Univerzita Palackého v Olomouci

Diplomova prace

Olomouc 2010 lva Protivankova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra buné¢éné biologie a genetiky

Diferenciaéni procesy v protoplastovych
kulturdch Cucumis sativud..

Diplomova prace

Bc. Iva Protivankova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bétna biologie

Forma studia: Prezeéni

Olomouc 2010 Vedouci prace: RNDr. Vlada®ndrej, Ph.D.



ProhlaSuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypradaveama a Ze uvadim veSkerou
pouzitou literaturu.

Dne PodpIS......ooiii e



Dékuji vSem,

ktefi se mnou v pib¢hu zpracovani diplomové prace spolupracovali a sigeh
mi vsttic. FredevSim chci pagkovat panu RNDr. Vladanovi Obgjovi, Ph.D. za
odborné vedeni a cenné rady. Také bycklahpodkovat panu RNDr. Miloslavovi
Kitnerovi, Ph.D. za provedeni cDNA-AFLP metodyi @mnalyze expresniho profilu

burgk. Také d@kuji své rodirg za podporu a zazemi.



Souhrn

Nekteré plré diferencované rostlinné bkly jsou schopny obnovit pluripotenci
(pripadre totipotenci) hem dediferenciace, ke které docha#i protoplastizaci.
Protoplasty kultivované ve vhodném kultéwdm médiu s fytohormony mohou vstoupit
do buré¢ného cyklu, proliferovat a regenerovat dizmych orgaf piipadré jsou
schopny vytvéit novou rostlinu. Regeneafai potencial protoplastzavisi gedevsim na

druhu a genotypu rostliny a na pouzitém explarageho sté.

Protoplasty jsou idealni modelovy systém pro stodigproceg buniéného
reprogramovani a nalezeni mechanisneaji¥ujicich pluripotenci (fipadre
totipotenci). Bhem protoplastizace seéni organizace jaderného genomu, coZz se
projevuje dekondenzaci chromatinu a vymizenim cloeenter =z jader
dediferencovanych protoplastDiferencovana netici se buika ma swj specificky
genovy expresni program. Obé&cse edpoklada, ze zémy v organizaci chromatinu
v pribéhu protoplastizace souvisi sieghodem z genového expresniho programu
fidiciho specifické funkce diferencovanych &kink programu fidicimu vstup do

bungéného cyklu, proliferaci, rediferenciaciiipadré buné¢nou smrt.

Pomoci fluorescami in situ hybridizace bylo zji&no, Ze d¥¢ repetitivni sekvence
lokalizované v chromocentrech (satelitni DNA typual5S rDNA) jsou rozsahle
dekondenzované v jadreclterst¥ izolovanych protoplagt Byla sledovana
rekondenzaceéthto sekvenci ve vztahu k oxidativnimu stresu. Byj&teno, Ze
rekondenzace studovanych repetitivnich sekvend lbyhezena Urovni oxidativniho
stresu, ktery byl regulovarrigdavkem kyseliny askorbové. Byla stanovena expdese
geni, jejichZz produkty jsou ilezitou sogasti antioxidativniho systému, u protopiast

a bzhem kultivace bugk odvozenych z protoplast



Summary

Some of fully differentiated plant cells are aleréstore pluripotency (pertinently
totipotency) during dedifferentiation process whiaccurs in the course of
protoplastization. The plant protoplasts cultured c¢ulture medium containing
phytohormones can reentry into the cell cycle, theth proliferate or regenerate into the
various organs and are able to produce new plargég@nerative capacity of protoplasts
depends on a species of plant, a genotype of ptantexplant type and an age of

explant.

The protoplasts are ideal model system for studgeltj reprogramming process
and finding mechanisms of obtaining pluripotencyer{imently totipotency). The
heterochromatin represented by chromocenters mwitie protoplast interphase nuclei
undergoes large-scale decondenzation during padbpation. The differentiated
non-dividing cell has its specific gene expresspogram. According to a general
assumption changes chromatin organization durintpptastization are connected with
a switch from a gene expression program that dspesific function of a differentiated
cell to a new one directing either reentry into tedl cycle, and then proliferation and
redifferentiation or cell death.

It was shown by fluoresceim situ hybridization assay large-scale decondenzation
of chromocenters represented by satellite typpeats sequences and 5S rDNA repeats
was observed in nuclei of freshly isolated protefla The recondenzation of these
sequences was studied, moreover, in relation tdethe of oxidative stress. It was
clearly showed that recondenzation of studied repesequences was limited by level
of oxidative stress regulated by adding of ascerlzaid. Also the expression of two
important genes involved in antioxidative systenswtudied, showed their expression
patterns during protoplast culture.
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1 Cile prace

Pomoci fluorescemi in situ hybridizace byl studovan rozsah dekondenzace
a z@tné kondenzace subtelomerické satelitni DNA typa 5s rDNA u protoplast
Cucumis sativud.. okamzit po izolaci a v pibéhu prvnich iti dni kultivace bugk
odvozenych z protoplast Bylo zji&ovano zda fidavek kyseliny askorbové do
kultivacniho média ovlivni jejich kondenzaci. Pomoci Reehd PCR byla stanovena
expresni Urouvecytozolické askorbat peroxidazy a katalazy tikach listi a v buikach
odvozenych z protoplastkultivovanych 24, 48 a 72 hodin po izolaci protoi.
Pomoci cDNA-AFLP metody, kterou provedl Dr. M. Kaim byl analyzovan expresni

profil bunék odvozenych z protoplaskultivovanych 24 hodin po izolaci protoplast



2 Uvod

Nekteré diferencované rostlinné itky neztraci Bhem svého vyvoje pluripotenci
(ptipadre totipotenci). Pluripotence je schopnost ¢ltiferencované rostlinné hky
regenerovat doueznych orgaf, v piipact totipotence dat vznik novému rostlinnému
organizmu. Aby pla diferencovana rostlinna hka mohla projevit svoji pluripotenci
(pripadre totipotenci), musi nejprve dojit k jeji dedifeream. Behem dediferenciace
dochéazi ke ztréttypickych morfologickych znak diferencovana hika se vraci na
arovei zygoty, embryondlni nebo meristematickéilyy obnovuje bu&né dleni. Ke

studiu bug¢né dediferenciace se pouziva rostlinny protoplastystem (Grafi, 2004).

2.1 Protoplastové kultury

Protoplasty jsou rostlinné bky zbavené buitné stny, obklopené pouze
cytoplazmatickou membranou. Koncem 19. stoleti pdprvé izolovany protoplasty
krdjenim cibule v hyperosmotickém médiu. Tento naeitky zpisob izolace vedl
k nizkému vyZzku protoplast a byl omezen pouze na silnvakuolizované
nemeristematicke liky. Cocking (1960) zjistil, Ze neporuSené protoplasohou byt
ziskany inkubaci rostlinného pletiva v roztoku ¢&ty. Kometni vyroba enzym
Stpicich bugénou sEnu nasledéd umoznila jednoduchou izolaci protoplast
z rostlinného pletiva. Hydrolytické enzymy jako wékzu, pektinazu nebo pektolyazu
produkuji izné houby (Nagata a Ishii, 1979; Annis a Goodw897). Pektinaza &bi
stredni lamelu a tim zajifije rozpad pletiva na jednotlivé iky, celuldza rozrusuje
vlastni bug¢nou sénu. Dilezitou slozkou roztoku pouzivanéhti pdstrarni burééné
stny je osmotikum nap manitol, které zfisobuje oderpani vody z cytoplazmy
burgk. Osmotikum tak zabtiaje prasknuti protoplasta tim nahrazuje funkci batné
sttny. NegastjSim zdrojem protoplastjsou nejmladSi pk vyvinuté listy mladych
rostlin kultivovanych ve sterilnich podminkéach.

Po inkubaci rostlinného materialu v enzymatickénztoku jsou protoplasty
odckleny od zbytk rostlinného pletiva centrifugaci a undisy do kultivaéniho média,
které obsahuje makroelementy, mikroelementy, vitgmintkteré aminokyseliny,
sacharidy a fytohormony. Zivotaschopné protoplastieneruji bugtnou stnu bshem
dvou dni po izolaci. AZ po oftovném vytvdeni burkcné sény dochazi k bustnému
déleni. Obnoveni bugné sény neni dlezité pro jaderné deni, ale je nezbytné pro
cytokinezi. Yang a kol. (2008) zkoumali pomoci ntaaray expresni profil protoplast

baviniku Ehem 48 hodin po izolaci. Rozsahlou analyzou trapskmu protoplast



baviniku odhalili expresi gén jejichz produkty jsou vyZadovany v regeneraci
bunééné skny, v energetickém metabolismu, v odpdv na stres av regulaci
transkripce D¢lici se butky vytvéai mnohobugc¢né kolonie, ze kterych se vyviji kalus
(Obr. 1). Indukce kalusu zavisi na druhu a genotygatliny, na zdrojovém pletivu
a jeho sté a na kultivénich podminkach (Davey a kol., 2005; Gajdova a, k07).
Kli¢ovou roli @i indukci kalusu hraji fytohormony auxiny a cytokig. K regeneraci

rostlin dochazi cestou organogeneze &@sto somatickou embryogenezi (Obr. 1).

Protoplasty mohou byt vyuzity ke zvySeni cytogesieti variability pomoci
somatické hybridizace, genetické transformace nsdnmoklonalni variability. Jako
samoklonalni variabilita je oztavan zvyseny vyskyt chromozomalnich zipnktery
muze vést k translokacim, inverzim, inzercim nebaecieh (Kaeppler a kol., 2000).
Nezbytnym pedpokladem pro produkci transgennich rostlin neboatickych hybrid
z protoplasi je jejich schopnost regenerovat v nové rostlinpuZze u gkterych
rostlinnych drui jsou schopny &které diferencované né&lici se buiky svou
totipotenci pl@ projevit @i regeneraci vin vitro podminkach.Cucumis sativugpati
mezi Spatd regenerujici rostliny ¥n vitro podminkach. Kultivaci protoplasCucumis
sativusbylo pouze v #kolika piipadech dosazeno regenerace celych rostlin (Orczyk
a Malepsy, 1985; Colijn-Hooymans a kol., 1988; BuazMalepszy, 1995). Neni dosud
zndmo co je ficinou Spatné regenerace protoplastbchem in vitro kultivace. Aby
mohly protoplasty svou totipotenci projevit Vipghu in vitro kultivace, musi zabranit
hromadni reaktivnich kyslikovych radikél které by vedlo k programované kiné
smrti a zahdjit buktné ctleni (Papadakis a Roubelakis-Angelakis, 2002).



Obr. 1: Znazorgni moznych vyvojovych cest rostlinnych protoptasizolované protoplast
jsou schopné pratht dediferenciaci, pak proliferovat a diferencovatavislosti na kultivénich
podminkach, hormonalnim stimulu a rostlinném gepoty
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3 Genom Okurky seté(Cucumis sativud..)

Okurka seta Qucumis sativud..) pati mezi krytosemenné dvoéldzné rostliny,
do fadu: tykvotvaré Cucurbitaled a celedi: tykvovité Cucurbitaceag Genom
Cucumis sativuglC, 376 Mbp) je vice nez dvakrét$i nez genonmfrabidipsis (1C,
145 Mbp).V jade Cucumis sativuse nachazi 7 pacchromozéni, které dosud nebyly
dolie cytogeneticky charakterizovany diky jejich malélikosti a morfologické
podobnosti. Koo a kol. (2005) provedli karyotypizamitotickych metafédznich
a meiotickych pachytenich chromozdémCucumis sativus U vSech sedmi pér
mitotickych metafaznich chromozdm byly pozorovany C-bandy odpovidajici
heterochromatinu v centromerickych, pericentronkgigb a telomerickych oblastech.
Sesty chromozém &h pouze jeden telomericky band na konci kratkéheme. Silny
C-band byl jed nalezen na kratkém rameni chromozému 2. Na miatic
metafaznich i meiotickych pachytenich chromozombygla provedena fluorescem
in situ hybridizace (FISH) s5S rDNA probou, ktera spe&di hybridizovala na
chromozom 5. Jako FISH proby byly také pouzity ®RAPD markery ozngné jako
CsRP1 a CsRP2. CsRP1 préba hybridizovala na pémiceearicky heterochromatin
vSech sedmi parchromozén, krome prvniho chromozémového paru. Signaly CsRP2
byly detekovany na chromozomech 1, 2, 3, 4 a 7 (K&ol., 2005).

Podil heterochromatinu v jaderném genor@ucumis sativusie okolo 50%
(Ramachandran a kol., 1985¥il#iZn¢ 30% jaderného genomu zaujima satelitni DNA
a 10% jaderného genomu tvogeny kodujici rRNA. Wucumis sativusjsou
popisovany 4 typy satelitni DNA (typ I, 1, Ill, IV (Ganal a kol.,, 1986; Ganal
a Hemleben, 1988), které dohromadyitveice nez 90% satelitni DNA v genomu.
Satelitni DNA typu | ma délku jednotky repetice 182 a GC obsah 47%. Satelitni
DNA typu ll se od typu | liSi jedinym parem bazirof jsou tyto satelitni DNA
spojovany do jedné skupiny ozmaané jako satelitni DNA typu I/lIl. U satelitni DNA
typu Il je délka jednotky repetice 177 bp a GC ab$3%. Délka jednotky repetice
u satelitni DNA typu IV byla stanovena na 360 bB@&@ obsah na 47%. Han a kol.
(2008) pomoci FISH lokalizovali tyto satelitni DN#a mitotickych chromozdmech.
Typ /Il préba hybridizovala na oba konce vSech ochozént kromg Sestého
chromozomového paru, u kterého hybridizovala powe&onec kratkého ramene. Typ
IV préba byla lokalizovana spales s typ I/ll prébou, avSak typ IV signaly byly jest
detekovany v pericentromerickych oblastech kratkgamen dvou chromozomalnich

11



parm (Obréazeke. 2). Typ I/l signal byl lokalizovan distai nez typ IV signal.
Pomoci fiber FISH bylo zjigho, Ze satelitni DNA typu I/Il a typu IV se neprdii, ale
sousedi spolu. Typ lll proba hybridizovala do cemterickych oblasti vSech
chromozond (Obr. 2). Velikost aintenzita sigrialtéto proby se liSila v aznych
centromerach, coz nazhge, Ze poet jednotek repetice satelitni DNA typu Il je
vysoce variabilni. Silny typ Il signal byl pozoréaw na chromozdémech 4, 6 a 7, signaly
na chromozomech 1, 3 a 5 byly slabsi. Nejslabgiasigyl detekovan na chromozému 2
(Han a kol., 2008).

Obr. 2: Idiogram ukazujici pozici mtenzitu typ
I/, typ 1, typ IV, 45S rDNA/CsRP2 a 5S rDN.
signah na cucumber metafaznich chromozémi
Prevzato z Han a kol. (2008).
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4 Organizace eukaryotického genomu

Molekuly DNA se v interfaznim j&@ eukaryotickych bufk nachézi v podab
chromatinu. @lezitou slozkou chromatinu jsou bazické proteinystdmy, které
v chromatinu maji hlavni strukturni roli. Histonpsahuji 20 az 30% argininu a lyzinu,
jejichz nechragné -NH" skupiny umo#uji historim vystupovat jako polykationty
ajsou dlezité i interakcich se zapoEnnabitymi fosfatovymi skupinami DNA.
V chromatinu se je8tnachazi skupina heterogennich nehistonovych pot@imalé

mnozstvi RNA.
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4.1 T#i arovné organizace chromatinu
Z&kladni strukturni jednotkou chromatinu je jadnakleozomu tveéené ctyimi

pary histori (H2A, H2B, H3, H4), kolem kterych je navinuto 1,68ky DNA o délce
146 nukleotidovych pér Kladné nabité N-koncoveésasti histor vycnivaji z jadra
nukleozonit a jsou pistupné fsobeni enzyin které pidavaji nebo odstiaji
chemické skupiny. K chemickym modifikacim histopati acetylace lyzinu, metylace
argininu a lyzinu, fosforylace serinu a lyzinu, giitinizace lyzinu a ribozylace. Pet
metylovych skupin fidanych k lyzinovému nebo argininovému zbytku s&enlisit.
Lyzinové zbytky mohou byt mono-, di-, nebo trimetydné a argininové zbytky mohou
byt monometylované a symetricky nebo asymetrickynadylované. Chemické
modifikace mohou ndp neutralizaci pozitivniho naboje histonpiimo ovlivnit
strukturu chromatinu a tak ovlivnit transkiip aktivitu geri (Kouzarides, 2007).
Chemické modifikace histanvytvéii kod rozpoznavany proteinovymi komplexy, které

méni chromatinovou strukturu.

Mezi jednotlivymi nukleozomovymi jadry se nachdpbpvaci DNA. Sbalenim
DNA do nukleozomi je vytva‘eno chromatinové vlakno o gméru 11 nm. Stéeni
11nm chromatinového vlakna do struktury solenoidiesti nukleozomy na atiéu
vznika 30nm chromatinové vlakno. Seskupenim &ky30nm vldkna ifpevnenych
k nehistonovym proteilm miZe dojit ke kondenzaci az do struktury metafdzniho

chromozému.

4.2 Epigeneticka charakteristika genomu

Genomy eukaryot se liSi svou velikosti tzn.éteon a velikosti chromozdim
a obsahem euchromatinu a heterochromatinu. He928(ljako prvni popsal organizaci
chromatinu do vysoce kondenzovaného heterochromaimmég kondenzovaného
euchromatinu. Euchromatin a heterochromatin se H&stotou gefh, obsahem
repetitivni DNA, frekvenci meiotické rekombinac&asem replikace. Euchromatin je
slaké barvitelny a dekondenzovany. Heterochromatin jenmnivre barvitelny diky
vysokému stupni kondenzace a je red na konstitutivni a fakultativni. Konstitutivni
heterochromatin je trvale kondenzovany ve vSectikébch organizmu a je obvykle
tvoreny tandemovymi repeticemi rnap centromér atelomér. Fakultativni
heterochromatin je kondenzovany pouze \itém buréném typu, nejméh
v embryonalnich htkach a nejvice v diferencovanych rlkach (Aramova, 2002).

Sekvence nachazejici se vjaderném genonidieme rozliSit podle pou kopii na
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jedingné a repetitivni. Jedidaé sekvence odpovidaji gan a pseudogeém
a jsou v jaderném genomu zastoupeny pouzékelika kopiich. Repetitivni sekvence
se v jaderném genomu obvykle mnohokrat opakujoa ghaleny do heterochromatinu.
U tandemovych repetic jsou jednotky repetice ragany &sné za sebou (satelitni
DNA). U rozptylenych repetic se jednotky repeticeskytuji na fiznych mistech
jaderného genomu a obvykle maji charakter mobilngnetickych elemeit
- transpozoén (Lamb a kol., 2007). |1 geny mohou #itatandemové repetice riRladem
tandemové genové repetice je 5S rDNA a rostlinrfa IEINA jednotka. Rostlinna 45S
rDNA jednotka obsahuje geny pro 18S rRNA, 5,8S rRNA5S rRNA, coz jsou jedny
z nejkonzervovaSich a nejvice transkribovanych dgerkteré vytvédi v interfarnim
jadie jadérko nebo-li NOR (nucleolus organizer regidferuseni transkripce¢hem
mitdzy vede k vymizeni jadérka v pozdni profazi. Ribkus, ktery byl v interfazi
aktivni, mize byt v metafazi vizualizovan jako sekundarni kokse, protoZze v &m
zastavaji rkteré proteiny @astnici se transkripce rRNA dgenSchopnost échto
proteini redukovat gibro v kyselém progedi umo#uje barveni jadérka v interfaznim
jadie a barveni mitotického NOR, které bylo transkrédmow hem gFedchozi interfaze.
VétSina eukaryot obsahuje v jgdnadbytény paiet rRNA geri a pouze mal&ast
rDNA jednotek je transkribovana v zavislosti na ugithi syntéze protein VétSina
rDNA jednotek #stdva transkrigné neaktivni a nese epigenetické znaky

heterochromatinu (Neves a kol., 2005).

Mezi epigenetické znaky heterochromatinu fipatmetylovana DNA,
hypoacetylované histony a dimetylovany lyzin 9 nstdnu H3 (Soppe a kol., 2002;
Johnson akol.,, 2002). Na dimetylovany lyzin 9 dmst H3 se specificky vaze
heterochromatin protein 1 (HP1), ktery je nezbytnairukturalni slozkou
kondenzovaného transkémp neaktivniho chromatinu. HP1 interaguje s enzymem,
ktery metyluje lyzin 9 na histonu H3, cozube umoZznit §eni herochromatinu na
sousedici chromatin (Bannister a kol., 2001). Aktitranskribovany euchromatin
obsahuje mono-, di-, trimetylovany lyzin 4 na hisidH3 (H3/K4), trimetylovany lyzin
36 na histonu H3 (H3/K36), monometylovany lyzin 2a histonu H3 (H3/K27)
a monometylovany lyzin 20 na histonu H4 (H4/K20jimletylace H3/K4 se nachéazi
zejména na 5°konci transkribované oblasti t&en slouzit jako ozn#ni pa&atku
transkripce. Trimetylace H3/K36 se vyskytuje zejaméma 3’konci transkribované

oblasti a niZe souviset se zpracovanim transkriptu (Barski bk, &907). Nkteré
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aktivatni markery nejsou nalézany pouze na transkribovaggnech, ale také na
genech fipravenych k transkripci.

4.3 Chromozomova teritoria

V interfaznim jade chromatin jednotlivych chromozdinzaujimaji odliSné oblasti
ozna&ované jako chromozomova teritoria. Mezi chromozéymaivteritorii se nachazi
interchromatinové domeény, které jsou mistem trdpskr a segihu RNA (Cremer
a Cremer, 2001). Chromozomova teritoria s vysokyosabem geinjsou lokalizovana
ve vnitni ¢asti jadra a chromozomova teritoria s nizkym obsalyeri na jaderné
periferii (Croft a kol., 1999). Chromatinova viakngeriferie chromozoémovych teritorii
jsou promichana tzn. chromozémovéa teritoria nejstiktné oddtlena (Branco
a Pombo, 2006). U rostlin s malym genomem, jejiatthomozomy jsou mensSi
a obsahuji mé&hheterochromatinuArabidopsisa Cucumis sativys jsou organizénimi
elementy chromozémovych teritorii chromocentra d&jici se pedevSim
z centromerického a pericentromerického heterochtimm (Obr. 3) (van Driel
a Fransz, 2004; Tessadori a kol.,, 2004). ChromomeniArabidopsis nesou
epigenetické markery udgného chromatinu: dimetylovany lyzin 9 na histon@ H
a metylovanou DNA (Soppe a kol., 2002). Na geny dbphtranskrigné aktivni
euchromatin  vytv@ razZici podobnou strukturu smigk vychazejicich ven
z chromocenter, coZz nazZnhge, Ze chromatin obsahuje lokusyipgviiujici smyky
k chromocentru (van Driel and Fransz, 2004). ldtanf jadra mladych listovych
mezofylovych busk Cucumis sativusbsahuji gkolik chromocenter podobné velikosti
(Ondrej a kol., 2009a). Pro rostliny s velkym genomegejichZz chromozomy jsoudtSi
a obsahuji velké bloky heterochromatinu (pSenic&men), je typickd Rablova
konfigurace uvnit interfazniho jadra. P Rablow konfiguraci jsou centromery
a telomery umighy na opanych pélech interfazniho jadra (Leitch, 2000) a eam
chromozond vytvéi podélnd teritoria. Na geny bohaty trans&np aktivni
euchromatin vytvid smyky po celé délce chromozdnObr. 3).
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Obr. 3: Znazorgni vztahu mezi strukturou chromozémového teritoxialikosti chromozom
a distribuci heterochromatinu a euchromatinu. (A)alM genom Arabidopsi$ tvoieny
chromozomy gedinou hlavni heterochromatinovou doménou, ktera interfaznim jéik viditelna
jako chromocentrum. Euchromatin vytv&dekondenzovanéns/éky kolem chromocentra. (E
a (C) Stedrt velky genom (myS¢lovek) tvoreny chromozomy s mnoha hetenommatinovymi
doménami. Jednotlivé heterochromatinové domény mmohdvéet vchromozoémovém teritori
bud’ jediné chromocentrum (B) nebdistavaji oddleny a vytvdi mnoho heterochromatinovy:
domén (C). V obou ffpadech euchromatin vytéia dekondenzované nmsiky kolem
heterochromatinovych domén. (D)ey genom (pSenice) tveny chromozémy, které obsah
velké mnozstvi heterochromatinui€plevSim transpozény a satelitni repeti€ap tyto genomy j
typicka Rablova konfigurace uvhiinterfazniho jadra. Elncomatinové smiky jsou po celé délc
chromozomu. Revzato z van Driel a Fransz, 20

s (-’

Obecrk se pedpoklada, Ze transkipi aktivace wfitého lokusu vede k jeho
piemistni dal od heterochromatinu ven z chromozémového itotix
do interchromatinové doméngnmerem k transkripni tovar® (Lanctot a kol., 2007;
Schneider a Grosschedl, 2007). Kazda transkripovarna obsahuje pouze jeden typ
RNA polymerazy a specifické transkéid faktory nezbytné pro transkripci
specifickych skupin gen(Bartlett a kol., 2006). Spale¢ s transkripgné aktivovanym
lokusem se mohour@mistit i sousedni oblasti obsahujici transkiépneaktivni geny
(Williams a kol., 2006). Existuje obecny model &tury chromozomovych teritorii,
podle kterého jsou inaktivni geny lokalizovany uinchromozémovych teritorii
a aktivni geny na periferii. Aktivni geny byly nedé@ objeveny i uvnit
chromozomovych teritorii, v takovéntipact se gedpokladd, Ze transkiipi tovarna se
k nim presouva kanalem v chromozémovém teritoriu (Schnead&rosschedl, 2007).
Inaktivace u&itého lokusu vede k jehor@misetni blize k heterochromatinu (Brown

a kol., 1999). Inaktivované lokusy prajmbdobré vytvéri stabilni a trvalé interakce

16



s heterochromatinem. Zatim neni jasné, ve kterédidgrenciace jsou interakce
s heterochromatinem vytieny. Lokusy se mohou z&i@& pohybovat jak &hem
proliferatni faze tak Bhem konéné faze diferenciaiho procesu. Pohyby lokiugsou
dulezité nejen pro if@mistni vzhledem k heterochromatinu, ale také pro sétkan

specifickych oblasti genomu v jé&d(Lanctot a kol., 2007).

Je dilezité pochopit, jak jsou zény v organizaci chromatinu spojeny s vytenim

a udrzenim specifického genoveho expresniho pragjadnotlivych busénych typi.

5 Zmény v uspaadani chromatinu béhem protoplastizace

PIr¢ diferencované netici se listové mezofylové liky odpovidaji na odstrani
burééné stny dekondenzaci svého chromatinu, ktera se projeynizenim
chromocenter z jadra (Orgj a kol.,, 2009a; Ordj a kol., 2009b; Tessadori a kol.,
2007). Pomoci mtokové cytometrie byly pozorovany é&vfaze dekondenzace
chromatinu Bhem protoplastizace (Zhao a kol., 2001; &@nd kol., 2009b). K prvni
fazi doSlo v piib¢hu izolace protopladtpo pisobeni enzyrin S€picich bugcnou sénu.
Pokud se na takto ziskané protoplasty nechdiyolpit fytohormony typu auxin
a cytokinini ve spravném mnoZstvi a pém, dosSlo k druhé fazi dekondenzace
chromatinu, po které nasledoval vstup do S fazeljferace a rediferenciace (Obr. 4).
Vstup protoplast do burkéného cyklu je spojen sast&énym znovuvytvéenim
chromocenter obvykle 48 hodin po izolaci protopglagOndej a kol., 2009b).
Predpoklada se, Zefipbunééné dediferenciaci dochazi ke &mam genové exprese,
které jsou nezbytné pragrhod z programtidiciho specifické funkce diferencovanych
burgk k programufidicimu vstup do S faze, proliferaci a rediferaoci Prvni faze
chromatinové dekondenzace je prgwldobré nezbytnd pro aktivaci gén jejichz
proteinové produkty jsou schopnynit burg¢ny osud (Zhao a kol., 2001).
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Obr. 4: Znazorrni dvou fazi dekondenzace chromatinki ptudiu dediferenciace rostlinny:
protoplash. Diferencované rostlinné bky odpovidaji na odstréni burééné sény dekondenzac
svého chomatinu (prvni faze dekondenzace). Tato faze dddwrace chromatinu se zda
nezbytna, ale neni dostaté pro vstup butk do S faze. V tomto stadiu rozhoduji dalSi sigr
0 osudu bu&k: auxin a cytokinin indukuji druhou fazi dekondane chromatinupasleduje vstup d
S faze a proliferace. Absence horri@pisobuje bus¢nou smrt.

Diferencovana Zadné hormony
mezofylova biika Protoplast /—> —» Bungcna smrt

Celulaza

—
\. Auxin, cytokinin
—> S faze,
Dediferenciace, proliferace
prvni faze dekondenzace

chromatint

Druha faze dekondenzace
chromainu

Pomoci proby komplementarni k satelitni DNA typubylo zjiS€no, Ze
v interfaznich jadrech mezofylovych hikn Cucumis sativusje subtelomericky
heterochromatin zcela lokalizovan v chromocentr&tfadrech protoplagtfixovanych
okamzit po izolaci byl subtelomericky heterochromatin dettenzovan. Za 48 hodin
po izolaci protoplast byl sice subtelomericky heterochromatin kondenn®j&h
a spojeny s nav vytvorenymi chromocentry, ale z&md cast subtelomerického
heterochromatinu tistavala jest dekondenzovana v débmezi 48 a 72 hodinami po
izolaci. Toto pozorovani naz&ie pomalejSi znovuvytw¥eni chromocenter pomoci
subtelomerického heterochromatinu a &&st€éné peuspdadani chromocenter je
nezbytné pro vstup do b&mého cyklu a postup S fazi a prépddobri souvisi
s dediferenciaci (Oritdj a kol., 2009b).

Williams a kol. (2003) studovali u protoplastabaku vztah mezi reorganizaci
chromatinu, ke které dochazi vap&hu protoplastizace a aktivaci geregulovanych
transkrignimi faktory E2F rodiny. Tito auto zjistili, Ze studované cilové geny
transkrignich faktofi E2F rodiny jsou mén kondenzované a transk&im@ aktivni
v buinkach odvozenych z protoplaspred vstupem do S faze. V diferencovanych
mezofylovych bikach byly tyto geny kondenzowgai a transkripné neaktivni.

V bunkach odvozenych z protoplaspred vstupem do S faze detekovali fosforylovany

protein retinoblastomu (pRb) na rozdil od diferaraoych mezofylovych butk, ve
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kterych se nachazel nefosforylovany pRb. Proteimoblastomu reguluje pozdni
G1 fazi, v nefosforylovaném stavu se vaze na tngmaki faktory E2F rodiny a bréni
tak aktivaci gefi nutnych pro vstup do S faze. Po mitogenni stimuagl fazi CDK4
a CDK6 fosforyluji pRB vazany na E2F transknp faktory, dojde k rozvokmi
komplexu pRb-E2F a k expresi genutnych pro fechod z G1 faze do S faze (Giacinti
and Giordano, 2006). V fipéhu protoplastizace byla také pozorovana redistalddiel.
U diferencovanych buik byl HP1 lokalizovan pouze v j&&, v protoplastech se HP1
nachazel jak v jae, tak v cytoplazh Uvolnéni HP1 z jadra do cytoplazmy
u protoplasi pravdpodobré souviselo se zvySenou acetylaci lyzinu 9 a 14istotu
H3 a se zrnami v metylaci lyzinu 9 na histonu H3, které bygtekovany pomoci

zmen v elektroforetické mobilé (Williams a kol., 2003).

Tessadori a kol. (2007) sledovali dediferenciaciprotoplast ziskanych
z mezofylovych bugk Arabidopsis Dediferenciace mezofylovych btk Arabidopsis
byla doprovazena rozsahlodephodnou dekondenzaci zejména pericentromerického
a merk centromerického heterochromatinu, ktera souviselgmizenim chromocenter
Z jader bugk. Tito autdi také sledovali zda dekondenzace heterochromajinu
doprovazena zémami v metylaci lyzinu 9 na histonu H3. V chromaoireoh se nachazi
velké mnozstvi dimetylovaného lyzinu 9 na histon8 HH3/K9). Po dekondenzaci
heterochromatinu byla Uroirenetylace DNA a H3/K9 dimetylace stala tzn., Zzea#al
k demetylaci a transkrimi aktivaci. Toto pozorovani bylo potvrzeno sleduwa
dekondenzace a transktip aktivity HPT lokusu obsahujiciho mnoho wahych kopii
transgenuhpt DekondenzacédPT lokusu neni dostatea pro obnoveni transkripce
umi¢enych kopii transgenhpt Je pravdpodobné, Ze fietrvani H3/K9 dimetylace po
dekondenzaci chromatinu inhibuje transkripci. | ke v chromocentrech nachazi na
geny chudé oblasti genomu,castni se d&asna dekondenzace chromocenter
v protoplastech igpnuti vyvojového programu. 45S rDNA repetidestaly po celou
dobu kultivace kondenzované. 180 bp repetice a@$Ar geny rekondenzovaly do
odliSnych domeén, které pogdsplynuly navzajem a s 45S rDNA doménamktdina
rozptylenych repetic nap transpozémy istala dekondenzovana dokonce gepb
péti dnech kultivace. Neni jasné, jaky molekularnichemismus je zodpeédny za
postupné usgadani repetic do chromocenter, nebo¢ptelsi tandemové repetice jsou
kondenzovagjSi nez kratSi rozptylené repetice. Vygeni by mohl pinést vztah mezi

mechanismem RNAI a vytv@nim heterochromatinu.f€pisem tandemovych repetic

19



vznika transkript aktivujici RARP, kterd vyt@sRNA, ktera je nasledrspena
na siRNA. Na siRNA se pak vazi transkript spec#idketerochromatinové proteiny,

které jsou zodpasdné za kondenzaci heterochromatinu (Tessadori.a2@d7).

Ondrej a kol. (2009b) studovali zny v transkriptomu protoplast pomoci
cDNA-AFLP techniky. Analyza expresniho profilu médovych burek, cerstw
izolovanych protoplagta proliferujicich buék odvozenych z protoplastukazala jen

nekolik transkripti se znénénou expresi.

6 Reaktivni kyslikové radikaly a antioxidaéni systém Ehem
protoplastizace

U rostlin existuje #Bkolik znamych zdraj reaktivnich kyslikovych radikal
Reaktivni kyslikové radikaly (peroxid vodiku,®; superoxidovy radikal, ©) mohou
byt vytvaeny v elektron transportnirfetzci chloroplasi a mitochondrii, v prbéhu
fotorespirace, v peroxizomech a nebo pomoci oxa@eroxidaz v buftné sén¢ (Dat
a kol., 2000). Produkce reaktivnich kyslikovych ikath se zvySuje v reakci na
abioticky stres jakym je sucho (Sharma a Dubey5208asoleni (Koca a kol., 2006)
nebo vysoka teplota (Ali a kol., 2005) a biotickifes jakym je napadeni rostliny
patogenem (Peng a Kuc, 1992). Reaktivni kyslikoagikédly mohou omezit &ni
patogena rostlinou zesilenim &iné stny, prfimym usmrcenim patogena nebo indukci
programované buné smrti (Danon a kol., 2000). Reaktivni kyslikoaéikaly slouzi
jako substraty f obnoveni bu&né stny, pi oslabeni bu&né stény v pribéhu
prodluZzovani bugk a také funguji jako signalni molekulyi @ktivaci antioxidativniho
systému. Tyto procesy jsou nezbytné pro postugdmym cyklem, proliferaci butk
a regeneraci rostlin. Bylo zji&to, Ze produkce reaktivnich kyslikovych radikbéhem
izolace protoplast a jejich hromaehi béhem nasledné kultivace bikn odvozenych
z protoplasi ovliviiuje regenerai potencial bugk (Papadakis
a Roubelakis-Angelakis, 2001).

Rozsah Skodlivych dinki reaktivnich kyslikovych radikal zavisi na dinnosti
antioxidativniho systému, ktery je tem nizkomolekularnimi antioxidanty (askorbat,
glutation) a wkolika antioxidativnimi enzymy (superoxid dismutadzaskorbéat
peroxidaza, katalaza). Superoxid dismutaza (SOD)phieni enzym dastnici se
odstraiovani reaktivnich kyslikovych radikalKatalyzuje permenu G, ™ na HO,, ktery
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je redukovan na vodu pomoci katalazy (CAT) v perowiech a pomoci askorbat
peroxidazy (APX) v chloroplastech a cytozolu. Vajiki oxidovany askorbat je
redukovan pomoci monodehydroaskorbat reduktazy (MRHa dehydroaskorbat
reduktazy (DHAR) v reakcich, které vyuzivaji NADRHylutation. Glutation reduktaza
(GR) dokortuje cyklus pemenou oxidovaného glutationu (GSSG) na jeho redukouvan
formu (GSH). Kataldza nevyZaduje rednklatky, ma vysokou regki rychlost, ale
nizkou afinitu k HO,, odstrauje vysoké koncentrace ,8,. Askorbat peroxidaza
vyZzaduje redusni latku (askorbat), ma vyssi afinitu k®, coz ji dovoluje odstravat
i malé mnozstvi BD, (Dat a kol., 2000).

Papadakis a Roubelakis-Angelakis (1999) srovnavatddukci reaktivnich
kyslikovych radikal béhem izolace protoplastabaku a vinné révy. Tabak na rozdil od
vinné révy pai mezi dolbe regenerujici rostliny i vitro podminkach. Hromai O, "

a H)O, v protoplastech tabaku a vinné révy nebylo owhm
N,N-diethyldithiokarbaméatem, ktery vaze Cikationty a inhibuje SOD tzn., Ze na
produkci HO, se v ptibéhu protoplastizace SOD nepodili. U tabakovych piaisti
inhibitory NADPH oxidazy inhibovaly produkci £ a inhibitory peroxidazy snizily
hromadni O," a inhibovaly produkci bD,. U protoplasi vinné révy produkce
reaktivnich kyslikovych radikal byla silré sniZzena pomoci inhibitdr peroxidazy,
inhibitory NADPH oxidazy neovlivnily jejich produkcTyto vysledky naznauji, Ze za
produkci reaktivnich kyslikovych radikalbéchem izolace protoplasttabaku a vinné

révy jsou odpo¥dné rozdilné enzymy u obou rostlinnych druh

Papadakis a Roubelakis-Angelakis (2001) porovnddiividu antioxidativniho
systému u protoplasttabaku a vinné révy. Sledovali intracelularni draoelularni
hromadni reaktivnich kyslikovych radiké&lbéhem osmidenni kultivace protoplast
U neregenerujicich tabakovych protopladiylo mnozstvi reaktivnich kyslikovych
radikalh nekolikrat vysSi ve srovnéani s regenerujicimi tabdkolv protoplasty.
U protoplast vinné révy bylo také detekovano zvySené mnoZsweakiivnich
kyslikovych radikal. U regenerujicich tabakovych protoptaste celkové mnoZstvi
reaktivnich kyslikovych radikalsnizilo hem osmidenni kultivace a bylo vzdy nizsi
nez u neregenerujicich tabakovych protofilasty neregenerujicich tabakovych
protoplash se mnozstvi extracelularnihg Oa intracelularniho pO, snizilo druhy den
kultivace a pak off zvysSilo osmy den kultivace. U protoplastinné révy se mnozstvi

O, " snizilo Bhem osmidenni kultivace, ale mnozstvi extracelifet,0, se snizilo
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¢tvrty den kultivace a pak @p zvySilo osmy den kultivace. Aktivita cytozolické
SOD byla zvySena u regenerujicich tabdkovych ptastip ale ne u protoplastvinné
révy. Aktivita CAT byla zvySena u protopléstinné révy, ale ne u protoplasiabaku.
U regenerujicich tabakovych protoplaste Bhem bugéného dleni zvysila aktivita
enzymi askorbat-glutationového cyklu a doSlo ke zvySemobstvi redukovaného
askorbatu a glutationu. U neregenerujicich prosipldabaku a vinné révy nizka
aktivita enzyni askorbat-glutationového cyklu odpovidala vysokémmnozstvi
oxidovaného askorbatu a glutationu a nizké mitétiaktivi€. U protoplasi vinné revy
nedoslo k dostat@é aktivaci antioxidativnich enzyimcoz vedlo ke z#m¢ redoxni
homeostazy a to mohlo patlavyjadieni totipotence, zastavit b&éimy cyklus a navodit

burgé¢nou smrt (Papadakis a Roubelakis-Angelakis, 2001).
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7 Material a metody
7.1 Material

7.1.1 Biologicky materidl

Semena Cucumis sativusL. (odrida Marketer; SEMO a.s.Ceska republika).
Kompetentni buiiky Escherichia colkmen JM109Promega, USA).

7.1.2 Chemikalie a média

Citratovy pufr: 40 ml 0,1M kyseliny citrénové; 60 ml 0,1M citrama sodného;
pH 4,8.

CTAB: 20 g cetyltrimethylamonium bromid(CTAB); 10 g polyvinylpyrolidonu
(PVP); 1 litr destilované vody.

Enzymaticky PGly roztok: 0,5 g celuldzy Onozuka R-10 (Duchefa, Nizoze®{}5 g
macerozymuR-10 (Duchefa, Nizozemi); 50 ml PGly; pH 5,8; dirovano filtraci.

5%FBS: 5 ml fetal bovine serum; 10 ml 10x PBS; 1 ml M4v) azidu sodného; 85 ml
destilované vody.

FDA zasobni roztok 5 mg fluorescein diacetatu (FPA1 ml acetonu; uchovan
v -20°C; pged pouzitim gpravit pracovni roztok napipetovanim 20 zasobniho

roztoku FDA do 1 ml 4% roztoku sachar6zy v destio® vod.

50% formamid: 35 ml formamidu; 7 ml 20x SSC; 28 ml destilovaély; pH 7.

IPTG: 400 mg isopropyp-D-thiogalaktopyranosidu (IPTGrozpuséno ve 2 ml
destilované vody; sterilizovano filtraci.

LB médium: 10 g Bacto Tryptone; 5 g Bacto East Extrakt; Rafl; 18 g agarul litr
destilované vody; pH 7; sterilizovano autoklavovanpo sterilizaci a zchladnuti média

byl pridan Ampicilin o konéné koncentraci 10Qg/1ml kultivatniho média.

LCM1 médium: Gamborg B5 médium (Duchefa, Nizozemi); 0,9 g itehs; 0,002 g
kyseliny askorbové; 0,008 g glycinu; 0,02 g glutami 0,1 g kasein hydrolyzatu;
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0,586 g morfolinethansulfonové kyseliny (MES); 70ngnitolu; 10 g sachardzy;
5 g glukézy; 0,001 g NAA; 0,0005 g 2,4-D; 0,00078B4P; 0,004 g alaninu; 0,02 g
prolinu; 1 litr destilované vody; pH 5,8; sterili@no filtraci (Debeaujon a Branchard,
1992).
Macerujici enzymaticky roztok: 0,01 M citratovy pufr s 1% (w/v) pektindzy (Serva
Némecko) a s 2% (w/v) celulazy Onozuka R-10 (Duchkiiapzemi).

Mastermix: 0,4 g dextransulfatu; 0,8 ml destilované vedypiefiltrovat; gridat 200ul
20x SSC a doplnit destilovanou vodou do 2 ml.

MS médium: 4,405 g Murashige a Skoog média (Duchefa, Nizdgef0 g sachardzy;
8 g agaru; 0,1 mg IBA; 0,1 mg BAP; 1 litr destiloavody; pH 5,8; sterilizovano

autoklavovanim.

10x PBS 80 g NaCl; 2 g KCI; 7,6 g NBIPO, * 2 H,0; 2 g KHPQy; 1 litr destilované
vody; pH 7,5; na FISHedno destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 1x.

5x TBE pufr: 54 g Tris-HCI; 27,5 g kyseliny borité; 20 ml ®5disodné soli
ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA); 1 litr sldované vody; pH 8; na
agarozovou elektroforézedino destilovanou vodou na vyslednou koncentraci.0,5x

PGly: 0,0272 g KHPO,; 0,101 g KNQ; 1,1176 g CaG) 0,246 g MgSQ@ * 7 H,0;
0,00016 g KI; 0,000025 g Cug®5 H,0; 11,15 g glycinu; 18,016 g glukdzy; 0,5857 g

MES; 65,58 g manitolu; 1 litr destilované vody; pk8; sterilizovano filtraci.

20% sacharoza 200 g sacharozy; 1 litr destilované vody; pH 5sBerilizovano

autoklavovanim.

SOC médium 20 g Bacto Tryptone; 5 g Bacto East Extrakt; 2 MlISaCl; 2,5 ml 1M
KCI; 10 ml 1M MgCh; 10 ml 1M MgSQ; 20 mlI1M glukdzy; 1 litr destilované vody;

pH 7; sterilizovano autoklavovanim.

20x SSC 175,3 g NaCl; 88,2 g citratu sodného *,2H 1 litr destilované vody; pH 7;
na FISHiedtno destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 2x.

Triton : 0,25 ml TritonX-100; 0,25 g saponinu; 50 ml IX&¥BH 7.

X-Gal: 20 mg 5-bromo-4-chloro-3-indoly-D-galaktopyranosidu (X-GAL) rozpusto

v 1 ml dimethylformamidu.
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Ostatni chemikalie

HCI, chloroform, octan sodny, izopropanol, ethanoR-merkaptoethanol,
izoamylalkohol, kyselina octova, glycerol, kyselamskorbova (Sigma, USA),

4' 6-diamidino-2-fenylindol (DAPI), Vectashield (¥®r Laboratories, USA),

agardza, ethidium bromide (Servaimecko),

loading day, DNasa bez RNasy (Promega, USA),

standart molekulové vahy 19-1114 bp (Roché&nicko),

mySi anti-digoxin protiladtka konjugovana s Rhodamimed™-X a extravidin
konjugovany s fluorescein-5-isothiokyanatem (FITGJackson Immunoresearch

Laboratories, Inc., USA).

Komeréni kity: FastStart PCR Master (Rochegmecko), PCR DIG Probe Synthesis
Kit (Roche, Nmecko), GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma, USA)ptBi-Nick
Translation Mix (Roche, Bmecko), Spektrum™ Total RNA Isolation Kit (Sigma,
USA), Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Salm Kit (Roche, Nmecko),
LightCyclel® FastStart DNA Mast8> SYBR Green [Roche, Nmecko), GenElute™
Gel Extraction Kit (Sigma, USA)pGEM®-T and pGEM-T Easy Vector Systems
(Promega, USA), QuickLySeMiniprep Kit (100) (Quiagen, &mecko).

7.1.3 Vybaveni

Chlazena centrifuga 5804 R (Eppendorf), centrifugdl5D (Eppendorf),
cytologickd centrifuga Rotofix 32 (Hettich Zentrgfen), XP cycler (Bioer),
Transluminator UVT-20M (Herolab) s digitalnim fofmaatem (Codak 290),
fluorescerni mikroskop (Olympus BX 60) s CCD kamerou (CoodfSnPhotometrics),
swtelny mikroskop (Olympus CK 40), LightCycler 2.0déhe), biologicky termostat,
autoklav, laminarni box, digestcelektroforeticka aparatura, mikrovinna troubagvio
lazer, termoblok, tepaka, mraznika, lednéka, analytické vahy, vahy, magnetické
michadlo, pH metr, Pasteurovy pipety, Petriho misiigelonové sitko o pmeéru
72um, parafilm, centrifugéni zkumavky, mikrozkumavky, PCR mikrozkumavky,
davkovaci mikropipety, sterilni &y, ochranné rukavice, kahan, skalpel, pinzeta,

podlozni a kryci skla.
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7.2 Metody

7.2.1 lzolace genomické DNA

Ve treci misce bylo v tekutém dusiku pomoci dew rozeteno 100 mg listu
Cucumis sativus Treci miska byla vyplachnuta 1 ml CTAB doghym 2 pl
2-merkaptoethanolu z&tym na 65°C. Roztok Zdci misky byl napipetovan do 2ml
mikrozkumavky a inkubovan 1,5 hodinyi ®5°C na termobloku. Po inkubaci bylo
k roztoku gidano 600 ul smesi chloroform : izoamylalkohol (po#&n 24:1) a po
promichani byl roztok centrifugovan 15 min v chia&ecentrifuze $ 4°C a 11 000
ota&kdch/min (tento krok byl je&t jednou zopakovan se supernantantem). Po
centrifugaci bylo k supernatantufiggno 60 ul 3M octanu sodného a 50Ql
izopropanolu. Po promichani byl roztok inkubovan £0°C v mraznice ges noc.
Druhy den rano byl roztok centrifugovan 30 min Vazené centrifuzeip4°C a 11 000
otatkdch/min. Po centrifugaci se slil supernatant askaZenig DNA bylo pridano
200ul 70% ethanolu a roztok byl épcentrifugovan 15 min v chlazené centrifuze p
4°C a 11 000 ot&ach/min. Po centrifugaci se ethanol slil. K DNAdypiidano 200ul
sterilni vody a po stanoveni koncentrace DNA sé¢ofox mikrozkumavce zamrazikip
-20°C.

7.2.2 Priprava prob

Byly pouzity dw proby, jedna hybridizovala do blizkosti telomer swtelitni
repetice typu | (GenBank access. no. X03769) aaln#h5S rDNA. Préba hybridizujici
na satelitni repetice typu | byld&ipravena PCR amplifikaci genomické DN2ucumis
sativus pomoci primek: forward 5 CTGGGTGGCCTCATTTTG3" a reverse
5-GACCTTTGGCACCGTTGT3". PCR produkt byl identifikovan elektroforetickya
1,5% agar6zovém gelu (Obr. 5), pomoci GenElute™ BG&RNn-Up kitu (Sigma, USA)
byl PCR produkt pecistén a zngen pomoci Biotin-Nick Translation Mix kitu (Roche,
Némecko). Biotin-nick translace byla &ena na 1,5% agarézovém gelu (Obr. 6). Préba
hybridizujici na 5S rDNA bylaipravena PCR amplifikaci genomické DN2ucumis
sativuss DIG-zn&enymi nukleotidy (PCR DIG Probe Synthesis Kit; RecRemecko)
pomoci primeit: forward 5" GATCCCATCAGAACTCG3’ a reverse
5 -GGTGCTTTAGTGCTGGTAT3" (Koo a kol., 2002). PCR produkt byl identifikav
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elektroforeticky na 1,5% agarézovém gelu (Obr. SjoZzeni PCR mik acasové a
teplotni profily PCR reakci jsou uvedeny v tabulkée IV.

Obr. 5. Owfeni PCR amplifikace S58DNA Obr. 6: Oweni biotinnick
asatelitni repetici typu | na 1,5% agar6ézovém g translace satelitni repetice typu |
Draha 1 - standard molekulové vahy, draha 2 - 1,5% agarozovém gelu. Draha
kontrolni PCR s vodou a primery amplifikujici - standart molekulové vahy, drahy
5S rDNA, drdha 3 -PCR produkt amplifikac -4 zn&ené fragmenty satelitni
5S rDNA, draha 4 -kontrolni PCR s vodo repetice typu |, drdha 5 kontrolni
aprimery amplifikujicimi satelitni repetici typu biotin-nick translace s vodou.
dradha 5 - PCR produkt amplifikasatelitni repetic
typu I.

1 2 3 £

1114 bp u
1114 bp
v 8
404 bp g
- 242 bp
147bp M .
i o ™ N

Tabulka I: SloZeni PCR mixuippiipraw prébyhybridizujici na satelitni repetice typu I.

Reakini slozky Objemy
FastStart PCR master mix 25ul
Forward primer o koncentraci 0,3/ 0,5ul
Reverse primer o koncentraci B8l 0,5ul
Destilovana sterilni voda 23,5ul
Genomicka DNA o koncentraci 200 ng/ 0,5ul
Celkovy reakni objem 50 ul

Tabulka Il : Casovy a teplotni profil PCR reakc# piipraw probyhybridizujici na satelitni repetice typu I.

1 cyklus | Pgateeni denaturace 95°C 4 min
35 cykii | Denaturace 95°C 30s
Hybridizace primei 55°C 45 s
Prodluzovani primér 72°C 45 s
1 cyklus | Konéné prodlouzeni primér 72°C 7 min
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Tabulka Il : SloZzeni PCR mixuip ptipraw prébyhybridizujici na 5S rDNA.

Reakini slozky Objemy
PCR DIG Probe Synthesis Mix 5l
Forward primer o koncentraci 0,3/ 0,5ul
Reverse primer o koncentraci B8l 0,5ul
10x PCR readni pufr 5ul
Emzymovy mix 0,75ul
Destilovana sterilni voda 37,75ul
Genomicka DNA o koncentraci 200 ng/ 0,5ul
Celkovy reakni objem 50 ul

Tabulka IV : Casovy a teplotni profil PCR reakc# piipraw proby hybridizujici na 5S rDNA.

1 cyklus | Poéateini denaturace 95°C 4 min
35 cykih | Denaturace 95°C 30s
Hybridizace primel 55°C 1 min
ProdluZzovéani primér 72°C 45 s
1 cyklus | Konéné prodlouzeni primér 72°C 10 min

7.2.3 lzolace protoplasti a jejich kultivace

SemenaCucumis sativugodrida Marketer; SEMO a.sCeska republika) byla
v injekéni stikacce oplachnuta 70% ethanolem a sterilizovana 208%irchloraminem
s kapkou Tweenu. Po sterilizaci byla semeilaét omyta sterilni vodou a nechala se
nakli¢cit na mokrém filtr&nim papiru v Petriho miskach. Pétipdnech byly vykléené
rostliny zasazeny do MS média v elohmotnych krabicich. Rostliny byly kultivovany
v kultivaéni mistnosti se s¥elnymi podminkami 8 hodin tma/16 hodin ¢do
o intenzit 32 - 36umol/n’s a teplotou 22 + 2°C.

Po osmi dnech od vysazeni rostlin na MS médium bydy sterilnich
podminkach odebrany miladé listy, které bylyezany v Petriho miskach ve 2 ml
enzymatického PGly roztoku. Ri@zané listy byly inkubovany v enzymatickém PGly
roztoku 16 - 17 hodin ve tpii 25°C. Po inkubaci byla hruba protoplastova sugpen
prefiltrovana ges uhelonové sitko o fméru 72 um. Fefiltrovand suspenze byla
pomoci Pasteurovy pipetygnesena do centrifuga zkumavky a centrifugovana 5 min
pii 800 ot&kach/min. Po centrifugaci byl odstian supernatant a sediment byl
resuspendovan ve 2 ml 20% sachar6zy. Roztok samhdrgl opatri pievrstven
promyvacim roztokem PGly. Po 10min centrifugaci§®0 ot&kach/min se vytviil na
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rozhrani sachar6zy a PGly krouzek flotujicich pptasti. Flotujici protoplasty
byly odebrany Pasteurovou pipetou &sté centrifugani zkumavky a resuspendovany
v promyvacim roztoku PGly. Po¢timinutové centrifugaci f 800 ot@&kach/min byl
odstragn supernatant a protoplasty v sedimentu byly remudpvany v LCM1
kultivatnim médiu. LCM1 kultivani médium s resuspendovanymi protoplasty bylo
pieneseno po 1 ml do 60mm Petriho misek. K resuspemym protoplasin byla
piidana kyselina askorbova ve vysledné koncentracil@), 200 mg/l. Kultivace
protoplast probihala 24, 48 a 72 hodin ve &rmpii teplo€ 25°C v termostatu. Po
kazdém inkubé&im intervalu byla u buik kultivovanych s iiznymi koncentracemi
kyseliny askorbové provedena fluoresgi@nin situ hybridizace (FISH) a Real-Time
PCR cytozolické askorbat peroxidazy a katalazy.c®r&e semeny, rostlinami

a protoplasty probihala ve sterilnim piesli v boxu.

7.2.4 Stanoveni Zivotnosti protoplasi

Pomoci fluorescein diacetatu byla po kazdé izghaotoplast stanovena jejich
Zivotnost. Fluorescein diacetat pronikd do &ura v zivych biikdch je pomoci
bunécnych esteraz fiemenén na zeled fluoreskujici produkt, ktery jiz neide
proniknout ges cytoplazmatickou membranu ven z &un

Kapka LCM1 kultiv&éniho média s resuspendovanymi protoplasty byla
pienesena na podlozni sklo, bylo k ridano 10ul pracovniho roztokufluorescein
diacetatu a bylaiekryta krycim sklem. Stanoveni Zivotnosti bylo prdeno pomoci
fluorescekniho mikroskopu (Olympus BX 60). Nejprve byly v ph@ézejicim sitle
spaitany vSechny protoplasty v zorném poli a pak bylgxcita&énim swtle spa@itany
zelerg fluoreskujici protoplasty, tzn. Zivé protoplastteré genenily fluorescein
diacetat na zelerfluoreskujici produkt (Tabulka V).

Tabulka V: Stanoveni zivotnosti protoplas

Paset burgk v jednotlivych zornych polich Celkovy paet
1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10 burgk
PosetvSech | 30 | 48| 59| 74| 25| 45 29 32 51 34 427

bungk
Patetzivych | 17 | 36| 51| 62| 19| 34 22 25 46 2 339
burgk 79,4%
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7.2.5 Stanoveni vyEzku protoplasti

Po osmi dnech od vysazeni rostlin na MS médium bglsterilnich podminkach
odebrany mladé listy, které byly ieaany v Petriho miskach ve 2 ml enzymatického
PGly roztoku. Abychom zjistili hmotnost rostlinnémmaterialu zvazili jsme Petriho
misky bez rostlinného materialu s 2 ml enzymatickBIiBly roztoku a parafiimem a pak

s pridanym rostlinnym matrialem.

Ke stanoveni v@Zku protoplast byla pouzita Blrkerova géaci konirka, na
které jsou vytvéena d¥ pccitaci pole. Bekrytim obou poli krycim skle vznikaji dva
pocitaci prostory, které maji vySku 0,1 mm. Na spoplioSe pditacich prostar je
jemnymi vrypy vytvdena gesna mizka znamych roz#mi. Paiitaci ntizka je trojitymi
¢arami rozdlena na 9 velkyclitverai, dvojitymi carami na 144 stdnich a 169 malych

¢tveral, mezi dvojitymi¢arami vznikaji obdelniky.

Birkerova konirka byla naplana LCM1  kultiva&nim  médiem
s resuspendovanymi protoplasty. Protoplasty bylitaoy v deseti gédnichétvercich
Blrkerovy komirky v prochazejicim sitle mikroskopu (Olympus CK 40).rPpocitani
bylo dodrZzeno pravidlo dvou pitacich stran, tzn. byly géany vSechny protoplasty
dotykajici se dchto stran i z v&Sku, protoplasty dotykajici se zbylych dvou stran
pocitany nebyly.
Vypocet objemu desetiigdnichétverai:
e vySkaétverce v=0,1 mm,
» stna stednihoctverce a = 0,2 mm,
« objem nad jednim &dnimétvercemM{=a*a*v=0,2*0,2 * 0,1 = 0,004 miw 0,004ul,

« objem nad desetitfgdnimi¢tverci Vio= V3 * 10 = 0,004 * 10 = 0,04l

Ukéazka vypdtu vyteZku protoplast:

V deseti stednichétvercich (0,04ul) nachazelo 83 protoplast

0,041 coneei e 83 protoplast

2000yl (0,13 g rostlinného materialu ................ X protogtia
83* 2000 — .

X = W =4,15* 16 v 0,13 g rostlinného materialu
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0,13 g rostlinného materialu ................cceeneene. 4,15 *®|frotoplash T

1 g rostlinného materialu ........................... X protoplast

. 415*10°*1

013 = 3,19 * 10 protoplast v 1 g rostlinného materialu

7.2.6 Fixace, fluorescesini in situ hybridizace (FISH), pafizeni
fotodokumentace

Protoplasty okamaitpo izolaci a biikky odvozené z protoplaskultivované 24,
48 a 72 hodin po izolaci protoplasta mladé listy byly fixovany roztokem
ethanol : kyselina octova (3 :1) po dobu 10 min. fixaci byly listy proplachnuty
70% ethanolem a 0,01 M citratovym pufrem 3x po B.riasleds byly listy preneseny
do macerujiciho enzymatického roztoku v mikrozkuenacinkubovany 1 hodinutip
37°C v termostatu. Po inkubaci byly listy proplaaty 0,01 M citratovym pufrem 3x
po 5 min. Poté byly listy jen#roztlaieny v kapce 45% kyseliny octové na podloznim
sklicku, zamrazeny a nésletlrvysuSeny. Protoplasty okamZipo izolaci a biiky
odvozené z protoplastbyly po fixaci nakapany na vymrazené podlozni sklo

a vysuSeny. Podlozni sékia byla v digest inkubovana v:

a. 0,1 MHCI.......... 1 min,
b. Triton .............. 8 min,
c. 3XPBS 1x .......... 5 min,
d. 50% formamid ... 30 min.

Do mikrozkumavky byly napipetovany proby, formam(pipetovana mnozstvi
zavisela na koncentraci prob acpopodloZznich skel) a mastermix. Na jedno podlozni
sklo se nanaselo 50 - 100 ng préby al5Snastermixu. Proba byla denaturovara p
80°C 10 min na termobloku a po denaturaci okamainiséna na led. Na jedno
podloZni sklo se pipetovalo 10 denaturované proby, ktera siekryla krycim sklem
ainkubovala g 78°C 1,5 minutu na termocykléru. Po inkubaci byoyci sklo
oblepeno lepidlem a nasledovala inkubatie3g°C pes noc v termostatu. Druhy den

rano byla podlozni skla inkubovana $5°C v:
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a. 50% formamid ... 15 min
b. 2xSSC ............ 5min
C. 2xSSC ............ 5min

Na kazdé podlozni sklo bylo napipetovano 200 - 30&% FBS a podlozni skla
byla inkubovana 30 minippokojové teplat. Do mikrozkumavky bylo napipetovano
5% FBS a protilatky (pipetovana mnozstvi zaviselgpatu podloznich skel). Na jedno
podlozni sklo se nanaselo 1@0 5% FBS s 0,5ul kazdé protilatky. Hybridizované
préby byly detekovany pomoci mysi anti-digoxin pétky konjugované s Rhodamin
red™-X a extravidinem konjugovanym s FITC (JackbBomunoresearch Laboratories,
Inc., USA). Roztok 5% FBS s protilatkami byl ucheaé fed nanesenim na podlozni
skla na ledu ve t& Podlozni skla fevrstvena 5% FBS s protilatkami byla inkubavana
1 hodinu ve tm pii pokojové teplat. Po inkubaci byla podlozZni skla 3x proplachnuta
v2x SSC po 5 minutach. K redukci photobleachingdobna podlozni skla
napipetovano 1,nl DAPI rozpuséného ve Vectashieldu (Vector Laboratories, USA).
Snimky byly ziskany pomoci fluores@emho mikroskopu (Olympus BX 60) s CCD
kamerou (Cool Snap, Photometrics) a analyzovany osbmimaged freeware
(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html(Obr. 7). Relativni velikost signabyla spéitana

jako pongr velikosti plochy zeleného (satelitni DNA typunigbocerveného (5S rDNA)
signalu k velikosti plochy modrého signalu (celdrg@aobarvené DAPI) nasobeny 100
(Tabulka VI). Z takto ziskanych dat byl sji&n pameér, rozptyl a smrodatna odchylka
pro kazdy inkubéni interval s #iznymi koncentracemi kyseliny askorbové. Data byla
analyzovana pomoci statistické metody nazyvanéwmeANOVA test (Daniel’'s XL

Toolbox version 2.57ttp://xltoolbox.sourceforge.net

Obr. 7: Ukazka analyzy velikosti signapomoci ImageJ freewar@ento software stanovi velikost ci
fotografie a velikost uzivatelem ohr&anych ¢asti fatografie v pixelech. (Mlodry signal odpovid
celému bus¢nému jadru obarvenému DAPI a velikost jeho ploaaylp243 pixel. (B) Zdeny signél
odpovidéa satelitni DNA typu |, velikost plochy @Aubhranéeného zeleného signalu je 20i&eli. (C)
Zluté ohrangéenyéerveny signal odpovida 5S rDNA a velikost jeho plpie 148 pixel.

12245 pixela 20€ pixela 14¢€ pixela
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Tabulka VI: Ukazka stanoveni relativni velikosti sighaRelativni velikost ginali byla sp&itana jakc
pomsr velikosti plochy zeleného (satelitni DNA typu ebo ¢erveného (5S rDNA) signalu k velikosti
plochy modrého signalu (celé jadro obarvené DARBabeny 100.

Velikost plochy Celkova velikost ploch Velikost plochy
modrého signalu | vSech zelenych signal ¢erveného signal
12243 pixeh 703 pixeti 148 pixet
Relativni velikost signdl 5,7% 1,2%

7.2.7 Real-Time PCR askorbat peroxidazy a katalazy

Byla vyizolovana celkova RNA z mladych fistrostlin kultivovanych ve
sterilnich podminkach, z protoplasbkamzit po izolaci a z buwk odvozenych
z protoplasi kultivovanych 24, 48 a 72 hodin po izolaci protgfi. RNA byla
izolovana pomoci Spektrum™ Total RNA Isolation kigBigma, USA) a oSi&tna
DNasou bez RNasy (Promega, USA). RNA byla reveramiskripci pepsana do cDNA
pomoci oligo dT(18) priméra Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Samkilei
(Roche, Nmecko). Ke zji&tni expresni urowhcytozolické askorbat peroxidazy (APX,
GenBank access. no. D88649) akatalazy (CAT, GekBaccess. no. D63385)
v bunkach listu, v protoplastech okan&itpo izolaci, v biikdch odvozenych
z protoplasi kultivovanych siiznymi koncentracemi kyseliny askorbové v kazdém
inkubanim intervalu byl pouZzit LightCycler 2.0 (Rochegmecko). Real-time PCR
APX a CAT byla provedenacholikanasobnou amplifikaci cDNA zacasti SYBR
Green | pomoci primér APX forward 5" CTCTGGTGGTCACACATTGG3  a reverse
5"-CCTCATCGGCAGCATATTTF3"; CAT forward 5TTGACGATATTGGCATCG3’
a reverse 5FTAGCATCTTCCTCCAGCAZ3'. SloZzeni PCR mixu &sovy a teplotni profil
PCR reakci jsou uvedeny v tabulkach VII a VIII. k&ea data (Cp amplifikaich
kiivek, melting Kivky) byla vyhodnocena pomoci LightCycler Softwdré. K relativni
kvantifikaci byl jako standart pouzit Cp amplifikdich Kivek APX a CAT v listech.
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Tabulka VII : SloZzeni PCR mixu Re-Time PCR askorlt peroxidazy a katalaz

Reakini slozky Objemy
Master mix 4l
Forward primer o koncentraci 0,251 1l
Reverse primer o koncentraci 0,219l 1l
Destilovana sterilni voda 9ul
cDNA/genomicka DNA o koncentraci 40 pg/ 5ul
Celkovy reakni objem 20l

Tabulka VIl : Casovy a teplotni profRea-Time PCR askorbét peroxidazy a katal

1 cyklus | Preinkubace 95°C 10 min
45 cykli | Denaturace 95°C 10s
Hybridizace primei 50°C 30s
Prodluzovani primer 72°C 20s
1 cyklus | Melting Kivka 95°C—65°C 1 min

7.2.8 cDNA-AFLP analyza

Byla vyizolovdna celkovA RNA z mladych fistrostlin kultivovanych ve
sterilnich podminkach a z b&Eknodvozenych z protoplaskultivovanych 24 hodin po
izolaci protoplast. RNA byla izolovana pomoci Spektrum Total RNA Ean kitu
(Sigma, USA) a oS&tna DNasou bez RNasy (Promega, USA). RNA byla eeNer
transkripci pepsana do cDNA pomoci oligo dT(18) prihea Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Sample kitu (Rochesmecko). Na pecistené cDNA proved|
Dr. M. Kitner AFLP analyzu (Vos a kol., 1995; Kitna kol., 2008). cDNA (100 ng)
byla rozS¢pena vzact Skpici restrikni endonukleazokcoRl acasto &pici restrikni
endonukleazowisd, k vzniklym DNA fragmend byly nasleds ligovanyEcoRl aMsd
adaptory. DNA fragmenty s navdzanymi adaptory bghg-amplifikovany pomoci
goTag polymerazy (Promega, USA), amplifikovana DNA bplauZita jako templat pro
selektivni amplifikaci s §i primerovymi kombinacemi. Po denaturaci ampliffeoych
fragmenti byly vzorky naneseny na 2% agardzovy gel. Po edéktetické separaci

byly rozclené DNA fragmenty vizualizovany pomoci ethidiunotmidu.
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7.2.9 Klonovani AFLP fragmenti

Pomoci cDNA-AFLP analyzy expresniho profilu byly paektroforetické
separaci v 2% agar6zovém gelu detekovéinyyrazné AFLP fragmenty specifické pro
buiky odvozené z protoplaskultivované 24 hodin po izolaci. Tyto specifickd-I2P
fragmenty byly pomoci skalpelu ¥gzany z gelu aipcisteny pomoci GenElute™ Gel
Extraction kitu (Sigma, USA). Poigisteni byly AFLP fragmenty ligovany do
PGEM®-T vektoru. Lig&ni smési byly transformovany kompetentni ity E. coli
JM109. SloZeni ligani smési je uvedeno v tabulce IX.

Tabulka 1X: SlozZeni lig&ni snesi

Reakini slozky Objemy
Ligacni pufr 5l
pGEM®-T vektor (50 ng) 0,5ul
AFLP fragment o koncentraci 2 ul
T4 DNA ligaza 1l
Destilovana sterilni voda 1,5ul
Celkovy reakni objem 10ul

Po smichani 2l liga¢ni snesi s 50ul kompetentnich bugk byly kompetentni
buiky inkubovany 20 min na ledu. Po inkubaci byla mdena transformace teplotnim
Sokem, pi které byly kompetentni kiky s ligatni snesi inkubovany 45 sip42°C na
termobloku a poté okamZiumistny na led a inkubovany 2 min na ledu. Po inkubaci
bylo ke kompetentnim Mkikam pgidano 850 ul SOC média o pokojoveé teptot
a kompetentni hiky byly inkubovany 1,5 hodinyip37°C na tepace @i 150 rpm. Na
povrch LB média bylo napipetovano 40X-Gal a 4ul IPTG a pomoci uglohmotné
sterilni tyinky zahnuté do tvaru pismene L rovnong rozeteno po povrchu média.
Po inkubaci byla suspenzni kultura transformovanykbmpetentnich bugk
zakoncentrovana centrifugaci po dobu 2 mifi H000 g. Po centrifugaci byl
odpipetovan supernatant a sediment byl resuspendawd50 pul SOC média.
Resuspendované  kompetentni nky byly  prepipetovdny na  povrch
LB/Amp/IPTG/X-Gal média a rovno#nné rozeteny tyinkou. Petriho misky obracené
dnem vzliru byly inkubovany ges noc p teplo€ 37°C v termostatu. Nasledujici den
byla provedena modro-bila selekce. Pozitivni bdbkie byly dvakrat featkovany na
LB/Amp/IPTG/X-Gal médium a pak tpneseny do 5 ml tekutého LB média
s Ampicilinem a inkubovanyip37°C na tepace i 150 rpm do optické hustoty 500.
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Z bakterii byl vyizolovan plazmid pomoci QuickLys&iniprep kitu (Quiagen,
Némecko). Vyizolované plazmidy byly poslany na sela@nna pracovigt Ustav

experimentalni botanik&V CR, v.v.i., Olomouc.
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8 Vysledky

8.1 Stanoveni Zivotnosti a Wiiku protoplasé, kultivace protoplask

Pro studium chromatinovych zm bshem dediferenciace protoplagsme pouzili
zavedeny izokni a kultiva&ni systém proCucumis sativug§Gajdova a kol., 2007).
Protoplasty byly izolovany z mezofylového pletivaadych listi rostlin Cucumis
sativuskultivovanych ve sterilnicin vitro podminkach. Protoplasty normalni velikosti
a sférického tvaru (Obr. 8) byly ziskavany sdzem 2 - 4 * 10 burtk/g donorového
pletiva. Zivotnost izolovanych protoplast(Obr. 9) stanovena pomoci fluorescein
diacetatu byla po kazdé izolaci okolo 80%.nBy odvozené z protoplastse zaaly
delit teti az paty den po izolaci (Obr. 8). Za dva tydmyipolaci vytvdily bunky
odvozené z protoplaskultivované v LCM1 kultivénim médiu mikrokalusy.

Obr. 8: Diferenciace protoplast v LCM1 kultivainim médiu. (A)
Izolované protoplastucumis sativug. (B) Tieti az paty den po izola
se buiky odvozené z protoplaszaialy dlit.

A B

Obr. 9: Stanoveni Zivotnosti izolovanych protoptagtomoci fluoresein
diacetatu. (A) Protoplast@ucumis sativus. pozorované prochazejicin
swtle. (B) Stejné protoplasty pozorované po excitaelgr fluoreskujici
protoplasty jsou Zzivé tzn., femenily fluorescein diacetat na zeken
fluoreskujici produkt.

A B
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8.2 Dekondenzace a rekondenzace chromatinu

Protoplasty byly izolovany z mezofylového pletivédadych listi rostlin Cucumis
sativus kultivovanych ve sterilnichin vitro podminkach. Okam#t po izolaci
protoplash byla do kultiv&niho média fidana kyselina askorbova ve vysledné
koncentraci 0, 100, 200 mg/l. Kultivace krodvozenych z protoplasprobihala 24,
48 a 72 hodin ve tipri teplot 25°C v termostatu. U protopléasbkamzit po izolaci
a u burk odvozenych z protoplastkultivovanych s #iznymi koncentracemi kyseliny
askorbové byla po kazdém inkudb@ém intervalu provedena fluoreséan in situ
hybridizace (FISH) s probami hybridizujicimi naedahi DNA typu | a 5S rDNA.

U protoplast okamzie po izolaci byla pozorovana ne€pgi Urove
dekondenzace satelitni DNA typu | a 5S rDNA (Qlfy.a 11). V jadrechéthto burtk
vytvarela satelitni DNA typu | obvyklettyti velké signaly ve srovnéni s jadry
mezofylovych butk listi. Tyto signaly se zmenSovaly a fragmentovalhdm
nasledné kultivace. 5S rDNA obvykle vyteta v jadrech mezofylovych bék lista,
protoplash okamzit po izolaci a buék odvozenych z protoplastkultivovanych
24 hodin po izolaci dva signaly. V jadrech Bkinodvozenych z protoplast
kultivovanych 48 a 72 hodin po izolaci vyteda 5S rDNA ¢tyii signaly (,double
dots"). NejwtSi Urover rekondenzace 5S rDNA a satelitni DNA typu | bytegrovana
v jadrech budk odvozenych z protoplaskultivovanych 72 hodin po izolaci (Obr. 10
a 11). Ridavek kyseliny askorbové do kulttrdho média ve vysledné koncentraci
100 mg/l podptil rekondenzaci obou typrepetitivnich sekvenci (statisticky vyznaimn
v jadrech budk odvozenych z protoplast kultivovanych 72 hodin po izolaci).
V jadrech ¥tSiny burgk kultivovanych v meédiu s vyslednou koncentraci eliysy
askorbové 200 mg/l byla pozorovan&tsi uroveér dekondenzace chromatinu nez
v jadrech bugk kultivovanych v médiu s vyslednou koncentraci eliys/ askorboveé
100 mg/l (Obr. 1Zast A).

V kultivacnim obdobi 24 a 48 hodin po izolaci byla pozorovansoka
variabilita rekondenzace chromatinu v Bemych populacich. Bui&né populace byly
roz&kleny do g@ti skupin podle Urov& kondenzace satelitni DNA typu | a 5S rDNA
(Obr. 12¢ast B). NejetSi podil bugk s vice kondenzovanym chromatinem byl jiSt
v burgénych populacich kultivovanych v médiu se 100 mgysdliny askorbové
a nejmensi podil bik s vice kondenzovanym chromatinem v &@unych populacich

kultivovanych v médiu bezifavku kyseliny askorbové.
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Obr. 10: Schématicky obrazek dynamiky chromatinu \ljghu protoplastizace a nasledné kultiv
burgk odvozenych z protoplast(satelitni DNA typu | znazogma zelenou barvou, SBNA
znazorgna ¢ervenou barvou a euchromatin bohaty na geny zn&zofedou barvou). Nejtsi
urover dekondenzaceatelitni DNA typu | a 5S rDNA byla pozorovana wfmplastt okamzit po
izolaci. Studované sekvence postéippkondenzovaly #hem nasledné kultivacéNejvétSi Urove
rekondenzace 5S rDNA a satelitni DNA typu | bylazgmvana vadrech budk kultivovanych
72 hodin po izolaci.
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Buitka odvozena z protopla
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Bunka odvozena z protopla:
kultivovana 48 hodin po izolaci
Bunka odvozena z protoplas

kultivovana 72 hodin po izola
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Obr. 11: Dekondenzace a rekondenzace satelitni DNA ty(aeleny signal) &S
rDNA (¢erveny signal) v jadrech bék (modry signal) Bhem 72 hodin po izola
ve srovnani s jadry beh listu. NejwtSi dekondenzace satelitni DNgpu | a 5S
rDNA byla pozorovana v jadrech protoplastkkamZit po izolaci a v jadrech bgh
kultivovanych 24 hodin po izolacV jadrech &chto burk vytvérela satelitni DNA
typu | obvyklec¢tyti velké signaly, tyto signaly se zmenSily a fragmogaly bshem
nasledné kultivace. V jadrech hiknkultivovanych 48 a 72 hodin po izolaci
vytvéiela 5S rDNAC¢tyfi signaly (,double dots®), cosouvisi s replikaci DN/
béhem S faze, kterou protoplasty proSly.

DAPI sat I type DNA

protoplast O hodin

protoplast 24 hodin

protoplast 48 hodin

protoplast 72 hodin
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Obr. 12: Cast A ukazuje vypoitané rozdily v arovni kondenzecsatelitni DNA typu | a 5S rDN,
v souvislosti s jednotlivymEasovymi intervaly a siznymi koncentracemi kyseliny askorbové (0, 100
a 200 mg/l). Statisticky byla analyzovana slena data z&kolika experiment pomoci onevay ANOVA
testu. Statisticky vyzamné rozdily v kondenzai Grovni obou studovanych sekvenci (na hla
vyznamnosti 0,05) byly zji8hy u vSecRasovych intervdl ve srovnani s drovni kondenzace studovai
sekvenci v protoplastech okandzjpo izolaci. Kondenzai Grover satelitni DNA ypu | v souvislost
s koncentraci kyseliny askorbové se signifikaniigila v obdobi 72 hodin po izolactéast B ukazuje
variabilitu v rekondenzaci chromatinu v knych populacich gouvislosti s jednotlivymicasovymi
intervaly a s fiznymi koncentracemi kyseliny askorbové (0, 10808 mg/l). Buiné populace byl
rozdkleny do @ti skupin podle Urové kondenzace satelitni DNA typu | (skupiny: | - 06@;, Il — 3,01-
6,00; Il — 6,01-8,00; IV - 8,01-10,00; V — 1081a 5S rDNA (skupiny: | - 0>0,50; Il — 0,51-1,00; H
1,01-1,50; IV - 1,51-2,00; V — 2,8).
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8.3 Real-Time PCR askorbét peroxidazy a katalazy

Pomoci Real-Time PCR byly kvantifikovany transkyiptytozolické askorbat
peroxidazy (APX) a katalazy (CAT). Vysledky ukazuje mnoZzstvi transkriptAPX
v protoplastech okamzitpo izolaci se zmensSilo ve srovnani s listy. Expréd?X
nebyla detekovana v bBkach odvozenych z protopléskultivovanych 24 hodin po
izolaci ve vSech koncentfaich sériich askorbatu. Exprese CAT nebyla detakayak
v protoplastech okam#it po izolaci tak v bilkach odvozenych z protoplést
kultivovanych 24 hodin po izolaci ve vSech koncafrifch sériich askorbatu. U biin
odvozenych z protoplastkultivovanych 48 a 72 hodin po izolaci byl z§iStrozdil
v expresni arovni a tendenci obou enzym buréénych kultur s pidavkem a bez
piidavku kyseliny askorbové. Bky odvozené z protoplaskultivované v médiu bez
piidavku kyseliny askorbové pomalu aktivovaly tramstirAPX a CAT za 48 hodin po
izolaci a dosahly expresni Gravdisti za 72 hodin po izolaci. Blky odvozené
z protoplasi kultivované v médiu s fidavkem kyseliny askorbovérgsahly expresni
arovei APX a CAT listi za 48 hodin po izolaci. Praggodobré nizka urove
reaktivnich kyslikovych radikalv téchto buikach vedla ke snizeni transkripce APX
a CAT za 72 hodin po izolaci. Vysledky Real-Time FPQ@ytozolické askorbét
peroxidazy (APX) a katalazy (CAT) znaaayje Obr. 13.
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Obr. 13: Expresni profil cytozolické APX a CAT buikach listu, v protoplastech okan¥ipo izolaci,
v buikach kultivovanych s tznymi koncentracemi kyseliny askorbové (0, 100, 26Q/) v kazdénm
inkubasnim intervalu.CastA ukazuje relativni kvantifikaci transkripce APX (kdka) a CAT (trojahelniky
pomoci Real-Time PCR. Transkéii Grover byla vztaZena k expregiistné v listech.Cervena kolgka
a trojuhelniky ukazuji snizenou transkripci ve s@wvi s listy, zelend kalka atrojuhelniky znamena
zvy3enou transkripci ve srovnani s listiast B znazonuje amplifikasni a melting kivky z RealTime PCR.
CastC znazotiuje velikosti RT-PCR produktAPX a CAT.
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8.4 Analyza expresniho profilu

Pokusili jsme se pomoci cDNA-AFLP metody, kterowvadl Dr. M. Kitner,
analyzovat expresni profil listovych bikn a burk odvozenych z protoplast
kultivovanych 24 hodin po izolaci protoplasto elektroforetické separaci byly v 2%
agar6zovém gelu detekovanyi wvyrazné AFLP fragmenty specifické pro ity
odvozené z protoplastfragmenty byly ozngeny jako P03, P13, P33. Tyto specifické
genové fragmenty byly pomoci skalpelutegany z gelu, vklonovany do plazmidu
a sekvenovany. Po osekvenovéni byly ze sekvenciramdisy casti odpovidajici
sekvencim vektoru. Ke zji&ti sekverni homologie genovych fragménbyl pouZzit
NCBI-BLAST2 Nucleotide program www.ebi.ac.uk/emb)| pomoci kterého byly

hledany homologni sekvence v The EMBL Nucleotidgugace Database. Sekveniie t

specifickych AFLP fragmeitjsou uvedeny vifilohach jako Obr. 14 - 16.

Tabulka X: Sekverni homologieiti genovych fragmeiitspecifickych pro biikky odvozene
z protoplasi kultivované 24 hodin po izolaci protoplastjisStnd pomoci NCBBLAST?2
Nucleotide program (www.ebi.ac.uk/embl).

Fragment  Homologie Velikost fragmentu (bp) E value
P03 EL580363 330 0,002 58
P13 GS861302 540 0,0 1000
P33 AC090523 83 2,5 44

Hodnoty Score a E value uvedené v Tabulce X u sevie03 a P33 ukazuji na
velmi nizkou miru shody mezirito sekvencemi a v databazi vybranymi homolognimi
sekvencemi (EMBL-Bank access. no. EL580363, ACOSp5Pravdpodobnost, ze
sekvence P03 a P33 fuimé odpovidaji v databazi vybranym homolognim sekvanci
je velmi nizka. S &Si prava@podobnosti mizemetici, Ze k Emto dwema sekvencim
nebyly v databazi nalezeny sk&éme homologni sekvence, které by jim fuimk
odpovidaly. Sekvence P03 a P33 protizeme oznét jako neznamé. U sekvence P13
piedevsim vysoka hodnota Score na&mj@ vysokou miru shody mezi touto sekvenci
av databazi vybranou homologni sekvenci (EMBL-Badcess. no. GS861302).
V databazi vybrana homologni sekvence (EMBL-Bankceas. no. GS861302)
odpovida CsB10STC Bam 62H18R 747 konci BAC knihovime B10 Cucumis

sativusL. a jeji funkce je neznama.
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9 Diskuze

Struktura chromatinu v eukaryotickém jadovliviiuje transkripci. Pro aktivaci
transkripce je nezbytné vytieni vice dekondenzované chromatinové struktury
a naopak p potlateni transkripce se chromatin stava kondenzgsgarZa reorganizaci
chromatinu jsou zodp@dné epigenetické modifikace DNA a histona je

zprostedkovana specializovanymi proteinovymi komplexy (&arides, 2007).

V této diplomové préaci byly ip studiu organizace chromatinu v upghu
dediferenciace protoplastCucumis sativuspomoci FISH analyzy pouzity proby
hybridizujici na satelitni DNA typu | a 5S rDNA. t8itni DNA typu | poprvé popsal
Ganal a kol. (1986). Han a kol. (2008) pomoci Flgkhlizovali satelitni DNA typu |
na obou koncich v8ech mitotickych chromozdi@ucumis sativuskronmg Sestého
chromozomového paru, u kterého hybridizovala ponaekonec kratkého ramene.
5S rDNA tito autdi lokalizovali na patém chromozomovém paru. Ukmiterfazniho
jadra je satelitni DNA typu | a 5S rDNA lokalizovéin chromocentrech (Orgj a kol.,
2009b; Tessadori a kol., 2007).

Po izolaci protoplagt byla pozorovana rozsahlareghodna dekondenzace
heterochromatinu, kterd se projevila vymizenim oiooenter z jader bk (Ondej
akol., 2009a; On@j a kol., 2009b; Tessadori a kol., 2007). Pomoditgkové
cytometrie byly popsany dvfaze dekondenzace chromatiniéeg vstupem buik
odvozenych z protoplastdo S faze (Zhao a kol., 2001; Gagda kol., 2009b). Prvni
faze dekondenzace chromatinu byla pozorovaimer izolace protoplastpo aplikaci
enzymi degradujicich buftnou sténu. Po aplikaci fytohormanauxinu a cytokininu
doSlo ged vstupem butk odvozenych z protoplastdo S faze k druhé fazi
dekondenzace chromatinu. Zhao a kol. (2001) navédi prvni faze dekondenzace
chromatinu je prawipodobr nezbytna pro aktivaci gén jejichz produkty jsou
schopny minit burg¢ny osud. Druhd faze dekondenzace chromatinu byla
charakterizovdna pomoci supra-G1 piku, ktery seewvilbju burék odvozenych
z protoplasi kultivovanych 24 hodin (Oridj a kol., 2009b) nebo 72 hodin (Zhao
a kol., 2001) po izolaci protopldsa pidani fytohormod. Intenzita supra-G1 se snizila
v dok ¢ast&ného znovuvytvieni chromocenter &st&éné kondenzace satelitni DNA
typu I. Buiky pravépodob® mohou vstoupit do S fadze az peasténém

znovuvytvaeni chromocenter, ktera jsou zakladnimi orgamiai elementy
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chromozomovych teritorii v interfaznim jé&d Euchromatin se replikuje nacasku
S faze a heterochromatin na konci S faze. Toto iasidmi replikénich ohnisek je

pravdEpodobré naruseno diasnou dekondenzaci chromatinu (@yé kol., 2009b).

U protoplast okamzit po izolaci byla pozorovana néjéi uroveés dekondenzace
satelitni DNA typu | a 5S rDNA spojena s vymizerghromocenter z biinych jader.
Béhem kultivace bukk odvozenych z protoplastsatelitni DNA typu | a 5S rDNA
postupr rekondenzovaly. V jadrech béknodvozenych z protoplaskultivovanych 48
a 72 hodin po izolaci protoplasse z&aly objevovat chromocentra. N&jgi Urove
rekondenzace 5S rDNA a satelitni DNA typu | bylazpmvana v jadrech bgk
odvozenych z protoplastkultivovanych 72 hodin po izolaci protoplast5S rDNA
vytvérela v jadrech mezofylovych bgik listi, protoplasi okamzit po izolaci a buék
odvozenych z protoplastkultivovanych 24 hodin po izolaci dva signaly. ®djech
burék odvozenych z protoplastkultivovanych 48 a 72 hodin po izolaci vyteta 5S
rDNA ¢tyri signély (,double dots®). zstSeny relativni obsah 5S rDNA sighal
v jadrech budk odvozenych z protoplastkultivovanych 48 a 72 hodin po izolaci
pravdépodobré souvisi s replikaci DNA dhem S faze, kterou bkky odvozené
z protoplasi prosly. 5S rDNA je replikovanaiive nez satelitni DNA typu |, v deéb
kdy objem jadra je8tneni pl zvétSen. Z¥tSené relativni mnozstvi 5S rDNA sighal
v jadrech bugk odvozenych z protoplaskultivovanych 48 hodin po izolaci by mohlo
zkreslit obsah 5S rDNA v tomtase.

Tessadori a kol. (2007) zjistili, ze dekondenzdueterochromatinu dhem
protoplastizace neni doprovazena demetylaci DNAzewhami v dimetylaci lyzinu 9
a4 na histonu H3 tzn.,, Ze nedochazi k demetyladrareskrigni aktivaci.
V chromocentrech se nachazi velké mnozstvi dimesylého histonu H3/K9.
Dekondenzace chromatinu vupeEhu protoplastizace nevedla k aktivaci derlych
transgefi. Je pravépodobné, Ze fetrvani H3/K9 dimetylace po dekondenzaci
heterochromatinu inhibuje transkripci. | kdyz jekdedenzace chromatinu obécn
spojovana s transkipi aktivaci, tyto vysledky nazwaji, Zze kEhem dediferenciace
protoplash nedochazi k velkym zémam v transkripni aktivitt (Tessadori a kol.,
2007). Celkova dekondenzace chromatinu v jadrectoplastt ma pravdpodobrk jiny
funkéni vyznam nez je podpora transkripaghém dediferenciace protoplastOndej
a kol., 2009b).
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Béhem protoplastizace dochazi ke zvySené produkcircendukni reaktivnich
kyslikovych  radikali (Papadakis a Roubelakis-Angelakis, 1999; Papadakis
a Roubelakis-Angelakis, 2001). Rozsah Skodlivyaiinki reaktivnich kyslikovych
radikai zavisi na aktivit antioxidativnino systému. By odvozené z protoplast
aktivovaly kEhem kultivace transkripci APX a CAT. Rozdily v in@t¢ transkripce
obou enzym byly pozorovany mezi biinymi kulturami s pidavkem a bezifdavku
kyseliny askorbové do kulti¢aiho média. Rozsahla uravelekondenzace obou typ
repetitivnich sekvenci byla pozorovana v jadrecbtqplastt okamzi€ po izolaci
a v jadrech butk odvozenych z protoplaskultivovanych 24 hodin po izolaci. V tomto
obdobi byla v biikkach stanovena nejvyssi koncentrace reaktivniclikoys/ch radikah
a nejnizsi urove exprese APX a CAT (koncentraci reaktivnich kysigch radikéat
v bunkach stanovila Mgr. J. Piterkova na Kawdiochemie, AF UP). Tato zji&ini by
mohla vytvdit souvislost mezi dekondenzaci chromatinu a okidan stresem
v buikach (Ondej a kol., 2010). APX a CAT omezuji posSkozeni liastych burk
reaktivnimi kyslikovymi radikaly v gibéhu obranné reakce proti patogem (Torres
a kol., 2006).
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10 Zavér

Bylo zjiSttno, Ze d¥ repetitivni sekvence lokalizované v chromocentrgsatelitni
DNA typu | a 5S rDNA) jsou méndekondenzované v jadrech kknodvozenych
z protoplasi kultivovanych v médiu s fidavkem kyseliny askorbové. fiBavek
kyseliny askorbové do kulti¢aiho média snizil aroveoxidativniho stresu, stimuloval
expresi askorbat peroxidazy a katalazy, péidlpeekondenzaci chromatinu a znovu
vytvoreni chromocenter. Urolie dekondenzace arekondenzace chromatidioern
protoplastizace a nasledné kultivace #dundvozenych z protoplastpravdpodobr
souvisi s urovni oxidativniho stresu a aktivaciamdativniho systému. Dekondezace
chromatinu v pibéhu protoplastizace praydodobrg vice souvisi s oxidativhim
stresem nez s velkymi zmami v expresi gan Vysledky této diplomové prace jsou
souwasti publikace Origj a kol., 2010, které se nachazirilghach na CD 1.

Patogenni houby napadajici rostlinn&ikou produkuji enzymy gpici burécnou
stnu (Annis a Goodwin, 1997). Podobné enzymy jsou Zp@ny i izolaci
protoplasti. V pribéhu obranné reakce rostlin proti patogen dochazi k produkci
reaktivnich kyslikovych radikal(Torres a kal 2006; Blilou a kol., 2000). Vysledky
nazn&uji, Zze dekondenzace chromatinu pozorovarghein protoplastizace e
souviset s oxidativnim stresem, ktery je &mii obranné reakce rostlin proti
patogeim, ale i procesu &beni bugéné sény. Funkini vyznam celkovych zem

v uspdadani chromatinu v pbéhu protoplastizaceistava zatim stale nejasny.
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11 Zkratky

AA - kyselina askorbova (ascorbate acid)

AFLP - délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmté (amplified fragment lenght
polymorphism)

APX - askorbat peroxidaza

BAP - 6-benzylaminopurin

BLAST - basic local alignment search tool

CDK4(6) - Ser/Thr proteinkindza (cyclin-dependeiniaise)
CAT - katalaza

cDNA - komplementarni DNA (complementary DNA)
CTAB - cetyltrimethylamonium bromid

2,4 - D - kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenylindol

DHAR - dehydroaskorbat reduktaza

DIG-znaené nukleotidy - digoxigeninem zZtemé nukleotidy
DNA - deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleitid)
dsRNA -dvouvlaknova RNA (double strand RNA)
EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

E2F - transkripni faktor rodiny E2F

EMBL - Evropska laborato molekularni biologie (European Molecular Biology
Laboratory)

E value - expectation value

FBS - fetal bovine serum

FDA - fluorescein diacetat

FISH - fluoresceéni in situ hybridizace
FITC - fluorescein-5-isothiokyanat

GR - glutation reduktaza
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GSH - redukovany glutation
GSSG - oxidovany glutation
HP1 - heterochromatin protein 1

hpt - gen kodujici hygromycin fosfotransferazu

HPT lokus - lokus obsahuijici gen kodujici hygromyasfbtransferazu

IBA - kyselina indolyl-3-méaselna
IPTG - isopropyl-D-thiogalaktopyranosid

MDHAR - monodehydroaskorbét reduktaza

MES - kyselina morfolinethansulfonova

NAA - kyselinaa-naftyloctova

NADPH - redukovana forma nikotinamidadenindinukiefutsfatu
NCBI - national center for biotechnology informatio

PCR - polymerazoviettzova reakce (polymerase chain reaction)
PRB - protein retinoblastomu

PVP - polyvinylpyrolidon

RAPD - ndhodné amplifikace polymorfni DNA

rDNA - DNA koéduijici ribozomalni RNA

RdARP -RNA-dependentni RNA polymeraza (RNA-dependent RIdimerase)
RNA - ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RNAI - mechanismus RNA interference

RT-PCR - zptna PCR (reverse transcriptase PCR)

siRNA - mala interferujici RNA (small interfering RNA)

SOD -superoxid dismutaza

X-GAL - 5-bromo-4-chloro-3-indolyB-D-galaktopyranosidu
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13 Prilohy

Obr. 14: Sekvence AFLP fragmentu oziemého jako P03. K analyze sek¥mhhomologie byla poZit
sekvence aélce 330 bp (od 431 nukleotidu do 760 nukleotithylacast sekvence odpovidala sekve
vektoru).

10 20 20 40 =3u] &0 70 g0 20

T T T e T e T T T T
ro3 CCTAAAGGEAGCCCCCGAT TTAGAGCT TEACGEGGAAAGCCGEC GAACGT GG GAGARA GGAL G GGAAGAAL GCGAAA GGAGC GEECGCTAGGGC

110 1z0 130 140 150 160 170 180 130
T T T T T T
P03 CAAGTGTAGCEGTCACGCT BCECETARCCACCACACCCECCECECTTARTGCECCECTACARGECECETCCATTCECCATTCAGECT GCECARCT
Z10 ZED Z30 z40 E5D Z260 z70 280 z30
T T T T T T
P03 GAAGEGCGATCGETECEEECCTCTTCGCTATTACGCCAGCT GECGARAGGEEEATGTECTGCARGEC GATTALGT TEEGTAACGCCAGEETTTTC
310 SE0 330 340 350 360 370 380 320
aooolaocalacaaloasaloasallacaalaaaolaacalaaaalaaaclaaoalaaanlaaanlaaaclaana laaas laasalaaaalaaanl
P03 CACGACGT TGTARAACGACGGCCAGTGAAT TETAATACGACT CACTATAGGGC GAAT T G66CCCGACGTCECATGCTC CCEECCECCATGECGGC
410 420 430 440 450 450 470 420 420
oo (eoca(lacaa(caaalaasallasan|aaaalaasaaaaalanacaaoa aaanlaaaslaaanlaannlacasaacalacaalaaas]
P03 GRATTCGATTGACTGCGTACCAATTCACCACAT CGCCCTCAGCCGGATAGACT TCRAT CGCACGEECCTCTTCGCCCCAGRCCTCATTCTTTAT
510 EzO £30 540 LEED E&0 E70 520 520

T T T T T T T |
P03 BAGCTBETCCCATRTBACCTTGCCATCATGOAT CACCCAGABATREC TEATCGCATTETCAACAT GRACATCATAGCCGTGACECT CBCCOCAC

&10 BEZ0 &30 &40 &50 &E0 570 &20 &30
T T T T T
ro3 TCATCATCATATGCCATCAGCCARACCCCATGATCTCECGCECCTTCTCAGCEGCEECACEETCGAT CTCEC CGRAGGCCACCGCCTGATCGAGE
710 TED 730 740 750 TE0 770 780 720
T T T T T T T
P03 GBATTEGECEETECECTCEECCTTCAGEAT GCCETCECECAGACTGETAGARC GEATCAGETTGTTACT CAGGACTCAT CAAT CAC TAGT GAATT
810 SEO0 830 540 850 860 870 880 820
T T T T T
P03 CCECCTGCAGGTCEACCATATGEGAGAGCT CCCARCECETTGEATGCATAGCT TEAGTATT CTATAGT GTCACCTARATAGCT TGECGTAAT CAT
310 3z 330 240 350 260 370 380 230
aooolaocalacaaloaaaloasallacaa laaaalaacalanaalaaaclaaoalaaanlaaaslaaanlaanalaaaslaasalaanalaaanl
P03 TAGCTGTTTCCTGTGTGARAATTGTTAT CCGCTCACART T CCACACARCATACGAGCCEGAAGCATARAGTGTARAGCC TGEEGTGCCTAATGAG
1010 1020 1020 1040 1050 1060 1070 1020 1090
oo (eoca(losaa(oasaloasalasanaaaalaacaaaaalanaslaaca laaanlaaaslaacnaaans lacasaacalacaalanas]
P03 ARCTCACATTAATTGCETTGCECTCACTGCCCECTTTCCAGTCGGRAAACCTETCETGCCAGCTGCATTAAT GAATCGGCCARCEL GCREE
1110 11z0 1130 1140 1150 1le0
Sooa(lecca(losaa(ceaalosas(aaaalcaaaleaasoaaaasaa]oaas laaaalosanlss
P03 TTTECGTATTEGECECTCTTCCRCTTCCTCGCTCACTBACT CBCTGCECTCRETCRTTCRGCTRCRE
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Obr. 15: Sekvence AFLP fragmentu ozmmého jako P13. K analyze seki¥ehhomologie byla pozit
sekvence o délce 540 bp (od 1 nukleotidu do 540ewtikiu, zbylaéast sekvence odpovidala sekve
vektoru).

10 z0 30 40 =10} &0 7o a0 20
aoooloooalooaaloaaaloaaolaacalasanloaaalaaoalaoanloanalaaaslaasalaanalaaoalaacalascaloaaalaaas
P13 GECEGCCECEEGRATTCRATTGACTGCETACCAATTCACCAAGTGTTGGATTGTT CACCCACTARTAGGGAACGTGAGCTEGECTTAGACCETC
110 1z0 130 140 150 1&0 170 180 130
T T T T T T T T T
P13 CAGETTAGTTTTACCCTACTGAT GACAGT GTCECAATAGTAATT CAACCTAGTACGAGAGGAACCETTGATTCECACRATTGET CATTGCGCTTE
Z10 Zz0 Z30 Z40 E5D 260 Z70 z80 z30
T T T T T T T T T
P13 ARAGCCAGTGECGCGAAGCTACCETECECTERAT TATGACT GAACGCCTCTAAGT CAGAATCC GEECTAGRAGCGACGCATECECCTATCECTCER
310 3z0 330 340 350 360 370 380 330
T T T T T T T T T
P13 CBACCAGCAGTAGEGGCCTTTTEECCCCCARARGCACGTETC GTTEGCARAGCCCTCETEACGEATGAGTCGCEEEEET CECCT TETALCGTAAT
410 4z0 430 440 450 450 470 4580 430
T T T T T T T T T
P13 CEEAGCGATTGGTAGAAT CCTTTGCAGAC GACT TARATACEC GACAGGGTAT TGTAAGTEGCAGAGTGECCTTECTGCCACBAT CCACT GAGATC
510 Ez0 530 540 L50 E&0 570 580 530
T T T T T T T T T
P13 CTTCETCECTCCRATTCEACCCT CCCCACACACARCTCETTTGTTACTCAGGACT CATCAATCACTAGTGART TCECEECCECCTECAGBTCEAC
&10 [=3=di] &30 &40 G50 =101 &70 &80 630
T T T T T T T T T
P13 GEEAGAGCTCCCAACGCETTGEATGCATAGC TTGAGTATTCTATAGT GTCACCTAAATAGCTTGECGTAAT CATEETCATAGCT GTTTCCTETGT
710 qz0 eacia] 740 750 TE0

T T T T T T
P13 TETTATCCECTCACAATT CCACACAACATACGAGCCEGAAGCATARA GTGTAMAGCCTGEEETE



Obr. 16: Sekvence AFLP fragmentu ozmmého jako P33. K analyze sekiéehhomologie byla pozit
sekvence o délce 83 bp (od 562 nukleotidu do 64dentidu, zbyladast sekvence odpovidala sekve
vektoru).

10 20 20 40 =3u] &0 70 g0 20
oo (eoca(losaa(oaaaleasalasaaaaaalaasalaaaalanacaacoa aaanlaaaslaacanaana lacas laacalacaalaaas]
P33 CACTATTAAAGAACGT GGACTCCAACGTCAAAGGGCRARARACCGTCTAT CAGGECEATGECCCACTACGTGAACCAT CACCCTAAT CAAGTTTT
110 1z0 130 140 150 160 170 120 120
oo (eoca(lesaa(oaaalaasallasaalaaaalaasaaaaalanac jaaoalaaanlaaaslaaanlaanalacaslaacalacaalacas]
P33 GTCBAGGTECCGTAAAGCACTARAT CGRALCCCTARAGEGAGCCCCCRATTTAGAGCT TGACEGGGAALGCC BECRAACGT GG CGARARAGEAAI
210 Zz0 230 z40 Z50 260 270 280 z90
oo (eoca(lesaa(oaaalaasallasaalaaaalaasaaaaalanac jaaoalaaanlaaaslaaanlaanalacaslaacalacaalacas]
P33 ARAGCGARAGGAGCGEECECTARGGCECTGECAAGT GTAGCEET CACGCTECECETALCCACCACAL CCRCCECECTTARTGCGCCGCTACAGGER
310 3E0 330 340 3E0 3e0 370 380 320
Sooas(eoca(lacaa(caaalaasalasaa|aaaalaasaaaaalanac jaaoa aaanjaaaslaaanaanalacas laacalacaalacas]
P33 CCATTCGCCATTCAGGCTECGCAACTGTTGGEAAGGECEAT CEETGCEGECCT CTTCECTATTACGC CAGCT GECGAMAGEGGGAT GTGCTGCAR
41a 420 430 440 450 4&0 470 450 430
aooolaooalacaaloaaaloasallacaalaaaolaacalaaaalaaaslanoalaaanlaaanlaaanlaannlaaaslaasalaaaalaaasl
P33 TTAAGTTGEGTAACGCCAGGGTTTT CCCAGTCACGACET TG TAMAACGACGEC CAGTGART TGTARTACGACTCACTATAGGGCEALTTGGGCC
510 =yadu] 530 540 E50 5&0 570 580 530
aooolaocalacaaloasaloasallacaalaaaolaacalaaaalaaaclaaoalaaanlaaanlaaaclaana laaas laasalaaaalaaanl
P33 CBCATGCTCCCGECCECCATGECEECCECEGEAATTCEATTGACTGCETACCART TCACCARAGT CAACTTAGCARCARARCCTTT CARAGT
610 [=yadu] &30 &40 G50 &E0 670 [=2=11] &30
T T T T T
P33 CACACCAGACCTTTATGCAAATTTCARAATAGT CTCAGATCTTTGTTETTACT CAGEACT CATCAAT CACTAGTGAATTCECEECCECCTECAGE
710 TED 730 740 750 FE0 770 780 720
T T T T T T T
P33 CATATGGGAGAGCTCCCAACGCETTGGATGCATAGCTTGAGTAT TCTATAGTGTCACC TARATAGCT TEECETAATCATGETCATAGCTETTTCC
810 SEO0 830 540 850 860 870 880 820
T T T T T
P33 GAAATTGTTATCCECTCACAATTCCACACALCATACGAGCCGEALGCATARAGT GTAALGCCTEGEETGCCTALT GAGTGAGCTAACTCACATTA
210 SE0 230 240 250 260 70 280 230
T T T L T T T
P33 GITECGCTCACTECCCECTTTCCAGTCEECAARCCTETCGTGCCAGCTGCAT TAATGAAT CBGC CAACGCEC GEEEAGAGECGGTTTGCGTATTE
1010 10Z0 1030 1040 1080 10&0 1070 lozo0 10=0
T T T T T e o T T T
P33 TCTTCCGCTTCCTCECTCACTRACT CGCTECECTCRETCGTTCEECTECGECEAGCEETAT CAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACEGTTATC CAC
1110 11z0 1130 1140 1150 1le0 1170 llg0 1120
oo (eoca(locaa(caaaloasallasanlaaaalaaca]aaaalaaaslaaca laaanlaaaslaacnlaann lacaslaacalacaalanas]
P33 CAGGEGGATALC GCAGGARA GAACAT GTGAGCARAAGGC CAGCARAAGGC CAGGAACCETARAAAGECCBCETTRCTEECGTTTTTCCATAGGCTC
1210 1zZ0 1z30 1240 1zE0 1ze0

T T T L T T N [
P33 CCCTBACGAGCATCACARRAAT CGACGCTCAAGT CAGAGGT GGCGARACC CGACAGRACTATARA
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