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1 UvVOD

Rostlinny genom je neustale zatézovan fadou wvnéjSich 1 wvnitinich faktord,
které ovliviiuji jeho stabilitu. Aby byla zachovana celistvost genomu, vyuzivaji rostliny spletité
signalni drahy nazyvané jako odpovéd na poskozeni DNA. Tyto drdhy jsou zalozeny

na rozpoznani poskozeni, prenosu signalu a konecné odpovédi.

Interakce v té€chto drahach se uskuteCnuji pres fadu proteintl, z nichz mnoho dosud
nebylo identifikovano. Porozuméni molekularnim mechanismim a regulacnim draham
odpovédi na poSkozeni DNA u rostlin napomiiZze vyvoji strategiim, které povedou ke zlepSeni

odolnosti a produktivity plodin, jez se potykaji s vyzvami méniciho se zivotniho prostiedi.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Poskozeni DNA rostlin

Rostliny jsou organismy neschopné aktivniho premistovani. Pokud na né€ tedy jejich
prostiedi pusobi stresy, zpusobenymi abiotickymi ¢i biotickymi Ciniteli, nemohou pred nimi
rostliny bezprostfedné uniknout. Tyto stresy mohou vyvolat poskozeni DNA, na néz rostlina
reaguje spusténim signalnich drah odpovédi na poskozeni DNA (tzv. DNA damage response,
DDR). DDR muze vést k aktivaci kontrolnich bodt buné¢ného cyklu a jeho zastaveni, opravam
DNA, bunécné smrti ¢i endoreduplikaci. To vse se déje, aby byla zabezpeCena integrita genomu

(Yoshiyama a kol., 2013b; Yoshiyama, 2015).

Abiotickymi stresy se rozumi faktory jako extrémni teploty, nedostatek ¢i nadbytek
vody, ionizujici i neionizujici zatfeni, toxické koncentrace kovi, genotoxické chemikalie (Tuteja
a kol., 2011). Priklad poskozeni ionizujicim zafenim je UV zarfeni. Pokud dojde k DNA
poskozeni zptsobenym timto zafenim, dochazi ve vétsin€ piipada ke vzniku cyklobutanovych
pyrimidinovych dimerti (CPD), jez blokuji transkripci a replikaci DNA. U huseni¢ku mohou
byt tato poskozeni opravena fotolyazami anebo excizi nukleotidd (nucleotide excision repair,
NER) (Britt, 2004). Kovy, ke kterym nalezi kadmium, olovo, rtut, méd’ i hlinik, téz pfispivaji
k abiotickym stresim. Té€zké kovy jako kadmium, rtut’ a olovo nemaji zadnou znamou funkci,
kterou by se podilely na ristu a vyvoji rostlin. Na druhou stranu zinek a méd’ jsou pro spravné
fungovani rostlin nezbytné, avSak jejich vysoké koncentrace jsou toxické. Toxické vlivy
zpusobené kovy se rdzni; mohou zasahovat do prubéhu fotosyntézy, branit absorpci
esencialnich kovi & poskozovat DNA. Skody na DNA mohou takto vznikat bud’ piimo,
anebo nepfimo pomoci tvorby reaktivnich forem kysliku (Kiipper a Andresen, 2016).
K abiotickym stresim muzeme zafadit i rizné chemikalie. Ve vyzkumu se pouziva cela fada
latek, které vyvolavaji nejrizn€jsi druhy poskozeni DNA ¢i s ni jinak interferuji. Diky tomu lze
zkoumat efekty téchto poSkozeni na dynamiku (nejen) rostlinného genomu. Za zminku stoji
napiiklad zeocin a bleocin, které pres zvySenou tvorbu volnych radikald vyvolavaji
jednovlaknové (single strand breaks, SSB) a dvouvlaknové zlomy DNA (double strand breaks,
DSB). Mezivlaknové kovalentni spoje (crosslinky) DNA vyvolava mitomycin C (MMC)
¢i cisplatina. Ethylmethansulfonat a methylmethansulfonat navozuji tranzici a transverzi
dusikatych bazi DNA. Analogy cytidinu zebularin a 5-azacytidin snizuji methylaci DNA.
Zebularin zaroven indukuje tvorbu DNA-proteinovych crosslinkii (PeCinka a Liu, 2014;

Prochazkova a kol., 2022).



Rostlinni skadci a patogeny spadaji do kategorie biotickych stresti. Takovym skiidcem
muze byt fytofagni hmyz, hlistice i roztoCi. Patogeny jsou houby, bakterie a viry (Diaz, 2018).
Co maji abiotické, biotické i1 dalsi stresové faktory obecné spole¢ného, je to, ze zpravidla vedou
ke zvysené tvorbé ROS (reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku) (Sharma a kol.,
2012).

Na abiotické a biotické stresové faktory muzeme pohlizet jako na Cinitele,
kteti vyvolavaji poSkozeni DNA u rostlin exogenné. Ovsem poskozeni DNA vznika 1 bez GiCasti
exogennich faktord, a to vlivem endogennich faktord. Jeden ze zdrojii endogenniho poskozeni
je samotny metabolismus bunky, vramci kterého vznikaji volné radikdly. Vyznamnou
skupinou volnych radikalt jsou reaktivni formy kysliku, kam zahrnujeme iont superoxidu O,
hydroxylovy radikal OH’, peroxid vodiku H,O> ¢&i singletovy kyslik 'O» (Sharma a kol., 2012).
ROS pftirozené vznikaji v metabolickych drahéach, pii kterych jsou transportovany elektrony.
Tyto drahy se nachéazeji v chloroplastech, mitochondriich, plazmatické membrané a dalSich
bunécnych kompartmentech (Sharma a kol.,, 2012; Heyno akol., 2011). ROS napftiklad
zpusobuji oxidativni poskozeni dusikatych bazi. To ma za nasledek vznik jejich derivatd, které

mohou zapfi€init i jejich nespravné parovani (Cadet a kol., 2010).

Kromé skod zpiasobenych prostiednictvim ROS existuji i poskozeni DNA,
ktera vznikaji spontann€. Témi mohou byt spontanni deaminace bazi, které ovliviiuji adenin,
guanin a cytosin. U rostlin je deaminace 5-methylcytosinu béznym zdrojem mutaci, které
nasledné vedou ke vzniku thyminu a pozdéjsi bodové mutaci pti replikaci (Cadet a kol., 2010).
Dale Ize k témto typim poskozeni piifadit abazicka mista. Abazicka mista vznikaji hydrolyzou
N-glykosidické vazby mezi dusikatou bazi a deoxyribdzou, ¢i vznikaji jako meziprodukt
v prubéhu oprav bazi, které jsou deaminované, alkylované nebo oxidované (Manova a Gruszka,

2015).

Procesy spojené s DNA, jakymi je replikace, rekombinace a dalsi, nejsou bez chyb
a mohou vyvolavat nejriznéjsi druhy poskozeni. Je odhadovano, ze v genomu se kazdy den
hromadi tisice nejriznéjsich poskozeni, proto je nutné, aby zivé organismy mély vyvinuty

efektivni systém oprav DNA (Lindahl a Barnes, 2000).
3.2  Nasledky aktivace DDR
3.2.1 Hlavni zpusoby oprav DNA

Jeden ze zpisobu oprav DNA jsou excizni opravy. Oprava excizi baze (base excision
repair, BER) spo€iva jednoduse v odstranéni baze, ktera je poSkozena ¢i jinak modifikovana.

Té&chto oprav se ucastni DNA glykosylazy, které §tépi N-glykosidickou vazbu. Nevyhnutelnou
4



soucasti téchto akci je vznik abazickych mist, které mohou spustit dal§i mechanismy oprav,
jakymi jsou opravy excizi nukleotidu (nucleotide escision repair, NER) ¢i opravy rekombinaci.
NER odstrariuje riznoroda poskozeni DNA. Mezi ta patfi poskozeni vyvolana UV a jina
poskozeni, kterd vyrazn€ meéni konformace DNA (Manova a Gruszka, 2015). Nespravné
zafazené nukleotidy opravuje tzv. mismatch repair (MMR). MMR zejména opravuje chyby

zpusobené nespravnou inzerci/deleci nukleotidu béhem replikace.

Dvouvlaknové zlomy DNA (DSB) lze opravit nékolika mechanismy, a to homologni
rekombinaci (HR) ¢i nehomolognim spojenim konct (non-homologous end joining, NHEJ).
HR se uplatriuje hlavné béhem S a G2 faze bunécného cyklu. Poskozend DNA je v tomto
mechanismu opravena podle neporusené homologni predlohy (Puchta, 2005). Kanonické NHEJ
je zapocato rozpoznanim DSB. Toho se ucastni heterodimer Ku70/Ku80, ktery vytvari
prstencovitou strukturu okolo obou zlomi DNA. Timto zamezuje jejich degradaci a zaroven je
privadi k sob&. Dal§imi respondenty jsou kinazy DNA-PKcs, coz jsou katalytické podjednotky
DNA-dependentni protein kinazy. Ku70/Ku80 tvori spolecné s DNA-PKcs holoenzym DNA-
PK, ktery dale kontroluje interakce mezi DSB v pribéhu cNHEJ (Manova a Gruszka, 2015).

Za zminku stoji i fotoreaktivace. Tento zpusob opravy vyuziva enzym fotolyaza

a pomoci energie ze svétla opravuje fotoprodukty CPD a 6-4 fotoprodukty (Britt, 2004).
3.2.2 Zastaveni bunécného cyklu

Zastaveni bunécného cyklu je docasné nebo trvalé preruseni postupu buiiky bunécnym
cyklem. K zastaveni bunécného cyklu dochazi v jeho kontrolnich bodech, kterymi jsou G1/S
a G2/M. K zastaveni dochazi inhibici heterodimert, které vznikaji z cyklin-dependentnich
kinaz (CDKs) a cyklind. Aktivatory téchto procest jsou kinazy ATM (primarné€ reaguje na
DSB) a ATR (primarné reaguje na SSB a zastaveni replikacni vidlice). U savci pfi DNA
poskozeni fosforyluje kinaza ATM kinazu Chk2, ¢imz dojde ke stabilizaci proteinu p53. Ten
aktivuje expresi proteinu p21, ktery pusobi jako inhibitor CDK a bunéény cyklus se zastavuje
v bodé G1/S. ATR fosforyluje kindzu Chkl1; ta spolecné s Chk2 fosforyluje fosfatazu Cdc25,
coz vyusti v zastaveny bunééného cyklu v G2/M bodé¢ (Takahashi a kol., 2019).

3.2.3 Endoreduplikace

Endoreduplikace je proces, pii kterém bunky v interfazi podstoupi zdvojeni
chromozomu bez nasledného mitotického déleni, coz zvysuje troven plodie. Na vyzkumech
Arabidopsis ve studii od Adachiho a kol. (2011) bylo zjisténo, ze buiiky vzrostnych vrcholt
korene a kali$nich listkii podstupuji endoreduplikaci po vystaveni latkam indukujicich DSB,

ato za ucasti SOG1, ATM a ATR. Pro vyvolani DSB byl pouzit zeocin, ktery funguje jako
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radiomimetikum (napodobuje efekty vyvolané ionizujicim zafenim). Pozorovana byla
endoreduplikace u mutanti atm i atr, ale byla vyrazné potlacena u dvojitych mutanta atm atr
i u mutanta sog/. Vyzkumnici dospéli k zavéru, ze signalni drahy ATM-SOG1 a ATR-SOG1
obé prenaseji signal o DSB.

3.2.4 Programovana bunécna smrt

Vyzkumy Arabidopsis od Furukawy a kol (2010) ukazaly, ze SOG1, ATM a ATR
se ucastni programované bunécné smrti (programmed cell death, PCD) vyvolané u rostlin
ozafenych UVB a gama radiaci. U mutanti sog! doslo po ozafeni UVB a IR k potlaceni PCD.
Zajimavym ukazem bylo, Ze se u arm mutantt vyskytoval vétsi pocet PCD indukované pomoci
UVB. To nasvéd€ovalo tomu, ze ATM se ti€astni zachovani integrity genomu po ozateni UVB,
1 kdyz je tato kindza obvykle spojovana s odpovéd'mi na DSB. Dal§im piekvapivym poznatkem
byl vyrazn€ niz§i vyskyt PCD vyvolané pomoci UVB v meristémech kofene u dvojitych
mutanti atm atr v porovnani s wild-type. Coz naznacuje nutnou pritomnost aspor jedné z kinaz
ATM ¢i ATR, aby mohlo dojit k PCD vyvolané UVB. U atm mutanti ozafenych gama radiaci,
ktera vyvolava prevazné DSB, bylo hypotetizovano, ze by mohlo dojit ke snizeni PCD. Avsak
bylo zjisténo, ze doslo ke zpozdéni vyskytu PCD, nikoli vSak k jeho snizeni. Tedy zpozdény
vyskyt PCD u atm mutantt se zda byt zavisly na ATR. Autofi této studie pfichazeji s poznanim,
ze PCD vyvolana pomoci UVB a IR muze byt spusténa kinazami ATM anebo ATR, pfiCemz
v zadném ztéchto piipadd je zapotiebi obou kinaz zaroven. AvSak vyzkumnici Fulcher
a Sablowski ve své studii z roku 2009 dospéli k zavéru, ze k PCD vyvolané radiomimetikem
zeocin (to vyvolava DSB) je zapotiebi jak ATM tak i ATR. Tento zavér mohl byt vSak zkreslen
limitovanym poctem Casovych okamzikl, které byly studovany, a vyskyt PCD u atm ¢i atr

mutantt mohl byt oddalen.
3.3  Signalni draha DDR
3.3.1 Transduktory — kinazy ATM a ATR

DDR je slozity signalni systém, ktery usmériiuje bunécnou odpoveéd pro zachovani
integrity genomu. Tento systém zavisi na kaskadé signall, které se manifestuji ve formé
fosforylace proteinti pomoci serin/threonin kinaz, jakymi jsou rodina kinaz pfibuznych
s fosfatidylinositol-3-kinazami  (phosphatidylinositol-3  kinase-related kinases, PIKKSs)
a efektorové kinazy kontrolnich bodi. Mezi PIKKs nalezi kinazy ATM, ATR a DNA-PK.
Ty maji C-koncovou konzervovanou doménu spolecnou s fosfatidylinositol-3-kindzami
(PI3Ks), které uptednostiiuji fosforylaci proteinii v misté, kde aminokyselinu serin/threonin

nasleduje glutamin (SQ/TQ mista). K efektorovym kinazam kontrolnich bodu patii Chkl,
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Chk2, MK2. Ty jsou bazofilni kinazy, které preferuji fosforylaci proteinti obsahujicich XRXXS
motivy, kde X znaci jakoukoli aminokyselinu, R je arginin a S je serin. (Leung a Glover, 2011;

Abraham, 2001; Mohammad a Yaffe, 2009; Lempidinen a Halazonetis, 2009).

Fosforylované proteiny jsou dale rozeznavany proteiny s domenami BRCT
(BRCA1 C-terminal), doménami FHA (forkhead associated) a doménami 14-3-3. Proteiny
s doménou 14-3-3 se prednostné vazou na substraty fosforylované kinazami kontrolnich boda
bunééného cyklu. Proteiny s doménami BRCT a FHA na druhou stranu vazou fosforylované

substraty kinaz ATM a ATR (Mohammad a Yafte, 2009)

ATM (ataxia telangiectasia mutated) a ATR (ATM- and RAD3-related) jsou hlavnimi
regulatory odpovédi na poskozeni DNA u eukaryotickych organisma. Proteiny, které slouzi
jako senzory SSB a DSB, predavaji signal transduktorim ATM/ATR. Efektory téchto dvou
kinaz hraji zasadni roli v fadé bunéénych procesu, které jsou nezbytné pro zachovani integrity
genomu. Jeden z typickych substrati ATM u zvirat je Chk2 au ATR je jim Chk1. Tyto proteiny
dale interaguji napiiklad s BRCA1, p53 ¢i CDC25A. Homology Chkl a Chk2 nebyly
u Arabidopsis nalezeny (Maréchal a Zou, 2013; Yoshiyama a kol., 2013a)

U ATM kinazy nalezneme doménu FAT (FRAP, ATM, TRRAP), ktera je u PI3K méné
konzervovana. Na samotném C-konci se nachazi konzervovany motiv FATC (FRAP, ATM,
TRRAP, C terminus) (Bosotti a kol., 2000). Pro aktivaci ATM je zapotiebi komplex MRN
(Mrel1, Rad50, Nbsl), ktery slouzi jako senzor DSB a poté na toto misto navede ATM
(Lee a Paull, 2005). Aktivovana ATM iniciuje fadu DDR udalosti na chromatinu sousedicim
s detekovanym DSB. Zasadni udalosti je fosforylace histonové varianty H2AX (Savic a kol.,
2009). Fosforylovana varianta H2AX se oznacuje jako y-H2AX. Typicka vlastnost fosforylace
histonové varianty H2AX je, ze k ni nedochazi jen v bezprostiedni blizkosti zlomu DNA,
ale fosforylovan je vétsi usek obklopujici tento zlom. Oblasti chromatinu s y-H2AX se oznacuji
jako loziska (anglicky foci) (Rogakou a kol., 1998). Bylo zjisténo, ze u Arabidopsis je pii
ozafeni pomoci IR za tvorbu y-H2AX lozisek pfimo ¢ nepfimo zodpovédna ATM
(kolem 90 %). U atm mutantd dochazi ke vzniku y-H2AX lozisek v nizkém poctu; u atm atr
dvojitych mutantd pak nevznikaji viubec. K fosforylaci histonové varianty H2AX dochazi
v zavislosti jak na ATM tak 1 na ATR. Rovnéz se zda, ze u rostlin IR vyvolava mensi poskozeni
genomu v porovnani se savci a houbami, anebo rostliny tvoii méné y-H2AX lozisek (Friesner
a kol., 2005). Ptes ATM kinazu se dale zprostiedkovavaji kontrolni body bunécného cyklu,
opravy pomoci HR a NHEJ (Ricaud a kol., 2007).



ATR je aktivovana ptitomnosti SSB, DSB i zastavenim replikacni vidlice. Pfi vyskytu
SSB dojde k navazani replikacniho proteinu A (RPA) na DNA. Na n¢j se vaze ATR pomoci
ATR interagujiciho proteinu (ATRIP). Aktivace ATR vyzaduje jesté pfitomnost komplexu
9-1-1 (Rad9, Radl, Husl), ktery je na poskozenou DNA nalozen pomoci Rad17 replikacniho
faktoru C (Sweeney a kol., 2009; Heitzeberg a kol., 2004). Zaktivovana ATR kinaza blokuje
replikaci a fosforyluyje dalsi substraty, coz vede k pozastaveni bunécného cyklu.

(Ricaud a kol., 2007).

Co se tycCe fenotypu, atm mutanti Arabidopsis thaliana jsou k nerozeznani od wild-type
jedinca, ale jsou Castecné sterilni. atr mutanti A. thaliana jsou plné fertilni a Zivotaschopni
(Garcia a kol., 2003; Culligan a kol., 2004). Na zakladé téchto rozdili ve fenotypu u rostlin
a zvifat Ize usoudit, ze role ATM a ATR u rostlin jsou specifické a lisi se od zvifat. (Yoshiyama,

2015).
3.3.2 Hlavni regulator — SOG1

Rada proteind zastavajicich roli transduktorti a efektort pii DDR, jako jsou ATM
a ATR, je konzervovana napfi¢ eukaryotickou doménou. Zajimavé ovSem je, ze se tohle neda
fict o transkripCnich faktorech ti¢astnicich se DDR, které signal pienaseji k dalsim regulatoram.
U zvitat je znam protein p53, ktery funguje jako nepostradatelny transkripéni faktor fidici rizné
aspekty bunécné reakce na poskozeni. Rostliny postradaji ortholog proteinu p53, ktery by byl
podobny svou aminokyselinovou sekvenci. AvS§ak pravé SOGI byl popsan jako jeho funk¢ni
analog, jenz je jedineCny pro rostliny (Obr. 1). Rostliny tedy obdobné jako zvitata vyuzivaji
centralni regulacni transkripcni faktor k fizeni toku informaci souvisejicich s jejich reakci

na poskozeni (Yoshiyama a kol., 2009).

Rostliny A. thaliana s mutaci v genu Suppressor of gamma response (SOG1) byly
poprvé izolovany u mutantG uvhl (Ultraviolet hypersensitive 1). UVHI1 je homolog
kvasinkového proteinu Radl a lidského proteinu XPF a koduje podjednotku endonukleazy,
ktera se ucastni nukleotidovych exciznich oprav (Liu a kol., 2000). Semena mutantna uvhl
po vystaveni gama radiaci klici normalng, ale buiiky meristému se poté pozastavi v G2 fazi
bunécného cyklu. Fenotypové je lze rozeznat tak, Ze semendale vytvaii pravé listy az po
piiblizné 17 dnech, na rozdil od wild-type jedinct, kteti po ozafeni vytvaii pravé listy jiz po 8
az 9 dnech. Semena linie uvil byla mutagenizovana pomoci ethylmethansulfonatu. U potomka
mutagenizované generace byli objeveni taci, ktefi vytvareli pravé listy i po ozafeni gama

radiaci. Dal8i vyzkum téchto mutantt objevil mutaci v genu pro SOG1. Buriky jedinct s mutaci



v tomto genu byly schopny pfekonat kontrolni bod v G2 fazi a dale pokraCovat v bunécném

cyklu (Preuss a Britt, 2003).
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Obr. 1: Drahy odpovédi na poSkozeni DNA u rostlin a jejich biologické vyusténi. SOGI1 je
vyobrazen jako centralni regulacni faktor, ktery zprostfedkovava DDR. Prevzato od Yoshiyama
a kol., 2013b.

Proteinové produkty genu SOG1 obsahuji doménu NAC (NAM, ATAF1/2, CUC2),
ktera je dualezita pro schopnost vazby na DNA. Proteiny s doménou NAC spadaji do jedné
z nejvétSich skupin transkripCnich faktor, které jsou specifické pro rostliny. Proteiny
s doménou NAC lze nalézt u mecht, plavuni, nahosemennych rostlin a u vétSiny
krytosemennych rostlin. Tyto transkrip¢ni faktory se Gcastni nejraznéjsich procesu, jako je rust,
vyvoj, bunééna odpoveéd na patogeny Ci odpovéd na stresové faktory (Wang a kol. 2011; Zhu
a kol., 2012). Zastupci NAC proteinové rodiny nebyli nalezeni u jednobunécnych zelenych fas,
coz naznacuje, ze SOGI je specificky pro mnohobunécné rostliny (Yoshiyama a kol., 2009).
U A. thaliana bylo popsano vice nez 100 proteintt s NAC doménou. Ve studii od Jensena a kol.
(2010) byly proteiny s touto doménou rozdéleny do 10 hlavnich skupin, kde SOG1 spadal
do podskupiny oznacené IX-1. Proteiny v této skupiné se odliSovaly od ostatnich skupin

prodlouzenim na N-konci o piiblizné délce 40 aminokyselin.

Histochemickym barvenim pomoci GUS bylo zjisténo, ze SOG1 je siln€ exprimovan
v meristematickych pletivech, jakymi je vzrostny vrchol kofene a stonku. Dale byla jeho

exprese pozorovana v cévnich svazcich mladych listd a stfednim valci. VSechna tato pletiva
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jsou soucasti pletiv meristematickych, doslo se tedy k zavéru, ze SOGI1 prevazné plni svou
funkci v pletivech s aktivné se délicimi butikami. SOG1 ma v porovnani se svym savéim
orthologem, proteinem p53, jiny mechanismus aktivace v buiikdch. Koncentrace p53
je v bunkach nizka pfi podminkach bez stresu (probiha jeho stala degradace ubikvitinaci),
anaopak stoupd jeho koncentrace pii genotoxickém stresu. V piipadé SOGI nedochazi
pii genotoxickém stresu k vyraznym zmeénam v jeho koncentraci. Fluorescence funkéniho
fazniho protein SOG1-GFP byla pozorovana v bunééném jadie, nikoli vSak v cytoplazmé;
nedochazelo ani ke zménam intenzity fluorescence pii vystaveni genotoxickému stresu.
Dale bylo zisténo, ze aktivita SOG1 je spiSe fizena posttranskripéni modifikaci, a to jeho
fosforylaci. SOG1 obsahuje na C-konci 5 kopii serinu nasledovaného glutaminem (SQ motiv).
Tyto SQ motivy jsou upfednostiiovanymi misty pro fosforylaci kinazou ATM ¢i ATR jako
odpoveéd na DSB. (Yoshiyama a kol., 2013a; Yoshiyama, 2015).

3.3.3 Mediatory

Mediatory jsou proteiny pienasejici signal od kinaz ATM/ATR dale v ramci signalni
drahy DDR. Napomahaji aktivaci faktord nezbytnych k fadnému prubéhu této drahy. Zpravidla

interaguji s fosforylovanymi proteiny anebo jsou samy fosforylovany pomoci ATM/ATR.

14-3-3 proteiny byla prvni skupina proteini, u které se objevilo, ze dokazou vazat
fosforylovany serin (fosfoserin, pS) a fosforylovany threonin (fosfothreonin, pT) (Yafte a kol.,
1997; Muslin a kol., 1996). Tyto proteiny jsou konzervované u eukaryotickych organismu.
Ugastni se procesd fidicich bun&ény cyklus, regulace kinaz, fosfataz & transkrip&nich faktord.
Vyznamnou roli téchto proteint je, Ze se Gcastni zprostiedkovani vstupu do kontrolnich boda
bun&éného cyklu G1/S a G2/M po vyskytu poskozeni DNA. Cini tak potladenim aktivity
heterodimer CDK-cyklin, a to pfes pfimou vazbu a inhibici fosfataz z rodiny Cdc25 a vazbou
a aktivaci kinazy Weel. Timto zistava Cdk1 fosforylovany a tim padem neaktivni (Mohammad

a Yaffe, 2009).

Urcita Cast mediatori obsahuje FHA (forkhead associated) doménu, ktera se vaze
vyhradné na fosfothreonin. Tyto domény byly nalezeny u stovek proteinti nachazejicich
se u prokaryot i eukaryot. Proteiny s touto doménou se ucastni transkripce, DDR a regulace

bunécného cyklu. Touto doménou disponuje napt. kindza Chk2 (Mohammad a Yaffe, 2009).

Dalsi velkou podskupinou mediatort jsou proteiny obsahujici doménu BRCT (BRCA1
C-terminal). Ta byla pavodné identifikovana jako doména, ktera se bézné vyskytuje u fady
proteini zapojenych do DDR (Callebaut a kol., 1997; Bork a kol., 1997). Pojmenovana byla
podle proteinu BRCA1 (Breast cancer 1), coz je tumor-supresorovy protein. Domény BRCT
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se Casto v proteinu vyskytuji tandemové v nékolika opakovanich. Celkové vzato je
ale ptfitomnost BRCT domén v proteinech rozmanita. V daném proteinu se muze nachazet
pouze jedna tato doména, muze zde byt v mnohonasobnych kopiich i dohromady s jinymi
doménami. I kdyz ne vSechny BRCT domény se vazou na fosfopeptidy, tak nékteré
v tandemovém uskupeni davaji spiSe prednost vazbé na peptidy s fosfoserinem, se kterymi tvori
silngj$i vazby nez s peptidy s fosfothreoninem. Schopnost véazat se na fosfopeptid vyzaduje
ptitomnost dvou BRCT domén v tandemu (Manke a kol., 2003; Yu a kol., 2003; Mohammad
a Yaffe, 2009; Leung a Glover, 2011).

U savci je jednim z pfednich Ciniteld Gcastnicich se homologni rekombinace (HR)
protein BRCA1. Ten svou aktivitu provadi Casto jako heterodimer s proteinem BARDI1
(BRCAI1 associated RING domain protein 1) (Wu a kol, 1996). DalSim proteinem
vykonévajicim obdobnou funkci jako BRCA1 je BRCA2. Kromé& HR se tyto proteiny uc¢astni
DDR, jsou zapojeny v regulaci bunécného cyklu, regulaci transkripce ¢i duplikace centrozomu

(Boulton, 2006).

Pii vyzkumech Arabidopsis byly objeveny homology proteini BRCA1, BRCA2
i BARDI1. U mutant brcal nebyly pozorovany zmény fenotypu v ramci vyvoje. Co se tyce
genu BRCA2, byly u Arabidopsis nalezeny dva homology. Po uml¢eni exprese obou téchto
gent pomoci RNA interference bylo zjisténo, Ze rostliny byly ¢astecné sterilni. To ukazovalo
na ucast rostlinného BRCA?2 pti meidze. Somaticky vyvoj ovlivnén nebyl (Lafarge a Montané,
2003; Reidt a kol, 2006; Siaud a kol., 2004). Homology BRCA1 a BARD1 se nachazi témer
ve vSech rostlinnych genomech, které byly sekvencovany. U rostlinnych proteini BRCA1
a BARDI1 se navic vyskytuyje doména PHD (plant homeodomain), kterd se nenachazi
u homologl téchto proteinli v ramci zvirat. S pomoci tohoto a dalSich zjisténi bylo dospéno
k tomu, ze rostlinné BRCA1 a BARDI nejsou orthology zvifecich BRCA1l a BARDI,
nybrz vznikly spise ze spole¢ného predka BRCA1/BARDI1. Nékteré specifické rysy téchto
proteinti se mohou tedy riznit mezi rostlinami a zvifaty, coz je déla zajimavymi kandidaty

pro dalsi vyzkum (Trapp a kol., 2011).

Jednim z typt BRCT domén je doména BRCTS5. Ta byla nalezena naptiklad u lidského
proteinu SLF1 (SMC5-SMC6 complex localization factor 1; homolog proteinu NON-SMC
element 5, NSES) a dale u proteinit Rtt107 a Brcl u kvasinek. U jmenovanych proteint
je znamo, ze interaguji se SMC5/6 komplexem a pomahaji mu s vazbou na chromatin. AvSak
u rostlin nebyla potvrzena pfitomnost této domény u proteind, o kterych je znamo,

ze se SMC5/6 interaguji (Yan a kol., 2013), anebo se jinak zapojuji do DDR. V nedavné studii
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od Vladeji¢ a kol. (2022) se podafilo objevit u Arabidopsis Sest proteinti obsahujicich doménu
BRCTS. Dva z téchto proteina byly jiz znamé proteiny BRCA1 a BARDI1. Zbyvajici Ctyfi
kandidatni proteiny byly nazvany BCP (BRCTS domain-containing proteins) 1 az 4. Co se tyCe
odpovédi na poskozeni DNA, vysel jako nejslibnéjsi kandidat protein BCP1, u kterého bylo
zjisténo, ze jeho transkripce je zavisla na SOGI1 a ze mutanti bcpl jsou citlivi vaci
genotoxickym latkam. Dal§im zjiS§ténim bylo, ze BCP1 je nutny pro normalni cetnost
homolognich rekombinaci. BCP1 je tedy nové popsany protein, ktery ma roli faktoru

ucastniciho se DDR, coz bylo dale potvrzeno ve studii od Yu a kol. (2023).

Poté bylo u Arabidopsis identifikovano 7 proteint, které fyzicky interaguji s BCP1.
Témito proteiny jsou VDAC3, SYN2, XYLI1, STUBLS, PANSI, protein bohaty
na serin/arginin asociujici se s CLK4 a jeden hypoteticky protein (Vladeji¢ a kol., 2023,

nepublikovano).

VDAC3 je napétové fizeny aniontovy kanal, ktery se nachazi u mitochondrii.
Je soucasti celkem 5 izoforem VDAC u Arabidopsis (Tateda a kol., 2011). SYN2 (téz zvany
AtRAD21.1) se vyskytuje v ramci kohezinového komplexu. Bylo u n€j zjisténo, ze je potiebny
k opravam DNA pii vyskytu DSB, které byly vyvolany endogennimi stresy i1 témi
environmentalnimi. Dale se zda, ze muze byt zapojeny do HR (da Costa-Nunes a kol., 2014).
XYL1 koduje a-xylosidazu. Funguje jako supresor kliCeni a rovnéz je potfebna k udrzeni
fyzickych vlastnosti primarni stény buiky v rostoucich pletivech (Shigeyama a kol., 2016).
STUBLS je druh E3 ligazy, ktera rozpoznava a ubikvitinuje proteiny, jez byly SUMOylovany.
U této ligazy bylo objeveno, Ze interaguje s myoziny XI (Kurth a kol., 2017). PATRONUS1
(PANSTI) se ucastni koheze sesterskych chromatid béhem meidzy I a Il (Zamariola a kol., 2014;
Singh a kol., 2015; Cromer a kol., 2019). Funkce proteinu bohatého na serin/arginin
asociujiciho se s CLK4 (nazvan BCP1 interacting candidate 2, BIC2) nebyla u Arabidopsis
zatim vice popsana; to samé se tyka hypotetického proteinu (nazvan BCP1 interacting candidate

1, BIC1).

Testovani jmenovanych kandidatd jakozto proteinti potencialné zapojenych do DDR

bylo cilem této bakalarské prace.
3.34 SMCS5/6

V soucasnosti hojné studovanymi molekularnimi komplexy jsou takzvané proteiny
strukturni udrzby chromozomi (structural maintenance of chromosomes, SMCs). Tyto proteiny
lze nalézt u organismi napfi¢ taxonomickymi doménami (Cobbe a Heck, 2000).
SMCs se ucastni procesti kondenzace chromozomtu, koheze sesterskych chromatid pfi mitoze
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a uplatiiyjyi se béhem DDR (Lehmann, 2005; Hirano, 2005; Nasmyth, 2002). Co se tyce
funkénich struktur SMCs, nachézi se na jejich N-konci motiv zvany Walker A a na C-konci
se nachazi motiv Walker B. Tyto globularni motivy jsou schopny vazat se na DNA a zaroverni
maji ATPazovou aktivitu. Dalsi strukturou je pantova doména, se kterou jsou Walker motivy
spojeny dvéma rameny. V misté pantu se poté protein ohyba, ramena se vinou kolem sebe a oba
Walker motivy se stietavaji a tvoii hlavu komplexu. SMCs funguji ve formé heterodimert
v ramci eukaryot, kdy se dimery k sobé pfikladaji v misté pantové domény (Haering a kol.,

2002; Harvey a kol., 2002; Diaz a Pecinka, 2018).

U eukaryot se nachazi nejméné 6 typa SMC proteinti. Soucasti komplext kohezinu jsou
SMC1 a SMC3. V ramci kondenzinu nalezneme SMC2 a SMC4. Proteiny SMC5 a SMC6
existuji v ramci komplexu zvaného SMC5/6, ktery se zapojuje do organizace DNA a udrzovani
stability genomu (Murray a Carr, 2008). Soucasti tohoto komplexu jsou pfidruzené proteiny
zvané NON-SMC elementy (NSE). Téch se miize navazat na komplex az 6. SMC5/6 je takto
strukturovan do 3 podjednotek, které tvoii NSE1-NSE3-NSE4, NSES5-NSE6 a NSE2-SMC5-
SMC6 (Palecek a kol., 2006; Diaz a Pecinka, 2018).

Trimer NSE1-NSE3-NSE4 je dulezity pro vazbu komplexu na DNA, pficemz delece
genu pro NSE1 je u Arabidopsis smrtelna. V genomu Arabidopsis 1ze nalézt dva paralogy genu
NSE4, a to NSE4A a NSE4B. Kompletni ztrata funkce NSE4A je smrtelna; co se tyCe ztraty
funkce NSE4B, rostliny se zdaji ze somatického pohledu v normalu. V nedavné studii bylo
zjisténo, ze z téchto dvou paralogi je to praveé NSE4A, ktery se zapojuje do oprav DNA

a rovnéz se ucastni vyvoje semen (Diaz a kol., 2019).

Zda se, ze NSE5-NSEO6 dimer zastava roli pifi sestavovani komplexu SMC5/6 a jeho
lokalizaci na cilové misto. Pokud bychom tyto proteiny hledali u Arabidopsis, nasli bychom
homolog NSE6 s nazvem suppressor of npri-1, inducible 1 (SNI1) a NSES nazyvajici
se Arabidopsis SNI1 associated protein 1 (ASAP1) (Yan a kol., 2013; Diaz a Pecinka, 2018).
Funkce téchto proteinii neni zcela objasnéna, avSak vyzkumnici PaleCek a kol. (2006) nam
predkladaji, ze by mohly slouzit ke vzniku intramolekularnich mustku a slouzit k multimerizaci

SMC5/6 komplext.

Podjednotka NSE2-SMC5-SMC6 tvofi kostru komplexu SMCS5/6. NSE2
(u Arabidopsis téz zvand methyl methanesulfonate-sensitive 21, MMS21 ¢i high ploidy 2,
HPY2) je SUMO ligaza, ktera je kovalentné navazana na ramenu SMCS a jedna z jejich funkci
zahrnuje SUMOylaci faktort ucastnicich se homologni rekombinace, ¢imz dojde ke stimulaci

oprav DNA pfi poSkozeni. Je vysoce pravdépodobné, ze pomoci NSE2 dochazi k fizeni celkové
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dynamiky komplexu v misté pusobeni (Andrews a kol., 2005; Diaz a Pecinka, 2018;
Whalen a kol., 2020). V genomu Arabidopsis lze nalézt 2 kopie genu SMC6, a to SMCOA
a SMC6B. SMC6B se da dohledat i pod nazvem MIM (hypersensitive to MMS, irradiation and
MMC; Mengiste a kol, 1999).

Mutanti smc6éa a smc6b vykazuji snizenou frekvenci homologni rekombinace
(Watanabe a kol., 2009). Pomoci tohoto a dalSich dikazi bylo usouzeno, ze SMC5/6 napomaha
opravé DSB navozenim homologni rekombinace mezi sesterskymi chromatidami. SMC5/6
komplex zastupuje dalsi role pti DDR, jako stabilizace zastavené replikacni vidlice ¢i udrzovani
integrity rDNA a (Wu a Yu, 2012). Nedavno byla potvrzena ucast SMC5/6 na opravé DNA-

proteinovych crosslinka (Dvorak Tomastikova a kol., 2023).

14



4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Zkoumanym organismem byl huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana). Analyzovano
bylo 7 gent kandidatnich proteint, a to za pomoci 10 T-DNA inzer¢nich linii. Semena T-DNA
inzerénich mutantl (dale jen mutanti) byla pofizena z institutu SALK (Alonso a kol., 2003)
a GABI-Kat (Kleinboelting a kol., 2012) ptes Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC).
Dale byla pouzita semena linii smc6b-1 a WT, ktera slouzila jako pozitivni a negativni kontrola.
V tabulce 1 jsou uvedeny pouzité linie a informace o nich. Podminky, ve kterych byly rostliny

péstovany v prubéhu jejich Zivotniho cyklu, jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tab. 1: Pouzité linie husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) a jejich charakteristika.

Genetické Identifikator i
Nazev linie Zdroj linie Ucel
pozadi genu
‘ ‘ Negativni
WT Col-0, wild type — Pecinka group
kontrola
Col-0, T-DNA SALK 101968C Pozitivni
smc6b-1 _ AT5G61460 _
inzeréni mutant Pecinka group kontrola
vdac3-1
Col-3, T-DNA SALK 127899C Kandidatni
(Yang a kol., AT5G15090
Inzeréni mutant NASC mutant
2011)
vdac3-2
Col-0, T-DNA SAIL_238 AO01 Kandidatni
(Yang a kol., AT5G15090
Inzeréni mutant NASC mutant
2011)
Col-0, T-DNA SALK 047755C Kandidatni
bicl-1 AT1G61170
inzeréni mutant NASC mutant
Col-0, T-DNA SALK 015096 Kandidatni
syn2-1 _ AT5G40840
Inzeréni mutant NASC mutant
Col-0, T-DNA SALK 044851 Kandidatni
syn2-2 _ AT5G40840
Inzeréni mutant NASC mutant
xyll-2
Col-0, T-DNA GABI_749G08 Kandidatni
(Sechet a kol., AT1G68560
Inzeréni mutant NASC mutant
2016)
Col-0, T-DNA SALK 018459C Kandidatni
stubl5-1 AT5G04460
inzeréni mutant NASC mutant
Col-3, T-DNA SAIL_26_F07 Kandidatni
stubl5-2 AT5G04460
inzeréni mutant NASC mutant
Col-0, T-DNA GABI _588E11 Kandidatni
bic2-1 AT4G36980
inzeréni mutant NASC mutant
pansl-1
Col-0, T-DNA SALK 070337 Kandidatni
(Cromer a kol., AT3G14190
Inzeréni mutant NASC mutant

2013)
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Tab. 2: Riastové podminky husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) v raznych prostiedich.

4.2

4.2.1

Podminky i
Prostredi Ucel
Den Noc
Rustova komora 16 h 8h Kli¢eni semen
Percival 21 °C 18 °C v médiich
16 h 8h
Rustova komora Rust rostlin
19 °C 18 °C
Fytotron v substratu
vlhkost 65 % vlhkost 65 %
16 h 8h Dozravani Sesuli
Sklenik
24 °C 16 °C a sbér semen

Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

o Agar bacteriological (VWR Chemicals, kat. ¢. 84609.0500)

o Agarose I™ (VWR Chemicals, kat. ¢. 0710)

o Destilovana voda

o DreamTaq™ Green DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EP0714)

o Ethanol 98% (v/v) (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-A96)

o Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. €. E8751)

o Fosfinotricin (Duchefa Biochemie, kat. ¢. P0159.0250)

o GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, 6X TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific, kat. ¢. SM1331)

o Chlornan sodny (cca. 6-14% aktivovaného chloru) EMPLURA® (Merck,
kat. ¢. 105614)

o ICRF-187 (dexrazoxan) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D1446)

o Kanamycin (Sigma-Aldrich, kat. €. 60615)

o MMC (mitomycin C) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M0503)

o Murashige & Skoog medium (Duchefa Biochemie, kat. ¢. M0231)

o Nuclease-free Water (Thermo Fisher Scientific, kat. €. AM9932)

o 2-Propanol ROTIPURAN® >99,8 %, p.a., ACS, ISO (Carl Roth, kat. ¢. 6752)

o SUBSTRAL CAREO Ultra® — Koncentrat proti Skidcim (Evergreen Garden Care
France SAS)

o  Sulfadiazin (Sigma-Aldrich, kat. €. S8626)
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4.2.2

50x TAE (Tris-acetat-EDTA) pufr

TWEEN® 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P9416)
Zebularin (Sigma-Aldrich, kat. €. Z4775)

Zeocin™ (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R25001)

Pouzité roztoky a jejich priprava

0.1% (w/v) agardza: 100 mg agarozy rozpustit ve 100 ml dH»0O, autoklavovat.

1% (w/v) gel pro fotodokumentaci: 0,5 g agaru rozpustit v 50 ml dH>O.

1% (w/v) agarézovy gel obsahujici 0,5pg'ml! ethidium bromid: ke 2 g agarozy

ptidat 200 ml 1x TAE pufru, krouzivym pohybem obsah lahve promichat, pomoci
mikrovlnné trouby pfivést roztok k varu a ujistit se, Ze je agaroza zcela rozpusténa.
Nechat teplotu roztoku klesnout piiblizné na 50 °C, poté ptidat 2 ul 5% (w/v)
zasobniho roztoku ethidium bromidu a krouzivym pohybem lahve roztok
promichat.

7% (v/v) roztok chlornanu sodného obsahujici Tween 20: ke 3 ml dH2O piidat 7 ml

zasobniho roztoku chlornanu sodného a 100 pl Tweenu 20.
Edwardsuv extrakéni pufr: za stalého michani smisit 20 ml 1M Tris, 5 ml 5M NaCl,

5 ml 0,5M EDTA, 5 ml 10% (w/v) SDS a 65ml dH;O.

¥, Murashige a Skoog (MS) médium v 0,6% (w/v) agaru: smichat 22 g MS smési

soli, 10 g sacharozy, 1 g MES a 6 g agaru. Ptfidat 1000 ml dH»O. Upravit pH
na hodnotu 5,8 pomoci KOH. Autoklavovat.
Y MS médium obsahujici 10umol-1"' ICRF-187: 4 MS médium v 0,6% (w/v) agaru

rozpustit v mikrovinné troub€. Ve vodni lazni nechat zchladnout na 37 °C. Do 50 ml
média ptidat 50 pl zasobniho roztokulOmmol-l"' ICRF-187.
¥ MS médium obsahujici 10umol-1"! MMC: % MS médium v 0,6% (w/v) agaru

rozpustit v mikrovinné troub€. Ve vodni lazni nechat zchladnout na 37 °C. Do 50 ml
média pfidat 500 pl zasobniho roztoku Immol-1"! MMC.

Y MS médium obsahujici 20umol‘l"" zebularin: % MS médium v 0,6% (w/v) agaru

rozpustit v mikrovinné troub€. Ve vodni lazni nechat zchladnout na 37 °C. Do 50 ml
média ptidat 100 ul zasobniho roztoku 10mmol-1"! zebularinu.

¥ MS médium obsahujici 10ug-ml™” zeocin: ¥» MS médium v 0,6% (w/v) agaru

rozpustit v mikrovinné troub€. Ve vodni lazni nechat zchladnout na 37 °C. Do 50 ml

média ptidat 5 pl zasobniho roztoku 100mg'ml™! zebularinu.
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o

% MS médium obsahujici 100ug-ml" sulfadiazin: % MS médium v 0,6% (W/v)

agaru rozpustit v mikrovlnné troubé. Ve vodni lazni nechat zchladnout na 37 °C.
Do 50 ml média piidat 50 pl zasobniho roztoku 100mg-ml™' sulfadiazinu.

¥ MS médium obsahujici 10ug'ml™! fosfinotricin: ¥ MS médium v 0,6% (w/v)

agaru rozpustit v mikrovlnné troub€. Ve vodni lazni nechat zchladnout na 37 °C.
Do 50 ml média piidat 10 ul zasobniho roztoku 50mg-ml™! fosfinotricinu.

Y MS médium obsahujici 50ug-ml™' kanamycin: > MS médium v 0,6% (w/v) agaru

rozpustit v mikrovlnné troubé. Ve vodni ladzni nechat zchladnout na 37 °C.
Do 50 ml média piidat 25 pl zasobniho roztoku 100mg-ml™' kanamycinu.
hmotnostni standard s nandSecim pufrem: smichat 1 pl hmotnostniho standardu
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, 1 pl nanaSeciho pufru 6X TriTrack DNA
Loading Dye a 4 ul dH»O.

50x TAE pufr: pfipravit 50x TAE pufr obsahujici 2mol-I"" Tris pufr, 1mol-1l"!

kyselinu octovou a 0,05mol-1"! EDTA. pH upravit na hodnotu 8.
1x TAE pufr: 20 ml 50x TAE pufru doplnit na 1000 ml pomoci dH>O.

4.2.3 Pouzité primery

V tabulce 3 je uveden prehled primert pouzitych pifi PCR za ucelem genotypizace

nemutované alely zkoumaného genu. V tabulce 4 je uveden prehled primerd pouzitych pii PCR

za ucelem genotypizace mutované alely zkoumaného genu.
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Tab. 3: Charakteristika a prehled primerd pouzitych pii genotypizaci nemutovanych alel

zkoumanych gent.

Forward/
Identifikator Nazev Velikost PCR
Reverse Sekvence primeru (5°- 3") Mutantni linie
genu primeru . produktu [bp]
primer
PR_153 F TCGTTTCCGTCAGATTTATGC
1010 vdac3-2
PR_154 R TGCCAGATTCGGTGTTATAGG
ATSGI5090 — pp 55 F  TAACAATAAACCCATCGCACC
AGACATTGTCAAAGACTCAAC 1078 vdac3-1
PR _156 R
AAC
PR_157 F AATGAACTCTTTGTGGGCTTG
AT1G61170 1100 bicl-1
PR_158 R AATTATTACCGGTGACCTGGG
PR_159 F AAAAGCCTGAGCACTCATGAG
1186 syn2-1
PR_160 R GGAACAAGTCCACAGTTCTCG
AT5G40840
PR 161 F TGTGGTTGCCCAGTTTTTAAG
1255 syn2-2
PR_162 R CTGAAGAAGCATCCGTCAGAG
PR_163 F CATGGCAAAATCAAGATTTGC
AT1G68560 1094 xyll-2
PR_164 R GTTCAAGAAATCTCCGGATCC
PR_165 F ACGCCTGCCTACCTCTAACTC
1072 stubl5-1
PR_166 R CAGCCTTTGCTACAAAAATCG
AT5G04460
PR_167 F GCATAGAGTGACGAGACCAGC
1042 stubl5-2
PR_168 R GCTTGCTTGCTGATAATTTGC
PR_171 F TTTTCCTCAACCAACAAGTGG
AT4G36980 1188 bic2-1
PR_172 R TCCTTGGGACAAGGTACATTG
PR_173 F ATTCTGCCAACGGCTAGAAAC
AT3G14190 1267 pansl-1
PR_174 R CATGGAGTCGAGTTCTTCAGC
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Tab. 4: Charakteristika a prehled primerd pouzitych pfi genotypizaci mutovanych alel

zkoumanych gent.

Forward/
Identifikator Nazev Velikost PCR
Reverse Sekvence primeru (5°- 3") Mutantni linie
genu primeru . produktu [bp]
primer
L3 - TAGCATCTGAATTTCATAACCAA
TCTCGATACAC 492-792 vdac3-2
PR_154 R TGCCAGATTCGGTGTTATAGG
AT5G15090
LBb1.3 F ATTTTGCCGATTTCGGAAC
AGACATTGTCAAAGACTCAAC 456-756 vdac3-1
PR_156 R
AAC
LBb1.3 F ATTTTGCCGATTTCGGAAC
AT1G61170 537-837 bicl-1
PR_158 R AATTATTACCGGTGACCTGGG
LBb1.3 F ATTTTGCCGATTTCGGAAC
573-873 syn2-1
PR_160 R GGAACAAGTCCACAGTTCTCG
AT5G40840
LBb1.3 F ATTTTGCCGATTTCGGAAC
582882 syn2-2
PR_162 R CTGAAGAAGCATCCGTCAGAG
08409 F ATATTGACCATCATACTCATTGC
AT1G68560 573-873 xyll-2
PR_164 R GTTCAAGAAATCTCCGGATCC
LBb1.3 F ATTTTGCCGATTTCGGAAC
449-749 stubl5-1
PR_166 R CAGCCTTTGCTACAAAAATCG
AT5G04460 \ TAGCATCTGAATTTCATAACCAA
LB F
TCTCGATACAC 434-734 stubl5-2
PR_168 R GCTTGCTTGCTGATAATTTGC
08409 F ATATTGACCATCATACTCATTGC
AT4G36980 509-809 bic2-1
PR_172 R TCCTTGGGACAAGGTACATTG
LBb1.3 F ATTTTGCCGATTTCGGAAC
AT3G14190 579-879 pansl-1
PR_174 R CATGGAGTCGAGTTCTTCAGC
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4.3

4.3.1

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Pristroje a zarizeni

o

Adaptérovy set TissueLyser (Qiagen)

Biologicky termostat BT 120 M (EKOM s. t. 0., Polna)

Centrifuga chlazena Heraeus Multifuge X1R (Thermo Fisher Scientific)
Centrifuga MiniStar (VWR International)

Centrifuga MyFuge™ Mini (Benchmark Scientific)

Digitalni graficka tiskarna A6 UP-D897 (Sony)

Fotoaparat D5600 (Nikon)

Gelovy dokumentacni systém InGenius 3 (Syngene)

Gelovy dokumentaéni systém InGenius LHR (Syngene)
Homogenizator TissueLyser MM 301 (Retsch)

Horizontalni elektroforeticky systém MultiSUB Choice Trio (Cleaver Scientific)
Horizontalni elektroforeticky systém Owl™ A6 (Thermo Fisher Scientific)
Chladnicka R 6192 DW (Gorenje)

Chladni¢ka RSC064WW8 (Hyundai)

Chladnicka s mrazakem K 420 BA (Eurotech)

Kamera Retiga-2000R ke stereomikroskopu (QImaging®)

Laminarni box Jouan MSC 9 (Thermo Fisher Scientific)

Laminarni box MSC-Advantage™ 1.2 (Thermo Fisher Scientific)
Mikrovinna trouba EMN 2015 (Zanussi)

Mikrovlnna trouba MOC 20100 (Beko)

Mrazak GNP 4355 (Liebherr)

Predvazky GM 3101 (Sartorius)

Ristova komora (Percival Scientific)

Rustova komora Fytotron (Weiss Technik)

Stereomikroskop SZX16 (Olympus)

Termocyklér C1000 Touch™ (Bio-Rad Laboratories)

Trepacka Multi-Vortex V-32 (Grant Instruments)

Trepacka Reax Control (Heidolph Instruments)

Vodni lazen TW8 (JULABO)

Vyrobnik ledu GM 360 (NTF — Nuove Tecnologie del Freddo)

Zdroj napéti k elektroforéze PowerPac™ Basic (Bio-Rad Laboratories)

Zdroj napéti k elektroforéze PowerPro 300 (Cleaver Scientific)
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4.3.2 Programy

o GeneSnap (SynGene)

o ImagelJ (Java)

o  Microsoft Excel (Microsoft)

o  Minitab (Minitab, LLC)

o QCapture

o  SnapGene (GSL Biotech LLC)

4.4  Pouzité experimentilni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Sterilizace povrchu semen — sucha

Tento sterilizacni postup byl pouzit k vysevu semen na selekCni média. Potfebné
mnozstvi semen bylo oddéleno do 1,5ml mikrozkumavky. Dale postup pokracoval
v laminarnim boxu, kde bylo do této mikrozkumavky napipetovano 500 ul 70% (v/v) ethanolu
a obsah byl misen pomoci tfepacky po dobu 10 minut. Roztok ethanolu byl z mikrozkumavky
odstranén a dale byla semena kratce promyta 500 ul 98% (v/v) ethanolu. Roztok byl odstranén
a oteviena mikrozkumavka se semeny byla v laminarnim boxu ponechana, dokud nedoslo
k odpafeni zbyvajiciho roztoku ethanolu. Poté byla uzaviend zkumavka skladovana

v chladnicce pfi 4 °C anebo byla semena ihned vyseta na selekcni médium.

4.4.2 Selekce mutantnich rostlin

Volba herbicidu pro pfipravu selek¢niho média se odvijela od vektoru T-DNA a v ném
pritomného genu rezistence. V tabulce 5 jsou uvedeny vektory a geny rezistence pro jednotlivé
mutantni linie. K selekci bylo pouzito 2 MS médium v 0,6% (w/v) agaru. Semena mutantni
linie GABI byla selektovana na médiu s obsahem sulfadiazinu o koncentraci 100 pg'ml™.
Semena z linie SAIL byla selektovana na médiu s obsahem fosfinotricinu o koncentraci
10 pgml!. Semena zlinie SALK byla selektovina na médiu s obsahem kanamycinu

o koncentraci 50 ug-ml.

Vysev semen probihal v laminarnim boxu. Sterilizované semena byla nabrana plochou
stranou autoklavovaného dievéného paratka a rovnomérné rozeseta po selekénim médiu
v Petriho misce. Uzaviena Petriho miska byla premisténa do ristové komory Percival.
Po 7 az 10 dnech byla provedena selekce semenaci. Pro potvrzeni homozygotnosti

selektovanych mutantt byli tito jedinci podrobeni genotypizaci.
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Tab. 5: Vektory a geny rezistence pfitomné v danych genech mutantnich linii a herbicidy

pouzité k jejich selekci.

Identifikator

Mutantni linie Vektor Gen rezistence Herbicid
genu
AT1G68560 xyll-2 pACl161 SULI sulfadiazin
AT4G36980 bic2-1 pGABI1 SULI sulfadiazin
vdac3-1 pROK?2 NPTII kanamycin
AT5G15090
vdac3-2 pCSA110 BAR fosfinotricin
stubl5-2 pCSAI110 BAR fosfinotricin
AT5G04460
stubl5-1 pROK2 NPTII kanamycin
ATIG61170 bicl-1 pROK?2 NPTII kanamycin
AT3G14190 pansl-1 pROK?2 NPTII kanamycin
syn2-1 pROK?2 NPTII kanamycin
AT5G40840
syn2-2 pROK?2 NPTII kanamycin

4.4.3 Extrakce genomické DNA

Do 1,2ml zkumavek v prouzku byly na dno pfidany homogeniza¢ni sklenéné kulicky.
Pomoci nlizek a pinzety byl odejmut maly kousek listu (pfibliZzné o plose 2 mm?) z kazdé
rostliny a umistén do samostatné zkumavky. Po dokonceni sbéru vzorkt byly zkumavky

uzavieny vickem a vlozeny do kapalného dusiku.

Vzorky byly nasledné umistény do adaptérového setu a vlozeny do homogenizatoru
TissueLyser, jehoz oscila¢ni frekvence byla nastavena na 30 Hz. Homogenizace probihala
po dobu 60 s, poté byl kazdy adaptérovy set se zkumavkami otoen o 180° a vzorky byly znovu
homogenizovany po dobu 60 s pfi frekvenci 30 Hz.

Do zkumavek s homogenizovanymi vzorky bylo pipetovano 100 ul Edwardsova
extrak¢niho pufru (dle Edwardse a kol., 1991, upraveno). Obsah zkumavek byl misen pomoci

vitfivé trepacky a nasledné centrifugovan po dobu 10 min pfi relativni centrifugacni sile
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2250 g. Ze supernatantu kazdého vzorku bylo prfemisténo 80 pl do nové 200ul mikrozkumavky
v prouzku. K odebranému supernatantu bylo pfidano 80 pl isopropanolu. Mikrozkumavky byly
uzavieny, obsah byl promisen pomoci tfepacky a centrifugovan pii 2250 g po dobu 10 min.
Veskery supernatant byl odebran a k peletu bylo pfidano 80 ul 70% (v/v) ethanolu.
Mikrozkumavky byly opét centrifugovany pii 2250 g po dobu 10 min. Supernatant byl odebran.
Oteviené mikrozkumavky byly vlozeny do biologického termostatu na 30 min pii 37 °C,
aby doslo k odpareni prebytecného roztoku ethanolu. Pelet byl resuspendovan v 50 pl vody bez

nukleaz a skladovan v chladnicce pfti 4 °C.
4.4.4 Genotypizace

Extrahovana genomickd DNA byla pouzita k pfipravé reakéni smési polymerazové
fetézové reakce (polymerase chain reaction, PCR). Reak¢ni smés byla v pribéhu pripravy
chlazena ledem. V tabulce 6 jsou uvedeny slozky reakcni smeési a v tabulce 7 je uveden teplotni
program reakce. Vzorek genomické DNA linie WT byl pouzit jako negativni kontrola.
Genotypizace daného vzorku pomoci PCR probihala v parové reakci. V prvni reakci byly
pouzity primery k amplifikaci ¢asti sekvence nemutované alely. V druhé reakci byly pouzity
primery k amplifikaci ¢asti sekvence mutované alely. To znamend, ze u vzorku patficimu
jedinci bez mutace v dané alele vznikl amplikon pouze v prvni reakci, u vzorku jedince
homozygotniho pro mutaci v dané alele vznikl amplikon pouze v druhé reakci, a u vzorku

jedince heterozygotniho pro mutaci v dané alele vznikl amplikon v obou reakcich.

Vysledky PCR byly analyzovany pomoci agardézové gelové elektroforézy. Do nalévaci
vani¢ky s vlozenym hiebenem byl nalit 1% (w/v) agarézovy gel obsahujici 0,5ug'ml ™! ethidium
bromid. Ze ztuhlého gelu byl vytdhnut hieben a gel v nalévaci vaniCce byl umistén
do horizontélni elektroforetické vany obsahujici 1x TAE pufr. Do prvni jamky bylo pfidano
6 wl hmotnostniho standardu s nanasecim pufrem. Do nasledujicich jamek bylo pfidano 10 pl
produktu PCR. Elektroforetickd vana byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného elektrického
napéti o hodnoté 100-150 V. Po dostatecné separaci byla potizena fotodokumentace gelu

pomoci systému InGenius a programu GeneSnap.
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Tab. 6: Slozky reakéni smési PCR o celkovém objemu 20 pl.

Slozky Objem [pl]
Voda bez nukleaz 12,9
10X DreamTaq™ >
Green Buffer
2mmol-1"! dNTPs 2
10pumol-1"! forward !
primer
10pumol-1"! reverse !
primer
5U-ul"! DreamTaq™
0,1
Polymerase
DNA templat 1
Tab. 7: Teplotni program pro PCR.
Pocatecni denaturace 95°C 3 min
Denaturace 95 °C 30s
35 cykla Annealing 55°C 30s
Elongace 72 °C 60 s
Konecna elongace 72 °C 10 min
Ukonceni reakce 4°C el

4.4.5 Péstovani rostlin a sbér semen

Semenace homozygotnich, popf. heterozygotnich, mutanti byly zasazeny do kvétinace
se substratem (TS 1, Klasmann-Deilmann). Ten byl oSetten ptipravkem SUBSTRAL CAREO
Ultra, jehoz ucinnou latkou je insekticid acetamiprid. Roztok pouzity k oSetfeni obsahoval
acetamiprid o koncentraci 50 mg-1!. Poté byly semenae premistény do riistové komory
Fytotron. Zde pokracoval jejich rast. Po tvorbé kvétd, samospraseni a vzniku Sesuli byly
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rostliny premistény do skleniku, kde byly pfichystany ke sbéru semen. Pryt rostliny byl vlozen
do papirového sacku, ktery byl uzavien lepici paskou a pfipevnén k dfevéné ty¢i. Po odumfeni
a vysuSeni rostliny byl sacek s prytem odejmut a nasledoval sbér semen. Sacek byl po celé své
délce kratce promnut mezi dlanémi, aby doslo k otevieni chlopni Sesuli a uvolnéni semen.
Pomoci sita byl od semen oddé€len zbyly rostlinny material a semena byla skladovana v plastové

mikrozkumavce pii pokojové teploté ¢i v chladnicce pii 4 °C.
4.4.6 Sterilizace povrchu semen

Tento steriliza¢ni postup byl pouzit k vysevu semen na eseje citlivosti vici poskozeni
DNA. Semena husenicku byla sklizena ze suchych rostlin. Potfebné mnozstvi semen bylo
oddéleno do 1,5ml mikrozkumavky. Déle postup pokracoval v laminarnim boxu, kde bylo
do této mikrozkumavky napipetovano 500 ul 70% (v/v) ethanolu a obsah byl misen pomoci
ttepacky po dobu 5 minut. Roztok ethanolu byl z mikrozkumavky odstranén a bylo pfidano
500 Wl 7% (v/v) chlornanu sodného obsahujiciho Tween® 20. Obsah byl misen pomoci
ttepacky po dobu 10 minut. Roztok chlornanu sodného byl z mikrozkumavky odstranén a bylo
ptidano 500 pl destilované vody. Obsah byl misen pomoci tfepacky po dobu 5 minut. Voda
byla odstranéna a tento krok promyvani destilovanou vodou byl opakovan jes§té dvakrat.
Po poslednim promyti byla voda odstranéna a bylo pfidano 500 ul 0,1% (w/v) agarozy. Takto
oSetfena semena byla skladovana v chladni¢ce pii 4 °C po dobu 48 h, aby doSlo ke stratifikaci

a tim ke sjednoceni kliceni po vysevu.
4.4.7 Eseje citlivosti vuci poSkozeni DNA

Eseje citlivosti vici poskozeni DNA byly provedeny celkové ve 3 replikatech. Replikat
probihal tak, ze v laminarnim boxu byla pfipravena ctyfi %2 MS média v 0,6% (w/v) agaru
obsahujici konkrétni genotoxickou latku. Jednotliva média obsahovala néasledujici latky o dané
koncentraci: ICRF-187 (10 pumol-1"), MMC (10 umol‘l"), zebularin (20 pumol-1"), zeocin
(10 pgrml ™). Paté médium neobsahovalo Zadnou genotoxickou latku a bylo nazvano Mock.

Pouzité chemikalie maji nasledujici genotoxické ucinky: ICRF-187 — katalyticka
inhibice topoizomerazy II (Lyu a kol., 2007); MMC — vznik crosslinki mezi vlakny DNA (Ueda
a Komano, 1984; Tomasz a kol. 1987); zebularin — tvorba DNA-proteinovych crosslinka
(Prochazkova a kol., 2022); zeocin — vznik dvouvlaknovych zlomt DNA (Berdy, 1980).

Sterilizovana a stratifikovana semena v 0,1% (w/v) agar6ze byla automatickou pipetou
vyseta na média. Vysévana byla semena homozygotnich mutantnich linii, linie WT slouzici

jako negativni kontrola a linie smc6b-1 slouzici jako pozitivni kontrola. Od kazdé linie bylo
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pouzito 20-30 semen. Takto pfipravené eseje byly preneseny do rastové komory Percival,
kde zistaly po dobu 7 dni.

Po uplynuti jednoho tydne byly semenace z eseji premistény pomoci pinzety na povrch
1% (w/v) agaru v Petriho misce tak, aby byly jejich kofeny narovnany v horizontalni pozici.
Semenace byly vyfoceny fotoaparatem a délky jejich primarnich kofent byly zméfeny pomoci
pluginu SmartRoot programu ImageJ. Z naméfenych délek kotfenti dané linie pochazejici z dané
eseje byl vypocitan aritmeticky pramér. Ze 3 praméra pochazejicich od dané linie ze vSech
3 replikata byl vypocitan konecny aritmeticky prumér a smérodatna odchylka. (Tyto hodnoty
byly pouzity ve sloupcovych grafech.) V programu Minitab byla testovana statisticka

signifikance pomoci jednocestné ANOVYy s post-hoc Tukeyho testem.
4.4.8 Hodnoceni semen

U heterozygotnich mutantd, ktefi neprodukovali homozygotni potomky, byl zkouman
pocet a stav semen v SeSulich za vyuziti mikroskopu. Z heterozygotnich linii neprodukujicich
homozygoty byly vybrani 3 zastupci stafi 8 tydni a od kazdého bylo odebrano 5 Sesuli. Pomoci
pinzet byly obé chlopné Sesule postupné otevieny. Hodnotil se pocet abortovanych vajicek,

abortovanych semen a pocet normalnich semen. Pro porovnani byla pouzita linie WT.
4.4.9 Testy somatickych fenotypu

Do samostatnych kvétinacl se substratem byla vyseta semena kandidatnich linii
a semena linie WT. Substrat byl oSetfen pripravkem SUBSTRAL CAREO Ultra a kvétinace
se semeny byly umistény do rustové komory Percival. Po vykliceni semen byly 3 semenace
od kazdé homozygotnich linii a linie WT presazeny samostatné do kveétinacu.
Od heterozygotnich linii bylo 8 semenact samostatné piesazeno do kvétinaci. Vsechny
kvétinace byly premistény do rastové komory Fytotron. Po 4 tydnech od vyseti byla pofizena
fotodokumentace fenotypu rostlin. U heterozygotnich linii byla provedena genotypizace,

aby se vyloucili potomci bez mutace.
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5 VYSLEDKY

5.1 Selekce mutantnich rostlin

Z 10 linii kandidatnich mutant husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) jsem pomoci
selekcnich médii a genotypizace identifikoval homozygotni mutanty generace F1, ktefi nalezeli
k5 ztéchto linii. Byly to nasledujici linie: vdac3-2, bicl-1, xyll-2, stubl5-2 a pansi-1I.
V ramci genotypizace nebyla nakonec potieba purifikovat PCR produkty. Na obrazku 2 je
piiklad elektroforetogramu genotypizace jedinct linie pansi-1 a stubl5-1. Dale jsem
identifikoval heterozygotni mutanty generace F1, ktefi nalezeli k liniim stubl5-1 a bic2-1.
Semena linii vdac3-1, syn2-1 a syn2-2 neklicila na selekCnich médiich. Semena jsem vysel
na %2 MS médium v 0,6% (w/v) agaru bez zadného herbicidu. Vyseti téchto 3 linii na rastové

médium jsem zopakoval celkem tiikrat, nepodatilo se ale ziskat zddné semenace.

Semena homozygotnich mutantti, z nichz vzesla generace F2, jsem sesbiral. Potomky
generace F2 heterozygotnich mutantd jsem podrobil selekci na selekénich médiich
a genotypizaci, abych identifikoval homozygoty. Od obou linii stubl5-1 a bic2-1 jsem pouzil

60 jedinct, avSak identifikovani byli pouze heterozygoti.

pansl-1

stubl5-1

VIR RS AN E 6 7 NTC Y Y

Obr. 2: Horni elektroforetogram: ¢isla 2 a 3 znaci signaly amplikonti pro homozygotni
jedince pansi-1. Dolni elektroforetogram: Cisla 1 a 2 znaci signaly amplikont pro
heterozygotni jedince STUBLS-1/stubl5-1. M — DNA marker relativni molekulové
hmotnosti. NTC — kontrola bez templatu (no template control). WT — negativni kontrola
pomoci linie WT.
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5.2  Eseje citlivosti vuci poSkozeni DNA

Semena 5 homozygotnich linii vdac3-2, bicl-1, xyll-2, stubl5-2 a pansI-1 jsem vysel
na eseje citlivosti vii¢i poskozeni DNA. V experimentech jsem pouzil tyto genotoxické latky:
ICRF-187 (10 pmol-1'"), MMC (10 pmol-1"), zebularin (20 pmol-1™') a zeocin (10 pg'ml™).

Experiment jsem provedl celkem ve 3 replikatech.

Provedl jsem genotypizaci semen téchto linii, abych potvrdil, ze se skutecné jedna
0 homozygotni mutanty. Do 5 mikrozkumavek jsem od kazdé z 5 linii odebral vzorek
délozniho listu ze 30 jedincl, extrahoval genomickou DNA a provedl genotypizaci. U linii
vdac3-2, bicl-1, xyll-2 a stubl5-2 byla potvrzena homozygotnost. AvSak u linie pansi-1 byly
na elektroforetogramu vizualizovany amplikony mutované i nemutované alely. Genotypizoval
jsem semenace od druhé zalozni rostliny linie pansi-1I; vysledek byl stejny. Tato linie byla
z experimenti vyloucena. Z ¢asovych davodd jsem jiz nebyl schopen selektovat dalsi

homozygotni mutanty linie pansi-1.

Testovana citlivost linii ke genotoxickym latkdm byla porovnana s citlivosti linie
smc6b-1. Tato mutantni linie je ke genotoxickym latkam vysoce citliva. Redukce délky kotene
linie smc6b-1 pii vystaveni dané genotoxické latce ku délce kofene pii ristu v kontrolnich
podminkach byly nasledujici: (15,22+2,45)% na ICRF-187; (56,46+3,94)% na MMC,;
(11,20+1,51)% na zebularinu a (35,49+11,78)% na zeocinu.

V porovnani s linii smc6b-1 neméla zadna z testovanych linii takovou silnou reakci
na dané genotoxické latky. Statistické testy nepotvrdily signifikantni rozdil v redukci délky

kotene testovanych mutantnich linii v porovnani s liniit WT (Obr. 3 a 4).

V ptipadé potvrzeni signifikantniho rozdilu v redukci délky kofene testovanych
mutantnich linii v porovnani s linii WT bylo puvodné v planu dale provést eseje bunécné smrti.
Ty se pouzivaji ke stanoveni miry poSkozeni na bunécné urovni danou genotoxickou latkou,
kde se pomoci fluorescencni mikroskopie sleduje frekvence mrtvych buneék v priméarnim

kofeni.
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Obr. 3: Délka kofeni WT a mutantnich rostlin
rostoucich v kontrolnich podminkach (Mock).
Chybové usecky znaci smérodatnou odchylku mezi
pruméry 3 biologickych replikati. Stejné pismeno

znaci

vzorky, které

se vyznamne¢
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v jednocestné ANOVA s posthoc Tukeyho testem
(P <0,05).
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Obr. 4: Relativni délka kofent WT a mutantnich rostlin vici délce kofeni na Mock. Rostliny rostly
v podminkach s genotoxickou latkou. Chybové useCky zna¢i smérodatnou odchylku mezi praméry
3 biologickych replikati. Stejné pismeno znaci vzorky, které se vyznamné nelisily v jednocestné ANOVA

s posthoc Tukeyho testem (P < 0,05).
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5.3 Hodnoceni semen

U linii s mutaci v genu BIC2 a STUBLS se nepodafilo selektovat jedince s homozygotni
konstituci. Vybral jsem tfi heterozygotni jedince BIC2-1/bic2-1 a tfi heterozygotni jedince
STUBLS-1/stubl5-1, ktefi byli stafi 8 tydnt. Od kazdého znich jsem sesbiral 5 Sesuli
a za pomoci mikroskopu jsem zhodnotil stav a zastoupeni semen. Vysledky jsou na obrazku 5

a v tabulce 8.

BIC2-1/
bic2-1

BIC2-1/

bic2-1

STUBLS-1/

stubl5-1

STUBLS5-1/
stubl5-1

STUBLS5-1/
stubl5-1

Obr. 5: Fenotyp semen rostlin wild-type (WT), heterozygota
BIC2-1/bic2-1 a heterozygota STUBLS-2/stubl5-2. Hvézda
zna&i abortovana vaji¢ka. Sipka zna&i abortovana semena.
Bilé méfitko znaci 3 mm.
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Tab. 8: Hodnoceni stavu a zastoupeni semen u heterozygotnich linii BIC2-1/bic2-1
a STUBLS-1/stubl5-1 v porovnani s WT.

Celkovy
Semena
Abortovana Abortovana pocet
Linie s normalnim
o vajicka semena  hodnocenych
vyvojem
semen
WT 95,5 % 4,5 % 0 % 972
BIC2-
78,5 % 21,3 % 0,2 % 887
1/bic2-1
STUBLS-
76,5 % 11,5 % 12 % 567
1/stubl5-1
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5.4  Somaticky fenotyp

V kontrolovaném prostiedi rustové komory Fytotron byla vyseta semena WT, homozygotnich
mutantQ xyll-2, vdac3-2, stubl5-2, bicl-1 a heterozygotnich mutanti STUBLS5-1/stubl5-1,
BIC2-1/bic2-1. Fotodokumentace byla pofizena 4 tydny po vysevu, kdy rostliny byly ve stadiu
rdzice (Obr. 6).

WT
vdac3-2 stubl5-2
STUBLS-1/stubl5-1 bicl-1
BIC2-1/bic2-1 pansl-1

Obr. 6: Somatické fenotypy mutanti v porovnani s WT.
Rust probihal v substratu v ristové komote a fotografie byla
potizena 4 tydny po vyseti. Bilé méfitko odpovida 1 cm.
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6 DISKUSE

Signalni draha odpovédi na poskozeni DNA (DDR) je spletitou siti, kterd dohlizi
na Skody vzniklé v genomu organismu a dohlizi na jejich opravu. K jeji aktivaci je zapotiebi
fady udalosti, mezi néz patii rozpoznani poskozeni, signalizace a vyvolani opravnych
mechanismi v cilovém misté. U rostlin je DDR kliCova pro odezvu na rozli¢né stresové faktory
a rovné€z se ucastni regulace bunécnych pochodl, jakymi je rust a vyvoj, pribéh bunécného
cyklu €1 programovana bunééna smrt. Mezi klicové signalni molekuly ti¢astnici se DDR patfi
kinazy ATM a ATR, pies néz je aktivovan ustfedni transkripcni faktor SOG1, funkéni analog
proteinu p53.

Ve své praci jsem navazoval na vyzkum publikovany Vladeji¢ a kol. (2022), ve kterém
byl u husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) identifikovan protein BCP1, jenz se ucastni
DDR a spadd pod pfimou kontrolu SOGI1. Pomoci metod zahrnujicich vyzkum protein-
proteinovych interakci bylo identifikovano sedm kandidatnich proteinti, které pfimo interaguji
s BCP1 (Vladeji¢ a kol., 2023, nepublikovano). Témito proteiny jsou VDAC3, SYN2, XYL,
STUBLS, PANSI, BIC1 a BIC2.

Avsak bylo zapotiebi otestovat jejich zapojeni do opravnych drah poskozeni DNA.
Uspé&sné jsem selektoval homozygotni mutanty linii vdac3-2, xyll-2, stubl5-2 a bicl-1. Ti byli
podrobeni esejim citlivosti vii¢i poskozeni DNA. Aby byly otestovany nejriznéjsi drahy DDR,
ve kterych by mohly byt tyto proteiny zapojeny, pouzil jsem Ctyfi genotoxické latky
vyvolavajici rozdilné formy genotoxicity. Pouzité latky byly zeocin, coz je radiomimetikum
vyvolavajici dvouvladknové zlomy DNA (Berdy, 1980); zebularin, ktery dava vzniku DNA-
proteinovym crosslinktim (Prochazkova a kol., 2022); mitomycin C, jenz zpisobuje crosslinky
mezi komplementarnimi vlakny DNA (Ueda a Komano, 1984; Tomasz a kol. 1987);
a ICRF-187, pusobici jako katalyticky inhibitor topoizomerazy II (Lyu a kol., 2007).

Ze Ctyt testovanych linii zadnd nevykazovala citlivost k testovanym genotoxickym
latkadm. Je nutné podotknout, ze linie vdac3-2 a bicl-1 obsahuji T-DNA inzert v mistech,
které nejsou soucasti exonti kodujici oblasti genu (polohy inzerci v genech jednotlivych linii
jsou uvedeny v Pfiloze 1). Exprese téchto genii nemusela byt ovlivnéna. Miru exprese téchto
genu v danych liniich by bylo mozné otestovat pomoci RT-qPCR v porovnani s WT linii. Dalsi
moznosti by mohlo byt objednani novych mutantnich linii a znovu je podrobit testiim. Zbyvajici

linie xyl1-2 a stubl5-2 byly vylou€eny z budoucich analyz tykajicich se interakce s BCP1.

Dve testované linie, bic2-1 a stubl5-1, neprodukovaly homozygotni potomky. Otestoval

jsem semena v SeSulich heterozygotnich jedinct, abych zjistil, zdali byl problém ve vyvoji
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semen. Pokud by homozygotni konstituce dané mutace skutecné zpusobovala neslucitelnost
se zivotem, tak by po samospraseni rostliny byl pomér normalnich vi¢i abnormalnim sementim
3:1. Abortovana semena znaci, ze nastala chyba v priabéhu vyvoje semen. Pokud by dana
mutantni alela interferovala se spravnym prabéhem vyvoje vajicka, pozoroval bych

u heterozygotnich jedinct produkci 50 % abortovanych vajicek.

Vysledky hodnoceni semen heterozygotni linie BIC2-1/bic2-1 ukazovaly, ze 21,3 %
vajicek bylo abortovanych. Rovnéz co se tycCe fenotypu heterozygotnich jedinct této linie
ve stafi 4 tydnu, byl jejich vzrast vyrazné redukovany v porovnani s WT. To v§e by mohlo
naznaCovat pritomnost dal§i mutace, ktera v kombinaci s bic2-1 ¢ini nemoznost vzniku
homozygoti bic2-1. Po nahlidnuti do dostupnych online zdroja (signal.salk.edu a NASC)
nebyla v zadném z nich registrovana pritomnost dalsi T-DNA inzerce v této linii. Navrhuji
provedeni segregaCni analyzy za ucelem ovéfeni piitomnosti potencidlné neregistrované

T-DNA inzerce v linii bic2-1.

Hodnocena semena heterozygotni linie STUBLS-1/stubl5-1 obsahovala 11,5 %
abortovanych vaji¢ek a 12 % abortovanych semen. Coz opét nejsou zastoupeni, ktera by byla
ocekavana, kdyby mutace v genu STUBLS5 zpuisobovala nespravny vyvoj vajicek ¢i semen.
Somaticky fenotyp heterozygotnich jedincu starych 4 tydny byl i v tomto pfipadé€ vyrazné
potlacen a to nebyva u heterozygoti obvyklé. Stejné jako v predchozim pfipad€ je i v piipade
této heterozygotni linie mozna ptitomnost dalsi neregistrované mutace a bylo by vhodné provést

segregacni analyzu.

Proteiny SYN2 a PANSI patfily k nejslibnéjsim kandidatim. Ze semen linii syn2-1
a syn2-2 se nepodarilo ziskat zadné jedince. U linie pansl-1 se nepodafilo v¢as selektovat
homozygotni jedince. Semena heterozygotnich jedinci byla uschovana a jsou piipravena

k selekci homozygota.
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7  ZAVER
Z puvodné sedmi kandidatnich proteind, které byly u husenicku rolniho (Arabidopsis

thaliana) 1dentifikovany jako potencialni ucastnici zapojujici se do opravnych drah poskozeni
DNA a interagujici s proteinem BCP1, byly proteiny XYL1 a STUBLS vylouceny.

U dvou heterozygotnich mutantnich linii, BIC2-1/bic2-1 a STUBLS-1/stubl5-1,
se ve stafi 4 tydn( vyskytl redukovany somaticky fenotyp v porovnani s wild-type linii.
To muze naznaCovat existenci novych mutanti nesouvisejicich s BCP1, ktefi mohou byt

popsani v budoucich testech.
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Priloha 1: Poloha T-DNA inzertd v genech danych mutantnich linii husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana). Cery trojthelnik zna&i T-DNA inzerci. Fialové jsou znadeny UTR
oblasti genu, oranzové jsou znaCeny kodujici oblasti genu, plnou ¢arou jsou znaeny exony,
pferuSovanou Carou jsou znaeny introny. Smér Sipky zna¢i smér 5°- 3'. Data potfebna
k vytvoreni byla ziskana z The Arabidopsis Information Resource (TAIR; Berardini a kol., 2015)
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