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Souhrn

Rostlinna biika po protoplastizaci projde dediferenciaci, jejigdnim z hlavnich rysje
masivni dekondenzace heterochromatinu a&mymna arovni transkriptomu. Struktura
chromatinu odraZi epigeneticky status d&héti genomu. Jedna se zejména o metylaci
DNA a modifikaci aminoterminalnich koldistoni. V této praci byla zkoumana mira
metylace a hydroxymetylace DNA na celogenomovédtdhirovni a stav metylace DNA

v oblastech geh zapojenych v procesech regenerace a kultivaceogdesfi vzhledem

k jejich expresi.

Béhem prvnich i dni kultivace protoplast dochézi k poklesu celogenomové hladiny
metylace DNA, zatimco uroviehydroxymetylace roste. Pouze u dvou ze Sesti stah
geni, PCNA a RNR, bylo prokazano, Ze podstupuji pasbupdemetylaci, ktera koreluje

s mirou jejich exprese. Repetice SAT1 a 5S rDNApainechavaji i po dekondenzaci
epigenetickou znku umkeného chromatinu, metylovanou DNA. Oproti tomu ebla
retroelementu Tyl-copia je postupriemetylovana a v protoplastech dochazi k jeho

expresi.



Summary

Plant cell after protoplastisation experiences fiedintiation, one of its hallmarks is
massive decondensation of heterochromatin and elsaig transcriptome. Chromatin
structure is given by epigenetic state of genomedrrent location, mainly by DNA
methylation and modifications of histone tails. Cem of this work is global levels of
whole-genome methylation and hydroxymethylatiormetl as methylation in particular
regions of genes responsible for protoplast regeioer and cultivation.

In the first three days of protoplast cultivatiometlevel of global DNA methylation
decreases, by that time level of hydroxymethylatieas. Only two of six examined genes,
PCNA and RNR, showed demethylation of their locihick correlate with their
expression. SAT1 and 5S rDNA repeats maintain tHeMA methylation after
decondensation. On the contrary, retroelement Dylacis gradually demethylated and is

transcribed in protoplasts.
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1 Cile prace

Cilem této prace je popsatipth exprese gen aktivnich i procesu regenerace
protoplast Cucumis sativus L. a jejich nasledné kultivace a srovnat tyto hagirs jejich
epigenetickym stavem, konkrétrs metylaci DNA v lokuseché¢hto geri. Dale owfit
nezménénou Fitomnost metylcytosinu v oblasti heterochromatikteyy dekondenzujeip
protoplastizaci, a to v oblastech pericentromeiitkya subtelomerickych repetic a
retroelementu Tyl-copia, u kterého zanp\®istit, zda je po dekondenzaci chromatinu
v protoplastech exprimovat nikoliv. DalSim cilem je stanovit zény v globalni hladia

metylace a hydroxymetylace DNA v prvnich dnechikalte.



2 Uvod

Protoplasty jsou hiky rostlin, hub nebo bakterii zbavené beme stny. Jsou vyuzitelne
v biotechnologiich, ve Slechtitelstvi i v zakladninjzkumu. Jejich vlastnosti je, Z&ip
protoplastizaci projdou dediferenciaci a mohou ise@sledné kultivaci vyvijet v jiny typ
pletiva, nez ze kterého byly izolovany a mohou negevat i v celé nové rostliny.éBem
kultivace protoplast a obect ve vSechn vitro kulturach dochazi ke ziInam na genetické

i fenotypové urovni, ktera jefiginou odliSnosti jednotlivych regeneréninezi sebou a od
donorového organismu. Tuto odliSnost aajame terminem somaklondlni variabilita a
dle sodasnych poznatkje za ni do zn&né miry zodpogdny odliSny epigeneticky profil
burgk v kulturach. Epigenetickou regulaci je mozno defiat jako soubor alicnych
zmén genové exprese, které nejsou zapsany v primé@kveaci DNA. Epigenetické
aspekty somaklonalni variace zahrnuji mechanismpgeho umiovanici jejich aktivace
skrze modifikace DNA a aminoterminalnich kdnlistoni, které n&ni lokalni strukturu
chromatinu a tim umdaiiji nebo naopak znesnagi piistup transkripnich faktot

k cilovému genu. V kulturach rovh dochazi k reaktivaci mobilnich genetickych
element, jejichZ aktivita nfize dale minit genovou expresi, jsou-li inzertovany do lokusu
s transkribovanymi geny.

Kromé metylace DNA byl v genomu zi¥ahia objeven dalSi druh modifikace DNA,
hydroxymetylace, jejiz zvySené hladiny byly pozaoy u embryonalnich kmenovych
burek mysi aclovéka a u pluripotentnich bk (véetné indukovar pluripotentnich)
schopnych diferenciace. Jeji hladina by tedlarbyt zvySena i u protoplastVyznam
hydroxymetylace pro hiku zatim nebyl pl& objasgn. Je mozné, Ze je mezistépm

v demetylaci genomu, také wre nenit lokalni strukturu chromatinu nebo
hydroxymetylovand DNA neni rozeznavana metyl-vaygebnproteiny jak je tomu u

metylované DNA.
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3 Soug€asny stav FeSené problematiky

3.1 Organizace d édiéné informace v jad re
Dédi¢nd informace ve fornDNA musi byt uloZzena co nejkompakjina zarove tak, aby

byla gistupna replikénim a transkripnim faktofim, enzynim a dalSim elemeinn
interagujicim s nukleovou kyselinou. Dale musi kgjiS€n jeji bezpény prenos do
dalSich generaci btk. Eukaryotni genomicka DNA je v b&ném jade uloZena velmi
specifickym zfisobem, v komplexni struktet DNA a proteifi, znamé jako chromatin.
Retézec nukleotiéé DNA dlouhy 147 pér bazi &sré obté&i oktamer bazickych protein
nazyvanych histony¢imz tvai strukturu zvanou nukleozom. Nukleozomy jsou sppje
tzv. linkerem, usekem DNA dlouhym cca 50 bazi. Tataktura je firovhavana ke
.koralkim na niti* a tvdgi newtvené vidkno o grméru 10 az 11 nm, které je dale skladano
podle aktualnich pégb buiky do kompaktgjSich struktur o pfrméru 30 nm, 120 nm a 240
nm (zde jiz hovéime o kondenzovanych chromozomedhmitéze a meidze). Buiné
jadro je z 30 az 40 % tveno pra¥ chromatinem.

Chromatin se z hlediska kompaktnosti, resp. mirkiojekondenzace, rozhije na
euchromatin a heterochromatin. Euchromatin je dridondenzovanou frakci chromatinu,
jeho struktura je rozvoima a tedy vice filstupna transkrigni masinérii eukaryotické
buiky, proto jsou v oblastech euchromatinu zastoupektyvn¢ transkribované geny.
Naproti tomu heterochromatin je vice kondenzovanakci a dale sedi na konstitutivni,
obsahujici hlavé geneticky neaktivni oblasti, a fakultativni, ktejg neaktivni pouze
v urgitych typech bu&tnych linii ¢i pouze v witém case, zatimco v jinych je aktign
transkribovan. Heterochromatin se nachazi avrelomerickych oblastech a v oblasti
centromery, heterochromatinem je figjad i cely neaktivni chromozém X sav{Park a
Kuroda, 2001, Reikt al.,2001),éi B chromozomy vyskytujici se wkterych drult rostlin
(Franszet al., 2000).

3.1.1 Chromozomova teritoria
Uz na gelomu 70. a 80. let dvacatého stoleti vyslovilithr&remerové myslenku, Ze

chromozomy pozorovatelné v mitdze si i po dekondeny interfaznim jab zachovavaji

ur¢itou miru kompaktnosti a v prostoru jadra zaujimaginezené oblasti.i®edl je na ni
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experiment s ozavanim interfaznich jader tenkymi UV paprsky. VIedsjici mitdze
vidéli, Ze poSkozeny jsou vzdy jekkteré chromozomy (Cremet al., 1982). Tyto oblasti
pojmenovali chromozémova teritoria (CT). V dalSletech s postupnym zdokonalovanim
cytologickych metod, hlavnfluoresceiini in situ hybridizace (FISH) a nasleérzv.
chromosome painting (vicebarevna verze hybridizagecelé chromozomy), byla tato
mySlenka potvrzena (shrnuto v Cremer a Cremer, ROOWlyngjSi otazkou je, jak

organizace busgného jadra ovlitiuje genovou expresi.

3.1.2 Prostorova regulace genoveé aktivity

Transkripce jednotlivych génje buikou za fyziologickych podminek plévé regulovana,
aby byla zaji&ina exprese spravnych dgewe spravnyas a na spravném misRozdilné
aktivity geni je Zadano virznych fazich bustného cyklu, Bhem diferencignich pochod

¢i jako odpowd’ na okolni podminky. Tato regulace probiha skoihika Urovnich, jejichz
mechanismy jsou Uzce propojeny a vyslednou genakbivitu je feba brat jako souhru
téchto mechanisin Linearni sekvence DNA obsahuje reguliaelementy, jako jsouizne
silné promotory ¢i enhancery, které reguluji Uravetranskripce HsluSnych gem

v zavislosti na dostupnosti transknipch faktofi (Hobert, 2008). Dale je exprese
regulovana déma velmi €sn® propojenymi soubory mechani@m- epigeneticky a
prostorovym uspi@danim chromatinu.

Prostorové uspgadani chromatinu ma zéray vliv na expresi gen Fyzicka pistupnost
transkrignich faktoi a RNA polymerdaz k DNA je ovliwna mirou kondenzace
chromatinu. Geny, nachazejici se v oblasti hetemmatinu, jejichZz promotory jsou pro
polymerdzy nedostupné, nejsou transkribovany. dedninejdiskutovagjSich témat jsou
tzv. transkrigni tovarny. Oproti #ivéjSi predsta¥, kdy k chromatinovému viaknu bi
polymeraza a zahajuje transkrip&ietné cytologické studie navrhuji @pg péistup.
K pevre ukotvenym shlukm RNA polymeraz o gimeéru cca 70 nm (Iborret al., 1996) se
posunuje chromatin a Kk transkripci dochazi protdnéw smyky rozvolréného
chromatinového vlakna skrze polymerdzovou jednatlad timto tématem ovSenistdva
spousta otaznik zejména jak se tyto tovarny formuiji, co je jejgtAvebni satasti a jaky
je jejich paet - odhady se pohybuji odkolika stovek po mnoho tisic (Cook, 2009). Déale
neni znamo, jsou-li zformovany jiZzex samotnou expresi nebo se objevi jaksletlek
v misg, kde jsou akumulovany geny s vysokou expresi @l#hd a Bickmore, 2009).
Radou autal byly napsany separaty podporujici (Osbaena., 2004, Xu a Cook, 2008) i
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odporujici (Femincet al., 1998, Darzaceat al., 2007) tomuto modelu transkripce, resp.
ziejmé neni obec# platny pro vSechny lokusy. Podstatné pro tutoistuhk je, Ze tato
prostorova regulace je mozna a geny si pro svaskrgpci museji takkajic dojit.

Vztah mezi pozici chromozémovych teritorii, pozigenmi na nich umisinych a
transkrigni aktivitou €chto geri shrnuji Branco a Pombo (2006a)iagkladaji i mozné

modely.

3.1.3 Model interchromozémovych domén (CT-ICD model )
Tento model vznikl na zaklagozorovani, kde v j@d se odehrava transkripce a shst

MRNA vzhledem k chromozomovym teritoriim (Zirbetl al., 1993). Hledany signal se
akumuloval mimo chromoz6émova teritoria a taést jadra evidentnseparujici CT byla
pojmenovana interchromozémova doména (ICD), vzimed#ipominajici sf kanati
rozprostirajici se ndE celym jadrem, umaijici pfistup proteid (zejména
zprostedkovavajicich transkripci) k chromatinu. Dle tahotnodelu jsou aktivh
transkribované geny umésty na okraji CT, zatimco neaktivni uvhitkde je limitovan
piistup polymeraz a transkuipich faktofi. VeSkery transkrigni aparat je umish prav

v interchromozomové domén Geny nebo celé genové klastry se mohou vecseny
odctlit od svého CT, tato chromatinova stkg pronikne do interchromozémové domeény
a dojde k zahajeni transkripce (Voapial., 2000). Dale jsou v tomto modelu CT r¢laha
na mensi, zhruba 1 Mbp domény, kde je chromatie dikladan nad 30 nanometrovou
strukturu, resp. do vice komplexnich struktur. fotgomény jsou jeStrozcEleny na 1 kbp
smyky, které pronikaji do interchromozémové domény.e Dibhoto modelu také
nedochazi k miseni CT, sifky chromatinu jednoho CT nezasahuji do oblasthin€T

(viz obrazeks. 1)

Obr. €. 1: Model interchromozémovych
domeén. Hlavni odliSnosti od ostatnich
modefi je pritomnost interchromozémové
domény (3). Upraveno dle Branco a
Pombo

-~ "Chromozémové -
e i X
- teritorium >

e i, __-/' 1. Strukturni plipojeni (napf. k jaderné laming, jadeérku atd.)
- 2. Mnitrochromozomove kontakly

3. Interchromozomova doména (1CD)

4. Kanal uvnitf chromozamu

5. Smytka chromatinu se vynofuje ze svého CT do ICD

6. Mezichromozomovi interakee, ke kterym vzacné dochazi
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3.1.4 MFizkovy model
Popisovany model (viz obg. 2) byl navrZzen po zkoumani jadra pomoci elektvého

spektroskopického zobrazovani (electron spectrascopaging = ESI). Tato metoda
zjistuje rozdilné ztraty energie elektifopii kontaktu s @iznymi latkami, je tak mozné
rozliSit mezi proteiny s vysokym obsahem atordusiku a nukleovymi kyselinami
obsahujicimi atomy siry. Takto vznikla mapa jadreasometrovym rozliSenim (Deghani
et al., 2005). Dle tohoto modelu je chromatin organizowd10 nm a 30 nm vlakna
s odliSnymi lok&lnimi koncentracemi v j& Protfeci modelu interchromozémovych
domén, ESI Zadné oblasti bez chromatinu neobjevidySe popisované
interchromozomové domény jsou prostista s nizkou koncentraci 10 nebo 30 nm viadken
chromatinu. TaktéZ model nefith s vySSi organizaci chromatinu nez 30 nm vlakno,
nebyly pozorovany zadné 1 Mpb a 1 kbp domény. Dleoto modelu také dochazi
k miseni sousedicich CT. Problémem tohoto modelu jy¥Sak oblasti vysoce
kondenzovaného heterochromatinu, kde nejde rqzii8da se jedna pouze o velkou mistni
koncentraci chromatinovych vldken, nebo jde o kaxpiSi strukturu. Druhym
problémem je nemoZnost rozliSit mezi DNA a RNA. Rkk miZze dévat faleSny signal a
vypliovat interchromozomové domeény.

Obr. €. 2: Mfiizkovy model

Prostor mezi jadra. Pomoci ESI nebyly

chromozémovymi pozo I’OVény
teritorii

interchromozémové
Propl a z - . >~
o s domény, chromatin je sloZen
[ viekna 7 yldken o piiméru 10 a 30
dvou sousedicich o , P
chromozemowyeh NM vV fiznych  lokalnich
o koncentracich.
% < 30 nm vidkno Upraveno dle Branco a
. |
:’+— Nukleozém Pombo

‘
T 10 nm viakno

Interfazni bunka

3.1.5 Model interchromozomove sit & (ICN model)
Fyzickou separaci CT interchromozémovou doménowdepruji experimentainzjisttna

data o dynamice chromatinu a frekvence translofdlztky et al., 2002). Akoliv jsou
chromatinové domény, co setéypozice, porrné stabilni, jednotlivé lokusy difunduji
v Zzivych buikach o 0,4um, popsan je dokonce posun o 1ym (Chubbet al., 2002).

Dochazi tak k porrné vyznamnému miseni CT, coz preti vySe popsanému modelu
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CT-ICD. Buiky maji tk&owve specificky expresni profil, kterému odpovida poosvé
uspdadani chromatinu. Siplédnutim k tomuto modelu nenigkvapive, Ze dochazi také
k tkdnoveé specifickym translokacimipsré odpovidajicim nie promiseni fislusnych CT
v téchto buwkach. Tyto vysledky byly ziskany pomoci po&itejSi metody in situ
hybridizace, tzv. Cryo-FISH, provedené na 150 nnkyeh zmraZzenych tk@vychiezech
(Branco a Pombo, 2006b). Model byl pojmenovan jadamel interchromozémové gkdy

zminovan jako interchromatinove) &i je zobrazen na obrazku3.

Obr. ¢&. 3:

Model interchromozémové sit
Na obrazku je mozné i
vzajemné

propleteni chromatinu sousedicich
CT. Upraveno dle Branco a
Pombo

.~~~ Chromozémové |
teritorium

Ao Y
/
'/r —

. *" 1. Strukturni pfipojeni (napf. k jademé laming, jadérku atd.)
—— 2. Vntirochromozomove kontakty
3. Vntirochromozémove miseni vynucenou diflzi
4. Mezichromozomoveé kontakty
5. Mezichromozomové miseni vynucenou difizi
6. Chromatinova smycka vnofujici se do jingého CT

3.2 Epigeneticka regulace
Epigenetickou regulaci se rozumi Siroky soubor rapidmi, které @diéné ovliviuji

genovou expresi beze 2ny primarni genetické informace zapsané v sekvenci
deoxyribonukleotid . Epigenetické modifikace zahrnuji jak modifikggimo DNA, tak
nejrozmani¢jSi modifikace aminokyselin koncovydtetézci histoni. Z&sadni roli hraje
epigenetika H embryogenezi a ip vyvoji obecrg. Epigenetické procesy nigobi

samostat#, genovou aktivitu komplexnreguluje jejich kombinace (Vyskot, 2010).

3.2.1 Metylace DNA
Metylovan je u eukaryot pouze jeden typ baze, aywsin, konkrété na 5. uhliku

pyrimidinového kruhu. Jednd o enzymaticky procede KKDNA metyltransferaza (S-
adenosyl-L-methionine:DNA-cytosin-5-methyltransteaa EC  2.1.1.37) ipnasi

metylovou skupinu z S-adenosylmetioninu (SAM) néoezin. SAM je zdrojem metylové
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skupiny pro v8echny metylace odehravajici se iicbu Metylace DNA fedstavuje
mechanismus regulace genové expresetsiny vysSich eukaryotickych organigna u
vSech bez vyjimky ma represivniigek. Ritomnost 5-metylcytosinu je signalem pro
vazbu metyl-DNA vazebnych protéinjako nap. HP1) nebo pro enzymy modifikujici
histony (Vyskot, 2010).

Ponmer metylovanych cytosiinku vSem cytositim vyskytujicim se v genomu ozngeme
jako metyl&ni index. U savt ¢ini tento metylani index asi 10 %, u velkych geném

krytosemennych rostlintpsahuje tento index i 30 %.

Metylaéni index:  obsah mC/(mC+C) x 100 %

Rozmiséni 5-mC v genomu neni rovnémmé. NejvysSi hustota 5-mC je v
heterochromatinovych oblastech, jako jsou centrgm®r subtelomerické repetetivni
sekvence DNA. Vysoce metylované jsou zejména DNgpozony a retroelementy, coz
souvisi s obrannym mechanismemiky ve vztahu k aktivit téchto mobilnich sekvenci.
U Zivaeichd je 5-mC pitomen pouze v CpG dinukleotidech, naproti tomuwstlin jsou
metylovany i jiné sekvence, refji CoNpG a CpNpN, kde N ipdstavuje libovolny
nukleotid (Bird, 2002). Tyto sekvence jsou u b sdruzeny v tzv. CpG ostrovech a
jsou ¢asto umisiny v promotorovych oblastech genobsaZzeny jsou vcca 60 %
promotofi. U aktivre transkribovanych geénjsou tyto sekvence demetylované, zatimco u
neaktivnich jsou metylovany, kde metylace zébja vazk transkrignich faktofi nebo je
signalem pro navazani inhéiiich a chromatin-remodelujicich komplefBird, 2002). U
rostlin jsou podob& metylovany mimo transkrimé¢ neaktivnich oblasti heterochromatinu
téZ promotory neaktivnich gén Z aktivie transkribovanych bylo metylovano
v promotorech jen asi 5 % (Zhasgal., 2010).

3.2.2 Hydroxymetylace DNA
Hydroxymetylcytosin (5-hmC) byl jako epigenetickdatkka poprvé identifikovan v

bunkach jater a mozku krys (Peret al., 1972). U rostlin byla prokazanaijmnost

hydroxymetylcytosinu (Yaaet al., 2012) , dosud vSak nebyla zisa a potvrzena jeho
funkce.In vitro miZze vznikat 5-hmC ozéanim 5-mC v provzdugném vodném roztoku
UV zé&enim (Valinluck et al., 2004), invivo miZze byt 5-mC oxidovan na 5-hmC

v pritomnosti ROS (Leet al., 2011). Fyziologicky,cili ne jako produkt oxidativniho
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poSkozeni, bylin vivo popsan pouze jediny épob, a to oxidaci 5-mC katalyzovanou
skupinou 2-oxoglutarat oxygenaz, enZyET1 a TET2 (Leet al., 2011). Tyto enzymy
jsou hojrg exprimované v embryonalnich kmenovychinkéch a reguluji expresi gén
souvisejicich s udrzenim stavu pluripotengghto burk, tim, Zze udrzuji hladinu 5-hmC
v CpG ostrovech jejich promotiar Experimentalni knock-out Tet girvede k zahajeni
diferenciace (Fitzt al., 2011). Ve chvili, kdy embryonélni kmenovéika nastoupi jednu
z moznych drah diferenciace, klesne exprese TETymeiz sniZzi se celkova hladina
hydroxymetylace o zhruba 40 % a geny udrzujici ptavipotence jsou urény metylaci
(Koh et al.,, 2011, Kinneyet al., 2011). Zajimava je téZ situace u indukavan
pluripotentnich bukk, jejichz hladina 5-hmC a exprese Tetl a Tet2 [@wdea

s embryonalnimi kmenovymi Bkami, gicemz fibroblasty, z nichZz tyto kky vznikly
nevykazovaly Zzadnou expresi Tetl a 2&@ynmnohem nizsi zastoupeni 5-hmC (Keital .,
2011). Uloha 5-hmC v hilce zatim neni zcela objasra. Jeho fitomnost vede ke zvy3ené
expresi gefl, v jejichz promotorech je obsaZen.uk& byt mezistupfm v demetylaci
cytosin, téz mize @imo menit lokalni strukturu chromatinu, protoze Useky athgici 5-
hmC namisto 5-mC nejsou rozeznany metylcytosiniwaymmi proteiny a nedojde
k nasledné reorganizaci chromatinu (Shetlal., 2011). Cytosin a popsané modifikace
jsou schematicky zobrazeny na obrazkd.

HRN,—*’H HHN..-'H HHN;—'H
A L) A
O N O N 0 N
| I |
cytosin 5-metylcytosin 5-hydroxymetylcytosin

Obr. €. 4: Schémata cytosinu a jeho modifikaci, 5-metylcytos 5-hydroxymetylcytosinu.
Upraveno dle Tardy-Planechaud

3.2.4 Modifikace N-terminalnich konc a histon G
Jadro nukleosomu, okolo kterého se ObtBNA, tvoii oktamer histoh, je sloZen

z tetrameru H3-H4 a dvou dinmieH2A-H2B. Histony jsou bazické proteiny temé
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globularni doménou, tzv.élb histonu, a linearni fibrilarni doménotnici ven z
nukleosomu. Pravtato aminoterminalni doména je mistéetnych modifikaci, které ami
afinitu k DNA a tim i lokalni strukturu chromatira pfistupnost DNA k transkrimim a
regula&nim faktofim. Rizné kombinacecthto modifikaci tvéi vysledny stav chromatinu
a dynamicky mohou #mit euchromatin v heterochromatin a naopak. Viitwak dalSi
komplexni systém regulace genové exprese a podstasiuji informaci uloZenou
v ¢étyfpismenném genetickém kdédu. Soukrse hovdi o tzv. histonovém kodu (shrnuji
Jenuwein a Allis, 2001). Modifikaci je velké mnodsfmetylace, acetylace, fosforylace,
ubiquitinylace a vice nezZ stovka dalSich) a enzykbtgré katalyzuji penos modifik&nich
skupin, jsou vysoce specifickéfimo pro konkrétni pozici na histonech. Modifikace
v téchto konkrétnich pozicich ma také svou specifickokci, nag. metylace histonu H3
na lysinu 9 (H3K9) je spojena s formovanim heteroctatinu, metylace H3 v lysinu 4
(H3K4) se objevujeievazi v transkrigné aktivnich oblastech (Sopgeal., 2002).

3.3 Protoplastové kultury
Protoplast je bitka zbavena buwtné stny, je mozné je odvodit z b&k bakterii, hub a

rostlin. Drive se pro jejich izolaci vyuZivaly mechanické naistoziskané protoplasty vSak
neregenerovaly buinou stnu, nebyla mozna jejich dalSi kultivace a vhodné ligly
pouze pro studium osmotickych jevOd 60. let se vyuziva pro degradaci &ime sény
lytickych enzynii (shrnuje Cocking, 2000). Takto izolované protoplag jiz mozné
kultivovat, @i vhodnych podminkacin vitro kultur je mozné z protoplastregenerovat
celé nové rostliny (Takebet al., 1971), fuze protoplastizolovanych z rozdilnych druh
se vyuziva ve Slechtitelstvi a v biotechnologiittad et al., 1974). V sosiasnosti jsou
protoplasty vyuzivany jako model pro studium &mé dediferenciace (Ong et al.,
2009).

3.3.1 Jevy doprovazejici protoplastizaci
Terminalre diferencované rostlinné bky si na rozdil od Ziv&isnych zachovavaji

moznost dediferencovat a za vhodnych podminek wpgtmovou bugcénou drahu a
diferencovat v jiny bu&ny typ. Vybornou demonstraci tohoto jevu je grav
protoplastizace, kdy néilad protoplasty izolované z mezofylovych Blnlista mohou

pii naslednén vitro kultivaci znovu vstoupit do butiného cyklu a regenerovat viiky
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kofene nebo rovnou v celou novou rostlinu. Bolpopsanym fenoménemii ptéto
dediferenciaci je dekondenzace heterochromatinerakte dobe pozorovatelnda ve
fluorescekim mikroskopu u rostlin jako jérabidopsis, tabak a okurka, protoze échto
rostlin tvai v interfaznim jatk heterochromatin tzv. chromocentra, oblasti seysil
signalem po obarveni DAPI (Tessaderal., 2007, Zhat al., 2001, Onékj et al., 2009).
Tato chromocentra sestavaji hlavnz centromerického, pericentromerického a
telomerického heterochromatinu se vSemi nalezZitostiranskrigné neaktivniho
chromatinu, jako je metylovana DNA a dimetylacednsi H3 na devatém lysinu. Nachazi
se tu také untené mobilni genetické elementy (Tessad#rial., 2004). Okamzé po
izolaci dochazi kjejich dekondenzaci & masledné kultivaci zfiné rekondenzuii,
obnovena chromocentra se objevuji zhrub# ten po izolaci, viesné shagls repeticemi
nachazejicimi se v chromocentrech (Tessadboal., 2007, Ontkj et al., 2009). Takto
dekondenzovany heterochromatin si ponechava spajeretické zngky, navzdory tomu,
Ze je dekondenzovanyjgtava transkrigné neaktivnim (Tessadost al., 2007). Dalsi
zajimavosti je, Ze Zna rekondenzace je postupny proces a zda se,chsy s jakou
repetice rekondenzuji zavisi na jejich velikosti.ejWtsi (45S) #stavaji mirg
kondenzované a tvbrezidualni chromocentra, mensi pericentromericdqgetice, jako
180bp nebo 5S kondenzuji p@fidsamostatty a nasled& splynou s chromocentrem
tvorenym jiz kondenzovanou 45S, nasleduje subtelomert8BRT1 a malé rozptylené
repetice, transpozonyjgtavaji dekondenzované i paty den po izolaci (Toessat al.,
2007, Ondej et al., 2009). RovdZ se nijak dramaticky nefni expresni profil &chto
burék po protoplastizaci, dochazi vSak k reaktivacin$fzozon, jejich premis’ovani
v genomu i k zvétSovani poétu jejich kopii, coz mze vést az ke zén¢ fenotypu
regenerarit, zde hovéime o somaklonalni variab#ittakto vzniklych rostlin (Smulders a
de Klerk, 2010).

3.3.2 Vliv stresu na de- a rekondenzaci repetic
Spolénym znakem vSecim vitro kultur je produkce a hromadi volnych kyslikatych

radikali (ROS z anglického reactive oxygen species) a rdorgaké jsou schopny poskodit
buinku zavisi na fitomnosti antioxidart, jako je napklad askorbat, glutathion,
karotenoidy, fenolické latky a dalSi (Bava et al., 2008), a na aktiwitantioxid&nich
enzymi. Oxidativni stres je povaZzovan za jednu z hlavrgidbin neusgsnosti kultivace

protoplast a miZze vést az k bustné smrti, stejé jako je tomu fi napadeni patogenem
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(Papadakis a Roubelakis-Angelakis, 2002). Nejvyasiena hladina volnych kyslikatych
radikali je ©sre po izolaci protoplasta scasem kultivace se postupsnizuje. Ihned po
izolaci je rovéz minimalni aktivita antioxidanich enzyn, jako je kataldza a askorbat
peroxidaza (Oniedj et al., 2010). Miru dekondezace a rychlosttng rekondenzace repetic
Ize ovlivnit pfidavkem nizkomolekularniho antioxidantu, kyselirsk@bové, kterd ve
vhodném mnozZstvi snizuje miru dekondenzace repetitZuje mnoZzstvi volnych
kyslikatych radikdl a zvySuje expresi antioxitiaich enzyni, ¢imz pomaha hitkam
odvozenym z protoplastznovu vstoupit do buiného cyklu a #it se (Ondej et al.,
2010).

3.3.3 Transkrip €ni aktivita spojena s kultivaci protoplast 0
Protoplasty musi pro naslednou & mou kultivaci splnit &olik nélezitosti. BFedrt se

musi vyrovnat s hladinou volnych kyslikatych radiikadale musi regenerovat kignou
stnu a vzniknuvsi btky musi znovu vstoupit do b&meého cyklu, zéit syntetizovat
pottebné produkty a z#t se @lit. VeSkerou tuto aktivitu Ize sledovat na molekuli
arovni prostednictvim aktivity pislusnych gei, z nichz rkteré jsou popsény v této
kapitole.

VSechny aerobni organismy se musi chrad@dptoxickymi @&inky ROS, které jako
produkty metabolismu poskozuji jejich ithy. Protoplastizace je pro rostlinnou b
stresovou situaci a proto musi aktivovat antioxidleenzymy. Mezi & pati mimo jiné
katalaza (CAT, EC 1.11.1.6), askorbat peroxidaz®{AEC 1.11.1.11) a glutathion
peroxidaza (GPX, EC 1.11.1.12), vSechhsé &astni gemény peroxidu vodiku na vodu
a molekularni kyslik. Katalaza mé vysokislo premeny H,O,, ale ma k dmu nizkou
afinitu, proto je patba i aktivity zbylych dvou zmémych enzym, které maji vysokou
afinitu k peroxidu vodiku, protoZe i nizka reziduakoncentrace peroxidu vodikutie
byt pro buiku nebezpé&éna, spolu se superoxidovym anionteniizen vytvdet reaktivni
hydroxylovy radikél (Aroraet al., 2002). Kataldza je umésta v peroxisomech, askorbat
peroxiddza ma d&kolik forem, cytosolarni, mitochondrialni, peroxisovou, je
lokalizovana v plastidech i v apoplastu, glutathpmroxidaza je lokalizovana v cytosolu a
v chloroplastech (Piterkow al., 2005).

Protoplasty @i uspsSné kultivaci regeneruji svou bigmou sénu do 48 hodin po izolaci
(Yang et al., 2008). Zformovani buiné sény je dvoukrokovy proces. Prine poteba
syntetizovat pdebné stavebndasti a poté je umistit a zésvat tak, aby z nich vznikla
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funkéni buréénd stna, kterd biiky mechanicky chrani, ale zaravge dynamicka a
dovoluje jeji gestavbu. Xyloglukany jsou hlavnim typem hemicelukizré propojuji d&
sousedici celulézova vladkna. Xyloglukan endo-transgpylaza/hydrolaza (XTH, EC
2.4.1.207) je enzym katalyzujici hydrolytickég@ni xyloglukanovychiettzci a gipojeni
now vzniklych S&pa na neredukujici konec jiného xyloglukanovéb&zce nebo na jiny
polysacharid, zejména celul6zu (Mares al., 2009). Tim padem je XTH jednim
Z nejdilezit¢jSich enzyni pro syntézu a remodelaci kigné sény, ke které dochazitip
rastu rostliny nebo prévpri kultivaci protoplasi. | prestoze v kultte burgk Cucumis
sativus dochazi k intenzivnimuastu bugk a jejich dleni, nezjistili Malinowskiet al.
(2004) pomoci hybridizaich technik akumulaci transkriptXTH1 a XTH3, dokud
nedoSlo k zahajeni embryogeneze. Posléze bylatemginrejSi transkripce lokalizovana
v primordiich no¥ vznikajicich listi, tedy v mistech, kde dochazi k diferenciaci v novy
organ. Tato zji&ni naznauji, Ze exprese gére rodiny XTH je Uzce spojena s diferenciaci
a vyvojovymi procesy (Malinowslet al., 2004)

Zbaveny cytotoxického a genotoxického rizika v gmdeysokych hladin ROS a s @n
regenerovanou bgtnou sénou, mohou jiz biikky odvozené z protoplasznovu vstoupit
do burg¢ného cyklu gili prochazet S-fazi a batinym dlenim. Jako markegthto cja
muze slouZit exprese génkodujicich ribonukleotid reduktazu (RNR, ribonubded-
difosfat reduktdza, EC 1.17.4.1) a prolitrého antigenu buitného jadra (PCNA).
Ribonukleotid reduktdza je enzym katalyzujiciterpnu ribonukleotid na
deoxyribonukleotidy, jejichZ dostai®é mnozstvi je podminkou pro syntézu DNA v S-fazi
bunééného cyklu, je fitomna v genomu vSech organigndokonce i akteré viry ji kdduiji.
Funkeni jednotkou je tetramer sloZzeny ze dvou velkycljgpdnotek R1 a dvou malych
podjednotek R2 (Andersson, 2008).

PCNA je nutnym kofaktorem syntézy DNA, fiatlo rodiny tzv.p-svorek, u rostlin je
tvofen ¥emi podjednotkami (homotrimer) poskladanymi do tvarstence s vrii stranou
kladns nabitou, ktera interaguje s DNA. Na DNA je naklddé &asti ATP komplexem
zvanym RFC (replikéni faktor C), vZzdy na 3’ konec RNA primeru syntetraného
primazou ped vlastni elongaci DNA. A poté se na PCNA vaze cdaén katalyticka
podjednotka DNA polymerazy, diky specifit vazby vzdy ve siru prodluzovani vlakna,
Ize tak také rozliSit nay vznikajici vlakno od templatového, coz jélefité nap. pro
opravy chybného parovani. PCNA zvySuje procesidiNA polymerazy z desitek na tisice
nukleotidi (Moldovan et al., 2007). Exprese genu pro PCNA senin v pribéhu
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burg¢ného cyklu, nejutSi mnozstvi PCNA jeip piechodu z G1 do S faze, PCNA je tak
mozno pouzit jako marker b&mé proliferace (van Dienst al., 1998).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material
SemenaCucumis sativus L. cv. Marketer (CZ 09 H39 00121). Semena bylakptaita
Vyzkumnym astavem rostlinné vyroby Praha - Ruzyn

4.2 Seznam pouzitych chemikalii
Agar (Duchefa, Nizozemsko), alanin (Duchefa, Nizogko), askorbova Kkyselina

(Duchefa, Nizozemsko), 6-benzylaminopurin (BAP, rég Aldrich, USA), cellulasa
Onozuka R 10 (Duchefa, Nizozemsko), dihydrogeni@sfan draselny (Lachem@geskéa
republika), duginan draselny (Lachema(eska republika), ethylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA, Sigma Aldrich, USA), ethanol, flescein diacetat (FDA, Serva, USA),
glukosa (Lach-nerCeska republika), hydrogenfosféran draselny (Lachemaeska
republika), Gamborg B5 mediumtetrg vitamini (B5 medium, Duchefa, Nizozemsko),
glukosa (LachemagCeska republika), glutamin (Serva, USA), glycin (&er USA),
hexadecyltrimethylamoniumbromid (CTAB, Sigma Aldrjic USA), chloramin B
(Bochemie Ceska republika), chlorid draselny (Lacher@aska republika), chlorid sodny
(Lachema,Ceska republika), chlorid vapenaty bezvody (Lach;Naska republika), 3-
indolylméselna kyselina (IBA, Serva, USA), jodidadelny (Lach-Ner(Ceska republika),
kasein hydrolyzat (Duchefa, Nizozemsko), maceroZyml0 (Duchefa, Nizozemsko),
mannitol (Duchefa, Nizozemsko), 2-merkaptoetanot(Nanorfolino)ethansulfonova
kyselina (MES, Duchefa, Nizozemsko), Murashige aodgk medium (MS medium,
Duchefa, Nizozemsko), myo-inositol (Duchefa, Nizoz&o), a-naftyloctova kyselina
(NAA, Sigma Aldrich, USA), octan sodny (Lachentzeska republika), prolin (Duchefa,
Nizozemsko), sacharosa (Duchefa, Nizozemsko), $icketnaty heptahydrat (Lach-Ner,

Ceska republika), tris(hydroxymethyl)aminometharigT8igma Aldrich, USA).
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4.3 Seznam pouzitych roztok d a médii

Roztok Slozeni Mnozstvi (g/l)
PGly KH.POy 0,0272
KNO3 0,101
CaCl (bezvody) 1117,6
Kl 0,0008
MgSQ, * 7 H,O 0,246
glycin 11,15
glukéza 18,016
MES 0,5857
manitol 65,58
pH 5,8
Sterilizace filtraci
Enzymaticky roztok PGly celuldza Onozuka R-10 10
macerozym Onozuka R-10 2,5
pH 5,8
Sterilizace filtraci
20% Sacharosa Sacharosa 200
pH 5,8

Sterilizace filtraci
OK médium MS médium, 4,405
véetn® vitamim
(Murashige & Skoog, 1962)

Sacharosa 20
Agar 8
IBA 0,0001
BAP 0,0001
pH 5,8
Sterilizace autoklavovanim
LCM1 B5 médium 3,164
Inositol 0,9
Kyselina askorbové 0,002
glycin 0,008
Glutamin 0,02
Kasein hydrolyzat 0,1
MES 0,586
Manitol 70
Sachar6za 10
Glukéza 5
NAA 0,001
BAP 0,0005
Alanin 0,004
Prolin 0,002
pH 5,8

24

Sterilizace filtraci



Roztok SloZeni MnozZstvi (g/l)

EDTA 0,5M EDTA 186,1
pH 8
Autoklavovano
Tris 1M Tris 121,1
pH 8
Autoklavovano
5x TBE HBO2 27,5
Tris-HCI 54 g
0,5M EDTA, pH 8 20 ml
filtrovano
CTAB pufr CTAB 20
NaCl 81,8
1M Tris, pH 8 100 ml
0,5M EDTA, pHS8 40 mi
2-merkaptoetanol 2 mi
filtrovano

4.4 Seznam pouzitych komer ¢énich kit a
FastStart PCR Master (Rochesmecko)

GoTag® DNA Polymerase (Promega, USA)

Imprint DNA Modification Kit (Sigma-Aldrich, USA)

LightCycle® Fast Start DNA Mast&t* SYBR Green | (Roche, &thecko)

MethylFlash Hydroxymethylated DNA Quantification tK{Colorimetric) (Epigentek,
USA)

MethylFlash Methylated DNA Quantification Kit (Calmetric) (Epigentek, USA)

RQ1 RNase-free DNase (Promega, USA)

Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, USA)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (RocNémecko)

GenEluté" PCR Clean-up Kit (Sigma-Aldrich, USA)

4.5 Vybaveni laborato re
Spektrofotometr BioPhotometer (Eppendortnmiecko), UV Transiluminator UVT-20M

(Herolab) + fotoapardt Kodak EDAS 290, analytickéhy (Sartorius, Bmecko),
centrifuga Rotofix 32A (Hettich Zentrifugen,éhecko) centrifuga 5414 D (Eppendorf,
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Némecko), centrifuga 5804 R (Eppendorf.émicko), digitalni pedvazky (KERN,
Némecko), digitalni pH metr MV-87 (Practictronic, éiecko), elektromagneticka
michaka (IKA, Némecko), flowbox Holten Lamin Air HH 1.2 Plus (Heklten,
Dansko), inkubator MELAG 306 (P-Lab a(eska republika), minicentrifuga MCF 2360
(Vitrum, Ceska republika), multifurdni modularni reader Infinite M200 (Tecan,
Svycarsko), nanoDrop ND-1000 Spectrophotometer ¢Baop Technologist, USA), $i
termostatovana ET 618 (Lovibond,¢émecko), swtelny mikroskop Olympus CK40
(Olympus Optical, Japonsko), &elny a fluorescetmi mikroskop Olympus BX60
(Olympus Optical, Japonsko) s CCD kamerou (CoolSRéptometrics, USA), termoblok
CHB-202 (BIOER technology,Cina), termocykler XP (BIOER technologyina),
LightCycler 2.0 (Roche, &mnecko).

4.6 Péstovani pokusnych rostlin
Seminka Cucumis Sativus L., cv. Marketer byla vysterilizovana v 2,5% radafo

chloraminu po dobu 30 minut a naslédryla vysazena do Petriho misek na vihky fitra
papir. Po nakéieni (5 dni v inkubatoruipteplot 25 °C ve tid) byla seminkai@sazena na
OK médium do plastovych béx Ty byly umisény do fistové mistnosti s rezimem 16
hodin swtlo/ 8 hodin tma o sitelné intenzit 32-36 umol/nT’s a teplat 22 °C na 14 - 21
dni.

4.7 1zolace protoplast o
Vychozim materidlem pro izolaci byly apikalni mlaldgtky in vitro péstovanych rostlin.

Ve steriinim prosedi flowboxu byly n#&ezany skalpelem na 1 mm prouzky
v enzymatickém roztoku PGly (1% celuldza, 0,25% enaxym) a takto ponechany po
dobu 18 hodin v inkubatoru fip 25°C. Tato hrub& protoplastova suspenze byla
piefiltrovana ges uhelonové sitko 72m s naslednym promytim 2 ml roztoku PGly. Poté
zcentrifugovana i 80g po dobu 5 minut. Supernatant byl odstrare sediment
resuspendovan ve 4 ml 20% sachardzievistven 2 ml PGly tak, aby nedoSlo
k promichani obou vrstev a zcentrifugovafi g 10 minut. Flotujici protoplasty na
rozhrani obou kapalin byly odebrany pasteurovoetpip, resuspendovany v 4 ml PGly a
centrifugovany za stejnych podminek. PromyvaciakZGly byl odebran a protoplasty
byly resuspendovany v 1 ml kulti&aiho média LCM1. Po stanoveni hustoty a Zivotnosti
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byly protoplasty Pedsny na koncentraci 3x®0nl a jejich suspenze ignesena
pasteaurovou pipetou do kultiréich boxi 0 objemu 25 crh Z této suspenze bylo
v kazdém opakovani odebrano pasteaurovou pipetod col ihned po izolaci a nasledn
v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hodin po izoladel@any vzorek byl centrifugovan 5
minut @i 80g, supernatant odstran a protoplasty na @nzkumavky (ve velmi malém
mnoZstvi LCM1 média)igneseny do mikrozkumavky. Poté byly zality tekujusikem a

uchovavany p -80 °C.

4.8 Stanoveni hustoty a zivotnosti protoplast  a
Koncentrace protoplastbyla stanovena jejich p@anim pomoci tirkerovy komirky

vinverznim mikroskopu a nasletin byla stanovena jejich Zivotnost pomoci
fluoresceniho mikroskopu (Olympus BX 60). 1 ml média LCM1l lsynichan s 1Qul
pracovniho roztoku fluorescein diacetatu (FDA). pdadlozni sklo byla fenesena kapka
protoplast v LCM1 médiu. K protoplagim bylo gidano 10ul smési média LCM1 s FDA.
Ve fluorescetnim mikroskopu, byl spiten pongr zivych protoplast (fluoreskuji zele&

pii pouziti U-MWB2 hranolu, esteraza Zivych protoplasozStpi FDA na fluorescein)

k jejich celkovému pétu. Nezivé protoplasty fluoreskujérvers.

4.9 Izolace DNA
K rozmraZzenym protoplasin v mikrozkumavce byl napipetovan 1 ml &n CTAB a

2-merkaptoetanolu (smichano v pomn 4 ul merkaptoetanolu na 1 ml CTAB) o teplot
65 °C. Roztok byl inkubovan 1,5 hodinyi®B5 °C v termobloku. Po inkubaci bylo
k roztoku gidano 600ul snmesi chloroform: izoamylalkohol (poén 24:1) a po promichani
byl roztok centrifugovan 15 min v chlazené cenédy4 °C) pi 13 500 g. Po centrifugaci
bylo k supernatanturfglano 60ul 3M octanu sodného a po jedné mihptottepavani 500
ul izopropanolu o teplet -20 °C. Po promichani byl roztok inkubovan g0 °C v
mrazntce 30 minut. Poté byl roztok centrifugovan 30 michlazené centrifuze (4 °C¥ip
13 500 g. Po centrifugaci byl supernatant odgtramke srazeninDNA bylo piidano 200

ul 70% etanolu a roztok byl épcentrifugovan 15 min v chlazené centrifuze (4 pg)13
500 g. Po centrifugaci byl etanol opatrslit a srazena DNA na vzduchu vysuSena.
K vysuSené DNA bylo fidano 50ul sterilni vody. Koncentrace DNA byla stanovena
pomoci pistroje Photometer. Nakonec byl vzorek v mikrozkuogezamrazen na -20 °C.
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4.10 Izolace RNA
RNA byla izolovana pomoci Spectrith Plant Total RNA kitu (Sigma-Aldrich),

postupovano bylo dle ndvodu vyrobce. ZmraZzena sugpprotoplast nebyla tena v feci
misce s tekutym dusikem, Iyad roztok byl aplikovan  imo na suspenzi
v mikrozkumavkach ifedtim uskladénych v -80 °C. Pouzit byl protokol A, objem
vazbeného roztoku (binding solution) byl zvedne dbporgeni vyrobce z 500 na 750
pro zvySeni vy#Zznosti. Koncentrace eluované RNA byla pedema spektrofotometricky a
pohybovala se kolem 100 mdy Kvalita RNA byla ogtena elektroforetickou separaci

v agarézovém gelu.

4.11 OSetreni RNA DNazou
K odstragni DNA byla vyizolovana RNA oSggna RNase-free DNase kitem (Promega).

K 8,8 ul RNA bylo piipipetovano 1ul RQ1 10x pufru a 0,21 RQ1 DNazy. Srés byla
inkubovdna 5 minut ip 37 °C, poté byl idan 1 ul RQ1 STOP Solution a DNaza
inaktivovana inkubaci 10 minutipe5 °C. Reakce byla provedena v termocykléru Bioer

Kvalita RNA byla po tomto kroku a@t¥ena elektroforetickou separaci v agar6zovém gelu.

4.12 Prepis RNA do cDNA
K reverzni transkripci byl vyuZit kit TranscriptoFirst strand DNA kit (Roche) a

postupovano bylo dle navodu vyrobce. Pouzita byMARoSetend DNéazou, celkové
mnoZstvi v reakci 100 ng,ifgpisovano bylo pomoci Anchored-oligo(dd)primer,

s vyuzitim volitelného kroku predenaturacessimpred @idanim reverzni transkriptazy (10
minut @i 65 °C). Kompletni reaini snes o objemu 2Qul byla inkubovana 30 minutip
55 °C, inaktivace transkriptazy prdda @i 85 °C po dobu 5 minut, poté byla reéak
smés pemistna na led a vznikla cDNA uchovavandi p20 °C. Cela reakce byla
provedena v termocykléru Bioer. Vzorky byly préieny na pistroji Nanodrop.

4.13 Pouzité primery a jejich navrzeni
Primery jsou uvedeny v tabulag 1. K jejich navrZzeni byl pouzit program Primer3,

sekvence byly zjighy z databdze GenBank, dyiimo nebo hledanim homologie se
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sekvencemi uvedenych dem Arabidopsis thaliana ve WGS (Whole Genome Shotgun)
datab&zi genomu okurky. Sekvence repetic 5S a §8dul pouzity zZlanku Ondej et al.
(2010), sekvence Tyl-copia z Lou a Chen (2007 Jafererni gen pro qPCR byl pouzit
klicovy enzym glykolyzy glyceraldehyd 3-fosfatdehydmgsa (GAPDH, EC 1.2.1.12).
Primery byly syntetizovany a dodany firmami Invigem a Generi-Biotech.

Tabulka ¢. 1: Primery amplifikujici oblasti sledovanych gea repetetivnich oblasti

. . Velikost
Sledovany gen Primer Sekvence produktu (bp)
GAPDH F 5-ACATCATTCCTAGCAGCACT-3’ 221
R 5-TTCAGTGTACCCCAAAATTC-3’

APX F 5-CTCTGGTGGTCACACATTGG-3’ 209
R 5-CCTCATCGGCAGCATATTTT-3
GPX F 5"-CAGCGCTTACAAAGCAAAGG-3 198
R 5-GTGCAAGCAAACTGCACAAT-3’
CAT F 5-TTGACGATATTGGCATCC-3 153
R 5 -TAGCATCTTCCTCCAGCA-3’
PCNA F 5-GGTTCTCTCCTCAAGAAGGT-3’ 214
R 5 -TGATATCATCGTTACCAGCA-3
RNR F 5-TTTCTTTGGCTTCAAAACTC-3’ 187
R 5-AAAAAGGGTAGGAGAAGCAT-3’
XTH F 5-AGCCCCATTTGTAGCTTCCT-3" 238
R 5-GAGACATTTCAGGCGGTAAGC-3’
Tyl-copia F 5 - TGCCGACATCTTTACTAAGC-3’ 158
R 5- GAAATTTGGCTTTTATTTGG-3"
5S F 5-GATCCCATCAGAACTCC-3 298
R 5-GGTGCTTTAGTGCTGGTAT-3’
SAT1 F 5-CTGGGTGGCCTCATTTTG-3 variabilni

R 5-GACCTTTGGCACCGTTGT-3

Pozn. velikost produktu je¢ekévana velikost vypgdtand programem Primer3

4.14 gPCR
K provedeni kvantitativni PCR reakce byl pouzit kightCycler® Fast Start DNA

Mastef""s SYBR Green I, postupovano bylo dle polynyrobce. Celkovy reatni objem
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¢inil 20 pl, mnozstvi cDNA v kazdé reakci bylo 200 ng. Negaitikontrola obsahovala
namisto cDNA PCR-grade vodu. Teplotriasovy profil reakce zobrazuje tabulka?.

Tabulka ¢. 2: Podminky real-time PCR

Krok Teplota (°C) Cas Potet cykli
Pasateini denaturace 95 10 min 1
Denaturace 95 10s

Annealing 48 30s 40
Elongace 72 20s

Finalni extenze 72 7 min 1
Analyza teploty tani 6595 (0,1°C/s) 1 min 1
Chlazeni 40 30s 1

Ziskana primarni data (Cp amplifikdéich Kivek, melting Kivky) byla zpracovana v
programu LightCycler Software 4.1. DalSi vyhodndcerokehlo v programu MS Excel,
byla pouzita metodAAC;:. K relativni kvantifikaci byla standardem exprés&PDH, jako
kontrola byly pouzity hladiny exprese jednotlivygéni v listu Cucumis sativus L.

Vypocet relativni exprese metodowWACt
Relativni exprese = 2!

AA Gt = A Gt vzorek- A Cr kontrola
ACG=C studovany gerr G gen GAPDH

4.15 Bisulfidicka konverze
Podstatou metody je modifikace cytosinu hydrog@&titinem sodnym, ktery je whkolika

krocich konvertovan na uracil, coz v nasledné P€&kai s takto modifikovanou DNA
vede ktranzici cytosinu za thymin. Metylované eyhy jsou ped touto konverzi
chrareny. K modifikaci byl vyuzit Imprint DNA Modificatio kit, postupovano bylo dle
pokyni vyrobce. Celkové mnoZzstvi DNA v reakci bylo 200. modifikacni proces byl
prodlouzen z90 minut na 150, aby se sniZilo rizikgskytu modifikované i
nemodifikované DNA v konsém vzorku. Eluovano bylo 18 a vzorek byl zamrazen na

-20 °C a dale vyuzivan pro PCR reakce.
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4.16 PCR a elektroforéza
PCR reakce byly provedeny s kity FastStart PCR &tagRoche) a GoTaq® DNA

Polymerase (Promega) dle navodu vyfgbepravidla vSak v polo¥nim reaknim

objemu. Teplotni &asové profily reakci jsou zobrazeny v tabulkach a 4.

Tabulka €. 3: Podminky PCR reakce s kitem Roche

Krok Teplota (°C) Cas Potet cykli
Patateini denaturace 95 4 min 1
Denaturace 95 30s

Annealing 52 30s 35
Elongace 72 45 s

Finalni extenze 72 7 min 1

Tabulka €. 4: Podminky PCR reakce s kitem Promega

Krok Teplota (°C) Cas Potet cykli
Patateini denaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 30s

Annealing 45 30s 35
Elongace 72 30s

Finalni extenze 72 5 min 1

Elektroforetickd separace PCR produKi nukleovych kyselin, nap owieni usgsné
izolace RNACI reverzni transkripce) prehla v 1,5% agarosovém gelu v 0,5x TBE pufru.
Jako markery molekulové hmotnosti byly pouzity 1Obadder (Promega, USA) a
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA), otai stejny rozsah 100 az
1000 bp, v krocich po 100 bp.

4.17 Kvantifikace metylace genomické DNA
Kvantifikace 5-mC byla provedena pomoci MethylFl&dathylated DNA Quantification

Kit (Colorimetric). Stanoveni bylo provedeno v jadwk dodavanych spolu s chemikaliemi
vyrobcem. Do jamek bylo napipetovano @Oroztoku ME2 (vazebny roztok). Do jedné
jamky byla napipetovana negativni kontrola (ME3), druhé pozitivni kontrola (ME4)
v kong&ném mnozstvi v jamce 5 ng a do dalSich jamek pigetovano 1 az 8l vzorku
DNA, aby bylo v jamce vzdy 200 ng DNA. Jamky byhkubovany po dobu 90 mirtiB87

°C ve tn¢. Pred inkubaci byly jamky vZzdyijkryty parafiimem. Po inkubaci byl roztok
odstrargn a jamky byly 3x promyty 150l roztoku ME1 (promyvaci pufr, ve vSech krocich
byl pouzit 10xredény sterilni vodou). Do jamek bylo napipetovano BAMES (vazebna
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protilatka v koncentraci 1000g/ml, fedéna 1:1000 10xedtnym ME1) a byly inkubovany
po dobu 60 min i pokojové teplat ve tnE. Protildtka MES byla odstr&na a jamky byly
3x promyty 150ul ME1. Do jamek bylo napipetovano %0 ME6 (detekni protilatka v
koncentraci 40Qug/ml, fecEna 1:2000 10xedtnym ME1) a inkubovany po dobu 30 min
pii pokojové teplat ve tne. Po inkubaci byla detéki protilatka ME6 odstrama a jamky
byly 4x promyty 15Qul ME1. Do jamek bylo napipetovano B0 ME7 (zesilujici roztok,
fedn 1:5000 10xeccnym ME1) a byly inkubovany po dobu 30 miti pokojové teplat
ve tne. Zredkny ME7 byl z jamek odstran a jamky byly 5x promyty 1501 ME1. Do
jamek bylo napipetovano 1Q0 MES8 (roztok vyvijejici zbarveni) a byly inkubowad az
10 minut @i pokojové teplat dle vyvijejiciho se modrého zbarveni pozitivni koly.
Poté bylo k roztoku napipetovano pDstop roztoku ME9. Modré zbarveni seénito na
Zluté. Obsah jamek bylrepipetovan do jamek na mikrotitra destéce a do 15 min byla
zmeiena absorbanceipt50 nm.

Vypocet relativni kvantifikace 5-mC:
5-mC (%) = [(vzorek OD - ME3 OD) / S] / [(ME4 ODME3 OD) * 2/ P] * 100

OD je hodnota absorbancé g50 nm

S je mnoZstvi pipetované DNA v ng

2 je faktor, ktery normalizuje hodnotu 5-mC v pozit kontrole na 100 % (pozitivni
kontrola obsahuje pouze 50 % 5-mC)

P je mnozstvi pozitivni kontroly (ME4) v ng

4.18 Kvantifikace hydroxymetylace genomické DNA
Kvantifikace 5-hmC byla provedena pomoci MethylRlaklydroxymethylated DNA

Quantification Kit (Colorimetric). Stanoveni bylogvedeno v jamkach dodavanych spolu
s chemikéliemi vyrobcem. Do jamek bylo napipetov@tbul roztoku HC2 (vazebny
roztok). Do jedné jamky byla napipetovana negatkaritrola (HC3), do druhé pozitivni
kontrola (HC4) v konéném mnozstvi v jamce 5 ng a do dalSich jamek pidetovano 1
az 8ul vzorku DNA, aby bylo v jamce vzdy 200 ng DNA..ndley byly inkubovany po
dobu 90 min fi 37 °C ve tnd. Pred inkubaci byly jamky vzdytikryty parafiimem. Po
inkubaci byl roztok odstram a jamky byly 3x promyty 15@l roztoku HC1 (promyvaci
pufr, ve vSech krocich byl pouzit 1@&dny sterilni vodou). Do jamek bylo napipetovano
50 ul HC6 (vazebna protilatka v koncentraci 10@§ml, feckna 1:100Gecknym HC1) a
inkubovany po dobu 60 minfippokojové teplat ve tnE. Ziedtny HC6 byl odstraén a
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jamky byly promyty 3x 15Qu HC1. Do jamek bylo napipetovano 50 HC7 (detekni
protilatka) v koncentraci 400g/ml, fedéna 1:1000 Edtnym HC1) a inkubovéany po dobu
30 min @i pokojoveé teplat ve tme. Po inkubaci byl 'edény HC7 odstraén a jamky byly
promyty 4x 150ul HC1. Do jamek bylo napipetovano pOHCS8 (zesilujici roztokiedin
1:5000fednym HC1) a jamky byly inkubovany po dobu 30 mit pokojové teplot ve
tmé. Zredny HC8 byl z jamek odstr&n a jamky byly promyty 5x 1501 HC1. Do jamek
bylo napipetovano 100l HC9 (roztok vyvijejici zbarveni) a byly inkubowafh az 10 min
pii pokojové teplat dle vyvijejiciho se modrého zbarveni pozitivni koly. Poté bylo k
roztoku napipetovano 501 HC10 (stop roztok). Modré zbarveni se énibo na Zluté.
Obsah jamek byl igpipetovan do jamek na mikrotitré destéce a do 15 min byla

zmeiena absorbanceipt50 nm.

Vypocet relativni kvantifikace 5-hmcC:
5-hmC (%) = [(vzorek OD — HC3 OD) / S]/[(HC4 ODHE€3 OD) *5/ P] * 100

OD je hodnota absorbancé g50 nm

S je mnoZstvi pouZzité DNA v ng

5 je faktor, ktery normalizuje hodnotu 5-hmC v pgivzii kontrole na 100 % (pozitivni
kontrola obsahuje pouze 20 % 5-hmC)

P je mnozstvi pozitivni kontroly (HC4) v ng

4.19 Precist éni PCR produktu
PCR produkt amplifikovany primery PCNA popsanymkapitole 4.13 byl fecistén

pomoci GenElute" PCR Clean-up kitu (Sigma-Aldrich). PCR reakce presistsni byla
provedena v objemu 5@, precisteni prokEhlo dle pokyr vyrobce, konény elwni objem
byl 30 ul namisto 50ul, kvuli nizkym koncentracim produktu.r@®istény produkt byl
ovéren elektroforetickou separaci, byla &ena koncentrace a naslédbyl odeslan na

sekvenaci fird Generi-Biotech.
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5 Vysledky

5.1 Izolace protoplast u
Donorovym pletivem pro izolaci protoplésbyly apikalni listky in vitro pstovanych
rostlin Cucumis sativus L. Protoplasty byly izolovany v koncentracich 1,27 x 16/ml
LCM1 média s pimérnou Zivotnosti 85 %. Nasledinbyly zredkny na konénou
koncentraci 5 x 1¥ml. Regenerovana bsina stna byla pozorovana 48 hodin po izolaci,
déleni bylo pozorovano pouze u maléh@poburek, a to 72 hodin po izolaci.
A B Obrazek ¢. 5: lIzolované
{ protoplasty. lhned po
protoplastizaci, bez bgtné
d stny, sjasA viditelnymi

chloroplasty A) a po 72
hodinach kultivace, sjiz

<«
5 regenerovanou  bgtinou
; stthou a dlici se 8).
Méfitko 20pum.
aJ
I I 8

5.2 Antioxidativni systém bu  rky
Relativni exprese jednotlivych enzymantioxidativniho systému lkiky, katalazy,

cytosolické askorbat peroxidazy a glutathion petéxzy, byla stanovena pomoci real-time
PCR na pistroji LightCycler 2.0, specifita produkbyla owiena analyzouikvky teploty
tani (viz obrdzeks. 7). V prvnich 24 hodinach po izolaci byla expréSAT a APX
minimalni, Urové exprese vV listu vSakigsahla 48 hodin po izolaci a vtomtase se
dostala na jeji 1,5 nasobek. Nasledoval pokles laodih po izolaci se hodnoty vracely na
aroveir srovnatelnou s expresi v listu. U GPX byl vyvapyji Okamzi¢ po izolaci je
exprese snizena, ale po celou dobu nasledné ladtiygi exprese stoupa, 72 hodin po
izolaci je exprese té#n pétinasobna oproti hodnotam v listu, #ap®rovana data jsou na
obrazku¢. 6, spolu s elektroforetickou separaci produkiasické PCR reakce s cDNA

ziskanou pepisem RNA z protoplastve vSecltasech.
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Obrazek €. 6: Exprese jednotlivych gdénantioxidativnino enzymového systému rostliny. Véesasti
obrazku jsou elektroforetické separace prodl«€R reakci s genomickou DN&Y a s cDNA v pislusnych
¢asech @ -72. Jako marker molekulové hmotnoditi)(byl pouzit 100bp Ladder (Promega) nejintenzjsh
band ma velikost 500 bp, jednotlivé bandy jsou ol&rany po 100 bp. U APX a GPX byl v amplifikované
oblasti genomické DNA intron o velikosti cca 250 (fPX) a 720 bp (GPX), velikosti produku cDNA
jsou uvedeny v kapitole 4.13. Negativni kontroldd) je reakce s PCR-grade vodou namisto templatové
DNA. V pravé ¢éasti je na grafech zobrazeno porovnani relativigrese v jednotlivychtasech s expresi

v listu (list ma tmaw zeleny sloupec, hodnota je vzdy rovna 1).
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K¥ivky teploty tani Obréazek €. 7: Analyza Kivek
e teploty tani u gPCR produkt
= 2 CAT 24 A ; 5 .
o / (A) katalazy s pmeérnou

— 5 CATE

melting teplotou 84,01 °C,
(B) askorbat peroxidazy,
86,67 °C a () glutathion
peroxidazy, 83,89 °C.

73 74 75 7B 77 78 73 80 & A2 83 84 85 @ A7 8a 8l o0 81 92 93 OdChy|ky u me|ting tep|0t
Teplota (°C)

byly viadu setin stup
— 19 APX O
— 20; APX 24
21: APX 48
— 22 APX T2
— 23 APHE

B celsia. Sekundarni pik
s melting teplotou vzdy o

nekolik stupit nizsi gitomny

3 ; y \ u vSech kontrolnich reakci
— B \\ (CAT k, APX k, GPX k)
T ————— . . ..
73 74 75 78 77 78 78 80 @ @ 83 @4 85 @5 &7 85 83 S0 91 92 93 predstaVUJe S neﬁSI
Jepkem (e pravdspodobnosti  ®tizené
Zomae ,;f’/“‘\\\ C primery.

B: GPX 48 :/
9 GPY T2 i
— 10 GPX K

gl it Ani jeden ze sledovanych gen nebyl

zametylovan, v PCR reakci s bisulfidicky
konvertovanou genomickou DNA nenasedly
primery, proto nebyly na nésledné gelové
4M 48M TIM L elektroforéze bandyifslusné velikosti, jak je
tomu u genomické DNA (viz obrazek 8

vlevo)

Obrazek ¢. 8: Separace produks genomickou(-72) a
modifikovanou DNA 0M — 72M), negitomnost bantl

u modifikované DNA nazralje demetylaci cilovych

24M 48M 72M

oblasti pro nasedani prinfer Marker molekulové
hmotnosti [) 100bp Ladder (Promega) u CAT a
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas) u APX a
GPX.
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5.3 Regenerace bun éc¢né stény
Zde byla sledovanym genem xyloglukan endo-trangtyl@anaza/hydrolasa 2 (XTH2),

relativni hodnoty jeji exprese zobrazuje obraze®. Exprese je ihned po izolaci velice
nizka, ovSem hladinu v listugvySuje uz v 24. hodénpo izolaci, maxima dosahuje po 48
pIné regenerovanou bgdnou sénu. Dale relativni hladina exprese klesa, je v3akes
vySSi nez v listu. Ani u tohoto genu nebyla zjist metylace v jeho sekvenci, produkt byl
syntetizovdn pouze v PCRreakci s genomickou DNAkoliv s modifikovanou
hydrogendii¢itanem sodnym, jak ukazuje obrdzeki0. Analyza kivky teploty tani je na

obrazkug. 11.

w

XTH2

N
ol

N

o
(2 I ol

relativni exprese
(SN
o

o

J - ﬂ
24 48

list 0
¢as po izolaci protoplasii [hod]

72

Obrazek ¢. 9: Exprese XTH2. Vlevo elektroforetickd separace pkbil PCR reakce s genomickou DNA
(G) a s cDNA¢isla zn&i hodiny od izolaceQ-72). Vpravo relativni exprese XTH2 v protoplasteditiv
expresi v listu. Nej#tSi exprese dosahuje v 48 hodinach po izolaci,kdyi protoplasty jiz regenerovanou

bunsénou sénu

TR BT ] Obrazek €. 10: Metylace cilové oblasti
pro nasednuti primérXTH2. V reakci
s modifikovanou DNA @M — 72M) se
zadny produkt neamplifikoval, tudiZexd

modifikaci hydrogengicitanem sodnym

nebyly cytosiny vcilové oblasti

metvlovanv.

K¥ivka teploty tani

Obrazek €. 11: Kiivka teploty
—asmio tani XTH2 steplotnim pikem
i A 83,15°C). \Wase 0 je
20 XTH72 . . , .
— 30wk specifického produktu iejme
% velmi malé mnozstvi, fivka se
odchyluje a z §tSi¢asti se kryje
s melting teplotou
dimerizovanych primér.

7 72 s 74 75 7 77 7 73 B0 & B2 @3 @4 85 B8 A7 A8 A% G 4
Teplota (°C)
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5.4 Prolifera éni geny
Jaderny antigen proliferujicich btkn (PCNA) i ribonukleotid reduktaza (RNR) jsou

faktory nutné pro gibeh S-faze buéiného cyklu,cili bunky, které aktivi proliferuji a

déli se by mEly vykazovat jejich expresi. Bbéh exprese obou génje zobrazen na
obrazkue. 12, specifita produkitje doloZzena analyzouikky teploty tani na obg. 13.

U obou geif je exprese v prvnich 24 hodinach snizena (vyzeamarRNR), ale 48 hodin
po izolaci gesahne fivodni hladinu exprese v listu a dosahuje jejihorigsobku. Vyssi
exprese PCNA poktaje i v 72 hodinach, exprese RNR se vraci k hodanoté#ed

protoplastizaci.

S
o1

PCNA

[\
1

=
o1
i
1

[EEN
I

o
ol
L

relativni exprese

o
|

0 24 48 72

¢as po izolaci protoplasii [hod]

list

relativni exprese
(BN

N I &=
list 0 24 48 72

¢as po izolaci protoplasti [hod]

Obrazek €. 12: Exprese PCNA a RNR. V prvnich 24 hodinach po pratstizaci je exprese obou den
snizena, v dalSich hodinach se zvySuje (obrazelavepr Produkty PCR reakce s cDNA byly po

elektroforéze s¢i detekovatelné, a to pouz€asech 48 a 72 hodin po izolaci (vlevo).
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Krivky teploty tani Obréazek ¢. 13:
Y teploly ta Analyza Kivek

A teplot tani produki
gPCR reakce.
Melting teplota
produktu PCNA
byla 87,26 °C, RNR
83,07 °C.

— B PChA D
— 7. PCHA 24
— B PCNA 48
9 PChA T2
—10: PCNA K

75 74 75 T8 7T TR 73 @0 @ 62 63 @4 65 @6 67 o8 ®3 o0 @ 892 &
Teplota (°C)

— 11:RNR D
— 12 RMR 24
— 13 RNR 48
— 14: RNR 72

15 RNR k

73 74 75 75 77 18 78 80 o1 62 83 @4 65 66 67 6@ 63 80 o1 42 9
Teplota (°C)

PCR s bisulfidicky konvertovanou DNA nazwge, Ze u obou géndochazi k postupné
demetylaci, viz obrazek 14. NejintenziviyjSi bandy jsou 0 hodin po izolaci a postéize
jejich intenzita snizuje. Pokud totiz neni cytosiretylovan, dojde k jeho konverzi na
tymin, coz znemozni nasednuti pririex nedojde k amplifikaci cilové sekvence. DNA
z protoplasi odebranych okam#itpo izolaci tedy byla wthto dvou oblastech v nejvice
piipadech metylovana (suspenze protoglastmusi byt strikite homogenni), coz koreluje
se zjiSénou expresiéchto dvou ged.

Y 48 72 OM 24M 48M 72M Obrazek €. 14: Metylace
cilovych oblasti PCNA a RNR.
: Piitomnost  bandl u

modifikované DNA OM — 72M)
potvrzuje pitomnost  5-mC

-ﬁ‘ v oblasti nasedani primerBandy

_ _ nejtsi intenzity jsou u vzork
.‘ “ Y ihned po izolaci, postugn se
n— . intenzita snizuje, coZ nazfge,

PCNA Ze se snizuje i et burgk (resp.

OM 24M 48M 72M jejich zastoupeni) v suspenzi se

zametylovanymi oblastmiéthto

dvou gefi nutnych k probhnuti

S-faze buaéného cyklu.
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5.5 Epigeneticky stav heterochromatinu
V interfaznich jadrech bwk listu Cucumis sativus L. je mozné ve fluorescénim

mikroskopu po obarveni DAPI pozorovat chromocentolsahujici centromerické,
pericentromerické a subtelomerické repetice, genapetice, jako ndap 5S rDNA, a
transpozony. Chromocentra vymizi po protoplastizagii nasledné kultivaci se znovu
objevi, jak jednotlivé repetice &mé kondenzuji. Na obrazkd. 15 je vidt, Ze repetice
5S rDNA i subtelomericka SAT1 repetice jsou zanmtghé ve vSecliasech po izolaci
(obrdzeke. 15). Oproti tomu metylace retroelementu Tyl-copéapostupé snizuje az
k demetylovanému stavu 72 hodin po izolaci. Spotlermetylaci dochazi i k zvySené
expresi tohoto retroelementu v protoplastechigéch z nich odvozenych, v listech nebyl
pomoci PCR detekovan zadny transkript tohoto méimlrgenetického elementu, jak je
vidét na obrazky. 16.

B Obrazek ¢. 15: (Vlevo) Ok repetice,
! subtelomerickd SAT1 i genova 5s rDNA

byly ve vSechcéasech zametylovany, coz

oM 24M 48M 72M

“ s )
dokazuje pitomnost banil v drahach OM

az 72M, intenzita je u vSech prodikt

stejna.

5S rDNA

0 24 48 72 oM 24M 48M 72M

L L
! !

Obréazek €. 16: Exprese a epigeneticky stav retroelementu Tylecdda obrazku vlevo je vitl postupna
demetylace cilové amplifikované oblagfiM — 72M), nejwtsi intenzita je ihned po izolaci (metylovana
DNA), 72 hodin po izolaci je oblast retroelemeniti piné demetylovana. Exprese ma ¢pg pribeh,
intenzita bantl se zvySuje, nejsiliiSi je v¢ase 72 hodin. V PCR reakci s cDNA ziskanou z listbyl

amplifikovan zadny produkt (vpravo).
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5.6 Globalni hladiny metylace a hydroxymetylace
Kvantifikace metylace a hydroxymetylace v protofgak byla provedena specifickym

stanovenim 5-mC a 5-hmC pomoci protilatek, kity fiminy Epigentek uvedenymi
v kapitole 4.4. V pibéhu kultivace vykazovaly tyto epigenetické modifikampa&ny trend,
metylace se s postupetasu sniZzovala, zatimco hydroxymetylaceistala, graficky jsou
data zobrazena na obrazku 17. Pfimérna maximalni hodnota metylace byla
zaznamenana ihned po izolaci, 0,43 % ze vSech otidliebyly 5-mC, coz § velikosti
genomuCucumis sativus (1C = 376 Mbp)¢ini pies 3 miliony 5-mC. Naopak nejvyssi
hodnota hydroxymetylace byla n&fana 72 hodin po izolaci, fomérné 0,35 % (2,6 mil
5-hmC). Hodnoty hydroxymetylace byly obé&amzsi nez metylace.

Obrazek ¢. 17: Hladiny
0,60% metylace a
hydroxymetylace. Vykazuji
0,50% - opainou tendenci, nejvyssi
hladina metylace byla
nantrena ihned po izolaci,
0,43 % a klesala k0,30 %
po 72 hodinach kultivace
(obrazek nahi@), naproti
tomu hladina

0,10% hydroxymetyvlfjlfze e po

0,40% T

0,30% -

0,20%

Hladina metylace

% ze vSech bazi jsou 5-
0 24 48 72 hmC a po 72 hodinach
kultivace dosahuje hodnoty
0,35 % (spodni obrazek).
Zobrazena  data  jsou
0,60% pramérem ze tech n&teni.

0,00%

O Hladina 5-mC 0,43% 0,40% 0,31% 0,30%

0,50% =

0,40%

0,30%

0,20%

Hladina hydroxymetylace

0,10% +

0,00%

O Hladina 5-hmC 0,21% 0,30% 0,33% 0,35%
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5.7 ldentita osekvenované oblasti genu PCNA
Elektroforetickd separace PCR produkimplifikovanych primery PCNA a RNR je wd

na obrazkuc. 18. Po zmfeni koncentrace byly odeslany na sekvenaci &i@Generi-
Biotech. Sekvence PCNA byla odeslana do databanB& a pijata pod polozkovym
¢islem JQ811518. Tato sekvence byla porovnidvana gonadgortimu BLAST
s osekvenovenovanym genomem okurky. Je ¢itémlentickd s kontigy ozr@nymi
polozkovymi ¢isly ACYN01001774.1 a ACHR01006347.1 (viz obrazekl9), ze 198
nukleotidi je 183 shodnych. Vysokou homologii vykazuje i sgkve&ncemi genu PCNA u
Arabidopsisthaliana (Acc. no. EU072918.1) a kukae (Acc. no. NM_001111934.1).

PCNA_PCNA_PCNA______ RNR__RAR foal
J88: LoD - Gen Gen. 48 Obrazek¢. 18

Elektroforeticka separace
PCR produki lokusi PCNA

a RNR na genomické DNA a
cDNA po pegcisteéni

Srovnani sekvence PCNA s celogenomovou databazi Cucumis sativus

o - Celkove Prekryv Procentualni
Polozka | Popis skore sekvenci | B | identita
ACYN01001774.1 Cucumis sativus CSB104_v1_contig_1852, whole genome shotgun 274 90% 2e-72 92%
ACHRO1006347.1 Cucumis sativus contigh347, whole genome shotgun sequence 274 90% 2e-72 92%

Srovnani sekvence PCNA s nukleotidovou databazi Arabidopsis thaliana a kukurice

< . Celkové P Procentualni
Pobozka | Popis | e | D | rewwae | P
EUD72918.1  Arabidopsis thaliana proliferating cell nuclear antigen 2 (PCNA2) 116 90% 6e-25 76%
® » Celkové Preki Procentualni
Polozka | Popis | o | S i = I dentta
MM _0011118934.1 Zea mays proliferating cell nuclear antigen2 (magig1248), mRNA 125 87% le-25 7%

Obrazek ¢. 19 Porovnani sekvence PCNA s databazemi pomociiafgoBLAST. V horni¢asti obrazku
je porovnani s celogenomou (WGS, whole genome shptdatabazi okurky. Uvedené dva kontigy jsou
témei identické s amplifikovanou sekvenci a maji velidekou E hodnotu 2x16 (je vylowena nahodna
podobnost). V téit celé délce vykazuje z&aou homologii (76 - 77 %) se sekvencemi kodujicéteijny
gen (Proliferating cell nuclear antigenArabidpsis thaliana a Zea mays a ol srovnani maji taktéz nizkou E

hodnotu.
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6 Diskuse

Dediferenciace termin&ndiferencovanych mesofylovych btknlistu v nespecializované
protoplasty je doprovazena dramatickym ubytkem rbeteomatinu, pozorovatelného
v interfaznich jadrech obarvenych DAPI pomoci fesmedniho mikroskopu jako
chromocentra. Rozvo#ni chromocenter zahrnuje dekondenzaci vSech olwkgsttic, jako
je 180bp, 5S rDNA¢i mobilnich genetickych element nich lokalizovanych. #kvapivé
je, Zze pi dekondenzaci neztraceji vSechny tyto repeticgesgpigenetické markery, které
z nich za fyziologickych podminekeidji heterochromatin — metylaci DNA a dimetylaci
H3K9 (Tessadoriet al., 2007). Stejni auto také popsali, Ze nedochazi k transknip
reaktivaci takto un@lenychéasti genomu érabidopsis.

V této praci bylo potvrzeno, Zze metylace DNAstava nezrnéna v oblasti repetice 5S
rDNA, stejre jako u subtelomerické repetice SAT1 (jeji lokatizar chromocentrech
Cucumis sativus a dekondenzacitpprotoplastizaci popsali Oti€j et al., 2009). Bylo vSak
zjisténo, Ze dochazi k postupné demetylaci retrolememntircbpia v pibéhu kultivace
protoplash az do kompleth demetylovaného stavu, kterého je dosazeno 72 hopdin
izolaci. Zarové stim byla pozorovana jeho exprese v protoplasteatkoliv

v mesofylovych biikach listu je unden.

Podobna demetylace byla pozorovana v protoplastachiného retroelementu, Athila,
nachazejiciho se v pericentromerické oblasti chmomm 1 uArabidopsis (Avivi et al.,
2004). Nebyla ovSem nalezena jeho exprese, cozadgen ze konfigurace chromatinu je
sice dilezitym, ale ne jedinym fedpokladem pro aktivaci transkripce retroelerago
protoplastizacidi obecrg pii dediferenciaci).

Spole&nym znakem vSechn vitro kultur je produkce a hromai reaktivnich kyslikatych
slowenin, gedstavujici pro hiku oxidativni stres, ktery musi byt pro naslednspignou
kultivaci piekonan. Biky odvozené z protoplast proto aktivuji swj antioxidani
enzymovy systém. Expresni profil APX a CAT se shedsivysledky, které fipdnesli
Ondrej et al. (2010), exprese GPX se podehako u dvou pedchozich nejprve snizila, po
24 hodinach vsak zala nafistat a po 72 hodinach kultivace se dostala ¢tmgsobek
exprese V listu. Vzhledem kamici se expresi vSak nebyla zaznamenangam metylaci
sekvence DNA oblasti kddujicich tyto enzymy, jejidgulace je tedy pra¥dodobré

zalozena na odliSném mechanismu.
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XTH2 je enzym zodpatdny za remodelaci bginé sény pomoci hydrolyzy a nasledného
pripojovani xyloglukanovychiettzci k dalSim xyloglukanovym jednotkarsi Kk jinym
polysacharidm. ZvySeni jeho exprese bylo popsano u okurk$hem somatické
embryogeneze, silna exprese je v rostoucid¢erech a v primordiich ligt(Malinowski et
al., 2004). Exprese XTH2 v protoplastech odpovidaopavanym zmnam regenerace
burg¢né sény v protoplastové kultie, maxima dosahuje 48 hodin po izolaci. Ani u tohot
genu nebyly zjigny zmeny v metylaci DNA Bhem kultivace, DNA v cilové oblasti
zustala demetylovana. Malinowsét al. (2004) vzhledem k organévtkaiové a vyvojow
specifické expresi tohoto enzymuQuicumis sativus predkladaji v jejichélanku, Ze zrany

v expresi tohoto genu jsou podréiy dostupnosti islusnych transkrignich faktofi

v danych tkanich a vyvojovych stadiich.

PCNA a RNR, dva geny, jejichZ produkty jsou zodfmné za pkb¢h burécné S-faze, jsou
cilem transkripniho faktoru E2F. V diferencovanych itkach nejsou exprimovany a
jejich lokusy jsou kondenzovany (Williang al., 2003). Akoliv dekondenzuji ihned po
protoplastizaci, jejich exprese bykartito autory u protoplasttabaku nalezena az 72 hodin
po izolaci, po vstupu bwk do S-faze. Hodnoty exprese popsané v této peashsduji

s jejich vysledky, v prvnich hodinach je relatiexprese jegtsnizena pod hladinu v listu,
kde je minimalni, z&ina se zvedat az 48 hodin po izolaci a dale rostaexz pi klasické
PCR byly produkty nalezeny pouze ve vzorcich 482ah@din po izolaci. Navic byla
zjisténa postupna demetylace DNA lokugchto geri, ktera koreluje s jejich transkeipi
aktivitou. To miZe souviset s dalSimi vysledky Williangs al. (2003), kdy pozorovali
premistni proteinu HP1 z jadra do cytoplazmy. Vii@dHP1 interaguje s metylovanou
DNA a potlauje transkripci, pemistnim do cytoplazmy je transkripce umeéna.

U rostlin hraje metylace DNA zéasadni roli v regulgenové exprese, metylované lokusy
nejsou transkribovany, také jéldzita pro organizaci genomu, udrzeni genomickiilgta

a umEeného stavu mobilnich genetickych elenierlypometylace genomu u mutéant
s defektem v metytaich procesech ovlije organizaci chromatinu (Soppeal., 2002).
Tessadori et al. (2007) zkoumali globalni z&ny v hladit metylcytosinu p
protoplastizaci mezofylovych btk Arabidpopsis pomoci metody FISH, signahigtal beze
zmeény po protoplastizaci i po celou dobu kultivacezfityleny po celé ploSe jadra), stejna
zastala i jeho intenzita. Vyvodili z&v, Ze nedochazi ke 2Zmam v Grovni metylace. V této
praci bylo stanoveno pomoci protilatek specificky@kii 5-mC, Ze hladina metylcytosinu

postup klesa stasem kultivace. Obdobna kvantifikace byla provedenapripac
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globalni hydroxymetylace, protildtkami proti 5-hmZde byla ovSem ogaa tendence,
hladina 5-hmC se postuprevysovala s dobou kultivace. Poznatky o hydroxytaet
pochazeji ze studii na zi&8nych bukach, u rostlinnych butk zatim nejsou publikovana
zadna data. 5-hmC vznika z 5-mC oxidaci pomoci mbdzgkupiny TET (Kohet al.,
2011). Aktivita €chto enzyni je zvySené v kmenovych a pluripotentnichikach, stejs
jako je tomu s Urovni hydroxymetylace apon transkripi geni ozn&ovanych jako geny
pluripotence, nap Oct4 nebo Sox2. KdyZz kka za&ne diferencovat, tyto geny
pluripotence jsou umeny metylaci, snizi se aktivita Tetl a Tet2 a padehladina 5-hmC
(Fitz et al., 2011). Plati to i naopak, indukowapluripotentni biky maji vyssi hladinu 5-
hmC a expresi Tet, nez itky ze kterych byly odvozeny (Ko#t al., 2011). V této préaci
byla prokdzana zvysujici se hladina 5-hm&sem kultivace protoplastMiZze tedy jit o
analogii s ZivéiSnou butkou, protoze z terminatndiferencovanych mesofylovych bt
listu se za pouzitych kultivaich podminek f@s protoplasty stavaji dediferencovanymi

pluripotentnimi biitkami kalusu.
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7 Zaver

Pro usgSnou kultivaci protoplastje nutné, aby byly schopnielit oxidativhimu stresu
piedstavovaného reaktivnimi kyslikatymi steminami, regenerovaly b&nou sénu a
aby se takto vzniklé hiky v kulture za&aly clit. VSechny tyto dje lze sledovat na
molekularni drovni progednictvim aktivity gisluSnych gei. V této praci byly sledovany
zmeny exprese Sesti gérv prabéhu prvnich 72 hodin kultivace, a to APX, GPX, CAT,
PCNA, RNR a XTH, aby mohly byt porovnany se #§tm stavem metylace DNA lokais
téchto geri. Bylo zjiS€no, Ze az na PCNA a RNRigtavaji tyto lokusy demetylované a
regulace jejich exprese probiha na jiné arovni. ONR a RNR, které jsou neaktivni
v diferencovanych hikach listu, dochazi v pb¢hu kultivace k demetylaci jejich lokis
ktera koreluje s jejich expresi 48 a 72 hodin pdiikaci. Dale bylo zjis¢no, Ze po
dekondenzaci heterochromatinu odehravajiciis@rptoplastizaci, si repetice SAT1 a 5S
rDNA, které jsou sotésti dekondenzovaného heterochromatinu zachovasadij
epigeneticky stav, tedy Ze jsou metylované. Optotnu retroelement Tyl-copia,
nachazejici se ve stejné oblasti je postupemetylovan a jeho exprese se v protoplastech
postupi zvySuje. Pomoci protilatek byly stanoveny takébglai hladiny metylace a
hydroxymetylace DNA, které maji v prvnich dnechtiaice opanou tendenci. Hladina
metylace klesa, zatimco hydroxymetylace stoupao Fitiace je analogicka se situaci u
Zivocisnych buwrk, kdy jsou z terminakh diferencovanych buik derivovany buky
indukovaré pluripotentni, u nichZz maji hladiny obou epigedejch modifikaci stejny

prabeh.
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8 Seznam pouzitych zkratek

5-mC
5-hmC
APX
BAP
GPX
CAT
CT
CTAB
DAPI
FDA
FISH
HP1
IBA
ICD
ICN
NAA
PCNA
RNR
ROS
SAM
SAT1
XTH
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5-metylcytosin
5-hydroxymetylcytosin
askorbat peroxidaza
6-benzylaminopurin
glutahinon peroxidaza
katalaza

chromozomoveé teritorium
Cetyl-trimethylamonium bromid
4,6 —diamidino-2-fenylindol
fluorescein diacetat
fluorescedni in situ hybridizace
heterochromatinovy protein 1
3-indolylméselna kyselina
interchromozémova doména
interchromozémova si
a-naftyloctova kyselina
jaderny antigen proliferujicich békn
ribonukleotid reduktaza
reaktivni kyslikaté sl@éeniny
S-adenosyl methionin

satelitni DNA typ 1

xyloglukan endo-transxyloglukanaza/hydrolasa
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