Téma: Evoluéni historie, struktura a funkce gen( kddujicich proteiny tubulinové superrodiny u hub

Uvod

Mikrotubuly eukaryotického cytoskeletu jsou tvofeny heterodimery a- a B-tubulinu. y-tubulin je
potrebny pro zapoceti formovani mikrotubul(. Vétsina mnohobunéénych organismi ma vice kopii
téchto genl ve svém genomu. Dalsi ¢tyti zastupci ¢len( této superrodiny byly odhaleni v nedavné
dobé (Dutscher et al. 1998, Ruiz et al. 2000, Chang et al. 2000, Vaughn et al. 2000), ale na rozdil od
predchozich zakladnich tfi typl nemaji prislusné homology v genomech houbovych organism(. Pro a-
i B-tubulinové geny je zndma fada izotyp(. Cast z této heterogenity je vysledkem post-translaénich
modifikaci. NejvyznamnéjSim mechanismem vzniku genovych rodin, je genova duplikace. Nové geny
pak vznikaji postupnym rozriiznéni funkci jednotlivych kopii jako je ziskani nové funkce, jeji ztrata i
rozdéleni (subfunkcionalizace). Procesem subfunkcionalizace pravdépodobné vznikly i paralogy
tubulinovych gen(. Tento proces je zajistén komplementarnimi degenerativnimi mutacemi u obou
genu (Lynch et Force 2000). B-tubulin (benA) patfi v soucasnosti k nejvice vyuzivanym genlm pfi
taxonomickych a fylogenetickych studiich u hub i jinych skupin organismu. Gen pro B-tubulin se u
vétsiny hub vyskytuje ve dvou izoformach (benA a tubC). Jejich charakterizaci u rodu Aspergillus se
vénovala ma diplomova prace. Bylo zjisténo, Ze obé izoformy maiji v zavislosti na druhu rliznou
strukturu exond a intrond, pricemz tubC mlze u nékterych druht chybét, dale se lisi v divergenci a
byvaji zaménovany, coz vede k mylnym taxonomickym zavérdm. Vyznamnou skutecnosti je, Ze béiné
pouzivané PCR primery nejsou striktné benA specifické a u urcitych druh( dokonce preferuji tubC
izoformu. Funkce produktl genu benA jsou vyznamné béhem celého vegetativniho rlistu, Gcastni se
mitdzy a pohybu jadra. Funkce genu tubC byla zkoumana u Aspergillus nidulans, kde participuje v
procesu konidiogeneze, ale neni esencidlni pro tento proces (May et al. 1989). Oba paralogy jsou u A.
nidulans vysoce divergentni 18,2 %. U jinych druhl rodu Aspergillus nachazime divergence podobné
urovné, vyssi i vyrazné nizsi (11-21 %). Je mozné, Ze funkce tubC bude u jistych druhl rodu
Aspergillus naprosto postradatelnd bez vlivli na vitalitu, nebo naopak vyznaméjsi nez u A. nidulans.
Studium evoluce, struktury a funkce B-tubulinovych paralogli mlize mit vyznamny pfinos pro
taxonomii hub, kterad geny kédujici cytoskeletarni proteiny s oblibou vyuziva. Neméné dllezZité jsou
mozné implikace v proteomice, kde cytoskeletarni proteiny patfi k viibec nejstudovanéjsim
proteintm.

Cile a metodika:

1) Zjitistit funkce genl kodujicich B-tubulin u hub. Exprese paralogl benA a tubC bude stanovena na
vybraném spektru druh( rodu Aspergillus (druhy asexualni, druhy tvofici sexualni stadium v kultufe,
druhy s rlznou divergenci obou paralogli) v nékolika fazich ontogeneze (mladé nesporulujici
mycelium, kultura produkujici asexuadlni konidie, u sexudlnich druhi téz v dobé produkce plodnic) a z
mycelia rostouciho pfi 37 °C (dUleZité cytoskeletarni zmény, dimorfni houby, patogeni). Kvantity
exprese paralogli budou stanoveny relativné vzhledem k sobé a k referen¢nimu single-copy genu
metodou semikvantitativni RT-PCR. Podminkou pro takovou analyzu bude sestrojeni specifickych
primerd pro oba paralogy.

2) Charakterizovat geny pro tubulin napfi¢ houbovou Fisi. Z publikovanych celogenomickych sekvenci
ziskat a anotovat sekvence celych gen( ndlezZejicich do tubulinové rodiny u druhi reprezentujicich
fylogenetickou diverzitu fiSe hub. Anotované sekvence poslouzi k zjisténi divergence mezi paralogy a
orthology. Z konec¢ného alignmentu bude zkonstruovan fylogeneticky strom, ktery by mél v idealnim
pfipadé oddélit jednotlivé paralogy. Pomoci zakladni charakterizace anotovanych sekvenci budou
zjistény rozdily mezi paralogy (zastoupeni bazi v DNA sekvenci, spektrum vyZivanych kodond,



rozloZeni a délka intron(l apod.), které poskytnou zatim chybéjici nastroj pro spolehlivé rozliseni
téchto parologt u genl pro a- a B-tubulin. Budou navrZeny a testovany primery specifické pro
izoformy a- a B-tubulinu, které by mély nahradit stavajici primery, které maji nedostatec¢nou
specificitu. Testovani mozné koevoluce (napf. Sato's Mirror-Tree test) bude provedeno mezi a- a B-
tubulinovymi protéjsky, aby byla nalezena ptipadna konzervovana mista, jejichz neménnost je
vysvétlitelna funkéni zavislosti kooperujicich proteind. Pozornost bude vénovana i hledani
sekvencnich motivd, které nasledné slouZi v proteinu jako mista pro post-translac¢ni modifikace. Ty
hraji vyznamnou ulohu napft. pfi funkéni specializaci bunék.

3) Odhadnout dobu vzniku jednotlivych paralogl a- a B-tubulinu. Sekvence paralogl budou
testovany metodou molekularnich hodin pro ohadnuti doby jejich vzniku. Metoda molekularni
hodiny také poskytne informaci, zda se tubulinové orthology vyvijely stejnou rychlosti. Mapovani
distribuce, poctu a délky intron( je dalSim nastrojem, ktery pomaha predikovat konzervovanost
sekvenci a pfinasi dodatec¢né Udaje pouzitelné k datovani udalosti v evoluéni historii gen(.

Shrnuti

Disertacni prace bude vyhodnocovat rozdily ve funkci, strukture, divergenci a zastoupeni kodon( u
tubulinovych paralogi, coz bylo zapocato v diplomové praci na prikladu B-tubulinovych paralogl
budou vytvoreny zavéry o predpokladané dobé oddéleni jednotlivych paralogli, mozné koevoluci a- a
B- izoforem, hodnocena bude ztrata/ziskani intrond, pfitomnost motivd predikujicich posttranslaéni
modifikace, aj. Budou navrzeny primery s vétsi specificitou pro konkrétné izoformy a- a B-tubulinu.
Stanoveni kvantity genové exprese paralogl v pribéhu Zivotniho cyklu u druhl s rGznou divergenci
paralogll prispéje k lepsSimu pochopeni funkce téchto gen(. Pfinosem muze byt odhaleni ptipad
neadekvatniho pouZiti kombinace paralognich gent v taxonomickych studiich u hub, jak se tomu
stalo u rodu Aspergillus (viz diplomova prace).
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