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Souhrn

Celochromozémovymi prébami sestavenymi z bakterialnich umélych chromozémid mizeme
znaCit jednotlive chromozomy rostlin s malymi genomy. VyuZiva se pfitom metody
fluorescencni in situ hybridizace. Tato metoda se vyuZzivd ke sledovani morfologie
interfaznich jader na néz se také zaméruje teoreticka cast prace. Tato bakalarska prace se také
zabyva zménami chromatinu zpdsobenymi vlivem stresu na protoplasty. Cilem prace bylo
sestaveni celochromozémové proby chromozomu 2 Arabidopsis thaliana. Podafilo se vSak

naznacit pouze ¢tvrtinu chromozému 2. Tato €ast odpovida organizatoru jadérka.



Summary

Whole chromosome probes prepared from BAC vectors may be used to individually paint
chromosomes of plants with small genomes. Fluorescence in situ hybridization is used for this
purpose. The theoretical part focuses on using this method to study the morphology
of interphase nuclei. This thesis also deals with changes in chromatin caused by the stress
on protoplasts. The objective of this work was to assemble the whole chromosome probe for
chromosome 2 of Arabidopsis thaliana. But only a quarter of the chromosome was
successfully hybridised. This part of the chromosome responds to the nucleolus organizer.
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1 Cile prace

Teoreticka Cast prace se zabyva genomem Arabidopsis thaliana, principem sestaveni a pouziti
FISH sondy a knihoven bakteridlnich umélych chromozémid (BAC). Zaméfuji se
na organizaci genomu interfazniho jadra a jeho usporadani v chromozémovych teritoriich.
Teoretickd Cast se dale zabyva zménami v interfaznim jadfe protoplastd po prdbéhu

diferenciace a moznym epigenetickym vlivem stresu na stavbu chromozémovych teritorii.

Cilem préce bylo vyuziti BAC klonl k sestrojeni celochromozémové préby chromozému 2
Arabidopsis thaliana. Néasledné sledovani stresovych zmén pomoci FISH sondy v interfaznich

jadrech protoplast(.



2 Uvod

Arabidopsis thaliana je modelovym organismem genetiky. Cely genom byl osekvenovan
pomérné brzy (roku 2000) a kratce na to byly sestaveny knihovny umélych bakteridlnich
chromozémli (BAC). Bakterialni klony mohou slouZit jako sondy pro fluorescenéni in situ
hybridizaci (FISH). Touto metodou se pomoci fluorescencné znacené sondy zviditelni
specificka sekvence DNA. Fluorescencni in situ hybridizaci jsme zvolili pro vizualizaci
chromozémi v interfaznim jadre protoplast(i A. thaliana.

Studium chromozomovych teritorii Arabidopsis je zajimavé, protoZe ma odliSnou architekturu
jadra nez rostliny s velkymi genomy, které zaujimaji Rablovu konfiguraci. Arabidopsis je také
rostlinou, kterd byla nabarvena celochromozomalnimi sondami sestavenymi z BAC klond
(Lysak et al., 2001) Timto zplisobem je mozné nabarvit pouze rostliny s malymi genomy.
ProtoZe se celochromozomové barveni u rostlin s vét§imi genomy pfili§ nedafi, organizace
genomu je u rostlinnych bunék méné popsana nez u Zivocisnych bunék.

Celochromozémové barveni se vyuzivd kanalyzdm usporadani genomid a organizaci
chromozomovych teritorii v interfaznich jadrech. Déale je moZné tuto metodu pouZit i pro
studium chromatinovych zmén u bunék protoplastd, které béhem své dediferenciace a pfi
zpétném vstoupeni do bunécného cyklu prodélavaji rozsdhlou chromatinovou dekondenzaci

a naslednou rekondenzaci spojenou s preprogramovanim bunky.
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3 Teoreticka cast

3.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana je dllezitym modelovym organismem pro identifikaci geni a uréeni
jejich funkci. Jedna se o prvni osekvenovanou rostlinu. Pro genomovou analyzu ma mnoho
vyhod, zahrnujici kratky Zivotni cyklus, malou velikost, velké mnoZstvi potomstva a relativné
maly jaderny genom. Tyto vyhody umoznily Siroké vyuZité a charakterizaci mnoha gend
(Meinke et al., 1998).

3.1.1 Genom

Genom Arabidopsis thaliana se sklada z péti chromozdmdi a jeho celkova velikost je priblizné
135 Mb (Arabidopsis.org). Dva nejvétsi chromozoémy 1 a 5 jsou metacentrické a dva nejkratSi
chromozémy 2 a 4 jsou akrocentrické a na kratkych ramenech nesou subterminalné
organizator jadérka. Zatimco chromozom 3 je submetacentricky a stfedni velikosti
(Fransz et al., 1998).

U Arabidopsis thaliana se v genomu nachazi mélo repetic, ty jsou shromazdény hlavné
v pericentromerickém chromatinu a organizatoru jadérka (NOR). Organizatory jadérka
obsahuji soubory jednotlivych repetitivnich sekvencich kddujici 18S, 5,8S a 25S ribozomalni
RNA geny a jsou transkribovdny RNA polymerazou I. Zatimco 5S RNA geny jsou
pfepisovany RNA polymerazou Il a jsou Vv heterogennich souborech umistény
v centromerickych oblastech chromozém(i 3, 4 a 5. Dohromady tato rRNA tvori katalytické

jadro cytoplazmatickych ribozom( (Arabidopsis genome initiative).
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Obr. ¢. 1 - Barevné schéma chromozémi Arabidopsis thaliana a vizualizace

chromozomalnich pard pomoci celochromozémovych préb. Podle Pecinka et al. 2004.
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3.1.1.1 Chromozém 2

Chromozém 2 je druhy nejkratsi chromozom Arabidopsis thaliana. Je akrocentricky
anasvém kratkém raménku nese oblast organizatoru jadérka. V této oblasti se nachazi
tandemové repetice pro rRNA geny, cozZ jsou nejkonzervovangjsi a nejvice transkribované
geny. Geny kodujici tRNA jsou rozmistény nejvice na dlouhém raménku chromozomu.
Repetitivni sekvence jsou pfiblizné rovnomérné distribuovany na celém chromozomu, kromé
oblasti centromery. RovnéZ hustota genll a exprese jsou konzistentni po celé délce
chromozomu s vyjimkou pericentromerické oblasti. V pericentromerické oblasti se nachazi
velmi maly pocet genl, jednd se o oblast nizké exprese. Do této oblasti je také vclenéno
znacné mnozstvi transpozond, jak ukazuje obr. ¢. 2, ale také se zde nejvice vélefuje

mitochondrialni a chloroplastovd DNA (Arabidopsis genome initiative, 2000).

30
20 Genova hustota
10 (na 100 kb)
0
6 .
tRNA genova
41 hustota
2} (na 100 kb)
0
15
10 Transpozonova
. hustota
(na 100 kb)
0

Pozice chromozomu (Mb)

Obr. €. 2 — Graf hustoty distribuce transpozénd a genli na chromozému 2 Arabidopsis
thaliana. Upraveno podle Lin 1999.
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3.1.2 Chromocentra

Chromocentra u Arabidopsis thaliana jsou oddélené jaderné domény hlavné z pericentrického
heterochromatinu zahrnujici tandemové a rozptylené repetice. Chromocentra jsou sloZena
z pericentrickych oblasti vSech chromozéml a u chromozémd 2 a 4 také obsahuji
subtelomerické 45S rDNA ribozomalni repetitivni oblasti. Genové bohaté chromozomalni
Casti jsou méné kondenzované a usporadané do smycCek tvoficich rozetovou strukturu
(Fransz et al., 2002).

Reorganizace chromocenter v protoplastech Arabidopsis zajistila systém pro studovani
dynamiky a molekularnich mechanizmid heterochromatinového usporadani ve vyssich
eukaryotnich organismech.

Cytogenetické studie prokazaly, Ze chromocentra se mohou béhem vyvojovych stadii
zvétSovat (Tessadori et al., 2004). Navzdory tomu, Ze jsou chromocentra oblasti v genomu
chudé na geny je jejich pfechodna disociace v protoplastech zapojena do spravného
organizovani vyvojoveho planu (Fransz et al., 2006).

Obr. €. 3 — Model CT architektury bunééného jadra u Arabidopsis thaliana. Kazdé CT je
tvorfené chromocentrem, ze kterého vybihaji velké euchromatinové smycky. Podle Cremer
2007.

3.1.3 Interfazni jadro Arabidopsis thaliana

Diferenciacni barveni viech péti chromozémovych parl Arabidopsis thaliana poprvé odhalilo
interfazni chromozomové usporadani v euploidnich rostlinach (Pecinka et al., 2004). Kdy
zatimco jadra mnoha rostlinnych druhl s velkymi genomy a metacentrickymi chromozémy

vykazuji takzvanou Rablovu orientaci s centromerickymi oblastmi shromazdénymi na jednom
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polu a telomerickymi oblastmi shromazdénymi na opacném poélu, interfazni jadro Arabidopsis
thaliana Rablovu konfiguraci nezaujima. Misto toho uvnitf jejich odliSnych chromozémovych
teritorii jsou heterochromatinové centromerické oblasti ndhodné umistény na periferii jadra,

telomery jsou nashromazdény okolo jadérka a chromozémova ramena formuji

euchromatinové smycky rozdilné velikosti vychazejici z heterochromatinovych chromocenter
(Fransz et al., 2002; Pecinka et al., 2004).

Obr. €. 4 - Interfazni jadro Arabidopsis thaliana s chromozémovymi teritorii vizualizovanymi

celochromozémovymi sondami. Podle Pecinka et al. 2004.

3.1.4 Usporadani teritorii Arabidopsis thaliana

Z velké Casti nahodna poloha chromozdémovych teritorii a usporadani heterochromatinovych
domén ve v3ech studovanych diferenciovanych i meristematickych typech bunék ukazuje, Ze
bunétna diferenciace nema vazny vliv na tyto parametry jaderné organizace v ramci
studovanych pletiv Arabidopsis thaliana (Berr et al., 2007).

V jadfe A. thaliana byla nalezena znatelndA a chromozomové specifickd asociace
homologickych centromer (Fransz et al., 2002).

Frekvence asociace je pro teritoria homolognich chromozémovych ramen néahodna
pro chromozémy 1, 3, 5 a vyssi je asociace chromozémdi 2 a 4 u vech testovanych typl jader.
Asociace celych homologickych chromozomli 2 a 4 a Uplna separace byla méné Castd, nez
byla predpokladana ndhodnd frekvence ve vSech testovanych typech jader Arabidopsis
thaliana. Znatelny nérlst v asociacni frekvenci homolognich teritorii celych a hornich ramen
chromozéml 2 a 4 je ziejmé kvali Castému pFichyceni organizator(l jadérka k jednomu
uréitému jadérku (ve vice nez 90% jader) ve zplsobu zprostfedkovani asociace homologli
(Pecinka et al., 2004).
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Sledovanim dynamiky uspofadani chromozémovych teritorii v sesterskych burkach
A. thaliana, byla nalezena zrcadlova symetrie homolognich chromozémovych teritorii ihned
po probéhnuti mitdzy, toto uspofadani se Casem rozpada. Tato symetrie viak neni patrna mezi
sousednimi spojenymi, ale nesesterskymi jadry nebo mezi sesterskymi jadry plné
diferenciovanych svéracich bunék priiduch (Berr et al., 2007).

Usporadani chromozomovych teritorii se viceméné neliSi u jader se stejnym tvarem, i kdyz
jsou izolovana z rliznych organd (Pecinka et al., 2004) nebo v ramci nékolika odlisnych
diferenciovanych a meristematickych bunécnych typl neporusenych pletiv A. thaliana.

Pocet periferné umisténych centromerickych heterochromatinovych blokd se zvysil
v endoreduplikujicich bunkéch, nejspiSe protoZe prostorova centromerickd asociace je
zbrzdéna zvysujicim se po€tem identickych chromatid (Schubert et al., 2006).

Bylo také zjisténo, Ze signaly NOR se spojuji Castéji v diferencovanych burikach, coz mdze
byt vysvétleno jejich nasedanim na stejné jadérko, které je u diferencovanych bunék mensi
neZ u bunék meristematickych (Berr et al., 2007).

Jadernd architektura se tak zda byt nahodna, jelikoZ neni urend morfologickymi omezenimi
jako je tvar jadra, jaderny obsah nebo endopolyploidni stuperi. Chromozémova teritoria se
od sebe nelisi u diferencovanych a meristematickych bunék (Berr et al., 2007).

frant view ( : top view ; side view

Obr. €. 5 - Porovnani zrcadlové symetrie sesterskych bunék Arabidopsis thaliana podle Berr
2007.

3.1.5 Zména v teritoriich pri expresi

Pro testovani jestli transkripéni aktivita mdze mit vliv na organizaci CT, to znamena, jestli
transkribovany gen zabira jinou pozici vzhledem ke svému CT neZ v umieném stavu, byla
testovana relativni pozice FWA genu (gen pro kveteni) u Arabidopsis thaliana pro jeho
pfitomnost uvnitf nebo vné teritoria, umisténého na spodnim ramenu chromozému 4,

v aktivni a umi¢eném stavu. NenaSel se Zadny znatelny rozdil. Relativni pozice genu FWA
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uvnitf CT tedy nezéleZela na transkripénim stavu (Pecinka et al., 2004). Bylo vSak jiz

prokéazéano, zZe transkripéni aktivace méni pozici gend.

3.2 Fluorescencni in situ hybridizace

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je cytogenetickd metoda lokalizace sekvenci
nukleovych kyselin hybridizaci fluorescencné znaCenych sond. Tato metoda umoZfiuje
lokalizaci a naznaceni gend a specifickych genomovych oblasti na cilovych chromozémech.
Cilova nukleova kyselina hybridizuje s komplementarni fluorescencné znaCenou sondou.
Hybridizace in situ znamena, Ze cilovd nukleovd kyselina je pfitomna v biologickém

materidlu, nemusi se izolovat.

FISH metoda znamenala pro cytogenetiku velky prilom. Hybridizaéni metody maji Siroké
vyuZziti v molekulérni biologii a mediciné. V prenatalni diagnostice pfi zjiStovani genetickych
poruch, pfi detekci genovych i chromozomélnich aberaci. Znaény vyznam méa tato metoda
pfi mapovani genomd, k analyzam genové exprese a detekcim specifickych transkriptl RNA
(Kocérek, 2007).

Jako sondy se pouzivaji Useky klonované DNA izolovanych z vektord, kdy se jako vektory
pouZivaji plazmidy, vektory odvozené od bakteriofagl, kosmidy, fagomidy a umélé
chromozomy (BAC, YAC, PAC), (Snustad et Simmons, 2009).

3.2.1 BAC knihovny

RozliSujeme genomové a komplementarni DNA (cDNA) knihovny. Genomove knihovny
vznikly nastépenim celkove DNA. Zahrnuji nejen kodujici DNA, ale i introny, regulacni
oblasti genll a repetitivni sekvence. Vyhodou cDNA knihoven je, Ze obsahuji pouze kédujici
sekvence genll, mohou se vyuZivat k ur€eni poradi aminokyselin nebo pfimo k syntéze
daného proteinu. Knihovny cDNA se sestavuji pfepisem mRNA reverzni transkriptazou
do DNA sekvence. DNA se restrikéni endonukledzou nastipa na fragmenty, které se vkladaji
do vektord (Alberts et al., 2005).

Knihovny umélych bakteridlnich chromozéml jsou ddlezitymi nastroji pro mapovani
aanalyzu genoml. BAC knihovny se vyrazné podilely na projektech genomového
sekvencovani (Asakawa et al., 1997; Dunham et al., 1999) a na klonovani genl zplsobujicich
onemocnéni (Kitada et al., 1998).
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Jestlize je potfeba ziskat velky pocet kopii fragmentu DNA, vyuZiva se k tomu klonovani
pomoci bakterialnich vektor(, do nichz se vklada inzert DNA pro amplifikaci. Bakterialnim
vektorem je plazmid, ktery ma vétSinou kolem nékolika tisic pard bazi. Jedna se kruhovou
molekulu replikujici se nezavisle na bakterialnim chromozému. Kazdy klonovaci vektor musi
mit pocatek replikace, dominantni selekéni marker a mnohocetné klonovaci misto.

Pro vneseni inzertu je dllezité, aby mél plazmid misto rozeznavané restrikéni endonukleazou,
kterd plazmid i fragment DNA rozstépi, za soucasného vytvoreni kohezivnich koncl.
Naésleduje inzerce fragmentu DNA a ligace kohezivnich konci DNA ligdzou. Timto
zplsobem se vytvori rekombinantni molekula, ktera se vnasi transformaci do bakterialni
bunky. Pro transformaci se musi pouzivat kompetentni burky, kultivované tak, aby mély
propustnou bunécnou sténu. Cytoplazmaticka membrana se destabilizuje teplotnim Sokem Ci
elektroporaci, poté se vektor transformuje do buriky.

Podle selekéniho markeru se odliSuji bufiky s inzertem a bez inzertu. Jako selekéni marker se
VyuZiva rezistence na antibiotikum, lacZ-gen nebo letalni gen ccdB.

E. coli se dokaze délit kazdych 30 minut, denné tak mohou vznikat stovky milién( kopif
plazmidu. Transformované bakterie se lyzuji a izoluje se DNA plazmidu, ze kterého mizeme
ziskat plvodni fragment DNA (Alberts et al., 2005).

Dfive pouZivané vektory YAC, které se pouzivaly k vytvareni map, jsou Casto nestabilni
chimérické povahy (Green et al., 1991; Larinov et al., 1994; Koupriva et al., 1994). DNA
klonovanou v YAC vektorech je obtizné ziskat v Cisté formé. Bylo nutné najit novy vektor

s velkym inzertem, ktery je stabilni a snadny pro manipulaci.

3.2.2 Bacterialni umély chromozém (BAC)

Byl vyvinut jako vektor k umoznéni klonovani a stabilnim uchovani velkého inzertu DNA
v Escherichia coli. BAC vektorem je jednokopiovy plazmid F faktor, klony jsou velmi
stabilni po mnoho generaci. BAC systém je zaloZeny na dobfe prostudovaném F faktoru
E. coli. Replikace F faktoru v E. coli je striktné kontrolovana (Willetts et al., 1987). F plazmid
je udrZovén v jedné nebo dvou kopiich na buniku, a tak sniZuje potencidl pro rekombinaci
mezi DNA fragmenty nesenymi v plazmidu (Shibuya et al., 1992).

Tento vektor dokéaZze uchovat i vice nez 300 kb. BAC klonovaci systétm méa vyhody velké
klonovaci G¢innosti, jednoduchou manipulaci s klonovanou DNA, ve stabilnim udrZeni

vloZené DNA a jednoduchou purifikaci alkalickou lyzi (Katagiri et al., 2001).
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Jednim z dlleZitych aspektl v kazdém klonovacim systému je geneticka stabilita klonované
DNA. Vysledky prokazaly stabilni strukturu DNA v BAC vektoru, to znamena, Ze klonovana
DNA je stabilnim zdrojem specifickych fragmentd. (Shibuya et al., 1992)

U nékterych klond v genomickych knihovnach se mlize predpokladat nestabilita v urcitém
hostiteli a to kvli rekombinantni aktivité specifickych DNA sekvenci. Bakterialni systém ma
ty vyhody, Ze cesta genetické rekombinace v E. coli byla podrobné popsana a problémy
nestability se mohou vyfesit pouzitim vhodného bakterialniho mutanta, kterému chybi nékteré
rekombinacni funkce. (Shibuya et al., 1992)

Pro kvalitu BAC knihovny jsou ddlezité urcité podminky. Zaprvé velké procento klond by
mélo mit inzert, a podil chimérickych klon(i by mél byt nizky. Zadruhé by velikost inzertu
meéla byt velkd a homogenni. Nakonec by méla knihovna obsahovat velky poCet nezavislych

klond.

3.2.3 Celochromozémové barveni

Celochromozémové barveni se stalo silnym néastrojem k identifikaci chromozémi a jejich
aberaci pro diagnostické UcCely. Déle také k testovani mutagenicity, stejné jako studie
karyotypickych zmén v priibéhu evoluce.

U rostlin vSak celochromozémové barveni selhalo, tato snaha nepfinesla jednoznacné
a reprodukovatelné vysledky. Celochromozomové barveni se delSi dobu nedafilo provést
na rostlinach kvili velkému poctu rozptylenych repetic. Pro potlaeni rozptylenych repetic
nefungovala ani cotDNA ani genomickd DNA (Fuchs et al., 1996).

Pomoci genomové in situ hybridizace bylo mozné naznalit pouze cely genom rostliny,
nikoliv jednotlivé chromozomy. FISH barveni bylo az pozdéji uspésné provedeno za pouZiti
BAC/YAC inzertl na rostlinich s malym genomem, bez velkého mnoZstvi repetitivnich
sekvenci v genomu (Fransz et al., 2000).

Prvni nabarveny chromozom u Arabidopsis thaliana byl chromozdém 4, ktery je nejkratsi.
Barveni je u Arabidopsis thaliana mozné diky malému vyskytu repetitivnich sekvenci
a malému genomu. BAC klony byly pfipraveny brzy poté, co byl osekvenovan genom. Avsak
neni moznd mikrodisekce ani tridéni chromozém flow-cytometrii kvili jejich prilis malé
velikosti, i kdyZz by barveni pomoci celych chromozémid nejspise bylo mozné
(Lysak et al., 2001).

Nyni, kdyZ je barveni mozné pomoci BAC, umoZzfiuje ndAm poprvé nabarvit cely autozOm pro

studium rearangementu, homologickych asociaci, interfaznich chromozémovych teritorii
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a identifikaci homologickych chromozém( u pFibuznych druhl. MGzZeme také sledovat
chromozém béhem rdiznych vyvojovych stadii (Lysak et al., 2001).

Barveni chromozéml rostlin chromozomalni in situ supresni hybridizaci neni jesté
proveditelny, zjevné kvili velkému poctu a komplexnosti interchromozomalné rozptylenych
repetitivnich sekvenci, ktery nemohou byt ucinné zablokovany, kdyz jsou sekvence odvozené
od chromozdmi pouzity jako sondy (Schubert et al., 2001). Zatim tak mohou byt jednotliva
chromozomalni teritoria v jadre rostlin sledovana pouze u alien chromozoml vyskytujicich se
u mezidruhovych hybridd pomoci genomické in situ hybridizace (Schwarzacher et al., 1989).
Avsak u sledovani cizorodych chromozémd si nemlzeme byt jisti, jestli se v jadfe nechovaji

jinym zplisobem nez chromozémy plivodni (Goetze et al., 2007).

3.3 Organizace genomu a vztah ke genomoveé funkci

Bunky vyssich eukaryot jsou schopny efektivné a spolehlivé kontrolovat transkripcni aktivitu
nejen desitek tisic genl kodujicich proteiny, ale i nezndmého poctu genl s odliSnymi
funkcemi. Buriky reguluji transkripci nejméné dvéma zplsoby. Prvnim jsou transkripéni
faktory kontrolujici genovou aktivaci a represi, ty funguji kombina¢nim zpdsobem. Druhym
zplsobem kontroly genové exprese je prostorové usporadani genomu v interfaznim jadre.
Zatimco prvni zpdsob regulace je intenzivné studovan, o tom, jak se 3D genomova organizace

podili na regulaci transkripce, vime pomérné malo (Goetze et al., 2007).

3.3.1 Priméarni organizace genomu

Geny v 1D eukaryotickém genomu nejsou uspofadany nahodné. Geny kddujici proteiny se
stejnou nebo podobnou funkci jsou pfilezitostné shlukovany jako geny pro beta globin
(Sproul et al., 2005), Hox proteiny (Garcia-Fernandez et al., 2005) jaderné histony apod. Tyto
a jiné genove clustery po transkripéni aktivaci dekondenzuji (Chambeyron et al., 2005). Dalsi
genomické shlukovani se vztahuje ke genové expresi, a bylo prokazéano lidskou mapou
transkriptomu (Caron et al., 2001). Geny se shlukuji do oblasti zvySené genetické exprese
tzv. ridges (regions of increased gene expression), které jsou vice ve vnitru jadra. Ridges jsou
genové bohaté narozdil od antiridges. Geny s niZSi expresi vytvareji antiridges, které se
nalézaji blize jaderné periférii a jsou 1,4x kompaktnéjsi nez ridges a maji vice sféricky tvar.
Navzdory velké variaci od bufky k bufice, ridges a antiridges prokazatelné maji odliSnou
chromatinovou strukturu. Tyto strukturni parametry se zdaji byt nezavislé na vzoru genové

exprese, diferenciacnim stavu a karyotypu (Goetze et al., 2007Db).
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3.3.2 Sekundarni organizace

Druhy stuperi genomové organizace je zaloZeny na interakci DNA s proteiny, kdy reaguje
s histony a proteiny nehistonové povahy. Nejvyznamnéjsi je interakce DNA s histony
za formovani nukleozomu. Tato interakce vede k formovéni chromatinu. Mezi proteiny
nehistonove povahy patfi RNA-polymerdzy, proteiny transkripcniho aparatu a proteiny
skupiny vysoké pohyblivosti tzv. HMG proteiny (high mobility group). Interakci DNA vlakna
s proteiny se formuje chromatinova struktura, ktera je ddlezitd pro transkripci, replikaci
aopravy DNA. Postransla¢ni modifikace histonl umoZiiuje vytvoreni struktury pro
transkripéni pristup ke genovému lokusu. VétSina hmoty chromatinu je tvofena pravé
proteiny.

Podle stupné kondenzace rozliSujeme dva stavy chromatinu. Euchromatin je
v dekondenzovaném stavu a je transkriptné aktivni. Heterochromatin se jesté dale déli na
fakultativni a konstitutivni. Fakultativni heterochromatin se b&hem ontogeneze organizmu
mize stat transkripéné aktivnim, zatimco konstitutivni heterochromatin se nachazi
v kondenzovaném stavu po cely bunéény cyklus a ve vSech burikach organismu, jedna se

0 jednoduché repetitivni sekvence DNA (Rosypal, 1999).

3.3.3 Tercialni organizace

Eukaryotické jadro je velmi Clenéné. Kazdy chromozém zabird své misto v jadie a ma
preferovanou radialni pozici (Cremer et al., 2001). Pfikladem clenéni je také shlukovani
rRNA genl v jadérku, které se nachazeji na odlisSnych chromozémech.

Radialni pozice chromozémovych teritorii chudych a bohatych na geny byla zjisténa, Ze se
lisi od bunky k burice, i kdyZz prlimérné hodnoty ukazuji znatelnou korelaci s genovou
hustotou. (Goetze et al., 2007b)

3.3.4 Kompaktnost chromatinu

Kompaktni stav koreluje s transkripénimi stupni (ridges, antiridges), avsak kompaktnost si
ridges a antiridges udrZuji stdle. Pro dekondenzovany stav ridges neni nutna probihajici
transkripce. Tato oteviend struktura je zfejmé zapfiCinéna relativné silnymi interakcemi
chromatinu pravdépodobné s proteinovymi komplexy.

Odlisnosti v kompaktnosti ridges a antiridges pretrvavaji i po biochemické frakcionaci
(Gilbert et al., 2004). Tyto rozdily nejspiSe zplsobuji odliSnosti v hustoté gend, délka
mezigenovych sekvenci nebo specifické jesté neidentifikované sekvencni elementy. Je zde
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také moznost, Ze specifické sety proteind a nekédujici RNA mohou byt vazany k funkéné
odliSnym typlm genomickych domén a tim zplsobovat odli$né typy chromatinového
skladani.

Struktury domén mohou dale ovliviiovat posttranslatné modifikované histony, kdy bylo
zjisténo, Ze se transkripcné aktivni domeny prekryvaji s histon H3 acetylovanymi ostrovy.
Genomicka distribuce téchto acetylovanych ostrovdl znatelné koreluje s ridges
(Roh et al., 2005).

Pfi analyze genovych shlukii HOXA a HOXB se ukazalo, Zze se po aktivaci znatelng
dekondenzuji (Chambeyron 2005). Zjisténa byla i dekondenzace chromatinového lokusu
po navazani transkripéniho aktivatoru i dokonce, pokud transkripce neprobiha
(Tumbar et al., 1999).

Byla rovnéZ vyslovena hypotéza, Ze ridges a antiridges vytvareji mikroprostfedi vlastni nizkeé
a vysoké genové exprese. Ta by se mohla otestovat vloZenim reportérového genu se slabym
promotorem do jiné pozice v genomu. Hypotéza pak predpoklada, Ze reportérovy gen bude
mit vysSi aktivitu, pokud bude vloZen do ridges nez do antiridges (Gierman et al., 2007).

3.3.5 Pozice chromatinového vladkna v jadre

Prostorové usporadani chromatinového vlakna v interfaznim jadfe — jaderna pozice. Korelace
mezi transkripéni aktivitou a pozici v jadie byla popsana pro geny, shluky genl i cela
chromozomova teritoria. Prokazano bylo, Ze aktivni geny jsou umistény bliZe stfedu jadra nez
inaktivni geny, i kdyZ jsou znamy i vyjimky (Dietzel et al., 2004). Napfiklad u kvasinek je
transkripné umlCeny chromatin pfipevnén k jaderné membrané pravdépodobné pomoci
heterochromatinovych faktorl (Taddei et al., 2004). Pro chromozémova teritoria byla
nalezena korelace mezi priimérnou pozici v jadre a celkovou trankripéni aktivitou a genovou
hustotou, vice aktivni chromozomy jsou preferentné umistény ve vnitru jadra, zatimco méné
aktivni teritoria se vyskytuji blize periférii (Bridger et al., 2000). Jiné studie tvrdi, Ze je
korelace mezi velikosti chromozomového teritoria a radialni pozici v jadre
(Bolzer et al., 2005).

Transkripéni status jednotlivych genli neni ovlivnén pouze jejich pozici v interfaznim jadre,
ale také blizkymi geny a regulatnimi elementy, které ovliviiuji 3D strukturu genomu a tak
i funkéni stav jednotlivych gend. Bylo prokazano, Ze transkripéni aktivace méni pozici gend.
Prikladem takové co-determinace je usporfadani ridges, kdy ne vSechny geny v ridges jsou
aktivni, avSak ridges maji Veétsi pravdépodobnost vyskytovat se v jaderném stfedu
(Goetze et al., 2007Db).
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3.3.6 Teorie kompaktniho chromozomalniho vlidkna

Chromozomalni vlakno v interfazi se samo se sebou nepromichava. Vysledky ukazuji, ze
odlisné Casti stejného chromozémového ramene vykazuji velmi maly intermingling. Stejné
nizky stupen prekryvani byl nalezen u ostatnich genové chudych a genové bohatych domén
(Shopland et al., 2006) pro p a g rameno odliSnych chromozéml (Dietzel et al., 98)
a pro kompletni chromozdmova teritoria (Bolzer et al., 2005).

Promichavani mezi odliSnymi chromozémovymi teritorii mize byt tak vysoké jako 20‘%
jaderného obsahu, kdy vétSinou dochdzi k prekryvani na okrajich teritorii
(Branco et al., 2006). To je vice neZ se zjistilo pro intrachromozomalni miseni. Jestli je to
pravda, pak promichavani uvnitf CT vice omezené nez mezi odliSnymi chromozdémy.
Chromozomalni vlakno je silngjSi, vice dekondenzované a vice nepravidelné tvarované
v genové bohatych doménach (ridges) a vice kompaktni a tenCi v geneticky chudych
oblastech (antiridges).

1. stupen organizace DNA molekula
anti-ridge ridge

2. stupen organizace

%@UG)@ ‘3&9&)

chromatinové

: vlakno
3. stupen organizace ridge

Z 2\ YA\ SN
—— L —

periferie jadra

anti-ridge
Obr. €. 6 - Schéma organizace DNA molekuly do chromatinového vlakna, vysoce
exprimovanych oblasti a méné exprimovanych oblasti. Upraveno podle Goetze 2007b.
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3.3.7 Variace od bunky k bunce

Pfedchozi teorie byla uvedena v prliméru nebo v celkové roving. Skladani chromatinu, jeho
kompaktnost a pozice v jadre se vSak lisi od burky k burice. VVSechny tyto parametry ovliviiuji
genomovou funkci. Pro pfiklad radialni pozice genové bohatych a genové chudych
chromozémovych teritorii se podstatné liSila od buriky k burice, zatimco priimérna Eisla
ukazuji znacnou zavislost na genové hustoté (Boyle et al., 2001). Variabilita genovych bunék
zahrnuje take kompaktnost a radialni pozici ridges a antiridges (Goetze et al., 2007).

Co nam takovéto variace v genomové organizaci fikaji? OCividné mulze byt chromatin
poskladan mnoha zplsoby a stale byt funkéni. Termin chromatinova struktura oznacuje
ve skutecnosti soubor rdzné poskladanych struktur chromatinového vlakna. Rlzni ¢lenové
tohoto souboru se mohou znatelné lisit.

Co zpUsobuje variaci?

Ddlezité mozné vysvétleni pozorované variace je nucend diflze chromatinu v interfazi.
V Casovém rozmezi minut se pfi pozorovani fluorescencné znaceného lokusu v interfaznim
jadre zjistilo, Ze se mdzZe posunout o nékolik desetin mikrometr(i nebo vice. Diflize tedy mdze
byt jeden z hlavnich ddvodi variace od buriky k burice (Goetze et al., 2007).

Pomoci diflize je prenos gendi mozny do odliSného prostiedi, které mize stimulovat nebo
inhibovat transkripci. Je také mozné, Ze presna organizace chromatinu neni tak dilezita pro

bunécnou funkci a energeticka bariéra mezi odliSnymi stavy je mala.

3.4 Chromozomova teritoria

Na konci 19. stoleti se védci zaCali zajimat o problematiku chromozémového usporadani
v interfaznim jadre a byly navrZzeny dva modely:

Rableho model — model Fikajici, Ze kazdy chromozom zabird urcité teritorium a prolina se
pouze se sousednim teritoriem.

,Spagetovy* model — predpokladal nahodné uspofadani chromozdmd v prostoru, kde se

chromozémy rlizné proplétaly a prolinaji se navzajem bez néjaké organizace.

Po celych sto let nebyl nikdo schopen potvrdit nebo vyvrétit tyto teorie. AZ roku 1980 se
bratfi Cremerové rozhodli experimentalné dokézat, kterd teorie je spravna. Vyuzili k tomu
specializovany laser, ktery byl nastaven na takovou vinovou délku, aby nic¢il DNA v burice.
Pomoci tohoto laseru vypalili malé misto v jadfe bunky. Podle jejich teorie by se Rablova
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teorie potvrdila, kdyby bylo poskozeno pouze par chromozéml, zatimco u ,Spagetového
modelu“ by bylo poskozeno chromozéma vice na rliznych mistech.

KdyZ dochazelo k reparaci DNA, zafadili do burky radioaktivné oznacené nukleotidy. Ty se
poté zaClenovaly do poSkozené DNA a tak ji oznacili. Poté co bunka vstoupila do mitdzy
a chromozdmy se zkondenzovaly, byly radiograficky zviditelnény.

Bylo zjisténo, Ze poskozeni se tykalo par chromozdmd, takze se s nejvétsi pravdépodobnosti
potvrdila teritorialni povaha chromozéml. Za pér let poté se tato teorie potvrdila Uplné a to
s vynalezenim a pouzitim fluorescencni in situ hybridizace. PouZila se specificky naznafena
préba pro kazdy chromozém a ty se zvlast’ zviditelnily v neposkozeném jadfe. Chromozomy
zaujimaly teritorialni postaveni.

KdyZz byl tedy model chromozdémovych teritorii potvrzen, védci se zaCali zajimat
o specifickou organizaci chromozémovych teritorii, ktera ovliviiuje replikaci, reparaci
a genovou expresi. Vzniklo tedy mnoho teorii o vnitfnim uspofadani chromozémovych
teritorii (Misteli, 2008).

ICD model (interchromosomal domain)

Navrhoval, Ze mezi chromozémovymi teritorii prochazi interchromozomovy prostor.
Predpokladalo se, Ze geny se preferencné transkribovaly v oblasti dekondenzovaného
chromatinu na CT periferii a RNA transkripty by tak byly uvoliiovany pfimo do ICD prostoru
(Cremer et al., 1993). Ukézalo se v3ak, Ze geny se transkribuji, jak na periferiich, tak uvnitf
chromozomovych teritorii. Proto byl tento model nahrazen IC-CT modelem.

IC-CT model (chromosome territory-interchromatin compartment)

JednotlivdA chromozémova teritoria jsou tvofena subdoménami, mezi néz pronika
interchromatinovy prostor. Subdomény jsou tvofeny cCasteCné dekondenzovanym
chromatinem na periferii, ktery je transkripéné aktivni, a kondenzovanéj§im chromatinem
ve sttedu domény, kde se vyskytuji nekodujici sekvence, repetice apod. Organizace
jednotlivych  chromozémovych teritorii  neni nahodnd, subdomény se navzajem
nepromichavaji. Interchromatinovy prostor obsahuje makromolekuldrni komplexy potfebné
pro replikaci, transkripci, sestfih a opravy. Ne vSechna CT jsou v3ak timto prostorem
ohranicena, proto miize dochéazet k tzkému kontaktu jednotlivych teritorii, kterd mezi sebou
nemaji Zzadnou bariéru (Cremer et Cremer 2010).
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Model IC-CT zatim nebyl vyvrécen, avsak byly navrZeny dalSi. Takzvany ICN model a model
Frasera a Bickmorové. Kdy ICN model vyvraci pfitomnost interchromatinového prostoru
mezi chromozdémovymi teritorii, zatimco model Frasera a Bickmorové je urcitym

kompromisem mezi témito dvéma modely.

ICN model (interchromatin network)

U tohoto konceptu dochézi k prolinani vlidken a smycek chromatinu v rdmci jednoho teritoria
i mezi teritorii sousednimi. Je zde vétSi poCet smiSeného chromatinu. Mezi vlakny je dostatek
prostoru pro jaderna téliska avSak popird se zde vyskyt interchromatinového prostoru.

Jednotliva teritoria nejsou oddélena Zadnym prostorem.

Model Frasera a Bickmorové
Autofi tvrdi, Ze je vjadfe kolokalizace genli pro expresi a koregulaci. Aktivni geny
v dekondenzovaném chromatinu zasahuji jako smycka ven z teritoria a kolokalizuji nebo se

transkribuji v transkrip&nich tovarnach.

Zajimavé je zjisténi, ze béhem nemoci se chromozémova teritoria preskupuji. Coz mize
souviset se zménénou expresi genll béhem onemocnéni. Tento objev by mohl pfinést novy

nahled do mechanismu rliznych onemocnéni (Misteli 2008).

3.5 Reakce rostlin na stres

3.5.1 Protoplasty

Protoplasty jsou rostlinné buniky kulovitého tvaru ¢astecné nebo UplIné postradajici bunécnou
sténu. Bunécna sténa se da odstranit mechanicky nebo enzymatickym zplsobem.

Diky tomu, Ze protoplasty byly uméle vytvofeny, mohou byt vyuZity k fadé biochemickych
a fyziologickym vyzkum(m. MUZe byt u nich sledovana syntéza bunééné stény, déleni bungk,
embryogeneze, ale hlavné representuji plsobivy priklad dediferenciace buriky. Po izolaci
protoplastl a nasledné kultivaci maji schopnost dediferencovat a znovu vstoupit
do bunééného cyklu a poté proliferovat nebo zregenerovat do rdznych organt. Také se mohou
stat novymi rostlinami stejné jako zygoty (Grafi 2004). To je jeden dlvod, pro¢ jsou
protoplastové kultury tak cennymi néstroji pro biotechnologické aplikace jako jsou somaticka
hybridizace, zvySovani genetické variability somaklonalni variabilitou a geneticka
transformace  (Debeaujon et Branchard, 1992; Rakoczy-Trojanowska, 2002;
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Navratilova et al., 2006). AvSak v mnoha druzich rostlin, se objevuje vysoky stupen
protoplastové rekalcitrance - neschopnosti diferenciace (Papadakis et Roubelakis-
Angelakis, 2002). Jako hlavni faktor zodpovédny za neschopnost diferenciace rostlinnych

protoplastll byl navrZzen oxidativni stres.

3.5.2 Dediferenciace

Fyzické a morfologické zmény buriky vedouci ke ztraté specializace. Burika se tak dostava
do stavu pluripotence. Jedna se o proces kontrolovany mnoha geny stejné jako epigenetickymi
mechanismy zahrnujicimi strukturalni zmény chromatinu, DNA methylaci a rozdéleni
organel. Proces dediferenciace zahrnuje znovuvstoupeni do bunécného cyklu. Rovnovaha
mezi heterochromatinem a euchromatinem, pfeprogramovani genetické exprese i epigeneticka
regulace spolu s distribuci fytohormon( hraji v tomto procesu ddlezitou roli.

V procesu dediferenciace jsou pak dva druhy dekondenzace, které se posuzuji jako zmény
ve zplsobu genové exprese (Zhao et al., 2001). Prvni faze nastava, kdyZz se aplikuje
enzymaticky roztok béhem protoplastové izolace. Druhd faze nastavé, kdyz je fytohormony

navozeno opétovné vstoupeni do bunééného cyklu (Jiang et al., 2013).

3.5.3 Reaktivni kyslikové radikaly (ROS)

ROS funguji jako signalni molekuly béhem biotickych a abiotickych stresd. Stejnym
zplsobem jako béhem Gtoku patogenu, se ROS generuje béhem enzymatické macerace
bunécné stény béhem protoplastové izolace. ROS - superoxidovy anionovy radikal, peroxid
vodiku a hydroxylové radikaly jsou nevyhnutelné produkovany v bufikach vysSich rostlin
béhem normalniho metabolismu. Jejich produkce je zesilend béhem stresovych situaci jako
jsou sucho, salinita, vysoké a nizké teploty, UV nebo o0zdénovy stres stejné jako
u patogenovych infekci. ROS sniZuje Sifeni patogenu zesilenim buné&nych stén nebo pfimym
zabitim patogenu.

Rostliny vyvinuly mnoho obrannych mechanizm0, které jim poméhaji branit se plsobeni
patogend a vyrovnat se sakutnim a chronickym stresem. K tomu vyuZivaji mechanizmy
kratkodobé odpovédi a systemy dlouhodobé obranné strategie. Rostlinné R-geny rezistence
zajistuji rozeznavani parazitd a jsou extrémné polymorfni. Obranné mechanizmy jsou
spoustény skrze mnoho odlisnych signalnich molekul, jako jsou protein kinazy, adaptorové
proteiny, iontové zmeény, reaktivni kyslikové radikaly a oxid dusnaty. Tato transkrip&ni
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aktivace obrannych gend a programovanad bunécna smrt se oznaCuje jako hypersenzitivni
odpoved (Arabidopsis genome initiative 2000).

Studie podporuji hypotézu, Ze je zde korelace mezi rekondenzaci chromatinu
v protoplastovém jadfe se stupném oxidativniho stresu v protoplastovych kulturdch. Jak je
obecné zndmo oxidativni stres, plynouci z nerovnovahy mezi generovanim reaktivnich
kyslikovych radikalll (ROS) a antioxidativni schopnosti bunék, byl navrhnut jako prispivajici
k rekalcitranci rostlinnych protoplastdi (Papadakis et Roubelakis-Angelakis, 2002). Bylo
dokazano, Ze oxidativni stres mohl zapFi€init bunécnou smrt protoplastl zplisobem podobnym

jako u hypersensitivni odpovédi béhem napadeni rostlinnymi patogeny.

Stres a aklimatizaCni odpovédi v rostlinach jsou zprostfedkovany celogenomovymi zménami
v expresi gend, bunéénym proteomem a metabolomem. V poslednich letech byl zaznamenan
pokrok v porozumeéni, jak epigenetické a SmRNA cesty kontroluji a organizuji tyto zmény.
Epigenetické znaCky modifikuji vlastnosti chromatinu a méni transkripcni stavy genu, bud
jednoho specifickeho genu, nebo rovnou celého genomu. Tyto znacky dovoluji vétsi plasticitu
a adaptibilitu rostlinnych genom( k ménicim se pfirodnim podminkdm. DNA methylace je
dobfe zndma jako epigeneticky mechanismus, ktery ve velkém méfitku kontroluje stresové
indukované zmény v rostlinném transkriptomu a hraje stéZejni roli ve zménéach chromatinove
struktury. Spolu s modifikacemi histonu hraji i malé RNA dlezitou roli pfi odpovédich

na stres (Boyko et Kovalchuk, 2013).

3.5.4 Dekondenzace chromatinu

Chromatinové zmény zplsobené oxidativnim stresem byly pfimo studovany v bunécném
jadre. U protoplastd rdznych druhd se zaznamenalo, Ze heterochromatin organizovany
v chromocentrech  proSel béhem  protoplastove izolace intenzivni  dekondezaci
(Tessadori et al., 2007; Ondrej et al., 2009). Bylo navrzeno mnoho teorii, které by
vysvétlovaly takto masivni dekondenzaci. Dekondenzace je Casto spojovana
s reprogamovanim bunky a dediferenciaci v tomto stadiu protoplastové regenerace (Exner et
Hennig, 2008).

Dekondenzaci byla hlavné ovlivnéna chromocentra pfedstavujici konstitu¢ni heterochromatin
(genové prazdné a umlcené Casti genomu), (Avramova, 2002; van Driel et Fransz, 2004).
Dramaticka redukce heterochromatinu zahrnuje dekondenzaci viech hlavnich repetitivnich

oblasti, zahrnujici i centromerické 180 bp tandemové repetice. Pouze 45S rDNA repetice
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zlistavaji v Castecné kompaktnim stavu. Dekondenzace pericentrického heterochromatinu
nevedla k transkripéni reaktivaci uml¢enych genomickych elementd.

Po prodlouzené kultivaci je dekondenzaéni proces vratny. Rekondenzace chromatinu
do chromocenter je postupny proces. Prvni rekondenzuji 45S rDNA oblasti, tésné poté
centromerické 180 bp oblasti a 5S rDNA repetice a nakonec rozptylené repetice, vCetné
transpozonll. Posloupnost zpétného sestaveni koreluje s velikosti repetitivnich oblasti.
Vysledky ukazuji odlisné formovéani pericentromerickych repetic do rlznych typl
heterochromatinu, ktery se poté shlukuje a vytvari chromocentrum (Tessadori et al., 2007).
Béhem rozsahlé chromatinové dekondenzace se neméni stupefi metylace DNA. To podtrhuje
nazor, Ze heterochromatinové rozvolnéni neni kontrolované DNA demethylaci. Stejné jako
metylace ani modifikace histonli neni dostate¢nd pro vyvolani zhutnéni hetrochromatinu
(Tessadori et al., 2007).

Chromatinovd dekondenzace je VétSinou spojena se zvySenim genové aktivity.
V protoplastech vsak nezplisobuje aktivaci umléenych elementd, dekondenzace sama o sobé
nestaCi k transkripcni aktivaci. Po zformovani protoplastu u Arabidopsis dochézi k velké
zmeéné genové exprese. Zatimco umléené repetice zUstavaji neaktivni, aktivuji se transkripéni
faktory zodpovédné za stresovou odpovéd a formovani kmenovych bunék
(Olsen et al., 2005). Zvysena exprese je spojena s geny ovliviujicimi rekonstrukci bunécné
stény a s bunécnym cyklem.

AvSak dochazi k navozeni zmén v genomu, vedouci k somaklonalni variabilité, zndmé
z rostlinnych  biotechnologii. Tyto zmény jsou Casto spojeny s cytogenetickymi
abnormalitami, zahrnujicimi zmény wve stupni ploidie, chromozomalnim preuspofadani,
aktivaci transpozon( a retrotranspozond, vedouci k mutacim, pfi premisténi do oblasti s geny
(Grafi 2009).

Rozséahla dekondenzace chromatinu uvnitf protoplastovych jader a nasledné znovusestaveni je
spojené se stupném oxidativniho stresu a U¢innosti antioxidativnich systém(. Bylo prokazano,
Ze osetieni protoplastl kyselinou askorbovou snizuje Urovern oxidativniho stresu, ale také
pozitivné stimuje expresi askorbatperoxidazy a kataldzy. Také vede k vétSi rekondenzaci
chromatinu, v porovnani s neoSetfenym protoplastem, a k podpofeni proliferace bunky
(Ondfrej et al., 2010). Znovusestaveni chromocenter a adekvatni davka antioxidantd mohou
znovu spustit vstoupeni do bunécného cyklu a naslednou proliferaci (Ondfej et al., 2009).
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4 Prakticka ¢ast

4.1 Biologicky material
Arabidopsis thaliana wild type

BAC - Databaze TAIR. [online]. Dostupné z: www.arabidopsis.org.
Escherichia Coli, nazev kmenu - DH10B

4.2 PFistroje

Analytické vahy — HR-120, AND, Japonsko

CCD kamera — DP 72, Olympus, Japonsko program: CoolSnap, Photometrics
Centrifuga — Mikro200, Hettich Zentrifugen, Némecko

Centrifuga — Rotofix 32, Hettich Zentrifugen, Némecko

Digestof — Merci, CR

Flowbox — AH 100, Telstar, Spanélsko

Flowbox — PV 100, Telstar, Spanélsko

Fluorescenéni mikroskop — BX 60, Olympus, Japonsko

Fytotron

Horizontalni elektroforéza — AGAGEL STANDARD, Biometra, Némecko
Chlazena centrifuga — Centrifuge 5804R, Eppendorf, Némecko

Inkubator — Termostat BT 120, Labo-MS, CR

Kamera — Kodak Edas290, Program Kodak1D, USA, program: Scientific Imaging systems
LedovaC — BFBOWS, BarL.ine. Italie

Magnetickd michacka — MR Hei-Standard, Heidolph, Némecko
Mikroskop reverzni — CK 40, Olympus, Japonsko

Mikrovinka — ETA 3203, CR

Minicentrifuga — MCF2360, LMS, Némecko

Nanodrop — Nanodrop 1000, ThermoScientific, Némecko

Parni sterilizator, autoklav — WiseClave, Vitrum. CR

Predvazky — 572-35, Kern. Némecko

Stolni pH metr — FE20-Kit, Mettler Toledo, CR

Su$érna — Binder FD53, Némecko

Termocyklér — TCXP, XP, Bioer, Cina



Transluminator — Herolab UV, Némecko

Trepacka — Vibrax VXR basic, IKA, Cina

Varna plotynka — SW85, Adamas, Nizozemi

Vodni lazen — 1003, GFL, Némecko

Vortex — MS2 Minishaker, IKA, Cina

Vybojka — BH2-RFL-T3, Olympus, Japonsko

Zdroj stejnosmérného proudu — PowerPackBasic, Biorad, Némecko

4.3 Chemikalie a roztoky
Chemikalie

2, 4 - D, (dichlorfenoxyoctova kyselina), OlIChemim Ltd
2 — merkaproethanol, Sigma — Aldrich, GmbH

2 — propanol, Sigma — Aldrich, GmbH

agar, Duchefa Biochemie, b.v.

agardza, Lonza Biotec, s.r.o.

celuldza, Duchefa Biochemie, b.v.

destilovana voda

dextran sulfat, Sigma — Aldrich, GmbH

dihydrat citratu sodneho, Lachema, a.s.

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, Lachema, a.s.
dihydrogenfosforecnan draselny, Lach — Ner, s.r.o.
ethanol, Lach — Ner, s.r.o0.

extrakt z kvasnic, Duchefa Biochemie, b.v.
formamid, Sigma — Aldrich, GmbH

glycerol, Sigma — Aldrich, GmbH

hydroxid sodny, Lach — Ner, s.r.0.

chloramfenikol, Duchefa Biochemie, b.v.

chlorid draselny. Lachema, a.s.

chlorid sodny, Lach — Ner, s.r.o.

IAA, (kyselina indol-3-octova), OIChemIm Ltd
iIPR (isopentenyladenosin), OlIChemim Ltd
kanamycin, Duchefa Biochemie, b.v.

kyselina borita, Lachema, a.s.
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EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina), Sigma — Aldrich, GmbH
kyselina chlorovodikova, Lach — Ner, s.r.o.

kyselina octovd, Lach — Ner, s.r.0.

macerozym, Duchefa Biochemie, b.v.

mannitol, Duchefa Biochemie, b.v.

octan sodny, Sigma — Aldrich, GmbH

paraformaldehyd, Sigma — Aldrich, GmbH

sachardza, Penta, s.r.o0.

saponin Sigma — Aldrich, GmbH

tris (hydroxymethyl) aminomethanu, Sigma — Aldrich, GmbH

triton Sigma — Aldrich, GmbH

trypton, Duchefa Biochemie, b.v.

Tween 20 (polyoxyethylen sorbitan monolaurét) — Serva Electrophoresis GmbH

Roztoky

0,1mol/l HCI (1)
8,84 ml 35% HCI doplnime destilovanou vodou na 1l.

0,45mol/l mannitol (11)
81,98 g mannitolu rozpustime ve 1l destilované vody.

0,45mol/I sachar6za (11)
154, 04 g sachardzy rozpustime v 11 destilované vody.

0,5% Triton (100 ml)

5 ml 10% tritonu, 0,5 g saponinu, doplnit 1x PBS do 100 ml.
0,5mol/l EDTA (100 ml)

14,6 g EDTA, 100 ml destilované vody a upravime pH na 8.

0,5x BM (500 ml)
1,1 g MS, 7,5 g sachardzy, 500 ml destilované vody. Vyklavujeme.

BM médium (500 ml)
15 g sachar6zy a 2,2 g MS médium (podle Murashige a Skoog 1962) rozpustime a zvIast

rozvafime 4 g agaru, doplnime destilovanou vodou na 500 ml.
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10x TBE (1 1)
108 g tris a 55 g borité kyseliny, 40 ml 0,5mol/l EDTA (pH 8) a doplnime destilovanou vodou

nall

10xPBS (1 1)
80 g NaCl, 2 g KCI, 2 g KH,PO,4 a 7,6 g Na;HPO, . 2H,0 doplnime objem na 1 I. Upravime

pH na 7,5. Na FISH metodu fedime 10x.

20x SSC (1l
175,3 g NaCl a 88 g CsHsNazO7. 2H,0, doplnit destilovanou vodou na 1 I. Upravime pH na 7.
Na FISH metodu fedime 10x.

3mol/l octan sodny (10 ml)

2,46 g octanu, 10 ml destilované vody.

4% paraformaldehyd (10 ml)
0,4 g paraformaldehydu, 10 ml destilované vody.

5% FBS (10 ml)
9,5 ml 1x PBS, 0,5 ml fetdlniho bovinniho séra.

50% formamid, iontov4 sila 2x SSC (100 ml)
50 ml formamidu a 10 ml 20x SSC smichdme se 40 ml destilované vody a upravime pH na 7.

enzymaticky roztok (100 ml)

Do PM média 1 g celuldzy a 0,25 g macerozymu. Prefiltrujeme.

fix4z ethanol:kyselina octova 3:1 (20 ml)

15 ml 96% ethanolu, 5 ml ledové kyseliny octové.

LB médium (1 1)
10 g tryptonu, 5 g vytazku z kvasnic a 10 g NaCl, a doplnime destilovanou vodou na 1 I.

Upravime pH na 7. Vyklavujeme.
Do 1 |1 LB média pfiddme 50 mg kanamycinu nebo chloramfenikolu.

Master Mix pro FISH, iontova sila 2x SSC (2 ml)

0,4 g dextran sulfatu rozpustime v 0,8 ml destilované vody, prefiltrujeme. Poté priddme

200 pl 20x SSC a doplnime destilovanou vodou na 2 ml.
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PM médium (1 [)
29 1AA 0,5mg2,4-Da0,5mg IPAR rozpustime v 1 10,5x PM médiu.

Ostatni chemikalie:

5x DNA Loading Buffer Blue, Bioline, GmbH
Biotin-Nick translation Mix, Roche Diagnostics, GmbH
Cot DNA, Roche Diagnostics, GmbH

Cy3-1gG Fraction Monoclonal Mouse Anti-Digoxin, Jackson ImmunoResearch Laboratories,

Inc.

DAPI, Vector Laboratories, Inc.

DIG-Nick translation Mix, Roche Diagnostics, GmbH
DOP primery 1 — 3, Generi Biotech, s.r.o.

DOP1: CCGACTCGAGNNNNNNCTAGAA

DOP2: CCGACTCGAGNNNNNNTAGGAG

DOP3: CCGACTCGAGNNNNNNTTCTAG
Extravidin, Roche Diagnostics, GmbH

Gel Red, Biotinum, Inc.

PCR Master Mix, Roche Diagnostics, GmbH
PhasePrep™ BAC DNA Kit, Sigma — Aldrich, GmbH
standard molekulové hmotnosti DNA, BioSystems, a. s., 100 bp DNA ladder
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4.4 Metody

Chromozdém 2 Arabidopsis thaliana prevedeny do BAC knihovny se skladal ze ¢tyr setli BAC
klon( tzv. platd. Kazdy plate byl tedy sestaveny z 96 BAC klon(. Ty byly rozdéleny do osmi
skupin oznacenych A-H po 12 klonech.

4.4.1 MnoZeni bakterii

Z jednotlivych BAC klond se odebralo 30 pl zvlast' do kultivanich desti¢ek s 2 ml LB média
s antibiotiky.

DestiCky s napipetovanymi BAC klony se prenesly na tfepacku a vlozily do inkubacni
komory a nechaly se mnozit pfi 37 °C pres noc (asi 8 hodin). Po inkubaci se pozorovanim
zakalu zjistilo, jestli se bakterie rozmnoZily. Do mikrozkumavek se poté odebralo po 1 ml
bakteridlni suspenze z jednotlivych jamek. Zbyla suspenze se dala zamrazit.

4.4.2 lzolace DNA

Odebrany 1 ml bakterialni suspenze v mikrozkumavky se poté stoCil 6 minut pfi 5000 rpm.
Supernatant se vylil. Pelet se resuspendoval v 250 pl resuspenda¢nim roztoku a napipetoval se
do mikrozkumavky.

Déle se pridalo 250 ul Iytického roztoku a ihned se promichal pfevracenim zkumavky.
Lyzovalo se po dobu 4 minut a poté se pfidalo 250 ul neutralizacniho roztoku. Pfeklapénim
byl roztok ihned promichéan.

Centrifugovalo se 5 minut pfi 14 000 rpm a 4 °C. Supernatant se poté prepipetoval do nové
mikrozkumavky.

Poté se pridalo 450 pl 2-propanolu a znovu se centrifugovalo 25 minut pfi 14 000 rpm a 4 °C.,
Po stoceni se odpipetoval supernatant a pridalo se 100 ul 70% ethanolu. Centrifugovalo se
5 minut pfi stejnych otackach a teploté. Odpipetoval se supernatant a mikrozkumavky se
nechaly oschnout na papife. Poté se DNA rozpustila v 50-150 pl dH,0. Na nanodropu se dale
zméfila koncentrace jednotlivych produkt(, aby se ovéfila UspéSnost izolace. Déle se provedla

agarozova elektroforéza pro zjisténi kvality izolace.
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443 DOP PCR
Pro vytvoreni prob je nezbytné zmnoZzeni segmenti DNA. Ktomuto Gcelu byla pouZzita
metoda DOP PCR (degenerate oligonucleotide-primed PCR). Pfipravil se premix, ktery se
vloZil do cykléru.

SloZeni PCR premixu:

- 10,5 pl dH20
- 12,5 pl PCR Mastermix
- 1 ul DNA (200 ng) nafedéné
- 1 pl Primery
Celkovy objem 25 pl
Casovy a teplotni profil PCR reakce byl nasledujici:
1x 95 °C pocatek denaturace
35x 95 °C denaturace
43 °C nasedani primeru (annealing)
72 °C prodluzovani primer( (extension)

1x 72 °C finélni prodluZovani (extension)

Poté se na nanodropu zméfila koncentrace PCR produktu pro dalsi fedéni.

4.4.4 Nick-Translace

Pro Nick-translaci se zfedila DNA tak, abychom v 16 pl méli mnoZstvi pfiblizné 2000 ng
DNA. Vysledna koncentrace byla 62,5 ng/ pl.

K 16 ul zfedéné DNA byly pfidano 4 pl DIG Nick translation Mixu. Mikrozkumavky se
vloZily do cykléru na 85 minut pfi 15 °C. Reakce se zastavila pfidanim 1 pul EDTA a opét se
vloZily do cykléru na 10 minut pfi 65 °C. Mikrozkumavky se poté daly na 5 minut na led
inkubovat.

Velikost prob se ovérila na elektroforéze. Z 21 pl byly pouzity 3 pl na elektroforézu. Zbylych

18 pl bylo prevedeno do formamidu.

4.4.5 Prevedeni proby do formamidu
Po odebrani 3 pl z 21 ul znacené proby o 2000 ng DNA jsme dostali 18 ul, to znamena, Ze
mnoZzstvi DNA je 1700 ng.
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K 18 ul znacené préby se pfidalo 2 pl 3mol/l octanu sodného (10 % plvodniho objemu,
vysledna koncentrace byla pak 0,3 M) Pro inhibici repetic se pouZila 2 pul Cot DNA. Déle se
pridalo 36 pl 96% ethanolu pro UV (dvojnasobné mnoZstvi plvodniho objemu). Inkubovalo
se 30 minut v -20°C a nasledné se centrifugovalo 30 minut pfi 4°C a 13 000 rpm. Supernatant
se odpipetoval a mikrozkumavky s probami se nechaly oschnout na papire.

Déle se préby prevedly do formamidu, tak aby vysledna koncentrace byla 40 ng/ ul. Pokud
tedy bylo plvodni mnoZstvi 1700 ng DNA préby, rozpustilo se v 42,5 pl formamidu.

4.4.6 Denaturace sondy

Na 1 sklicko na FISH bylo potfeba nanést mnoZstvi sondy mezi 100-200 ng. Naneslo se
mnozstvi 10 pl roztoku, kdy polovinu tvofi Master Mix (5 ul) a dalSich 5 pl sondy
ve formamidu (40 ng x5 = 200 ng). V cykléru se denaturovala 10 minut pfi 80 °C a pak se
ihned umistila na led, aby proby zdstaly v denaturovaném stavu.

4.4.7 Elektroforéza
NavéZilo se 0,8 g agardzy, ktera se rozpustila v TBE pufru na 80 ml, aby vznikl 1% roztok
agarézy. Roztok v kadince jsme rozvafili v mikrovinné troubé. Nechali jsme mirné zchladit

a pridali jsme 3,2 ul GelRed.

Do vanicky se zasunul hiebinek a byl do ni nalit roztok. Gel se nechal ztuhnout a opatrné se
vyjmul hfebinek. Do vanicky se nalil TBE pufr tak, aby byly ponofeny jamky a gel byl jesté
asi 1 cm pod hladinou.

Poté se pripravili vzorky pro nandSeni a standard molekulové hmotnosti. Do jamek se
pipetovalo od kazdého vzorku 6 pl smési.

Elektroforéza probihala 45 minut pfi 110 V. Bromfenolovd modf doputovala pfiblizné do 2/3
své drahy. Fotografie gelu zviditelnéného UV transiluminatorem a se pofidila pomoci
programu Kodak1D.

4.4.8 Sterilizace semen Arabidopsis

Pracovalo se ve flowboxu. K seminkiim v mikrozkumavce se pfipipetoval 1 ml 70% ethanolu.
Nésledné se s mikrozkumavkou 2 minuty protfepavalo a dala se na 2 minuty zcentrifugovat
pfi 3000 rpm. Slil se supernatant, pfidal se 1 ml 0,8% NaOCI a 8 minut se opét protfepavalo.

Opét se centrifugovalo, slil se supernatant a pfidala se sterilni voda. Opét se centrifugovalo
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a odpipetovala se voda, ve vodé se promyvalo 2-5x. Seminka se prenesla do Petriho misky
na filtraCni papir a nechala se vyschnout.

4.4.9 Vysazeni seminek

Do Petriho misek se nalilo BM médium a nechalo se zatuhnout. Poté byla laboratorni jehlou
nasazena seminka na médium. Petriho misky se zajistily parafilmem a seminka se nechala
kultivovat ve fytotronu (den 16 hodin pfi 24 °C/ noc 8 hodin 20£2 °C).

4.4.10 Izolace protoplast(

Prvni den izolace se napipetovalo do Petriho misek asi 5 ml enzymatického roztoku. Poté se
natrhaly listky Arabidopsisu a pfemistily se do roztoku. Skalpelem se listky rozfezaly na malé
kousky, aby se protoplasty uvolnily do roztoku a nechaly se inkubovat pfes noc v termoboxu
pri 26 °C.

Druhy den se s Petriho miskami lehce zakrouZilo a 30 minut jeSté probihala inkubace, béhem
niz se lehce protfepévaly. Protoplastova suspenzi se déle precedila pfes jemné sito do nove
Petriho misky. Roztok se prepipetoval do zkumavky a centrifugoval se pri 500 rpm 5 minut.
Prevrstvil se 0,45mol/l mannitolem a opét se dal zcentrifugovat. Protoplasty se spolu
s mannitolem prepipetovaly do nové zkumavky, opét se prevrstvily mannitolem a stocily.

Nakonec se protoplasty se prepipetovaly do mikrozkumavky.

K protoplastlim se pFipipetovalo 0,5 ml 4% paraformaldehydu. Inkubovaly se pfi pokojové
teploté 5-8 minut a nasledné se centrifugovaly 3 minuty pfi 500 rpm. Odpipetoval se
paraformaldehyd a pfidal se 1 ml PBS a znovu se stocilo. Poté, co se odpipetoval PBS se
pridal fixaZni roztok a inkubovalo se po dobu 10 minut.

Asi 200 ul protoplastové suspenze se preneslo na jednotlivé vymrazené podlozni sklicko.
Sklicka se nechala oschnout v digestofi.

4.4.11 FISH metoda

Nasledovalo proplachovani ve vyvijecich komlrkach. Prvni se 1 minutu nechala inkubovat
v 0,2mol/l HCI, déle 10 minut v Tritonu a 3x po 5 minutach v 1x PBS. DalSim krokem bylo
promyvani v 50% formamidu po dobu 30 minut. Na osu$ena sklicka se napipetovalo po 10 pl
denaturovane sondy. Zakrylo se krycim sklickem, které se oblepilo lepidlem. Sklicka se dala
vyvijet na varnou ploténku na 1,5 minuty pfi 78 °C.
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Sklicka se vlozila do Petriho misky s navlihéenym papirem a dala se inkubovat pfes noc
do termoboxu pfi 37 °C.

Nasledné se z preparatl se odstranila kryci sklicka. Do vyvijeci nddobky s 2xSSC, umisténé
ve vodni lazni pfedehraté na 45 °C, se vlozila na 5 minut a jeSté jednou se opakovalo.
Na osuSena sklicka se napipetovalo na kazdé 200 ul 5% FBS, prikrylo se parafilmem
a inkuboval se 30 minut. Poté se sundal parafilm, FBS se nechalo stéct a napipetovalo se
100 pl 5% FBS s protilatkou (1 pl na 100 p FBS). Opét se prikrylo parafilmem a nechalo se
inkubovat ve tmé, aby se protilatka nevysvitila.

Po inkubaci se sklicka namacela 5 minut v 2xSSC a jesté jednou se zopakovalo v novém
2XSSC. Poté se oplachla v 1xPBS a osuSila. Nakonec se na sklicka napipetovalo po 2 pl DAPI
ve Vectashieldu, prikryla se krycim sklickem a byla zkoumana pod mikroskopem.
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5 Vysledky

Chromozém 2 je sestaven ze 4 Casti, takzvanych platd klonli po 96 jamkach. Bakterialni
umély chromozém byl objednén z databaze TAIR dostupné na Arabidopsis.org.

V antibioticich se rozmnozovaly pouze bakterialni vektory z platu 1 a 3. Plate 1 byl namnozen
v kanamycinu a plate 3 ve chloramfenikolu vzdy o koncentraci 50 mg/l LB média. Platy 2 a 4
se v antibioticich nemnozily, jak mizeme pozorovat na obr. €. 7. Na desticce platu 1 vidime

zietelny zakal znacici, Ze se bakterie rozmnozily. Zatimco na destiCce platu 2 neni viditelny

zakal, je zfejmé, Ze k namnoZeni bakterii v antibiotiku nedoslo.

Obr. €. 7 - Desticky porovnavajici bakteridlnimi suspenze rozmnozZenych platu 1
a nerozmnozenych klon( platu 2.
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ProtoZe se bakterialni klony v platech 2 a 4 nerozmnoZovaly v antibioticich, musely byt ze
sestavovani sondy vyfazeny. Pfi mnoZeni bez antibiotik by nebylo prokazatelné, Ze vektory,
které pouzivame na hybridizaci, maji naligovany inzert. Préba byla sestavena pouze z platd 1

a 3 viz obr. €. 8 o priblizné délce 11Mb.

PL Mb
Proba sestavena z
' 5,5 Mb BAC klonu
= chromozomu 2
o pribliiné velikosti
2 11 Mb 11 Mb
3 16’ S Mb [ heterochromatin
I NOR
4 | 22 Mb [ gst chromozému pouitd k
sestaveni proby

|
—_—

Obr. €. 8 - Schématické znazornéni sestaveni préby chromozomu 2 Arabidopsis thaliana

z rozmnozenychch setli BAC klon(.

Z bakterialni suspenze z rozmnoZenych platli 1 a 3 jsme vyizolovali DNA. Koncentraci DNA
jsme poté zméFili na nanodropu, abychom poté mohli zfedit DNA na DOP PCR. Na DOP
PCR bylo potreba nafedit DNA priblizné na koncentraci 200 ng/pl.

Po izolaci DNA jsme provedli kontrolni agar6zovou elektroforézu zvlast pro plate 1 a pro

plate 3. Na elektroforetogramech na obr. ¢. 9 a 10 mliZeme pozorovat, Ze izolace z bakterialn{

suspenze probéhla Uspésné u kazdého klonu.
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Obr. €. 9 - Elektroforetogram DNA izolované z bakteridlni suspenze
z platu 1 v 1% agardzovém gelu
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Obr. €. 10 - Elektroforetogram DNA izolované z bakterialni suspenze

z platu 3 v 1% agardzovém gelu

Legenda:
M: standard molekulové hmotnosti DNA — BioSystems, a.s., 100 bp DNA ladder

1-16: vzorky DNA

Podminky elektroforézy:

1 % AGSA/TBE, barveno GelRed — 4 ul/100 ml gelu

vzorek: 2 pl vzorku DNA + 3 pl H20 + 1 yl BFM, do jamky 6 pl
pouZité napéti 110 V
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Pro DOP PCR bylo potfeba optimalizovat annealing teplotu, kdy se optimalni teplota
pohybovala okolo 45°C. Reakci jsme nechali probihat pfi 43, 44, 46 a 47°C annealing
teplotach a ucinnost jsme ovérili agar6zovou elektroforézou. K nejvétsi t€innosti reakce doslo

pfi annealing teploté 43°C. Na obr. €. 11 v jamce 1 je nanesen PCR produkt mnoZeny pfi

annealing teploté 43°C, doslo zde k nejvétsimu zmnozeni fragmentl DNA. Délky fragmentd
se pohybuji kolem 200 az 1600 bp.

Obr. €. 11 - Elektroforetogram DOP PCR produktu,
ovérovani optimalni annealing teploty pro DOP PCR

reakci v 1% agar6zovém gelu

Legenda:

M: standard molekulové hmotnosti DNA — BioSystems, a.s., 100 bp DNA ladder
1-4: vzorky DNA, jamka 1: 43°C, 2: 44°C, 3: 46°C, 4: 47°C

Podminky elektroforézy:

1 % AGSA/TBE, barveno GelRed — 4 ul/100 ml gelu

vzorek: 3 pl vzorku DNA + 2 pl H,0 + 1 yl BFM, do jamky 6 pl

pouZité napéti 110 V

Provedli jsme amplifikaci DNA pomoci DOP PCR. Koncentraci proby po DOP PCR jsme
poté zméFili na nanodropu, abychom mohli DNA zfedit na Nick translaci.

Pro Nick translaci je optimalni koncentrace 62,5 ng/ul, abychom v 16 pl méli mnoZstvi
priblizné 2000 ng DNA.
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K 16 ul zfedéné DNA byly pfidano 4 pl DIG Nick translation Mixu. Poté jsme Nick translaci
naznaCili proby digoxigeninem. Pfi Nick translaci dél& DN&za do vlakna DNA zéfezy
nahodné a vytvari se tak fragmenty o rlizné délce. U jamky 3 a 4 vidime prébu sestavenou
z plati 1 a 3 naznac¢enou DIGem.

DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

1.7 % TAE agarose gel

Obr. €. 12 - Elektroforetogram z Obr. €. 13 - Pouzity standard

DNA proby po znaCeni DIGem v molekulové hmotnosti DNA,

Nick translaci v 1% agar6zovém gelu BioSystems, a.s., 100 bp DNA ladder
Legenda:

M: standard molekulové hmotnosti DNA — BioSystems, a.s., 100 bp DNA ladder
1-4: vzorky DNA, 3 a 4: vzorky prob znacené DIGem

Podminky elektroforézy:

1 % AGSA/TBE, barveno GelRed — 4 ul/100 ml gelu

vzorek: 3 pl vzorku DNA + 2 pl H,0 + 1 pl BFM, do jamky 6 pl

pouZité napéti 110 V

Celkové mnozstvi DNA ve 21 pl bylo okolo 2000 ng. Odebrali jsme 3 ul na elektroforézu.
Zbylo nam tedy asi 1700 ng DNA v 18 ul. Dale se proby prevedly do formamidu, tak aby
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vysledna koncentrace DNA byla 40 ng/ pl. Pokud bylo tedy plvodni mnoZzstvi DNA kolem
1700 ng, préba se rozpustila ve 42,5 pl formamidu.

Proby prevedené do formamidu se nahybridizovaly na sklicka s vyizolovanymi protoplasty.
Poté probihala inkubace s 1 pl anti-Digoxinu. Nakonec jsme napipetovali 1,5 pl DAPI,

prikryli jsme krycim sklickem a pozorovali jsme pod fluorescencnim mikroskopem.

1pm

Obr. €. 14 - Interfazni jadra protoplastu Arabidopsis thaliana znaend DAPI a monoklonalni
mysi protilatkou anti-Digoxin konjugovanou s Cy3. Hybridizace 5, 5 Mb Useku p raménka
chromozému 2 ziskaného izolaci BAC klond z platu 1.
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6 Diskuze

Protoplastové kultury jsou pozoruhodnym pFikladem dediferenciace rostlinné buriky. Béhem
dediferenciace protoplastl dochazi ke zméndm v genomové organizaci. Nejvyraznéjsi
zmeénou je rozsahla chromatinové dekondenzace.

Heterochromatinova dekondenzace u protoplastll Arabidopsis thaliana je doprovazena
strukturalni relaxaci centromerickych, pericentromerickych a 5S rDNA repetitivnich
sekvenci, stejné jako transpozoni umisténych v chromocentrech (Ondrej et al. 2010).
Dediferenciace je charakterizovdna novou rovnovahou mezi méné kondenzovanou Casti

genomu a kondenzovanycm heterochromatinem, jehoZ transkripce je omezena.

Pro vizualizaci chromozémd, v interfaznim jadre protoplastli A. thaliana, jsme sestavili prébu
z poloviny setl BAC klond. Z druhé poloviny setli se vzhledem k jejich kvalité nepodafilo
vyizolovat dostate¢né mnozstvi BAC. Ani po druhém objednani setdi BAC klond, dodanych
databazi TAIR, se polovina bakteridlnich klonl nemnozila v médiu s antibiotiky. Z tohoto

ddvodu se nezdafila konstrukce celochromozémové sondy pro chromozém 2.

Celochromozémovou prébu z BAC klond pro chromozém 2 Gspés$né sestavil Lysak 2003,
avSak pro konstrukci sondy pouZzil bakterialni klony z databaze IGF a TAMU.

Prébu sestavenou z poloviny setll BAC klonl, jsme nasledné hybridizovali na zafixované
protoplasty A. thaliana. K hybridizaci vSak doSlo pouze u ¢tvrtiny chromozému, konkrétné
u BAC izolovanych z platu 1. Hybridizovala oblast horniho raménka chromozomu 2, kterd méa
vysokou hustotu repetitivnich sekvenci. Pod fluorescenénim mikroskopem jsme sledovali
4 pomérné Vétsi signaly. VEtsi plocha hybridizovanych signald byla nejspiSe zplsobena
dekondenzovanych stavem chromatinu. V daném stadiu vyvoje protoplastu je
dekondenzovany stav chromatinu typicky a je spojeny s reprogramovanim genomové
organizace protoplastd. Vzhledem k diploidnimu stavu A. thaliana bychom vsak ocekavali
pouze dva signaly. Pozorované 4 signaly znamenaji, Ze proba musela hybridizovat
nespecificky.

Je moZné, Ze oblast organizatoru jadérka chromozému 2 mohla nespecificky hybridizovat
s NOR oblasti chromozému 4. Lysdk 2003 ztohoto dlvodu vyradil pri kontrukci
celochromozomové proby specifické BAC klony z pericentromerickych a NOR oblasti.
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Chromozémy Arabidopsis thaliana je mozné vizualizovat celochromozémovymi sondami,
protoZe se u nich nevyskytuje velké mnozZstvi rozptylenych repetitivnich sekvencich. Také
u jinych rostlin s malymi genomy byly touto metodou Uspésné vizualizovany chromozémy
(Dong et al., 2000; Song et al., 2000). Sondy se dale vyuZivaji k analyzdm evolu¢niho vyvoje
karyotypl pfibuznych druhd.

S vyuzitim konstrukce celochromozémové préby z bakterialnich klond bude v budoucnu
mozné studovat organizaci genomu béhem vyvoje rostliny. Po dostatecné optimalizaci
metody by mohly byt dokonce sledovany chromatinové modifikace, jako methylace DNA
nebo histonové modifikace. Zmény v organizaci chromatinu by mohly byt poté studovany
v souvislosti s replikaci a transkriptnimi procesy u jednotlivych chromozémovych teritorii.
(Lysak et al., 2001).
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7 Zaver

Z BAC klonli zdatabdze TAIR nebylo, vzhledem k jejich kvalité, mozné vyizolovat
dostateCné mnozZstvi BAC pro sestaveni celochromozémové proby chromozému 2.
V antibioticich se mnoZzila pouze polovina bakterialnich vektor(l. Podafilo se vyizolovat
2 platy, ale hybridizoval pouze jeden. Timto zplsobem byla vizualizovdna C¢tvrtina
chromozomu ziskana z platu 1. Vysledny signal nahybridizované proby byly 4 naznaCené
oblasti. Signaly byly vétsi a slabé, kdy se patrné jednalo o dlsledek dekondenzace chromatinu
protoplastl. Mohlo vsak také jit o Spatny postup pfi konstrukci préby nebo nedostatecné

optimalizované metodé FISH, kterd nevychézela vzdy.
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8 Seznam zkratek a pojmU
AGSA - agar6za

BAC - bakterialni umély chromozém
BFM - bromfenolova modf

Clustery — shluky

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

DIG - digoxigenin

FISH — fluorescencni in situ hybridizace
HMG - skupina vysoké pohyblivosti
Intermingling — promichavani

ICD model — interchromozomalni doména
IC-CT model — chromozomalni teritorium-interchromatinové domeny
ICN model — interchromatinova sit’

Loop - smycka

MS - Murashi a Skoog médium

NOR - organizator jadérka

Rekalcitrance - neschopnost diferenciace
Ridges — oblasti zvy3ené genové exprese
ROS - reaktivni kyslikove radikaly

TBE - Tris boratovy pufr
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