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Vazeni Ctenari,

po triletém intervalu (Biologické listy 65, ¢. 3 — 4, 2000) Vam nabizime dalsi Cislo
Casopisu vénované¢ metodice v biologii rostlin, kterou piedstavuji rozsifené abstrakty
prednasek na specializované metodické konferenci, pofadané v tomto roce Ustavem expe-
rimentalni botaniky AV CR a Ceskou spole¢nosti pro experimentélni biologii rostlin.

Presto, Ze se nejedna o tradi¢ni zménu v zaméieni Biologickych listii, jez 1 nadale zi-
stavaji referdtovym casopisem poskytujicim piehledné, odborné a védecké informace
o stavu a pokrocich zakladniho a aplikovaného vyzkumu ve vSech oblastech biologie,
vracime se k této moznosti na zédkladé zajmu, ktery shora uvedené specializované cislo
mezi Vami vyvolalo. Tento zajem potvrdil pfedpoklad, Zze zakladem pokroku ve véde,
a v soucasné biologii zvIaste, je metodicky rozvoj, a ze jakékoliv snadno dostupna infor-
mace o metodach, bezpecné zavedenych a zvladnutych na nasich pracovistich, bude pfi-
jiméana nejen se spontannim povd¢kem experimentatort, ale stane se i stimulem navazo-
vani novych kontaktli a vzajemné vyhodnych spolupraci.

I kdyz vSechna dosavadni zaméfeni pfedstavovanych metod na jediny spole¢ny mode-
lovy organismus — rostlinu, by mohla pfedstavovat zna¢nou nevyhodu pro Casopis véno-
vany celé biologii, nestalo se tak a doufame, Ze i v tomto ¢isle uvedené metodické pfistu-
py budou uzitecné pro vSechny biology. Utvrzuje nds v tom dobie zndmy vyznam a vliv
napf. molekularni biologie a biochemie na rozvoj vSech experimentalnich obort biologie,
takZe zaujimaji z metodického hlediska v biologii urcité nadoborové, ale jist¢ interdisci-
plinarni postaveni.

Tak jako v roce 2000 ptenechavame i nyni vétsi ¢ast odpovédnosti, piedev§im za ob-
sahovou vhodnost a spravnost publikovanych textli, na autorech ptispévkil a poradatelich
konference, a i tentokrat bude urcita cast nakladu tohoto Cisla dostupnd také ,,zajemciim
nepiedplatitelim* v redakci ¢asopisu. Budeme Vam vdécéni za sdéleni jakychkoliv ohla-
st, které by ve Vas uvefejnéni tohoto Cisla, ale i dosavadni usporadani a zameéteni
Biologickych listl jako celku mohla vyvolat.

Redakce
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Vazené kolegyné, vazeni kolegové,

vitam Vas na tfetim pokracovani sympozia, které se ,,vénuje metodam pouzivanym
v rostlinné experimentalni biologii“. Uvozovky jsou pouzity proto, ze to neni tak uplné
pravda, ikdyz takovy byl na$ cil. Stejn¢ jako v pfipad¢ ro¢niku piredchazejiciho,
i tentokrat jsme se snazili zafadit do programu predevsim prednasky Spickovych odborni-
ki bez ohledu na to, pracuji-li s rostlinami ¢i s jinymi organismy. Je to jeden z pfistupti,
ktery zistal zachovan a ktery se nam zda dobry.

I nékteré dalsi pristupy v organizaci Metodickych dnii jsme zopakovali. Plendrni
pfednasky vySe zminénych odbornikli jsme doplnili pfednaSkami ztad ucastnikd.
I tentokrat najdete v programu sekci ,,Z jinych svéti* a dle stejného schématu bylo vy-
brano i misto konani. Jen je zase trochu blize Praze (snad Iépe feceno, je ponc¢kud zapad-
né&ji). Vhodnych mist totiz neni mnoho (nebo o nich nevime) a tak, pokud Metodické dny
jesté ,.chvili vydrzi, mate vy, ktefi se ucastnite pravidelné, nad¢ji objet ¢asem celou re-
publiku.

Zustala i tada lidi v organizacnim vyboru. Toho si velmi vazim. Velkou radost mam
téz ze skutecnosti, Ze se nasla fada novych kolegi, ktefi byli ochotni se na organizaci
tohoto sympozia podilet. Obaval jsem se totiz, Ze v dneSnim svéte, ve kterém nikdo nema
ochotni se na takovéto neimpaktované ¢innosti podilet, bude stale méné. Vychodiskem by
snad bylo vytvoreni jakéhosi ,,sympozialniho kitu®, ktery by se jen rozbalil a dle ptiloze-
ného protokolu by se postupovalo vpied az k péknému vysledku. Stabilizaci vySe zming-
nych pfistupl v organizaci Metodickych dnl vlastné jiz takovyto kit tvofime, zatim je
vsak tfeba stale jesté spoléhat na jednotlivé lidi.

Jsem tedy velmi rad, ze se naslo dostatek lidi, ochotnych podilet se na ptipravé tohoto
setkani, jsem neméné rad, Ze existuje fada odbornikil, ktefi bez vahani pfislibili svoji
aktivni ucCast a jsem $tasten, ze je dostatek téch, ktefi maji o tuto akci zajem a bez kterych
by se viibec nekonala.

TeéSim se na setkani s Vami.

Za organizaéni vybor
Jan Martinec

V Praze dne 31.8.2003

Pozn.: Obsahem tohoto ¢isla Biologickych listd jsou vicestrankové prispévky, které byly po-
souzeny védeckou radou sympozia. Abstrakta ostatnich piispévkll jsou soucasti knihy abs-
trakt. Pro ziskani dalSich informaci je mozné navstivit adresu http://www.ueb.cas.cz/methods.
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Stanoveni aktivity cytokininoxidasy/dehydrogenasy v rostlinach
pomoci HPLC spojené s pritokovym radioaktivnim detektorem

PETRE I. DOBREV, VACLAV MOTYKA

Ustav experimentélni botaniky AV CR, Laboratof hormonélnich regulaci u rostlin, Rozvojové 2/135,
165 02 Praha 6 (tel.: 220 390 444, e-mail: dobrev(@ueb.cas.cz)

Uvod

Hladina endogennich cytokininti v rostlinach je ovliviiovana riznymi regulacnimi me-
chanismy. Ty zahrnuji (1) akumulaci cytokininti na zaklad¢ jejich ptimé nebo autoinduko-
vané biosyntézy, (2) jejich inaktivaci konjugaci s glykosidy nebo nevratnou degradaci na
adenin, pfipadn¢ jeho derivat(y). Klicovym enzymem degradujicim v rostlinnych pletivech
biologicky aktivni cytokininy je cytokininoxidasa/dehydrogenasa (CKX), ktera katalyzuje
odbouravani postranniho fetézce cytokinint na N° adeninu (obr. 1).

0,40

EI\>T’5I ~A

iP de n-methyl-2-butenal

Obr. 1. Degradace N°-(A%-isopentenyl)adeninu (iP) cytokininoxidasou/dehydrogenasou

Piehled a podstata metod stanoveni aktivity cytokininoxidasy/dehydrogenasy
v rostlinach

Enzymova aktivita CKX se obvykle stanovuje radioisotopovou metodou po inkubaci
precisténého proteinového extraktu s N°-(A*-isopentenyl)adeninem (iP) radioaktivné zna-
cenym Vv purinovém kruhu, nasledné chromatografické separaci a méfeni radioaktivity
vzniklého produktu adeninu (Ade). Aktivita CKX se zpravidla vyjadiuje v nanomolech
vzniklého Ade na 1 mg bilkovin za hodinu.

Existuji 1 jiné metody stanoveni aktivity CKX, napftiklad kolorimetrickym stanovenim
Schiffovy baze vznikajici enzymovou reakci mezi 3-methyl-2-butenalem a p-aminofeno-
lem (Libreros-Minotta a Tipton 1995) nebo formazonu, ktery je v umélém redoxnim sys-
tému kone¢nym produktem enzymové oxidoredukéni reakce fenazinmethosulfatu (Kul-
karni et al. 2001, Frébort et al. 2002).

Pracovni postup

Stanoveni na zakladé méfeni konverse [*H]iP pomoci TLC

V nasi laboratofi se aktivita CKX stanovuje bézné radioisotopovou metodou, tj. na
zdkladd méfeni konverse [’HJiP na [’H]Ade (Motyka a Kaminek 1994, Motyka et al.
1996). Inkubaéni smés obsahuje 100 mM pufr (TAPS-NaOH nebo H;BO;-KCI-NaOH,
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pH 8.5, ptip. MOPS-NaOH, pH 7.2), 2 - 10 uM substrat ([*HJiP, 1,6 - 7.4 Bq.mol™)
a enzymovy extrakt v celkovém objemu 50 pl. Po skonéeni inkubace pii 37 °C se reakce
ukon¢i 10 ul 200 mM Nay,EDTA a 120 pl studeného ethanolu. Po centrifugaci (5000 rpm,
5 min) se supernatant aplikuje na polyesterové TLC desky mikrokrystalické celulosy
(Polygram CEL 300 UV,s4, Sigma Aldrich) avyviji se v horni fazi smési ethylace-
tat/n-propanol/voda (4 : 1 : 2, v/v/v). Za téchto podminek se iP pomérné obtizné zachyti
(R¢0,8 - 1), zatimco Ade témét nemigruje (Rf0,2 - 0,3, obr. 2). Obdobné rozliseni iP
a Ade jsme zjistili rovnéZz pii pouziti hlinikovych silikagelovych TLC folii (Silufol, Kava-
lier, CR) nebo polyesterovych TLC desek silikagelu (Acid washed Silica gel UV,s4, Sig-
ma Aldrich) vyvijenych v soustavé chloroform/methanol (3 : 1, v/v) nebo v methylen-
chloridové smési obsahujici 15 % methanolu (iP: R 0,7 - 0,8, Ade: R¢0,2 - 0,3). Po sepa-
raci se TLC deska rozstiihd na prouzky do scintila¢niho koktejlu (Sigma-Fluor™, Sigma)
a kapalinovym scintilaénim pocitaem (Packard TRI-CARB 2500 TR) se méfi radioakti-
vita vzniklych metabolitti.

Ade iP

15 -

radioaktivita
[dpm x 1000]
o
T

4]
T

0,0 02 04 0,6 0,8 1,0
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Obr. 2. Separace Ade a iP pomoci TLC na mikrokrystalické celulose

Stanoveni konverse [*H]iP pomoci TLC mé fadu vyhod, zejména moZnost soucasné
analyzy vétsiho poctu vzorkll, pomérné nizkou spotiebu rozpoustédel a relativné nizké na-
klady. Na druhé strané¢ ma ovSem i n€které nevyhody, jako napt. nizsi rozliSeni, pracnost,
nutnost manipulace s nebezpecnymi chemikaliemi a vyssi rozptyl métenych hodnot. Aby-
chom vyfesili tyto nevyhody, vypracovali jsme metodiku pro stanoveni produktu a substra-
tu reakce katalyzované CKX pomoci HPLC spojené s on-line detektorem radioaktivity.

Stanoveni na zakladé méfeni konverse [*H]iP pomoci HPLC

Sestava HPLC (Perkin Elmer Series 200 LC pumpa) je napojena na prutokovy detektor
(Diode Array Detector 235C, Perkin Elmer) a na autosampler (Series 200, Perkin Elmer).
Eluat z DAD detektoru se méfi na detektoru radioaktivity Ramona 2000 (Raytest, kyveta
600 pl). K chromatografické separaci se pouziva kolona Luna C8 (Phenomenex) o délce
50 mm, vnitinim priméru 4,6 mm a velikosti ¢astic napln€ 3 um. Pritokova rychlost je
0,6 ml.min™, teplota kolony 35 °C, UV detekce se provadi pii 270 nm. Jako mobilni faze se
pouzivaji roztok A (40 mM CH;COOH + NH4OH, pH 5,0) aroztok B (CH;0OH/CH;CN,
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1:1, v/v) v gradientu 1 - 70 %B 1 min, 70 %B 1 min, 70 - 1%B 1 min, ekvilibrace 1 %B
10 min.

Pro on-line méteni radioaktivity detektorem Ramona 2000 se ziskany eluat micha se
scintila¢nim koktejlem v poméru 3 : 1 (v/v). Radioaktivni metabolity jsou identifikovany
na zaklad¢ shody reten¢nich ¢asii se standardy. Za uvedenych podminek se Ade a iP na
HPLC velmi dobte déli s retenénimi casy 3,3 a 6,3 min (obr. 3). Analyza jednoho vzorku
trva 13 minut, lze tedy analyzovat 45 vzorkd za 10 hodin.

120

80

40

radioaktivita
[cpm]

absorbance pfi 270 nm
[mAU]
1

! I | Ade | ! P L !

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
retenéni ¢as [min]

Obr. 3. Separace Ade aiP pomoci HPLC spojené s prutokovym radioaktivnim detektorem.
A - signal z detektoru radioaktivity, B - signal z DAD detektoru

Doporuceni, omezeni, tipy

Substrat (iP) a produkt (Ade) reakce katalyzované CKX se zna¢né lisi v hydrofobnich
vlastnostech. Ade je mnohem hydrofilngjsi, a proto na TLC desce témét nemigruje, za-
timco iP se pohybuje s celem (obr. 2). Hodnoty R¢ pro Ade a iP pii TLC jsou na hranici
doporucené pro optimalni rozliseni (R¢ 0,1 - 0,8). Pfi téchto hrani¢nich Ry hodnotach je
vyssi pravdépodobnost souc¢asné migrace interferujicich latek.

Pro HPLC s reversni fazi je vhodné, aby kapacitni faktory byly 1 - 10 a doba analyzy
minimalni. Toho lze dosdhnout pouzitim gradientu, kratsi kolony, hydrofiln&jsi stacionar-
ni faze, apod. V naSem piipadé pouzivame kolonu o délce 50 mm a stacionarni fazi
s kratsi alkylovou skupinou (C8), aby se snizil elu¢ni ¢as hydrofobniho iP. Elu¢ni gra-
dient je zahajen nizkou koncentraci organické faze (1 %B), pfi niz dochazi k retenci po-
larniho Ade, a prudce zvysen (na 70 %B), aby se iP eluoval ihned po Ade. Vzorek by mél
mit nizky obsah organického rozpoustédla, aby byl vrchol Ade ostry. Reprodukovatelnost
méfeni je velmi dobré, relativni standardni odchylka je >5 %. Navic je HPLC diky auto-
matizaci a on-line méfeni radioaktivity méné pracna a ¢asové mén¢ naro¢na.

Zhodnoceni metod — vyhody a nevyhody

Z vyse uvedenych udaju je zfejmé, ze jak HPLC, tak TLC maji pro stanoveni aktivity
CKX své vyhody i nevyhody. Jejich shrnuti je uvedeno v nasledujicim piehledu.
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vyhody

nevyhody

TLC moznost soucasné analyzy vice vzorki
nizka spotfeba rozpoustédel
nizké naklady
jednoduché provedeni

nizsi rozliSeni

pracnost

manipulace s nebezpecnymi chemikaliemi
vy$$i odchylka méfenych hodnot

HPLC  vysoké rozliSen
nizka odchylka métenych hodnot
automatizace
2 - 3 krat rychlejsi nez TLC

drahé ptistrojové vybaveni
potieba kvalifikovanych pracovnikt

Zavér

Vzhledem k tomu, Ze za rozhodujici faktor pokladdme schopnost rychlého a rutinniho
méieni velkého pocétu vzorkli s vysokou piesnosti a spolehlivosti, upfednostiujeme pro

stanoveni aktivity CKX metodu HPLC.
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Studium transgenni RNA

MILOSLAVA FOJITOVA

Laboratot molekularni epigenetiky, Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65, Brno
(tel.: 541 517 230, fax: 541 211 293, e-mail: fojtova@ibp.cz)

Stabilni exprese rostlinného transgenu je kritickym parametrem pro praktické vyuziti
geneticky modifikovanych rostlin. Je znamo, ze rozdily v expresi transgenu u jednotli
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STUDIUM TRANSGENNI RNA

vych transformantli jsou az fadové a Casto pozorovanym jevem je Uplné umlceni vnese-
ného genu.

Exprese transgenu se méfi na trovni RNA i proteinu a pravé metody analyzy RNA
jsou velice vymluvné z hlediska poskytnuti informace o zptisobu, jakym byl transgen
umlcen. V zasad¢€ Ize rozlisit umlceni exprese genu na transkripéni trovni, na posttran-
skripéni Girovni, na transla¢ni a posttranslacni urovni.

V piipadé transkripéniho umlceni je promotor daného genu neaktivni, nevznika tedy
zadny transkript. Posttranskripéné umlcené geny jsou exprimovany normalné, vznikly
transkript je ale nestabilni, je degradovan a nedochazi k jeho translaci. V piipadé post-
translacni regulace je RNA spravné transkribovana, je stabilni, ale proteinovy produkt je
rychle degradovan.

Tento Clanek je zaméfen predevsim na popis metod umoziujicich odliSit regulaci na
urovni transkripni a posttranskripéni. Rovnovaznou hladinu mRNA je mozZno studovat
nékolika metodami, z nichz nejrozsitené;si je zfejme metoda ,,northern® hybridizace, dale
wprimer extension®, ,,RNase protection a kvantitativni RT-PCR. Tyto metody poskytuji
informaci o mnozstvi stabilniho transkriptu v buice, nejsou vSak schopny odlisit situaci,
kdy je nedostatek (pfipadn¢ absence) transkriptu zptisoben inaktivitou promotoru (regula-
ce na transkripcni tirovni) nebo nizkou stabilitou transkriptu (regulace na posttranskripcni
urovni). Metodou, kterd umoznuje stanoveni iniciace transkripce a jejiz vysledek neni
ovlivnén stabilitou transkriptu, je metoda ,,nuclear run-on* (viz dale). Pokud transkribo-
vana Cast transgenu obsahuje intron, lze tuto sekvenci vyuzit pro analyzu primarniho tran-
skriptu pomoci RT-PCR. Vyznamnou metodou studia regulace exprese genl na obou
urovnich je analyza siRNA (malé interferujici RNA).

Nuclear run-on
Teoreticky tvod

Metoda nuclear run-on umoziuje stanoveni frekvence iniciace transkripce a jeji vysle-
dek neni zavisly na stabilité transkriptu.

Objektem analyzy jsou obvykle bunky vykazujici rozdilnou rovnovaznou hladinu
mRNA nebo studovaného proteinového produktu. Jadra bunék jsou inkubovana s radio-
aktivng znatenym prekursorem RNA (obvykle **P-UTP - nukleotid obsahuje atom fosforu
32p, ktery emituje zafeni beta). Pfedpoklada se, 7e béhem inkubace nedochazi k iniciaci
novych transkriptdl, radioaktivné znaceny nukleotid je inkorporovan do transkriptd, je-
jichz syntéza byla zapocata pfed zmrazenim bunék. Pocet vznikajicich transkriptd existu-
jicich v okamziku zamrazeni bunék je umérny frekvenci iniciace transkripce na studova-
ném genu. Znacena RNA je izolovana a pouzita jako hybridizani sonda, pfi ¢emZ na
membrané jsou imobilizovany konstrukty DNA obsahujici studované geny. Intenzita
signalu po hybridizaci je pak pfiblizn¢ umérna mnozstvi vznikajiciho transkriptu.

Provedeni

Vlastni metoda se sklada ze tii fazi: izolace jader, znaceni vznikajicich molekul RNA
pomoci radioaktivniho prekursoru a hybridizace radioaktivni sondy RNA s cilovou sek-
venci DNA imobilizovanou na membrang.
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Ptiprava jader

Metodou run-on byla studovana jadra izolovana z transgenni rostliny HelLo2, ktera
vykazuje vysokou hladinu reporterového enzymu neomycinfosfotransferasy (NPTII)
a zrostlin HeLol a HeLolE, u nichZ je mnozstvi proteinového produktu na hranici de-
tekénich moznosti (viz dale). Jadra byla izolovana metodou popsanou v praci van Blo-
kland et al. (1994). Mladé tabakové listy byly homogenizovany v tekutém dusiku a re-
suspendovany v extrakénim pufru (10 mM NaCl, 10 mM 2-(N-morpholino)ethansulfono-
va kyselina, pH 6,0, 5 mM EDTA, 0,15 M spermidin, 20 mM B-merkaptoethanol, 0,6 %
Triton X-100, 0,25 M sacharosa). Jadra byla purifikovana v hustotnim gradientu Percollu®
(Sigma,USA), rozsuspendovana v 1,2 ml skladovaciho pufru (12 mM Tris-HCI, 100 mM
(NH4)2SO04, 10 mM MgCl,, 5 mM B-merkaptoethanol) a skladovana v 50 % glycerolu
pti -70 °C.

Run-on

Pro vlastni run-on bylo pouzito 800 ul suspenze jader ve skladovacim pufru ditkladné
promytych, aby byl z preparatu odstranén glycerol. Reakce byla startovana ptidavkem
smesi nukleosidtrifosfatd (vysledna koncentrace 0,5 mM pro CTP, GTP a ATP) a 100 pCi
[a-**P] UTP (6000 Ci mmol”, ICN Biomedicals, Irvine, CA) a po 30 minutach inkubace
pfi 27°C zastavena roztokem sodiumdodecalsulfatu - SDS (vyslednd koncentrace
v reakéni smési 3 %). Ze vzorku byla odstranéna DNA $tépenim deoxyribonukleasou I
apo extrakci fenolem byla RNA precipitovana ethanolem. Sediment byl rozpustén ve
100 pl sterilni vody a pouzit jako sonda pro hybridizaci. Pro kontrolu kvality sondy je
vhodné pro kazdou reakci stanovit mnozstvi inkorporovaného radioaktivniho prekursoru,
které ma odpovidat 100 000 - 1 000 000 cpm.

Ptiprava membrany a hybridizace

Plasmidy nesouci prislusné inzerty (gen nptll, (neomycinfosfotransferasa II) geny
rbcS (mala podjednotka ribulosobisfosfatkarboxylasy/oxygenasy) a SSTDNA (gen pro ribo-
somalni 5S rRNA jako pozitivni kontroly) a plasmid pBluescript jako negativni kontrola
byly linearizovany, denaturovany a pfeneseny na nylonovou membranu (Hybond XL,
Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). Vlastni hybridizace probihala v ULTRAhyb
pufru (Ambion, Austin, TX) pii 42 °C, 48 hodin. Membrany byly odmyvany v 1xSSPE
(standard saline phosphate/EDTA, 0,18 M NaCl, 10 mM NaPi, pH 7,7, 0,1 mM EDTA)
+ 0,1 % SDS, 15 minut pfi pokojové teploté a 30 minut pii 60 °C. Membrany byly pies
noc exponovany a hybridiza¢ni signal vizualizovan na PhosphoFluorimager, STORM
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Pouziti metody run-on pri studiu exprese transgenu

Transgenni rostliny Nicotiana tabacum HelLol a HeLo2 nesouci gen pro neomycin-
fosfotransferasu Il (npfIl) se vyrazné lisi v expresi transgenni DNA. HeLo2 nese jednu
kopii transgenu (lokus 2) a obsah proteinu NPTII v extraktu z listil je u ni az tisicindsobné
vy$$i ve srovnani s rostlinou HeLol, ktera obsahuje dvé kopie transgenu vzajemné orien-
tované jako obracena repetice (lokus 1) (Van Houdt et al. 2000, Kovaiik et al. 2000).

168



STUDIUM TRANSGENNI RNA

Cilem studie bylo zjistit stabilitu umlceni lokusu 1 ve tkanové kultufe. Sledovali jsme
obsah proteinu, hladinu rovnovazné (steady-state) RNA a mnozstvi primarniho transkrip-
tu. Zjistili jsme, Ze béhem dlouhodobé kultivace (24 meésicti) transgenniho tabaku HeLol
v kalusové kultufe a v rostlinach z kalusu regenerovanych (oznac¢enych HeLolE) nedo-
chazi ke zvySeni exprese transgenu na urovni proteinu. Metodou ,,northern blot™ byl po
hybridizaci s DNA genu nptll detegovan signal pouze v pfipad¢ transgenni rostliny
HeL o2, coz svéd¢i o nizké hladiné stabilniho transkriptu v obou liniich HeLol i HeLolE
(obr. 1). Avsak rostliny HeLolE vykazovaly oproti piivodni rostliné HeLol nulovou hla-
dinu primarniho transkriptu nptIl (obr. 2) (Fojtova et al. 2003).
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Obr. 1. ,,Northern* hybridizace. Vzorky RNA byly izolovany pomoci RNase Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Némecko). Denaturacni elektroforéza na 1,2 % agarosovém gelu v pfitomnosti
formaldehydu byla provedena podle Qiagen protokolu. Po elektroforéze byl gel 10 minut promy-
van ve vodg, aby se odstranil formaldehyd, 15 minut v 0,05 M NaOH a RNA byla pfes noc bloto-
vana ve 20xSSC (standard saline citrate, 150 mM NaCl, 15 mM Na;-citrat, pH 7,0) na nylonovou
membranu (Amersham, Biosciences, Little Chalfont, UK). Hybridizace s radioaktivné znacenou
sondou (DNA genu npfl) probihala v ULTRAhyb pufru (Ambion, Austin, TX) pti 42°C,
24 hodin. Membrana byla odmyta (2 x 15 minut ve 2xSSC + 0,1 % SDS, 50 °C), hybridiza¢ni
signaly byly vizualizovany pomoci PhosphoFluorlmageru STORM. Jako negativni kontrola byla
pouzita RNA izolovana z netransgenniho tabaku linie SR1.

Praktické poznamky

Pro run-on stanoveni lze imobilizovat na membranu jedno- nebo dvouvlaknovou DNA
obsahujici sekvenci studovaného genu. Delsi fragmenty DNA poskytuji po hybridizaci
silngj$i signal nez fragmenty kratsi, pouziti kratkych fragmentli zase umoznuje detailnéjsi
studium vznikajicich transkriptii asociovanych s riznymi ¢astmi studované genové oblasti.

Nezbytné je pouziti pozitivni a negativni kontroly; jako negativni kontrola se obvykle
pouziva plasmidovy vektor, pozitivni kontrolou byva konstitutivné exprimovany gen,
v ptipad¢ zelenych rostlinnych bunék gen rbcS, u ostatnich typl bunék se pracuje nejcas-
t&ji s f-aktinem.

Bézné se metoda run-on pouziva ke stanoveni transkripcni aktivity vysoce exprimuji-
cich gentl a genovych rodin a i v téchto pfipadech je nutno pracovat s vysokymi davkami
radioaktivity. Pro mén¢ aktivni genové rodiny a jednokopiové geny je obtizné ziskat repro-
dukovatelny signal i pfi pouziti velmi vysoké davky radioaktivné znac¢eného prekursoru.
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Obr. 2. Analyza metodou ,,yun on*. Jako sondy byly pouzity radioaktivn¢ znacené in vitro tran-
skripty pfipravené z jader transgenni tabakové rostliny HeLo2 (neuml¢ena linie s vysokou expresi
reportérového genu nprll) a rostlin HeLol a HeLolE (linie s uml¢enym transgenem). Na nylono-
vou membranu byl imobilizovan plasmidovy konstrukt obsahujici gen nprll, déale konstrukty ne-
souci geny rbcS a SSTDNA jako pozitivni kontroly a linearizovany plasmid pBluescript jako nega-
tivni kontrola. Podminky hybridizace byly obdobné jako v piipadé experimentu na obr. 1. Doba
hybridizace byla prodlouzena na 48 - 72 hodin.

Timto zplisobem jsme prokazali epigenetické prepnuti postranskripéniho umlceni na
transkripéni béhem kultivace transgenni rostliny v tkanové kultufe.

Casté problémy

1. Nizk4 inkorporace radioaktivné zna¢eného nukleotidu do vznikajiciho transkriptu.

Obvyklou pfi¢inou je nekvalitni jaderny preparat. Je dobré zkontrolovat jadra pod
mikroskopem, piipadné pouzit jinou metodu izolace jader. Dal$im problémem muze byt
degradace RNA béhem purifikac¢nich krokl. V tomto pfipadé je nutné celou proceduru
zopakovat, pracovat maximalné Cist¢ a peclivé a pied vlastni hybridizaci provést odhad
inkorporace **P-UTP do RNA pomoci precipitace kyselinou trichloroctovou.
2. Vysoké pozadi na odmytych membranach

Signal pozadi lze eliminovat odmyvanim za piisné€jSich podminek. Existuji specialni
protokoly pro odmyvani run-on membran, obecné lze ale odmyvat podle zasad uplatio-
vanych pro ,,northern‘ hybridizace.

Dalsi pfi¢inou vysokého pozadi mtze byt nedostatecna purifikace RNA; zbytky DNA
a proteint v sondé mohou ovliviiovat vazbu RNA na membrang. V tomto pfipade je moz-
no prodlouzit doby S§té€peni deoxyribonasou I a proteinasou K a samoziejmé pouZivat
cerstvé a zaruCené funkéni enzymy.
3. Slaby nebo nedetegovatelny signal po hybridizaci

Slaby signal ¢asto souvisi s neefektivni hybridizaci, v hor§im pfipadé je odrazem niz-
kého poctu transkriptii. Je mozno testovat rizné hybridizacni a odmyvaci podminky, zvy-
Sit mnozstvi konstruktu DNA imobilizovaného na membrané, pouzit vy$si mnozstvi radi-
oaktivné zna¢eného UTP, snizit objem hybridizacniho roztoku atd.
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Identifikace a izolace cDNA funk¢né homolognich genii
JAROSLAV FULNECEK

Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno, (tel.: 541 517 230, e-mail:
fulnecek@ibp.cz)

Uvod

V molekularni biologii mtlize nastat situace, ze potiebujeme izolovat gen, jehoz funké-
ni homolog (ortholog) byl jiz diive popsan u jiného organismu. Casto k této situaci do-
chazi u projektl zaméfenych na rostliny, kdy nejjednodussim zpisobem feseni je vyuziti
poznatki z zivocisné fiSe, jejiz vyzkum byva zpravidla o krok dale. Nejsnazsi situace je
u Arabidopsis thaliana diky znamé sekvenci jejiho genomu. Zde lze pomérné jednoduse
vyhledat orthologni geny a vyzkum proteomu je u této rostliny nejdale. 4. thaliana vSak
neni reprezentativni pro celou rostlinnou tisi. Existuje fada procesu, které je vhodné stu-
dovat u jinych rostlinnych druhti, naptiklad ty, jez souviseji s produkci zemédélskych
plodin. Studium biologickych procesii u vice rostlinnych modelovych systémti nam po-
muze odkryt slozitost d&jii a upozorni na rozdily, které doplni vSeobecny model zalozeny
na vysledcich studia 4. thaliana.

Je vhodné zvolit rostlinny druh, jehoz genom je ve fazi sekvenovani (http://www.info-
biogen.fr/services/deambulum/english/genomes1.html). V budoucnu ndm pak kompletni
sekvencni data mohou usetfit spoustu prace. Mtizeme hledat piislusné orthology, identifi-
kovat vSechny ¢leny genové rodiny a pseudogeny, studovat regulacni oblasti atd. Rostlin-
ny genom se vSak ¢te velmi dlouho, a proto zminéné vyhody mohou vyvazit dlouhodobé
zkuSenosti s jinou modelovou rostlinou. Navic, jedna-li se o zeméd¢lsky vyznamnou plo-
dinu, mizeme doufat ve snazsi ziskani finan¢nich prostredki.

Ve funk¢éni genomice rostlin se jiz uplatiiuji pristupy reversni genetiky. Nejprve je po-
psan gen apoté se ovéiuje jeho funkce. Lze pouzit nékolik piistupti k izolaci genu.
O konkrétnim postupu se zpravidla rozhoduje na zéklad¢ dostupnych informaci a mate-
ridlu. Pokud chceme studovat jen n€kolik genti, které jsou znamé u jinych organismu, Ize
vyuzit informaci z biologickych databazi pro identifikaci a izolaci ptislusnych cDNA.
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Podstata FeSeni

Na zakladé konzervativnich oblasti aminokyselinovych sekvenci proteini kodovanych
ortholognimi geny riznych organismii miizeme nalézt gen pro podobny protein u jiného
organismu. Pokud je nasim modelovym organismem rostlina zafazena do sekvenacniho
projektu nebo pro ni existuje EST databaze (expressed sequence tags), 1ze k vyhledavani
nukleotidové sekvence genu vyuzit databaze bez nutnosti vlastniho experimentu. K vy-
hledavani nukleotidovych sekvenci na zdkladé znamych aminokyselinovych sekvenci se
pouzivaji napiiklad programy: TFastA, TFastX (GCG WISCONSIN PACKAGE,
http://www.accelrys.com/products/gcg_wisconsin_package/index.html, http://www.iccb-
net.cz/Services.html, http://fasta.bioch.virginia.edu/ nebo fastx3, fasty3, (http://www.
ebiac.uk/fasta33/index.html) nebo tblastn, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY).

Co je potieba v laboratori

Tento ukol lze fesit v laboratofi pro molekularni biologii, vybavené PCR cyklérem
a aparaturami pro horizontalni agarosovou a vertikalni polyakrylamidovou elektroforézu.
Z gelu izolované produkty PCR budou sekvenovany pifimo nebo az po naklonovani do
bakterialniho vektoru. Oligonukleotidy budou zakoupeny. Bude nutné dodrzet zakladni
pravidla pro praci s RNA. Pro izolaci RNA a jeji reversni transkripci 1ze vyuzit komercni
soupravy. 3' RACE postup (rapid amplification of ¢cDNA ends) pro ziskani 3'konce
cDNA je mozné provést i bez soupravy, nekteré 5' RACE postupy lze také provést bez
soupravy, avsak pro izolaci 5'konce cDNA zalozené na vyuziti Cepicky mRNA bude
vhodné soupravu zakoupit (Invitrogen GeneRacer Kit (5) 24 tis. K¢&). Velice dulezita je
moznost a dovednost prohledavat biologické databaze a pracovat se ziskanymi sekven-
cemi.

Pracovni postup

Vyhledani znamych sekvenci a jejich sefazeni za ti€elem zjisténi konzervativnich domén
vhodnych pro navrzeni degenerovanych oligonukleotidi

Pravdépodobnost zachyceni homologniho genu roste s poctem jiz znamych sekvenci,
proto je velice dilezité prohledat biologické databaze a ziskat co nejvice informaci o da-
ném genu. Snazime se ziskat nukleotidové a aminokyselinové sekvence byt i jen ¢astecné
nebo predpokladané a to bakterialni, zivoc¢isné i rostlinné. Nukleotidové sekvence pieve-
deme na aminokyselinové a ty sefadime pod sebe na zakladé¢ homologii s pouzitim pro-
gramu napi. programy Clustal, (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), PileUp (GCG WIS-
CONSIN PACKAGE, http://www.accelrys.com/products/gcg wisconsin_package/index-
html, http://www.iccbnet.cz/Services.html), apod.

Orthologni proteiny obvykle maji ve své aminokyselinové sekvenci vysoce konzerva-
tivni oblasti obsahujici aminokyseliny, které se aktivné podileji na plnéni funkce proteinu.
Mohou to byt katalyticka centra, domény zabezpecujici vazbu s kofaktory nebo substra-
tem poptipadé s DNA nebo dal$imi funkénimi proteiny v multiproteinovém komplexu.
Porovnanim bakterialnich, zivociSnych a rostlinnych aminokyselinovych sekvenci protei-
nu tyto oblasti zjistime a sekvence z nejblize ptibuznych druhd vyuzijeme pro navrzeni
degenerovanych oligonukleotidii, které jsou poté pouzity pii amplifikaci prvniho vlakna
c¢DNA k zachyceni ¢asti hledané sekvence.
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Navrzeni degenerovanych oligonukleotidt

Navrzeni degenerovanych oligonukleotidd je kriticka ¢ast postupu. Konzervativni ob-
last proteinii (blok) se piepiSe z poradi aminokyselin zpét do poradi nukleotidi podle
genetického kodu, ktery je degenerovany, a proto ziskame sadu nukleotidovych sekvenci
jako vysledek kombinace riznych kodonti jednotlivych aminokyselin. Navrzeny degene-
rovany oligonukleotid je tedy ve skute¢nosti smési oligonukleotidd, ktera obsahuje velice
malo molekul se spravnou sekvenci. Ty jsou vyCerpany v prvnich cyklech amplifikace.
Nadbytkem oligonukleotidli s nespravnou sekvenci dochazi k nespecifické amplifikaci,
ktera je navic podpofena jak nastavenim méné prisnych podminek amplifikace, coz je na
druhou stranu ¢asto nutné pro ziskani neznamého cilového fragmentu, tak pouzitim krat-
kych oligonukleotidii navrZzenych podle kratkych bloki. Proto je casto vysledkem vysoké
pozadi nespecifickych produktii, ve kterém nelze rozeznat spravny fragment.

Jinym pfistupem je pouziti oligonukleotidu s konsensus sekvenci, tedy oligonukleoti-
du, jehoz jednotlivé nukleotidy odpovidaji nejéastéji se vyskytujicim bazim v daném
misté nukleotidovych sekvenci konzervativniho bloku. Ackoli byla tato strategie s tispé-
chem pouzita pro izolaci velice konzervativnich ortholognich genti, je nevhodna pro izo-
laci vzdalen¢ pribuznych gend.

Reseni problémii obou metod spo¢iva v jejich kombinaci ve strategii CODEHOP (con-
sensus-degenerate hybrid oligonucleotide primer) (Rose et al. 1998), ktera byla zpracovana
ijako program (http://blocks. thcre.org/codehop.html). Hybridni oligonukleotid se sklada
z pomérné kratké 3' degenerované aktivni oblasti, ktera je navrzena podle 3 - 4 vysoce kon-
zervativnich aminokyselin a z del$i nedegenerované 5' konsensus oblasti. Zkraceni degene-
rované oblasti na minimum snizi pocet sekvenci vyskytujicich se ve smési. Jeji hybridizace
s templatem je stabilizovana vazbou s nedegenerovanou oblasti, coz umoziuje zvySeni
teploty nasednuti bez dalsiho zvySovani degenerace ve smési. V prvnich cyklech amplifika-
ce naseda 3' oblast oligonukleotidu pfesné, v 5' oblasti se piipadn¢ mohou vyskytnout nepa-
rované nukleotidy, které DNA polymerase nebrani v prodlouzeni fetézce. Diky jednotnosti
sekvence v 5' oblasti nasedaji oligonukleotidy na produkt amplifikace i v dalSich cyklech,
neparované nukleotidy v 3'oblasti dale od konce nemusi branit DNA polymerase
v prodlouZeni fetézce a to v podstaté umozni vyuziti t¢éméi vSech oligonukleotidii.

Timto pfistupem navrhneme oligonukleotidy podle vSech konzervativnich oblasti.

Ptiprava prvniho vlakna cDNA

Prvni vlakno cDNA se pfipravi reversni transkripci celkové RNA nebo mRNA. Je uzi-
te¢né si pripravit nékolik cDNA pouzitim rtiznych primerti napt. oligo (dT), nahodnych
dodekamert nebo hexamert, oligo (dT) prodlouzené o sekvenci dvou primertt podle
3' RACE protokolu viz. dale. Tyto cDNA se totiz li§i vhodnosti pro amplifikaci riznych
oblasti. (Upozoriuji, Ze vSechny oligonukleotidy, potencidln¢ pouzitelné pro reversni
transkripci je nutné rozpoustét v roztocich prostych RNas).

Amplifikace neznamého cilového fragmentu z cDNA pomoci degenerovanych
oligonukleotidii

V fad¢ amplifikaci a naslednych uhnizdénych amplifikaci vyzkousime vSechny vhod-
né kombinace navrzenych degenerovanych oligonukleotidl. (Zde nema vyznam pouzit
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oligo (dT) v kombinaci s degenerovanymi oligonukleotidy, jejich T, se vyrazné lisi,
a proto neziskdme zadné fragmenty). Pokud neobdrzime ani jeden cilovy fragment, na-
vrhneme nové sekvence oligonukleotid. Lze amplifikovat i genomovou DNA. Nedopo-
rucuji ovétovat spravnou funkci degenerovanych oligonukleotidli amplifikaci genomové
DNA nebo cDNA kontrolnich druhti diive nez obdrzime cilovy fragment. Hrozi totiz
nebezpeci, ze dojde ke kontaminaci kontrolnim fragmentem, ktery posléze bude pti¢inou
falesné pozitivnich vysledkd. Délka ziskanych fragmentl cDNA je dostacujicim vodit-
kem. M¢la by souhlasit s pfedpokladanou délkou, uréenou z homolognich aminokyseli-
novych sekvenci proteinti blizkych druhii. Pokud necekdme délku amplifikovaného frag-
mentu vetsi nez kilobazi, je jeho detekce citlivéjsi v polyakrylamidovém gelu, protoze
agarosové gely maji vysoké pozadi vazaného ethidiumbromidu a mala mnozstvi fragmen-
tu by v ném zanikla. Zménou podminek amplifikace, nebo po extrakci fragmentu z gelu
jeho reamplifikaci, popfipadé uhnizdénou amplifikaci s dalsi sadou oligonukleotidi mu-
zeme dosahnout zna¢ného zvyseni mnozstvi ziskaného fragmentu.

Podafi-li se ndm ziskat fragment odpovidajici délky, zjistime jeho sekvenci nukleotidl
a pfevedeme ji do poradi aminokyselin. Absence stop kodonu znamena, Ze se pravdépo-
dobné jedna o kodujici sekvenci. Porovnanim s odpovidajicimi oblastmi ortholognich
proteinti zjistime, zda se nam skutecné podafilo zachytit nového zastupce. Potradi nukleo-
tid na tomto kratkém tseku vyuzijeme pro navrzeni specifickych oligonulkeotidd, které
budou déle pouzity pro zjisténi sekvence na 3' konci, tak ziskame delsi sekvenci a jistotu,
ze se jedna o hledany gen. Poté jiz zbyva jen investovat do odhaleni sekvence na 5' konci
a naklonovani celé cDNA.

3'RACE

Zjisténi sekvence na 3'konci provedeme pomoci 3' RACE (Frohman ef al. 1988).
K tomu neni tfeba kupovat soupravu, staci pouzit cDNA pfipravenou reversni transkripci
celkové RNA nebo mRNA s vyuzitim specialniho del§iho oligo(dT). Ten krom¢é osmnac-
ti T na 3' konci obsahuje na svém 5' konci jesté dalsi sekvenci, v niz jsou slouceny sek-
vence dvou specialnich oligonukleotidi, které spolu se dvéma oligonukleotidy specific-
kymi pro hledany gen slouzi pii amplifikaci a uhnizdéné amplifikaci cDNA sekvence na
3'konci. Sekvenci tohoto oligo(dT) jako idvou specialnich oligonukleotidii zjistime
v navodech pro 3' RACE soupravy naptiklad od firmy Invitrogen a nechame si je pfipra-
vit na zakazku spolecné se dvéma oligonukleotidy specifickymi pro gen. Po amplifikaci,
pfipadné az po uhnizdéné amplifikaci, prislusny fragment sekvenujeme. Timto zplisobem
casto ziskame nekolik rizné dlouhych fragmenti, odpovidajicich 3' konci mRNA sek-
vence. Jedna se o bézny jev zpiisobeny vyskytem né€kolika motivli podobnych klasickému
polyadenyla¢nimu signalu na konci primarniho transkriptu, a proto dochazi k alterna-
tivnimu ptipojovani poly(A) fetézce.

5'RACE

Pro zjisténi sekvence na 5'konci cDNA existuji v zdsadé dvé moznosti. Klasickym
vyhledavanim v cDNA knihovn€ se ndm miize podafit najit kompletni cDNA. Vétsinou
vSak zachytime nékolik rizné dlouhych cDNA bez 5'sekvence a nezbyva nez pouzit
5'RACE. Ta je zaloZena na nékolika pfistupech. Spole¢nost TaKaRa zvolila reversni
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transkripci z genove specifického oligonukleotidu, ktery je piedem fosforylovan na
5'konci (Maruyama et al. 1995). Prvni vlakno cDNA se cirkularizuje T4 RNA ligasou
a nasleduje reversni amplifikace s dal§imi gen specifickymi oligonukleotidy. 5' RACE
systém firmy Invitrogen pouziva terminalni deoxynukleotidyltransferasu, ktera prodlouzi
cDNA pfipravenou z genové specifického primeru o fetézec deoxycytidinmonofosfatii
(Frohman 1990, 1993, Loh 1991). Ten slouzi k nasednuti specialniho oligonukleotidu
obsahujiciho deoxyinosiny pro U¢innéjs$i amplifikaci 5' konce. Avsak pokud dojde k pied-
casnému ukonceni reversni transkripce, vytvoti se zkracené cDNA a sekvenci na 5' konci
stejn€ nezjistime. Tento problém fesi systém soupravy GeneRacer firmy Invitrogen (Ma-
ruyama a Sugano 1994, Volloch et al. 1994, Schaefer 1995). Zde dochazi k amplifikaci
jen kompletnich cDNA, coz je docileno vyuzitim Cepicky na 5'konci mRNA, ktera
ochrani fosfatové skupiny na 5'koncich intaktnich mRNA, zatimco fosfaty na 5' koncich
degradovanych mRNA (bez ¢epicky) jsou odstranény fosfatasou. Po odstranéni ¢epicky na
intaktnich mRNA pomoci kyselé pyrofosfatasy z tabaku zlstava na jejich 5' konci zistava
fosfatova skupina. Ta je nutna pfi ligaci se specialnim RNA oligonukleotidem pomoci
T4 RNA ligasy. Tak ziskame zndmou RNA sekvenci na 5' konci, kterou po reversni tran-
skripci s oligonukleotidem specifickym ke genu vyuZzijeme pro amplifikaci 5' konce cDNA.

Klonovani a sekvenovani kompletni cDNA

V okamziku, kdy zjistime kompletni sekvenci cDNA, naklonujeme cely usek a ové-
fime jeho sekvenci pfectenim nékolika klont z alespon tii nezavislych amplifikaci. Poté
mizeme s klidnym svédomim sekvenci poslat do databazi a zacit s charakterizaci genu
a s fadou dalsich jisté velice zajimavych studii.

Zavér
Pro uspéch je klicové nalezeni prvni kratké specifické sekvence v RT-PCR experi-
mentech. S trochou §tésti by to snad nemélo trvat déle nez pul roku. Pieji hodné zdaru.

V piednasce bych se chtél vénovat ziskanym vysledktim pii identifikaci cDNA tfi
zékladnich typt rostlinnych DNA-(cytosin-5)-methyltransferas u Nicotiana sylvestris.
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Extrakce a stanoveni aktivity cytokinin V- a O-glukosyltransferas
v rostlinnych pletivech
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Ustav experimentalni botaniky AV CR, Laboratoi hormonélnich regulaci u rostlin, Rozvojova 2/135,
165 02 Praha 6, (tel.: 220 390 437, e-mail: vmotyka@ueb.cas.cz)

Uvod

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které se podileji na fizeni mnoha rtstovych a vy-
vojovych procesti rostlin. Siroké spektrum jejich biologickych uginki v rostlinach zahr-
nuje napf. stimulaci bunécného déleni, odnoZovani a vétveni stonkti, inhibici rlstu
a vétveni kofenti, zpomaleni senescence listi, stimulaci diferenciace chloroplast a na-
sledné akumulace chlorofylu, zvys$eni odolnosti vici stresu, urychleni pfijmu a asimilace
mineralnich zivin apod. (Kaminek 1992, Mok 1994). Endogenni hladiny cytokininl jsou
v rostlinnych pletivech regulovany riznymi mechanismy zahrnujicimi jejich biosyntézu,
vzajemné metabolické premény vedouci k modifikaci nebo ztraté biologické aktivity,
degradaci, piijem a exkreci do a vné bunék a v neposledni fadé¢ také piijem a ptrenos hor-
monalniho signalu (signal transduction) a transport.

Nadbytek cytokinint v rostlinnych buinikach miize byt ucinnym zptisobem kompenzovan
jejich konjugaci na glykosidy. V rostlinach byly popsany dva typy glykokonjugace cytoki-
nint, ato (1) glykosylace na purinovém jadie (3-, 7- a 9-N glukosylace a 9-N-konjugace
trans-zeatinu (Z) s alaninem vedouci ke vzniku kyseliny lupinové) a (2) glykosylace hydro-
xylové skupiny na isoprenoidnim N°-postrannim fetézci (O-glukosylace a O-xylosylace).
Cytokinin 7- a 9-N-glukosylkonjugaty a kyselina lupinova jsou charakteristické¢ vysokou
metabolickou stabilitou a velmi nizkou nebo zcela chybéjici biologickou aktivitou a jsou
proto pravdépodobn¢ inaktivacnimi nebo detoxikacnimi produkty cytokininti. Naproti tomu
O-glykosylované cytokininy a 3-N-glukosidy ptedstavuji zfejmé zasobni formy cytokinint,
které jsou vysoce biologicky uc¢inng, patrné v disledku snadné metabolické premény na
aktivni formy piisobenim -glukosidas (Brzobohaty et al. 1994, Vaikova 1999).

Jiz pred téméf 25 lety byly izolovany z déloh kli¢icich rostlin fedkvi¢ky dva proteiny
s N-glukosyltransferasovou aktivitou a jeden z nich, cytokinin-7-glukosyltransferasa, byl
dale biochemicky charakterizovan (Entsch a Letham 1979, Entsch et al. 1979). Pozdéji
byly izolovany z pletiv fazolu a kukufice také enzymy a geny podilejici se na pfeméné
trans- a cis-Z na odpovidajici O-glykosidy a nasledn¢ deiln¢ studovany Turne et al. 1987,
Dixon et al. 1989, Martin et al. 1999a, b, 2001, Veach ef al. 2003). Na zaklad¢ téchto
praci jsme se pokusili izolovat a purifikovat enzymy cytokinin N-glukosyltransferasu
z kli¢nich rostlin fedkvicky a cytokinin O-glukosyltransferasu z listd transgennich rostlin
tabaku transformovanych genem ZOGI. Postup CiSténi a stanoveni obou enzymovych
aktivit je popsan v tomto prispévku.
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Podstata metody

Metoda je zaloZzena na méfeni konverse radioaktivné zna¢enych substratovych cytoki-
nintl (Z pro oba enzymy, N6-benzylaminopurinu - BA a dihydrozeatinu - DHZ pro cyto-
kinin N-glukosyltransferasu) v testech in vitro. Aktivita obou enzymui se stanovuje po
inkubaci c¢asteéné purifikovaného bilkovinného preparatu se znaCenym substratem
v ptitomnosti uridindifosfoglukosy (UDPG - donor glukosy). Vyjadiuje se v procentech
radioaktivity vzniklych produkti enzymové reakce (cytokinin N-, resp. O-glukosidy) po
jejich oddéleni od nezreagovaného substratového cytokininu vhodnou chromatografickou
metodou (HPLC) nebo v prepoctu na 1 mg bilkovin detekovanych v hrubém extraktu.

Postup
Extrakce bilkovinného preparatu

Rostlinny material (7 dnd staré kli¢ni rostliny fedkvicky a listy ZOGI transgennich
rostlin tabaku, a 30 g ¢. hm.) je pfedhomogenizovan v tfeci misce s tekutym dusikem a po
pfidani 45 ml vychlazeného extrakéniho pufru (50 mM Tris-HCI, pH 7,2 + 5 mM dithio-
treitol + 0,5 mM EDTA) zhomogenizovan na jemnou suspenzi (sonikator Vibracell
s ultrazvukovou sonika¢ni sondou CV18). Supernatant ziskany po centrifugaci homoge-
natu (27 000 g, 20 min, 4 °C) je frakcionovan vysolenim praskovym (NH,),SO,. Frakce
vysrazena pti 30 — 60 % nasyceni (NH4),SO, je rozpusténa ve 2 ml extrakéniho pufru
a centrifugovana (27 000 g, 20 min, 4 °C). Supernatant je nanesen na centrifuga¢ni filtr
Centriprep 30 (Amicon) a po odsoleni extrakénim pufrem (celkovy objem 40 — 60 ml)
zakoncentrovan na cca 0,5 ml centrifugaci (925 g, 4 °C). Ziskany enzymovy extrakt je
ptefiltrovan pfes membranovy filtr Millex-GP (Millipore, velikost port 0,22 pm).

Purifikace enzymového extraktu

Zakoncentrovany a filtrovany enzymovy extrakt je ¢istén afinitni chromatografii na kolo-
nach AgAMP-agarosy (Sigma) a Blue Sepharosy CL-6B (Amersham Pharmacia Biotech)
modifikaci metody podle Dixonové et al. (1989). AgAMP-agarosa je namocena ve vod¢
(0,5ml.g" & hm. pletiva, 1h, 4°C), po nabobtnani pievedena do kolony (2 x 8,5 cm)
a ekvilibrovana extrakénim pufrem. Po ekvilibraci je na kolonu nanesen enzymovy extrakt
a kolona je promyta 3 objemy (45 ml) stejného pufru (priitok 45 - 50 mLh™). Eluat je apli-
kovan na centrifugacni filtr Centriprep 30, zakoncentrovan na cca 10 ml a zfiltrovan ptes
membranovy filtr Millex-GP (velikost port 0,22 nebo 0,45 pum).

Extrakt je poté nanesen na kolonu pfedem nabobtnalé Blue Sepharosy CL-6B (1 ml.g"
¢. hm. pletiva), promyt 2 objemy extrakéniho pufru a eluovan 4 objemy téhoz pufru obsa-
hujiciho 2,5 mM UDPG. Ziskany eluat je zakoncentrovan na 0,6 — 0,9 ml centrifugaci
(925 g, 4 °C) za pouziti centrifuga¢niho filtru Centriprep 30. Koncentrat je pouzit bud’
piimo ke stanoveni enzymové aktivity, nebo uchovan pod vrstvou glycerolu (20 % obj.)
v dobie uzavienych polypropylénovych mikrozkumavkach Eppendorf pii -20 °C.

Stanoveni enzymové aktivity

Standardni reakéni smés obsahuje UDPG (3 mM), ATP (0,5 mM), MgCl, (0,05 M),
enzymovy extrakt (100 pl) aradioaktivné znadeny substrat (["H]Z pro oba enzymy,
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[*H]DHZ nebo [*H]BA pouze pro cytokinin-N-glukosyltransferasu, a 1,3 TBq.mmol™)
v 1 mM Tris-HCI pufru, pH 8,0 (celkovy objem 200 pl). Po skonceni inkubace pti 25 °C
je reakce zastavena pfidanim 1 ml vychlazeného ethanolu a po 15 min pii 4 °C je smés
centrifugovana (27 000 g, 30 min, 4 °C). Vysrazené proteiny jsou odstranény a ziskany
supernatant je zakoncentrovan ve vakuu (vakuovy koncentrator SpeedVac, Savant) na cca
100 pl.

Radioaktivné znafené produkty enzymové reakce v supernatantu jsou oddéleny od
substratového cytokininu pomoci HPLC (pumpa Perkin Elmer Series 200) s napojenym
pritokovym detektorem radioaktivity (Diode Array Detector 235C, Perkin Elmer) a kolo-
nou Luna C18(2) (150 mm/4,6 mm/3 um, Phenomenex). Na kolonu jsou naneseny piefil-
trované vzorky o objemu 10 pl, prittokova rychlost je 0,6 ml.min™, teplota kolony 35 °C,
UV detekce se provadi pfi 270 nm. Jako mobilni faze jsou pouzity roztok A (40 mM
CH;COOH + NH4OH, pH 4,1 - 4,2) aroztok B (CH;0H/CH;CN, 1 : 1, v/v), gradient je
10-15%B 2min, 15-20%B 9min, 20-34%B 0,1 min, 34-45%B 7,9 min,
45 - 100 %B 2 min, 100 %B 2 min, 100 - 10 %B 2 min. Radioaktivné znacené metabolity
jsou identifikovany na zaklad¢ shody retenc¢nich Cast se standardy cytokinind.

Zhodnoceni metody — vyhody a nevyhody

Hlavnimi vyhodami uvedeného postupu jsou jednoduchost, nizka ¢asova narocnost
a vysoka specifita. Diky vysoké specifité¢ metoda umoznuje spolehlivé stanoveni aktivity
cytokinin N- a O-glukosyltransferas v relativn¢ hrubych extraktech z rostlinnych pletiv
stejné jako ve velmi dobte piecisténych bilkovinnych preparatech.

Nevyhody lze spatfovat zejména v pomérné zna¢nych finan¢nich narocich, zvlasté na
radioaktivné znacené substratové cytokininy, chemikalie pro afinitni chromatografii, roz-
poustédla a scintila¢ni ¢inidla. Postup vyZaduje rovnéz drahé ptistrojové vybaveni (HPLC
s radiodetektorem obsluhované kvalifikovanym pracovnikem), jakoz i specidlni zatizeni
a povoleni pro praci s radioaktivnim materialem.

Zavér
Nase predbézné vysledky ukazuji na vhodnost pouziti uvedené metody pro stanoveni

aktivity cytokinin N- a O-glukosyltransferas in vitro v riznych rostlinnych materialech.
Dalsi optimalizace popsaného postupu je v soucasné dob¢ predmétem dalsiho vyzkumu.
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Od mikrodisekce k mapovani struktury genomu
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Podstata metody

Jedna z moznosti, jak studovat molekularni strukturu jednotlivych chromosomu je je-
jich separace pro dalsi analyzy od ostatnich chromosomil genomu. Obecné lze uzit bud’
mechanickou mikrodisekci pozadovaného chromosomu, mikrodisekci prostfednictvim
laserového zatizeni nebo pritokovou cytometrii. Pro nase ucely byla zvolena laserova
mikrodisekce, jejiz hlavni vyhodou je uplna kontrola nad disektovanym materidlem
a nevyhodou omezené mnozstvi materialu (chromosomit), jez Ize touto metodou ziskat.
Tuto nevyhodu Ize ovsem prakticky obejit pomoci amplifikaéniho kroku za pouziti dege-
nerovanych oligonukleotidii, DOP-PCR (Telenius et al. 1992). Touto metodou Ize ziskat
soubor fragmentli DNA o velikostech fadové od stovek bazi az po vice jak deset kilobazi
v zavislosti na reakénich podminkach PCR (Kittler ef al. 2002).

Dalsim krokem k analyze ziskanych sekvenci je jejich ligace s vhodnym vektorem
a transformace bakterii legacni smési, ¢imz ziskame chromosomové specifickou knihovnu
fragmentti DNA. Pro dalsi charakterizaci této knihovny je vhodné ji pfenést pomoci robo-
tického zatizeni do mikrotitra¢nich destiCek a nasledné vytvofit array bakteridlnich kolonii
prenesenych definovanym zptisobem na hybridiza¢ni membranu. Po imobilizaci bakterial-
nich klond na membrané lze tuto membranu pouzit k hybridizaci s vhodnou DNA sondou,
k naslednému dohledani hybridizujich klonti a poptipadé jejich sekvenovani a dalsim ana-
lyzam. Roboticka technologie, kterd umoziuje manipulaci s bakteriemi je v tomto piipadé
nezbytna. Pro pokryti celého chromosomu je totiz potfeba tadové desetitisice klont
(v pripadé, ze uvazujeme prumérny chromosom ryze, kterd ma pomérn€ maly genom).

Pokud nechceme provadét podrobnou analyzu chromosomové specifické knihovny,
1ze pouzit DOP-PCR DNA produkt piimo jako komplexni sondu pro FISH (fluorescenéni
in situ hybridizaci). Timto pfistupem je mozné zjistit globalni zastoupeni sekvenci daného
chromosomu v celém genomu.
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in situ hybridizaci). Timto pfistupem je mozné zjistit globalni zastoupeni sekvenci daného
chromosomu v celém genomu.

V nasi laboratofi byl pro vyse uvedené analyzy zvolen rostlinny dvoudomy model Si-
lene latifolia (knotovka bild), ktery se vyznacuje pfitomnosti pohlavnich chromosomii X
a'Y (usamecka; samicky maji dva chromosomy X), jeZ jsou snadno od sebe i od ostat-
nich autosomu odlisitelné a tudiz vhodné k mikrodisekci. Cela procedura zacina samot-
nou piipravou chromosomi. Bunééné déleni meristému kotenovych Spicek Silene latifo-
lia je synchronizovano apoté zastaveno v metafasi, kdy jsou jednotlivé chromosomy
v kondenzované podob¢. Kofenovy meristém je dale pisobenim enzymi odstranén a izo-
lované protoplasty fixovany (Hladilova et al. 1998). Metafasni protoplasty jsou nakapany
na upravenou polyetylénovou membranu, kterd je umisténa na podloznim sklicku a pro
naslednou mikroskopickou analyzu obarveny (v nasem ptipadé bylo pouzito Giemsovo
barvivo). Takto pripraveny preparat je umistén do inversniho mikroskopu, ktery je spojen
s vlastnim laserovym mikrodisekénim systémem (The PALM MicroLaser system). Po-
moci mikroskopu je dohledan pozadovany chromosom (obr. 1a), ktery je slabym lasero-
vym paprskem (1,5 pJ.puls™) ohraniéen (obr. 1b) a pomoci silngjsiho laserového paprsku
(2 wl.puls™) katapultovan do vicka mikrozkumavky (obr. 1c), kde miize byt sp&snost
procedury mikroskopicky ovéfena (obr. 1d). Pro ti¢ely DOP-PCR je v podstaté¢ mozné
pouzit i jediny chromosom. V nasem piipadé jsme do kazdé mikrozkumavky takto pie-
vedli alespont deset chromosomti, aby v piipadé ¢aste¢ného poskozeni ne€kterych z nich,
napfiklad pfi laserové manipulaci, byla zachovana komplexita vzorku.
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Obr. 1. Laserova mikrodisekce chromosomu Y Silene latifolia. Metafasni chromosomy byly naka-
pany na modifikovanou polyethylenovou membranu a obarveny Giemsou. (a) Po nalezeni chro-
mosomu Y byl (b) tento chromosom pomoci laserového paprsku ohranicen a nasledné (c) katapul-
tovan do (d) pfipraveného vicka mikrozkumavky.

Priprava a vyuZiti chromosomové specifické bakterialni knihovny Silene latifolia

DOP-PCR DNA ptivodem z chromosomu Y byla ligovana s pGEM-T easy vektorem
(Promega) aligacni smési byly transformovany kompetentni bunky Escherichia coli
(kmen DH5a). Bakterie byly vysety na pevné agarové medium a jednotlivé klony robo-
ticky pfeneseny do mikrotitra¢nich destic¢ek (jednotlivé jamky desticky obsahovaly tekuté
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kultivaéni medium s glycerolem). Bakterie byly pies noc inkubovany pti 37 °C a nasledné
zamrazeny (-70 °C). Bakterialni knihovnu Ize v této podobé dlouhodobé skladovat a sou
¢asné¢ kazdy klon ma svoji stalou ,,adresu®. Jednotlivé klony byly pfeneseny roboticky na
hybridizacni membranu (do predem definovanych seskupeni), kde byly imobilizovany
alkalickou lyzi. V nasem ptipad€ bylo na membranu 20 x 20 cm pfeneseno 20 000 klond.
Nasledna hybridiza¢ni analyza byla zaméfena na odhaleni sekvenci specifickych pro
sam¢i chromosom Y. Toho lze dosahnout dvéma naslednymi hybridizacemi, kdy se
nejdiive jako sonda pouzije sam¢i genomickd DNA. Pokud je bakterialni knihovna pfi-
pravena reprezentativn€, ziskdme hybridizaci genomové DNA s riznymi klony signaly
rizné intenzity. Nasledna hybridizace se sami¢i DNA jiz odhali zajimavé klony ve vztahu
k chromosomu Y. Ty, které se sami¢i sondou hybridizuji slab¢, ¢i viibec ne, zatimco se
samci siln€, obsahuji DNA, kterd je akumulovana na chromosomu Y, popfipadé se na
tomto chromosomu vyskytuje unikatné. Izolace takovych DNA sekvenci je zasadni pro
pochopeni evoluce tohoto chromosomu, ale potazmo i pro pochopeni obecnych mecha-
nismi evoluce nerekombinujici DNA vibec. Tato studie mtize byt dale prohloubena po
srovnavaci hybridizaci se sam¢i a sami¢i cDNA, jez by vedla k odhaleni gent specificky
exprimovanych v saméich rostlinach, ¢i k pfimému dohledani konkrétniho genu ¢i sek-
vence v prislusné knihovné.

Obecné pouziti metody

Pokud zaménime samci a sami¢i genom knotovky a chromosom X a Y za zdravou
a rakovinou buiiku, potazmo za standardni a aberantni chromosom, je jasné, Ze tento pfi-
stup ma Sirsi uplatnéni, nez je studium evoluce pohlavnich chromosomi rostlin.

FISH s komplexni DOP-PCR sondou

Pokud nas zajima, jakym zptisobem se DNA daného chromosomu podili na stavbé
ostatnich chromosomt, ¢i jak je distribuovana na chromosomech ptibuzného druhu, je
jednim z nejrychlejsich zplsobd provedeni fluorescencni in situ hybridizace s DOP-PCR
(chromosomové specifickou) sondou.

Tento pfistup je Siroce pouzivan u zivocichii k odhalovani prestaveb genomt béhem
evolucnich procesti (Stanyon et al. 1999; Kubickova et al. 2002). Zvlast vyznamné
uplatnéni nasla tato metoda v klinické cytogenetice, kde Ize timto zptisobem dohledat
typy arozsah aberaci, jez vedou k riznym chorobnym stavim ¢asto spojenych s karci-
nogenesi (Pinkel ef al. 1988). Pievzit vySe zminény pfistup a pouZit ho u rostlinnych dru-
hti se ale neosvédcilo (Fuchs ef al. 2001). Jako hlavni problém je zminiovana vysoka ho-
mogenizace rostlinnych genomt dana jejich Castymi piestavbami béhem evoluce
a vSudypfitomnosti riznych typl repetitivni DNA.

V naSem piipadé jsme pro FISH s chromosomové specifickou DNA jako sondou opét
pouzili DOP-PCR produkty z chromosomu X a Y knotovky bilé. Ponévadz je u knotovky
znamo, Ze se geny nachazeji pouze ve shlucich v oblastech pobliz koncti chromosomu
a zbytek chromosomu je pievazné tvofen repetitivni DNA (Matsunaga et al. 2002), bylo
nutné pro tzv. ,,chromosome painting* vyuzit komplexni DOP-PCR sondu bez odstranéni
této DNA, ¢i jeji suprese béhem hybridizace, jak je obecné provadéno. Podminky hybri-
dizacni reakce (DOP-PCR DNA byla znac¢ena Cy3-dUTP metodou nick-translace) byly
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upraveny tak, aby béhem ni nedochazelo k hybridizacim s oblastmi na chromosomech,
jez nemusi byt zcela komplementéarni se sondou. Ukazalo se, Ze toho lze nejlépe doséh-
nout zkracenim vlastni hybridiza¢ni reakce (fadové desitky minut misto hodin, ¢i desitek
hodin) za sou¢asného snizeni koncentrace sondy v hybridiza¢nim roztoku (fadové nano-
gramy misto stovek nanogramtl). Pfesto se po hybridizaci signal vyskytoval nejenom na
chromosomu, ze kterého byla odvozena sonda, ale také na ostatnich chromosomech. Pou-
ze chromosom puvodu sondy byl ale signalem pokryt homogenné, po celé jeho délce.
Ostatni chromosomy mély distribuovany signal nerovnomérmné a slabéji. Tento vysledek
byl dosazen jak pii pouziti DOP-X, tak DOP-Y sondy a zvolena metoda se tedy ukazuje
jako vhodna pro studium distribuce sekvenci daného chromosomu v ramci rostlinného
genomu.

Uskali a naro¢nost metody

Vyse zminéné piistupy jsou v porovnani s mnozstvim dat, které mizeme ziskat, rela-
tivné Gasové nendroéné, ale zavislé na slozitém piistrojovém vybaveni. Cést nasich expe-
rimentt byla provedena diky technické spolupraci s laboratofi Dr. Dolezela (UEB, Olo-
mouc) a Dr. Rubese (VUVL, Brno).

Pii pfipravé chromosomi je nutné minimalizovat dobu ptisobeni kyseliny octové ve
fixazi. Tato kyselina degraduje DNA, coz se mlize negativné projevit pti DOP-PCR.

Optimalizace DOP-PCR je klicovy krok pro vSechny dalsi experimenty. Pii amplifi-
kaci vznika ¢asto PCR produkt i v negativni kontrole bez templatu. To je dano vzajem-
nym nasedanim degenerovanych oligonukleotidii na sebe béhem reakce. Tento jev, stejné
jako pfipadnou kontaminaci cizorodou DNA Ize odhalit pomoci kontrolni Southernovy
hybridizace DOP-PCR DNA s vlastni genomickou DNA.

Zminénych 20 000 bakteridlnich kloni ptfenesenych na hybridizatni membranu
o velikosti 20 x 20 cm je mnozstvi priblizné na hranici rozliSitelnosti lidskym (autoro-
vym) okem. Pfesto je pro rychlejsi zpracovani 1épe pouzit pocitaové programy na analy-
zu obrazu.

Znaceni DNA pro hybridizaci na membrané bylo provadéno n€kolika zpilisoby, ale
jednoznaéné nejlepsi vysledky byly dosaZeny pii pouZiti radioaktivniho nukleotidu (**P)
a nick-translacni znacici reakce.
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Uvod

Determinace pohlavi je jednou z klicovych otdzek vyvojové biologie. Rtzné typy
determinace pohlavi, od environmentalniho po genetické, byly dopodrobna studovany
u Siroké skaly organismt. Stale vSak nejvice pozornosti pfitahuji systémy genetické a to
predevsim ty zalozené na existenci pohlavnich chromosomt. Nejlépe charakterizovan je
Y dominantni typ determinace pohlavi se dvéma chromosomy X pfitomnymi u samic
a X a'Y chromosomy u samct. Pfedpoklada se, Ze pohlavni chromosomy savci se vyvi-
nuly postupnou diferenciaci paru autosomtl. Vzajemna diferenciace paru autosomti zacala
nejspiS hromadénim antagonistickych genil zapojenych do procesii sex determinace na
jednom ¢i druhém chromosomu, coz mélo za nasledek ztratu homologie a zastavu rekom-
binace v urCité oblasti ptivodné¢ homolognich chromosomi. Tato piechodna stadia ve
vyvoji pohlavnich chromosomi se oznacuji jako proto-X a proto-Y chromosomy (Ellis
1998). Proces diferenciace byl zptsoben ichromosomalnimi piestavbami - delecemi
a inzercemi riznych DNA sekvenci, inversemi a translokacemi ¢asti proto-sex chromo-
somi (Lahn a Page 1999). Tento pfedpoklad je ziejmé platny i pro evoluci pohlavnich
chromosomu rostlin. Z analyz srovnavajicich strukturu pohlavnich chromosomii rostlin
a zivocichti vyplyva, Ze pohlavni chromosomy rostlin vznikly daleko pozdéji v pribchu
evoluce a poskytuji tedy jedinecnou prilezitost studovat uréité kroky vyvoje pohlavnich
chromosomt, ke kterym u ZivocisSnych systémt jiz pfistup nemame.

Model Silene latifolia

Jednim z nejlépe prostudovanych rostlinnych modeli z hlediska sex determinace je
Y aktivni systém S. latifolia. Determinace pohlavi u S. latifolia ptitahuje pozornost védci
uz od zacatku 20. stoleti, ale teprve poslednich 10 let je diky identifikaci molekularnich
markertt mozné realizovat analyzy pohlavnich chromosomu. Prvni aktivni geny lokalizo-
vané na rostlinném chromosomu Y byly identifikovany prohledavanim sam¢i cDNA kni-
hovny. Timto zpisobem bylo izolovano pét gend vazanych na Y chromosom (S/YI-5)
(Delichere et al. 1999). Pti podrobngjsich analyzach bylo zjisténo, Ze tfi z téchto péti
gentl, SIXI, SIX3 a SIX4 maji své homology také na chromosomu X (Delichere et al.
1999; Atanassov et al. 2001). Dalsi z genti, gen DD44, byl izolovan metodou differential
diplay. Jeho lokalizace na X a Y chromosomech S. /atifolia byla prokazana fluorescencni
in situ hybridizaci (Moore et al. 2003). Identifikace molekularnich markerti na hetero-
morfnich pohlavnich chromosomech S. latifolia poskytla piilezitost sledovat evoluci po-
hlavnich chromosomt v ramci celého rodu Silene. Dosud nejlépe charakterizovanné geny
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majici své homology na chromosomu X - geny S/Y1, 3, 4 a gen DD44, byly vybrany pro
nasi analyzu.

Srovnavacim mapovanim téchto markerovych geni na pohlavnich chromosomech
dvoudomych rostlin (S. latifolia, S. dioica, S. diclinis) a na autosomech gynodioecickych
(S. noctiflora) a hermafroditnich (S. conica) druhli, mizeme ziskat informace pottebné
k zodpovézeni nejcastéji kladenych otazek souvisejicich s evoluci pohlavnich chromosomi.
Ktery z paru autosomd stal na pocatku vyvoje pohlavnich chromosomi? K jakym pte-
stavbam (inzercim, delecim, translokacim, inversim) doslo v pribéhu vyvoje pohlavnich
chromosomti? Je ptivod pohlavnich chromosomi v ramci rodu Silene monofyleticky?

Rod Silene je velmi vhodnym modelem ke studiu evoluce pohlavnich chromosomi,
zvlaste diky ptitomnosti druhi s rozdilnymi zplsoby reprodukce. Predpoklada se, ze po-
hlavni chromosomy dvoudomych druhti maji svlij ptivod v autosomech druhti herma-
froditnich. Za prechodné stadium mezi hermafroditismem a dioecii je povazovana gyno-
dioecie (Westergaard 1958, Degreave 1980, Desfeux et al. 1996). Proto jsme pro nase
analyzy vyvoje pohlavnich chromosomil rodu Silene vybrali tésné sousedici druhy se
zminénymi reprodukénimi systémy - dvoudomé druhy (S. latifolia, S. dioica a S. diclinis)
spolu s druhem gynodioecickym (S. noctiflora) a hermafroditnim (S. conica). Fakt, Ze
vSechny druhy maji stejny pocet chromosomui (2n=24) nam tyto analyzy do zna¢né miry
usnadnuje. Pfi vybéru druhti jsme vychazeli z fylogenetického stromu rodu Silene sesta-
veného na zéklad¢ ITS sekvenci rDNA (sekvenci mezernik v genech pro ribosomalni
DNA) (Desfeux 1996; Obr.1).

Obecné je mozné mapovani genll na chromosomech provadeét fyzikalné a geneticky.
Pro sestrojeni fyzikalnich map se v nasi laboratofi vyuzivd metoda fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Pro genetické mapovani ¢ty markerovych genli na chromosomech
vybranych druhti Silene jsme se rozhodli vyuzit metody zalozené na stanoveni frekvence
rekombinace mezi geny.

Fyzikalni mapovani markerovych geni u Silene latifolia

Vyhodou FISH jako metody k mapovani pohlavnich chromosomt je moZnost mapovat
geny jak na X tak na Y chromosomu. S/Y - geny, stejn¢ jako gen DD44 jsou lokalizovany
v nerekombinujici oblasti Y chromosomu S /latifolia, a proto metody zalozené na sledo-
vani frekvence rekombinace pro mapovani Y chromosomu u tohoto druhu nemiizeme
pouzit. Dalsim ptinosem této metody je vizualizace pozice markerovych genil, moznost
orientace mapy vzhledem k ramenim chromosomu a korekce vypoctl vzdalenosti mezi
jednotlivymi geny, které mohou byt genetickym mapovanim zkresleny. Komplikovana
ptiprava vhodnych sond pro FISH ndm vsak dosud umoznila lokalizovat touto metodou
pouze gen DD44 (Moore 2003; Lengerova et al. in press).

Genetické mapovani

Genetické mapovani je zalozeno na stanoveni frekvence rekombinace mezi geny.
Podstatou rekombinace je meioticky crossing-over, probihajici mezi homolognimi
oblastmi chromosomi. Z tohoto faktu vyplyva, ze geneticky je mozné mapovat pouze geny
lokalizované na autosomech, X chromosomech a geny lokalizované v pseudoautosomalni
oblasti Y chromosomu.
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Obr. 1. Fylogeneticky strom rodu Silene sestaveny na zakladé ITS sekvenci rDNA 22 druhti Silene
(podle Desfeux et al. 1996). Na prvni pohled je z fylogenetického stromu zfejmé, ze v ramci 22
vybranych druhti Silene je gynodioecie nejrozsitenéjsi reprodukéni strategii. Kromé druhid gynodi-
oecickych zde pozorujeme existenci dvou vzdalenych skupin dvoudomych druhti (skupina A a B),
které sousedi vzdy s jednim druhem hermafroditnim (S. galica resp. S. conica). V nasi studii vyvo-
je pohlavnich chromosomil jsme se zaméfili na skupinu B dvoudomych druhd — S. latifolia,
S. dioica, S. diclinis, hermafroditni druh - S. conica, a gynodioecicky druh - S. noctiflora

Obecné plati, ze pravdépodobnost crossing-over mezi geny je mirou vzdalenosti mezi
geny na chromosomech. Vzdalenosti mezi geny jsou na genetické mapé vyjadiovany
pomoci mapovych jednotek, pficemz jedna mapova jednotka, oznacovana jako centimor-
gan, odpovida jednomu procentu rekombinace. V pfipadé, Ze jsou geny od sebe dostatec-
n¢ vzdalené, mize mezi nimi dojit ke dvéma i vice crossing-over. Pokud druhy cros-
sing-over vraci geny na chromosomech zpét do vychozi pozice, stavaji se oba cros-
sing-over nedetegovatelnymi. Na vysledné genetické mapé se tato skuteCnost projevi
zmenSenim vzdalenosti mezi geny oproti vzdalenosti realné. Naopak existence oblasti
chromosomtl, ozna¢ovanych jako ,horka mista* rekombinace (%ot spots), ve kterych de-
tegujeme vyrazné vice crossing-over nez v oblastech jinych, mapovou vzdalenost mezi
geny oproti realné vzdalenosti zvétSuji. Vzdalenost mezi geny stanovena na zakladé frek-
vence rekombinace je tedy ozna¢ovana za vzdalenost relativni.
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Genetické mapovani gent SIX7, SIX3, SIX4 a DD44 na chromosomech druht Silene

Pro srovnavaci mapovani Ctyf vybranych markerovych gent, SiX1,3,4 a genu DD44
na X chromosomech S. latifolia a chromosomech S. dioica, S. diclinis, S noctiflora
a S. conica jsme zvolili vySe popsanou metodu zalozenou na stanoveni frekvence rekom-
binace mezi geny. Pfed vlastni analyzou bylo nejprve nutné rozlisit dvé alely kazdého
mapovaného genu u vSech vybranych druhi tak, aby bylo mozné sledovat priib¢h cros-
sing-over. Mapovaci populace byly pfipraveny kiizenim samici rostliny heterozygotni pro
vSechny Ctyfi markerové geny se samci rostlinou s nahodnou, avsak znamou kombinaci
alel v téchto genech. U kazdého jedince z potomstva tohoto kiiZeni byla sledovana kom-
binace alel ve vSech Ctyfech lokusech, stanovena frekvence rekombinace mezi geny, vy-
pocitany relativni vzdalenosti a sestaveny genetické mapy.

Hledéni sekvencnich rozdilth mezi alelami markerovych genti

V ptipadé€ S. latifolia, kde jiz byla metodou Southernovy hybridizace ovétena lokali-
zace vSech markerovych gend na chromosomu X, jsme hledali sekvencni rozdily mezi
dvéma alelami genti lokalizovanymi na X chromosomech pomoci PCR metody s vyuzi-
tim X-specifickych primerd. V pfipadé genu S/IX4 se nam podafilo rozlisit jeho dvé alely
pouze touto PCR reakci, na zakladé rozdilné velikosti produkti amplifikace. U gent
SiX1, SIX3 a DD44 byly specifické PCR produkty sekvenovany a teprve na zaklade téch-
to sekvenci jsme urcili rozdily mezi alelami. Sekvence alel se liSily v mistech, ktera se
shodovala s rozpoznavacimi misty pro restrikéni enzymy. Alely jsme proto detegovali
restrikéni analyzou.

U S. dioica, S. diclinis, S. noctiflora a S. conica, u kterych nezname piesné sekvence
markerovych genti, nemame k dispozici ani X-specifické primery. Vychazeli jsme proto
z primeri navrzenych pro S. latifolia. U S. dioica bylo mozné alely genti SIX 1 genu DD44
odlisit stejné jako u S. latifolia sekvenaci PCR produktu a restrikéni analyzou. U ostatnich
jmenovanych druhd vSak musime nejprve metodou RACE PCR (rapid amplified ¢cDNA
ends) na samic¢i cDNA amplifikovat 3 konce mapovanych gent, které jsou obecné pova-
Zovany za nejvice polymorfni mista, produkty reakce klonovat do vektoru pGEMT-easy
a sekvenovat. Ziskané sekvence jsme srovnavali a hledali rozdily mezi alelami. V mapo-
vanych populacich rostlin jsme alely opét detegovali restrikéni analyzou.

Genetické mapovani markerovych gentii na chromosmu X Silene latifolia

Poté co byly nalezeny vzdy dv¢ alely vSech markerovych gent a kiiZzenim pfipravena
populace potomstva, bylo provedeno vlastni mapovani. Pomoci PCR (pro gen SIX4)
a restrikéni analyzy PCR produktid (pro geny SIX1, SIX3 a DD44) byly stanoveny genoty-
py jednotlivych rostlin mapovaného potomstva. Samici genotypy mohly byt ptimo pouzi-
ty pro vypocet frekvenci rekombinace, zatimco sam¢i genotypy, které jsou v dusledku
ptitomnosti pouze jednoho X chromosomu v hemizygotnim stavu, je nutné pomoci zpét-
ného kfizeni ptevést do stavu dvou chromosomti X. Takto upravena data byla vlozena do
programu JoinMap verze 1.4., ktery pak urcil procento rekombinace mezi kazdym moz-
nym parem analyzovanych gend, stanovil pofadi mapovanych genti a vypocital relativni
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vzdalenosti mezi mapovanymi geny. Tento program na zakladé rekombinacnich frekven-
ci geny rozdéli do vazebnych skupin a v pfipadé, ze jde pouze o jednu vazebnou skupinu,
hodnoty procent rekombinace pievede na mapovou vzdalenost. Pro vypocet vzdalenosti
mezi geny pouziva dvou mapovacich funkci, Haldanovy a Kossambiho. Funkce se od
sebe odlisuji zptisobem piepoctu mapovych vzdalenosti na relativni vzdalenost mezi ge-
ny. Haldanova funkce na rozdil od funkce Kossambiho ptfedpoklada absenci interference
mezi crossing-over béhem meiosy. Pro vétsinu vyssich organismut je Kossambiho funkce,
uvazujici urCity stupen interference, obecn¢ povazovana za presné€jsi. Programem Join-
Map 1.4. je zarovenn vypoctem standardnich odchylek ovéiena statistickd vyznamnost
vysledki.

Genetické mapovani markerovych genii na chromosomech dalSich dvoudomych
druhu, S. dioica a §. diclinis

Analyzy markerovych genti u dvoudomych druht, S. dioica a S. diclinis, komplikuje
fakt, Ze nevime, zda jsou lokalizovany na pohlavnich chromosomech nebo na autoso-
mech. Proto je nutné po nalezeni alel pro kazdy markerovy gen provést segregacni analy-
zu._Segregacnimi analyzami zjistime zda geny segreguji jako geny vazané na chromo-
som X (obr. 2) nebo jako geny vazané na autosomy (obr. 3). Jako reprezentativni vzorek
mapované populace analyzujeme matefskou rostlinu, otcovskou rostlinu a 10 potomka
kfizeni, z toho 5 potomkii samciho a 5 sami¢iho pohlavi.

Na zakladé segregacnich analyz jsme zjistili, ze markerové geny segreguji v popula-
cich téchto dvou druhti jako geny vazané na pohlavni chromosomy, analyzy jsme proto
provadéli stejnym zpiisobem jako u S. latifolia.

P F1
" o x3|d & 333999 29
T -1 |
XX XY
I

Obr. 2. Segregacni analyza genti lokalizovanych na X chromosom. Sekven¢ni rozdil mezi alelami
genu je v tomto pfipadé detegovan metodou PCR a gelovou elektroforézou na zakladé rozdilné
velikosti PCR produkti. V potomstvu saméich rostlin, vzniklych kiizenim heterozygotni samici
rostliny se sam¢i rostlinou nesouci alelu a, nachazime vzdy jen jednu alelu, A nebo a, nesenou
jedinym chromosomem X. V potomstvu samicich rostlin jsou vzdy alely dvé€, od otce dostavajici
alelu a , od matky A nebo a. Samic¢i potomstvo je tedy bud’ heterozygotni (Aa) nebo homozygotni
(aa) pro alelu nesenou sam¢im rodicem.
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P F1
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Obr. 3. Segregacni analyza genll vazanych na autosomy. Sekvencni rozdil mezi alelami genu je
v tomto pfipadé detegovan metodou PCR anésledné restrikéni analyzou produkt. V saméim
potomstvu nachazime téz heterozygotni konstituce alel (Aa), coz neni v ptipade lokalizace genu na
X chromosomu mozné, kvili pfitomnosti pouze jediného X chromosomu.

Genetické mapovani markerovych genii na autosomech gynodioecické S. noctiflora
a hermafroditni S. conica

Mapovani genti na autosomech S. noctiflora a S. conica se od mapovani na X chromo-
somu S. latifolia 1i8i ptipravou mapovacich populaci, tedy kiizenim rodi¢ovské generace.
U S. noctiflora ptipravujeme mapovaci populace rostlin opylenim samici (matetské) rost-
liny pylem rostliny hermafroditni (otcovské). V ptipadé¢ hermafroditni S. conica, kvili
zajisténi dostatecného stupné polymorfismu, nevychdzime z populaci vzniklych samo-
spraSenim, ale kastraci tyCinek hermafroditniho jedince pfipravime matefskou rodicov-
skou rostlinu a opylime ji pylem jiné rostliny. Pro kontrolu, zda analyzovani jedinci
vznikli skute¢né cizosprasenim, jsme k mapovanym gentim piidali jesté jednu kontrolni
markerovou sekvenci. Kazda z rodi¢ovskych rostlin bude homozygotni pro jednu ze dvou
alel tohoto markeru. Potomstvo kfizeni takovych rodicd, a tedy potomstvo vhodné pro
mapovani markerovych gentd, musi byt v tomto kontrolnim markeru heterozygotni. Sek-
ven¢ni rozdily mezi alelami u téchto dvou druhii hleddme pomoci RACE PCR, tak jak jiz
bylo popsano v predchazejicim paragrafu, a genotypy jednotlivych rostlin potomstva
stanovujeme restrik¢éni analyzou. Vyhodou mapovani gend na autosomech oproti mapo-
vani genll X chromosomu je, ze odpada problém hemizygotniho stavu X chromosomu
u samcich rostlin dvoudomych druhti. Genotypy samiciho i hermafroditniho potomstva
mohou byt pfimo analyzovany programem JoinMap verze 1.4. Stanoveni frekvence re-
kombinace a vypocet vzdalenosti mezi geny se u téchto dvou druhti od genetického ma-
povani S. latifolia, S. dioica a S. diclinis nelisi.

Analyza genetickych map

Poslednim krokem analyz je srovnani ziskanych genetickych map S. latifolia, S. dioi-
ca, S. diclinis, S. noctiflora a S. conica. Srovnavame vzajemné pozice markerovych gent
a vzdalenosti mezi témito geny u jednotlivych druhd. Na zakladé vzdalenosti mezi geny
muZeme usuzovat na piipadné inzerce nebo delece v oblastech mezi jednotlivymi geny
ana zakladé vzijemnych pozic genli odvodime k jakym piestavbam, inversim C¢i
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translokacim mohlo v pribehu evoluce pohlavnich chromosomu dojit. Stanovenim poctu
vazebnych skupin u druht hermafroditnich pak mizeme definovat, zda na pocatku vyvoje
pohlavnich chromosomt stal jeden nebo vice parii autosomd.

Procesy sex determinace u rostlin, nebyly dosud pfesné prozkoumany. Analyzami
pohlavnich chromosomi dvoudomych rostlin a autosomt rostlin gynodioecickych a her-
mafroditnich jsme schopni sledovat mechanismy, kterymi vyvoj probihal v rdmci tohoto
rodu. Fylogenetické analyzy sekvenci SIX a SIY gend probihajici paralelné s mapovanim
jejich pozice na chromosomech, poskytnou dalsi informace potfebné ke stanoveni doby,
kdy doslo ke ztraté rekombinace mezi geny a tedy k diferenciaci X a Y chromosomu.
Spojenim téchto dvou studii vznika komplexni analyza evoluce pohlavnich chromosomu
rodu Silene, ktera mlize ovétit, zda obecné hypotézy vypracované pro savei systémy plati
také u rostlin.
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Strukturni vlastnosti DNA studované pomoci
cirkularniho dichroismu

IvA KEINOVSKA

Biofyzikélni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno, (tel.: 541 517 123, e-mail:
kejnovska@ibp.cz)

Cirkularné dichroicka (CD) spektroskopie

Cirkularni dichroismus DNA vyplyva z asymetrického vrstveni nukleotidi do Sroubo-
vicového usporadani. Proto je CD spektroskopie citliva ke zménam ve vzajemné orientaci
bazi v DNA, a proto je vhodna ke studiu konformacnich zmén dvojité Sroubovice (John-
son et al. 1981). Nukleové kyseliny se stejné jako tada jinych biologicky aktivnich latek
vyznacuji chiralitou, ktera je zplisobena pfitomnosti asymetrickych prvki v téchto mole-
kulach. Makromolekuly mohou byt chiralni, i kdyz jejich nizkomolekularni slozky tuto
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aktivitu nevykazuji. Pfikladem jsou pravé nukleové kyseliny. Baze opticky aktivni ne-
jsou, ale po vazbé€ na opticky aktivni deoxyribosu (ribosu) se takto vznikly nukleosid
anasledné i nukleotid stava opticky aktivnim. DalSim vyznamnym prispévkem k asy-
metrii je typ usporadani molekuly DNA.

Cirkularni dichroismus je jev vznikajici v disledku rozdilné interakce chiralnich mo-
lekul s elektromagnetickym zafenim kruhové polarizovanym vlevo a vpravo. Pfi priicho-
du opticky aktivnim prostfedim maji pravotociva a levotociva slozka odlisnou rychlost,
a tedy index lomu, coz ma za nasledek stoceni roviny polarizovaného svétla o thel a - op-
tickou rotaci (obr.1 A). Slozky kruhové polarizovaného svétla jsou zarovenn v absorbu-
jicim prostfedi rozdiln¢ absorbovany, coz dava vznik elipticky polarizovanému svétlu.
Tento jev se jmenuje cirkularni dichroismus a je charakterizovan thlem y (obr.1 B),
a nebo v praxi byva Castéji vyjadien rozdilem g - &g.

Obr. 1. Prichod polarizovaného svétla (A) opticky aktivnim prostiedim, (B) absorbujicim opticky
aktivnim prostiedim.

Experimentalni ziskavani spekter CD

Spektra CD SE méfi na relativné nakladnych dichrografech, v nasem piipadé na
dichrografu znac¢ky Jobin — Yvon model VI fizeném pomoci pocitace. Roztok DNA je
ozatovan vlevo a vpravo kruhové polarizovanym monochromatickym svétlem. Rozdil
absorpce obou slozek pii dané vinové délce je fotondsobiCem pifeménén na elektricky
signal, ktery je zpracovan pomoci fazoveé synchronniho detektoru. Vystupem na obra-
zovce pocitace je spektrum CD vynesené jako zavislost rozdilu absorpce vlevo a vpravo
kruhové polarizovaného svétla na vinové délce. Nukleové kyseliny absorbuji svétlo
v ultrafialové oblasti, spektra jsou tedy zaznamenavana v rozsahu 190 - 330 nm. Pfi-
stroj je tfeba kalibrovat za pouziti chemicky cisté opticky aktivni latky se znamym
spektrem CD. Pouziva se isoandrosteron a kyselina kamforsulfonova. Pro optimalni
pomer signal/Sum by mély vzorky mit absorbanci A ~ 0,8, coz odpovida koncentraci
DNA ~ 0,7 mM v kyveté s optickou drahou 1 mm. Rozdil v absorbanci vztahujeme na
molarni nukleosidovy zbytek. Takto miizeme porovnavat rizné dlouhé fetézce DNA.
Kyvety s optickou drahou 0,01 mm az 10 cm poskytuji Siroké koncentraéni rozmezi ke
studiu zavislosti jednotlivych struktur na koncentraci DNA. Kyvety jsou kiemenné, vyso-
ce kvalitni (od fy Hellma), aby nestacely polarizované svétlo. Jsou umistény v kyvetovém
prostoru dichrografu v kovovém drzaku, ktery je mozné temperovat pomoci obé¢hového
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termostatu a Ize métit v rozsahu teplot 0 - 90 °C. Teplotni ¢idlo je umisténo v kovovém
drzaku vedle kyvety. Spektra CD jsou vétSinou zaznamenavana s krokem 0,5 nm za 1 s
(doba snimani jednoho spektra je asi 6 minut). Ke zpracovani namétenych dat se pouziva
program Dichro dodany vyrobcem spolu s pfistrojem.

Vyhody a nevyhody metody

Pro méfteni cirkularniho dichroismu jsou pouzivany specialni valcovité kyvety, riz-
nych optickych drah, které zajistuji vzdy stejnou polohu vzorku v kyvetovém prostoru.
Musi byt naplnény celé, coz umoznuje zméfit spektrum jen v daném prostiedi. Po sestro-
jeni specialniho drzaku jsme mohli zacit pouzivat kyvety pravouhlé, ve kterych rovnéz
stanovujeme koncentraci DNA na UV/VIS spektrofotometru. Timto jednoduchym zptso-
bem jsme nejen snizili spotiebu materidlu, zjednodusili a urychlili manipulaci se vzorky,
ale hlavné dosahli moznosti pridavat do méfeného vzorku indukujici ¢inidla a tak s jed-
nim vzorkem prozkoumat jeho konformacni vlastnosti v §irokém rozmezi experimental-
nich podminek.

Pravé zminénd skuteCnost, Ze mizeme pomoci CD spektroskopie studovat konfor-
macni pfechody DNA v mnoha prostiedich je hlavni vyhodou CD spektroskopie. Dalsi
vyhodou je jeji extrémni citlivost. Moznost métit nizké koncentrace DNA ptedchazi pii-
padnym agregacim, které Casto vznikaji v DNA za extrémnich podminek. Spektra CD
jsou velmi dobie reprodukovatelna.

Nevyhodou metody je slozitost vztahu mezi spektry DNA a jeji konformaci. Dodnes
neexistuji spolehlivé explicitni vztahy, pomoci kterych by bylo mozné z naméfeného
spektra zjistit pfesnou konformaci dané¢ho vzorku. Proto se spektra CD vyhodnocuji pie-
devsim empiricky.

Optimalni experimentalni pfistup predstavuje kombinace spektroskopie CD s nuklear-
ni magnetickou rezonanci, takika absolutni metodou pro urceni konformace DNA v roz-
toku. Pracuje s vysokou koncentraci DNA a ptiprava vzorkd k méfeni je naro¢na, v né-
kterych prostfedich nemozna.

Strukturni vlastnosti trinukleotidovych opakovani

V nasi laboratoii se v posledni dobé zabyvame studiem konformacnich vlastnosti tri-
nukleotidovych motivi (CCG),, (CGG),, (CAG),, (CTG),, (GAA),, (GAC), aj. Tyto mo-
tivy se vyskytuji zejména u vy$sich eukaryot a vyznacuji se délkovym polymorfismem
(Tautz et al. 1986). Vyznam studia vlastnosti téchto motivi vyplyva ze skutecnosti, ze
jejich expanze stoji v pozadi nékterych neurodegenerativnich onemocnéni cloveka
(Ashley a Warren 1995). U zdravého jedince se vétSinou vyskytuje pocet opakovani
v desitkach, u nemocnych pak ve stovkach az tisicich. Prodluzovani opakujicich se moti-
vu velice pravdépodobné souvisi s jejich zvlastnimi konforma¢nimi vlastnostmi (Wells
1996, Kypr a Vorlickova 1997). Motiv (CAG), tvoii velmi stabilni vlasenku, (GAC),
isomerizuje mezi vlasenkou a homoduplexy s paralelnim i antiparalelnim uspofadanim
fetézcll a rovnéz prechazi v levotocivou formu Z (Kejnovska et al. 2001, Vorlickova et al.
2001). (CCQG), tvoii v zavislosti na experimentalnich podminkach vlasenku a dva typy
tetraplext a (CGG), kromé¢ vlasenky tvofi G-tetraplex (Fojtik a Vorlickova 2001). Studo-
vané trinukleotidové motivy tedy mohou nabyvat riznych usporadani vyrazn¢ odlisnych
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od klasického modelu Watsona a Cricka. Studium konformacnich vlastnosti trinukleoti-
dovych opakovani ptispiva k poznani mechanismu jejich expanze v genomech.
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Nové metody fyzikalniho mapovani genomii rostlin

EDUARD KEJNOVSKY

Laboratof vyvojové genetiky rostlin, Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno,
(tel.: 541 517 194, e-mail: kejnovsk@ibp.cz)

Uvod

Potieba u¢innéjsi analyzy vysoce komplexnich genomi rostlin a Zivocicht, predstavo-
vana Casto genomovymi projekty, vede k zavadéni stale novych sofistikovanych metod
umoznujicich sledovat genomy jako celek a v §irSich souvislostech, pfedevsim evoluc-
nich. Zde bude pojednano o neékterych modernich technikach pouzivanych v nasi labora-
tofi pfi studiu struktury a evoluce pohlavnich chromosomi rostlin, které jsou vsak pouzi-
telné obecné pii studiu genom rostlin. Jedna se o (i) konstrukei a vyuziti BAC knihoven
a dale techniky fyzikalniho mapovani genomt pomoci (ii) FISH s vyuzitim BAC kloni
a (ii1) lokalizaci genti pomoci PCR na tfidénych chromosomech.

Rostlinné BAC knihovny

Pilifem soucasné stukturni genomiky je existence systémti umozinujicich klonovani
dlouhych fragmenti DNA. Patii sem jednak kosmidové vektory dovolujici klonovat
fragmenty o délce desitek kb, jednak vektory typu YAC (yeast artificial chromosome),
BAC (bacterial artificial chromosome) a PAC (Pl-derived artificial chromosome)
s fragmenty o velikosti stovek kb. V soucasné dob¢ se staly klonovacim systémem prvni
volby vektory typu BAC (Schizuya et al. 1992), vyznacujici se oproti difive pouzivanym
vektorim YAC fadou vyhod vyssi stabilitou inzertu, nizkym chimerismem, snadnéjsi
manipulaci. VétSina soucasnych genomovych projektii je na bazi BAC knihoven. Zaklad-
ni kroky pfi konstrukei a vyuziti rostlinnych BAC knihoven jsme popsali diive (Kejnov-
sky 2000). BAC klony umoziuji studovat organizaci sekvenci DNA v $ir§im kontextu,
napt. geny s jejich regulacnimi oblastmi. Lze izolovat ¢asto dlouhé intaktni elementy,
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napf. retroelementy. Studium celych shlukli tandemovych repetici v dlouhych tsecich
muze vypovidat o mechanismech jejich evoluce.

V nas$i laboratofi jsme konstruovali ¢astecnou BAC knihovnu Silene latifolia. Byly
pouzity samci rostliny obsahujici pohlavni chromosomy X a Y. Pti konstrukei knihovny
je kritickym faktorem integrita izolované genomové DNA. Osvédéila se nam izolace
DNA z jader v agarosovych bloccich, v nichz byla DNA rovnéz Stépena restriktasami.
Restrikéni fragmenty byly extrahovany z agarosy elektroeluci a ligovany s vektorem
pBeloBACI11. Alternativni pfistup izolace DNA pomoci §tépeni agarosy enzymem gela-
sou vedl k niz§im délkam klonovanych fragmentii, coz bylo zifejmée zpiisobeno tvorbou
zlomid v DNA béhem taveni agarosy pii vyssi teploté. Zjistili jsme také, ze DNA musi byt
ligovéana s vektorem bezprostfedné po jeji izolaci z agarosy, aby nedochézelo k jeji de-
gradaci v roztoku. Analyza klontt BAC knihovny spocivala pfedevsim ve stanoveni délky
inzertd pomoci pulzni elektroforézy. Priimérna délka inzertti nasi knihovny byla 125 kb,
coz v ptipadé rostlinné BAC knihovny svéd¢i o jeji dobré kvalite.

Skrining BAC knihovny

Jednotlivé BAC klony byly uspofadany na membrany pomoci robotu (spoluprace s dr.
Macasem, UMBR, Ceské Budg&jovice) a poté byl proveden skrining klondi riiznymi son-
dami pomoci metody hybridizace bakterialnich kolonii (colony hybridisation). Byly pou-
zity sondy s cilem najit BAC klony obsahujici geny (sondou byla cDNA), retroelementy
(sondou byla sekvence DNA kodujici konzervativni doménu reversni transkriptasy)
a sekvence specifické nebo akumulované na pohlavnich chromosomech X a'Y (hybridi-
zujici s DOP-X nebo DOP-Y sondami, nebo silnéji se sam¢i nez se sami¢i genomovou
DNA). Sondy DOP-X a DOP-Y byly ptfipraveny pomoci DOP PCR (degenerate oligo-
nucleotide- primed PCR) na tfidénych chromosomech X (spoluprace s doc. J. Dolezelem,
UEB, Olomouc) a na mikrodisektovanych chromosomech Y (spoluprace s doc. J. Rube-
sem, VUVL, Brno).

Testovali jsme rovnéz pouzitelnost techniky DNA microarrays pro skrining BAC kni-
hovny (spoluprace s prof. Heslop-Harrisonem, Norwich, UK). Pomoci souprav (Oiagen
a Machery Nagel) byla izolovana BAC DNA paralelné vzdy po 96 vzorcich. BAC DNA
byla robotem nati$téna na specialné upravena skla a provedena FISH. Vypovédni hodnota
a reprodukovatelnost vysledka ziskanych technikou DNA mikroarrays byla v nasich ex-
perimentech niz§i ve srovnani s hybridizacemi bakterialnich kolonii.

FISH s pouzitim BAC kloni (BAC-FISH)

Soucasné studie ukazuji, ze BAC klony jsou také nad€jnymi nastroji fyzikalniho ma-
povani genomil pomoci FISH (fluorescencni in situ hybridizace) umoziujici piimou vi-
zualizaci distribuce sekvenci DNA v chromosomech. U rostlin totiz, na rozdil od zZivoci-
chil, neni FISH se sondami krat§imi nez 10 kb (jedine¢né sekvence) dostatecné spolehli-
va. To si vynutilo pouziti delSich sond. Nedavné prace ukazaly pouzitelnost BAC klont
obsahujicich 40 - 100 kb inzerty pro lokalizaci unikatnich sekvenci u rostlin pomoci FISH
(Lapitan et al. 1997). Repetitivni sekvence DNA casto pritomné v BAC klonech mohou
byt suprimovany béhem hybridizace, coz umozni detekci jedinecnych sekvenci. Tuto
metodu — ,,BAC-FISH* — 1ze pouzit nejen k lokalizaci genti na chromosomech, ale i k po-
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rovnani jejich potadi na chromosomech u pfibuznych druhti (Zweig et al. 1998). Protoze
je poradi genll na chromosomech casto konzervovano (tzv. syntenie ¢i kolinearita), mo-
hou byt sondy vytvofené z jednoho druhu pouzity u druhu jiného. To mize urychlit ma-
povani genomd, obzvlasté tehdy, pokud jsou pouzity BAC klony z druhu s malym geno-
mem, napt. ryze, k identifikaci homologickych oblasti ptibuzného druhu s velkym geno-
mem, napf. pSenice a jeCmen (Keller a Feuillet 2000).

Nase BAC-FISH experimenty ukazaly, Ze zna¢na ¢ast testovanych BAC klonti ,,malo-
vala® celé chromosomy, ziejmé v disledku pfitomnosti repetici obsazenych v téchto BAC
klonech a vysoké homogenizace sekvenci DNA v rostlinnych genomech ve srovnani s ge-
nomy zivo¢ichll (Schmidt a Heslop-Harrison 1998). Druhou nejpocetnéjsi skupinu BAC
kloni tvofily ty, které hybridizovaly do subtelomerickych oblasti vSech chromosomt.
Zde se nachazeji i tandemové repetice popsané diive v nasi laboratofi (Biizek ef al. 1997).
Jiné BAC klony naopak hybridizovaly podél celych chromosomt s vyjimkou centromer
a koncti chromosomutl. N¢kolik kloni obsahovalo 45S rDNA a hybridizovalo do mist
rDNA klastrti. Podafilo se ziskat i BAC klony davajici diskrétni FISH signaly na pohlav-
nich chromosomech. Zde se nabizi moznost jejich vyuziti jako markerti k identifikaci
homologického paru autosomti u hermafroditickych druhti rodu Silene, které nemaji po-
hlavni chromosomy (ale maji stejny pocet chromosomil), a testovat hypotézu vzniku po-
hlavnich chromosomt z paru autosomii. Dva BAC klony hybridizovaly piednostné na
chromosomem Y. Jejich analyza vedla k izolaci repetitivnich sekvenci akumulovanych na
chromosomu Y. Amplifikace sekvenci DNA v nerekombinujicich oblastech chromoso-
mu Y ziejmé predstavuje hlavni mechanismus jeho zvétSovani v porovnani s autosomy.

Lokalizace genii pomoci PCR na tfidénych chromosomech

K lokalizaci gent na chromosomech lze pouzit jak genetické tak fyzikalni techniky.
U genetickych metod neni lokalizace v pfipadé pohlavnich chromosomil jednoznacna,
nebot’ nelze rozlisit mezi jejich lokalizaci na autosomech a v pseudoautosomalni oblasti
pohlavnich chromosomi. Fyzikalni techniky zahrnuji in sifu hybridizaci a PCR na tiidé-
nych nebo mikrodisektovanych chromosomech. In situ hybridizace u rostlin vSak neni
dostate¢né spolehliva pro mapovani kratkych sekvenci DNA, tedy i gend, a mikrodisekce
je prili§ pracna a vede k ziskani pouze malého poétu chromosomi. PCR na tfidénych
chromosomech tak predstavuje vysoce citlivou a spolehlivou metodu lokalizace gent ¢i
jinych sekvenci DNA (Macas et al. 1993).

V nasi laboratofi vyuzivame uvedenou techniku k lokalizaci genti na pohlavnich
chromosomech Silene latifolia. Ttidéni pohlavnich chromosomil pomoci priatokové cyto-
metrie u S. latifolia je umoznéno podstatnymi rozdily ve velikostech pohlavnich chromo-
somu a autosomd, kde pohlavni chromosomy jsou ptiblizné dvojnasobné oproti autoso-
miim, a chromosom Y je 1,4 x vétsi nez chromosom X. Cistotu tfidénych frakci jsme
sledovali tak, ze paralelené s tfidénim chromosomi do zkumavek na PCR byly chromo-
somy tfidény také na podlozni skla a provadéna FISH se sondou specifickou pro auto-
somy, ¢imz se stanovila mira kontaminace pohlavnich chromosomi autosomy. S cilem
zvysit Cistotu frakcei jsme provadéli biparametrické tfidéni, kdy jsme soucasné sledovali
obsah DNA adélku chromosomil anavic jsme provadéli resorting. Takto tiidéné
chromosomy jsme pouzivali jako templat pro PCR k ptimé lokalizaci gent. Po urci-
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tych modifikacich PCR vedoucich k vyssi citlivosti jsme byli schopni ziskat specificky
PCR produkt jiz pti pouziti pouhych 5 chromosomd. Zjistili jsme, Ze geny specificky
exprimované v sam¢ich pohlavnich organech se nachazeji jak na pohlavnich chromoso-
mech, tak ina autosomech (Kejnovsky ef al. 2001). Dale jsme prokazali duplikativni
ptenos homeotického rostlinného genu na chromosom Y u S. latifolia (Matsunaga et al.

2003).
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Fluorometricka metoda pro in vitro méreni ligandem oteviranych
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iontovych kanalu pro Ca” v rostlinach

ONDREJ KRINKE', ZUZANA NOVOTNA', OLGA VALENTOVA', JAN MARTINEC?

'Ustav biochemie a mikrobiologie VSCHT Praha, Technicka 3, 166 28 Praha 6, “Ustav experimentélni
botaniky AV CR, Rozvojova 135, 165 02 Praha 6, (tel.: 296 780 416, e-mail: martinec@ueb.cas.cz)

Uvod

Pienos signaltl zalozeny na zménach cytosolické koncentrace Ca”" je dobfe popsan
v zivo¢isnych (Bootman ef al. 2001) i v rostlinnych butikach (Sanders et al. 1999). Akti-
vitou enzymu signalnich drah vznikaji v buiice molekuly druhych posld, napt. D-myo-ino-
sitol 1,4,5-trisfosfat (InsPs), ktery pak otevira specifické iontové kanaly pro Ca*" a zvysu-
je tak koncentraci Ca®" v cytosolu, ktera dale ovliviiuje enzymy v signalni kaskadg.

Pro in vitro studium iontovych kanaléi pro Ca>" na rekonstituovanych membranovych
vaccich existuje nékolik principialné odlisnych metod. Relativné jednoducha provedenim
a nendro¢na na vybaveni je filtratni radiometrickd metoda (Brosnan a Sanders 1990), kde
je v odebiranych vzorcich reakéni smési méfen obsah *’Ca*" uvnité rekonstituovanych
membranovych vacki. Velkou nevyhodou tohoto uspotradani je jeho diskontinualita, ktera
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membranovych vacki. Velkou nevyhodou tohoto uspotradani je jeho diskontinualita, ktera
netnosné zvysuje experimentalni chybu. Mezi nejspolehlivejsi metody patii patch-clamp
metoda méteni vodivosti jednotlivého iontového kandlu (Allen a Sanders 1994) nebo
superfuzni komora (Finch et al. 1991), ktera umoziuje pifevést diskontinudlni radio-
metrickou metodu s *Ca** do semikontinualniho uspoiadani. Ob& metody vyzaduji speci-
alni pfistroje a jejich zavedeni je tedy finan¢n€ narocné.

Pomérné nenaroéné a citlivé je méfeni pomoci fluorescenénich indikatorti pro Ca®,
které je mozno snadno provést kontinualné v kyveté spektrofluorimetru.

Experimentalni provedeni

Princip metody je znadzornén na obr. 1. V pfitomnosti ATP-Mg jsou vapenaté ionty
nasaty dovniti rekonstituovanych membranovych vackt pisobenim specifickych ionto-
vych pump (Ca**-ATPas) a po dosaZeni ustaleného stavu mohou byt uvolnény piidavkem
Ca”" ionoforu nebo ptidavkem specifického ligandu, ktery otevie iontové kanaly pro
Ca®". Vné membranovych vacki je pritomen fluorescenéni indikator pro Ca®", ktery citli-
vé& reaguje na malé zmény [Ca’'] zptisobené nasavanim nebo uvoliiovanim Ca®".

Ca®'fluo-3 fluo-3
ATP-Mg ca” Ca*" ionofor
—_—>

Ca’*-ATPasy

Ca?'fluo-3

Obr. 1. Princip fluorometrické metody (vysvétleni v textu).

Vnitini objem rekonstituovanych membranovych vackt tvofi pouze zlomek celkového
objemu reakéni smési v kyvets, a proto Ca*" uvolnéné otevienim specifickych iontovych
kanalt zvysuji koncentraci v okoli vacki jen velmi malo. Vyhodou proto jsou citlivé
fluorescencni indikatory s nizkou Kq (~107 mol.I""). Dalsi komplikaci tohoto uspotradani
je nutnost pracovat v pomérn¢ uzkém rozsahu koncentraci volnych vépenatych iontd
([Ca* ) bEhem celého méteni (107 — 5 x 107 mol.I"). Spodni hranice vyplyva z nut-
nosti zachovat takovou [Ca® e, pii které jsou stale dostate¢nd aktivni Ca*'-ATPasy,
které vytvari potfebny koncentra¢ni rozdil vné a uvniti vacku. Horni hranice zase plyne
z K4 pouzitého fluorescenéniho indikatoru (¢im vyssi je méfena koncentrace Ca* nez Ky
fluorescenéniho indikatoru, tim méng citlivé a presné je dané méfeni). Hladinu [Ca* Jgee
mohou ovlivnit dva jevy: mnozstvi kontaminujicich Ca*" v reakéni smési a piitomnost
a koncentrace latek chelatujicich Ca®" - pfedev§im samotného fluorescenéniho indikéatoru,
ale také ATP nebo EGTA (kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’ N’-tetra-
octova).

Jako vhodny fluorescenéni indikator pro Ca®* se ukazal fluo-3 (Molecular Probes;
Hirota et al. 1995; Aex = 500 nm, A, = 525 nm), jehoz Ky umoziuje pouzit dostate¢nou
koncentraci indikatoru, ktera pak zajiSt'uje stabilni intensitu fluorescence a dobry pomér
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signalu k $umu. Jeho K¢* v daném systému se snadno ur&i pomoci sady Ca’-EGTA pufrt
pfipravenych v daném reak¢nim pufru a sestavenych napf. pomoci voln¢ dostupného
programu Sliders (http://www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html).

Celkova koncentrace Ca*" ([Caﬁ]mml) v pouzivanych roztocich je vétSinou pfili§ velka
([Ca* o ~ 10”° moL.I"") a je nutno ji snizovat pre¢isténim pres specificky ionex. Jako dosta-
teCny pro dany ucel se ukazal katex Chelex 100 (BioRad) v 1 ml kolonce. Nejprve je nutno
precistit zékladni pufr (0,4 mol.I" glycerol, 50 mmol.I" KCI, 10 mmol.I" HEPES-KOH
pH 7.4). Z tohoto pufru se pak pfipravi reakéni pufr (6 mmol.I" ATP v zakladnim pufru
2,5 x fedéném deionizovanou vodou, pH upravit na 7,40 pomoci KOH).

Me¢fieni probihd v michané fluorescencni kyveté pii 25 °C a pii pH 7,4. Reakéni smés
obsahuje 2 x fedény reakéni pufr, 10 pmol.l" fluo-3, 3 mmol.I"" MgCl, (v piipadé pouZiti
Na,ATP) a membranové vacky (60 pg (proteini).ml™). Pienos Ca*" do membranovych
vacka probihd do dosazeni stacionarniho stavu (cca 20 min; obr. 2A). Ligand je nutno
pridat v malém objemu 3 X po sob¢. 2. a 3. pfidavek umozni urcit nespecifické zvyseni
fluorescence (mély by byt stejné &i nizsi neZ prvni a odpovidat mnozstvi Ca** obsazenych
v zasobnim roztoku ligandu), které je pak tieba odecist od prvniho zvySeni (obr. 2B).

Cely systém byl testovan na receptoru pro InsP; (InsP;-R; Krinke 2003). Koncentrace
InsP; v reakéni smési by vdaném piipadé neméla vyznamné piekroéit 500 nmol.l”
(100 nmol.I"" pro jeho u¢inngjsi funkéni analog adenophostin A (APA); Beecroft et al.
1999), aby pufrovani uvolnénych Ca®" piitomnym ligandem nebylo vyznamné. Zaroveii
by tato koncentrace méla byt dostatecna na to, aby hned prvnim piidavkem ligandu byly
témeét upln€ vyprazdnény membranoveé vacky citlivé na tento ligand. V pfipadé InsP;-R
uvedené koncentrace liganda tuto podminku spliuji.
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Obr. 2. Pribéh nasavani Ca** mikrosomalni frakci (MF) z kvétenstvi kvétdku a uvolnéni Ca*
pridavkem nefluorescenéniho Ca®" ionoforu (A). Efekt ptidavku InsP; (0,5 nmol) na MF z krysich
hepatocytt po ukonéeni nasavani Ca®* (B).

Celkové uvolnitelné mnozstvi Ca®* Ize uréit piidavkem 5 pmol.1" nefluorescenéniho
ionoforu 4-Br A23187 (Molecular Probes; 2 x po sobé, 2. pridavek opét pro urCeni ne-
specifického zvyseni fluorescence). Na konci kazdého méteni je tieba zjistit, jaka je ma-
ximalni fluorescence indikatoru v daném vzorku ptidavkem 2,5 mmol.I"! CaCl,. Hodnota
maximalni fluorescence umoznuje korigovat namétené hodnoty fluorescence na vnitini
filtra¢ni efekt vzorku (jedna se o suspensi, kterda sama absorbuje a rozptyluje svétlo). Na-
meéfené hodnoty fluorescence je mozno pouzit pro vypocet latkového mnozstvi uvolné-
nych Ca®" s pomoci nasledujicich bilanénich a rovnovaznych vztahi:
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, F—F.

Ca*1,.=K -3-C min

[Ca™ ;. ¢ (fluo a) F_—F

[ fluo - 3] free [Ca] free
[Mg* ), =[Mg*' 1, +[ATP—Mg] Kq(fluo =3 = Ca) = [ fluo -3 — Ca]
, . K (ATP - Mo [ATP] free [Mg] free
[Ca*],, =[Ca’1,,, +[ATP—Cal+[ fluo—3-Ca] a &)= TP Mg]
K ,(ATP - Ca) = m

[ATP],,, =[ATP],, +[ATP - Ca]+[ATP - Mg] a [ATP - Ca]

[fluo 3], =[flu0=3] ;,, +[fluo—3~Ca]

Hodnota fluorescence je nejprve piepoétena na hodnotu [Ca*'Jge. ata posléze na
[Ca®" o, ktera teprve odrazi skuteéné poméry v systému. Rozdil dvou jejich hodnot pred
a po pridavku ligandu udava mnozstvi Ca®>" uvolnénych otevienim iontového kanalu.

Pouzitelnost

Vérohodnost prezentované metody byla ovéfena na membranovych vaccich MF
z krysich hepatocyti, u kterych bylo popsano uvoliiovani Ca** indukované InsPs (Surroca
a Wolff 2000; obr. 3A). Metoda byla dale testovana na vybranych rostlinnych materia-
lech, znichZ jako nejvhodnéjsi pro dalsi studie InsP-R se ukazalo kvétenstvi kvétaku
(Muir a Sanders 1997, obr. 3B).
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Obr. 3. Piehled vysledkl pro jednotlivé ligandy u MF z krysich hepatocytd (A) au MF z kvé-
tenstvi kvétaku (B). Ligandy byly pfidany v nasledujicich latkovych mnozstvich: InsP; (0,5 nmol),
APA (0,1 nmol), L-InsP; (0,5 nmol) jako neaktivni strukturni analog InsP; (Polokoff ef al. 1988)
a nizkomolekularni heparin (M, = 3000) (3 nmol) jako inhibitor vazby InsP; na InsP;-R (Bultynck
et al. 2003). Objem reak¢ni smési byl 1 ml. Vysledky predstavuji primér + vybérova smérodatna
odchylka ze dvou nebo tfi paralel. InsP; - D-myo-inositol 1,4,5-trisfosfat, L-InsP; - L-myo-inositol
1,4,5-trisfosfat, APA - adenophostin A.

Praktické postiehy

Pro pfipravu reakéniho pufru je vhodnéjsi pouzit drazsi MgATP nez Na,ATP, protoze
se tim sniZi po&ate¢ni koncentrace Ca®’, &imZ se zvysi citlivost metody. Reakéni puft je
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vhodné pripravit vzdy Cerstvy, protoze ATP v reakénim pufru samovolné hydrolyzuje
a tento proces zvySuje pozadi méfeni uz po 8 hod od pripravy roztoku. Reakéni pufr nelze
zbavit Ca®" pomoci Chelex 100, protoze ATP ma v tomto pufru vy$i afinitu k Ca®" nez
Chelex 100. Na poc&ateéni koncentraci Ca®" ma také vyznamny vliv kvalita vody (vhodné
je pouzivat dvakrat deionizovanou vodu).

Diilezita pro prubéh celého méfeni je kyveta, kterd musi byt dostatecné uc¢inné micha-
na a temperovand. Vhodna byla 10 mm kyveta s vybrusem pro michadlo s 1 ml reakéni
smési. Kyvetu je nutno pred kazdym méfenim dikladné vyplachnout denaturovanym
ethanolem pro odstranéni zbytk ionoforu, deionizovanou vodou, 100 pmol.I"" EGTA pro
odstranéni zbytkt Ca®" z pfedchoziho méfeni maximalni fluorescence a nakonec opét
deionizovanou vodou.

Nasavani Ca*" dovniti membranovych vack se v piipadé pouziti fluo-3 projevuje
poklesem fluorescence, ktery je zpocatku rychly a pozdéji se zpomaluje. I kdyz neni usta-
leného stavu dosazeno ani po 20 min, neni dobré tuto fazi vice prodluzovat, aby se zabra-
nilo piipadné denaturaci iontového kanalu.

Problémy mohou zptsobovat zelené rostlinné materialy, protoze fluo-3 fluoreskuje
v zelené spektralni oblasti. Mnozstvi proteind v reakéni smési je tfeba upravit zvlast pro
kazdy pouzity biologicky material, voditkem mtize byt pokles maximalni fluorescence,
ktery by nemél presahnout 10 % hodnoty maxima pro €iry roztok.

Spravnost bilan¢nich vypoc¢ti je mozno ovéefit pfidavkem vnitiniho standardu
(1 pmol.I"" CaCl,) po druhém piidavku ionoforu a podle zméfeného zvyseni fluorescence
zpétné dopocitat tuto hodnotu.
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Studium interakci nukleovych kyselin s proteiny pomoci
piezoelektrického biosensoru.

KATERINA KUCHARIKOVA, HANA PIVONKOVA, MIROSLAV FOJTA

Laboratof biofyzikalni chemie a molekularni onkologie, Biofyzikalni Gistav AV CR, Kralovopolska
135, 612 65 Brno, (tel.: 541 517 197, e-mail: katka@ibp.cz)

Uvod

Biosensory jsou analytickd zafizeni, slouzici ke sledovani riznych biologickych ¢i
biochemickych déju. Biologicky systém je ve spojeni s fyzikalnim pfevodnikem a elektro-
nickym zesilovacem signalu. Jako biologicky material pro konstrukci biosensoru miize
slouzit napf. enzym, protilatka, antigen, nukleova kyselina, bakterie, cela buiika nebo
1 ¢ast rostliny (Ngeh-Ngwainbi et al. 1990).

Podstata metody

Piezoelektricky biosensor je tvofen piezoelektrickym krystalovym vybrusem, na jehoz
obou stranach jsou kovové elektrody (pro konstrukci biosensorii se pouziva nejcastéji
zlato, nékdy také stiibro nebo platina). Jeho schematicky néakres je uveden na obr. 1. Na
povrchu elektrod je imobilizovan bioligand selektivné interagujici s analytem. Zakladni
charakteristikou piezoelektrického biosensoru je jeho rezonanéni frekvence. Zména této
veliCiny je pfimo uméma zméné hmotnosti vrstvy na povrchu krystalu (systém tedy fun-
guje jako velmi citlivé mikrovahy - QCM (quartz crystal microbalance), ¢ehoz se vyuzi-
va pro stanoveni analytl ve vzorku. Vztah mezi zménou rezonancni frekvence (Af)
a zménou hmotnosti systému (Am) popsal Sauerbrey (Sauerbrey 1959):

2 Am
A
kde f, je pracovni frekvence krystalu [MHz], A je plocha elektrody [cm?].

Af =-23-10°f;

kiemenna destitka
\ Au elektrody

nosné dratky —;‘1:\- ---"/;-'f

kontakty
Obr. 1. Piezoelektricky krystal

Postup

Pti sledovani bioafinitnich interakci se nejcastéji postupuje tak, zZe jedna z reagujicich
latek je imobilizovana na povrchu krystalu a druhé je pfitomna volné v roztoku, pticemz

200



STUDIUM INTERAKCI NUKLEOVYCH KYSELIN S PROTEINY

se sleduje tvorba afinitniho komplexu. Pokud dojde k navazani latky na citlivy povrch,
projevi se to snizenim frekvence krystalového vybrusu. Experimenty se obvykle provade-
ji v pratokovém uspotadani, je tedy mozné sledovat cely priitb¢h reakce a ze zaznamena-
nych kiivek pak stanovit jeji rychlostni parametry.

Zakladem méfici aparatury je prutokova kyveta, do niz je vybrus vlozen. Pritok
a odtok kapaliny je feSen pomoci ocelovych trubic¢ek vsazenych do kyvety a silikonovych
hadicek, které spojuji métici kyvetu s peristaltickou pumpou. Pii méfeni je krystal svymi
kontakty spojen s oscilacnim obvodem, tzn. ze frekvence oscilace je urCovana samotnym
vybrusem (tzv. rezonan¢ni frekvence vybrusu) a jakakoliv zména na jeho povrchu se
projevi zménou v oscilaci. Dale je k méfeni potfebny vhodny detektor frekvence
s dobrym rozli§enim (min. 0,1 Hz). Vlastni frekvence je zaznamenavana pomoci piislus-
ného softwaru na pocitaci.

Na pocatku méfeni kyvetou protékd pouze pracovni pufr, pficemz je nutné vyckat
uplného ustaleni zakladni linie. Pfi pritoku vzorku, kdy dochazi k vazbé analytu na po-
vrch sensoru, se zaznamena tzv. asociacni faze kiivky. Poté lze do kyvety pustit opét
pouze samotny pufr a sledovat piipadny rozpad komplexu (disociacni faze).

Tento systém Ize pouzit obecné pii studiu jakychkoliv bioafinitnich interakci (protilat-
ka - antigen, avidin - biotin, hormon - receptor, hybridizace nukleovych kyselin). V nasi
laboratofi jsme se rozhodli ho aplikovat jednak na detekci hybridizace (DNA, oligo-
nukleotidy) a jednak na studium vazby nddorového supresoru, proteinu p53, na rtizné
typy DNA. DNA, resp. oligonukleotidu je realizovana pomoci siln¢ afinitni reakce mezi
streptavidinem a biotinem - streptavidin je imobilizovan na povrchu sensoru, biotin je
kovalentn¢ navdzan na pouzity oligonukleotid (komercn¢ dodavany). Schéma mozného
zplsobu imobilizace je zobrazeno na obr. 2. Dalsi zptisoby imobilizace viz. napf. Storri
et al. 1998 nebo Tombelli et al. 2002. Jinou moznosti je imobilizovat na povrch sensoru
nejdiive protein p53 ptes protein A a specifickou protilatku (napt. DO-1).
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Obr. 2. Imobilizace biotinylované DNA na povrch elektrod piezoelektrického krystalu modifiko-
vany avidinem (streptavidinem); pfevzato z Caruso ef al. 1997.
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[lustracni zdznam méfeni s krystalem modifikovanym streptavidinem je uveden na
obr. 3. Po ustaleni zakladni linie v pracovnim pufru (HEPES, pH 7,5) byl pufr nahrazen
roztokem kontrolniho oligonukleotidu (bez biotinu), po nékolika minutach byl pak tento
vzorek opét nahrazen pufrem. Z obrazku je patrné, ze vazba nebyla stabilni, protoze doslo
pouze k prechodnému snizZeni frekvence. Naopak, pfi pouziti oligonukleotidu znaceného
biotinem [biotin-(GAA),,], doslo k nevratnému snizeni rezonan¢ni frekvence, tedy k na-
vazani biotinu na streptavidin. Dal§im krokem byla interakce jiz navazaného oligonukleo-
tidu s kontrolnim oligonukleotidem s obecnou sekvenci. Jak je vidét ze zaznamu, k vazbe
nedoslo. Pfi pouziti oligonukleotidu s komplementarni sekvenci [(TTC);; - A,s] vSak
interakce nastala a snizeni frekvence oscilace bylo ireversibilni.

a b

! /

10 Hz

Obr. 3. Zaznam meéfeni s piezoelektrickym vybrusem modifikovanym streptavidinem. Pracovni
pufr: HEPES, pH 7,5; oligonukleotidy: a - kontrolni oligonukleotid s ndhodnou sekvenci bez bio-
tinu; b - biotin-(GAA),», koncentrace 1 pg.ml”; ¢ - (TTC),.Ass, koncentrace 2 pg.ml”. Dalsi
podrobnosti jsou uvedené v textu.

Zhodnoceni metody

Vyhodou této metody studia bioafinitnich interakci je moznost sledovani reakce
v realném Case bez nutnosti znaceni. Jiné metody, které se pouzivaji pro méfeni afinitnich
interakci, jsou obvykle zaloZeny na smiSeni interagujicich latek, dosazeni rovnovazného
stavu, separaci volnych a navdzanych molekul a kvantifikaci jedné z latek, k cemuz slouzi
vhodné detek¢ni znacky (radioaktivita, fluorescence). U téchto metod je navic obtizné
ziskat uplna kineticka data, zatimco v pfipad¢ afinitnich biosensort je mozné jednoduché
stanoveni rychlostnich parametrti reakce (asocia¢ni, disociacni, ptip. rovnovazné konstan-
ty) pfimo ze zaznamenanych kfivek (Skladal 1996). Podobna métfeni umoziuje jesté op-
ticky biosensor, ktery vyuziva principu povrchové plasmonové rezonance, nevyhodou
tohoto typu sensoru je vSak jeho cena, kterd muZze pievySovat cenu piezoelektrického
méticiho systému az o dva rady.
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Studium alternativnich rostlinnych telomer

ZUZANA KUNICKA

Laboratof analyzy biologicky vyznamnych molekulovych komplexti, Masarykova Univerzita
v Brné, Kralovopolska 135, 612 65 Brno, (tel.: 541 517 151, kunicka@ibp.cz)

Uvod

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na koncich linearnich eukaryotickych
chromosomt, které mimo jiné chrani chromosomy pied ucinky nukleas nebo pied jejich
vzajemnou fuzi pfi vzniku chromosomalnich zlomt. Jsou tvofeny vysoce konzervativni-
mi repetitivnimi sekvencemi, které jsou specifické pro rizné typy organismu a zaroven
spole¢né pro skupinu organismi (Biessmann a Mason 1994). Typickym zastupcem na
poli rostlinném je Arabidopsis thaliana, jejiz telomery jsou sloZeny ze sedminukleotidové
repetice (TTTAGGG),.

Telomerova DNA je syntetizovana pomoci enzymu zvaného telomerasa, ktery se vaze
na 3’-jednofetézcovy presah chromosomového konce, k némuz piidava dalsi telomerové
repetice. Timto mechanismem fesi eukaryotické buiiky problém replikace konct linear-
nich chromosomil. Telomerasa je ribonukleoproteinova reverzni transkriptasa, skladajici
se ze dvou podjednotek - RNA podjednotky, kterd obsahuje templatovou oblast pro syn-
tézu telomer, a katalytické proteinové podjednotky TERT (telomerase reverse trans-
criptase), pricemz pro jeji enzymatickou ¢innost je nutna pfitomnost obou podjednotek.

Hlavnim rostlinnym telomerovym motivem je repetice (TTTAGGG),, v posledni dob&
byly v genomech nékterych rostlin kromé téchto typickych telomerickych sekvenci po-
psany ijiné typy (napt. lidsky, Tetrahymena) (Sykorova et al. 2003). VétSina téchto po-
znatkll byla dosud ziskavana pomoci Southernovy hybridizace nebo fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Tyto metody nejsou dostateéné piesné k zodpovézeni otazek, jestli
jde o disledky evolu¢niho procesu, zda je v téchto rostlinach pfitomna telomerasa, synte-
tizujici odlisné telomerové sekvence, event. zda se u téchto rostlin nevyskytuje vice telo-
meras vedle sebe. Na tyto otazky Ize odpoveédét pomoci metody TRAP (telomere repeat
amplification protocol) pouzivané pro stanoveni aktivity telomerasy v lidskych bunkach
(Kim et al. 1994). Zatimco v tomto ptipad¢ jde o takika ,rutinni” zalezitost, stanoveni
aktivity telomerasy v rostlinach je variabilnéjsi a stale zde ,,Cihaji” mnoha tskali.

Ackoli je dnes jiz jasné, ze mnohé rostliny s ,,netypickymi” telomerami pouze zaméni-
ly Arabidopsis-typ telomerické sekvence za lidsky typ, stale existuji a objevuji se i dalsi

203


mailto:kunicka@ibp.cz

7. KUNICKA

rostlinné druhy, u kterych se nevyskytuje rostlinny ani jiny podobny minisatelitni telome-
rovy motiv. Prvni objevenou vyjimkou byla Allium cepa (Pich et al. 1996) a doposud
neni jisté, ¢im jsou tvofeny konce jejich chromosomt ajakym zplisobem feSi konco
veé-replikacni problém.

Hlavnim ukolem plynoucim z téchto poznatkl je zjistit, jestli je v bunkdch Allium
cepa obsazena rostlinna telomerasa nebo jiny typ, ktery by syntetizoval odlisné telomero-
vé sekvence.

Metoda

Stanoveni aktivity telomerasy v rostlinach se provadi pomoci modifikované verze
TRAP (Fitzgerald et al. 1996), ktera byla piivodné vytvofena pro stanoveni aktivity telo-
merasy v lidskych buiikach. Telomerasa nema striktni sekvenéni pozadavky a je schopna
prodluzovat i oligonukleotidy, které nemaji zjevnou homologii s telomerovymi repetice-
mi. Této skute¢nosti se vyuziva pravé v pokusech in vitro, kde se jako substrat pouzivaji
syntetické oligonukleotidy.

V prvni fazi jsou na substratovy netelomericky oligonukleotid telomerasou postupné
prisyntetizovavany telomerové repetice a v druhé se pomoci klasické PCR amplifikuji
produkty pfidanim reversniho primeru s telomerickou sekvenci. Produkty PCR jsou dete-
govany pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE), pficemz vznika charak-
teristicky zebftik produktt lisicich se o sedm paru bazi, tedy jednu rostlinnou telomerovou
repetici.

Pristrojové vybaveni

Termocyklér, stolni centrifuga, zatizeni pro polyakrylamidovou gelovou elektroforé-
zu, fluorescenéni detektor, software pro analyzu dat ziskanych z detektoru.

Pracovni postup

Piiprava telomerasového extraktu (Fitzgerald ef al. 1996) z d€livych pletiv rostliny
(kotinky, kotenové $picky..).

Stanoveni koncentrace proteinii (Bradford 1976).

Samotna TRAP se sklada ze dvou krokti: prvni faze - extenze, probiha 45 minut pii 26 °C.

Reakéni smés obsahuje 46 ul TRAP pufru (Fitzgerald ef al. 1996), 10 pmol denaturo-
vaného substratového oligonukleotidu a 5 - 500 ng celkového proteinového extraktu. Po
prvnim kroku se smés zahieje 10 minut na 95 °C a po ochlazeni na 80 °C se piida do kaz-
dé reakce smés obsahujici 2 jednotky termostabilni DNA polymerasy (napt. Dynazyme 11
DNA polymerase (Finnzymes)) a 10 pmol reversniho primeru. Doba této faze je obvykle
umérna poctu PCR rekci - asi 5 az 10 minut. Poté jsou amplifikovany produkty reakce
v 35 cyklech: 95°C/30s, 65°C/30s, 72 °C/30 s ana zaver nasleduje konecna extenze
10 minut pti 72 °C.

Separace produktti probiha pomoci gelové elektroforézy na 12,5 % polyakrylamido-
vém gelu.

Produkty jsou obarveny Sybr Greenem (Molecular Probes) a nasledné méfeny na
STORM PhosphoFluorlmager.
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Vysledky TRAP

V prvni fadé byly provedeny pokusy detegovat rostlinnou telomerasu v Allium cepa.
V klasickém usporadani pokusu s rostlinnym reversnim primerem nebyl ziskan zadny
produkt indikujici pfitomnost telomerasové aktivity v cibuli. Protoze je zndma riizna pre-
ference pro substratové primery telomerasou riznych rostlin (Fitzgerald ef al. 1996), po-
kus byl dale modifikovan pouzitim nékolika riznych substratovych primerti. Po ziskani
dalsich negativnich vysledkd bylo nutné zjistit, jestli cibulovy extrakt neobsahuje inhibi-
tory telomerasy. V pokusu, kdy se sméSoval cibulovy proteinovy extrakt s telomerasa-po-
zitivnim extraktem ze Silene latifolia (viz. obr. 1; Cisla udavaji koncentraci proteinového
extraktu v reakci) bylo prokazano, Zze extrakt cibule telomerasu S. latifolia neinhibuje,
naopak, jeji aktivita mirn€ narGsta.

Protoze nékteré rostlinné genomy neobsahuji pouze rostlinny telomerovy motiv, bylo
nutné rozsitit spektrum vysSetfovanych telomerickych sekvenci. Pouzitim sekvenéné spe-
cifickych reversnich primerd pro rizné typy telomerickych sekvenci (lidsky, Chlamydo-
monas, Tetrahymena) bylo zjisténo, ze v cibulovém extraktu se nenachazi telomerasa,
ktera by syntetizovala telomerovou sekvenci zadného z téchto typii. Otazka mechanismu
replikace koncli chromosomu A/lium cepa tedy zistava stale nezodpovézena.

I ptes to, Ze u Allium cepa nebyla detegovana telomerasova aktivita, diky této ,,anoma-
lii” se podafilo vyzkouset velké mnozstvi substratovych a reversnich primerd, které mo-
hou byt nasledné vyuzity pfi vyzkumu na dalSich rostlindch, predevsim téch, které ve
svém genomu obsahuji nékolik variant telomerovych sekvenci. Dal§im pozitivem je op-
timalizace rostlinné TRAP a minimalizace chyb.

Casova naroénost metody neni vysoké; jedna série stanoveni trva véetné vyhodnoceni
dva dny.

Allium - 5 50 - - 5 50 5 50
Silene - - - 5 50 5 50 50 5
e ;
it

o -
-y Ed R I

Obr. 1. Koneény vystup po provedeni rostlinné TRAP - typicky heptanukleotidovy Zebiicek.

Uskali metody

Je dulezité brat zietel na nebezpec¢i kontaminace reakce PCR produkty, které mohou
tvotit faleSné-pozitivni vysledky. Diky negativni kontrole (samotny extrakéni pufr) zata-
zené do kazdé PCR tady, mizeme zjistit zda nedochazi naptiklad k fetézeni primerti.
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Muze dochazet i k falesné negativité¢ v disledku pisobeni inhibitorti telomerasy nebo
degradace proteint, proto je nutné zaradit kromé negativni kontroly do kazdé série stano-
veni 1 pozitivni kontrolu (proteinovy extrakt s telomerasovou aktivitou).

Je nutné pouzivat Spicky s filtrem z diivodu moznych kontaminaci pfedevsim v kroku
pridavani smési polymerasy a reversniho primeru do reakce.

Telomerasovy extrakt je velmi citlivy na teplotu, zejména na opakované zmrazovani
arozmrazovani, po nékolika pouzitich aktivita telomerasy v extraktu klesa, proto je
vhodné rozdélit zasobni roztok do vice alikvotli a z nich potom nafedit n¢kolik pracov-
nich roztokli o pozadované koncentraci proteinti.

Srovnani s alternativnimi metodami

Telomerasu Ize v rostlinach detegovat také piimo (Fajkus et al. 1996), tato metoda ma
ale oproti TRAP vice nevyhod, pfedevsim je pro praktické ucely malo citliva a je nutna
velka spotieba isotopu. Vyhodou je ovsem absence artefaktil, které mohou vzniknout pfi

PCR kroku TRAP.

Aktivita telomerasy metodou TRAP byla také pivodné stanovovana radioaktivng, jeji
neradioaktivni modifikace byla poprvé pouzita BFU AV CR (Riha et al. 1998). Jeji vel-
kou vyhodou je snadna detekce telomerasovych produkti a odpada prace s isotopy.
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Zpusoby detekce polymorfismu homolognich DNA a jejich vyuziti
pri studiu zmén ve struktuie rodi¢ovskych genomi u modelovych
allotetraploidnich druhi rodu Nicotiana a Tragopogon

ROMAN MATYASEK, KAMILA SKALICKA, ALES KOVARIK

Biofyzikalni tstav AV CR, Laboratof molekularni epigenetiky, Kralovopolska 135, 612 65 Brno,
tel.: 541 517 230, e-mail: matyasek@ibp.cz

Uvod

Vyznam studia polyploidie u rostlin spociva ve zjisténi, ze az 95 % kaprad’orostl a az
80 % krytosemennych rostlin je polyploidnich a navic mnoho ekonomicky vyznamnych
plodin a okrasnych rostlin jsou pfirodni autopolyploidy (vojtéska, brambory) nebo pfiro-
zené allopolyploidy (pSenice, je¢men, kavovnik, fepka, sdja, cukrova titina, tabak, bavl-
na, kosatce, rize, jahodnik, ostruzinik, Svestka, atd) Spojené rodiCovské genomy procha-
zeji po vzniku allopolyploidu casto velmi aktivnim procesem genomové reorganizace,
pravdépodobn¢ v diisledku vzniku novych mezigenomovych interakei, jez jsou umoznény
teprve po spojeni ptivodné oddélenych diploidnich genomi. Tato reorganizace zahrnuje
jak genetické (rychlé a v nékterych pfipadech fizené strukturni zmény zahrnujici ztratu
a znovuobjeveni rodiCovskych sekvenci, jako itvorbu novych struktur DNA ptvodné
nepfitomnych v rodiovskych genomech), tak epigenetické (jadérkova dominance,
umlcovani gend, aktivace mobilnich elementtl) procesy. Tyto zmény pravdépodobné sta-
bilizuji ptivodné nestabilni hybridni genom tim, Ze snizuji obsah homolognich lokust
u homeolognich chromosomtl, jez mohou naruSovat spravné parovani homolognich sek-
venci pfi meiose. Aby mohla byt co nejdiive obnovena fertilita allotetraploidu a tim i jeho
uspésnost, musi tento proces probéhnout rychle. Skutecné, u nékterych modelovych allo-
tetraploidnich rostlin jako je Arabidopsis, Brassica, Aegilops-Triticum jsou nékteré tyto
zmény patrné jiz v diploidni F1 generaci a vétSina z nich probéhne v nékolika malo gene-
racich po tetraploidizaci. Naproti tomu existuji allotetraploidni rostliny, jako je Gossypi-
um a Spartina, jez vykazuji i po mnoha generacich téméf uplnou aditivitu rodicovskych
genomtl. Nelze proto dopiedu predvidat, co se stane s rodicovskymi genomy po vzniku
hybridu, zda prob¢hne rychla a rozsahla reorganizace rodi€ovskych genomi nebo bude
hybridni jadro od zacatku stabilni. Porozuméni molekularnim mechanismim, zahrnutym
jak v rychlych zménach genomu ihned po vzniku nového hybridu, tak i ve stabilizaci
polyploidu béhem nasledné diploidizace je dulezité pro zdokonaleni manipulace s jejich
genomy. Pro dostateCnou charakterizaci chovani obou genomil je Casto tfeba analyzovat
co nejvetsi ¢ast genomu, nebot’ ne vSechny lokusy se chovaji stejné. Jak se bude dany
lokus (sekvence) chovat zalezi zfejme na mnoha faktorech jako je rodiCovsky puvod lo-
kusu; fylogeneticky vztah mezi rodicovskymi genomy; charakter sekvence (délka, pocet
kopii ajejich vzdjemné uspofadani, transkripcni aktivita, druhova specifita vzhledem
k rodi¢tim); poloha na chromosomu jak prostorova (subtelomericka, centromericka) tak
i ve vztahu k jejimu molekularné genetickému okoli (sousedstvi heterochromatinu, pro-
motorovych sekvenci); stupeini ploidie; stadium vyvoje rostliny (Wendel 2000). Pro detek-
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ci téchto moznych potencionalné rychlych zmén je tedy vhodné mit k dispozici jednodu-
ché, ¢asove a finan¢né€ nenarocné metody, jez jsou schopny odlisit homologni, ale ne to-
tozné sekvence DNA, pivodem od jednotlivych rodi¢ovskych genomi, poptipadé dete-
govat zmény v jejich okoli. V nasi laboratofi se zabyvame vyvojem repetitivnich sekvenci
u modelovych allotetraploidt rodt Nicotiana a Tragopogon. Rod Nicotiana (tabak) obsa-
huje ptiblizn€ 70 - 100 druht pfi¢emz ptiblizné 10 z nich je polyploidniho ptivodu a u tii
pomérné starych allotetraploidi N. tabacum, N. rustica a N. arentsii jsou s velkou prav-
dépodobnosti identifikovani i diploidni rodice. Rod Tragopogon (kozi brada) zahrnuje
rovnéz nekolik desitek druhti véetné dvou nedavno (fadoveé desitky let) vzniklych allo-
tetraploidit 7. mirus a T. miscellus.

Pi‘ehled metod vhodnych k rychlé detekci polymorfismu v DNA

Jedno z moznych zakladnich déleni elektroforetickych metod, uzivanych k detekcei
polymorfismu v DNA, je zalozeno na stupni struktury DNA, jejiz zména je detegovana
(seznam metod), /vyhody/, {nevyhody}:

primarni struktura (restriction fragment length polymorphism - RFLP, rizné typy PCR
- polymerase chain reactions), /snadno proveditelné/, {ne vzdy se podati detegovat exis-
tujici polymorfismus};

sekundarni a terciarni struktura (single strand conformational polymorphism - SSCP,
denaturing gradient gel electrophoresis - DGGE, heteroduplex analysis - HDA, dsDNA
conformation analysis - DSCA, cleavage fragment length polymorphism - CFLP), /vyssi
pravdépodobnost detekce polymorfismu/, {vyssi pozadavky na technické vybaveni}
jsou zaloZeny na zpUsobu detekce (seznam), /vyhody/, {nevyhody}:

molekularni hybridizace se specifickou sondou (RFLP, DGGE, SSCP, HDA, DSCA),
/vys$si ptesnost, reprodukovatelnost a spolehlivost, sila méfeného signalu je viceméné
umérna obsahu studované sekvence - moznost kvantitativniho stanoveni, mozna rehybri-
dizace s vice sondami/, {nutnost pfenosu na membranu, pouziti znac¢ené sondy }

amplifikace pomoci PCR s pouzitim specifickych (PCR, PCR-RFLP, PCR-SSCP,
PCR-DGGE, PCR-HDA, PCR-DSCA, PCR-CFLP), nebo nespecifickych (RAPD — ran-
dom amplified polymorphic DNA, AFLP - amplified fragment length polymorphism,
MSAP - methylation sensitive amplified polymorphism) primerd, /jednoduchost tj. neni
potfeba znacit DNA a pfenos na membranu a v piipadé RAPD a AFLP neni nutna znalost
sekvence, amplifikaci cDNA Ize analyzovat zmény v expresi prislusného lokusu/, {nelze
snadno kvantifikovat coz mlize v extrému vést k tomu, Ze se amplifikuje pouze Cast ho-
molognich sekvenci pfitomnych v genomu ve vice kopiich}. PCR metody, jez vyuzivaji
nespecifickych primerd detekuji obecné zmény v rozsahlejsi oblasti genomu a tyto je nutno
nasledné dale specifikovat napiiklad pomoci sekvenovani nebo molekularni hybridizace.

Princip a popis jednotlivych zakladnich metod, naroc¢nost, tipy, triky
RFLP

Je zaloZena na pfitomnosti/neptitomnosti cilovych mist pro restrikéni endonukleasy
(RE) v dané oblasti genomové DNA, pricemz piritomnost/nepfitomnost restrikénich mist
je ovlivnéna bodovymi mutacemi. Metoda je velmi jednoducha a reprodukovatelna, ale je
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schopna postihnout pouze ty zmény, jez postihuji cilova mista pro RE. Pro rychlou
a uspesnou detekcei polymorfismu je tedy nutno hned ze zacatku pouzit vice RE se Ctyt-
nukleotidovymi cilovymi misty a teprve na zaklad¢ téchto vysledkt Ize lokus jemnéji
mapovat pomoci RE s vice nukleotidovym cilovym mistem. Vzhledem k tomu, Ze rost-
linny genom obsahuje vysoky obsah 5-methylcytosinu a mnohé RE jsou citlivé k jeho
pritomnosti v cilovém mist¢, je nutno volit pro genetické analyzy methylacné necitlivé
RE. Pouzitim methyla¢né citlivych RE, nejlépe v kombinaci s jejich necitlivymi isoschi-
somery (bohuzel existuje velmi malo takovych dvojic jako jsou Sau 3AI-Mbo I, Bst
NI-Eco RIl, Hpa 11-Mspl), 1ze analyzovat zmény v methylacnim stavu lokusu a tedy sle-
dovat epigenetické zmény. Pii analyze jinymi metyla¢n¢ citlivymi RE je nutné zjistit, zda
porovnavané lokusy dané misto obsahuji a to nejlépe St€penim piislusného PCR produktu
danou RE. Stépné produkty (genomova DNA, specificky PCR produkt) jsou déleny b&z-
nou horizontalni agarosovou elektroforézou a detegovany molekularni hybridizaci nebo
v pripad¢ §tépeni specifického PCR produktu pfimo barvenim.

SSCP (Orita et al. 1989)

Vyuziva skute¢nosti, Ze na rozdil od dvouvlaknové dsDNA, jednovlaknové fragmenty
ssDNA tvofi snadno terciarni strukturu zavislou na potadi nukleotidi v dtsledku rizného
poctu parovanych bazi uvnitt vlakna. Tedy, jak navzajem komplementarni vlakna, tak
homologni vlakna s malymi zménami (v¢etné jediné bodové mutace) v nukleotidové sek-
venci mohou, ale nemusi, vykazovat odlisné pohyblivosti pfi nativni polyakrylamidové
gelové elektroforéze (PAGE). Tercidlni struktura jednovlaknové DNA vSak miize byt
ovlivnéna nejriznéj§imi fyzikalnimi podminkami jako je napf. teplota, pH, iontova sila
a hydrofobnost prostfedi, a proto citlivost SSCP zalezi na téchto (a mnoha jinych) pod-
minkach. I kdyz jsou znama jistd empiricky zjisténa voditka pro vybér separacnich pod-
minek pro sekvencni varianty daného lokusu, neni stile mozné s jistotou predpovedét,
zda ur€itd mutace mize byt za danych podminek zjistitelnd a je proto nékdy nutné pod-
minky pro uspé$nou detekci polymorfismu empiricky zjistit. Usp&snost detekce mutaci
u PCR-SSCP je obecné vyssi nez 80 % pro jeden béh u fragmentu krat$itho nez 300 pb.
Protoze uspésnost neni 100 % ni, absence polymorfismu prouzki jesté nemusi znamenat,
7ze DNA nejsou polymorfni. V porovnani s jinymi metodami je u této metody relativné
nizka citlivost k detekci G-C zamén.

dsDNA fragment urceny k analyze se pfipravuje Stépenim genomové DNA pomoci
vhodnych RE nebo pomoci PCR se specifickymi primery. Citlivost SSCP je optimalni
pro fragmenty vrozmezi 100 az 300 pb, ikdyz iupodstatn¢ delSich fragmentd lze
v nékterych specialnich ptipadech polymorfismus uspésné detegovat (viz. nize), jinak Ize
prilis dlouhé fragmenty PCR produktd zkratit St¢penim vhodnou RE. ssDNA se pak pfi-
pravi bud’ tepelnou denaturaci dsDNA v pfitomnosti latky zabranujici renaturaci (forma-
mid, DMSO), nebo pomoci asymetrické PCR, kdy jeden primer je pfitomen ve velkém
nadbytku. Vyhodou denaturace dsDNA je jednoduchost, nevyhodou je mnohdy pomérné
rychla renaturace vzorku v pocatecnich stadiich elektroforézy a tudiz nutnost rychlého
nanéSeni vzorku, dostateéné ziedéného a za chladu. Nevyhodou asymetrické PCR je po-
mérn€ obtizné stanoveni optimalnich podminek. Jako nosice se pro vlastni elektroforézu
pouziva nejCastéji akrylamidového gelu. VEtsSinou (ale ne vzdy) plati, Ze ¢im je gel hustsi
tim jsou relativné vétsi rozdily v pohyblivostech jednotlivych konformerti, pficemz rov-
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néz stupen zesitovani gelu hraje urcitou roli. Pro fragmenty kratsi nez 200 pb doporucuji

15 % gel zesitovany 44 : 1, pro delsi fragmenty (nad 300 pb) 1ze doporucit gel 7 - 10 %.

Pro stanoveni optimalni délky elektroforézy je nutno upozornit na fakt, ze ¢im delsi

fragment DNA tim se ssDNA pohybuje relativné pomaleji vzhledem k dsDNA pii¢emz

plati, Ze ptiblizné stejnd pohyblivost je u fragmentt délky ptiblizné 100 pb. Lze pouzit
1jiné gelové matrice jako je MDE (mutation detection enhancement), GeneAmp, Hydro-
link gels jakozto i agarosovych gelii pro specialni pfipady jako je napf. rozliSeni minisate-
litnich isoalel az do délky fragmentu 7 kb. Zda se, Ze pro kazdy fragment DNA o urcitém
obsahu GC a sekvenci existuje optimalni teplota, pii niz se nejlépe projevi polymorfis-
mus. Tuto teplotu je vSak nutno empiricky zjistit a proto se vétSinou pouziva nizsi teplota
(4 - 10 °C) z divodu vétsi pravdépodobnosti vzniku stabilni terciarni struktury, ale mohou
byt ptipady, kdy lepsich vysledkd dosahneme pii teploté vyssi. Je vhodné pouzit co nej-
vysS8i napéti, které jesté nezptisobuje zahiivani gelu (napétovy gradient by nemél piesah-
nout 8 V.cm™). Zmén v pH, iontovém sloZeni, poptipadé permitivité elektroforetického
prostfedi mize byt dosaZzeno zménou pufru nebo jeho koncentrace a/nebo piidavkem
inertnich neiontovych komponent jako napt. glycerolu (5 - 10 %) nebo sacharosy (10 %),
které zvysuji citlivost detekce u fragmentd s vysokym obsahem GC. Pii pfimé analyze
genomové DNA se detekce provadi pomoci molekularni hybridizace se znacenou speci-
fickou sondou. Detekce PCR produktd se provadi bud’ barvenim gelu ethidiumbromidem

(protoze ethidiumbromid je interkala¢ni €inidlo neni barveni ssDNA pfili§ ucinné), stiibr-

nymi ionty apod./, nebo se mohou pouzit riizné¢ znacené primery pro PCR a ty detegovat

autoradiografii nebo fluorescenci.
Varianty SSCP:

MS-SSCA (methylation-sensitive single-strand conformation analysis) umoziuje detekci
zmén methylace cytosinti v daném lokusu. Bisulfitova modifikace DNA a nasledna PCR
amplifikace za pouziti primert specifickych pro bisulfitem modifikované sekvence ma
za nasledek pfeménu cytosinli na thyminy, kdeZto methylované cytosiny zistavaji ne-
zménény. Vysledkem modifikace je vytvoreni sekvencnich rozdili mezi methylovanymi
a nemethylovanymi vzorky, jez mohou byt odliSeny pomoci SSCP.

rSSCP (RNA-SSCP). Protoze RNA-RNA parovani je stabilnéjsi nez DNA-DNA parovani
muize sSRNA nabyvat vét§iho poctu stabilnich konformacnich struktur a tedy byt citli-
veéjsi ke zmeénam sekvence a tudiz miize detegovat zmény, jez klasickd SSCP nebyla
schopna detekovat (napfiklad lze efektivné jednorazové analyzovat podstatn¢ delsi
ken naptiklad vnesenim RNA polymerasovych promotort a proto se vyuziva vyjimecné.

REF-SSCP (restriction endonuclease fingerprinting). Kombinaci RFLP a SSCP deteku-
jeme mutace na zakladé vzniku/ztraty restrikénich mist a/nebo anomalni pohyblivosti
fragmentl. Tedy jde o elektroforézu né€kolika dsDNA fragmentli v jednom b¢hu.

HDA (Nagamine CM et al. 1989)

Vyuziva rozdilu v pohyblivostech homoduplexu a heteroduplexu DNA pfi elektrofo-
réze. Dvé srovnavané DNA jsou smichany, denaturovany a ponechany renaturovat. Je
srovnavan elektroforetickd pohyblivost vzniklého heteroduplexu s pivodnimi vzorky
(homoduplexy). Mtze se pouzivat v kombinaci s SSCP na jednom gelu ¢imz Ize dosah-
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nout témeét 100 %-ni uspesnosti pii detekci polymorfismu a v podstaté plati totéz co bylo
feceno u SSCP metody. Pro zvyseni citlivosti je mozno u HDA volit mirn€ denaturacni
podminky elektroforézy. Velikostni limit je vys$si nez u SSCP (800 pb).

DGGE (Fodde a Losekoot 1994)

Vyuziva rozdilu v thermodynamické stabilité dsDNA fragmentl o riznych sekvencich
a obsahu GC. Kratké (200 - 700 pb) genomové nebo PCR restrikéni fragmenty jsou
podrobeny elektroforéze v denaturacnim gradientovém akrylamidovém gelu smérem od
nizs$i k vyssi denaturacni tc¢innosti. Zpocatku se fragmenty pohybuji jako dsDNA tedy
podle molekulové hmotnosti. V zavislosti na sekvenci, kazdy dosahne bodu, kdy dsDNA
zacne denaturovat v jiné sile denaturantu a tudiz iv jiné vzdalenosti od startu. Protoze
Castecna denaturace siln€ snizuje pohyblivost molekuly a navic nakonec mize dojit k se-
paraci jednotlivych vlaken je pozorovana riizna primérna (vysledna) pohyblivost jednot-
livych fragmentl. Denaturace se dosahuje bud’ chemicky (ptidavek mocoviny a formami-

wrv
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99 %-ni uspésnosti detekce polymorfismu pro fragmenty krat$i nez 500 pb. Nesnadna
analyza GC bohatych fragmenti DNA.

DSCA

dsDNA obsahuje konformacni polymorfismy (napf. ohyb na sekvencich oligo dA),
které Ize identifikovat pomoci PAGE kdy stejné¢ dlouhé dsDNA fragmenty, riizn¢ ohnuté
v zavislosti na sekvenci, vykazuji pfi nativni PAGE rGznou pohyblivost. Lze fici, Ze tato
metoda je nejjednodussi, ale nejméné citliva. Pro podminky plati v podstaté totéz co bylo
feceno u SSCP.

CFLP (Fofana et al. 1998)

Vyuziva schopnosti specidlnich endonukleds (cleavase I) stépit fetézec DNA na roz-
hrani mezi ssDNA a dsDNA u vzniklé terciarni struktury (zavislé na sekvenci nukleotidt)
jednotlivych vlaken po denaturaci dsDNA. Po $tépeni vznika kolekce fragmentt specific-
ka pro dané vlakno. Vhodné jsou fragmenty do velikosti 2 kb. D¢leni vzniklych fragmen-
tl probiha pfi denaturacni PAGE.

Obsahem presentace bude prednést vysledky aplikace popsanych metod a jejich srov-
nani pii analyze vyvoje druhove specifickych i druhové nespecifickych (rDNA) repetitiv-
nich sekvenci u pfirozenych a synthetickych allotetraploidnich druhii rodu Nicotiana
a Tragopogon ve srovnani s diploidnimi rodici.
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Uvod

Procesy patogenese houbovych parazitii rostlin maji fadu spole¢nych znak z hlediska
mechanismil pronikani do pletiv, prvnich infekénich stadii, ale i obrannych reakci rostlin
(Lebeda 1988, Lebeda ef al. 2001a, Sedlarova a Lebeda 2002). Na druhé strané vSak exis-
tuji v téchto procesech i velmi vyznamné rozdily mezi hlavnimi trofickymi skupinami
fytoparazitickych hub. Z tohoto pohledu reprezentuji biotrofni parazitické houby vysoce
specializovanou skupinu, ktera je charakteristicka fadou odlisnosti (Lebeda a Schwinn
1994, Bélanger et al. 2002, Spencer-Phillips et al. 2002). Nase prace se v poslednich le-
tech zaméfuje na dvé modelové interakce hostitel - biotrofni parazit: Lycopersicon spp. -
Oidium neolycopersici (Lebeda a Mieslerova 2000) a Lactuca spp. - Bremia lactucae
(Lebeda et al. 2001b). Histochemické metodické aspekty studia téchto interakci jsou
predmétem této prace.

Oidium neolycopersici L. Kiss, pivodce padli rajc¢at, je biotrofni patogenni houba
patfici do tadu Erysiphales (Ascomycota). Jeji prvni vyskyt na rajCatech byl v Evropé
zaznamenan v roce 1986, doprovazeny naslednym epidemickym Sifenim (Mieslerova
a Lebeda 1999). V Ceské republice byl poprvé pozorovan v roce 1988 (Lebeda a Rod
1990). Studium hostitelského okruhu ukézalo, Ze O. neolycopersici napada Siroké spekt-
rum druhti rostlin nejen z ¢eledi Solanaceae (Lebeda a Mieslerova 1999), ale i fady dal-
Sich celedi (Whipps et al. 1998). Vyzkum zdroju rezistence potvrdil, Ze vSechny odrady
kulturniho rajéete (Lycopersicon esculentum) jsou vysoce nachylné, naopak uc¢inné zdroje
rezistence existuji mezi planymi druhy rodu Lycopersicon (L. chmielewski (LA 2663),
sttedné rezistentni; L. hirsutum (LA 2128), vysoce rezistentni) (Mieslerova et al. 2000).
Kultivace rostlin, patogenu a metodu inokulace popsali Lebeda a Mieslerova (1999).

Druhym modelovym objektem je plivodce plisné salatové (Bremia lactucae Regel,
Peronosporales, Oomycota). Tyto houby jsou typické vétsi vazbou na vodni prostiedi
(vlhko) a pfitomnosti celulosy v bunécné stén€. Penetrace probihd pifimo a mycelium
roste intercelularné (na rozdil od padli, ktery je ektoparazit a mycelium roste na povrchu
rostlinnych organti a do epidermalnich bunck vysild pouze haustoria). Vztah mezi
hostitelem (Lactuca spp.) a patogenem (B. lactucae) je vysvétlovan na zaklad¢ teorie
gen-proti-genu. V soucasnosti je uvadéno vice nez 40 znamych rasové specifickych gent,
resp. faktord rezistence (Lebeda a Zinkernagel 2003). V obrannych reakcich kulturnich,
ale i planych Lactuca spp. byly kromé rasové specifi¢nosti popsany nejméné tii dalsi typy
rezistence (rasov¢ nespecificka, polni a nehostitelskd) (Lebeda et al. 2001b). I v ramci
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rasove¢ specifické rezistence existuji velké rozdily v jejim projevu (napf. hypersenzitivni
reakce, reakce subepidermalnich bunék, cytoskelet, fenolické latky) (Lebeda a Sedlarova
2003). Kultivace rostlin patogenu a metoda inokulace byly popsany v praci Sedlarova
et al. (2001).

Béhem prvnich hodin po inokulaci patogenu na listy dochazi k syntéze fady nizkomo-
lekularnich antimikrobialnich latek (chinonti, fenolt, alkaloidli) a k expresi proteind spo-
jenych s patogenesi a obrannou reakci rostlin (Lebeda et al. 2001a). Za jeden z vyznam-
nych faktorti v obrannych reakcich rostlin je povazovana ptitomnost aktivnich forem kys-
liku (AOS), které se podileji na vzniku bunécné smrti (Bestwick et al. 1998). Na katabo-
lismu peroxidu vodiku se podili katalasa (EC 1.11.1.6) a peroxidasa (1.11.1.7), tvofici
soucast systému stresovych reakci spojenych s patogenesi (Siegel 1993, Lebeda et al.
2001a). Detekce nekterych téchto metaboliti (O;, H,O,, POX, lignin) a procest (bunécna
smrt, hypersenzitivni reakce) v rostlinach v pribéhu patogenese a obrannych reakcich je
predmétem tohoto clanku.

Podstata metod

Tvorba superoxidového anionu (O)) insitu byla detegovana pomoci chloridu
2,2’-di-p-nitrofenyl-5,5"-difenyl-3,3'[3,3 "-dimethoxy-4,4 '-difenylen]-ditetrazolia (NBT)
tvoticiho v pfitomnosti O, tmavé modrou nerozpustnou srazeninu formazanového kom-
plexu (May et al. 1996). In situ tvorba peroxidu vodiku (H,0,) byla stanovena 3,3’-di-
aminobenzidin-4HC] (DAB), ktery reaguje za vzniku tmavé hnédé srazeniny (Thor
dal-Christensen et al. 1997). Peroxidasa (POX) byla detegovana 200 mM Tris-HCI
pH 6,0 obsahujicim 1 mM DAB a 10 mM H,O, (Dolores Alcazar et al. 1995). Chemika
lie byly do listl infiltrovany pod vakuem po dobu 3 h (rajce), respektive 5 h (salat). Re-
akce byla zastavena varem v ethanolu, ktery zaroven slouzil k extrakci chlorofylu.

Bunécna smrt (hypersenzitivni reakce) byla lokalizovana po odbarveni listu ve smési
ethanol/ledova kyselina octova (3/1) apo inkubaci 24 h v laktoglycerolu pomoci UV
excitacni fluorescence jako zluté zbarvené fluoreskujici nekrotizované bunky (modifiko-
vand metoda podle Koga et al. 1988).

Pro stanoveni ligninu byly listy odfiznuty od rostliny a pfes noc inkubovany v 70 %
ethanolu obsahujicim 1 % (w/v) fluoroglucinol. Po omyti destilovanou vodou listy pono-
feny do koncentrované HCI. Lignin se barvi oranzové-Cervené (Milosevic a Slusarenko
1996).

Pomiicky a chemikalie

0,1 % DAB (3,3 -diaminobenzidin-4HCI) ve vodé¢; 0,5 % NBT (chlorid 2,2 -di-p-nitro-
fenyl-5,5"-difenyl-3,3[3,3 "-dimethoxy-4,4 -difenylen]-ditetrazolia) v 10 mM K-fosfatovém
pufru pH 7,8; 200 mM Tris-HCI pH 6,0; ledova kyselina octova; 96 % ethanol; 1 % fluoro-
glucinol v 70 % ethanolu; laktoglycerol; peroxid vodiku; askorbat; kyselina chlorovodiko-
va; glycerol; 0,5 % Evans blue (tetrasodna sil 6,6"-[(3,3"-dimethyl[1,1 -bifenyl]-4,4"-di-
yl)bis(azo)]bis[4-amino-5-hydroxy-1,3-naftalendisulfonové kyseliny]).

Eksikator, vodni lazen, laboratorni sklo, mikroskop s fluorescen¢nim nastavcem
a kamerou, PC.
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Obecny postup

Intaktni tj. neinokulované listy (kontrolni) a listy inokulované padlim resp. plisni, jsou
odfiznuty od rostliny pod vodou a bezprostiedné pieneseny do Petriho misky obsahujici
nasavany roztok (NBT, DAB). Listy mohou byt Setrné pfipevnény isolepou ke dnu. Roz-
tok je nasadvan do zilek po dobu 3 h (5 h) pod vakuem vytvofenym pomoci eksikatoru.
Reakce je ukonéena ponofenim listu do vrouciho ethanolu na cca 10 minut, ktery zaroven
listy odbarvi. Pro rehydrataci jsou pletiva ponechana delsi dobu v 50 % glycerolu. Pii loka-
lizaci peroxidu vodiku je jako kontrolni roztok pouzit 0,1 % DAB obsahujici 10 mM askor-
bat, se kterym reakce neprobiha. Pro lokalizaci bunééné smrti a ligninu jsou listy odbarveny
inkubaci ve smési ethanol/ledova kyselina octova (3/1) po dobu 24 h. Pro stanoveni hyper-
senzitivni reakce jsou listy inkubovany dale 4 h ve vodé a poté 24 h v laktoglycerolu (kyse-
lina mlécna/glycerol/voda; 1/1/1). Ke zvyraznéni struktur patogenu byla t€sn¢ pred mikro-
skopovanim ptikapnuta pod kryci sklicko 0,5 % Evans blue. Pro lokalizaci ligninu byly
odbarvené listy inkubovany 12 h v roztoku 1 % fluoroglucinolu v 70 % ethanolu, poté pro-
plachnuty destilovanou vodou a ponofeny na 5 min. do koncentrované HCL

Vyhodnoceni vysledki

Intenzivni signal potvrzujici pfitomnost aktivnich forem kysliku (AOS) byl detegovan
bé&hem prvnich hodin po inokulaci O. neolycopersici na listy (Tab. 1). Superoxidovy ani-
on byl prokazan hlavné ve vysoce citlivém genotypu Lycopersicon esculentum cv. Ama-
teur, maximalni signal 12 hpi (hodin po inokulaci). Peroxid vodiku byl naopak pfitomen
v listech rezistentnich genotypt. Ke vzristu peroxidasové aktivity doslo ve dvou fazich,
v prvnich 4 - 12 hpi byla aktivita dokdzana histochemickymi metodami, 72 - 168 hpi také
biochemickymi (spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu v listovych extraktech)
(Angelini et al. 1990). Prudky nartist enzymové aktivity v rezistentnich genotypech kore-
sponduje s prvni expresi hypersenzitivni reakce. Peroxidasova aktivita byla také prokaza-
na uvniti struktur patogenu (v apikalni ¢asti prvniho kli¢niho vlakna a uvnitt neklic¢icich
konidii). K prvnim projevim bunééné smrti dochazi u L. chmielewski a L. hirsutum
48 hpi (10 - 15 % bunek), 72 hpi tvoii jiz mrtvé bunky 44 - 50 %. U vysoce citlivého
L. esculentum cv. Amateur nebyla hypersenzitivni reakce pozorovana. Rovnéz se zde
projevila velmi nizka produkce peroxidu vodiku odpovidajici nizké aktivité peroxidasy
v obou casovych intervalech. Tyto metabolické projevy dobie koresponduji s nachylnosti
tohoto genotypu. Vyznam peroxidasové aktivity uvniti struktur patogenu miize byt pova-
zovan za faktor hrajici roli v penetraci, ale na druhou stranu mize byt v nekli¢icich koni-
diich spojen se smrti patogenu. Béhem prvnich 120 hpi nedoslo ke zménam v lignifikaci
u zadného ze studovanych genotypt (Lebeda ef al. 2002).

V zadném ze studovanych genotypt L. sativa, L. serriola, L. saligna a L. virosa neby-
la detegovana ptitomnost superoxidu (Tab. 2). Naopak jiz kratce po inokulaci (6 hpi) je
ptitomen peroxid vodiku a POX. Byly zjistény rozdily v nacasovani, rozsahu i intenzité
oxidativnich procest, které z velké Casti korelovaly s diive studovanymi obrannymi pro-
cesy (exprese HR, zmény cytoskeletu, depozice fenold) (Lebeda a Sedlarova 2003). U na-
chylnych genotyptl (L. sativa, Cobham Green a UCDM 2; L. serriola LSE/18) a dalSich
genotyptl téchto dvou druhti, nedochazi do 24 hpi k vyraznéjsSim zménam v hladiné H,O,
a POX. Nasleduje lehké zvySeni, ale reakce v porovnani s reakcemi planych druht L. sa-
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ligna a L. virosa je sttedn¢ silna. Piedev§im u posledn€ jmenovaného druhu je reakce
velmi silnd jiz 6 - 12 hpi (souvisi pravdépodobné se zapojenim peroxidu vodiku do signa-
lizace), poté dochazi ke snizeni a vyrazny narast byl pozorovan 30 hpi (pocatek progra-
movanych procest hypersenzitivni reakce, HR). Do HR je vétSinou zapojena penetrovana
epidermalni burka, pfipadné nékolik malo bun€k sousednich. V genotypech PIVT 1309
(L. serriola), CGN 05147 (L. saligna) a NVRS 10.001602 (L. virosa) se na expresi HR
podili ¢astecné i mesofyl. U téchto genotypl byla zjisténa korelace subepidermalni nek-
rosy s ¢asnym (6 hpi) naristem ptitomnosti POX.

Tab.1. Semikvantitativni hodnoceni signalu na AOS a POX v patosystému Lycopersicon spp.-
Oidium neolycopersici.

Genotyp (kultivar) rajcete AOS Hodiny po inokulaci
4 8 12 16 20 24 48 120
Oy
L. esculentum cv. Amateur -+ e + - - -
L. chmielewskii (LA 2663) + - - - - -
L. hirsutum (LA 2128) + + - - - - - -
H,0,
L. esculentum cv. Amateur - - - - - - - -
L. chmielewskii (LA 2663) ++ + + - + 4+
L. hirsutum (LA 2128) ++ A + - +
POX
L. esculentum cv. Amateur + + + + - - - -
L. chmielewskii (LA 2663) ++ -t H + - - + ++
L. hirsutum (LA 2128) ++  + + - - - +

L. chmielewskii (LA2663)

L. hirsutum (LA2128)

120 hpi 120 hpi
ZvétSeni 1 000 x

48 hpi

Obr. 1. Lycopersicon spp.-Oidium neolycopersici: signal potvrzujici ptitomnost peroxidasy v rost-
linném pletivu a uvnitf struktur patogenu. Bunécnd smrt u L. Airsutum 120 hpi.
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Tab. 2. Semikvantitativni hodnoceni signalu na AOS a POX v patosystému Lactuca spp.-Bremia
lactucae

Genotyp (kultivar) lociky AOS Hodiny po inokulaci
6 12 18 24 30 36 48 96

(07
L. sativa cv. Cobham Green - - - - - - - -
L. sativa line UCDM 2 - - - - - - - -
L. sativa cv. Mariska - - - - - - - -
L. serriola (LSE/18) - - - - - - - -
L. serriola (PIVT 1309) - - - - - - - -
L. saligna (CGN 05147) - - - - - - - -
L. saligna (CGN 05271) - - - - - - - -
L. virosa (NVRS10.001602) - - - - - - - -

H,0,
L. sativa cv. Cobham Green + - + + - - - +
L. sativa line UCDM 2 + + + + + - - -
L. sativa cv. Mariska + + + + + + o+
L. serriola (LSE/18) + + + ++ + + - +
L. serriola (PIVT 1309) + ++ ++ e e =
L. saligna (CGN 05147) ++ + + + + + +
L. saligna (CGN 05271) o + + + + + +
L. virosa (NVRS10.001602) FH++ A e + -

POX
L. sativa cv. Cobham Green + + + ++ + + ++ ++
L. sativa line UCDM 2 + + + ++ ++ ++ + +
L. sativa cv. Mariska + + + ++ ++ + ++ ++
L. serriola (LSE/18) + + + =+ A+ +
L. serriola (PIVT 1309) ++ + + +++ + ++
L. saligna (CGN 05147) ++ + I o S e S + -
L. saligna (CGN 05271) + + =+ A A -
L. virosa (NVRS10.001602) R S S T S A o e o S o + -

Z hlediska lokalizace signalu, byla v ranych fazich penetrace a vyvoje patogenu pfi-
tomna POX v cytoplasm¢ a vazana na plasmatickou membranu hostitelskych bunék, ale
byla i lokalizovana ve sporach patogenu. U H,O, byl signél vice difuzni, extracelularné
kolem penetrované buiiky, ale i v buitkach sousednich. Tvorba ligninu nebyla studovana,
ale jiz diive byla diskutovana nepiitomnost jeho tvorby v interakcich Lactuca spp.-Bre-
mia lactucae (Bennet et al. 1996, Sedlarova a Lebeda 2001).
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"
Ll

L. virosa NVRS 10.001 602 L. sativa UCDM2

30 hpi 24 hpi

peroxid vodiku peroxidasa ZvétSeno 600 x

Obr. 2. Lactuca spp.-Bremia lactucae: ptiklad lokalizace peroxidu vodiku u L. virosa a peroxidasy
u L. sativa.

Narocnost

Peroxid vodiku, superoxidovy radikal, peroxidasa, bunééna smrt a lignin byly proka-
zovany u Lycopersicon spp. ve tfech riznych genotypech, kontrolnich a infikovanych
rostlinach, a v desiti Casovych intervalech. V patosystému Lactuca spp. - Bremia lactucae
bylo studovano 8 genotypl v osmi ¢asovych intervalech (nebyl sledovan lignin). Metody
infiltrace DAB do listl jsou nenarocné, stejn¢ jako detekce bunééné smrti a ligninu. Jedi-
nym uskalim je tedy zpracovani velkého poctu vzorkda.

Uskali, tipy, triky

Nekteti autoti uvadéji metodu injikace roztoku DAB (NBT) do listd, jejiz vyhodou je
oddéleni listu od rostliny az po prubéhu reakce. Dochazi vSak k lokalni destrukci pletiva
v oblasti vpichu, které u jemnych pletiv locik mize dosahnout vétsiho rozsahu (i diky
nizkému pH roztoku DAB). Abychom se co nejvice vyhnuli mechanickému poskozeni,
které vyvolava tvorbu AOS, zvolili jsme zplsob nasavani roztokd pies cévni svazky. Je
vyhodné odfezavat listy od stonku pod vodou, nebot’ do Zilek nepronikne vzduch branici
infiltraci roztokd. V ptipadé, Ze list plave na hladin€ roztoku, lze ho pfilepit prouzkem
isolepy ke dnu Petriho misky. Pokusnych listi se pfitom co nejméné dotykame. VéEtsi
mnozstvi vzorki lze v glycerolu uchovavat do doby zpracovani v lednici (v +4 °C).

Jestlize dochazi k destrukei pletiva pfi stanoveni ligninu ponofenim do koncentrova-
ného HCI, pak Ize pouzit pro fixaci pred mikroskopovanim glycerol okyseleny kyselinou
sirovou.

Alternativni metody
Injikace roztokti DAB a NBT do pletiv infikované rostliny (Heath 1998).

Peroxidasy:

Stanoveni POX metodou otisku na nitrocelulosovou membranu s vyuzitim 4-chlo-
ro-1-naftolu (Ray a Hammerschmidt 1998).
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Histochemicka lokalizace infiltraci guaiakolu a peroxidu vodiku ve fosfatovém pufru

(Angelini et al. 1990).

Imunohistochemickd detekce - sekundarni protilatka znacend zlatem (Olmos et al.

1997).
Peroxid vodiku:

Histochemické stanoveni pomoci Skrobu a jodidu draselného za vzniku modrofialové-
ho komplexu (Olson a Varner 1993, Repka 1999).
Cytochemicka detekce (TEM) reakci s CeClI3 za vzniku tmavé srazeniny perhydroxidu

ceru (Bestwick et al. 1997).
Superoxid:

Histochemicka lokalizace superoxidového radikalu pomoci NBT s vyuzitim chlo-

ralhydratu (Vallélian-Bindschedler et al. 1998).
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Porovnani metod izolace RNA pro detekci latentniho viroidu
chmele (HLVd) pomoci Dot-blot molekularni hybridizace
a RT-PCR u chmele (Humulus lupulus)

JOSEF PATZAK

Chmelaisky institut s.r.o., Kadanska 2525, 438 46 Zatec, (tel.: 415 732 109, Fax: 415 732 150,
e-mail: j.patzak@telecom.cz)

Uvod

Viroidy jsou nezavislou tfidou rostlinnych patogenti, autonomné se replikujicich mo-
lekul RNA, bez proteinového plasté. Kruznicova, infekéni RNA, vysoce stabilni, se se-
kundarni strukturou podobnou tyCince o velikosti 246 az 401 nt, je plné zavisla a adapto-
vand na metabolismus hostitelské rostliny. Replikace probihd mechanismem otacejici se
kruznice. RNA polymerasa Il syntetizuje (-) polymerni fetézce slouzici jako matrice (+)
polymertim, jez jsou §tépeny na monomery a ligovany do krouzkid. Syntéza je lokalizo-
vana v bunécném jadre ajadérku. U molekul viroidii podskupiny viroidu vietenovitosti
hliz bramboru (PSTVd) mizeme rozlisit pét strukturnich domén, charakteristickych pro
nativni stav: centralni konzervativni oblast (CCR), oblast patogenity, oblast s vysokou
sekvencni variabilitou a dvé koncové domény. Do této podskupiny patii i chmelové viro-
idy (Diener 1999).

Chmel patii svou rozlohou, 80 tisic hektarii ve svétovém métitku, k minoritnim hos-
podarskym plodinam, pfesto nalezi k plodindm s dlouholetou péstitelskou minulosti. Jeho
péstovani v Ceské republice ma nejméné tisiceletou historii a vzdy znamenalo vysoky
ekonomicky podil na celkovém hospodarstvi statu. Na chmelu parazituji dva viroidy:
viroid zakrslosti chmele (HSVd), o velikosti 297 nukleotidti, alatentni viroid chmele
(HLVd), o velikosti 256 nukleotidd. HSVd se na chmelu vyskytuje pouze v Japonsku
a Jizni Korei, avSak jednotlivé kmeny HSVd parazituji celosvétové na dalSich hostitel-
skych rostlinach trvalych kultur, jako jsou ovocné stromy a réva vinna. HLVd parazituje
pouze na chmelu a vyskytuje se celosvétove témét na vSech péstitelskych plochach.
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Prestoze je HLVd nazyvan ,latentnim* viroidem, byla u né€j v poslednich letech zjis-
téna hospodarska zavaznost, projevujici se zménou obsahu sekundarnich metaboliti ve
chmelové hlavce. Tento fakt vedl k experimentiim o jeho eliminaci z rostlin chmele, kdyz
nejucinnéjsi bylo pouziti kultivace meristémi v podminkach in vitro (Patzak et al. 2001).
K detekci viroidil v rostlinném pletivu nelze vyuzit imunoenzymovych metod, proto jsou
vyuzivany molekularni metody na bazi nukleovych kyselin: Dot-blot molekularni hybri-
dizace (Matousek et al. 1994) a RT-PCR (Matousek a Patzak 2000). Pro ob¢ tyto metody
je nutné izolovat viroidni RNA z rostlinného pletiva chmele. Protoze tato pletiva obsahuji
mnoho polyfenolickych latek, polysacharidi a dalSich sekundarnich metaboliti (hoiké
kyseliny, silice) v hlavkach, kde je i koncentrace H-Vd nejvyssi, je velice problematické
izolovat RNA ve vysoké kvalit¢ a mnozstvi. Pro sériovou diagnostiku je téz dalezita ca-
sova a finan¢ni naroc¢nost pouzité metody. Hlavnim cilem této prace tak bylo porovnat
neékolik rtznych metod izolace RNA: 7 popsanych, 6 modifikovanych a 5 komer¢nich
izolacnich souprav, vhodnych pro Dot-blot molekularni hybridizaci a RT-PCR. Ziskané
vysledky mohou byt aplikovany i u jinych rostlinnych druhti s vysokym obsahem sekun-
déarnich metabolitd.

Metody izolace RNA

Vychozim materidlem pro objektivni porovnani RNA izola¢nich metod byla shodna
mnozstvi (100 mg) homogenizovaného vzorku hlavek z 9 rostlin chmele svétového sor-
timentu Chmelatského institutu s.r.o. v Zatci.

Pro porovnani bylo vybrano celkem 18 metod izolace RNA: 7 popsanych, 6 modifiko-
vanych a 5 komer¢nich izola¢nichsouprav. Ovéfeni kvality izolované RNA bylo provede-
no pomoci Dot-blot molekularni hybridizace a RT-PCR.

1. metoda (A) izolace byla metoda podle Matouska et al. (1994). Rostlinny material
(0,4 g) byl homogenizovan v tieci misce, spolecné s piskem a 0,6 ml AMESS pufru
(0,5 M octan sodny pH 6,0, 10 mM MgCl,, 3 % SDS, 20 % ethanol, 1 M NaCl). K homo-
genizovanému vzorku bylo ptfidano 0,8 ml chloroformu a fadn€ promiseno. Smés byla
poté pienesena do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugovana pii 14 000 obr.min™' po dobu
10 minut pti pokojové teploté. Pro molekuldrni hybridizaci bylo odebrano 100 pl super-
natantu.

2. metoda (B) izolace byla metoda podle Farkase et al. (1999). Zmrazeny rostlinny
material (0,1 g) byl homogenizovan v tfeci misce, spolecné s 0,4 ml extrakéniho pufru
(50 mM Tris, 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 % SDS, 0,3 % 2-merkaptoethanol, pH 7,6)
a 0,4 ml fenolu. Smés byla poté pienesena do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugovana
pti 14 000 rpm po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Supernatant byl homogenizovan
se shodnym mnozstvim smesi fenolu a chloroformu (1 : 1) a po centrifugaci bylo vSe opa-
kovano se shodnym mnozstvim chloroformu. Supernatant byl sraZen dvojnasobnym ob-
jemem vychlazeného ethanolu (-20 °C). Srazenina byla po 20 minutach odd¢lena centri-
fugaci pii 14 000 obr.min™ po dobu 20 minut pii 4 °C a rozpusténa v 50 ul destilované
vody zbavené ribonukleas.
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3. metoda (C) izolace RNA byla metoda podle Kiefera et al. (2000). Rostlinny mate-
rial (0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem v tfeci misce. Vzorek byl poté ptene-
sen do 2 ml mikrozkumavky obsahujici 1 ml extrakéniho pufru (100 mM Tris-HCI
pH 8,0, 2 M NaCl, 25 mM EDTA, 2 % cetylamoniumbromid (CTAB), 2 % polyvinylpy-
rolidon (PVP), 0,5 % spermidin, 2 % 2-merkaptoethanol) predehfatého na 65 °C. Poté
bylo pfidano 0,5 ml smési chloroform-isoamylalkohol (24 : 1) a 200 ul Nucleon PhytoPu-
re DNA extraction resin (Amersham Life Science, UK). Vzorek byl homogenizovan vor-
texovanim 10 min pi#i pokojové teploté a poté centrifugovan pii 13 000 obr.min" po dobu
5 minut pii 4 °C. Supernatant byl v nové mikrozkumavce homogenizovan ve 250 pl smeé-
si chloroform-isoamylalkohol (24 : 1). Po dalsi centrifugaci pti 13 000 rpm po dobu
2 minut pii 4 °C byl supernatant srazen s dvéma objemy chladného (4 °C) isopropanolu
a srazenina RNA byla po 5 minutach na ledu opé&t odd&lena centrifugaci (13 000 obr.min™
po dobu 5 minut pii 4 °C) a rozpusténa v 50 ul destilované vody zbavené ribonukleas.

4. metoda (D) izolace RNA byla metoda podle Salzmana et al. (1999). Rostlinny ma-
terial (0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem v tfeci misce. Vzorek byl poté pte-
nesen do 1,5 ml mikrozkumavky obsahujici 0,5 ml extrakéniho pufru (4 M guanidiumthi-
okyanat, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM citronan sodny, 0,5 % N-laurylsarkosin,
1% PVP, 2% 2-merkaptoethanol). Poté bylo pifidano 0,5 ml smési chloroform-iso-
amylalkohol (24 : 1), vzorek byl homogenizovan vortexovanim 10 min pfi pokojové tep-
lot& a pak centrifugovan (14 000 obr.min™ po dobu 10 minut pii 4 °C). Supernatant byl
srazen s dvojnasobnym objemem ethanolu a 5 M NaCl (v poméru 9: 1) apo 3 hod pii
-20 °C opét centrifugovan. SraZenina byla rozpusténa v 0,5 ml destilované vody zbavené
ribonukleas. Poté bylo ptidano 0,5 ml smési fenol (TE saturovany, pH 8,0) chloroform-iso-
amylalkohol (25:24:1), vzorek byl homogenizovan vortexovanim 5 min pii pokojové
teploté a centrifugovana (14 000 obr.min™ po dobu 10 minut pfi pokojové teploté). Super-
natant byl znovu pfesraZzen za shora uvedenych podminek a sraZenina rozpusténa v 50 ul
destilované vody zbavené ribonukleas.

5. metoda (E) izolace RNA byla metoda podle Lala ef al. (2001). Rostlinny material
(0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem v tieci misce. Vzorek byl ve 2 ml mikro-
zkumavce s 1 ml extrakéniho pufru (8 M guanidiumhydrochlorid, 20 mM EDTA, 20 mM
morpholinethansulphonova kyselina (MES), 2 % 2-merkaptoethanol, pH 7,0) deproteino-
van 1 ml smési fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24: 1), apoté centrifugovan pfi
10 000 obr.min™ po dobu 20 minut pii 7 °C. Supernatant byl homogenizovan se shodnym
mnozstvim smési chloroform-isoamylalkohol (24 : 1) a po centrifugaci (10 minut) byl
presrazen s 0,2 objemy 1 M kyseliny octové a 0,7 objemy isopropanolu. Po 3 hod pfi
20 °C a centrifugaci (10 000 rpm po dobu 10 minut pii 4 °C) byla srazenina dvakrat pro-
myta 3 M octanem sodnym a nasledn¢ 70 % ethanolem. VysuSena srazenina byla rozpus-
téna v 50 ul destilované vody zbavené ribonukleas.

6. metoda (F) izolace RNA byla metoda podle Chomczynskiho a Sacchiho (1987).
Rostlinny material (0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem v téeci misce. Vzorek
byl poté prenesen do 1,5 ml mikrozkumavky obsahujici 0,5 ml extrakéniho pufru (4 M
guanidiumthiokyanat, 25 mM citronan sodny pH 7,0, 0,5 % N-laurylsarkosin, 0,1 M
2-merkaptoethanol). Poté bylo pfidano 0,1 ml 2 M octanu sodné¢ho a 0,9 ml smési fe
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nol-chloroform-isoamylalkohol (25 :24 :1), vzorek byl homogenizovan vortexovanim
a ponechan 15 min na ledu. Po centrifugaci (12 000 obr.min™" po dobu 10 minut pii 4 °C).
byl supernatant presrazen se shodnym objemem vychlazeného isopropanolu (-20 °C)
a ziskana sraZenina 20 minut centrifugovana, vysuSena a rozpusténa v 50 ul destilované
vody zbavené ribonukleas.

7. metoda (G) izolace RNA byla metoda podle Malnoy et al. (2001). Rostlinny mate-
rial (0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem as 25 mg polyvinylpolypyrolidon
(PVPP) v tfeci misce. Vzorek byl poté prenesen do 2 ml mikrozkumavky obsahujici
0,5 ml extrakéniho pufru (0,225 M Tris-borate, 5 mM EDTA, 4 % dodecylsulfat sodny
(SDS), 0,02 % 2-merkaptoethanol), bylo k nému pfidano 0,7 ml fenolu nasyceného TBE
a po homogenizaci vortexovanim byl ponechéan 30 s pii 75 °C. Po té bylo ke vzorku pfi-
dano 0,7 ml smési chloroform-isoamylalkohol (24 :1), ten ponechan 30s na ledu
a centrifugovan pii 14 000 obr.min™ po dobu 40 minut pti 4 °C. Supernatant byl depro-
teinovan se shodnym mnozstvim smési chloroform-isoamylalkohol (24 : 1) apo dalsi
centrifugaci (10 minut) pfesrazen s 0,625 objemy 8 M LiCl (2 hod na ledu). Centrifugo-
vana srazenina (30 minut) byla promyta 3 M LiCl a 70 % ethanolem a rozpusténa
v 100 ul NET pufru (0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0). K roz-
pusténému vzorku bylo ptidano 40 pl 2-butoxyethanolu a byl ponechan 20 minut na ledu.
Supernatant byl precipitovan s 0,625 objemy 8 M LiCl pfes noc pii 4 °C. Ziskana sraze-
nina (centrifugace 15 minut) byla promyta 3 M LiCl anasledné¢ 70 % ethanolem a po
vysuseni rozpusténa v 50 ul destilované vody zbavené ribonukleas.

P#i modifikacich bylo cilem zkraceni, zlevnéni ¢i zlepSeni pouzité metody. Prvni mo-
difikovanou metodou byla metoda H, ktera vychazela z metody A. Misto extrakéniho
pufru vsak byla pouzita pouze voda s 0,1 % PEG 20000. Dalsi metodou, modifikujici
metodu A, byla metoda I, kde opét do extrakéniho pufru bylo pfidano 0,1 % PEG 20000.
Modifikace metod B, C, D a CH spocivaly v homogenizaci rostlinného materialu bez
pouziti tekutého dusiku v extrakénim pufru s piskem. U téchto metod byly eliminovany
i Casové narocné precipitacni kroky a RNA byla pouZita pro molekularni hybridizaci pfi-
mo ze supernatantu.

Z komer¢né nabizenych izolacnich souprav RNA sestav bylo vybrano 5 uréenych i pro
rostlinna pletiva. Tyto soupravy jednak vyuzivaly specialn¢ pfipravené extrakéni roztoky:
Concert™ Plant RNA reagent (Invitrogen, USA) — metoda CH, Tri Reagent™ (Sig-
ma-Aldrich, USA) - metoda TS a TriPure™ Isolation reagent (Roche, SRN) - metoda
TR, nebo RNA vazebné kolonky: RNeasy” plant total RNA kit (Qiagen, SRN) - metoda Q
a GeneElute™ mammalian total RNA purification kit (Sigma-Aldrich, USA) - metoda S.
Izolace RNA byla provadéna podle instrukci vyrobce a uvedeného protokolu.

Dot-blot molekularni hybridizace

Pro Dot-blot molekularni hybridizaci bylo ke kazdému vzorku pridano stejné mnozstvi
roztoku smési 37 % formaldehyd a 20xSSC (0,3 M citronan sodny, 3 M NaCl) v poméru
2:3. Vzorky byly denaturovany pii 60 °C po dobu 15 minut, zchlazeny na ledu
a nanaseny na membrany v mnozstvi odpovidajicim 20 mg Cerstvé rostlinné hmoty. Mo-
lekularni hybridizace vychazela z metodiky popsané Matouskem et al. (1994). Pro porov-
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nani byly piipraveny radioaktivni, znatena [o->*P]JdCTP (Amersham Life Science, UK),
a neradioaktivni, znacend pomoci AlkPhos Direct (Amersham Life Science, UK), sondy
HLVd. Molekularni hybridizace s radioaktivni sondou byly provadény v izotopové labo-
ratofi UMBR AV CR v Ceskych Bud&jovicich.

RT-PCR

RT-PCR vychazela z metodiky popsané Matouskem a Patzakem (2000). Pro reakci
byl vyuzit Qiagen®™ OneStep RT-PCR kit (Qiagen, SRN) a reakéni smés byla piipravena
podle instrukci vyrobce a uvedeného protokolu. Pro detekci HLVd byly pouzity primery
57,00CCACCGGGTAGTTTCCAACT 513> a5’ ,00ATACAACTCTTGAGCGCCGA,3’.
RT-PCR probihala v termocykleru Genius (Techne, UK) s nasledujicim protokolem: re-
versni transkripce 30 min 50 °C, denaturace 15 min 95 °C, PCR - 35 cyklt: denaturace
30 s 94 °C, annealing (nasednuti primerl) 30 s 54 °C, elongace 1 min 72 °C, zavére¢na
elongace 10 min 72 °C.

Vysledky
Vyhodnoceni experimentalnich dat

V naSich experimentech jsme se pokusili porovnat nékolik riznych metod izolace
RNA vhodnych k detekci viroida v rostlinném pletivu chmele. Detekei viroidil 1ze prova-
dét pomoci zvolenych molekularnich metod: Dot-blot molekuldrni hybridizace
a RT-PCR. U Dot-blot molekularni hybridizace 1ze pouzit jak radioaktivné, tak neradio-
aktivné znacené sondy. Vysledky Dot-blot molekularni hybridizace pro jednotlivé meto-
dy izolace RNA jsou patrné z obrazku ¢. 1. Pfi této analyze se potvrdilo, ze nami pouzi-
vana standardni metoda A je ucinnou izola¢ni metodou pro radioaktivni detekci HLVd.
U neradioaktivniho znaceni dochazi k oslabeni hybridiza¢niho signalu vlivem sekundar-
nich metaboliti ve vzorku. Tyto sekundarni metabolity se podafilo ¢aste¢né odstranit
vyuzitim PEG 20000 (modifikovand metoda I), kdy vSak poklesla intenzita radioaktivnich
signalt (obr. 1). Shodnych vysledkt bylo dosazeno pro metody B, C, D a CH, jez byly
nejvhodnéjsi izolacni metody RNA pro radioaktivni i neradioaktivni Dot-blot molekularni
hybridizaci. Jejich modifikace, za Gcelem zkraceni a zlevnéni, se vyrazné projevily na
kvalit¢ RNA, coz znaén¢ ovlivnilo hybridiza¢ni signaly, pfedev§im s neradioaktivné zna-
cenou sondou (obr. 1). Kolonkové izola¢ni metody (Q a S) sice poskytovaly té¢Z vhodnou
RNA, bohuzel pfi izolaci dochazi k vyraznym ztratam RNA na vazebnych kolonkach
a tim 1 k oslabeni hybridiza¢niho signalu. Ostatni izola¢ni metody (E, F, G, H, TS a TR)
neposkytovaly RNA vhodnou pro Dot-blot molekularni hybridizaci.

Odlisnych vysledkd pro jednotlivé metody izolace RNA bylo dosazeno v RT-PCR
analyze, jak je patrné z obr. 2. U metod A a I nebyla provadéna RT-PCR, protoZe se jed-
nalo o metody izolujici celkové nukleové kyseliny a nejsou tak vhodné k enzymovym
reakcim, shodné jako je tomu u metod B a H (obr. 2). Jelikoz RT-PCR neni kvantitativni
metodou detekce HLVd v rostlinném pletivu, nelze presné posoudit kterd z pouzitych
RNA izola¢nich metod (C, D, G, CH, Q a S) je lepsi (obr. 2). Metody E, F, TR a TS ne-
poskytovaly pozadujici vysledky, a proto neni jejich vyuziti pro RT-PCR vhodné (obr. 2).
Z nasich ptedchozich experimenti (Matousek a Patzak, 2000) vyplyva, Ze kvantita izolo-
vané RNA vnesené do RT-PCR neovliviiuje t¢innost enzymové reakce, naopak mensi
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mnozstvi RNA poskytuje lepsi vysledky u vzorkli s vysokym obsahem polysacharidu.
Vsechny tyto vysledky jsou shrnuty i v tab. 1.

a)A BCDETFGH HCHI QS TSTR
HLvd
#® 30pgig FW
® 15pgig FW
® 3pgigFW
0,3 pg/g FW
0,03 pg/g FW

F G HCHI Q@ S8 TSTR

@ o Hivd
® o @ 30pyg FW
" T T ® 5pug FW
e @ ® 3099 FW
[ Rl Js) # 03pglg FW
Y I' T 0,03 pglg FW

modifikované metody
A B C DCH A B C DCH

7 ¥ L EE 1 N

8 L] i 8

o *oane>
a) b)

Obr. 1. Dot-blot molekularni hybridizace s neradioaktivni a) a radioaktivni b) HLVd sondou vzor-
ki RNA izolovanych riznymi metodami. Oznaceni vzorkl: 1 - Osvaldiv klon 72 VF, 2 - Osval-
div klon 31 VF, 3 - Osvaldav klon 72 VF, 4 - Osvaldiv klon 72, 5 - Fuggle (UK), 6, 7 - Osval-
dav klon 72, 8 - Galena (USA), 9 — Nugget (USA).

Zhodnoceni finanéni a ¢asové naro¢nosti

Kvalita izolované RNA ajeji vhodnost pro Dot-blot molekularni hybridizace
a RT-PCR je nesporn¢ dulezitym faktorem pii porovnani riznych metod izolace RNA.
Nemén¢ dilezitym faktorem pro vyuziti jednotlivych metod je jejich Casova, financni
a pristrojova naro¢nost. Co se ty¢e laboratorniho vybaveni a pouzitych chemikalii nevy-
mykaji se vSechny pouzité metody nikterak z pozadavkl bézné€ zatrizenych molekularnich
laboratofi (chlazena centrifuga, vodni lazen, vyhievny blok, mrazici box, lednice, atd.).
Porovnani ¢asové a finan¢ni naro¢nosti je souhrnné uspotradano v tabulce ¢. 1. Nejlevnéj-
§i anejméné Casoveé narocna je metoda H, ta vSak je zcela nepouzitelna pro jakoukoliv
dalsi analyzu. Metody A a I patii téZ k nejlevnéjSim a nejméné Casove naroénym (tab. 1).
Jejich pouziti je ovS§em omezeno pouze na Dot-blot molekularni hybridizace, pro kterou
jsou vsak nejvhodnéj$im feSenim. Podobné je na tom i metoda B, ktera je vSak vyrazné&ji
lacni kity (Q a S), jejich cena vSak patii k t€ém nejvyssim. [zolovana RNA je sice kvalitni
a vhodna pro obé metody, ale dochazi na vazebnych kolonkach ke zna¢nym ztratam.
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Obr. 2. Analyza produkti RT-PCR reakce na 2% agarézovém gelu. Oznaceni vzorkt je shodné
s obrazkem €.1. M1 - 100 pb Ladder, M2 - pGEM DNA marker (Promega,USA).

Kompromisni metodou, vhodnou pro obé¢ detekéni techniky, je metoda CH s dvakrat
vetsi Casovou narocnosti, ale poloviéni cenou (tab. 1). Oblibena, rychla, nenaro¢na
a standardni izola¢ni RNA metoda F pro vétSinu Zivych organismil nebyla viitbec vhodna
pro rostlinné pletiva chmele. Naopak velice vhodné izola¢ni metody C a D, byly naopak
ptilis finanéné (C) nebo Casoveé (D) narocné (tab. 1). Ostatni pouzité metody (E, G, TR
a TS) nesplnovaly zadny ze sledovanych parametrii a jejich pouziti pro izolaci RNA
z rostlinnych pletiv chmele nedoporucujeme (tab. 1).
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Tab. 1. Hodnoceni vhodnosti pouziti, Casové a financni narocnosti jednotlivych pouzitych
izola¢nich metod

Metoda izolace RNA Ozna- Vhodnost pro molekuldrni ~ RT-PCR Casova Finanéni
¢eni hybridizaci naro¢nost narocnost

radioaktivni  neradioaktivni [hod na [KE za
sonda sonda vzoreK] vzorek]

Matousek et al. (1994) A ano omezené ne 0,3 33

Farkas ef al. (1999) B ano (omezen&) ano (ne) ne 1,50,7)° 9,5(53)

Kiefer et al. (2000) C ano (ne) ano (ne)’ ano 0,75 (0,5)" 99,0(95.8)

Salzman ef al. (1999) D ano (omezend) ano (ne)’ ano 75(0,6) 256(9,5)

Lal et al. (2001) E ne ne ano 4 243

Chomczynski a Sacchi (1987) F  omezené ne ne 0,8 14,2

Malnoy et al. (2001) G omezené ne ano 20,3 23

voda + PEG 20000 + ChCl; H ne ne ne 0,3 2,3

Invitrogen Concert CH ano (ano)’ ano (ano)’ ano 0,75 (0,75)" 79,9 (78,5)

Plant RNA reagent

Matousek et al. (1994) I ano ano ne 0,3 33

+ PEG 20000

Qiagen RNeasy Plant Q ano ano ano 0,35 163,5

Mini kit

Sigma Mammalian RNAKit S ano ano ano 0,35 103,1

Sigma TriReagent TS omezené ne omezen¢ | 99

Roche TriPure TR omezené ne omezené 1 773

* modifikované metody

Zavér

Z naseho porovnani izola¢nich metod RNA, vychazejicich s odlisnych metodickych
postuptt modifikovanych pro rostlinna pletiva, je patmné, Ze existuji vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi pouzitymi izola¢nimi technikami RNA. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno
izolaéni soupravou Concert™ Plant RNA reagent (Invitrogen, USA). Tato metoda (CH)
je dobrym kompromisem mezi cenou a ¢asovou naro¢nosti. Metody (A al) izolace
nukleovych kyselin podle Matouska et al. (1994) patiily k nejlevnéj$im, ¢asové nenaroc-
nym a vhodnym pro Dot-blot molekularni hybridizaci, ne vSak pro RT-PCR. Metody
izolace RNA B, C a D byly téz velice u¢inné, bohuzel vzdy s ur¢itymi nevyhodami: ne-
vhodné pro RT-PCR (B), finan¢ni (C) ¢i ¢asova (D) naroc¢nost. Pouziti komer¢nich
izola¢nich souprav u chmele ukazalo, Ze kolonkové izola¢ni soupravy (Q a S) byly ucin-
n¢j$i nez pouziti specidlnich roztokd (TR a TS), i kdyz dochazelo k vyraznym ztratam na
kolonce. Zjisténé vysledky mohou ucinné pomoci pii izolaci RNA ke specifickym tuce-
[im i z jinych rostlinnych druhti bohatych na polyfenolické latky, polysacharidy a dalsi
sekundarni metabolity.
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Stanoveni aktivit rostlinnych fosfolipas in situ s vyuzitim
fluorescencné znacenych substrati

PREMYSL PEJCHAR'?, OLGA VALENTOVA', JAN MARTINEC?

"Ustav biochemie a mikrobiolggie, VSCHT, Technicka 3, 166 28 Praha 6-Dejvice, 2Ustav
experimentalni botaniky, AV CR, Rozvojova 135, 165 02 Praha 6-Lysolaje, (tel.: 296 780 420,
e-mail: pejchar@ueb.cas.cz)

Uvod

Podstatnou ¢ast biologickych membran tvofii fosfolipidy, jejichz funkce ve vysSich
rostlinach zahrnuji mimo jiné zakotveni membranovych proteint, modifikaci mastnych
kyselin, aktivaci enzymil a zprostiedkovani signalnich kaskad (Chapman 1998).

Prenos signalu pfes membranu spociva obvykle v zachyceni signalu receptorem
na povrchu membrany. Transmembranova signalizace probiha ovlivnénim propustnosti
iontovych kanalii nebo pomoci kinasovych receptord a receptort, jez aktivuji efektorové
enzymy, které nasledn¢ produkuji intraceluldrni druhé posly. Ti mohou byt odvozeni
napf. od membranovych komponent. Druzi poslové nesou informaci k dal$im ciltiim,
napftiklad ke kinasam, které aktivuji dalsi kaskadu reakci (Munnik et al. 1999).

V ptipad¢ fosfolipidové signalni drahy jsou membranovymi komponentami fosfo-
lipidy a efektorovymi enzymy fosfolipasy, fosfatasy a kinasy. Tyto enzymy a produkty
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jejich reakei jsou organizovany do slozitého systému, schopného specificky reagovat na
ruzné extracelularni podnéty. Produkty hydrolysy fosfolipasami se mohou stat reaktanty
pro dalsi reakci jako v ptipad¢ kyseliny fosfatidové (PA), kterd mtize byt dale pfeménéna
fosfolipasou A, na kyselinu lysofosfatidovou nebo fosfatasou na diacylglycerol (DAG).
Zavedenim dalsiho fosfatu do molekuly PA za katalysy kinasou vznika v rostlindch nové
identifikovany fosfolipid, diacylglycerolpyrofosfat (DGPP) (Munnik et al. 1999). Celko-
vé schéma fosfolipidového signalniho systému je uvedeno na obr. 1.

V poslednim desetileti se, vzhledem k vysoké citlivosti a komerénimu zpfistupnéni,
rozsitilo pouzivani fluorescencné znacenych fosfolipidlii pro stanoveni aktivit fosfolipas
in vitro 1in situ. Detekce fosfolipidd nesoucich fluorescencni znacku BODIPY (4,4-di-
fluoro-3a,4a-diasa-s-indacen, firmy Molecular Probes) se objevuje v nékolika studiich se
zaméfenim zejména na fosfolipasu A, (Paul eral. 1998, Scherer et al. 2000). Zadna
z praci se vSak nevénuje fosfolipidovému signalnimu systému jako celku. Nasim cilem
bylo zavedeni metody, ktera by dovolovala sledovat aktivity hlavnich fosfolipas pomoci
stanoveni vznikajicich fluorescencné znacenych produktl a nasledné tak usuzovat na
mozné interakce mezi jednotlivymi fosfolipasami, tvoficimi komplexni sit’ fosfolipido-
vého signalniho systému.

Podstata metody

Metoda stanoveni fosfolipasovych aktivit in situ je zalozena na inkorporaci fluores-
cen¢n¢ znac¢eného substratu BODIPY -fosfatidylcholinu (BPC) (Paul et al. 1998) (obr. 2),

Csignal
receptor
PLA, PI.PLC PC-PLC  PL efektor
an lipidovy
PC . PIP, | PC \ PC | prekursor
P | ’/\4 VY fosfatasa Y fosfatasa )
LPC MK P, DAG <5 PA < DGPP druhy
kinasa kinasa pose
A\ Y A\ A\ v A\
proteinkinasy JA iontové 7?7 PLA,, PLC proteinkinasy il
H-ATPasa exprese genu kanaly proteinkinasy

Obr. 1. Fosfolipidovy signalni systém. DAG - diacylglycerol, DGPP - diacylglycerolpyrofosfat,
IP; - inositol-1,4,5-trisfosfat, JA - kyselina jasmonova, LPC - lysofosfatidylcholin, MK - mastné
kyseliny, PA - kyselina fosfatidova, PC - fosfatidylcholin, PIP, - fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat,
PC-PLC-fosfatidylcholin-specifickd fosfolipasa C, PI-PLC - fosfatidylinositol-specificka fosfo-
lipasa C, PLA, - fosfolipasa A,, PLD - fosfolipasa D. (Upraveno podle Munnik et al. 1999).
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do bunék suspenznich kultur tabaku BY-2 a VBI-0. S vyhodou byly pouzity tii rizné ty-
py fluorescencné znacenych substrati, liSicich se umistnénim fluorescen¢ni znacky v mo-
lekule; timto se docili rozpoznani vSech hlavnich produktt reakei katalyzovanych fosfo-
lipasami (tab. 1) (Pejchar 2002).

VétSina procesi spojenych s prenosem signalti fosfolipidovou signalni drahou probiha
v plasmatické membran¢. Nezbytnym piedpokladem pro vyuziti fluorescenéné znacenych
substratt ke studiu téchto drah in situ je tedy jejich zaclenéni do membrany.

Po oSetfeni uc¢innymi latkami jsou produkty reakci extrahovany do organické faze
a analyzovany tenkovrstevnou chromatografii.

-~ I
r F oA o
H.C CH,GH, —C —NH(CH,), , —OCH,
H,(CH,), —C—OCH
BHIEHg)y ~uet q +
O CH,0=P =OCH,CH,N(CH,
i

3

Obr. 2. Struktura eth-BODIPY -fosfatidylcholinu (eth-BPC). Fluorescen¢ni znacka v poloze sn-1,
etherova vazba.

Tab. 1 Produkty vzniklé hydrolyzou jednotlivych fluorescenénich substrati.

. : ‘o neznacené
typ substratu fosfolipasa produkty s fluorescencni znackou produkty
eth-BPC PLA1 nestepi nestépi
(fluorescenéni znacka ~ PLA2 lysofosfatidylcholin mastna kyselina
v poloze sn-1, PLC diacylglycerol fosfocholin
etherova vazba) ) . .
PLD kys. fosfatidova cholin
B-BPC PLA1 lysofosfatidylcholin mastna kyselina
(ﬂuorescenéni znacka PLA2 mastna kyselina lysofosfatidylcholin
v poloze Sﬂf» PLC diacylglycerol fosfocholin
esterovd vazba) PLD kys. fosfatidova cholin
bis-BPC PLA1 lysofosfatidylcholin, mastna kyselina X
(fluorescenéni znatka  PLA2 lysofosfatidylcholin, mastna kyselina X
v poloze s’n—l isn-2, PLC diacylglycerol fosfocholin
esterova vazba) o .
PLD kys. fosfatidova cholin
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Chemikalie, pristroje a rostlinny material

Chemikalie:
ethanol (Merck), glycin (Aldrich), chloroform (Merck), inositol (Sigma), hydrolyzat ka-
seinu (Sigma), kys. 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Sigma), kys. a-naftyloctova (NAA)
(Sigma), kys. nikotinova (Sigma), MES (Sigma), methanol (Merck), MS (Murashige,
Skoog) smés obsahujici KNO; a NH4NO; (Sigma), pyridoxin (Sigma), SDS (Pharmacia
Biotech), sodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na,EDTA) (Sigma), thiamin
(Sigma), Triton X-100 (Aldrich), ostatni bézné pouzivané chemikalie Cistoty p.a.

Fluorescencni substraty BODIPY -fosfatidylcholin:
eth-BPC (Molecular Probes, D-3771), f-BPC (Molecular Probes, D 3792), bis-BPC
(Molecular Probes, B-7701).

Enzymy:
fosfolipasa A, z vceliho jedu (Apis mellifera) (Sigma P-9279), fosfolipasa C z Bacillus
cereus (Sigma P-6135), fosfolipasa D z kapusty, typ IV (Sigma P-8398).

Rostlinny material:
bunécné liniekultury tabdku BY-2 (Nagata ef al. 1992) a VBI-0 (Opatrny a Opatrna
1976), odvozené z Nicotiana tabacum L., cv. Bright Yellow 2, resp. Virginia Bright
Italia. Ob¢ linie byly udrzovany jako suspenzni kultury pasadzovanim v tydennim
intervalu. Linie BY-2 byla pasdZzovana v poméru 1:12,5 (8 ml inokula o hustoté
priblizng 2 x 10° bundk.ml'do 100 ml Gerstvého média). Slozeni média a vysledné
koncentrace: zakladni MS smés (4,492 g.I'"), KH,PO, (0,2 g.I"), sacharosa (30 g.1™),
myoinositol (50 mg.I"), thiamin (1 mg.I"), 2,4-D (0,553 mg.1"), upraveno na pH 5,8
ptidavkem 1M KOH. Linie VBI-0 pak byla pasaZzovana v poméru 1 : 8,3 (hustota
inokula pfiblizné 5 x 10* bunék ml™") do kapalného média dle Heller (1953), doplng-
ného syntetickymi auxiny NAA (1 mg.I") a2,4-D (1 mg.l"). Rast bundk probihal
v Erlenmayerovych bankach pfi 27 °C v temnu. Banky byly umistény na orbitalni
ttepacce (INR-200, Sanyo-Gallenkamp) pii 150 otackach za minutu (pramér otaceni
32 mm).

Ptistroje:
Digitalni kamera Kodak DC120, mikroskop Nikon Eclipse E600, monochromaticka
integrac¢ni kamera COHU 4910, nanéase¢ vzorkt pro TLC CAMAG Linomat IV, orbi-
talni inkubator pro buné¢né kultury Sanyo-Gallenkamp, transiluminator Biometra TI 1,
vakuovy koncentrator pro mikrozkumavky Savant SpeedVac SC100, vymrazovaci
past Heto CT 60E.

Programové vybaveni:
Kodak ds 1D (Kodak), LUCIA GF (Laboratory Imaging).

Pracovni postup

Sledovani inkorporace fluorescenéné znaceného substratu

Pribéh inkorporace fluorescentné znaceného substratu byl sledovan fluorescencni
mikroskopii. K suspenzni kultute byl piidan BPC (0,66 pg.ml™” suspenze o hustoté piiblizné
1 x 10* bungk.ml™). V riznych ¢asovych intervalech byl odebran 1 ml suspenze. Po filtro-
vani a promyti byly buiiky sledovany fluorescen¢ni mikroskopii v oblasti UV-B spektra
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(excitace: 450 — 490 nm, emise: 520 nm). Mikroskopické obrazky byly zaznamenany mo-
nochromatickou integracni kamerou a uloZeny v podobé¢ digitalizované¢ho snimku (obr. 3).

autofluorescence 15 min 30 min 2h

Obr. 3. Prubéh inkorporace fluorescencné znaceného substratu bis-BPC do bunék tabakové linie
VBI-0 (2-denni).

Zaclenéni substratu probihalo do buné¢nych membran a nikoliv do bunécné stény, coz
bylo dokazano pokusem, kdy byl k bunkam ptidan 1 M NaCl, jehoz pasobenim doslo
k plasmolyze bunék (obr. 4).

Inkubace bunék se substratem a oSetieni t¢innymi latkami

K suspenzi bun&k byl ptidan BPC (0,66 pg.ml™' suspenze). Suspenze byla inkubovana
v Erlenmayerové bafice 20 min v temnu za laboratorni teploty na tiepacce (150 ot.min™),
aby doslo k inkorporaci substratu do buné¢nych membran. Béhem inkubace bylo do skle-
nénych zkumavek pfipraveno 100 pl roztoku studovanych latek danych koncentraci
(vysledny objem reakce byl 1 ml). Po inkubaci bylo do zkumavek ptidano 900 pl suspen-
ze bunék a zkumavky byly umistény na tfepaCku v Sikmé poloze tak, aby dochazelo
k u¢innému michani suspenze. Typicky probihala tato inkubace 90 min pfi laboratorni
teploté v temnu a pii 150 ot.min™.

plasmolyza

Obr. 4. Plasmolyza bun¢k tabakové linie VBI-0 (2-denni) po ptisobeni NaCl (1 M; 15 min).
Substrat eth-BPC.

Extrakce fluorescen¢né znacenych produkti

Inkubace byla zastavena pfidanim 4 ml ledového ,stop ¢inidla® (methanol/chloro-
form/konc. HCl 200 : 100 : 1,5 (obj.)). Vzorky byly promichdny a ponechany 30 min
v temnu pfi laboratorni teploté. Poté byly pfidany 2 ml 0,1 M KCl, vzorky byly opét
promichany a ponechany v temnu pfi 4 °C minimaln¢ 30 min.

Oddéleni vodné a organické faze bylo urychleno centrifugaci 15 min pti 420 g a 4 °C.
950 pl spodni organické faze, obsahujici sledované produkty, bylo pitevedeno do mikro-
zkumavek, vysuseno vakuovym koncentratorem a rozpusténo ve 40 pl ethanolu.
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Kvantitativni stanoveni jednotlivych reakénich produktt byla provedena jejich srovna-
nim se znamymi standardy, které byly pfipraveny §tépenim fluorescencné znacenych
substrati (BPC) komer¢nimi preparaty jednotlivych fosfolipas (obr. 5).

a) b)
L]
- MK MK . DAG
- e r R R 2222
- N W w ."-
PA PA
PA PA
PC ~ z - - - -
PC - =2 - f (o ' - 5 :' N PC
- -
- - =
T R W IR LPC
LPC LPC
- -
- + = |+ - +
PC PLA F'II.C F'II.D F'.C F'i..."-\_ F‘.LC F;LD P‘C PLA, FILC F'LD p:. ’ » “ . g
4 > < > < > 30 min 1h 2h
eth-PC bis-PC p-PC

Obr. 5. Vysokoucinna tenkovrstevna chromatografie. a) rozdéleni produkti Sté€peni jednotlivych
fluorescencné znacenych substratli komerénimi preparaty fosfolipas. b) ukazka rozdéleni produktt
reakci in situ. (+) pasobeni AICI; (0,1 M; 30 min,1 h, 2 h) na buiiky linie BY-2 (2-denni) (-) kontro-
la. DAG —diacylglycerol, LPC - lysofosfatidylcholin, MK - mastnd kyselina, PA - kyselina
fosfatidova, PC - fosfatidylcholin.

Ptiprava standardi

Standard lysofosfatidylcholinu a mastnych kyselin

Standardy byly pfipraveny St€penim vsSech tii typl BPC fosfolipasou A,. Vysledné
koncentrace v reakcni smési byly: 43,9 mM Mes-NaOH (pH 5,6), 1 % (obj.) Triton X-100,
10 mM CaCl,, 3,33 pg.ml" BPC, 2,45 U.ml" PLA,. Objem reakéni smési byl 1 ml.

Standard diacylglycerolu

Standardy byly pfipraveny stépenim vsech tii typi BPC fosfolipasou C. Vysledné kon-
centrace v reak¢ni smesi byly: 48,9 mM Mes-NaOH (pH 6,0), 0,05 % (obj.) Triton X-100,
5 mM CaCl,, 3,33 pg.ml™ BPC, 0,2 U.ml"' PLC. Objem reakéni smési byl 1 ml.

Standard kyseliny fosfatidové

Standardy byly pripraveny Stépenim vSech tii typt BPC fosfolipasou D. Vysledné
koncentrace v reakéni smési byly: 39,5 mM Mes-NaOH (pH 5,6), 1 % (obj.) Triton X 100,
50 mM CaCl,, 8 mM SDS, 3,33 pg.ml” BPC, 30 U.ml’ PLD. Objem reakéni smési
byl 1 ml

Reakce byla vzdy zahajena pfidinim enzymu a probihala 30 min pfi 30 °C (fosfolipa-
sa D) nebo 37 °C (fosfolipasy A, a C). Zastaveni reakce a dalsi postup je shodny s postu-
pem popsanym vyse. Veskera spodni faze byla pfevedena do mikrozkumavek, vysuSena
vakuovym koncentratorem a rozpusténa v 500 pl ethanolu.
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Analyza produktd

Pro vysokoucinnou tenkovrstevnou chromatografii (HP-TLC) byly pouzity desky
silikagel 60 pro HP-TLC o rozmérech 10 x 10 cm (Merck). Vzorky byly na desku nane-
seny pomoci nanaseciho zafizeni Linomat IV 1 cm od spodniho okraje desky v objemu
1 - 20 pl podle toho, ktery produkt mél byt kvantifikovan. Jako mobilni faze byla pouzita
smes chloroform/methanol/voda 65 : 25 : 4 (obj.). Deska byla vlozena do horizontalni
vyvijeci nadoby (CAMAG) a sycena parami mobilni faze po dobu 10 min. Pak bylo pro-
vedeno samotné vyvijeni, dokud ¢elo mobilni faze nedosahlo ptiblizné 1 cm od horniho
okraje desky. K déleni latek dochazelo po dobu 20 - 25 min v temnu. Jednotlivé fluo-
rescencni produkty byly zviditelnény excitaci ultrafialovym svétlem transiluminatoru.
Obraz desky byl zaznamenan kamerou Kodak a produkty kvantifikovany pomoci progra-
mu Kodak ds 1D.

Alternativni metody

Vyzkousen byl i substrat s nitrobenzoxadiazolovou (NBD) fluorescen¢ni znackou. Jak
vysledky inkorporace, tak i citlivost metody byly vSak v tomto ptipad¢ nizsi nez u znacky
BODIPY.

Jako alternativa pro analyzu produkti je vyvijena metoda s pouzitim vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). V soucasné dobé probihd testovani riznych kolon,
sloZzeni mobilni faze a prib¢hu eluce. Nespornou vyhodou HPLC by byla vétsi moznost
automatizace nanaseni vzorkd ve velkych sériich pomoci automatického davkovace
a také vyssi citlivost, zajisténa fluorescennim detektorem.

Uskali metody

Fluorescencni substraty jsou citlivé na svétlo. Proto je tieba veskeré ukony provadét
v temnu nebo alespon zabranit pristupu svétla napt. pfikrytim reakéni smési ¢ernou latkou.

Fluorescencni znacka meéni velikost molekuly fosfolipidu, ¢imz mtize dochazet
k ovlivnéni interakce substrat - aktivni centrum fosfolipas a tim ke sniZeni jejich aktivity.
Tento jev byl ziejmé pfi¢inou nesnazi pii pfipravé standardu fosfatidové kyseliny, ktery
se nakonec podaftilo pfipravit, ale jen v omezené mife v porovnani s ostatnimi standardy.
Fosfolipasa D tedy jevi mensi ochotu pfeménovat tento typ substratu. K této skutecnosti
je tfeba prihlédnout pfi interpretaci vysledki.

Vzhledem k riiznému pozadi pii zaznamenavani obrazu TLC desky kamerou je porov-
nani mnozstvi jednotlivych fluorescen¢nich produkt (aktivit jednotlivych fosfolipas)
mozné pouze v ramci jedné TLC desky (pouzitim HPLC by byl tento problém odstranén).

Tipy a triky

Inkubace substratu mtize byt provedena i v kadince s magnetickym michadlem jako
alternativa k pouziti Erlenmayerovy baiiky. Pti praci se suspenzi bun¢k je tfeba pouzivat
zastfizené $picky. Vyhodné je Sikmé poloZené zkumavky umisténé ve stojanu na téepacce
vzajemné upevnit napf. lepici paskou tak, aby nedochazelo k otaceni zkumavek béhem
ttepani. Tim se zabrani ulpivani bun¢k na sténach zkumavek.
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Vzhledem k promichavani suspenze ajeji tendenci k usazovani je tfeba nalézt vhodny
pomér sklonu zkumavek arychlosti otacek v zavislosti na pouzité tiepacce. Také pouziti
zkumavek s kulatym dnem se ukéazalo vyhodnéjsi nez pouziti zkumavek se dnem Spicatym.
Ty jsou ale naopak lepsi pii pozdé€jsim odebirani spodni organické faze, obsahujici produkty.

Pii odebirani spodni organické faze se s vyhodou uplatituje nasledujici postup: Nej-
prve se odebere veskeré mnozstvi spodni faze do mikrozkumavky a nasledné se odebere
presné 950 ul do dalsich mikrozkumavky. Pfimé odebrani piesného mnozstvi spodni faze
je obtizné z diivodu protékani organické faze.

Pokud neni mozné provést cely pokus v jednom dni, da se pterusit po ptidani KCl
nebo po vysuseni vakuovym koncentratorem (zkumavky se umisti do -20 °C).

Financ¢ni a ¢asova naro¢nost

Cena jedné desky pro HP-TLC je 160 K¢, pfi¢emz na ni lze nanést az 10 vzorkd. Cena
fluorescencniho substratu se pohybuje v rozmezi 3,50 - 35 K¢ na vzorek, v zavislosti na typu
fluorescencniho substratu. Ostatni investice jsou v ramcei bézného laboratorniho vybaveni.

Cely pokus lze provést béhem 8 - 9 hodin.
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Sledovani interakci DNA s proteiny pomoci elektroforézy
v agarosovych gelech s naslednym western prenosem a imunodetekei

HANA PIVONKOVA, KATERINA NEMCOVA, MIROSLAV FOJTA

Laboratof biofyzikalni chemie a molekularni onkologie, Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolsk
135, 612 65 Brno; (tel.: 541 517 197, e-mail: hapi@ibp.cz)

Uvod

Interakce bilkovin s DNA hraji klicové role v regulaci dulezitych procesti v bunkéach,
vcéetn¢ replikace DNA, transkripce, oprav DNA apod. Mezi vyznamné regulacni proteiny
interagujici specifickym zptsobem s DNA patti nadorovy supresor protein p53 (El-Deiry
1998, Apella a Anderson 2001). Tento protein, skladajici se z 393 aminokyselinovych
zbytkl, se vaze na DNA jako tetramer jednak sekvencné specificky (prostfednictvim své
centralni domény), jednak je schopen rozpoznavat urcité struktury DNA (C-koncovou
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i centralni doménou). Tyto aktivity proteinu p53 jsou regulovany prostiednictvim jeho
posttranslacnich modifikaci (Apella a Anderson 2001, Gohler et al. 2002).

Pro sledovani interakci bilkovin s DNA se ¢asto pouzivaji elektroforetické metody,
zalozené na zmeéné elektroforetické pohyblivosti molekul DNA po jejich vazbé na mole-
kulu proteinu (EMSA - electrophoretic mobility shift assay). Obvykle se pfitom vyuZziva
specificky navrzenych oligonukleotidii (pfedstavujicich vazebna mista pro zkoumany
protein), Casto radioaktivné znacenych, a elektroforézy v polyakrylamidovych gelech.
V nasi laboratofi byla pied nékolika lety objevena schopnost proteinu p53 vazat se selek-
tivné na nadsroubovicovou DNA (scDNA) (Palecek ef al. 1997, Brazdova et al. 2002).
Abychom mohli uéinn¢ sledovat interakce proteinu p53 s pomérné velkymi molekulami
plasmidové scDNA, vyuzivame horizontalni elektroforézu v agarosovém gelu, ktery ma
vhodnou velikost port. Ukazali jsme, Ze tato technika je vhodna i pro sledovéani vazby
proteinu p53 na specifické sekvence uvnitt dlouhych linearnich fragmentii DNA (stovky
az tisice paru bazi); takovéto molekuly mnohem 1épe napodobuji situaci v buiikach nez
kratké oligonukleotidy (obvykle desitky part bazi). Nasledny western prenos a imunode-
tekce bilkoviny umoziuje spolehlivou identifikaci nukleoproteinovych komplexa v gelu.

Podstata metody

Podstatou prvniho kroku metody je zména elektroforetické pohyblivosti molekul DNA
v agarosovém gelu v disledku tvorby komplexti s bilkovinou (v tomto ptipadé¢ s protei-
nem p53). ProtoZe nukleoproteinovy komplex ma vyss$i molekulovou hmotnost nez sa-
motna DNA, putuje v gelu pomaleji, coz se po obarveni DNA ethidiumbromidem projevi
vznikem retardovanych prouzkii (obr. 1, 2). Pokud se mtize na jednu molekulu DNA na-
vazat vice molekul proteinu, objevi se ,,zebficek* prouzkli odpovidajicich komplextim
o rizné stechiometrii p5S3:DNA (obr. 1). V pfipad¢, Ze se na komplex p53-DNA navaze
protilatka rozpoznavajici protein p53, jesté vice se snizi pohyblivost komplexa (obr. 1,
drdhy 5,6). Druhy krok metody je zaloZzen na vakuovém pienosu (bloting) komplexii
z agarosového gelu na nitrocelulézovou membranu. Molekuly proteinu p53 zakotvené na
membrané jsou poté detegovany pomoci protilatek (jako detekéni metodu vyuzivame tzv.
zesilenou chemiluminiscenci, kdy sekundarni protilatka je znacena peroxidasou katalyzu-
jici pfeménu substratu vedouci k emisi svétla, které je zachyceno na fotografickém fil-
mu). Srovnanim polohy prouzkti DNA (obarvené ethidiumbromidem v gelu) a prouzkd
p53 (zviditelnéné imunochemickou metodou) je mozno ptesn¢ identifikovat komplexy
p53-DNA (obr. 1, 2). Pfidanim kompetitorové DNA (napft. nespecifické linearni DNA) je
mozno odlisit nespecifickou interakci proteinu s DNA od jeho vazby na specifickou sek-
venci (pS3CON, obr. 2) ¢i strukturu DNA (scDNA, obr 1).

Pracovni postup

Ptiprava DNA a proteinu p53

Ke studiu interakci protein-DNA byla vyuzita nadSroubovicova DNA (plasmid
pBSK(,) a fragment DNA z plasmidu pPGM1 o velikosti 474 bp (vystépeny pomoci re-
striktasy Pvu 11, Takara), ktery obsahuje tzv. specifické vazebného misto pro protein p53
(p53CON) (Palecek et al. 1997). Kompetitorova nespecificka linearni DNA byla ziskana
Stépenim plasmidu pBSK(,) restrikéni endonukleasou Smal (Takara).
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Obr. 1. Vazba proteinu p53 na nadSroubovicovou DNA v pfitomnosti kompetitorové linedrni DNA
a monoklonalni protilatky ICA9. (A) Gel barveny ethidiumbromidem a (B) blot gelu: (draha 1)
kontrolni nad$roubovicova DNA (scDNA); (draha 2) kontrolni linearni DNA; (drahy 3 - 6) vazba
proteinu p53 (wild type) na scDNA v pfitomnosti kompetitorové linearni DNA (drahy 4 a 6)
a monoklonalni protilatky proti p53 ICA9 (drdhy 5 a 6). Pomér p53/DNA byl 5/1. Vzorky byly
inkubovany v prostiedi 50 mM KCI, 5 mM Tris-HCI, 0,5 M EDTA, 0,01 % Triton X-100, 2 mM
DTT (pH 7,8) pfi 0 °C po dobu 30 minut. Vzorky s protilatkou ICA9 byly pied pfidanim DNA
inkubovany pii 0 °C po dobu 20 minut za stejnych podminek. Pozice prouzkii proteinu na blotu
odpovida pozici retardovanych prouzki v gelu. Vice podrobnosti viz text.
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Obr. 2. Vazba proteinu p53 na fragmenty DNA pPGM1 o velikosti 474 bp v ptitomnosti kompeti-
torové linearni DNA. (A) Gel barveny ethidiumbromidem a (B) blot gelu: (drdha 1) kontrolni
DNA; (draha 2) pomér pS3/DNA byl 2 : 1; (draha 3) pomér p5S3/DNA byl 5 : 1. Vzorky byly inku-
bovany v prosttedi 50 mM KCI, 5 mM Tris-HCI, 0,5 M EDTA, 0,01 % Triton X-100, 2 mM DTT
(pH 7,8) pii 0 °C po dobu 30 minut. Pozice prouzkl proteinu na blotu odpovida pozici retardova-
nych prouzkt v gelu. Vice podrobnosti viz text.
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Protein p53 (wild type) byl exprimovan v bakteridlnich bunkach (Escherichia coli
BL/DE3 obsahujici pT7-7 Hup53), které byly péstovany pti 20 °C s vyuzitim dvoustup-
nové indukce, aby se omezila agregace proteintl, a izolovan podle protokolu (Hupp et al.
1992). Koncentrace proteinu byla zjisténa denzitometricky z SDS-PAGE obarveného
pomoci Coomassie Blue R-250. Jako standard pro uréeni koncentrace proteinu p53 byl na
gel nanesen protein BSA (hovézi sérovy albumin).

Tvorba komplexti

200 ng scDNA (obr. 1) nebo 35 ng fragmentu pPGM1 (obsahujici pS3CON, obr. 2)
a 200 ng kompetitorové linearni DNA bylo smichano s proteinem p53 o rizné koncentra-
ci (pomér p53/DNA byl 2 - 5) a smés byla ponechana 30 min na ledové lazni. Protein p53
byl pted tim inkubovan 15 minut pii 0 °C s 2 mM DTT ve vazebném pufru (5 mM Tris,
0,5 mM EDTA, 0,01 % Triton X-100, pH 7,6). V nékterych piipadech byl protein jeste
pred pfidanim DNA 20 minut inkubovan s monoklonélni protilatkou ICA-9 (10 pg.ml™).

Elektroforéza

Do vzorkt byl pfidan nanaseci pufr (0,25 % bromfenolova modt, 0,25 % xylene cya-
nol, 40 % sacharosa) a vzorky byly naneseny na 1 - 1,3 % agarosovy gel v 0,33 x TBE
pufru 30 mM Tris, 30 mM H;BO;, 0,7 mM EDTA, pH 8,0). Elektroforéza probihala
3 - 10 hodin pfi 4 °C pii napéti 120 V. Hustota gelu a doba trvani je zavisla na typu pou-
zité DNA (napf. cely plasmid vyzaduje delsi elektroforézu nez kratky fragment). Gel byl
obarven ethidiumbromidem a sniman dokumenta¢nim systémem s CCD kamerou.

Western ptenos a imunodetekce

Gel byl zpracovan ve vakuovém pienosovém systému (1,5 hodiny, podtlak 80 mPa)
nitrocelulosovou membranou BioTrace NT PALL v prostfedi 3 M NaCl s 0,3 M citratem
sodnym (10xSSC). Membrana byla poté inkubovana 45 minut s 5 % mlékem v 1x PBS
(0,14 M NaCl, 3 mM KCI, 4 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO4, pH 7,4). V dalsim kroku
byla do mléka ptfidana mysi primarni monoklonalni protilatka proti p53 DO-1 (obr. 2)
nebo krali¢i primarni polyklonalni protilatka CM1 (obr. 1) zfedéné na urcitou koncentra-
ci, ktera byla empiricky zjisténa z kontrolnich experimentd. Po 2 hodinach byla membra-
na 4 x po péti minutach promyta v PBST (PBS, 0,05 % Tween 20). Komplex protein-
primarni protilatka byl rozpoznan sekundarni protilatkou anti-mouse 1gG nebo anti-rabbit
IgG konjugovanou s peroxidasou. Tato protilatka byla fedéna 5% mlékem v PBS
vpoméru 1 : 1 000 az 1 : 10 000. Nasledovalo opét promyti v PBST.

Vlastni detekce proteinu byla provedena pomoci zesilené chemiluminiscence (ECL).
Membrana byla vlozena do filmové kazety, prevrstvena ECL detekénimi roztoky 1 a2
(Amersham), smichanymi v poméru 1 : 1, pfekryta folii a rentgenovym filmem (v temné
komote). Expozice trvala 1 hodinu. Poté byl RTG film vyvolan v pozitivni vyvojce
a ustalen v kyselém ustalovaci.

Z vysledku je patrno, ze protein pS3 (wild type) se v ptitomnosti kompetitorové li-
nearni DNA piednostné vaze na nadSroubovicovou DNA (obr. 1) a na fragmenty, které
obsahuji specifické vazebné misto (p5S3CON) (obr. 2).
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Zhodnoceni metody

Tato metoda umoznuje velmi snadno a presné sledovat interakci riznych typi DNA
s normalnimi i mutovanymi proteiny, v zavislosti na ptidavku redukénich ¢inidel (dithio-
threitol), oxidacnich ¢inidel (diamid) (Fojta et al. 1999) nebo specifickych monoklonal-
nich protilatek (Brazda et al. 2000 ).

Dalsi vyhodou tohoto postupu je, Zze nemusime pouzivat radioaktivni znaceni DNA,
¢imz Setfime jak své zdravi, tak finan¢ni prostiedky.

Experimenty obvykle nevyzaduji naro¢nou optimalizaci.

Casova naro¢nost zavisi na velikosti molekul DNA pouzité v experimentu (délka elektro-
forézy) a na vlastnostech primarni protilatky (imunodetekeni krok; celkem 10 az 48 hodin).

Kromé zékladniho laboratorniho vybaveni jsou zapotfebi elektroforetické aparatury
pro agarosovou a polyakrylamidovou gelovou elektroforézu, chlazena centrifuga, FPLC
pro izolaci proteinu, vakuovy pienosovy (blotovaci) systém, kazety na fotografické sni-
mani membran, UV transiluminator s detekénim systémem nebo fotoaparatem, pocitac
(s programem Image-Quant umoziujicim kvantitativni vyhodnoceni obrazki).
aroztoky pro ECL. Z dalsiho potfebného vybaveni jsou pomémé drahé nitrocelulosové
membrany a soupravy pro izolaci DNA.
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Uvod

Dokonceni kompletni geonomové sekvence modelovych rostlinnych organismil jako
Arabidopsis thaliana ¢i ryze, a exponencialni nartst probihajicich i dokonéenych sekve-
nacnich projektt, pfinasejici ohromné mnozstvi primarnich sekvencnich dat, vyzaduje
nové postupy a prostiedky k jejich zpracovani. Zde se pokusim nastinit nejpouzivané;jsi
strategie analyzy proteinovych sekvenci a moznosti jejich vyuziti pro biologii rostlin.
Text je ¢lenén podle pravdépodobného schématu prace a zahrnuje identifikaci homo-
lognich proteind, moznosti analyzy primarni sekvence a predikci sekundarni a terciarni
struktury proteinti. Ve vyctu piisluSnych programti se omezim pouze na software a sluzby
dostupné pies internet, které jsou v akademické sféfe volné distribuovatelné.

Databaze proteinovych sekvenci

Od roku 1965, kdy Margaret Dayhoff publikovala poprvé slavny Atlas of Protein
Sequence and Structure (prvni vetejna kompletni databaze, obsahujici udaje o 65 protei-
nech, Dayhoff ef al. 1965) se pocet polozek v proteinovych databazich zvysil na témeét
3 miliony, coz krom¢ sekvenacniho usili dokumentuje i ndrtst redundance. Rovnéz je
tteba upozornit na fakt, ze velka ¢ast proteinovych sekvenci je vysledkem translace pre-
dikovanych kodujicich oblasti gentl, pro které neexistuji zadné experimentalni dikazy.
Soucasny trend v proteinovych databazich je tedy dvoji - na jedné stran¢ kompletni data-
bazové projekty odvozené z nukleotidovych databazi jako jsou GenBank\EMBL\DDBJ,
které zaroven zahrnuji vySe zminéné nevyhody, a nekompletni specializované, casto ma-
nualné redigované, databaze ptinaSejici ovéiené, dobife anotované sekvence na strané
druhé. Pfehled nejpouzivangjsich zdrojt pfinasi tab. 1.

Vyhledavani sekvenci v databazich

Zpusobi jak ziskat pozadovand data z proteinovych databazi je nékolik. Kazda sek-
vence ma svij unikatni identifikator, podle kterého ji mizeme jednoduse vyhledat. Dalsi
moznosti je hledani podle klicovych slov. Asi nejkompletnéjsi databazova rozhrani
Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) a SRS-EBI (http://srs.ebi.ac.uk) nabizi fadu
dalSich vyhledéavacich kriterii, jako je druh organismu, autor, rok ptivodu a dalsi.

Nejcitlivéj$im a nejkomplexngj$im pristupem je vyhledavani ortholognich sekvenci na
zakladé homologie. Zakladnim pfistupem téméi vSech metod je konstrukce tzv. ,pairwise
alignments®, tj. porovnani dvou sekvenci (z nichz jedna je vzdy nami zadana), kvantifika-
ce jejich vzajemné podobnosti a odhadnuti statistické vyznamnosti vysledku. Tab. 2 uvadi
nejpouzivangjsi algoritmy a jejich implementace.
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Tab. 1. Pfehled databazi proteinovych sekvenci

Nazev URL odkaz Poznamka
+ kompletni, integruje vSechny ostatni databaze,
Entrez . . . R A
. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez provézana s literarnimi udaji,
Proteins . « .
- redundantni, ¢asto $patna anotace
GenomeNet http://www.genome.ad.jp/htbin/ + kompletni, nahrada za Entrez
www_bfind?protein-today - redundantni, uzivatelsky nepiijemna
+ rucné anotovana, pouze ovéfené sekvence, prova-
SWISS-PROT  http://www.expasy.org/sprot zana s dal$imi zdroji, nizka redundance
- nekompletni
TEMBL http://srs.ebi.ac.uk/srs6bin/cgi-bin/ + malo redundantni, pfedvoj a dopln€k pro Swiss-Prot
wgetz?-page+top - aktualizovana Ctvrtletné
e + fazeni do rodin podle pfibuznosti
PIR hitp://pir georgetown.edu - nekompletni, ¢asto $patna anotace
Expasy Links http://us.expasy.org/alinks.html odkazy na velké mnozstvi specializovanych databazi
Arabidopsis http://www.arabidopsis.org/info/

Gene Families
Aramemnon

genefamily/genefamily.html

odkazy na jednotlivé databaze genovych rodin

http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/ databaze membranovych proteinli v Arabidopsis

Tab. 2. Zdroje pro vyhledavani proteinovych sekvenci v databazich

Nazev

URL odkaz

Poznamka

Blast (NCBI)

PSI-Blast (NCBI)

Standalone BLAST . .

(NCBI) ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/executables

DDBJ Homology http://www.ddbj.nig.ac.jp/

Search System E-mail/homology.html

WU-Blast (EBI) http://www?2.ebi.ac.uk/blast2/

FastA (EBI) http://www?2.ebi.ac.uk/fasta3/

Smith-Waterman http://www.ebi.ac.uk/searches/

(EBI) blitz_input.html

Propsearch SERVEUR/PROPSEARCH/
propsearch.html

AA composition
(ExPASY)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

zakladni rozhrani, nejpouzivanéjsi, uzivatelsky
nejpifjemnéjsi

detekce piibuznych sekvenci s nizkou podobnosti,
iterativni, riziko fale$né-pozitivnich vysledkt
program ke stazeni na vlastni pocitac, uzivatelsky
nepiijemny, pokro¢ilé funkce (Windows, Linux)

soubor riznych algoritmu (Blast, Psi-Blast, Fasta,
Smith-Waterman), alternativa k NCBI

odlisny algoritmus od NCBI-Blast, nékdy citlivéjsi
vhodny pro dlouhé tseky s nizkou podobnosti

citlivéjsi nez Blast a Fasta, pomaly

http://www.infobiosud.univ-montp1.fi/ hledéni je zaloZeno na aminokyselinovém slozeni

a dalSich fyzikalné-chemickych vlastnostech protei-
nu

http://www.expasy.ch/tools/aacomp/  hledani je zalozeno na aminokyselinovém slozeni,

aacomp0.html

pl a molekulové hmotnosti

Vedle volby algoritmu je dilezitym krokem volba tzv. substitu¢ni matrice, ktera defi-
nuje kritéria kvantifikace jednotlivych pozic v alignment (bonus za zachovani, penalizace
za zaménu). V dnes$ni dob¢ se nejcastéji pouzivaji matrice PAM (Dayhoff a Eck 1968)
a Blosum (Henikoff a Henikoff 1992). Matrice PAM30 a Blosum80 se pouzivaji pro hle-
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dani vysoce pribuznych sekvenci, pouziti matric PAM250 a Blosum45 je vhodné pro
hledani vzdalenych homologti s pfedpokladanou nizkou podobnosti. ,, Kompromisni*
matrice Blosum62 se pouziva jako zakladni nastaveni pro vétSinu vyhledavacich progra-
mi. Pro kazdou matrici pak existuji experimentalné testované hodnoty tzv. ,.gap parame-
ters* (penalizace za vytvoteni a prodlouzeni mezery v alignment). Dal§im prvkem ovliv-
nujicim citlivost hledani je hodnota parametru word (Blast) ¢i K-tuple (FastA): pro citli-
v¢jsi (a delsi) vyhledavani je mozno zvolit nabizenou niz$i hodnotu. VSechny pouzi
vané vyhledavaci programy také umoznuji zapojeni algoritmtl, které rozpoznaji a maskuji
sekvence s nizkou komplexitou (napf. repetitivni ¢i prolin bohaté oblasti); tyto sekvence
mohou jinak davat fale$né pozitivni vysledky.

Vyznamé zvySeni citlivosti pfi hledani vzdalené ptibuznych sekvenci pfineslo zavede-
ni tzv. poziéné-specifickych matrici (PSSM - position-specific weight matrix). Celnim
algoritmem vyuZzivajicim tento pfistup je program PSI-BLAST (Altschul et al. 1997).
PSI-BLAST vyuziva itera¢ni pfistup: po prvnim kole hledani se z nalezenych sekvenci
vytvoti multiple alignment (viz nize) a generuje se PSSM (ktera pfi¢ita vysoké bonusy za
zachovani pozic konzervovanych v alignmentu a obracen¢). Takto vytvoiend PSSM je
pouzita k vyhodnoceni druhého kola hledani, pfidanim nové nalezenych sekvenci se vy-
tvoti nova PSSM a cely proces pokracuje po definovany pocet kol ¢i do nasyceni.

V ptipad€, ze vySe popsanymi metodami nemlzeme najit k zadané sekvenci zadné
homologni sekvence, mizeme zkusit hledat podle aminokyselinového sloZzeni a dalSich
fyzikalné chemickych vlastnosti proteinu (tab 2). Tento zptisob miZe naznacit strukturni
a funkéni pfibuznost mezi novou neznamou sekvenci asekvencemi v databazich
(Hobohm a Sander 1995).

Analyza proteinovych rodin — multiple alignment

Zatimco metody pairwise alignment nachazeji pouziti pfedev$im v prohledavani data-
bazi, pro simultanni analyzu vétsiho mnozstvi homolognich proteinti jsou kritické postu-
py tzv. ,,multiple alignment", tj. srovnani sady proteintl. Zatimco algoritmy pairwise alig-
nments jsou podloZzeny robustni statistickou teorii a produkuji tzv. optimalni alignment
(tj. s maximalnim skore), metody multiple alignment jsou pouze aproximacni. V tab. 3
uvadim nejcastéji vyuzivané programy vyuzivajici rozdilné algoritmy vhodné pro riizné
konzervované sekvence. Vystupem programu je pak bud’ globalni (algoritmus se snazi
srovnat vSechny pozice v sekvencich) nebo lokalni alignment (program vyhledava kon-
zervované, Casto pomérné kratké useky, mezi kterymi jsou dlouhé useky nesrovnanych
sekvenci). Obecné plati, Ze pro srovnani dlouhych sekvenci s nizkou mirou podobnosti je
lepsi pouzit algoritmy vytvarejici lokalni alignment, zatimco metody globalnich align-
ments se 1épe hodi pro vysoce konzervované sekvence. Podoba vysledného alignment se
muze vyrazné ménit s pouzitim riznych substitué¢nich matrici a gap parameters, podobné
jako u pairwise alignment. V praxi je vyhodné testovat n€kolik algoritmt a vysledky
(s kritickou analyzou) kombinovat.

Existuje rovnéz fada softwarti umoziujici rychlou manudalni editaci multiple alignments
a pripravu barevné kolorovanych a anotovanych alignments k publikaci; vycet nejcastéji
pouzivanych je uveden v tab 3.
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Tab. 3. Programy pro vytvareni a editaci multiple alignments

Nazev

URL odkaz

Poznamka

BCM Multiple
Sequence Alignments

http://searchlauncher.bcm.tme.edu/
multi-align/multi-align.html

webové rozhrani nabizejici nékolik algoritm
(ClustalW, MAP, PIMA, MSA, Block Maker,
MEME)

ClustalW (EBI) http://www.ebi.ac.uk/clustalw nejpopularnéjsi program, globalni alignment
nejlepsi program na alignment vysoce konzer-
T-Coffee http://igs-server.cnrs-mrs.fr/Tcoffee/ vovanych sekvenci, umi i kombinovat
alignments produkované jinymi algoritmy
Dialien http://bibiserv.techfak.uni- nejlepsi program na alignment malo konzervo-
& bielefeld.de/dialign/submission.html vanych sekvenci, lokalni alignment
POA Ez)t:/://www,b101nformatlcs.uc1a,edu/ nejrychlejsi, vhodny pro velky pocet sekvenci
ClustalX http://www-igbmc.u-strasbg.fr/ verze ClustalX ke stazeni a instalaci na vlastni
Biolnfo/Clustal X/Top.html pocita¢ (Windows, Linux)
http://www.bris.ac.uk/Depts/ .o s 1 ,
. . program ke stazeni, lokalni alignment, vhodny
Macaw ga:)trlrllﬁlr:il\/llsliclz(s);serV1ces/CGR/ pro malo konzervované sekvence, moznost
MACAWinstructions. htm ruéniho editovani (Windows)
Boxshade http://www.ch.embnet.org/software/ server pro grafickou upravu alignments
BOX_form.html k publikaci
Chroma http://www.lg.ndirect.co.uk/chroma/ program ke stazeni, umoziuje anotaci a Gpravu
index.htm alignments k publikaci (Windows)
GeneDoc http://www.psc.edu/biomed/genedoc/ program ke stazeni, slouZi k manudlni editaci

a grafické upravé alignments (Windows)

Detekce proteinovych domén a konzervovanych motivii v primarni sekvenci proteinu

Identifikace strukturnich domén ¢i motivli v nezndmé sekvenci je dulezity krok pii
vytvafeni hypotézy o biologické funkci zkoumaného proteinu. Realizace tohoto tkolu je
vSak komplikovana skutecnosti, ze proteinové domény s podobnou prostorovou struktu-
rou a funkci Casto sdileji jen velmi malo podobnosti na irovni primarni struktury a jejich
detekce konvenénimi metodami pairwise a multiple alignments proto neni mozna. Reseni
pfineslo zavedeni pozi¢né-specifickych matrici PSSM, které umoznilo vybudovat PSSM
charakteristické pro konkrétni domény. Ptislusné servery (tab 4.) potom obsahuji (pravi-
deln¢ obnovovanou) databazi jednotlivych PSSM, kterou je mozno prohledavat zadanou
sekvenci.

Dalsim algoritmem umoziujicim detekci malo konservovanych domén se stalo vyuziti
tzv. hidden markov models* (HMM) v bioinformatice. HMM piedstavuje dynamicky
statisticky profil charakteristicky pro urCitou doménu ¢i sekvencni motiv (vysvétlit prin-
cip HMM piesahuje moznosti tohoto ¢lanku, viz Hughey a Krogh 1996). Specializované
servery (tab. 4.) opét disponuji souborem prohledavatelnych HMM profild, vystup pak
obsahuje statistické zhodnoceni a grafické znadzornéni analyzy.

Existuji i programy pracujici opacnym smérem, tj. v uzivatelem zadaném souboru sek-
venci vyhledavaji konservované motivy, piipadné vytvaieji HMM profily. Dostupna je
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rovnéZ fada programt predikujicich potencionalni mista posttranslacnich modifikaci jako

jsou fosforylace, acylace apod. (nejznaméjsi je Prosite, http://www.expasy.ch/prosite/), diky
velmi vagné definovanym sekvencénim motiviim je téeba vysledky predikce brat s rezervou.

Tab. 4. Zdroje pro detekci konzervovanych sekvenénich domén a motiva

Nazev URL odkaz Poznamka

y pouziva metodu HMM, manualné editovan, rychly,

SMART http://smart.embl-heidelberg.de pichledny, vborné grafické rozhrani
Pfam http://www.sanger.ac.uk/ pouziva metodu HMM, pomalejsi ale komplexné;si
Software/Pfam a nékdy citlivéjsi nez SMART

InterPro (EBI) http://www.ebi.ac.uk/interpro  integruje i data ziskana pomoci SMART a Pfam

CDD (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  zaloZeno na metodé PSSM, integruje i data ziskana
Structure/cdd/cdd.shtml pomoci SMART a Pfam

Prosite (Expasy) http://www.expasy.ch/prosite/ kromé domén ptedikuje i postranslacni modifikace

Pratt (EBI) http://www?2.ebi.ac.uk/pratt/ vyhleda konzervované motivy ve skupiné sekvenci

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/
Pattinprot (NPS@) npsa_automat.pl?page=/ rozhrani k fadé programt
NPSA/npsa_pattinprot.html

Analyza smérovani a vnitrobunécné lokalizace proteint

Stejné jako detekce funkénich domén, je predikce intracelularni lokalizace proteinu
nezbytnou soucasti charakteristiky neznamé sekvence. Soucasné znalosti a prostiedky
dovoluji pomérné spolehlivé predikovat tyto charakteristiky: signalni peptidy, transmem-
branové domény a transitni peptidy smérujici protein do mitochondrie nebo chloroplastu.

Standardem pro detekci signalnich peptidi je program SignalP (http://www.cbs.dtu.-
dk/services/SignalP), ktery umoziuje predikci jak u eukaryot, tak u Gram-positivnich
i Gram-neativnich bakterii s vysokou spolehlivosti.

Tab. 5 ukazuje nekteré metody pouzivané pro predikci transmembranovych segmentt.
Ackoli se jednotlivé algoritmy 1isi v detailech, zdkladnim principem vétSinou zlstava
profil hydropathie podél sekvence proteinu (transmembranové domény jsou vétSinou
a-helixy dlouhé 17 - 33 aminokyselin a obsahuji hydrofobni a neutralni aminokyselinové
zbytky). Sofistikovanéjsi programy potom profil hydropathie kombinuji s predikci
o-helikélnich struktur. Autorova osobni zkuSenost je takova, ze kombinace 2 - 3 progra-
mi vede v 95% pripadt k spravné predikei.

Podobné jako predikce signalnich peptidd, je pritomnost transitnich mitochondrial-
nich/plastidovych peptidi predikovana programy zaloZenymi na bazi neuronovych siti,
trénovanych na sad¢ proteind s experimentalné ovéfenou bunéénou lokalizaci (viz tab. 6).
Predikce mitochondridlnich a plastidovych signalnich peptidl je vSak méné spolehliva;
podle autorovych zkuSenosti je tieba kombinovat vSechny dostupné algoritmy a i pfesto
se presnost predikce pohybuje se jen asi okolo 80 %.
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Tab. 5. Programy pro predikci transmembranovych domén

Poznamka
Nazev URL odkaz Hranice TM Graf Predikce Vice sekven-
hydrofobicity a-helixti ci najednou

TMHMM  http://www.cbs.dtu.dk/servicess  TMHMM ano ano ano ano
http://bioweb.pasteur.fr/

TopPred2 ] ano ano ano ano
seqanal/interfaces/toppred.html

PhDhtm  http://cubic.bioc.columbia.edu/pp/ ano ne ano ne

DAS http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/ ano ano ne ne

TMpred http://www.ch.embnet.org/ ano ano ano ne

software/TMPRED_form.html

Tab. 6. Programy pro predikci signalnich peptidi a intracelularni lokalizace proteinti

Nazev URL odkaz Poznamka

predikce mitochondridlnich, plastidovych a signalnich

iPSORT http://hypothesiscreator.net/iPSORT/ peptidi a mista Stépent

predikce mitochondrialnich, plastidovych a signalnich

TargetP http:'//www.cbs.dtu.dk/ peptidl a mista §tépeni, moznost zadani vice sekvenci,
services/TargetP/ . ,
kvantifikace vystupu
http://www.cbs.dtu.dk/ . S . s o
ChloroP services/ChloroP/ predikce plastidovych transitnich peptidi

predikce mitochondrialnich i plastidovych TP,

Predotar  http://www.inra.fr/predotar/ kvantitativd vyhodnoceni

http://mips.gsf.de/ predikce mitochondridlnich TP a mista $tépéni,

Mitoprot cgi-bin/proj/medgen/mitofilter kvantitativni vyhodnoceni

Predikce strukturnich prvkiu v proteinech

Predikce strukturnich prvkl v proteinech Casto nema pfimou navaznost na predikci
biologické funkce, ale je dulezitym dopliikem analyzy primarni sekvence. Jak bylo na-
znaceno vyse, detekce oblasti s nizkou komplexitou je dilezitym ptedpokladem pro hle-
dani v databazich; predikce sekundarnich struktur pak obvykle pfedchazi modelovani 3D
struktury.

Detekce segmentl s nizkou komplexitou ¢asto signalizuje pfitomnost domén neglobu-
larniho charakteru, tzv. ,,coiled-coil domén. Coiled-coil domény maji superhelikalni
strukturu charakterizovanou pfitomnosti periodicky se opakujicich hydrofobnich amino-
kyselin, casto leucind. Predikce zalozend na této periodicité je zakladem programu
COILS (http://www.ch.embnet.org/software/COILS form.html).

Predikce sekundarnich struktur sama o sobé dava malo informaci o funkci proteinu ¢i
o jeho klasifikaci do proteinovych rodin, je vSak dulezitym dopliikem dalSich metod.
Evoluce proteint Casto probihd ve formé inserci neusporadanych smycek, zatimco seg
menty s charakteristickou sekundarni strukturou jsou c¢asto konzervované. Spolehliva
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predikce téchto element pomaha spravnému srovnani vzdalenych sekvenci a miize odha-
lit konzervované oblasti, které by jinak unikly pozornosti. Detekce sekundarnich struktur
je rozvinuté odvétvi bioinformatiky s fadou kompetujicich algoritmti (tab. 7). Klasické
metody jako Chou-Fasmanova nebo Garnierova zpracovavaly tehdy znamé 3D struktury
a pocitaly pravdépodobnosti aminokyselinovych zbytkd tvofit nejpravdépodobnéjsi
sekundarni strukturu pro dany usek sekvence. Moderni metody (tab. 7) vyuzivaji neuro-
novych siti, které jsou trénované na databazich vSech znamych proteinovych 3D struktur.
Nekteré servery umoznuji pouZzit multiple alignment jako zadani ¢i kombinuji vysledky
ziskané riiznymi algoritmy, coZ vyzname zvysSuje pravdépodobnost spravné predikce.

Tab. 7. Programy predikujici sekundarni struktury

Nazev URL odkaz Poznamka

Predict Protein http://cubic.bioc.columbia.edu/ rozesle zadanou sekvenci dal$im programiim, které

predictprotein/ zpracuji vysledky zvlast
http://npsa-pbll.1bcp.fr/fg1—b1n/ rozesle zadanou sekvenci dal$im programiim a zpracuje
NPS@ npsa_automat.pl?page=/ Konsensus
NPSA/npsa_seccons.html U
http://cubic.bioc.columbia.edu/ Lo ews " , . .
PHDsec predictprotein asi nejpopularnéjsi program, ¢ast baliku Predict Protein
e s . se zadanou sekvenci provede tfi iterace PSI-BLASTu
PSIpred http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ a z alignments predikuje sekundémi strukturu
Tareet99 http://www.cse.ucsc.edu/research/  provede iteracni hledani proti HMM profiltim z proteinti
& compbio/HMM-apps/ se znamymi 3D strukturami
SSPAL, SSP, NNSSP http://www.softl.)efry.cor'n/ J.ako zgdam umoziuji jednu sekvenci
berry.phtml?topic=protein i multiple alignment

http://www.compbio.dundee.ac.uk/ jako zadani umoziuji multiple alignment, HMM profil

Jnet Software/JNet/jnet.html a PSI-BLAST profil

Predikce a modelovani 3D struktury proteini

wequence-structure threading®, doslova ,,navlékani sekvence na strukturu® zahrnuje
rodinu informatickych pfistupil snazicich se urcit terciarni strukturu zkoumaného proteinu
na zaklad¢ testovani ,,vhodnosti“ riznych typli experimentalné zjisténych 3D struktur.
Zakladni myslenka téchto pfistupi tkvi ve faktu, ze struktura je mnohem vice konzervo-
vana nez sekvence. Obecné je principem vétSiny metod vypocet zbytkové kontaktni ener-
gie zadané sekvence ,natazené” na kazdou strukturu v databazi - struktura s nejmensi
energii je potom prohlasena za nejpravdépodobnéjsiho kandidata a dal§im iteraénim pro-
cesem se program snazi energii dale minimalizovat. Bylo navrzeno n¢kolik statistickych
modeld, které testuji pravdépodobnost, Ze navrzena struktura odpovida struktufe nativni-
ho proteinu. Dale je tfeba podotknout, ze vysledky ziskané kombinaci ,,energetickych*
metod predikce sekundarnich struktur sekvencnich profilii jsou vyznamné spolehlivéjsi
nez data ziskana pouze modelovanim. Pfehled nékterych z mnoha pouzivanych metod je
uveden v tab. 8.
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Tab. 8. Programy pro predikci 3D struktury proteinti

Nazev URL odkaz Charakteristika

databaze experimentalné stanovenych 3D

PDB http://www.rcsb.org/pdb/ struktur proteinti

provadi iteracni hledani proti HMM databazi,
z vysledkt buduje novy HMM profil a pak
prohledéavé databazi PDB..

porovnava sekvenéni profily zadaného proteinu
InBGU http://www.cs.bgu.ac.il/~bioinbgu/  a proteint s riznymi 3D strukturami, vysledna
predikce je kombinaci péti riznych metod

http://www.cse.ucsc.edu/research/

SAM-T99 compbio/HMM-apps/

UCLA/DOE Fold http://fold.doc-mbi.ucla.cdu/ stejny postup jako InBGu, ale pouziva jinou
Server knihovnu 3D struktur

se zadanou sekvenci provede tfi iterace PSI-
BLASTu a s vyslednym profilem buduje

GenThreader http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ struktury, nefunguje, pokud neexistuji
homology v databazi.
3D-PSSM http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dpssm/ porovndva ID a 3D profily spojen¢ s predikci

sekundami struktury a solvata¢niho potencialu

Tipy zavérem

Existuje mnoho formatd pro zpracovavani a uchovavani sekvenci. Autor doporucuje
pouzivat nejjednodussi a nejcastéjsi z nich - FASTA format. Ten je definovan tak Ze za-
catek kazdé sekvencni polozky zacind znakem “>’, za nimZ nasleduje jeden fadek infor-
maci o daném proteinu a od dalsiho fadku vlastni sekvence. K pifevodu do dalsich forma-
th Ize s vyhodou pouzit naptiklad program Readseq z nabidky serveru BCM Searchlaun-
cher (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seq-util.html).

Je vyhodné pouzivat jako jeden z identifikatord sekvence unikatni znak databazi Gen-
bank/EMBL/DDBJ.

Krom¢ zde uvedenych programi existuji akademické sféfe volné dostupné programo-
vé baliky. Alternativou oblibeného (nyni vSak komer¢niho baliku CGC package) muize
byt soubor programit EMBOSS (http://www.emboss.org).
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Konstrukce syntetického tabaku

KAMILA SKALICKA, ROMAN MATYASEK, ALES KOVARIK

Biofyzikalni tstav AV CR, Laboratof molekularni epigenetiky, Kralovopolska 135, 61265 Brno,
(tel.: 541 517 179, e-mail: skalicka@ibp.cz)

V Laboratofi molekuldrni epigenetiky se zabyvame studiem struktury a funkce repeti-
tivni DNA u allopolyploidnich rostlin. Allopolyploidni druhy vznikaji kfizenim dvou
a vice pribuznych druhti. Potomstvo takového kfiZeni je sterilni, protoze v jadie je pii-
tomna jedna sada chromosoml od kazdého rodice a v meiose dochazi k nondisjunkci.
Teprve po zdvojeni chromosomovych sad se rostlina stava fertilni (kazdy chromosom ma
svého partnera) a mize dat vznik novému druhu. Zatimco u nékterych rodt (naptiklad
Tragopogon) dochazi v ptirod¢ ke spontanni allopolyploidizaci s relativné vysokou cet-
nosti (Cook et al. 1998), uméla syntéza fertilnich rostlinnych hybridd byva zpravidla
malo tspésna.

Nicotiana tabacum L. (tabak virginsky) je allotetraploidni druh (2n=4x=48), ktery
vznikl pfed 5 az 6 miliony lety kiizenim pfedki diploidnich druhl N. sylvestris (2n=24;
donor matetského genomu) a N. tomentosiformis (2n=24; donor otcovského genomu). Asi
nejvice prozkoumanou repetitivni sekvenci je rodina genti kodujici ribosomalni RNA
(rDNA). Na genom piipadda fadove tisice rDNA jednotek, které jsou usporadany
v klastrech. Jednotka rRNA genti 35S se sklada z konzervativnich sekvenci (geny pro
26S, 18S a 5,8S rRNA) anekddujich oblasti (intra- a intergenovy spacer), jejichz sek-
venéni variabilita se vyuziva k odliseni rDNA jednotlivych druhtl. Z ptedchozich praci
(Kovarik et al. 1996, Volkov et al. 1999) vyplyva, ze v prubéhu evoluce u tabaku doslo
k eliminaci matetskych rDNA. Z otcovskych jednotek vznikly mechanismem genové
konverse (zahrnuje interlokusovou homogenizaci) tabakové specifické jednotky, které se
od otcovskych lisi strukturou a délkou intergenového spaceru.

Byl vyvoj rDNA u tabaku rychly nebo probihal postupné? Jakou roli hraje v evoluci
rDNA allopolyploidie? Jaké dalsi faktory fidi nebo ovliviiuji smér evoluce rDNA? Odpo-
veéd’ na tyto a mnoho dalSich otazek mtize dat studium ¢asnych stadii evoluce rDNA u linif
syntetického tabaku. Vétsina pokusii o rekonstrukci tabakového genomu skoncila netuspés-
né. Pfi¢inou je patrné velka evoluéni vzdalenost rodiCovskych druhti (piedkové N. sylvestris
a N. tomentosiformis divergovali pied 70 miliony lety - Okamuro a Goldberg 1985).

Jednou z dostupnych linii syntetického tabaku je linie Th37 (k¥izeni 9 N. sylvestris
(2n=24) x & N. tomentosiformis (2n=24)). Kli¢ivd semena byla ziskdna samosprasenim
jedné rostliny regenerované v kalusové kultufe vzniklé z F1 generace (Burk 1973). Cas-
nou evoluci rDNA jsme sledovali u ¢tvrté generace této linie. Z dvaceti nahodné vybra-
nych rostlin jsme u sedmnacti identifikovali nejméné tfi nové rDNA varianty otcovského
typu (odlisna struktura a délka intergenového spaceru). Jejich ptitomnost byla vétSinou
provazena uplnou eliminaci ptivodnich otcovskych jednotek. U tii rostlin byly otcovské
jednotky zachovany. Matetské jednotky zlstaly v obou piipadech nezménény. Evoluce
rDNA u linie Th37 byla tedy potvrzena, avSak zatim probiha jinak nez u tabaku.
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Pristupy ke konstrukei syntetického tabaku

Cilem je ziskat fertilniho kiiZzence s dvéma sadami chromosomti od kazdého rodi-
covského druhu.

Nami zvoleny pfistup kopiruje pravdépodobny vznik tabaku - kfizeni diploidnich ro-
dicovskych rostlin (moderni N. sylvestris - mateiska rostlina a N. tomentosiformis — pylo-
vy darce) a nasledné zdvojeni chromosomovych sad u potomkt (F1). Dalsi piistup je za-
loZen na pouziti rodiCovskych rostlin se zdvojenym poctem chromosomu. KfiZeni tetra-
ploidnich rodict vede k fertilnimu potomstvu. Konecné také kiizenim tetraploidni N. syl-
vestris a diploidni N. tomentosiformis lze ziskat malé mnozstvi fertilnich potomkd, proto-
ze ptiblizné 1 % pylovych zrn ma neredukovany pocet chromosomti.

Kromé spontanni diploidizace regeneraci kalusovych bunék F1 generace muzeme
zdvojeni chromosomovych sad indukovat pomoci inhibitorti déliciho vieténka (mitotické
jedy). Kolchicin, oryzalin, trifluralin, amiprophosmetyl a dalsi latky se pridavaji do herbi-
cidd a uplatnuji se také ve Slechtitelskych programech. Kolchicin a oryzalin byl s uspé-
chem pouzit ke zdvojeni chromosomovych sad napiiklad u bananovniku (Hamill et al.
1992, vanDuren et al. 1996), bramboru (Chauvin et al. 2003) nebo cibule (Geoffriau et al.
1997). Prace se li§i pouzitim rdznych vyvojovych stadii a ¢asti rostlin, koncentraci
a dobou piisobeni inhibitort.

Pracovni postup

1.Kfizeni. U matetské rostliny (N. sylvestris) zabranime samospraseni odstranénim tycinek
pred otevienim kvétu (kastrace). Na zralou bliznu (zvlhne 2 az 3 dny po kastraci) apliku-
jeme dvakrat denn¢ pyl N. tomentosiformis az do jejiho zaschnuti. Lze pouzit i pyl za-
mrazeny. Semena nechame vyklic¢it na MS médiu (Murashige a Skoog 1962) (svételny
rezim 12 hod tma/12 hod svétlo, teplota 26°C). Rostliny dale péstujeme ve skleniku.
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Obr. 1. Pyl Nicotiana sylvestris (A), N. tomentosiformis (B) a potomka kiizeni @ N. sylvestris x

& N. tomentosiformis ovlivnéného oryzalinem (C). Barveni acetokarminem (vitalni pylové zrna
jsou Seda, abortovana jsou bezbarva). Usecka = 100 um.

2. Zdvojeni poctu chromosomul u F1 generace — toto je pravdépodobné nejkritictéjsi faze
experimentu. Lze pouzit nékolik nasledujicich metod.
2.1. Regenerace rostlin z kalusové kultury. Kalusovou kulturu zalozime ze segmentt listt
na MS médiu s ptidavkem 2 mg.l" kyseliny a-naftyloctové (NAA) a 0,2 mg.I”
N6-benzyladeninu (BA). Po tieti pasazi (pasaz ~ tii tydny) pfemistime kalus na MS
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médium bez hormont nebo s obracenym pomérem NAA a BA. Regenerované rost-
liny po zakofenéni piesadime do skleniku a nechame vykvést.

2.2. Pisobeni mitotickych jedti. Kromé oryzalinu (v protokolu) se da pouzit i kolchicin
(pracovni koncentrace 0,01 — 1 %). V porovnani s oryzalinem je vSak vice fytoto-

xicky.

2.2.1. Plsobeni oryzalinu na kalusy. Kalus po tfeti pasazi pfemistime na MS médium
s oryzalinem. Pouzijeme vice kombinaci koncentrace oryzalinu (0,003 - 0,05 %)
a doby pisobeni (jeden az sedm dni). Po dobu plisobeni udrzujeme médium ve
tme. Pokracujeme regeneraci viz. bod 2.1.

2.2.2. Plsobeni oryzalinu na vzrostné vrcholy. Pouzijeme rostliny ze skleniku jesté pred
vykvetenim. Bunicitou vatu upevnime na vrchol rostliny nebo do izlabi listl po-
moci parafilmu tak, aby byl zajistén co nejvétsi kontakt s apikalnim respektive
axilarnim meristémem. Vatu prokapavame dvakrat denn¢ vodnym roztokem ory-
zalinu. Mlzeme pouzit rizné kombinace koncentrace oryzalinu (0,003 - 0,05 %
vodny roztok) a doby puisobeni (jeden az sedm dni). Po dobu plisobeni rostlinu
umistime do tmavého a vlhkého prostiedi. Rostliny pak nechame vykvést.

2.2.3. Plsobeni oryzalinu na rostlinné segmenty. Na vrcholové a stonkové segmenty rost-
lin plisobime vodnymi roztoky oryzalinu viz. bod 2.2.2. (na tfepacce, tma). Po
ukonceni plisobeni segmenty pfemistime na MS médium a po zakofenéni je

presadime do skleniku.

2.2.4. Pasobeni oryzalinu na semena a kli¢ni rostlinky. Semena nechame kli¢it ve vod-
nych roztocich oryzalinu nebo na MS médiu s oryzalinem (viz. body 2.2.1 nebo
2.2.2). Potom kli¢ni rostlinky pfemistime na MS médium a pozdéji do skleniku.

3. Ovéfeni fertility rostlin.

3.1. Barveni pylu acetokarminem. Vitalni pylova zrna se barvi ¢ervené, abortovana se

nebarvi.

3.2. Tvar pylovych zrn. Vitalni pylova zrna jsou vétSi akulatd, abortovana mensi

a svraskla.
3.3. Produkce semen.

V prezentaci budou uvedeny a diskutovany dosazené vysledky.
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Vyuziti dvourozmérné fluorescencni spektroskopie pro stanoveni
mnozstvi a viability bunék tabaku

RADOMIRA VANKOVA, ALENA GAUDINOVA

Ustav experimentalni botaniky, AV CR, Rozvojova 2/135, 165 02 Praha 6,
(e-mail: vankova@ueb.cas.cz)

Podstata metody

Podstatou dvourozmérné fluorescenéni spektroskopie (2-D FS) je méfeni intenzity
fluorescence v Sirokém rozmezi excitatnich a emisnich vinovych délek. Tato metoda
umoziuje stanoveni excita¢niho a emisniho maxima vice fluorofortt zaroven. Poloha
excitaéniho a emisniho maxima charakterizuje dany fluorofor, pfi¢emz intenzita fluores-
cence odpovida jeho koncentraci. Vzhledem k tomu, ze fluorofory nemohou vyzafit vetsi
energii nez pohlti, plati pro oblast fluorescence, Ze emisni vinova délka (A.,) je vEtSi nez
excitacni vinova délka (A.). Oblast fluorescence je ohrani¢ena diagonalou rozptyleného svét-
la, kdy Aem S€ rOVNA Ay, V Oblasti A 250 - 300 nm a Aey, 270 — 360 nm fluoreskuji aromatické
aminokyseliny, zejména tryptofan (obr. 1). Oblast A, 310 —460 nm a Ay, 380 — 530 nm je
charakteristickd pro vitaminy a kofaktory.

Biogenni fluorofory

550

_ - vitaminy akofaktory
- - riboflavin, FAD, FMN
7 NAD(P)H
pyridoxin, pyridoxamin,
— pyridoxal 5°-fosfat
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______ bilkoviny
| _— tryptofan
| — tyrosin
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Obr. 1. Excitaéni a emisni maxima ptirozenych fluoroforti.

Pomoci 2-D FS byla méfena hladina tryptofanu, na jejimz zakladé byl sledovan narast
biomasy u Saccharomyces cerevisiae (Marose et al. 1998). Hladina NAD(P)H se osvedci-
la jako nejlepsi kriterium pii sledovani mnozstvi biomasy mikrobialnich bunék Pseudo
monas sp. (Podrazky et al. 2003). Dale byla tato metoda pouzita pro sledovani fluores-
cencnich latek, at’ jiz jejich tvorby (napf. ergotovych alkaloidi u Claviceps purpurea)
nebo rychlosti jejich katabolismu (degradace fenantrenu u Sphingomonas yanoikuyae)
(Marose et al. 1998). 2-D FS je mozno vyuzit také k méfeni nejriznéjSich enzymovych
aktivit, pokud je k dispozici vhodny fluorogenni substrat.
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Stanoveni viability bunék
Moznosti stanoveni viability

Zivotnost bunék lze posuzovat podle fady kritérii. Mezi nejb&zngji pati stanoveni
intaktnosti membrany (vitadlnim barvenim trypanovu modii) nebo enzymové aktivity
(oxidoreduktasa - pomoci trifenyltetrazoliumchloridu nebo esterasa - pomoci diacetatu
fluoresceinu, FDA). Fluorescein, ktery vznika z FDA plisobenim esteras, patii k nejsilnéji
fluoreskujicim latkam. Obvyklé vyhodnocovani podilu zivych a mrtvych bunék pomoci
fluorescencniho mikroskopu je ovS§em velmi zdlouhavé a namahavé, navic je hodnoceni
zalozeno na principu ,,ano/ne“. Stanoveni hladiny fluoresceinu pomoci 2-D FS umoziuje
kvantifikaci esterasové aktivity. Protoze stanovena hodnota zavisi jak na metabolické akti-
vité bunék, tak na jejich mnoZzstvi, je pii stanoveni viability pomoci fluorescence fluoresce-
inu, jako jediného parametru, nezbytné udrzovat ve vSech vzorcich stejny pocet bunék.

Vlastni postup

Pfi méfeni viability pomoci 2-D FS byly volné buiky nebo alginatové castice s imo-
bilizovanymi bufikami odsaty, promyty vodou a inkubovany 10 minut ve vodném roztoku
FDA, fluorescence fluoresceinu obvykle nariistd 3 minuty a pak je stabilni asi 40 minut
(Vankova 2000). Zasobni roztok FDA v acetonu (0,5 % w/v) byl uchovavan zamrazeny
po malych davkach a bezprostfedné pred mefenim byl ziedén (1 : 1000) prislusSnym ob-
jemem vody. Fluorescencni spektra byla méfena bud’ v klasickém usporadani, kdy je
vzorek umistén v kiemenné kyveté a k méfeni je pouzit horizontalni paprsek, za pouziti
svétlovodnych vldken (vnitini primér 3 mm, LUMATECH Gmbh, Némecko) nebo
v ploché kyveté umisténé v tthlu 45 ° viici excitatnimu paprsku.

Experimentalni usporadani

V ptipad€ rostlinnych bunék dochézi v horizontalnim usporadani pfi pouziti hustsi
suspense ke stinéni (nad 2 x 10° bunék.ml™). Dalsi komplikaci jsou zmény fluorescence
zpusobené relativné rychlou sedimentaci bun¢k. Z diivodu minimalizace experimental-
nich chyb je nutné pouzivat niz§i koncentrace bun¢k a dodrzovat standardni postup (roz-
michat a ihned zméfit). Pouziti svétlovodnych vldken umoziuje odstranit negativni vliv
sedimentace (moznost vertikalniho uspofadani), ale zase dochazi ke znaénym ztratim
zatreni, bohuzel hlavné v oblasti 200 - 350 nm. Toto uspotfadani je mozné vyuzit pro me-
feni obsahu fluoresceinu (pfi vysoké esterasové aktivité bunék), ale nikoliv pii sledovani
prirozenych fluorofort. Jako optimalni uspofadani se ukézala plocha kyveta umisténa
v uhlu 45 ° vici excitacnimu paprsku. V piipad¢ bunck imobilizovanych v Iginatu staci
standardni 1 cm kyveta naplnéna jednou kompaktni vrstvou alginatovych kulicek.

Ovéreni pouzitelnosti 2-D FS pro stanoveni viability

2D-FS byla pouzita pro stanoveni viability buné¢k tabaku (BY-2) inkubovanych
v DMSO (0 — 10 % v/v) (Vankova et al. 2001). Velmi dobra korelace vysledk ziskanych
2-D FS a mikroskopickym stanovenim poctu zivych a mrtvych bunék po obarveni trypa-
novou modii prokdzala pouzitelnost 2-D FS pro méfeni viability bunék (obr. 2).
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Obr. 2. Srovnani stanoveni viability bunék tabaku pomoci fluorescence fluoresceinu a mikrosko-
pickym vyhodnocenim po barveni trypanovou modfi (podle Vankova et al. 2001).

Stanoveni mnozstvi bunék

Nartst biomasy pomoci 2-D FS mize byt sledovan bud’ prostfednictvim méfeni fluo-
rescence fluoresceinu nebo pfirozenych fluoroforti - proteini a NAD(P)H. Velmi dobra
korelace fluorescence fluoresceinu a cerstvé hmoty, resp. susiny, bunék byla ziskana pfi
meéfeni nartstu biomasy bunék BY-2 uvniti ¢astic alginatu pii pouziti ploché kyvety
(v oblasti nad 15 mg susiny/100 kuli¢ek). Cerstva hmota a susina bun&k byla stanovena
po rozpusténi alginatovych ¢astic v 0,5 M citratu. Nezbytnym predpokladem je konstantni
metabolicka aktivita bun¢k. Viabilita bun¢k BY-2 béhem kultivace byla sledovana barve-
nim trypanovou modii a pohybovala se v rozmezi +/- 5 %.

Dobré korelace mezi fluorescenci a ¢erstvou hmotou, resp. susinou, bun¢k tabaku byla
zjiSténa pii méfeni fluorescence tryptofanu, ale nikoliv u NAD(P)H, na rozdil od situace
u mikrobialnich bun€¢k Pseudomonas sp. U buné€k tabaku je hladina NAD(P)H tak nizka,
ze jeji zmeény lze jen obtizné detegovat.

Simultanni stanoveni naristu biomasy a metabolické aktivity

V tad€ experimentll mize dochazet soucasné ke zméné poctu bun€k a jejich metabo-
lické aktivity. V takovych ptipadech je nutné méfit fluorescenci fluoresceinu a tryptofanu
soucasn¢. Pribéh fluorescence tryptofanu poskytuje informace o mnozstvi biomasy a po-
rovnani pritbéhu fluorescence fluoresceinu a tryptofanu umoznuje vyhodnotit pfispévek
zvysSeného poctu bunék a urcit ¢ast fluorescence, ktera odpovida ptipadné zméné metabo-
lické aktivity. Timto zptisobem byl sledovan vliv koncentrace DMSO na rlist a metabo-
lickou aktivitu bunék tabaku imobilizovanych v pektatu (obr. 3). Zatimco v plném mediu
doslo po prodlouzené lag-fazi k nartistu mnozstvi bunék a jejich aktivity, 4 % DMSO byl
bunkami tolerovan a 6 % DMSO jiz mél letalni ucinky.

Zavér
Pomoci 2-D FS Ize souc¢asnym stanovenim hladiny tryptofanu a fluoresceinu sledovat

zmény viability bun€k a jejich mnozstvi, a to jak v suspensi, tak i v imobilizovanych bu-
kach (za ptedpokladu, ze pouzity nosi¢ je prihledny nebo alespon priisvitny).
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Obr. 3. Fluorescence tryptofanu a fluresceinu v buitkdch BY-2 imobilizovanych v pektatu a inku-
bovanych v plném mediu nebo v mediu s ptidavkem DMSO (4 % nebo 6 %).
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Synteticky charakter a historie védniho oboru

Vyvojova biologie (developmental biology) je pomérné novym syntetickym oborem,
pokud se tyka tradice terminu a jeho zafazeni mezi ostatnimi biologickymi disciplinami.
Vyvojem mame na mysli ontogenesi neboli individualni vyvoj od splyvani gamet, pies
embryogenesu a dospivani, po starnuti az smrt jedince. Indivualni vyvoj se vymezuje od
vyvoje historického, ¢i evolu¢niho. Oba tyto distinktni typy vyvoje (pro které mame
v ¢estiné v podstaté jen tento jediny akceptovany termin) vSak spolu zékonité souviseji.
Reiteraci dynamického procesu ontogenese ajeho modifikaci v historickém casovém
makrorozméru muzeme dospét k pochopeni evoluéni biologie. Urcita, n€kdy i formalni
podobnost obou procesti vedla v minulosti k mnohym filosofisujicim tvaham, z nichz
nejzndméjsi jsou ,,rekapitulacni teze Ernsta Haeckela (1834-1919) a ,fylotypové™ zako-
ny Karl Ernsta von Baera (1792-1876). Jesté v nedavné dobé (zhruba do poloviny 20.
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povazovana embryogenese (Ci zakladni tvorba tvarli), aproto si biologové vystacili
s embryologii a ostatni faze ontogenese (postnatdlni vyvoj, rtst, starnuti a smrt) byly
predmétem studia jinych obori, zvlasté pak anatomickych ¢i fyziologickych. Z hlediska
historického byla embryologie zprvu jen popisnou ¢i teoretizujici védou (Aristoteles,
384-382 pi.n.l.), s objevem mikroskopu se dostdva na bunécnou troven (Marcello Mal-
pighi, 1628-1694) a pozd¢ji nastava dlouhé a plodné obdobi chirurgickych transplantaci
¢i jinych experimentalnich zasahti (Hans Spemann, 1869-1941). Ve 20. stoleti se nedil-
nou soucasti vyvojové biologie a jejim hlavnim modelem stava moucha drosofila a s ni
i genetika (Thomas Hunt Morgan, 1866-1945; Ernst Hadorn, 1902-1976) a molekularni
biologie (Edward Lewis, Christiana Nuesslein-Volhard, Eric Wieschaus, Walter Gehring,
Matthew Scott).

Vyvojova biologie rostlin

Dnesni vyvojova biologie je Sirokym polem zastfeSujicim anatomii i morfologii, fy-
ziologii i biochemii, cytologii i genetiku a molekularni biologii. VSechny tyto obory totiz
analyzuji ¢i popisuji odlisné stavy ¢i dilci faze zivota jednotlivych organismi, od bakterii,
ptes rostliny, Zivocichy az po cloveka. Jde o oblasti tak rozsahlé, Zze vétSina monografii ¢i
ucebnic (jako Cestnou vyjimku lze uvést naptiklad Wolperta ef al. 1998) se zaméiuje
pon¢kud 1izeji a problematiku ¢leni podle fylogeneticky odlisnych typti organismi, kde se
vyrazngéji uplatiuji principy analogie ¢i podobnosti. Rostliny jsou tradi¢né povazovany za
bytosti natolik zvlastni, Ze v mnoha knihach ¢i dokonce universitnich sylabech se s nimi
na poli ,,vyvojové biologie” viibec nesetkame. Do dne$niho dne jsou vSak srovnavaci
studia individualniho vyvoje rostlin a Zivo¢ichil povazovana za velmi inspirujici, coz plati
zejména po sekvenovani fady jejich genomil. Poslednich deset let pfitom representuje
revoluci v chapani rostlinnych geni s homeotickou funkci ¢i homeoboxovou strukturou.

Historické etapy vyvojové biologie rostlin

Za otce vyvojové biologie rostlin Ize povazovat slavného polyhistora a basnika Jo-
hanna Wolfganga von Goetheho (1747-1832), ktery jako prvni pochopil zékonitosti tvor-
by rostlinného tvaru a vyznam ,,ndhodnych zmén pro jejich studium. Teprve mnohem
pozdéji zobecnil smysl homeotickych zmén jiny slavny botanik, William Bateson (1861-
1926). Rostlin jako obecnych biologickych modelll se ovSem zacalo pouzivat uz diive.
Carl Linné (1707-1778) zaznamenava pelorickou formu kvétu Inice, Linaria vulgaris,
ktera se stava prvni historicky dolozenou mutaci. Teprve asi 0 250 let pozdéji Enrico
Coen doklada pravdépodobnou pfic¢inu této nahlé zmény kvétni symetrie: epigenetickou
modifikaci zptisobenou methylaci homologu genu cycloidea (Cubas et al. 1999). Nejveétsi
slavu rostlinam jako obecné akceptovanym biologickym modeltim ov§em pftinesli Johann
Gregor Mendel (1822-1884) objevem zakonl genetiky u hrachu a Barbara McClintocko-
va (1902-1992) objevem mobilnich genetickych elementl a funkce telomer u kukufice.
McClintockova také v roce 1983 ziskala dosud jedinou Nobelovu cenu za praci realizo-
vanou na rostlinach. Za zakladatele ¢eské skoly vyvojové biologie rostlin povazujeme
vyznamné osobnosti ,.experimentalni morfologie™, které svym dlouholetym a Sirokym
pfinosem zaujimaji diistojné misto i v historii svétové: Bohumil Némec (1873-1966)
a jeho zak Rudolf Dostal (1885-1973). Svymi empirickymi vyzkumy nejen objasnili fadu
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rustovych procest (,,ristové korelace®, uceni o ,.celistvosti rostlin®), ale i anticipovali
existenci a funkci pozd€ji objevenych ristovych hormonti.

Pokud se tyka vybéru jednotlivych rostlinnych druhi jako modeld vyvojovych proce-
su, z hlediska historické perspektivy byl velmi rozmanity. Jednoznaéné pievazovaly rost-
liny krytosemenné, a to v Sirokém spektru modeld, jak to odpovidalo obrovské botanické
erudici velkych pfirodovédcti minulych dob. Plati to zejména o Mendelovi, Némcovi ¢i
Dostalovi, jejichz vycet experimentalnich modeld by dalece presahl rozmér této uvahy.
Obdobi ,,experimentalni morfologie” (asi do 50. let minulého stoleti) bylo v 70. 1étech
vystfidano generaci ,,explantatovych kultur in vitro*. Rostlinné buniky se vyznacuji vyvo-
jovou totipotenci (postuloval Gottlieb Haberlandt, 1854-1945). Kazd4 rostlinna buika -
somaticka ¢i generativni - by méla byt schopna za optimalnich experimentalnich podmi-
nek dat opét vznik celé nové rostliné (sporofytu). V praxi toho ovS§em bylo dosazeno jen
u nékterych druhi rostlin, které maji vysokou regeneracni schopnost. V této dob¢ se tak
nejvyznamnéjs$imi modely staly rostliny z ¢eledi Solanaceae (predevsim tabak: kalusové
kultury, organogenese, androgenese, bunécné kultury, protoplasty), Daucaceae (mrkev:
model somatické embryogenese) a dalsi. V 80. letech pfichazi revoluéni technologie mo-
lekularni biologie a transgenose. Objev schopnosti pidnich baktérii rodu Agrobacterium
vnaset Cast svého onkogenniho plasmidu do rostlinné buiiky oteviela moznost testovani
funkce novych genovych konstruktii a hlavni modelovou rostlinou zprvu ziistaval opét
tabak diky vysoké regeneracni schopnosti in vitro i citlivosti vii¢i agrobakterialni infekei.

Arabidopsis thaliana: jediny modelovy druh molekuldrni biologie rostlin?

Dalsi pokroky technik molekularni biologie (zejména sekvenovani genomt a kon-
strukce DNA knihoven) vSak vedly k dramatické selekci jediného rostlinného modelu -
husenicku rolniho - Arabidopsis thaliana. HuseniCek se diky malému genomu (fadové
srovnatelnému s kliCovymi zivo¢iSnymi modely mouchy Drosophila melanogaster
a hlistice Caenorhabditis elegans) stava prvnim rostlinnym druhem s detailn¢ charakteri-
zovanym jadernym genomem a je zakladnim modelem vSech oblasti rostlinné biologie,
vcetné biologie vyvojové. Kazdy biologicky model musi byt experimentalné snadno
ovladatelny a Casové iekonomicky pfijatelny. Ukazalo se, Zze dal$i vlastnosti modelu
Arabidopsis jsou taktéz vyhodné, a tak se tato bezvyznamna plevel stala takika vyhrad-
nim modelem (metodicky ptehled: Martinez-Zapater a Salinas 1998). Rostlinna fiSe je
ovSem tak mnohotvarna, Ze jediny model nemtize popsat jeji Sirokou diversitu vyvojo-
vych procestl. Proto se také ve specialnim cCisle pfedniho amerického ¢asopisu Plant Phy-
siology objevila edi¢ni tivaha: ,,Arabidopsis is ... an immensly important model system in
plant biology, ... But Plant Physiology is not and never will be the Journal of Arabido-
psis Research. Clearly, Arabidopsis is an inferior, or even an impossible, system for stu-
dying many important plant processes. In such instances, plant scientists should not hesi-
tate to seek alternative model organisms even though the molecular biology of these al-
ternative species is less completely known or absent.” (Raikhel a Minorsky 2001).

Z4dny skuteény model nemiize zobrazovat viechna specifika jednotlivych druhii &i
fylogenetickych skupin fise rostlin (Pryer et al. 2002). Pokud napiiklad zjednodusujeme
a zobeciiujeme strukturu rostlinného meristému a oblasti ucinku nékterych klicovych
gentl, neuvadi se ¢asto konkrétni rostlinny druh, ale tzv. virtudlni modelova rostlina. Pre-
hled vybranych modeld rostlinné vyvojové biologie uvadi Tab. 1.

255



B. VYSKOT

(A103u0W

-10§) nznka 93jorsojouydayolq (Sur Yonoyz
sepisdoAiq eifydoAiq syuerd gy orqros/qndgjouny mmm/dny - -a3.4mp 2uad) ddeuIqUIONRI [USO[OWOY suappd
wgy ssow/1sudnuw~/ap - 3dwrujooy-zidwr mmm//:dpy 3soudoyds rmeyIun ‘o.4g14 uz ndAjoudy (Lz=w) ] Ayoow
/o' S ssowr mmm//:dpy (yoAwopoupal) yoruprojdey 90399 8dgo  -joynuoorsdyg vidydodsg
1S9uo30AIqUId
UOIOIPLE DIONYE) YOTUIENIZAJ NATIA ©
[uny snon,j/so3ed /o3euwnoede/npa-nomo-orqpuerd-od-sia/:dny K1084z doezirejod wniprys sfhyzown Byn[RYO
uny SaAdN J/sa10ads Wy 7Xapul/yn-oe UIlIeur mmm//:dny 0[eqo YoAuQepoIez zoq uazojdo SnsojnoIsad Ksej opauy
SA[n-od snonjuiyealy mmm/:dny 18U ‘nouguuizopol s esel guiopoupaf snon,y vidydoavy g
Kwosowoyd ysv.1q-duny 9sa1d
-x0 9A0ud3 doengar rupdinysueinsod
/a8ewnoe3[e/npa-noryo-oiqiuerd-od-sia/:dny ‘erpel Ayon [opowr AQSUI[IOWIWORH B[IA BYSJOW
/ljopuew/npa-uo)3urysem-Aynoey//:dny ‘prerousjod yoruuaSoyIow wWNIpnys (oz=w wningn1aIm
[Uy's SUIIOWWRY/D0)/g /310 90Ud[[99X3SSa0e" MmM//:dny alnyzowmn esey guggunqoupal ey[oa 3d z6‘0 DLIDJNGDI2OY onp
WS puQung
euesowreI3old ‘AyeIp QuopoIez e
/X0A[0 A /e1kydoiory)/sadew/gqd/dl-oe1osoy-risnoid/:dny MOIIBWOS JIBIOUIJIP IUZL] 29rA
Uy SWXOAJOA/q/ G)Me/Sewsn 310 n-Adodsororur mmm//:dpy ‘AS0)IW QYOLIJOWIASE WNIPMIS ‘W)ISAS 1023410
Ny XOA[OA/f4P/oUI[U0-q/ap-SInquiey-tun-ar3ooiq mmm/:dpy - Aupgungoyouw (TUINJOAD) TU[BIUO[OY x04]04 onp
asouagsuen
‘Kdewr oxonouad 1 [upey1ZAJ ‘UgAOU B{uo[noy
(WY AWe[o/npa no-owoudd mmm//:dpy  -0Ayes woudd ‘1o39[9s ofnhuzown ozey mpAYUIaL
uny urewAWeyo,/qoes | AWe[y)/npa naje)sionsose’A30101q,/:dny (1uanyejadaa) ruptojdey ‘oxejowoyo © (L1=1) souout Ase] QuooZ
JAwre[yo/npa-axnp-A30101q mmm//-dnyg Kz1uks010] [opowr Auggunqoupal 3d 19 -opdwnyy) vydydo..ojy)
£ZBPO 9A0IPUINUI ISR (Awosowomo) eurdnoys
PO 9A0IUINUI JIPRN njapour eYNsLIdeIRYD SBdVNa g ———

eynsLRRRIRyYD pugnys yorlof e urpsol a130701q 9A0[0ALA AJopow Q19N ' "qelL

256


http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://biology.ecsu.ctstateu.edu/ChlamyTeach/chlamymain.htm
http://www.genome.ou.edu/chlamy.html
http://www.genome.ou.edu/chlamy.html
http://www.genome.ou.edu/chlamy.html
http://www.genome.ou.edu/chlamy.html
http://www.genome.ou.edu/chlamy.html
http://www.genome.ou.edu/chlamy.html
http://www.genome.ou.edu/chlamy.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/hammerling_s.html
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://faculty.washington.edu/mandoli/
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://vis-pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Acetabularia.html
http://www.freakinfucus.co.uk/
http://www.freakinfucus.co.uk/
http://www.freakinfucus.co.uk/
http://www.freakinfucus.co.uk/
http://www.marlin.ac.uk/index2.htm?species/Fucves.htm
http://www.marlin.ac.uk/index2.htm?species/Fucves.htm
http://www.marlin.ac.uk/index2.htm?species/Fucves.htm
http://www.marlin.ac.uk/index2.htm?species/Fucves.htm
http://www.marlin.ac.uk/index2.htm?species/Fucves.htm
http://www.marlin.ac.uk/index2.htm?species/Fucves.htm
http://www.marlin.ac.uk/index2.htm?species/Fucves.htm
http://www.marlin.ac.uk/index2.htm?species/Fucves.htm
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://vis�pc.plantbio.ohiou.edu/algaeimage/pages/Fucus.html
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.moss.leeds.ac.uk/
http://www.mpiz-koeln.mpg.de/~muenster/moss.htm
http://www.mpiz-koeln.mpg.de/~muenster/moss.htm
http://www.mpiz-koeln.mpg.de/~muenster/moss.htm
http://www.mpiz-koeln.mpg.de/~muenster/moss.htm
http://www.mpiz-koeln.mpg.de/~muenster/moss.htm
http://www.mpiz-koeln.mpg.de/~muenster/moss.htm
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/
http://www.funet.fi/pub/sci/bio/life/plants/bryophyta/bryopsida/

MODELY VYVOJOVE BIOLOGIE ROSTLIN

[uny-eanes ezA1o/310°qp3iuerd-mmm/:dnyg

Adew 9xonoudd e rueyizAy Auea
-0139)ul ‘UBAOUDANQS WOUd3 “(s1sdop
-1gp.}7 s A3o[0woy 9,06 Z ‘nuod

/dlro3-o13yeeup-d31//:dny IS} ()G ISE ‘QIUIUAS) UIARI) WOUT (Zr=w 89S 9zA1
/39T/DD M [1/NP-U0ISUTYSEM dWOUIF mmm//:dnyg 1suowfou ‘eurpord 1sfQuureuzAalou 3d 0 vayvs vzdi() onp
MRAY jsouse[qod 0BUTULIONOP
‘QUAT YJOAAOX0QOIWOY] “NUIOS
[uny sAewr eaz/310°qpSiuerd-mmm//:dny -OWOIYD YIANO1I0599e ‘nunuridur )OS Quzojpoupaf
(WY Yo1BasuI0d/o1e)s/matade/A03 yru-1qou mmm//:dny ‘Joeynwered ‘nuredsopusd e ruszojdo (or=w QLMY ‘QUUOWIASOIATY
/NP LINOSSIU UOIT e mmm//:dny wnipnys ‘Adewr 93o1n0u3 9rEUONOP 3d p‘¢ sdout vag vpisdoyiT
nselq e Aynouasdido
wnipnys ‘nuag yoAuezeA- X
19 -X yotuAld eusLeIeyd e BIq
/DAd/sqer/zo-dqrmmm//:dny 90B[0ZI ‘UI[}SOI N [}SOWOPNOAD B eyAOjouy]
[uny-1ojAe ] /o€ J/A30101q/NPI BIUISIA MMM //-d1g nwosowoyd yoruaeyod aonjoas e (AXZI =U) vijofiyo]
/d@I9OMMNS/d /A UOA]-Sud mmm//:dny AIyns e1pnys [opowr A30L103S1Y 3d 6z uaig onp
n3unuudwr e YN 198[A))
-oW WINIPNYS “SAD.LIDOLOTU KTUT[DD)
‘a13010418Y ‘Ajueinuu [UIdZUI Tujox
/sisdopiqere/suonyesrjqnd/310-qdse mmm//:dny VNA-1 ‘Adews 9yorwojeue Yoruasny QUZO[PNOAP
JTUYe/179/qP}/310° 131 mmm//:dny ‘nuos ozeqeiep ‘UBAOUIA (c=u pupipy;  QUUAMIOSOIAIY
/310°s1sdopiqere-mmm,//:dyy -)os 4190 ‘wouad Auurpisor isuowfou 3d 10 sisdopiqoay  vpsdoijoudvpy
90BWIOY
-SuBI) 9391)oUd3 BpojowW [uunNI IqAYd
‘woudd Ayipoa siid ‘ooezuejod €
Uy YUI[IYI0/ W0 WIS mma//:dyy doeZI[euSIs QUYUNQ WNIPNIS ‘TAR[Y 99)ey01
wy U1y o /Aysfoprsdy/snfurg 13 11 qamsyo,//:dny -0d 00BUIILISNOP QUOZII QUIBUOULIOY (6g=1u) UpADYILL Kuipexdey
/NP YIN-01q-uIR9//:dny [opou Adriodsowoy Awopoupal 3d o1 sua1dop.2) vidydo.a)q
KZE3[PO 9A0JUISIUT QI (Awosowomnyo) eutdnys
P RN N[OpOwW EYNISLISIEIRY)) 5Ad VNG g ———

257


http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://cfern.bio.utk.edu/
http://chsweb.lr.k12.nj.us/psidelsky/c.fern.htm
http://chsweb.lr.k12.nj.us/psidelsky/c.fern.htm
http://chsweb.lr.k12.nj.us/psidelsky/c.fern.htm
http://chsweb.lr.k12.nj.us/psidelsky/c.fern.htm
http://chsweb.lr.k12.nj.us/psidelsky/c.fern.htm
http://chsweb.lr.k12.nj.us/psidelsky/c.fern.htm
http://chsweb.lr.k12.nj.us/psidelsky/c.fern.htm
http://www.sdfern.com/othrlink.htm
http://www.sdfern.com/othrlink.htm
http://www.sdfern.com/othrlink.htm
http://www.sdfern.com/othrlink.htm
http://www.sdfern.com/othrlink.htm
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html
http://www.virginia.edu/biology/Fac/Taylor.html

B. VYSKOT

Modely niZsich systematickych skupin

Nejjednodussimi ,,zelenymi* vyvojoveé-biologickymi modely jsou Cyanobacterie (napf.
dusik-fixujici Anabaena), které ovsem nemaji pravé bunécné jadro, a proto je fadime mezi
bakterie. Jednobunécné zelené tasy (jako jsou Euglena ¢i Chlamydomonas) jsou tradicné
vyuzivany ke studiu fotosyntézy, bunééného cyklu ¢i pohybu a jsou modelem predev§im
pro svou relativni jednoduchost (Silflow a Lefebvre 2001). Mnohobunééné fasy pak pred-
stavuji objekt studia bunééné diferenciace. Kolonialni fasy volvocinniho typu (Eudorina,
Pandorina, Volvox) ptedstavuji persistujici evolucni odraz vyvoje mnohobunécnych rostlin.
Volvox je ptitom zcela unikatnim modelem studia morfogenese a diferenciace zarode¢né
drahy (Kirk 2000). Praveé existence zarodecné drahy je povazovana za vyluény a charakte-
risticky rys fiSe zivocisné, kterd se u rostlin nevyskytuje. V priibéhu casné embryogenese
(obvykle do obdobi gastrulace) dochézi u zivocichti k oddéleni bunécné linie, ktera se ne-
podili na stavbé téla, po vétSinu ranného vyvoje je klidova a v dobé pohlavni dospélosti
dozrava meiosou v gamety. Rostliny jsou naproti tomu charakterizovany ,,nekonecnym®
télnim planem, kdy apikalni meristém (respektive jeho ,.kmenové* bunky) dava kontinudlné
vznik stale novym télnim strukturam a teprve po zasadnim pieprogramovani vyvojového
procesu (zpusobeném vnitinimi a piedev§im vnéjsimi fyzikalnimi faktory) dochazi
k indukci kveteni, na jehoz konci vznikaji pohlavné rozliSené spory. U vélece se zjevné
nejedna o ,,zivocisSny typ* zarodecné drahy, nebot’ zdkonitd diferenciace somatické a ger-
minalni linie zde nastava v pribéhu asexudlniho Zivotniho cyklu.

Do $irsiho povédomi biologické obce vstoupily i dalsi fasy. Joachim Haemmerling ve
30. letech minulého stoleti na experimentalnim modelu jednobunécné obii fasy Acetabula-
ria prokazal, ze geneticka informace je ulozena v bunééném jadie. Jeho piistup byl ,.expe-
rimentaln¢ morfologicky*: odstranéni bunééného jadra z rhizoidu fasy mélo za nasledek
ireversibilni ztratu schopnosti vytvaret dokonalou strukturu regenerantu (Haemmerling
1953). Chaluhy rodu Fucus vytvaieji pomérné slozité mnohobunééné télo, u jehoz zrodu
stoji ,,naha™ zygota vznikajici fizi gamet odlisnych pohlavnich typt. Snadné mikroskopické
studium vnéjsiho oplozeni a asymetrického déleni zygoty pfineslo objasnéni vlivu nékte-
rych fyzikalnich faktort i ilohy bunécné stény na diferenciaci bun¢k a pletiv.
votnich cyklech hraje existence autotrofniho gametofytu. Jatrovky, mechy a kapradiny
nejsou modely dosud piili§ rozsifenymi, avSak nékteré jejich rysy jsou natolik vyhodné,
7e predstavuji jistou alternativu ,,zelené revoluce* nastupujiciho stoleti. Jatrovka porost-
nice mnohotvara, Marchantia polymorpha, je nejjednodussi dvoudomou rostlinou s rozli-
Senymi pohlavnimi chromosomy a mech zkrutek, Physcomitrella patens, je vynikajicim
molekularné biologickym modelem (schopnost homologni rekombinace) s moznosti ex-
perimentalni i produkéni kultivace ve fermentorech in vitro (Schafer a Zryd 2001). Oba
tyto druhy se vyznacuji dominantni haplofazi, ktera poskytuje vyhodu selekce. Kapradina
rohatec Ceratopteris richardii (zvana ,,C-fern” podle slavnéjSiho modelu hlistice C. ele-
gans) je sice jednodoma a homosporicka, ale starsi prokely vyluc¢uji feromon (dosud ne
zcela chemicky objasnény ceratopterin), ktery zptisobuje pohlavni reversi z oboupohlav-
ného typu na samci (tedy suprimuje tvorbu samicich pohlavnich organti, viz Caenorhab-
ditis). Kaskada genu fidich pohlavnost i bunécnou signalizaci jiz byla objasnéna (Banks
1997).
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Alternativni modely krytosemennych rostlin

Rostliny jsou zndmy nestabilitou genomu i flexibilitou fenotypovych projevi. Klasic-
ky je priklad environmentaln¢ indukovanych dédi¢énych zmén (genotroft) u Inu, Linum
usitatissimum. V poslednim desetileti se vyznamnym modelem studia abiotickych strest
stal unikatni halofytni kosmatec krystalovy, Mesembryanthemum crystallinum (t. Caryo-
phyllales). Tato rostlina se v pribéhu svého individualniho vyvoje podrobuje vyraznym
fyziologickym i morfologickym zménam, které jsou zavislé téZ na podminkach prostredi.
Vzhledem k potencidlnimu vyznamu pro praxi (mechanismy bunécné rezistence vici soli
a suchu) i malému genomu (C=0,39 pg) je i kandidatem k sekvenovani celého genomu
(Bohnert a Cushman 2000). Dalsimi zajimavymi dvoudéloznymi modely ke studiu strest
jsou africka bylina Craterostigma plantagineum z ¢eledi Scrophulariaceae (odolnost vaci
desikaci, Bartels a Salamini 2001) a ostalka z Celedi Asteracae, Zinnia elegans (studium
bunéénych interakci in vitro, McCann et al. 2001).

Nezbytnost genové exprese na urovni haploidniho gametofytu rostlin (,,kontrolni bod*
indiviualniho i evoluéniho vyvoje) zavadi dilezity selekéni prvek v evoluci, ¢imz Cini
rostlinné systémy vyjimeénymi. Gametofyt predstavuje stfidani Zivotnich cykld, rodo-
zménu. Modelem bunééné biologie je asymetrickd prvni pylova mitosa, ke které dochazi
v pylovém zrnu. Charakter chromatinovych zmén je i biochemickym modelem: konden-
zované generativni jadro (buiika) je uvnitf buiiky vegetativni (analogie se sporulaci u Ba-
cillus subtilis). Rizeny rist a zanik buiiky vegetativni (pylova la¢ka) je studovan u Arabi-
dopsis a Lilium, mozné rozdily dvou funkéné ,,souradnych® spermii se sleduji u kukufice,
Zea mays, a olovénce, Plumbago.

Rostliny maji nejriiznéjsi systémy nepohlavniho mnoZeni, véetné relativné vzacné
viviparie (model Kalanchoe daigremontiana). Nékteré druhy rostlin téz dovedou spon-
tann¢ vytvafet semena bez oplozeni (apomixe, zfejmé prvné pozorovana u jestfabniku,
Hieracium). Apomixe ma obrovsky potencidlni dopad do zeméd€lské vyroby, nebot’
apomiktické rostliny jsou obvykle diploidni a pfedstavuji tak vlastné techniku klonovani
maternalniho genomu. U krytosemennych rostlin je dvoji oplozeni - spermie oplozuji
nejen oocyt (za vzniku zygoty), ale i (obvykle diploidni) centralni jadro zarocného vaku
(vznik endospermu). Pomér genomt je vyznamny zejména v endospermu, nebot’ v ném
jsou geny imprintovany (objasnéno na kukufici a Arabidopsis). Pfi studiu parentalnich
efektl, které ovlivituji vyvin endospermu a tim i embrya byla identifikovana fada gent
(zfejme& nejvyznamnéjSimi jsou Medea a Fertilization Independent Seed), které jsou
strukturné homologni regula¢nim geniim u Zivo¢ichti (Koehler a Grossniklaus 2002).

Pohlavné patii krytosemenné rostliny k heterosporickym organismtiim, kde haploidni
spory vznikaji meiosou v bisexudlnich (hermafrodité) ¢i unisexualnich kvétech, které se
vytvareji na jedinych (jednodomé rostliny) ¢i pohlavné odlisnych (dvoudomé) jedincich.
Nejpropracovanéjsim jednodomym modelem je kukufice, kde je popsana geneticka i bio-
chemickd draha feminizace a maskulinizace kveti (Dellaporta a Calderon-Urrea 1994).
I kdyz asi 5% krytosemennych druhti je dvoudomych s pfevazujici genetickou determinaci
pohlavnosti, jen u n¢kolika z nich byly identifikovany heteromorfni pohlavni chromosomy.
Knotovka bila Silene latifolia (syn. Melandrium album, systém determinace sav¢iho typu
s dominantnim sam¢im chromosomem Y) je modelem nejstarSim 1 nejlépe molekularné
charakterizovanym (Negrutiu et al. 2001). Alternativnim modelem je §tovik Rumex aceto-
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sa, kde determinace je typu drosophila (X/A) a sam¢i jedinci maji dva chromosomy Y
(Lengerova a Vyskot 2001). Snadné rozliSeni pohlavnich chromosomt téchto druht umoz-
nuje jejich izolaci mikrodisekénimi technikami a konstrukci chromsomovych knihoven.

Vyvojova genetika

Které geny hrajici vyznamnou ulohu ve vyvojovych procesech rostlin jsou praveé stu-
dovany? Lze odpovédét, ze jsou to predevsim analogy ¢i homology gent zivocisnych
a kvasinkovych, nebot’ zakladni procesy fizeni vyvoje jsou u vSech eukaryot velmi po-
dobné. V 90. letech byl na rostlinach husenicku Arabidopsis thaliana a hlediku Antirrhi-
num majus postulovan slavny ABC model kvétniho vyvoje: tfi skupiny genti s konzerva-
tivnim MADS-boxem specifikuji tvorbu kvétnich ¢asti ve ctyfech kruzich (kalich, koru-
na, ty¢inky, pestiky). Tak byl v podstaté¢ definovan ,,florityp*: u rostlin se jako alternativa
k zivo¢isSnym homeoboxovym gentim evolucné stabilizovala jinad konzervativni struktura
transkripénich faktord fidicich diferenciaci. Poslednich deset let minulého stoleti opét
tento nazor pozmeénilo. Na modelech Arabidopsis thaliana a Zea mays bylo prokazano, ze
rostliny maji tézZ homeoboxové geny, které fidi architekturu rostlinného téla ve vegetativ-
nim stadiu rdstu. U rostlin v§ak nejsou tyto geny usporadany ve shlucich: neplati ,,zivo-
¢isné“ pravidlo kolinearity, které Edward Lewis popsal poprvé u drosofily. Recentné byly
u rostlin identifikovany i regulacni proteiny kédované geny skupin Polycomb a trithorax,
které hraji klicovou roli v epigenetickych procesech bunécné paméti. Je ziejmé, ze gene-
tické i epigenetické mechanismy fidici vyvoj eukaryotickych organismi jsou v mnoha
smérech podobné, i kdyz v ne€kterych rysech (naptiklad kaskady transdukce signalll) se
odlisuji. Rostliny diky svym specifickym Zzivotnim rystm (neschopnost lokomo¢niho
pohybu, nepfitomnost zarodecné drahy, indefinitni typ regulativniho vyvoje, rodozména)
predstavuji unikatni model vyvojovych procesii (Walbot a Evans 2003).

Podobné jsou studovany procesy umlcovani geni (methylace cytosinu, modifikace
nukleosomalnich histonti, RNAi) ¢i specifického parentalniho imprintingu (Medea). Sa-
moziejmé se pii vybéru modeld uplatiuji i kritéria ekonomicka. Zastupcem obilovin,
ktery je prave zcela sekvenovan a molekularné-geneticky charakterizovan, se stala nejvy-
znamng&j$i svétova plodina - ryze: jeji genom se vyznacuje vysokou syntenii s jinymi tra-
vami, ale je n¢kolikanasobné mensi. Z jednodéloznych rostlin patii dale mezi perspektiv-
ni modely funkéni genomiky trava valecka, Brachypodium distachyon (Draper et al.
2001), bahnicka zivorodd, Eleocharis vivipara (. Cyperaceae, Ueno 2001) a Pha-
laenopsis, zastupce Celedi Orchideaceae stadou unikatnich evoluénich rysi v repro-
dukénim vyvoji (Yu a Goh 2001).

Pokud se tyka vyvojové genetiky rostlin vySlo v posledni dobé v zahrani¢i nékolik
monografii, které ucelené predkladaji souhrn recentnich informaci (Lyndon 1990, Fosket
1994, Steeves a Sussex 1994, Howell 1998, Westhoff et al. 1998, Buchanan et al. 2002).
V ceské literatuie mame hodné klasikil, soucasna literatura je vSak skoupa (Prochazka
et al. 1999, Vyskot 1999, Ondiej a Drobnik 2003).
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