na Iml suspenze v pribéhu SBI

Linie 0,5 dne 3 dny 6 dni 9 dnu 12 dni
0C 11,8 167,7 282,5 318,2 305,0
GFP8 14,5 137,9 282.,5 298,1 277,5
HD20 12,8 104.,4 252.5 282,6 289,3
HD6 11,8 94,3 285 338,1 360,9
HD6V 13,2 87,3 310 337,8 333,5
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Graf ¢. 4.4.9.: Cerstva hmotnost (mg biomasy bunék na 1 ml suspenze) v prib&éhu SBI

Vyhodnoceni: Ptirtistek biomasy u kontrolnich linii byl v prvnich tfech dnech vyssi, avSak po
zbytek SBI byla Cerstva hmotnost bunék v 1 ml média podobna u vsech linii.
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Tabulka €. 4.4.7.: SuSina [mg] bunék na 1 ml suspenze v pribé¢hu SBI

Linie 0,5 dne 3 dny 6 dnii 9 dnii 12 dnii

0C 0,48 15,7 13 12,8 12,3
GFP8 0,99 14,9 13,6 11,7 9,9
SHD20 0,76 12,4 13,2 12,3 10,6
SHD6 0,62 9,6 14,4 12,6 14
SHD6V 0,85 8,1 15 12,9 11,3

[==]

susinav mg/ml
@

=

——{C

—=—GFPE
SHD20
SHDR

== SHDB"Y

[/

/4

4

>

05 dne

3 dny

B dnd

9 dnd 12 dndl cas

Graf ¢. 4.4.10.: SuSina [mg] bun¢k na 1ml suspenze v prib¢hu SBI

Vyhodnoceni: Kontrolni linie vykazovaly nejvétsi uhrn susiny na 1 ml média ve 3. dni SBI a
tato dale poklesla. Tento kratkodoby vzestup pravdépodobné souvisi s intenzivnim bunéénym
délenim a omezenim objemu vakuol v bunkéch, v pozdéjSich fazich SBI hmotnost suSiny
mirné klesad, mozna v souvislosti s vyraznou vakuolizaci bunék. Linie transformované

modifikovanym NtHyPRPI jsou vice vakuolizované v prubéhu celého SBI a ziejmé proto
podobny trend nevykazuji.
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4.4.2.7. Exprese interniho a modifikovaného genu NtHyPRP1 u transformovanych a
kontrolnich linii v priibéhu SBI
Oc G8 M HD20 HD6

05 3 6 9 05 3 6 9 05 3 6 9 05 3 6 9

Obrazek ¢. 4.4.2.: Exprese internitho (IG) a modifikovaného genu (MG) NtHyPRPI ve
vybranych liniich v pribéhu SBI. Elektroforetické gely produkti semikvantitativni RT-PCR.
Vzorky byly normalizovany stanovenim miry exprese genu elongacniho faktoru 1-a (EF), M
— marker molekulovych vah. Oc je netransformovana vychozi kultura BY-2 (kontrola I). G8 je
linie transformovand genem kodujicim volné RS-GFP (kontrola II).HD20, HD6 a HD6v jsou
linie transformované modifikovanym genem NtHyPRPI.Ctvefice vzorkdl nanaeny vzdy
v ¢asovém sledu 0,5 dne — 3 dny — 6 dni — 9 dni.

Vyhodnoceni: Modifikovany gen NtHyPRPI je u linii HD20 a HD6 exprimovan velmi silng
v pribehu celého SBI. U vsech linii miize byt pozorovano velmi mirné zvyseni exprese interni
formy genu NtHyPRPI ve 3. a 6. dni SBI.
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4.5. Hodnoceni podminek ovliviiujicich expresi genu
NtHYPRP1 a rist studovanych linii

Cilem pokusu bylo nalézt podminky, popt. chemicky signal, jez ovliviiuji expresi
NtHyPRPI. Na zaklad¢ dosud zjiSténych poznatkii (viz kap. 2.2.3.) bylo navrZzeno n¢kolik
skupin variant oSetfeni bunécné suspenze. Byly navrzeny zmény ve slozeni ristovych
regulatorii, sacharidii v médiu, zmény v osmotické hodnoté¢ média, teplotni zmény (chladovy
stres a tepelny Sok) a téZ podminky ovliviiujici cytoskelet a bunééné membrany. Koncentrace
ovliviiyjicich latek a mira dalSich ovlivnéni byla volena spiSe na niz$i urovni, aby zmény
v buiikkach mély povahu spise fyziologickou nez letalni. Piesny piehled variant a slozeni
ptisluSnych médii je uveden v tabulce €. 4.5.1.

Média s uvedenym slozenim byla piipravena pfedem v objemu 30 ml do standardné
uzivanych 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k. Kazd4 varianta byla zaockovana pfiblizné 1 g
prefiltrované bunécéné suspenze linie BY-2, jez byla vypéstovana predem (3. den SBI,
exponencialni faze ristu). Kontroly k vlastnimu experimentu byly zvoleny dvé. Kontrola €. 1
byla vychozi exponencialni suspenze, ponechand v ptivodnim médiu Kontrola ¢. 2. byla
manipulovana stejnym zptsobem jako specidlni varianty, byla vSak pienesena pouze do
cerstvého MS média a dale kultivovéana za standardnich podminek (viz kap 3.2.3). Vzorky pro
analyzu exprese byly ze vSech variant, v¢éetné¢ kontroly €. 2. sbirany v ¢asech 0,5 hodiny, 2
hodiny a 5 hodin. Ptedpokladalo se, Ze zmény v expresi v ¢ase 0,5 hodiny (popf. 2 hodiny)
by mohly byt odrazem pifimé vnitrobunééné signalizace pouzitého oSetieni, zatimco
v pozdé€jsim cCase 5 hodin jiz budou zmény souviset spiSe s komplexni fyziologickou reakci
bunky na dané prostiedi.

Vysledky z této prvni faze pokusu byly vyhodnoceny a jsou prezentovany na obrazku
¢. 4.5.1. a ptehledné v tabulce €. 4.5.3.

Na zéklad¢ téchto predbéznych vysledkli bylo vybrano 5 oSetieni, které byly
studovany podrobnéji. Pfehled téchto variant je uveden v tabulce ¢. 4.5.2. Média s ptislusnym
slozenim byla ptipravena pfedem do standardné pouzivanych 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k
vpoctu 6 od kazdé varianty. Z této Sestice byly tfi zaoCkovéany kontrolni linii BY-2 a
transformovanou linii HD20. Dale byly suspenze kultivovany podle standardniho protokolu
(viz kap. 3.2.1.1.) a jednotné umistény na tfepackach IKA KS501 o poloméru tfepani 35 mm
pfi nastaveni 100 RPM.

V pribéhu experimentu byl mikroskopicky hodnocen rist linii (vysledky viz kap.
4.5.1. a obrazové tabule ¢. 4.5.1. —4.5.10.) a sbirany vzorky pro analyzu exprese NtHyPRPI a
modifikovaného NtHyPRPI1. Rust byl hodnocen v ¢asech 0,5 dne, 1,5 dne, 3 dny, 6 dnti a 9
dntli od zaockovani. Vzorky pro izolaci RNA (analyza exprese) byly sbirdny v ¢asech 0,5 dne,
3 dny, 6 dnti a 9 dnli. Vozrky ze senescentni kultury (9 dni) nakonec analyzovany nebyly.
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Tabulka €. 4.5.1.: Varianty oSetfeni pouZité v prvni fazi experimentu.

Varianta

Zpusob ovlivnéni

Povaha ovlivnéni

LT = Dbylo pfidano

- =bylo odebrano
oproti typickému

MS médiu viz kap. 3.2.3.

rstové
regulatory

osmoticky
stres

teplota

ovlivnéni
cytoplazm.
membrany

cytoskelet

sacharidy

K1 Kontrola 1: bez oSetfeni
K2 Kontrola 2: Cerstvé MS

1 +BAP 0,1 pg/ml

2 +BAP 1 pg /ml

3 + GA3 0,1 pg /ml

4 +GA3 1 pg /ml

5 + latrunkulin 0,1 pg /ml

6 + oryzalin 0,1 pg /ml

7 ... teplota + 4 °C

8 ... teplota + 36 °C

9 + triton 0,001%

10 + NaCl 50 mM/ml

11 -24D

12 pH 3 (upraveno HNO3)

13 - sacharo6za + 3% Glu

14 - sachar6za + 1,5% Glu
15 c. sachar. snizena na 0,5%
16 + 4% sacharozy (celk. 7%)
17 +0,5% manitol

18 + 2% manitol

Tabulka ¢. 4.5.2.: Varianty oSetfeni pouZité ve druhé fazi experimentu dokumentujiciho
podminky, které ovliviuji expresi NtHyPRPI. Na téchto variantach byly kultivovany linie
BY-2 a HD20.

Varianta

Zpusob ovlivnéni

Povaha ovlivnéni

LT = Dbylo pfidano

- =bylo odebrano
oproti typickému

MS médiu viz kap. 3.2.3

ristové
regulatory

osmoticky
stres

teplota

ovlivnéni
cytoplazm.
membrany

cytoskelet

sacharidy

kontrola |typické MS médium

2 + BAP 1 pug /ml

14 - sacharo6za + 1,5% Glu

16 + 4% sacharozy (celk. 7%)
17 +0,5% manitol
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la 1b 1c 2a 2b 2¢ 3a 3b 3¢ 4d4a 4b 4c 5a 5b 5¢ 6a 6b 6¢ K2aK2bK2c KI M

72 7b 7¢ 8a 8b 8 9a 9b 9c¢ 10a 10b 10c 1la 11b 1lc 12a 12b 12¢ K2aK2bK2¢c K1 M

13a 13b 13c 14a 14b 14c 15a 15b 15c 16a 16b 16¢c 17a 17b 17c 18a 18b 18c K2aK2bK2c¢c K1 M

Obrazek ¢. 4.5.1.: Elektroforetické gely RT-PCR dokumentujici expresi NtHyPRP1 (ozna¢eno
Sipkou) v jednotlivych variantdch oSetfeni (viz tab. 4.5.1.). Varianta oSetfeni je oznacCena
Cislem, pismena a, b, ¢ oznacuji ¢as: a = 30 minut, b = 2 hodiny, ¢ = 5 hodin.



Tabulka €. 4.5.3.: Pfehled variant jednotlivych oSetieni rozttidénych podle zmén v expresi
NtHyPRPI ve srovnani s kontrolou 2.

Varianta Zpiisob ovlivnéni Exprese Kontrola 2

LT =bylo ptidano

= bylo odebrano
oproti typickému

MS médiu viz kap. 3.2.3.

Varianty bez zietelné reakce

3 +GA3 0,1 pg /ml

10 + NaCl 50 mM/ml

Varianty se sniZenou expresi

2 + BAP 1 pug /ml
4 +GA3 1 pug /ml
13 - sachardza + 3% Glu

Varianty s trvale zvySenou expresi

16 + 4% sacharozy (celk. 7%)

17 + 0,5% manitol

Varianty s postupnym vzestupem exprese

14 - sacharoza + 1,5 % Glu

Varianty s prechodnym vzestupem exprese

+ BAP 0,1 pg/ml

+ latrunkulin 0,1 pg /ml

+ oryzalin 0,1 pg /ml

... teplota + 4 °C

... teplota + 36 °C

+ triton 0,001%

— [ \O| 00| Q||| —

1 -2,4D

12 pH 3 (upraveno HNOs3)

15 konc. sachardzy snizena na 0,5%

18 + 2% manitol
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Tabule 4.5.1.
Rist linie BY-2 na MS médiu

Riist kontrolni linie BY-2 v MS médiu.

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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Tabule 4.5.2.
Rist linie HD20 na MS médiu

9 dnti

Rist linie HD20 v MS médiu.

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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Tabule 4.5.3.
Riist linie BY-2 na médiu s 1mg/l BAP

9 dnti

Rist kontrolni linie BY-2 v médiu s 1 mg/l BAP

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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Tabule 4.5.4.
Riist linie HD20 na médiu s 1mg/l BAP

9 dnti

Rist linie HD20 v médiu s 1 mg/l BAP.

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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Tabule 4.5.5.
Riist linie BY-2 na médiu s 1, 5% glukézou

9 dnti

Rust kontrolni linie BY-2 v médiu kde 3% sachardza byla nahrazena 1,5% glukézou

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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Tabule 4.5.6.
Riist linie HD20 na médiu s 1, 5% glukézou

Rust linie HD20 v médiu kde 3% sachar6za byla nahrazena 1,5% glukézou.

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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Tabule 4.5.7.
Rist linie BY-2 na médiu se 7% sacharézou

9 dnti

Rist kontrolni linie BY-2 v médiu se 7% sachar6zou.

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmen.
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Tabule 4.5.8.
Rist linie HD20 na médiu se 7% sacharozou

Rist linie HD20 v médiu se 7% sachardézou .

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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Tabule 4.5.9.
Rist linie BY-2 na médiu s 0,5% manitolem

Rust kontrolni linie BY-2 v médiu s 0,5% manitolem.

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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Tabule 4.5.10.
Rist linie HD20 na médiu s 0,5% manitolem

Rust linie HD20 v médiu s 0,5% manitolem.

Levy a stfedni sloupec zvétSen cca 100x, DIC

Pravy sloupec v mensim zvétSeni (cca 40x) dokumentuje frekvenci pfipadnych fenotypovych
zmeén.
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4.5.1. Piehled zmén pozorovanych pri kultivaci v modifikovanych médiich

Zmény pozorované na médiu obsahujicim BAP 1 mg/l

Kontrolni linie BY-2 se v médiu obsahujicim BAP chovala v souladu s pozorovanim

jinych autorti. V exponencialni fazi ristu doslo k intenzivnimu déleni a tvorbé kratSich
fetizki. Nejvice byla poznamenana elongace bunck ve stacionarni fazi SBI. Namisto
protazenych bunck se v hojné mife vyskytovaly buniky spiSe sférické nebo nepravidelného
tvaru (cca 50 — 60 %), které tvorlly v nekterych ptipadech kulovité shluky
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Zmény pozorované na médiu, kde 3% sacharéza byla nahrazena 1,5% glukézou

Kontrolni linie BY-2 vykazovala makroskopicky i mikroskopicky hodnoceno podobny
rust jako ve standardné uzivaném MS médiu. Na konci SBI vSak byly buiikky pon¢kud mensi
(cca 0 10%), ale jejich tvar 1 uspotadani v fetizcich byly stejné jako u kultury na MS médiu.
Na konci SBI vsak byla pozorovana piekvapiva zména v uloZeni jader. Jadra standardné
kultivovanych bunék byla uloZena typicky pii lateralni strané¢ bunék. Pti kultivaci na médiu
s glukézou se vsak jadra bunc¢k vramci fetizku shromdzdila pfiblizné¢ medidlné v tésné
v této pozici neziistala po posledni mitdéze, ale doputovala k prepazce po ukonceni
exponencialniho rastu, kdy byla majoritné situovana uprostted buiiky (stejné€ jako u kontroly
na MS). Tento fenomén se vyskytoval piiblizné u 40 — 50 % bunécnych fetizka.
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Linie HD20 vykazovala ve shod¢ s vychozi linii BY-2 podobny rist jako ve
standardn€ uzivaném MS médiu (hodnoceno makroskopicky i mikroskopicky). Na konci SBI
byly buiiky téz ptiblizn€ o 10 % mensi nez u kultury HD20 péstované na MS médiu, ale i tyto
vykazovaly nezménény tvar a vzajemné uspoiadani. Atypické uspotfadani jader v médiu
s glukézou bylo pozorovano na konci SBI podobné jako u linie BY-2, dany fenomén se vSak

vyskytoval s pfiblizn€ polovi¢ni frekvenci, tj. asi u 20 — 25 % bunék.
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Zmény pozorované na médiu se 7% sacharozou

Po pteneseni inokula bunééné linie BY-2 do média se zvySenou koncentraci sacharozy
doslo ke zkolabovani protoplastu nékterych bunék a jejich odumfeni. Snizena viabilita byla
pozorovana v ¢asech 0,5 dne a 3 dny od zaockovani. Ve 3. dni vSak vykazovala kultura
adaptaci na zménéné prostiedi a bézny exponencialni rist. Tvar a usporadani bun¢k na konci
SBI byly oproti kultufe vedené na standardnim MS médiu téméf nezménény.

BY-2 BY-2
3 dny 3 dny
MS MS 7%S
100 pm 273 ;:7_;,'/ 2 100 pm
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Linie HD20 po pfeneseni do hypertonického média se 7% sachar6zou sniZenou
viabilitu nevykazovala. V porovnani se srovndvaci variantou HD20 na MS médiu doslo
k velmi intenzivnimu déleni bunék, které se v ramci fetizkl nadélily az do rozmért typickych
pro vychozi linii BY-2. Z enormn¢ dlouhych bun¢k tak vznikly fetizky vysokého poctu bunck
(zpravidla 10 - 20) o rozmérech typickych pro exponencidlni kulturu BY-2. V porovnani
s exponencialni kulturou BY-2 na MS médiu (kontrola) vSak exponencialn¢ se délici buiky
linie HD20 v hypertonickém médiu vykazovaly hustsi sit’ cytoplazmatickych provazct, které
byly siln€j$i a vizudlné¢ markantngjsi. V 6. dni SBI se zacaly buiiky HD20 normalné
prodluzovat. Rozpad fetizkil a elongace bunck, ktera nastala typicky, vSak nebyla zakoncena
stejnym stavem jako u linie HD20 na MS médiu. Bunky nebyly zdaleka tolik protazené a
ptiblizné€ 20 % bunék narostlo do podoby trojcipych, ménavky piipominajicich atvart.

HD20 HD20

3 dny 3 dny
MS MS 7%S
HD20 HD20

9 dni 9 dni
MS MS 7%S
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Biometrické zhodnoceni ristu kontrolni linie Oc (BY-2) a HD20 na médiu se 7%

sacharozou

Tabulka ¢. 4.5.4.: Primémé délky bunc¢k [pum] pozorovanych linii v pribéhu SBI

kultivovanych na médiu se 7% sachar6zou.

Varianta 0,5 dne 3 dny 6 dnui 9 dnii
délka [um] 1S (95%) délka [um] 1S (95%) délka [um] 1S (95%) délka [um] 1S (95%)

Oc - MS 86,47| +as51| 6849 +272| 88,01 +364| 9557 +439
HD20-MS | 162,47 +805| 9590 =+416| 119,09 +551| 176,26 +790
0c — 7%S 85,18 +431| 50,15 £221| 91,89 +505| 97,08 +4,60
HD20 - 7%S| 173,99| +1026| 72,90 +635] 103,50 +590| 139,03 +8,89
£ 20000
5
§ 180,00 I L
z 1 !
§ 160,00 I

140,00 T

1

120,00

100,00

= & =0c-M3
HOZ0 - WS

80,00

(] - 7 %S
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0,00
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B dnd

9 dnd
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Graf ¢. 4.5.1.: Primérné délky bunc¢k pozorovanych linii v pribéhu SBI. Chybovymi
useCkami vynesen interval spolehlivosti (95 %).

Vyhodnoceni: Béhem prvnich tfech dnti kultivace v hypertonickém médiu doslo ke zkraceni
bunék u obou linii (Oc i HD20). Délka buné¢k linie HD20 v hypertonickém prostiedi dosahla
hodnoty standardni pro kontrolni linii kultivovanou ve standardnim médiu. Kontrolni linie Oc
se hypertonickému prostiedi prizpiisobila a v dal§ich dnech vykazovala normélni délku, avsak
prumérna délka linie HD20 byla diky vyskytu nepravidelnych bunék mensi.
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Tabulka €. 4.5.5.: Primérné Sitky bunék pozorovanych linii v priibé¢hu SBI kultivovanych na

médiu se 7% sachar6zou.

Varianta 0,5 dne 3 dny 6 dnui 9 dnii
délka [um] 1S (95%) délka [um] 1S (95%) délka [um] 1S (95%) délka [um] 1S (95%)

Oc - MS 32,34 +1,14| 31,58 +0,78| 33,99 +099| 33,16 +083
HD20 - MS 33,70 <114 31,19 =+131| 32,83 +1,01| 31,43 + 1,12
0c — 7%S 35,62 =+123| 2833 £0,60| 33,65 +1,04| 34,23 +1,01
HD20-7%S| 30,70 £128| 34,82 +091| 32,49 £120| 41,58 +3,06
£ 5000
=
% 45,00
3 |
E 40,00 i

36,00 ;— —— e *é
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=y = ——

2500
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Graf €. 4.5.2.: Primérné sitky bunék pozorovanych linii v pribéhu SBI. Chybovymi tiseckami
vynesen interval spolehlivosti (95 %).

Vyhodnoceni: Siika viech variant byla podobna (30 - 35 um) a v pribéhu SBI. V souvislosti
s vyskytem trojuhelnikovitych bunék vSak priméma hodnota vzrostla u linie HD20
kultivované na MS médiu se 7% sachar6zou. ZvySenou variabilitu tohoto métfeni odrazi i
Sir$i interval spolehlivosti.
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Zmény pozorované na médiu s pridavkem 0,5 % manitolu

Linie BY-2 1 HD20 nevykazovaly oproti variantdm kultivovanym na MS médiu
vyrazné zmény na mikroskopické trovni v pribéhu celého SBI. Makroskopicky byl vsak
pozorovatelny ponékud rychlejsi piirastek biomasy bunécéné suspenze a téz findlni hustota
takto kultivovanych suspenzi byla nepatrn¢€ vyssi — kultury narostly do podoby tekouci kase.

Exprese interni i modifikované formy genu NtHyPRP1 v priabéhu Kkultivace
pozorovanych linii na modifikovanych médiich

Oc - 0,5dne - HD20 M Oc - 3dny - HD20 M Oc - 6dna - HD20
'MS BAP Glu 7%S Man' MS BAP Glu 7%S Man' MS BAP Glu 7%S Man MS BAP Glu 7%S Man  MS BAP Glu 7%S Man MS BAP Glu 7%S Man'

EF
1G

MG

Obrazek ¢. 4.5.2.: Exprese interniho (IG) a modifikovaného genu (MG) NtHyPRP1 u linie Oc
(BY-2) a HD20 na modifikovanych médiich - elektroforetické gely produktii
semikvantitativni RT-PCR. Vzorky normalizovany stanovenim miry exprese genu
elongacniho faktoru 1-a (EF), M — marker molekulovych vah, MS — kontrolni MS médium,
BAP — médium s 1 mg/l BAP, Glu — médium kde 3% sachar6za byla nahrazena 1,5%
glukozou, 7%S — MS médium s celkem 7 % sachardzy, Man — médium s ptidavkem 0,5%
manitolu.
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5. Diskuse
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5.1. Exprese genu NtHyPRP1 v prubéhu bunécného cyklu
a SBI

Jednim z cilt prace bylo hodnoceni exprese interni formy genu NtHyPRP1 u linie BY -
2 v pribéhu bunééného cyklu a SBI. Znalost vyvoje exprese v prubéhu ristu bun¢k by mohla
piispét k porozuméni funkce proteinu NtHyPRP1. V ptipadé, ze by se podafilo prokazat
zvyseni exprese v nékteré fazi bunécného cyklu nebo ristu bunééné suspenze, bylo by mozné
usuzovat, ze funkce proteinu je spojena s né¢kterym z déjii ktery v dané situaci v buiikach
probiha.

Bunécéna linie BY-2 byla synchronizovdna aplikaci HU podle postupu v kapitole
3.2.3.1. Vzorky pro analyzu exprese byly sebrdny na zacatku synchronizace, pti nastupu M
faze, v case maximalniho MI a pii doznivani M faze resp. pievladajici cytokinezi. Podle
vysledkl semikvantitativni RT-PCR se zd4, ze uroven exprese je v pribehu bunééného cyklu
konstantni, a tudiz se domnivam, ze protein NtHyPRP1 neplni Zadnou specializovanou
funkci, kterd by souvisela s nékterou z fazi bunééného cyklu nebo bunééného déleni.

Exprese genu NtHyPRP1 byla analyzovdna u vzorkl sebranych v ¢asech 0,5 dne, 3
dny, 6 dni a 9 dni od zaoc¢kovani kultury. Nepatrné zvyseni exprese bylo pozorovano ve 3. a
6. dni. Otazkou je, zda tak drobny rozdil pozorovany na elektroforetickém gelu je mozné
povazovat za prikazny. Pokud bychom vSak tento rozdil povazovali za prikkazny, pak se kryje
s dobou, kdy suspenzni kultura vykazuje nejvyssi aktivitu v déleni (3. den) a intenzivni
elongaci (6. den). Interpretace opétovného snizeni exprese v 9. dni je vSak slozita, nebot’
vétSina bunék se i v této fazi SBI vyrazné prodluzuje. Snizeni exprese by mohlo souviset
s celkovym snizenim metabolické aktivity u starnouci kultury vzhledem ktomu, ze

v devatém dni jiz fada bunék zacind odumirat.

Pozorované zvySeni exprese genu NtHyPRPI vintenzivné se délici kultufe by
korelovalo s vysledky ziskanymi analyzou exprese blizce homologniho proteinu
v rostlinach bramboru, kde byly vysoké hladiny transkriptu nalezeny pievazné v mladych
rostoucich organech (Fischer a kol. 2001). Rovnéz u soji byla in situ hybridizaci pozorovana
maximalni exprese genu z rodiny HyPRP v meristemu kofenové kiry a jeho exprese postupné
klesala s postupujici diferenciaci bun¢k (Choi a kol. 1996). V tomto ohledu je tedy mozné, ze
pouzity model — nediferencujici se bunécnd linie BY-2 — ma i v zdvéru SBI stale jesté piilis

meristematicky charakter a exprese genu NtHyPRP1 stéle zlistdva na relativné vysoké trovni.
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Vedle uvedenych ptikladi vSak bylo popsano mnoha dalSich genti rodiny HyPRP, u
nichz korelaci exprese HyPRP a bunécného déleni nelze jednoduse vysledovat (Blanco-
Portales a kol. 2005 a dalsi citace tamtéz). Rovnéz vysledky systematického studia exprese
celé¢ rodiny 14 HyPRP genli u bramboru ukazuji, Ze exprese jednotlivych genl je velmi
variabilni a zji§téni ziskana pro jeden gen lze jen tézko zobecnovat na dalsi ¢leny rodiny

(Dvorakova a kol. 2006).

5.2. PloSné hodnoceni linii

Pro zjisténi mozné funkce proteinu NtHyPRP1 byly pfipraveny linie BY-2
transformované modifikovanym genem kddujicim protein bez prolinem bohaté domény.
Smyslem vytvoteni modifikovaného proteinu NtHyPRP1 bylo vytvofit formu, kterd bude mit
stejnou lokalizaci jako forma pfirozend, ale =zapfi¢ini znatelné vyvéazani dosud
neidentifikovatelného hypotetického ligandu, ¢imz bude funkéné kompetovat piirozené forme
proteinu. Vzhledem k tomu, Ze modifikovany protein bude postradat jednu z domén (prolinem
bohatou), nebude pravdépodobné plnit svoji pivodni funkci a pozorované zmény v riistu a
déleni bunék linie BY-2 budou odrazem sniZen¢ aktivity proteinu NtHyPRP1.

Analyza ziskanych linii ukézala zajimavé rozdily oproti kontrole, z nichz nejpatrnéjsi
bylo prodlouzeni délky buné€k, ovliviiujici vzhled suspenzni kultury nékterych linii i
makroskopicky. Pro ptesny popis navozenych zmén vSak bylo nutné provést podrobna meteni

vétsiho poctu linii a jejich podrobnou véetné analyzu statistického zhodnoceni.

5.2.1. Obecné vlastnosti dat zjiSténé pri jejich analyze

Ze ziskanych dat o délce a Sitce bunck byly spocitany priméry a stanoveny statistické
parametry charakterizujici variabilitu a rozloZeni dat. Bylo zji§téno, ze vétSina dat nema
normalni rozloZeni a proto bylo pfi srovnavacich analyzach pouzito neparametrickych testi,
které jsou pro hodnoceni dat s nenormalnim rozloZzenim urcéeny. Postup viz kap. 3.7.2.

U vSech bun¢k byla hodnocena jejich délka a Sitka. Analyza Sitky bunck sice
nepfinesla zajimavé experimentalni poznatky, zato vSak potvrdila n¢které aspekty méteni a
vlastnosti ziskanych dat. Bylo zjisténo, ze vypoctené priméry Sitky osciluji u vsech
hodnocenych linii kolem hodnoty 30 pum, pficemzZ odliSnost naprosté vétSiny linii od této
sttedni hodnoty neni vétsi nez 20 %. Dale se ukézalo, Ze §itka bun€k se u jednotlivych linii
v pribéhu SBI neméni a pfi standardnich kultivacnich podminkéch je viceméné konstantni.

To bylo prokazano jak pti plosném hodnoceni linii (méfeno 3. a 7. den SBI — exponencialni x
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stacionarni), tak pfi detailnim hodnoceni vybranych linii, které¢ byly méfeny v intervalu tiech
dnti po dobu 12 dnua (vysledky viz graf ¢. 4.4.2. a 4.4.5.). Toto zjisténi je pln¢ v souladu
s pracemi popisujicimi riist bunécné linie BY-2 (Nagata ef al. 1992, Zelena 2000).

U vSech soubori dat byla zjiSténa stfedni chyba priméru a vypocten interval
spolehlivosti na hladiné 95 %. Tyto parametry ukazaly, ze primérné hodnoty vypoctené ze
soubort naméfenych dat jsou zna¢né spolehlivé a pro dalsi interpretaci je mozné vzit v ivahu
nejenom relativni rozdily mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi, ale pfi interpretaci vysledk
je mozné srovnavat i zjiSténé absolutni hodnoty. Tento piedpoklad potvrzuje pravé i méteni
Sitky bunék. Prohlédneme-li si vysledky méteni Sitky bunék, je ziejmé ze pouzity postup
meéfeni poskytne opakované téméi tutéz hodnotu pii novém odebrani vzorku ze stejné linie a
to 1 s odstupem nékolika dn.

Vzhledem k tomu, ze se Sitka bunék ukézala jako velmi konstantni parametr, ktery
s fenotypem hodnocenych linii pfi standardnim zptisobu kultivace ziejmé nesouvisi, nebude

dale tato cast vysledkti podrobnéji komentovana.

5.2.2. Analyza kontrol

Urcitou komplikaci pii srovndvacich testech byla povaha kontroly I (vychozi line BY-
2). Ta byla kultivovana a métfena ve tiech nezavislych paralelach (0Oa, Ob, Oc), které¢ byly
hodnoceny zvlast. Ve stafi 3 dnil (exponencialni faze rGstu) nebyly Kruskal-Wallisovym
testem analyzy rozptylu zjiStény signifikantni rozdily, av§ak v hodnotach ze 7. dne jiZ rozdil
prokazan byl. Dalsi analyzou bylo zjiSténo, ze paralela 0a ma buiky prukazné del§i nez
paralely Ob a Oc.

Pro dalsi srovnavaci testy vSak bylo potieba zajistit soubor jeden. To mohlo byt
provedeno bud vybérem jedné z paralel jako srovnivaci a nebo vytvofenim smeésného
souboru dat, ktery by se stal v podstaté jakymsi vazenym primérem vSech tii paralel.
Nakonec byla zvolena tato druha varianta, podrobnosti viz kap. 3.7.2.

Ackoliv trojita povaha kontroly I vnesla do analyzy dat ur¢itou komplikaci, poskytla
urcitou pfedstavu o pfirozené vnitini variabilit¢ materidlu. Je zndmo, Ze pifi opakovaném
prevedeni jediného klonu zkalusu do suspenzni kultury neziskdme vzdy morfologicky
totoznou bunécnou suspenzi (Opatrny, PetraSek, Schwarzerova, osobni sdéleni). Pro ucely
tohoto srovnavaciho pokusu bylo tedy piinosné alesponl zbézné zjistit jak velka tato variabilita
muze byt. Absolutni rozdily v primérech tfi paralel kontroly I byly vzaty v uvahu pfi

hodnoceni absolutnich rozdilti mezi kontrolami a transformovanymi linemi (viz dale).
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Dalsi fazi bylo srovnani rozdild mezi kontrolou I a kontrolou II. Kontrolou II byla
skupina linii transformovanych genem kodujicim volné RS-GFP. Obecné se soudi (Seth et al.
1998 a piehled téZ viz Stewart 2001), Ze exprese tohoto genu v rostlinném materidlu
neovliviiuje vyraznym zptisobem morfotyp rostlinného materialu. Proto byla takova kontrola
do pokusti zavedena, aby bylo prokazano, ze fenotyp linii transformovanych modifikovanym
NtHyPRP1 neni artefaktem samotné transformace, ale je zapfiCinén plsobenim
modifikovaného proteinu. Vzhledem ke znaéné ptesnosti ziskanych dat (diskutovano vyse)
vSak byly zjistény signifikantni rozdily mezi vétSinou klonti kontroly II a kontrolou I viz
tabulka ¢. 4.4.1. Tti zlinii byly zkraceny (hodnoceno v 7 dni SBI, staciondrni kultura),
pficemz absolutni rozdil proti stfedni hodnoté kontroly I byl 13 - 17 um (15 - 20 %). Linie
G10 byla naopak prodlouzena v priméru o 13 um (15 %). Tyto rozdily byly statisticky
vysoce prikazné a z fotodokumentace dobte patrné. Pficinou téchto rozdili muze byt vedle
efektu transformace, kultivace na selekénim médiu a exprese cizorodych gent u téchto linii 1
prirozena variabilita v disledku ptfevedeni zkalusu do suspenzni kultury, kterd byla
diskutovana vyse v pripad¢ kontroly 1. Ukazkovym piikladem muze byt linie G8, ktera byla
pouzita jako kontrolni i v dal$im experimentu, a proto bych ji rdd komentoval podrobné&;i.
Zatimco ve stacionarni fazi byly buiiky této linie v priméru o 13 pm krat$i oproti stiedni
hodnoté kontroly I, pak ve tfetim dni SBI (exponencidlni kultura) byly buinky naopak
v priméru o 11 pm delsi (18 %). Tento rozpor byl podle mého ndzoru zpiisoben skutecnosti,
ze po Ctyfech tydnech od prevedeni kultury z pevného média do tekutého nemusi byt nové
zalozend suspenzni kultura ve svém ristu zcela synchronni a nemusi mit jasné oddélenou
exponencialni a stacionarni fazi rustu. Takovy projev byva u Cerstvé zalozenych bunéénych
suspenzi pozorovan &asto (Opatrny, Petrasek, Schwarzerova, osobni sdéleni). Ctyitydenni
kultivace byla proto ur¢itym minimdlnim kompromisem mezi manualné naro¢nou kultivaci
30 pozorovanych linii a nejkratS$im casem, kdy jiz bylo mozné fenotyp linii hodnotit. Linie G8
byla zatazena do uz$iho okruhu linii, které¢ mély byt pozdéji vyuzity pro detailni hodnoceni
fenotypu. Po dalSich tiech tydnech kultivace doslo u linie G8 k natolik markantnimu zlepSeni
charakteru (synchronni riist, vyrovnany tvar bunék) Ze byla nakonec vybrana jako kontrola II
pro ucely detailniho hodnoceni fenotypu transformovanych linii (vysledky viz kap. 4.4.2.).
V prub¢hu tohoto pokusu jiz linie G8 vykazovala napadnou shodu s kontrolou I, v tomto
piipad¢ reprezentovanou linii Oc (BY-2).

Podobné srovnani hodnot namétenych pii ploSném a detailnim hodnoceni bunécnych
linii (Oc, G8, HD20 a HD6), které probéhlo s ¢ctyitydennim odstupem stoji za pozornost a

bude diskutovano dale.
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5.2.3. Hodnoceni linii transformovanych modifikovanym NtHyPRP1

Primérné délky bunék véetné intervalil spolehlivosti zjisténé ve tfetim (exponencialni
kultura) a sedmém dni SBI (stacionarni kultura) byly vyneseny do grafu ¢. 4.4.1. Soubory dat
jednotlivych transformovanych linii byly srovnany skontrolou I (BY-2), kterd byla
reprezentovana souborem dat, jenz vznikl spojenim souborti kontrolnich linii Oa, Ob a Oc.
Vzhledem k nenormélnimu rozlozeni dat byl pro porovnavéani pouzit Mann-Whitneytiv test
(neparametricky dvouvybérovy t-test). Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 4.4.1. Podle
vysledkt tohoto testu byla vétSina linii oproti kontrole I prodlouzend, vyjimku tvofila linie
HD13, jejiz odliSnost vysla jako nepritkazna (v absolutnim méfitku byly bunky oproti stiedni
hodnoté kontroly I krats$i o 7 um (8 %)).

Primérné hodnoty délek jednotlivych linii ve tfetim i sedmém dni SBI byly vyneseny
do grafu €. 4.4.1. Z toho ptehledu je zfejmé, ze ve tretim dni byly buniky vSech linii kratsi, coz
odpovidalo exponencidlnimu rdstu kultur. Morfologicky trend té které linie je vSak vzdy
zachovan (napft. elongované linie vykazuji delsi buniky i v exponencialni fazi).

Pro hodnoceni fenotypu linii povazuji délku méfenou ve staciondrni fazi (v tomto
ptipadé 7. den SBI) jako vice smérodatnou. Rozdily mezi jednotlivymi liniemi jsou vyraznéjsi
a navic i jemné rozdily v délivé aktivité kultur béhem exponencialni faze riistu mohou byt
zdrojem dalsi, t€zko uchopitelné variability dat. Intenzivné se délici kultura mize mit bunky
krat§i nez kultura, kterd se jiz nachdzi v pozdé¢jsi fazi exponencidlniho rlstu. Z téchto dvou
divodli bylo kone¢né hodnoceni linii transformovanych modifikovanym NtHyPRP1
provedeno na zékladé primérné délky ze 7. dne SBI.

Jak jiz bylo vySe zminéno, diky velikosti datovych soubort a jejich vyrovnané
variabilité¢ se ukéazaly byt spocitané¢ priméry jako pomérné piesné a dobie vypovidajici o
skute¢né povaze hodnocenych linii (uzky interval spolehlivosti). Z tohoto divodu byly
srovnany téz absolutni rozdily mezi jednotlivymi liniemi. Byla stanovena stfedni hodnota
délky kontroly I (86 um) a vypocitany rozdily v primérné délce ostatnich linii od této
hodnoty (prezentovano téz grafem ¢. 4.4.3.). Na zaklad¢ téchto absolutnich rozdila byly
vSechny linie rozdéleny do Ctyt skupin.

1) kratsi nez kontrola: buiiky v priméru zkracené o vice nez 15 - 30 um

2) srovnatelné s kontrolou: primérna délka bunék v rozmezi + 15 um

3) delsi nez kontrola: buniky v priméru del$i o 15 — 30 pm

4) vyrazné delsi nez kontrola: buiiky v priiméru delsi o vice nez 30 pm
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Sitka tdchto pasem byla zvolena na zakladé analyzy datovych soubort kontrolnich
linii (kontrola I i kontrola II). Sitka pasma, které bylo ,,srovnatelné s kontrolou* bylo zvoleno
tak Sirokd, aby do né&j spadla vétSina linii kontroly II (kromé dvou napadné zkrécenych).
Rozdil zjistény u téchto kontrolnich linii byl dan zfejmé nejen pfirozenou variabilitou
materidlu (diskutovano vyse), ale mohl byt disledkem samotné transformace. Lze tedy
predpokladat, ze rozdily, které se do takto stanoveného intervalu ,,srovnatelné s kontrolou* jiz
nevejdou, souvisi s odliSnou fyziologii bunék, v pfipadé¢ linii transformovanych
modifikovanym genem NtHyPRP1 tedy pravdépodobné souvisi svlivem vznikajiciho
modifikovaného proteinu.

Na zéklad¢ takto stanovenych intervalii byly dvé linie transformované volnym RS-
GFP vyhodnoceny jako zkracené. Sedm linii transformovanych modifikovanym NtHyRP1
bylo klasifikovdno jako srovnatelnych s kontrolou, 5 jako prodlouzenych a 6 jako vyrazné
prodlouzenych. Vzhledem k tomu, Ze 11 linii z 18 transformovanych mélo butiky prodlouzené
oproti stfedni hodnoté kontroly I o vice nez 15 pm (18 %), lze konstatovat, Ze nadmérna
elongace bunck velmi pravdépodobné souvisi s expresi modifikovaného genu NtHyPRP1

v transformovanych liniich.

5.2.4. Analyza exprese interniho a modifikovaného genu NtHyPRP1 u hodnocenych linii
Analyza exprese interniho a modifikovaného genu byla provedena jen u casti
biometricky hodnocenych linii. Z divodi celkové pracnosti byl okruh linii zuZen
nasledujicim zptsobem.:
Kontrola I: 0a, Ob, Oc
Kontrola II: G1, G2, G5, G6, G5
Modifikovany NtHyPRP1- nejdelsi linie: HD6, HD7, HD11, HD12, HD20
Modifikovany NtHyPRP1- nejkratsi linie: HD2, HD4, HD13, HD17, HD18

Ocekavany vysledek analyzy exprese by se nejsnaze interpretoval v ptipade, ze by se
podaftilo prokazat pozitivni korelaci mezi Grovni exprese vneseného modifikovaného genu
NtHyPRP1 a mirou elongace jednotlivych linii. Jak je vSak zfejmé =z vysledku
semikvantitativni RT-PCR (obrazek ¢. 4.4.1.), takova korelace prokézana nebyla. Piekvapiva
shoda se vSak ukdzala uvniti skupiny vyrazné elongovanych a skupiny kontrole podobnych
linii transformovanych modifikovanym NtHyPRP1 v expresi interni formy genu. Zatimco 4
z 5 prodlouzenych linii mély hladinu exprese interniho genu podobnou kontrole I, skupina

transformantt, ktera se kontrolam morfologicky podobala méla uroven exprese interniho genu
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NtHyPRPI snizenou (obr. 4.4.1.). Tento ptekvapivy vysledek naznacuje, Ze mira elongace
bun¢k by mohla odpovidat pomyslnému souctu exprese interni a modifikované formy genu
NtHyPRP1. Kontroly, které exprimuji pouze interni formu, maji obvyklou délku bungk, linie
exprimujici modifikovany gen a majici zaroven snizenou hladinu exprese interniho genu se
kontroldm velmi podobaji. Pouze linie, které intenzivné exprimuji oba geny, jsou napadné
prodlouzené. Linie transformované genem pro GFP (kontrola II) maji hladinu transkriptu
interniho genu nezménénou ¢i mirné snizenou, coz dobtfe koreluje s nezménénou ¢i mirné
snizenou délkou bunck téchto linii.

Uvedené zjisténi nuti k pfehodnoceni mySlenky funkéni kompetice mezi
modifikovanym a internim genem u transformovanych linii a nabizi myS$lenku, ze proteiny
kédované obéma geny by mohly plnit funkei podobnou nebo stejnou a ve své aktivité se
dopliyji. Tato tivaha by mohla byt podpoiena i neddvnymi vysledky analyzy sekvenci HyPRP
genu z n€kolika rostlinnych druhti, kdy byly mezi typickymi HyPRP geny nalezeny sekvence,
které prolinem bohatou doménu pfirozené¢ postradaji, a podobaji se tak vlastné
modifikovanému genu NtHyPRP1 (Dvotédkova a kol. 2006).

Exprese (a pravdépodobné tedy 1 aktivita) HyPRPs, ale i né¢kterych dalSich sténovych
proteinti, je regulovana pfedevSim na tUrovni transkripce. Piestoze bylo popsano mnoho
situaci, kdy je transkripce HyPRP gent u rtiznych druht rostlin pfirozené spousténa at’ uz
v souvislosti s organogenezi Ci reakci na zmény vnéjSich podminek, pfimy mechanismus
kontroly jejich exprese se zatim nepodafilo identifikovat (Blanco-Portales ef al. 2004, Fischer
et al. 2002, José et Puiggoménech 1993, Nieuwland et al. 2005). V piipad€, ze modifikovany
protein plni v buiice podobnou funkci jako jeho pfirozend forma, lze snizeni exprese interniho
genu NtHyPRP1 u bunék stabilné exprimujicich modifikovany gen pod kontrolou silného 35S
CaMV promotoru povazovat za projev zpétnovazebnych kompenza¢nich mechanismu bunky.
Vlastnim signalem regulujicim expresi N¢tHyPRP by pak mohla byt potfeba builkky umoznit ¢i
naopak omezit rozvolilovani a rist bunééné stény v reakci na nejriznéjsi vyvojové c¢i

environmentalni podnéty.
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5.3. Vysledky detailniho hodnoceni fenotypu linii

s prodlouZenymi bunkami

5.3.1. Zpisob zaloZeni experimentu

Na zakladé plosného hodnoceni transformovanych i kontrolnich linii (vysledky viz
kap. 4.4.1.) byl vybran uzsi okruh, ktery byl dale kultivovan. Z kontrolnich linii byly vybrany
ty, jejichz fenotyp se nejvice blizil typickému vzhledu bézné pozorovanému u BY-2. Z linii
transformovanych modifikovanym NtHyPRPI bylo piedbézné vybrano 5 linii, u nichz byla
hodnocena vyrovnanost tvaru bun¢€k a synchronni riist. Pti finalnim vybéru byla dana ptednost
liniim, které se po celkem osmi tydnech kultivace v tekutém médiu jevily jako dobte rostouci
homogenni bunétné suspenze, pied liniemi, které by poskytly moznd jesté kontrastnéjsi
Ciselna data, ale ta by byla degradovéana vysokou vnitini variabilitou téchto extrémnich linii.

Za ucelem provedeni experimentu byly proto vybrany linie Oc (BY-2 — kontrola I),
linie G8 (kontrola IT) a déle linie transformované modifikovanym genem NtHyPRP1 HD20 a
HDG6 (tato linie nasazena ve dvou paralelach, viz kap.).

Banky shodnocenymi kulturami byly zaockovany normalizovanym inokulem.
Nejprve byla stanovena denzita a viabilita vychozich kultur a na zakladé téchto hodnot byl
vypocitan piesny objem, jakym je tfeba jednotlivé linie zaockovat, aby inokulum obsahovalo
stejny pocet zivych bunck. Velikost inokula nebyla zvolena podle literarnich tidaji (Nagata et
al. 1992), jelikoz doporucovana vychozi denzita se v podminkéch nasi laboratote ukazuje byt
mala (autofi doporucuji o¢kovat 1/80 az 1/100 ptivodniho objemu stacionarni kultury, zatimco
v podminkach nasi laboratofe se osvédCilo inokulum vétsi, odpovidajici ptiblizné 1/20

puvodniho objemu pfed subkultivaci).

5.3.2. Vyhodnoceni morfologie pozorovanych linii

Jednou znejvyznamnéjSich casti tohoto experimentu bylo hodnoceni rlstu a
morfologie bun¢k v priibéhu SBI vcetné pozdnich fazi, kdy byl hodnocen predev§im néstup
senescence. ZaloZeni a prubéh pokusu Ize hodnotit jako zdafilé — vSechny pozorované linie
vykazovaly v prubéhu hodnoceni dobry rust, ktery odpovidal (makroskopicky i
povazovat za typicky. Casovy odstup jednotlivych pozorovani (perioda 3 dny) byl podle mého
nazoru zvolen téz vhodné, jelikoZ se podafilo zachytit a dokumentovat vSechny dulezité faze

rustu sledovanych linii. Pouze pfi pocate¢nim hodnoceni, které bylo provedeno ptl dne po
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zaockovani, se nepodafilo dokonale podchytit vychozi stav, protoze nckteré builky se uz
v tomto Case zacCaly d¢lit. Ve tietim dni se vSak podafilo zachytit a hodnotit exponencialni rist
bunécnych suspenzi, ktery se projevoval celkovym zkracenim bunék, jejich usporfaddnim do
vicebunéénych fetizkli a hojnym vyskytem mitéz (MI se pohyboval kolem 10 - 15 %).
V Sestém dni byl podle o¢ekavani pozorovan prechod mezi exponencidlni a stacionarni fazi
rustu. MI byl jiz vyrazné nizS§i a zacala probihat elongace bunék. Linie transformované
modifikovanym NtHyPRPI byly celkové bliZze stacionarni fazi (niz§i MI a markantné;jsi
elongace nez u kontrolnich linii). V devatém dni jiz byly vSechny linie plné stacionarni. Ve
dvanactém dni byl pozorovan senescentni stav a byly ocekavany rozdily ve viabilité, resp.
mife odumirdni. Kontrolni linie vykazovaly €astéjsi vyskyt mrtvych bunék (VIA = 81 % a
79 %) zatimco linie transformované modifikovanym NtHyPRP1 vykazovaly viabilitu vyssi
(85-91 %).

Celkové lze konstatovat, Ze nejvyraznéj$i zménou fenotypu linii transformovanych
modifikovanym NtHyPRP1 je prodlouzeni bun¢k v pribéhu celého subkultivacniho intervalu.
Linie HD20 vykazovala prodlouzeni o 70 — 100 % oproti kontrolnim liniim, linie HD6 a
HD6v vykazovala prodlouzeni o 30 — 40 %. Linie HD6 a HD6v vykazovaly v prib¢hu
experimentu plné srovnatelny fenotyp, coz odpovida skutecnosti, Ze se jednd o jeden klon.
Ptedchozi rozdilna kultivace (vétsi inokulum u HD6v) tedy neméla na projev fenotypovych
zmén linie zadny vliv. Vzhledem ke shodnému projevu nebude linie HD6v dale probirana
samostatné a dil¢i zdvéry v dal§im textu se budou tykat linii HD6 a HD6v spole¢né.

Za pozornost téZ stoji vzajemné srovnani obou linii transformovanych modifikovanym
genem NtHyPRPI1. Jak je zifejmé z Ciselnych vysledki a zgrafu ¢. 4.4.1. linie HD6
vykazovala oproti kontrole mensi prodlouzeni nez linie HD20, ktera byla oproti kontrole
prodlouzena o 70 — 100 %. Niz8i hodnoty linie HD6 jsou zplsobeny jeji vnitini
morfologickou variabilitou. To je patrné nejen z SirSiho intervalu spolehlivosti ziskanych dat,
ale 1 z mikroskopickych snimki. Jednim z vysvétleni je moznost, ze uvnitf této linie se
ustavily dvé subpopulace, z nichz buiiky jedné se rozmérove blizi kontrole, a na druhé strané
se zde relativné hojné vyskytuji extrémné prodlouzené buiiky podobné majoritnimu fenotypu
HD20, vzacné i del$i. Podobny fenomén je zndm i zjinych pfipadd transformace BY-2.
Nejlépe se takovy projev da pozorovat u linii transformovanych GFP popiipadé geny kodujici
GFP fuzni proteiny. V takovych piipadech je ziskand transformovana linie Casto tvofena
smési bun€k, znichz jen né&které poskytuji zeleny fluorescencni signal. SniZeni exprese
vnesen¢ho genu souvisi velmi pravdépodobné s posttranskripénim umlcovanim exprese a

posléze 1 s metylaci jeho DNA sekvence (Fojtova et al. 2003, Nocarova a Fischer,
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nepublikované vysledky). V kontextu téchto poznatki by bylo mozné velkou délkovou
variabilitu bunék HD6 vysvétlit vznikem subpopulace bunék, u nichz doslo k umlc¢enim
exprese transgenu. V souvislosti s hodnocenim exprese pii plosném hodnoceni
transformovanych linii (kap. 4.4.1.3.) lze uvazovat i alternativni vysvétleni. U subpopulace
kratkych bunék linie HD6 nemuselo dojit kumlceni exprese modifikovaného genu
NtHyPRP1, ale ke snizeni exprese jeho interni formy, tak jak to bylo pozorovéano u linii HD2,
HD4, HD13, HD17 a HDI8, které¢ vykazovaly délku bun€k srovnatelnou s kontrolnimi
liniemi nebo jen o mélo prodlouzenou. Na zéklad¢ provedeného hodnoceni exprese interniho 1
modifikovaného genu NtHyPRP1 (viz kap. 4.4.2.7.) nelze rozhodnout, zda a poptipad¢ které
z téchto vysvétleni je spravné. Analyza vzorku, ktery obsahoval obé subpopulace bunck,
poskytla pfi semikvantitativni RT-PCR podobny signél jako u linie HD20 jak v ptipadé
interniho, tak v pfipad¢ modifikovaného genu.

Uvedené subpopulace by bylo mozné budto klonovat (Nocarova a Fischer,
nepublikované vysledky) ¢i by bylo mozné vyuzit rozdilné rychlosti sedimentace dlouhych a
kratkych bunék. Na zaklad¢ predbézného pozorovani se totiz zdélo, ze zatimco kratké bunky
kontrolnich linii vroztoku 3% sacharézy pomémé rychle sedimentovaly, dlouhé bunky
transformovanych linii v tomto prostfedi sedimentovaly vyrazné¢ pomaleji. Niz8§i vznaSiva
hustota dlouhych bunék pak ziejmé souvisi s nizs§i odolnosti bunééné stény vici turgoru
bunky (viz nize). Rozdilna rychlost sedimentace dlouhych a kratkych bunc¢k by nabizela
moznost jednoduchého experimentu (oddéleni ,kratkych* a ,,dlouhych® bunck flotaci a
samostatné analyzy téchto subpopulaci), ktery by pomohl objasnit situaci tykajici se smésné
populace. Tento pokus by navic prispél k ovéteni nékterych dalsich teorii - za ptedpokladu,
ze by se podafilo nalézt korelaci mezi mirou elongace a expresi modifikovaného nebo
interniho genu NtHyPRPI, jednalo by se dikaz této souvislosti tentokrat uvniti jednotlivych
linii, coz by bylo mimofadné¢ hodnotné. Lze ptedjimat, Ze by se mohla potvrdit situace
pozorovana pii plosném hodnoceni, tedy ze kratké bunky budou exprimovat modifikovany
gen srovnatelné jako dlouhé, avSak exprese interni formy genu bude sniZzena. Pfi samotném
provedeni experimentu by bylo tfeba vzit v uvahu nékteré diive zjiSténé skutec¢nosti. Pfedné
by bylo tfeba analyzovat kulturu stacionarni, aby rozdily v délce souvisely s projevem
zménéného fenotypu a nikoliv s rozdilnou délivou aktivitou toho kterého bunécného fetizku.
Déle by bylo potteba optimalizovat postup flotace, aby byla procedura co nejkratsi a
k buiikkam co nejSetrnéjsi. Exprese NtHyPRP1 mize byt za stresovych podminek ovlivnéna
v pomérné kratkém case, jak ukazaly vysledky v kapitole 4.5., obr. €. 4.5.1. a tabulka ¢. 4.5.3.

I kdyz probéhne oddéleni bun¢k a jejich nasledné zmrazeni rychle, bude tieba zavést v tomto
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experimentu kontrolu, ktera prokaze, ze pozorované zmény v expresi nejsou disledkem

pracovniho postupu, ale skutecné odrazeji ptivodni fyziologicky stav.

5.4. Podminky ovliviiujici rist bunécnych linii a expresi

genu NtHyPRP1

5.4.1. Rust linii v MS médiu, kde sacharéza byla nahrazena glukézou

Pti kultivaci na médiu, kde sacharéza byla nahrazena izotonickou gluk6zou (nutri¢né
chudsi médium) bylo pozorovano atypické ulozeni jader vramci fetizku, které bylo
pozorovano u kontrolni linie Oc (BY-2) ve 40 — 50 % bungk, zatimco u linie HD20 byl stejny
jev pozorovan piiblizné s polovi¢ni Cetnosti. Podrobnosti vcetné obrazové dokumentace viz
kap. 4.5.1. a obr. tabule ¢. 4.5.5. a 4.5.6. Domnivam se, ze s feSenou problematikou funkce
HyPRP tento jev pfimo nesouvisi. Pozorovany rozdil ve frekvenci projevu by mohl byt
vysvétlen celkové veétsi vakuolizaci (diky vétSim rozmériim je zvétSen i absolutni objem
vakuoly) transformované linie HD20, kterd dovoluje jednotlivym buikdm vytvorit véEtsi
zasoby limitujicich zivin v médiu (viz kap. 2.5.1.), poptipadé uchovat jejich vétsi zasobu
s predeslého SBI. S touho hypotézou je konzistentni i pozorovani, ze nadmérné elongované
linie vykazovaly v priabehu detailniho hodnoceni jejich fenotypu vyssi viabilitu ve 12. dni
kultivace, kdy zacaly kontrolni linie postupné odumirat. V rdmci hodnoceni viability bylo
navic pozorovano, ze vétsi ¢ast odumielych bunck byla ptrevazné mensich rozméri, zatimco

extrémné dlouhé buiiky byly i v takto pokroc¢ilém case kultivace vzdy zivé.

5.4.2. Riist linii v MS médiu s pfidanym 0,5% manitolem

Pii kultivaci na médiu s pfidavkem 0,5% manitolu byl u obou linii (Oc i HD20)
pozorovan ponékud rychlejsi rust a téz mirné vys$i nartist biomasy nez u paralel
kultivovanych na MS médiu. Tento rozdil byl pozorovan pouze makroskopicky. Vzhledem
k tomu, Ze reakce obou linii byla totozna, ptfedpokladdm Ze pozorovany jev nesouvisi
s expresi modifikovaného genu NtHyPRP1. Pfitomnost 0,5% manitolu nemusela byt pro
kulturu skodliva a v pozdéjsich dnech kultivace mohla zvySenim osmotické hodnoty média
piispét k dokonalejsSimu vycerpani ostatnich sacharida, poptipad¢€ jinych zivin, které jsou pro

kulturu BY-2 limitujici.
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5.4.3. Riist linii v MS médiu s celkem 7% sacharézou

Vzhledem k tomu, ze série provedenych pokust ukazuji za zvySeni plasticity bunécné
stény spojené s vnesenim a vysokou expresi modifikovaného genu NtHyPRPI, nabizi se
otazka, jakym zplUsobem byla ovlivnéna polarita ristu nadmérné elongovanych bunék.
Bunééna line BY-2 vykazuje vysoce orientovany rust ve své podélné ose, pfi¢emz sitka bunck
nebo bunécného fetizku zistava zachovéna (Nagata et al. 1992). Tato orientace je dana
organizaci kortikdlnich mikrotubuld, které jsou zejména u prodluzujicich se staciondrnich
bun¢k orientovany navzdjem rovnobézn¢, kolmo na podélnou osu bunky. (Hasezawa et al.
1988. Hasezawa et al. 1999, Nagata ef al. 1992).

Tuto vlastnost neovlivnéné vychozi bunétné linie potvrzuji i méfeni provedena
v ramci jednotlivych experimentl v této praci. V tomto sméru stoji za povSimnuti, Ze zcela
srovnatelnd a béhem riistu konstantni je i Sitka ostatnich transgennich linii, v¢etné linii
transformovanych modifikovanym genem NtHyPRPI (vysledky viz kap. 4.4.1.2., kap. 4.2.2. a
diskutovéano v kap. 5.3.1.) Jedinym ptipadem, kdy bylo pozorovano vyrazné ztlusténi bunck,
byla kultivace v médiu s koncentraci sachardzy zvySenou na 7 % (ptehled viz kap. 4.5.1.,
dokumentace viz obr. tabule ¢. 4.5.7. a 4.5.8.). V priibéhu stacionarni faze, v 9. dni SBI byly u
linie HD20 hojné pozorovany trojuhelnikovité buniky (cca 20 %), zatimco taz linie
v kontrolnim MS médiu vykazovala standardni, jiz diive dokumentovany zptisob elongace
(bunky cca dvakrat del$i nez kontrolni). V ptipadé kontrolni linie Oc doslo k piizptisobeni
kultury témto podminkdm, nejspiSe vyrovnanim osmolarity mezi vakuolou a prostfedim
média, rist v pozd¢jsi fazi SBI probihal typicky, a to do té miry Ze v biometrickém hodnoceni
tvaru bunék se linie vratila k hodnotdm namétenym u téz linie kultivované na MS médiu. U
linie HD20 doslo k tomuto fyziologickému piizpsobeni pravdépodobné také, protoze i
celkova expanze bun¢k mohla byt srovnatelnd. Primérna délka bunck byla oproti paralele
kultivované na MS médiu sice niz$i, avSak pfi vypoctu primérné $itky byl zjistén napadny
nariist (vlivem laterdlnich expanzi). Kdyby se podafilo n¢jakym zplsobem kvantifikovat
objem, lze pfedjimat, ze v této hodnoté¢ by se linie HD20 vyrovnala s hypertonickym
prostfedim podobné jako linie Oc.

S ¢im vSak souvisi pozorovana zména tvaru bun¢k? Osobné si myslim, Ze tato zména
muze vypovidat o ztraté polarity riistu u bunék, jejichz bunécéna sténa je nepfimerené plasticka
a tihnou k nadmérné elongaci. Jak jiz bylo zminéno vySe, orientace rustu bunék je
determinovana predevsim uspofaddnim mikrotubuli a s nim souvisejicim smérem depozice
novych mikrofibril celuléozy do BS (viz kap. 2.4.2). Bylo vSak téz demonstrovano, Ze tento

systém udrzuje informaci oboustranné (Fischer et Cyr 1998). Proto pfedjimam, ze zvyseni
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plasticity bunééné stény by mohlo souviset se zvySenim roztaznosti slozek, které ptidrzuji
paralelni mikrofibrily celulézy v pifirozeném usporadani. Za danych podminek mohlo dojit
k asymetrickému roztazeni, a tim jakémusi ,,vykolejeni informace o polarit¢ uloZené
v orientaci celulézovych mikrofibril. Lze pfedpokladdat, Ze zmeéna se déale fixovala i
v usporadani mikrotubulil a buiiky tak zacaly rist ve vice nez jednom sméru.

Vzhledem k tomu, ze piislusnd zména byla pozorovédna pouze jednou, nelze zni
vyvozovat zadné smérodatné zaveéry. Vysvétleni tohoto fenoménu by vSak mohlo vyznamné
ptispét k pochopeni zmén v BS, ke kterym dosSlo vlivem vysoké exprese modifikovaného
genu NtHyPRPI, a tim i k pochopeni funkce vznikajiciho proteinu vcetné jeho pfirozené
formy. Pro pochopeni by bylo nutné zjistit, v které fazi rtistu dojde ke zméné¢, ktera nasledné
vyusti ve ztratu polarity, a co prisluSnou zménu iniciuje.

Lze si predstavit dva modely, které by vysvétlily vznik atypickych vybézkl praveé u
téchto bunék. V prvnim ptipad¢ si miizeme predstavit, Ze bunka, kterd ma sténu neptiméfené
plastickou spravné expanduje pouze v prostredi, které ji klade pfimefeny osmoticky odpor. V
hypertonickém prosttedi 7% sachardzy, omezujicim volnou elongaci bunck, vSak muze
v disledku nadmérného rozvolnéni stény dojit k lokdlnim poruchdm uspotadéani celulézovych
mikrofibril a tubuldrniho cytoskeletu, které se mohou pii pozdéjsi elongaci bunck projevit
ztratou polarity ristu. Druhy model by pocital s nadmérnou akumulaci skrobu v buiikach
kultivovanych na médiu se 7% sachar6zou. Rychla expanze bunék vlivem zvySeného turgoru
bunék na konci SBI v disledku zpétné mobilizace Skrobu by mohla byt pfi¢inou
pozorovanych nepravidelnosti ristu. Tento model by 1épe vysvétloval, pro¢ po ukonceni
exponencialni faze zapocCala normalni elongace, ktera vyustila ve ztratu polarity rastu bunék
az ve velmi pozdni fazi.

Pro testovani téchto hypotéz bych navrhnul predevS§im sérii rGzné hypertonickych
médii, kde by byla osmoticka hodnota zvySena jednak riznymi koncentracemi sacharozy, ale
téz adekvatnimi koncentracemi nékterého nepenetrujiciho osmotika napt. PEG, ktery bunky
navic nemohou vyuzit jako zdroj energie. Tim by bylo mozné objasnit, jakd je kriticka
hodnota osmotika zapfi¢iflujici pozorované zmény, a zda tyto zmény souvisi skutecné
s osmotickym tlakem zvnéjSku, nebo naopak pfijmem sacharidli a naslednym rapidnim
zvySenim turgoru bunék. V souvislosti s provéfovanim piijmu sacharidi bych téz doporucil
sledovat syntézu popft. degradaci Skrobu uvnitt bun¢k. Bylo by téZ mozné osmotikum piidavat
v riznych fazich ristu s cilem najit bod, kdy lze ztratu polarity navodit. Domnivam, se Ze

paralelni barveni cytoskeletu by zifejm¢ pouze dokumentovalo atypické uspotradani
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odpovidajici sméru ristu vybézkl, ale nepomohlo by odhalit co je pfic¢inou a disledkem

pozorovanych jevi.
5.5. Zavérecné hypotézy

5.5.1. Interpretace nadmérné elongace transformovanych linii

U linii transformovanych modifikovanym genem NtHyPRPI byla hojné pozorovana
nadmérnd elongace bun€k ve srovnani s kontrolnimi liniemi, a to v prubéhu celého SBI
(vysledky viz kap. 4.4.1., 4.4.2., diskutovano v kapitole 5.3.3. a 5.4.2.). Vzhledem k tomu, ze
projev vyrazné elongace bylo moZzné zvratit kultivaci v hypertonickém médiu se 7%
sachardzou, lze se domnivat, Ze pozorovand zmeéna souvisi se zvySenim plasticity BS
transformovanych linii. Nadmérna elongace bunck je pak zplsobena ptirozené v dusledku
turgorového tlaku.

Za predpokladu, Ze by aktivita piirozené formy proteinu byla snizena vlivem
kompetice s modifikovanou formou proteinu o ptirozené ligandy, byly by tyto zmény
projevem snizené¢ aktivity proteinu, a tim konzistentni s pozorovanim provedenym na
regenerujicich kalusech (a téZ jedné rostliné) se snizenou expresi hybridniho prolinem
bohatého proteinu DC 2.15 (nasledkem exprese genu v antisense orientaci) které rovnéz
vykazovaly vyrazné zvétSeni bunék (Holk ef al. 2002). Z vysledkl ziskanych v mé praci se
vSak zda, Ze sniZeni exprese pfirozené formy genu bylo naopak navozeno ke kompenzaci
nadmérné elongace bunék, zptisobené expresi modifikované formy genu.

Mira elongace buné¢k transgennich linii dobfe korelovala s pomyslnym souctem
exprese interni a modifikované formy genu a vliv obou forem proteinu byl tedy
pravdépodobné aditivni. Je mozné aby modifikovand forma proteinu, které chybi cela
prolinem bohata doména méla stejnou nebo podobnou funkei v bunééné sténé jako piirozena
forma genu? Pravdépodobné ano. Nedavné vysledky sekvencnich analyz genti HyPRP tiidy B
provedené kolegyni Lenkou Dvotdkovou (Dvotdkova et al. 2006) nové dolozily existenci
proteinti, které prokazatelné¢ do této skupiny patii, ale prolinem bohatou doménu piirozené
postradaji. U Arabidopsis thaliana byly objeveny takové geny 2, u druhti ptibuznych tabaku
(Solanum tuberosum a Lycopersicon esculenta) po jednom genu (v piipadé bramboru ze 14
znamych; Dvotdkova et al. 2006) V souvislosti stimto novym zjiSténim je mozné se
domnivat, Ze 1 modifikovany protein mohl plnit svou funkei, podobné jako proteiny pfirozené

postradajici prolinem bohatou doménu. Pro ovéfeni této dil¢i hypotézy bych doporucil
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pripravit sérii linii se zvySenou expresi nezménéného genu. Tvrzeni by bylo podpoteno
v ptipad¢, ze by linie vykazovaly stejny fenotyp jako linie dokumentované v této praci.

Jak je mozné, Ze u mrkve bylo pozorovana téZ nadmérna expanze bunék, ale v tomto
pripadé v souvislosti s prokazatelné snizenou expresi genu kédujiciho HyPRP (Holk et al.
2002)? Autofi prace sami pfizndvaji, Zze zmény byly pozorovany pouze na péti
transformovanych klonech, z nichz do stddia dosp¢€lé rostliny se podatfilo vypéstovat pouze
jediny. Dokumentace zvétSeni bunck embryogennich linii v uvedené praci bohuzel zcela
chybi a jedina ziskana rostlina navic vykazovala pochybnosti budici pleiotropni zmény v rlstu
(mimo jiné zlutavé skvrny na listech spojené s defekty ve struktufe plastidi). Autofi
piedkladaji kontrolu transformovanou pouze genem kodujicim GUS, pfiCemz tyto rostliny
pozorované zmény nevykazovaly, z ceho autofi vyvozuji, Ze defekty nebyly zplisobeny
samotnou transformaci (Holk et al. 2002). Bylo by vSak piekvapivé, kdyby zména v expresi
sténového proteinu méla za nasledek kromé jiného defekty ve struktuie plastidi. Osobné se
domnivam, ze vysledky prezentované v dané praci by bylo tfeba ovéfit a 1épe dokumentovat
na Sir§im okruhu transgennich klona. Na ptikladu z mé prace je mozné ukazat, Ze 1 na zakladé
mych vysledkli bych v pfipadé hodnoceni pouhé linie HDI13, kterd vykazuje zkraceny
fenotyp, rovnéz mohl usuzovat, ze syntéza modifikovaného proteinu NtHyPRP1 zamezuje
elongaci bunék, podobné jako to konstatuje Holk a spolupracovnici (2002) v pripad¢ proteinu
DC 2.15.

Na zéklad¢€ vyse diskutovanych hypotéz a prezentovanych pozorovani se domnivam,
ze protein NtHyPRP1 svoji aktivitou zvySuje plasticitu BS, a tim podporuje elongaci bunék.
Zda jsou protichtidné vysledky ziskané na mrkvi (Holk et al. 2002) dasledkem odlisné
sekvence celého proteinu (¢i jeho prolinem bohaté domény) ¢i nasledkem experimentéalniho
artefaktu zlistdva oteviené. Pro dolozeni mych vysledki 1ze kromé vySe uvedené transformace
nemodifikovanym genem navrhnout i improvizovany ,expanzinovy“ test principialné
podobny jako byl pouzit pti popisu aktivity LTPs (Nieuwland et al. 2005). V ptipadé, ze
nadmérné syntetizovany modifikovany protein NtHyPRP1 nezistava jen v BS, ale je téz
uvolnovan do média, by bylo mozné provéfit, zda kultivace kontrolnich linii v médiu
obsahujici tento protein nevyusti téZ v jejich prodlouzeni. Uspé&$nost tohoto experimentu viak
nemusi byt zaru¢ena. Kyzeny vysledek by byl totiz v rozporu s hodnocenim linie HD6, ktera
vykazovala smésny charakter a obsahovala jak buniky extrémné dlouhé, tak bunky které svym
tvarem pfipominaly buiiky kontrolni. Kdyby mél byt NtHyPRP1 v jakékoliv formé vylucovan
do média a podporovat tak elongaci bunék, byly by burniky linie HD6 elongované vice méné

rovnomerné.
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Celkovy soubor vysledkii prezentovanych vtéto praci mé vede k zavéru, ze
NtHyPRP1 ziejmé podporuje zvySeni plasticity BS, a to podobnym zpiisobem jaky uvazuje
Jeroen Nieuwlandem ve své praci o LTP na modelu tabaku (Nieuwland et al. 2005), které
jsou podpoteny i star§imi vysledky dokumentujicimi nadmérnou elongaci bunék v souvislosti
s nadmérnou a nelokalizovanou expresi LTP genu Pal8 v embryogenni bunééné linii smrku
(Sabala et al. 2000). Je mozné se domnivat, ze HyPRPs tfidy B, podobné¢ jako LTPs interaguji
s hydrofébnimi sloZzkami bunécéné stény v siti polysacharidovych vldken a svym nabitym
povrchem snizuji energii nutnou k rozvolnéni vodikovych mustkli mezi vlakny celulozy a
xyloglukanti, které je k rozvolnéni stény nutné. Jaka je uloha prolinem bohatych domén

HyPRPs v téchto procesech ziistava nejasné.
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6. Zavéry

1) Exprese NtHyPRPI se podle vysledkii semikvantitativni RT-PCR zda byt v pribéhu
bunécéného cyklu konstantni, z ¢ehoz lze usuzovat, ze funkce proteinu neni piimo spojena
s nékterym z d&ju typicky probihajicich pouze v urcité Casti bunécného cyklu (napt. s
cytokinezi). V prubéhu subkultiva¢niho intervalu bylo pozorovano mirné zvySeni exprese ve
3. a 6. dni, coz odpovida exponencidlni a ran¢ staciondrni fazi rGstu bunck. Pokud lze
povazovat tak drobné zvySeni za prukazné, pak odpovida dob& nejvyssi riistové aktivity

bunécéné suspenze.

2) Z genomu BY-2 byl izolovan gen kodujici protein NtHyPRP1. Ziskanda DNA byla
pouzita k pfipravé modifikovaného genu s deletovanou sekvenci kodujici prolinem bohatou
doménu. Pfi transformaci bunééné linie BY-2 timto genem bylo ziskdno né¢kolik set

transgennich klont, z nichZ 18 bylo déale podrobné&ji analyzovéno.

3) Exprese modifikovaného genu NtHyPRPI s deletovanou sekvenci kodujici prolinem
bohatou doménu se u bunécéné linie BY-2 nejcastéji projevila nadmérnou elongaci bunék.
Z 18 biometricky hodnocenych linii mélo ve staciondrni fazi 11 linii bunky delsi o 15 — 59
um (18 — 70 %) oproti kontrole. Pfi detailnim hodnoceni vybranych linii bylo prok4zano, ze
tento rozdil je stabilni v pribéhu vsSech fazi rlstu téchto linii. Vzhledem k tomu, Ze
nadmérnou elongaci bun¢k bylo mozné omezit kultivaci v hypertonickém prostredi, je mozné
se domnivat, Ze tento fenotypovy projev je zpusoben zvySenim plasticity BS, kterd tak méné

odolava turgoru.

4) Analyza exprese modifikované formy genu NtHyPRPI prokazala jeho vyraznou
expresi u vSech linii transformovanych timto genem, korelace mezi mirou fenotypovych zmén
a urovni exprese modifikovaného genu vSak prokdzdna nebyla. Paralelni analyza exprese
interni formy genu pfinesla piekvapivé zjisténi, ze nadmérné elongované linie (4 z5)
exprimovaly gen NtHyPRPI srovnatelné s kontrolou, zatimco linie pfipominajici délkou
bun¢k kontrolu vykazovaly expresi vyrazné snizenou oproti vzorkiim kontrolnich linii. Mira
elongace tak korelovala s pomyslnym souctem exprese interni a modifikované formy genu.
Toto zjisténi nuti k opusténi hypotézy, ze produkt modifikovaného genu funkéné kompetoval

s nezménénym proteinem, a omezil tak jeho biologickou funkci. V souvislosti s danym
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zjisténim se spiSe zda, ze aktivita obou forem proteinu méla aditivni povahu, a byla tudiz
podobnd nebo stejnd. Tento vysledek by mohl rovnéz poukazovat na existenci
zpétnovazebného kontrolniho systému, ktery umozni snizit expresi genu NtHyPRPI na
zékladé informace o velikosti, riistu ¢i turgoru bunky. Série hypotéz prezentovana v tomto by

vSak vyzadovala dals$i testovani.

5) Exprese modifikovaného genu NtHyPRPI vedla za uritych podminek ke ztraté
polarity transformovanych bun¢k v pribchu elongace. Zmény v charakteru BS navozené
expresi modifikovaného genu NtHyPRP1 by tedy mohly naruSovat systém udrzovani polarity
rustu zajiStovany vzéjemnou interakci celulézovych mikrofibril a kortikdlnich mikrotubuli.

Toto zjiSténi rovnéZ vyzaduje dalsi experimentalni ovéteni.
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7. Abstract

Hybrid proline-rich proteins (HyPRPs) form a subgroup of proline-rich structural
proteins of plant cell wall. Proline-rich proteins (PRPs) consist of N-terminal signal peptide,
which target them into the secretory pathway. The rest of PRPs is rich in proline-containing
repeats. HyPRPs are separated into a special subgroup based on the presence of hydrophobic
C-terminal domain, which is not present in other proline-rich proteins. The C-terminal domain
of HyPRPs class B is rich in cystein residues arranged in a conserved pattern
(...C..C...CC...CXC...C...C...). Similar arrangement of cysteins was described in sequences of
non-specific lipid transfer proteins (LTPs), whose structure is stabilized by four disulfide
bridges formed between these cystein residues. According to the cystein arrangement the
structure of C-terminal domain of HyPRPs class B might resemble that of LTPs. The role of
HyPRPs and LTPs in plants remains unclear, though there are some studies indicating the role
in cell wall loosening or synthesis.

The aim of the presented work was investigation of the role of tobacco hybrid proline-
rich protein NtHyPRP1 in growth and division of tobacco cells BY-2. The work focused on
complex expression analysis of the gene and preparation and characterization of transgenic
BY-2 cell lines synthesizing modified NtHyPRP1 protein lacking the proline-rich domain.
Such protein should have the same localization and it might functionally compete with the
natural form.

The expression of NtHyPRPI gene was stable during 12 hours long observation of
synchronized BY-2 cells, proceeding through the S, G2 and M phase of the cell cycle.
Therefore no special role can be deduced in the respective cell cycle phases (including
cytokinesis). Expression pattern of NtHyPRP1 gene during 9 days long cultivation of the cell
suspension line (from exponential to late stationary phase) showed only minor increase of
expression in 3™ and 6" day. Series of treatments with growth regulators, sugars, different
stressors etc. changed significantly expression of NtHyPRPI quickly after application,
however the results could not be easily interpreted.

To prepare the modified NtHyPRP1 gene, full length gene was amplified from BY-2
genome. The sequence encoding repetitive proline-rich domain was deleted by three
subsequent PCR steps. The modified gene under the control of constitutive CaMV 35S
promotor was transformed via Agrobacterium tumefaciens into the BY-2 cells. Eighteen out

of hundreds transformed clones was analyzed in detail and compared with the BY-2 cell line
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and parallelly prepared BY-2 lines transformed with RS-GFP. Cells of seventeen lines
expressing modified NtHyPRPI gene were significantly longer compared to the average size
of control BY-2. The average length of stationary cells of 11 transgenic lines was by 15-59
um (18-70%) longer than that of the control. Cell length of RS-GFP transformed lines was
comparable to that of control.

Though no correlation was found between the expression of the modified gene and
cell elongation, expression of the wild type NtHyPRP1 form showed changes correlating with
the cell phenotype. Expression of NtHyPRPI was similar to the control in the most elongated
lines and it was remarkably decreased in transgenic lines with cell length comparable to the
control line. Thus, the degree of cell elongation correlated with the imaginary sum of
expression of both genes — the modified and the natural one. The effect of the modified
protein might be therefore similar to the wild type form. Both proteins could positively affect

plasticity of the cell wall, similarly as was recently published for tobacco LTP.
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9. Priloha

Ptilozené CD obsahuje plivodni obrazova a Ciselné data, kterd byla pfi experimentalni
praci ziskana. Kompletni obrazové materialy jsou prezentovany téz piehledné¢ formou HTML
prezentace optimalizované pro prohlize¢e MS Internet Explorer, Netscape Navigator a

Mozilla Firefox. Ptilohy je moZzné prohlizet té¢Z na adrese www.hyprp.sarracenia.cz .
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