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Abstrakt

Rostliny jsou v pfirozeném prostfedi vystaveny mnoha rtiznym stresorim, kterym se musi
dokézat ptizptsobit. Bylo zji§téno, Ze rostliny si mohou ,,zapamatovat* pfedchozi stresovou
odpovéd’ a na nasledné vystaveni stejnému stresoru zareagovat rychleji a ve véEtsi mire.
Jednim z pfedpokladanych mechanismt tohoto tzv. ,primingu by mohly byt zmény
na arovni chromatinovych modifikaci. Modifikace chromatinu se zpravidla v prubéhu
stresové reakce dynamicky méni. Nékteré zmény by vSak mohly zlstat trvalé, ¢imz by se
vytvorila specificka, meioticky nebo mitoticky transmisibilni ,,stresova pamét™. V piipadé
mitoticky transmisibilni ,,stresové paméti“ byl takovy jev zatim pozorovan u Stresu
Vv disledku dehydratace, zasoleni, mechanického poskozeni, kombinace rliznych stresort a
systémové rezistence na patogenni bakterie. Zatim se jedna jen o né¢kolik malo studii; uz ted’
se ale ukazuji rozdily v reakci konkrétnich gentl, stejné jako zavislost na délce stresového
stimulu a délce period mezi prvnim a druhym stresem. Velkym nedostatkem dosavadnich
studii je jejich zaméfeni pouze na histonové modifikace. Nicméné v ramci dosud studovanych
chromatinovych modifikaci se zda, ze jako hlavni znacka pro ,,priming“ by mohla slouzit
prevazné H3K4me3. Naproti tomu modifikace H3K27me3 zfejmé jako ,,pamétova znacka*
neslouzi. Na vyvozeni definitivniho zévéru ohledné role chromatinovych modifikaci

Vv somatické/mitotické ,,stresové paméti‘ rostlin je ale zatim pfili§ brzy.

Kli¢ova slova: ,priming“, histony, metylace DNA, rostliny, stres, chromatinové

modifikace



Abstract

Plants are exposed to many stressors to which they must be able to adapt. It has been
found that plants can memorize the respective stress response and may respond to a
subsequent stress exposure faster and to a greater extent. The mechanism of this so-called
priming could be associated with the changes in the levels of chromatin modifications.
Chromatin modifications are usually dynamically changing during the stress reaction. Some
of these changes could persist for some time, thus the specific stress memory, mitotically and
meiotically transmissible, could be established. Such a phenomenon was observed for stress
caused by dehydration, salinity, mechanical damage, a combination of various stressors and a
systemic resistance to pathogenic bacteria. So far, only a few studies on this topic exist; but
even now it is clear that there are differences in the response of specific genes as well as the
dependence on the length of the stress stimulus and the duration of the period between the
first and second stress. A major disadvantage of existing studies is that they focus solely on
histone modifications. Regarding the chromatin modifications studied so far, H3K4me3 could
serve as the main mark for such priming. On the other hand, H3K27me3 modification is
apparently not used as a memory tag. However, it is still too early for making definitive

conclusions about the role of chromatin modifications in plant somatic/mitotic stress memory.

Key words: priming, histones, DNA methylation, plants, stress, chromatin modifications
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1 Uvod

Rostliny jsou pfisedlé organismy a na rozdil od Zivo¢ichii nemohou utéct pied nebezpecim.
Proto si musely vytvofit fadu jedine¢nych mechanismil, jak se pied riznymi stresory branit
nebo se jim prizpusobit. Jednim z takovych mechanismt je tzv. ,,priming* fenomén.

,Priming“ moZe mit v rostlinné biologii rtizné vyznamy. Casto je jako ,,priming"
oznacovan jev, kdy rostliny, které byly osetfeny urcitou latkou ptred piisobenim néjakého
stresoru (at’ uz jako semena nebo jiz rostouci rostliny), reaguji na stres 1épe nez rostliny
neoSetiené. Napiiklad Jakab et al. (2005) prokazali, Ze rostliny husenicku Arabidopsis
thaliana (L.) oSetfené kyselinou PB-aminomdaselnou (BABA) vykazuji vy$s$i toleranci
vici dehydratacnimu a hyperosmotickému stresu. Aplikace BABA také zvySuje odolnost
rostlin vici riznym parazitickym organismiim. Ton a Mauch-Mani (2004) testovali G¢innost
osetieni A. thaliana BABA vuéi stresu vyvolanému nekrotrofnimi patogeny Alternaria
brassicicola (Schwein.) a Plectosphaerella cucumerina (Lindf.). V obou ptipadech rostliny
pfedem oSetfené vykazovaly vyrazné vyssi odolnost nez rostliny touto latkou neosettené (Ton
& Mauch-Mani 2004). Autoti Naffie a Mazen (2008) zase zkoumali vyuziti benzothiadiazolu
(BTH) jakozto induktoru zvySené odolnosti soji lustinaté (Glycine max (L.) Merill) k houbé
Phialophora gregata (L). Zjistili, ze ze semen oSetienych BTH vyrustaji rostliny vyrazné
odolngjsi k této chorobé nez ze semen touto latkou neoSetienych (Nafie & Mazen 2008).
Rostliny je mozné také senzitizovat viici stresu pomoci riznych chemickych induktorti jiz ve
stadiu semen. Jiménez-Ariaz et al. (2015) v nedavné studii zkoumali vliv menadionbisulfitu
sodného (MSB) na rlst rostlin v hyperosmotickych podminkach. Zjistili, Ze rostliny, které
vyrostly ze semen oSetfenych touto latkou, rostou rychleji neZ rostliny neosetfené (Jiménez-
Arias et al. 2015).

Jako ,,priming* je ale také oznaCovan zvlastni fyziologicky stav rostliny, kdy po vystaveni
primarnimu stresu miZe na nasledné stresové stimuly reagovat mnohem rychleji a silnéji nez
rostlina, ktera primarni stresovou periodou neprosla (Conrath 2011). Tento ,,priming™ vice
odpovida pfirozenému stavu a byl prokazan u rostlin vystavenych biotickému 1 abiotickému
stresu. Nékdy byva zahrnut také dalsi jev, k némuZz dochazi pii kli¢eni semen, kdy semeno
ptfed vyklicenim musi nejprve projit chladovou periodou — vernalizaci, i kdyZ to vlastné pravy
»priming* neni (Yaish et al. 2011). V této praci se zabyvam pouze ,,primingem‘ souvisejicim

s opakovanym vystavenim rostlin ptisobeni né¢jakého stresového faktoru.



V soucasnosti je navrzeno hned nékolik riznych mechanismi, kterymi by mohl byt tento
typ ,,primingu® zptisoben. Baldwin a Schmelz (1996) naptiklad zjistili, Ze u rostlin tabdku
Nicotiana sylvestris (Speg. & Comes) opakované oSetfenych metyljasmonatem, ktery slouzi
jako signalni molekula mechanického poskozeni, dochdzi k vyraznému narGstu obsahu
nikotinu, ktery je vyuzivan jako obrannd molekula pfi odpovédi na nasledujici mechanické
poskozeni rostlin (Baldwin & Schmelz 1996). Také ukladani kalézy do bunécné stény je
velmi dulezity mechanismus pii obrané proti napadeni patogenem. Van der Ent et al. (2009)
zjistili, ze kolonizace kofenii nepatogenni kofenovou bakterii Pseudomonas fluorescens
WCS417r (L.) mize navodit systémovou odolnost celé rostliny vici riznym patogentim. Bylo
objeveno, ze pii nasledné inokulaci patogenni bakterii dochdzi k vyraznéjSimu ukladéani
kalozy do bunécné stény nez u rostlin, které v symbidze nejsou (Van der Ent et al. 2009).
Dal$i moznosti je hromadéni inaktivnich signalnich molekul nebo jejich mRNA. Bylo
prokazano, ze po indukci stresové odpovédi pomoci BTH dochazi k akumulaci nékterych
inaktivnich MAP kindz. To umoziuje rychlejsi aktivaci stresovych gentl pfi sekundarni
indukci (Beckers et al. 2009). Velmi vyznamnou roli v obrané rostliny pii napadeni
patogenem maji také reaktivni kyslikové formy (ROS). Rostliny mohou vyuzivat ROS jako
signalni molekuly. Pastor et al. (2013) zjistili, ze ROS signalizace se ucastni také obranného
»primingu. Pfi svych experimentech na husenicku A. thaliana a patogenni nekrotrofni houbé
P. cucumerina objevili, Ze u piedpfipravenych rostlin dochazi k vyznamné akumulaci H,O5,
ktery je nezbytny pro zahajeni reakce spojené s odolnosti. Vys$si hladina H,O, pak umozni
rychlejsi reakci na opétovné napadeni patogenem (Pastor et al. 2013).

V posledni dobé se zaCina prikladat ¢im dal tim vétsi diraz na roli epigenetickych
modifikaci v odpovédi rostlin na stres. Bylo jiz mnohokrat prokazano, ze epigenetické
modifikace, jako DNA metylace, modifikace histonii nebo zdmény jejich variant, hraji
klicovou roli v regulaci genové exprese pii stresové reakci (Kim et al. 2015). Po ukonceni
stresové reakce se vétSina téchto modifikaci vrati do plivodniho stavu. Nékteré modifikace
vSak mohou zlstat stabilni a umoznit efektivnéjSi aktivaci stresovych gent pii dal$im
vystaveni rostlin stejnému stresoru (Obr 1). Opakovanim konkrétniho stimulu se tedy mutze
vytvofit ,stresovd pamét™ zaloZzena na chromatinovych modifikacich. Tyto zmény
Vv epigenetickém koédu mohou byt dédény nejen mitoticky, ale 1 meioticky, a tudiz ptredavany
do dalsich generaci (Luna et al. 2012). V této bakalaiské praci se budu zabyvat pouze
epigenetickou ,,stresovou paméti® v rdmeci jedince, nikoliv transgeneracni ,,stresovou pameéti®.
Cilem je podat stru¢né shrnuti dosavadnich experimentl v této oblasti a kriticky zhodnotit

jejich vysledky a zavéry z nich vyvozené.
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Obr. 1: Grafy znazoriujici moZny pribéh zmén v genové expresi a struktuie chromatinu v pribéhu
opakovaného pusobeni néjakého stresoru. Prvni graf znazoriuje stresovou odpovéd gend nevykazujicich
stresovou pamét. U téchto gend se Groven genové exprese i struktura chromatinu v mezistresovém obdobi
navraceji do pivodniho stavu. Na druhém grafu je ukazana genova odpovéd typicka pro ,,priming®“. V tomto
piipadé dochazi k trvalym zménam ve struktuie chromatinu, které umoznuji rychlej$i nastup stresové odpovédi
pii druhé stresové periodé. Na tfetim grafu je pak znazornén proces vernalizace, kdy jsou zmény po prvni
stresové periodé jak v chromatinové struktuie, tak v genové expresi trvalé. Pievzato a upraveno podle Eichten et

al. (2014).



2 Chromatinové modifikace

V eukaryotickych buiikach je aktivita genu uréena nejen jeho sekvenci, ale také jeho pozici
Vv genomu a strukturou chromatinu. Aktivni geny jsou spojeny s rozvolnénou formou
chromatinu, ktera umoziuje piistup transkripniho aparatu k DNA. Naopak geny umisténé
V kondenzovaném chromatinu jsou vétSinou umlceny. Zmény v chromatinové struktuie
odrazejici se 1 vurovni transkripce jsou fizeny pomoci prechodnych znacek, kterymi jsou
chromatinové modifikace. Tento epigeneticky kod je velmi dynamicky a umozituje buiice
pruzné¢ regulovat genovou expresi v zavislosti na Zivotnich podminkach. U rostlin maji
chromatinové modifikace obzvlast velky vyznam, nebot’ se vyrazné podileji na reakci na

rizné stresové faktory (Berr et al. 2012; Luo et al. 2012; Kim et al. 2015; Vriet et al. 2015).

2.1 Typy chromatinovych modifikaci

Chromatinové modifikace mizeme rozdé¢lit na tfi odlisné skupiny — histonové modifikace,
vyménu béznych histonii za histonové varianty a metylaci DNA. VSechny tii se vyrazné
podileji na regulaci genové exprese naptiklad pii stresovych reakcich. V nasledujicich
kapitolach je proto stru¢né charakterizuji a nastinim jejich funkci. Podrobny popis soucasnych
znalosti o této problematice neni mym cilem, v poslednich letech vSak vySlo nékolik
vybornych ptehledovych ¢lankt, kde jsou rizné typy histonovych modifikaci (Pfluger &
Wagner 2007; Liu et al. 2010; Luo et al. 2012; Feng & Shen 2014), histonovych variant
(Ingouff & Berger 2010; Deal & Henikoff 2011; Zhu et al. 2012; Volle & Dalal 2014)
a riznych mechanismi metylace a demetylace DNA (Ooi & Bestor 2008; Law & Jacobsen
2010; He et al. 2011) u rostlin rozebirany podrobnéji. Z téchto ¢lankt vychazeji i nékteré nize
uvedené informace obecngj§iho charakteru. Ctenafe s vét§im zdjmem o tuto tématiku tedy

odkazuji na né.

2.1.1 Histonové modifikace

Histony jsou zcela zasadni struktury nutné pro sbaleni DNA v eukaryotické buiice.
Oktamery téchto bilkovin, okolo kterych se omotdva vldkno DNA, tvoii nukleosomy,
nazyvané také zdkladni jednotky chromatinu. Kompaktnost chromatinu ovliviiuje fadu dé&jt
Vv bunice, jako napftiklad troven transkripce, DNA replikaci a reparaci. Toto uspotfadéni je
pfimo ovlivnéné kovalentnimi modifikacemi na N-koncich histonovych proteinli. Mezi
histonové modifikace se fadi metylace, acetylace, fosforylace, sumoylace, ubikvitinace
a nékteré dalsi. Bylo prok4zéno az 60 riiznych aminokyselinovych zbytkil na histonu, které

mohou byt takto modifikovany (Kouzarides 2007). Typ znacky urcuje troven transkripce



gend. Acetylace a nékteré typy metylace, fosforylace a ubikvitinace byvaji spojovany
s aktivaci transkripce, zatimco sumoylace a n¢které typy metylace, ubikvitinace a fosforylace
naopak transkripci obvykle reprimuji (Zhang et al. 2007a).

Acetylace se tyka lysinovych zbytkii a jeji uroven je udrzovana pomoci enzymu
histonacetyltransferaz (HAT) a histondeacetylaz (HDAC). Metylace histoni probihd na
zbytcich argininu a lysinu. Na rozdil od acetylace je mozna i ndsobnd metylace, coZ rovnéz
ovlivituje vysledny efekt na strukturu chromatinu. V piipadé lysinovych zbytki mutze jit az
o trimetylaci, v ptipad¢ argininovych zbytkli o mono- nebo dimetylaci. Metylace je udrzovana
pomoci enzymi histonmetyltransferaz (HMT; lze rozdélit na PRMT — protein-arginin-
metyltransferazy a HKMT - histon-lysin-metyltransferazy) a histondemetylaz (HDM).
Fosforylace probihd na zbytcich serinu a treoninu. Tato znacka je ustanovovana pomoci
enzymu z rodiny serin/threoninovych kinaz a odstrafiovana pomoci fosfatdz. Ubikvitin je
maly protein pfidavany na zbytek lysinu pomoci enzymt ubikvitilaz. Jeho funkce v buiikach
byva Casto spojovana s degradaci rtiznych proteinti. Mlze vSak pusobit také jako signal pro
opravy DNA nebo aktivaci transkripce. Zatimco v ptipad¢ oznacovani proteinli pro degradaci
se jednd o polyubikvitinaci, v pfipadé epigenetické znacky na histonech jde
0 monoubikvitinaci. Sumoylace je typ modifikace, kdy je na histon pfidavan maly protein
SUMO podobny ubikvitinu. Tato modifikace probihd pomoci aktiva¢niho, konjugacniho
a liga¢niho enzymu na zbytcich lysinu.

Riizné histonové modifikace jsou v odbornych textech oznacovany zkratkami
vyjadiujicimi druh histonu, ktery je modifikovan, aminokyselinovy zbytek, kterého se to tyka

a typ modifikace. Tedy naptiklad H3K4me3 znaci trimetylaci ¢tvrtého lysinu na histonu H3.

2.1.2 Histonové varianty

Histonové proteiny mohou byt v buntkdch kodovany i1 n€kolika riznymi geny. Produkty
téchto genti nazyvané histonové varianty maji podobnou sekvenci a jejich exprese je
specificka pro urcity stav buiky.

Nejznaméjsi variantou je histon H2A.Z odvozeny od histonu H2A. Tato varianta se ¢asto
vyskytuje v promotorech nékterych genti, kde patrné zabranuje metylaci DNA, ¢imZ se podili
na regulaci genové exprese (Zilberman et al. 2008). Mezi dalsi funkce H2A.Z patii vymezeni
hranic heterochromatinu a udrZovani integrity genomu. Podili se i na odezv€ na faktory
prostiedi (pfedevsim teplotu) (Kumar & Wigge 2010). U rostlin existuji i dalsi varianty H2A,
které jsou specificky spojeny s urcitym typem stresu (Zhu et al. 2012).



Podobny vyznam jako H2A.Z ma varianta H3.3, ktera se liSi od histonu H3 jen ve 3-4
aminokyselinach. Vyskytuje se v ned¢licich se buiikdch a histon H3 nahrazuje v pribéhu
transkripce, ¢imz oznacuje jiz transkribované geny. Naopak varianta histonu H3 zvana H3.1
je zase spojovana s transkripéné neaktivnim chromatinem (Stroud et al. 2012).

Rovnéz v ptipadé spojovaciho histonu H1 existuji u rostlin jeho rtizné varianty. Nékteré
z nich jsou indukovany stresovymi faktory, napt. suchem (Ascenzi & Gantt 1997; Ascenzi &
Gantt 1999; Scippa et al. 2004).

2.1.3 Metylace DNA

Dalsi dilezitou soucasti epigenetického systému buiiky je metylace DNA. Tato modifikace
probiha na patém uhliku cytosinu za vzniku 5-metylcytosinu. Hlavnimi funkcemi metylace
DNA je ochrana genomu rostliny pfed mobilnimi genetickymi elementy a regulace
transkripce (Zilberman et al. 2007). U rostlin k metylaci dochazi jak v symetrickych CG
a CHG (H = A, C nebo T) sekvencich, tak v asymetrickych CHH sekvencich.

Metylace je zajistovana pomoci DNA metyltransferaz a muze byt udrZzovaci nebo de novo.
U rostlin je metylace v CG sekvencich udrzovana pomoci enzymu patficich do rodiny
metyltransferdzy 1 (MET1) a v CHG sekvencich hlavné pomoci chromometyltransferazy 3
(CMT3). Asymetrické sekvence jsou metylovany ptredev§im de novo, a to enzymy z rodiny
,domains-rearranged methyltransferase 1 a 2 (DRM1, DRM2) (Cao & Jacobsen 2002).
Nicmén¢ uvedené rozdéleni je pouze piiblizné a rizné DNA metyltransferazy mohou byt pfi
de novo i udrzovacich metylacich vzajemné zastupitelné.

De novo metylace je u rostlin také spojend s RNA interferenci, kdy cilova sekvence je
rozpoznavana specifickymi typy siRNA. Tato metylace DNA byvéa oznacovéana jako RdADM
(,LRNA directed DNA methylation) a jedna se o mechanismus typicky pro rostliny
(Wassenegger et al. 1994).

Metylace DNA je také silné provdzana s modifikaci histonll. Byla prokézana
zpétnovazebna smycka, kdy udrzovaci metyltransferazy metyluji v sekvencich CHG a CHH
podle metylace H3K9. Zaroven jedna rodina histonovych metyltransferaz rozezndva metylaci
v téchto sekvencich a podle nich modifikuje pfislusné histony (Bernatavichute et al. 2008).

Metylace DNA je pfevazné stabilni epigenetickd znacka. K jeji ztrdt¢ mulze dochazet
pasivné pii replikaci DNA nebo aktivné pomoci specifickych enzyma. U rostlin to jsou
enzymy z rodiny DNA glykosylaz. Aktivni demetylace je zaloZena na mechanismu opravy

DNA pomoci vystfizeni metylované baze. Rostlinné glykosylazy rozezndvaji metylovany



cytosin, ktery odstépi od curkfosfatové kostry DNA. Chybé&jici baze je pak nahrazena

normalnim cytosinem opravnymi mechanismy podle komplementarniho vlakna.

2.2 Zakladni metody hodnoceni chromatinovych modifikaci

Pristupli, pouzivanych pii analyze chromatinovych modifikaci, je vice. Zejména
S nastupem "omického" veéku byla vyvinuta celd fada metod, které umoznuji hodnotit
chromatinové modifikace v celogenomovém méfitku. Tyto metody lze rozdélit do dvou
hlavnich kategorii: metody pouzivané pro stanoveni modifikaci histonti a metody pouzivané

pro stanoveni metylace DNA.

2.2.1 Metody pro stanoveni modifikaci histonti

V soucasnosti nejrozsiienéj$i metodou pro analyzu chromatinovych modifikaci, resp.
identifikaci oblasti, kde k nim dochdzi, je chromatinovd imunoprecipitace (ChIP). Tato
metoda umoznuje zachyceni chromatinovych oblasti, kde doSlo k histonovym modifikacim,
pomoci protilatek specifickych pro konkrétni histonovou epigenetickou znacku. DNA je
nejprve kovalentnimi vazbami propojena s histony (tzv. ,,crosslinking*) pomoci formaldehydu
nebo jiného Cinidla. Poté je chromatin rozs§tépen na mensi useky (napf. sonikaci) a pridana
ptislusna primarni protilatka, kterd umozni specifické zachyceni hledanych oblasti. Nakonec
je protilatka odstranéna, ,.crosslinky* mezi histony a DNA zruSeny a ziskand ¢ista DNA
z takto zachycenych mist je pak amplifikovana pomoci PCR a je s ni dale pracovano (Orlando
et al. 1997).

ChIP lze vyuzit v kombinaci s dal$imi technikami i ke stanoveni chromatinovych
modifikaci v celogenomovém méfitku. Jednou z takovych kombinaci je tzv ChIP-chip
analyza (Obr. 2). Je to v podstaté ChIP nasledovana ,,DNA microarray*, coZ je hybridizace
DNA ziskané¢ ChIP s DNA sondami (reprezentujicimi cely genom nebo jenom jeho Cast)
provadéna na mikroc¢ipech. U této metody vSak hrozi nebezpeci faleSné negativity v disledku
Spatného nasednuti DNA na sondu. NejbéZznéjsi dnes pouzivanou metodou je tzv. ChIP-seq
analyza, kdy po ChIP nasleduje hromadna paralelni sekvenace DNA (Obr. 3). Tato metoda je
napiiklad v porovnani s ChIP-chip mnohem citlivéjsi a ma vyssi rozliSeni (Kaufmann et al.
2010). Dalsi moznosti je kombinace ChIP se sériovou analyzou genové exprese, tzv. ChIP-
SAGE metoda (Obr. 4). Pii této metodé jsou na DNA ziskanou pomoci ChIP nejprve
piipojeny ,,linkerové* sekvence s navdzanym biotinem, pies ktery jsou ptislusné oblasti DNA
pfichyceny na streptavidinové kulicky. Poté dojde k jejich rozstépeni specifickou restrikéni

endonukledzou (RE), navazani dalSich ,linkerd* a vytvoteni 21-22 bp dlouhych sekvenénich



znacek (,,tagii") pomoci dalsi RE. Tyto znacky jsou pak osekvenovany a mohou slouzit
k identifikaci téch oblasti genomu, kde k histonovym modifikacim doslo (Roh et al. 2004).
ChIP muze byt pouzita také ke kvantifikaci histonovych modifikaci, bez toho, aby byly
identifikovany konkrétni oblasti, kde k témto modifikacim doslo. V tomto ptipad¢ po ChIP
nasleduje kvantitativni real-time PCR (Haring et al. 2007).

purifikace a
amplifikace DNA

Hybridizace pomoci
DNA microarray

i Mapovani sond v genomu

pozice v genomu
Obr. 2: Schéma chromatinové imunoprecipitace
zkombinované s DNA ,microarray“ (ChIP-chip).
Nejprve je provedena ChIP, kdy jsou modifikované
useky oznaleny specifickymi protildtkami. Poté jsou
tyto useky amplifikovany pomoci PCR. Nakonec je
takto pfipravenda DNA hybridizovana spolu s kontrolni
DNA znacenou jinou fluorescencni znackou se sondami
v DNA ,microarray®. Tyto sondy jsou pak zamapovany
do genomu. Pievzato a upraveno podle Schones & Zhao

(2008)
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Obr. 3: Schéma chromatinové imunoprecipitace
zkombinované se sekvenaénimi technikami.
Nejprve jsou pomoci ChIP oznaceny modifikované
useky. Konce DNA jsou upraveny ligaci adaptort
a ziskané useky jsou amplifikovany pomoci PCR.
Nasledne€ jsou tyto sekvenovany pomoci DNA
syntézy. Vysledné sekvence jsou zamapovany do
genomu. Prevzato a upraveno podle Schones &

Zhao (2008)



reversibilni ,,crosslink”, navazani biotinylovanych
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Obr. 4: Schéma chromatinové imunoprecipitace nasledované sériovou analyzou genové exprese (ChIP-
SAGE). Nejprve je provedena ChIP pro zachyceni modifikovanych usekd. Nasledné jsou na konce DNA
pfipojeny univerzalni linkery znacené biotinem a takto upravend DNA je navazana na streptavidinové kulicky.
Vzorek je poté nastépen pomoci Nlalll a na konce takto ziskanych tisekti jsou piipojeny dal$i linkery obsahujici
sekvenci rozpoznavanou Mmel. Stépenim touto restrikéni endonukledzou vznikaji iseky 21-22 bp dlouhé. Tyto
kratké sekvence jsou pouzity jako tzv. sekvenacéni tagy, naklonovany a nasledné¢ zamapovany do genomu.

Pievzato a upraveno podle Schones & Zhao (2008)

Dal§i metodou pouzivanou pro stanoveni histonovych modifikaci je hmotnostni
spektrometrie (MS). Tato metoda je zaloZen4 na rozdélovani ionizovanych molekul podle
poméru hmotnosti a naboje pomoci elektromagnetického pole. V rtiznych modifikacich

umoziuje charakterizaci histonovych modifikaci, histonovych variant a dokonce objeveni



novych modifika¢nich mist. Histony mohou byt zbunék vyizolovany napf. pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) a poté podrobeny bud’
elektrosprejové ioniza¢ni tandemové MS (tuto metodu napt. vyuzili Banks et al. (2001) pro
sledovani fosforylace na histonu H1) nebo tzv. ,,peptide mass fingerprinting* (PMF) (tato
metoda umoziuje efektivni zkoumani histonovych modifikaci bez nutnosti proteinového
sekvenovani a napt. autoti Zhang et al. (2003) ji vyuzili pro odhaleni novych modifika¢nich
mist na histonech H3 a H4).

2.2.2 Stanoveni metylace DNA

Bisulfitova konverze je jednou ze zakladnich metod pro stanoveni metylace DNA
(Obr. 5b). Tato metoda vyuziva chemické reakce, kdy je nemetylovany cytosin za piitomnosti
bisulfitu sodného konvertovan na uracil, zatimco 5-metylcytosin se neméni (Hayatsu et al.
1970). Po konverzi zpravidla nasleduje ,,microarray* analyza nebo sekvenace a porovnani
konvertované sekvence s tou puvodni. Tim je mozné identifikovat misto, kde k metylaci DNA
doslo. Vyuziti propojeni bisulfitové konverze se sekvenacnimi metodami umoziiuje analyzu
metylace 1 ve vysoce repetitivnich sekvencich, coz by bylo velice obtizné pii pouziti
,microarray analyzy, a zaroven je tato metoda mnohem citlivéjsi (Cokus et al. 2008).

Pivodnéjsi metodou pouzivanou pro analyzu metylace DNA je mapovani pomoci RE
(Obr. 5a). Nékteré RE mohou byt inhibovany metylovanymi sekvencemi. Nejcastéji se
vyuziva dvojice RE S§tépicich stejnou sekvenci, které jsou citlivé k riznym sekvencnim typim
metylace. Produkty $tépeni se pak daji porovnat pomoci elektroforézy (Kaput & Sneider
1979), ,,microarray* analyzy (Tompa et al. 2002) nebo sekvenacnich technik (Oda et al.
2009).

Jinou moznosti pro zkoumani metylace DNA je afinitni purifikace. Jednou z metod
vyuzivajicich afinitni purifikaci je naptiklad tzv. MIRA, kdy se k rozpoznavani metylovanych
sekvenci vyuzivaji proteiny s metyl-CpG vazebnou doménou (MBD). Tato metoda je
pfiblizné stejné citlivd jako bisulfitové sekvenovani, nevyhodou vSak muze byt fakt, Ze
nerozeznava metylace v ostatnich sekvencich (Rauch & Pfeifer 2005). Sekvenéné
nespecifickou metodou afinitni purifikace je chromatinovd imunoprecipitace vyuzivajici
protilatky specificky vazici S-metylcytidin (meDIP, mCIP) (Obr. 5c). Tato metoda
v kombinaci s DNA , microarray* analyzou nebo sekvenovanim je vysoce efektivni a je

vhodna pro rozsahlé celogenomové analyzy (Weber et al. 2005).

10



a) restrikéni endonukleaza b) bisulfitova konverze ¢) mCIP

5'_5/@- 3 —"m"""m"' /}S\y}%x «/

Hpalll
5 - EMGd - ¥ --HG----Hg--- lsonikace
hd : L1 l bisulfit -
i Stépeni Msel \ _-m____m___ @
2 A --EB----EB---
l ligace adaptor l R limunoprecipitace
. \
&
o s] o ® o—To - Ss
o --E3- - - -El- - -
i Stépeni Hpall T % lamplifikace
. - ) L IN.

—

pozice v genomu

Obr. 5: Schéma zakladnich metod pouZivanych pro hodnoceni metylace DNA: a) analyza pomoci
specifickych restrikénich endonukledz; b) bisulfitové sekvenovani; c) vyuziti chromatinové imunoprecipitace
(mCIP); v§echny metody mohou byt zkombinovany napt. s DNA ,,microarray* nebo sekvena¢nimi technikami.

Obrazek pievzat a upraven podle Schones & Zhao (2008).

S rozvojem sekvenacnich technik byly vytvofeny metody umoziujici piimou detekci
metylované DNA. Jednou ztéchto metod je tzv. ,single-molecule real-time* (SMRT)
sekvenovani. Pfi této metod¢ pfiddvda enzym DNA polymeraza fluorescencné znacené
nukleotidy ke komplementarnimu vldknu. V priitbéhu inkorporovani nukleotidu dojde
k vyzaieni fluorescenc¢niho pulsu, ktery je charakteristicky svou délkou a vinovou délkou pro
jednotlivé nukleotidy. Autofi Flusberg et al. (2010) prokazali, ze ptitomnost metylované baze
Vv templdtu mulZe ovlivnit délku mezidobi mezi jednotlivymi pulsy. Provedli nékolik
experimentt s DNA metylovanou na adeninu a cytosinu a zjistili, ze mezidobi po inkorporaci
baze naproti metylované bazi je az pétkrat delSi nez u baze nemetylované (Flusberg et al.

2010).
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3 Chromatinové modifikace v souvislosti s, mitotickou stresovou

paméti“ rostlin

Praci zabyvajicich se modifikacemi chromatinu v kontextu ,,stresové paméti* rostlin dosud
neni pfiliS mnoho, a to jak v pfipadé¢ ,somatické/mitotick¢é paméti“, tak v piipadé
“transgeneracni/meiotické paméti (kterou se zde nezabyvam). Stresové faktory, které¢ byly
v souvislosti s touto problematikou sledovany, jsou jak abiotického, tak biotického
charakteru.

3.1 Dehydratace

Prvni studii zaméfenou na to, k jakym zménam chromatinovych modifikaci dochazi pfti
»primingu* navozeném opakovanou dehydrataci, byla prace autori Ding et al. (2012) na
modelové rostliné A. thaliana. Dehydrataéni stres navodili tak, ze rostliny vyjmuli z pidy,
opléchli je a poté susili na vzduchu po dobu dvou hodin. Tuto f4zi nazvali stresova perioda 1
(S1). Rostliny tak dosahly ptiblizné 65% relativniho obsahu vody (RWC), coz je stav, ktery
jesté¢ umozinoval zotaveni rostliny po rehydrataci. Po této fazi nésledovala prvni perioda
zotaveni (R1). Rostliny byly ulozeny do vlhké komory po dobu 22 hodin. Tyto faze byly
opakovany az do S4. Nékteré rostliny byly po vynéti z pidy vloZeny pfimo do vlhké komory,
aby pozd¢&ji mohly slouzit jako kontrola (Obr. 6).

T o R e e N ==

I:>Dehyg;atace Zot;\l/em' I:> $ I:> R2 I:> $3 I:> R3 I:>54

Kontrolni I:D -
rostliny ‘ VIhka komora ‘

Obr. 6: Schéma experimentu autord Ding et al. (2012): dehydrataéni periody o délce 2 hod byly sttidany
zotavovacimi periodami dlouhymi 22 hod, svislé Sipky ukazuji dobu odbért vzorki pro analyzu

chromatinovych modifikaci. Autofi pro toto méteni pouzili ChIP nasledovanou ,real-time“ PCR.
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Pro analyzu zmén chromatinovych modifikaci si autofi vybrali 2 geny vykazujici zvySenou
transkripcni odpovéd’ na sekundarni stres, RD29B a RAB18, a 2 geny nevykazujici zvySenou
odpovéd’, RD29A a COR15A, jejichz expresi pak mezi sebou porovnavali. RD29B a RAB18
jsou geny regulované kyselinou abscisovou, které se ucastni riznych stresovych odpovéedi
véetn¢ dehydratace. RD29A a COR15A jsou pak chladem nebo kyselinou abscisovou
regulované geny, které rovnéz maji funkci v odpovédi na rizné stresové faktory. U prvni
dvojice geni byla ve stresové periodé¢ S4 naméfena dokonce az tiikrat veétSi uroven
transkripce oproti periodé S1. OvSem v pribé¢hu zotavovaci periody se vzdy obnovila bazalni
uroven transkripce, jakou jednotlivé geny vykazovaly pfed primarni stresovou periodou.

Pro potvrzeni hypotézy, zda se chromatinové modifikace podileji na ,,primingu‘ geni, byla
méfena urovenn H3K4me3, coz je histonova modifikace, kterd byva spojovana s aktivaci
transkripce. Autofi méfili hladiny této modifikace pomoci ChIP nasledované ,real-time*
PCR. U geni RD29A a CORI15A bylo zjisténo, ze pii kazdé stresové periodé dochazi
k narastu H3K4me3 a po ukonceni stresové periody se mira metylace vraci zpét na bazalni
uroven jako u nestresovanych rostlin. U geni RD29B a RAB18 tomu v§ak bylo jinak. Opét
dochéazelo k narGstu H3K4me3 pifi indukci stresem, ovSem opakované stresované rostliny
vykazovaly mnohem vys$i Groven metylace nez kontrolni rostliny stresované pouze jednou
(S1). V prubéhu zotavovaci periody R3 byla pfitom u opakované stresovanych rostlin
naméfena stejna mira metylace jako v periodé¢ S1. To dokazuje, Ze u genii nevykazujicich
zvySenou odpovéd’ na stres slouzi H3K4me3 jako reverzibilni znacka, ktera se dynamicky
méni spolu s urovni transkripce. Naproti tomu u genti, které zvySenou odpoveéd’ vykazovaly,
muze byt H3K4me3 ustanovena trvale a slouzit jako epigenetickd znacka pro ,stresovou
pamét’™.

Ding et al. (2012) dale zjistovali, jak dlouho tato pamét’ vydrzi, pokud jiz rostliny nejsou
déle stresovany. Proto rostliny zasadili zpét do plidy a zalévali je po dobu 3, 5 nebo 7 dnt.
Poté nasledovala dal$i stresova perioda (Obr. 7). Métfena byla uUroven transkripce vyse
zminénych gent, a to vzdy pied a po vystaveni rostliny stresu. U gentl, které si zachovaly
zvySenou Urovent H3K4me3 i1 béhem mezistresovych period, byla zaznamenana nadmérna
transkripce po zotavovaci fazi dlouhé 3 a 5 dni, ovSem po sedmidennim zotaveni byla uroven
transkripce jiZ na stejné Urovni jako u nestresovanych rostlin. Proto dosli k zavéru, ze tento
typ paméti je zachovan po dobu 3 a 5 dnti, ovSem po 7 dnech zotavovani je jiz ztracen (Ding

et al. 2012).
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Obr. 7: Schéma experimentu autord Ding et al. (2012) zkoumajiciho délku ,,stresové pamétic: stresované i

kontrolni rostliny byly opét zasazeny a zalévany po dobu 3, 5 a 7 dni a poté znovu vystaveny dehydratacnimu
stresu; svislé Sipky oznacuji dobu odebirani vzorkti pro méfeni irovné transkripce a chromatinovych modifikaci.

Pro analyzu chromatinovych modifikaci byla pouzita ChIP nésledovana ,real-time* PCR.

Podobny experiment provedli také Liu et al. (2014a). Tito autofi pouzili tfi tydny staré
rostlinky A. thaliana. Sazeni¢ky vyjmuli z ptidy a vlozili je pfes noc do vlhké komory, aby se
mohla zahojit pfipadnd poskozeni kotenil. Poté je vystavili prvni stresové periodé (S1)
Vv podob¢ suseni na vzduchu o délce trvani 2 hodin. Pak nésledovala 22 hodin dlouha
zotavovaci faze (R1) ve vlhké komote. Druhd stresova perioda (S2) byla provedena stejné
jako prvni s tim rozdilem, Ze rostlinky byly po vyjmuti z vlhké komory nejprve poloZeny na
filtra¢ni papir, aby se odstranila pfebyte¢na voda. Stejny postup byl i pro nasledujici periody
az do S4 (Obr. 8).

(G [ 2 D o D rc): oo

I::>Dehytsi;atace Zot:\llem' I:> < I:> R2 :> <3 :> R3 I:> a

Kontrolni :t; -
rostliny ‘ VIhkéd komora

Obr. 8: Schéma experimentu Liu et al. (2014a,b): Tito autofi pouzili stejné rozvrzeni experimentu jako Ding et al.
(2012), ovsem odbéry vzorkii pro analyzu histonovych modifikaci byly provedeny jak u stresovanych rostlin, tak u
kontrol, v jinych periodach (na obr. oznadeno svislymi Sipkami) nez ve zminéné studii. V obou studiich pro

hodnoceni chromatinovych modifikaci byla pouzita ChIP nasledovana ,,real-time* PCR.
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Tito autofi sledovali transkripci riznych genti, rozdélenych podle Ding et al. (2013) do
6 riznych genovych tiid na zaklad¢ jejich transkripce v prvni a druhé stresové period¢. Z toho
4 skupiny byly oznaCeny jako pamétové geny. Prvni skupina (tzv. [+/+] geny) vykazovala
Vv S1 periodé vyssi aroven transkripce nez pred stresem a zaroven se vyznacovala vyrazné
vys$$i superindukovanou transkripci v S2 periodé. Druhou skupinu tvofily tzv. [+/-] geny,
u kterych byla uroven transkripce v S2 period¢ vyrazné nizsi (podobna jako pted stresem) nez
v S1. Dal8imi skupinami pamétovych gent byly tzv. [-/-] a [-/+] geny (Ding et al. 2013).

Liu et al. (2014a) mimo jiné pomoci ChIP nasledované ,real-time* PCR zkoumali, zda
se regulace exprese [+/-] pamétovych gent Gcastni H3K4me3 a H3K27me3 jako pamétové
znaCky. Zjistili, ze H3K4me3 se ve velkém mnozstvi objevuje v téchto genech v S1 periodé,
ovSem pied stresem a v R1 a S2 periodach byla hladina této znacky nizk4. To odpovidalo
naméfené transkripéni Urovni v téchto periodiach, nebot H3K4me3 byva spojovana
s transkrip¢né aktivnim chromatinem. Z tohoto vysledku vyvodili zavér, ze pii regulaci [+/-]
gend slouzi H3K4me3 jako dynamicky regulator transkripce, nikoliv jako pamétova znacka
pro ,,priming®“. Déle byly studovany hladiny H3K27me3, u které se ptedpokladd, ze slouzi
jako jeden z hlavnich mechanismd umléovani genti (Zhang et al. 2007b). Liu et al. (2014a)
predpokladali, ze by tato modifikace mohla slouzit jako pamétovd znacka pro nizkou
transkripci genit v R1 a S2. OvSem z&dné vyrazné zmény v mife této modifikace nebyly
nalezeny (Liu et al. 2014a).

V nasledujici praci pak Liu et al. (2014b) publikovali vysledky experimentt, kdy zjistovali
roli H3K27me3 a H3K4me3 v ,,primingu®“ [+/+] pamétovych gent. Pro pfipravu rostlin
pouzili stejny postup jako Ding et al. (2012). Nejprve zjistovali, zda H3K27me3 slouZi jako
pamétova znacka pro nizkou transkripci v R1 periodé. Z analyzy pomoci ChIP a nésledné
»real-time“ PCR vyplynulo, Ze se mira této znaCky v prubéhu riznych period stresového
cyklu nijak dramaticky neméni, coz potvrdilo piedchozi vysledky této skupiny, Ze H3K27me3
se ,,primingu‘ pamét'ovych geni pii dehydrataénim stresu neucastni (viz vyse).

V této praci se autofi zaméfili znovu 1 na zmény hladin H3K4me3. Pro svoji analyzu
pouzili sledovani 5 gent, které vykazovaly transkripéni aktivitu pamétovych [+/+] gend. Tyto
geny rozdélili na dvé skupiny podle jejich transkripéni aktivity. Tii z téchto péti gent
vykazovaly i v R1 fazi zvySenou troven transkripce. U zbylych dvou geni byla zaznamenana
pouze bazalni Uroven transkripce. Bylo zjiSténo, Ze u vSech zkoumanych geni po prvni
stresové periodé doslo k naristu H3K4me3 na 5°-konci genu. V R1 period¢ se vSak mira této
metylace u prvnich genll znatelné zvySila a jejich transkripce probihala nadale. Tim se

odliSovaly od druhych dvou genti, u nichz doSlo ke snizeni transkripce, 1 kdyz troven
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metylace H3K4me3 ziistala témer stejnd. V S2 fazi pak doslo u vSech gent k vyraznému
narUstu jak této metylace, tak jejich transkripce. Na zaklad¢ téchto vysledkti Liu et al. (2014b)
predpokladaji, ze ve skupiné [+/+] genl existuji dvé podskupiny s odliSnym transkripénim
chovanim v R1 fazi stresového cyklu a s odliSnym regulatnim mechanismem. U prvni
skupiny gentit H3K4me3 jako pamétova znacka neslouzi a jeji nartst v S2 fazi oproti S1 fazi

je pouze dusledkem jejich superindukované transkripce (Liu et al. 2014b).

3.2 Salinita

Dalsim typem abiotického stresu je stres zasolenim nebo také hyperosmoticky stres. Sani
et al. (2013) zaméfili své zkoumani na zmény chromatinovych modifikaci pfi opakovaném
hyperosmotickém stresu a zaroven chtéli prokazat existenci dlouhodobé somatické paméti.
Tito autofi nejprve vystavili rostliny A. thaliana péstované na miskach s agarem ve stadiu V4
primarnimu mirnému stresu ve formé 50 mM roztoku NaCl aplikovaného na kotfeny. Po 24
hodinach byly vSechny rostliny pfeneseny do standardni hydroponie, kde byly ponechany
v optiméalnich a kontrolovanych podminkdch po dobu 10 dni. Poté néasledovalo druhé
vystaveni rostlin stresu, kdy byl do hydroponické kultury pifidan 80 mM roztok NaCl,
kterému byly vystaveny vSechny rostliny véetné¢ kontrol (Obr. 9). Bohuzel, po tomto druhém
obdobi stresu jiz byla hodnocena pouze morfologie rostlin, koncentrace Na® a transkripce

vybranych 4 gent a nikoliv modifikace chromatinu.

[Délkaperiod | 2> 24hod = 10dni = 10dni

D I € mnane St

lednaorazoveé pfidéano

Kontrolni Standardni ::, hydroponie |::> 80 mh Macl

rostliny podminky

Obr. 9: Schéma experimentu Sani et al. (2013): vertikalni Sipky ukazuji dobu odbéri vzorkl pro

celogenomové analyzy chromatinovych modifikaci. Autofi pro tato méfeni pouzili ChIP spojenou se

sekvenovanim nebo ,,real-time* PCR.

Zkoumal se rozdil v H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 a H3K27me3 mezi kontrolou
a stresovanymi rostlinami, a to pomoci celogenomové analyzy zalozené na ChIP-sekvenovani

a ChlP-kvantitatvni PCR. Pfi této analyze byl u stresovanych rostlin po prvnim obdobi stresu
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objeven vyrazny nartst poctu ostrivkll bohatych na H3K27me3 oproti kontrolnim rostlindm.
Ovsem celkova hladina této znaCky u rostlin vystavenych primarnimu stresu poklesla, a to
0 necela 3 %. Po detailnéj$im zkoumani autofi zjistili, Ze dochazi k rozdélovani ostrivkii na
mensi, a proto jejich poCet nartsta i pies snizeni celkové trovné H3K27me3. U ostatnich
modifikaci nebyly naméfeny zadné vyrazné zmény v poctu ostriivki, protoze nedochézelo
k jejich fragmentaci.

Dale autotfi provedli analyzu, ktera vyhledavala konkrétni rozdily v urovni jednotlivych
histonovych modifikaci mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami po primarnim stresu.
Nejvétsi rozdil byl naméten u H3K27me3, kdy byl az dvojnasobny. U H3K4me2 a H3K4me3
byl pak rozdil vyssi nez 1,2. Naopak u H3K9me3 nedoslo k témét Zadnym zménam a proto
tato modifikace nebyla dale v této studii zkouména. Autofi poté usoudili, ze hyperosmoticky
,»priming* navozuje spise nez rozséhlé celogenomové zmény v metylaci histoni zmény mensi
a specifické. Dilezité je, ze tyto zmény byly métitelné i po 10 dnech od vystaveni primarnimu
stresu, coz by mohlo zplsobovat zvySenou uroven transkripce genii indukovanych
hyperosmotickym stresem ve druhé stresové periode¢.

Autofi se pak blize zaméfili na pokles metylace histonit u genu HKT1. Tento gen koduje
kotfenové specificky Na® transportér, ktery vychytavd sodné ionty z transpira¢niho toku.
Predpoklada se, ze hraje vyznamnou roli ve zvysené toleranci na hyperosmoticky stres. I po
10 dnech od vystaveni primarnimu stresu zde byly naméfeny nizs$i hladiny H3K27me3,
nicméné tyto zmény byly udrZovany prevazné v parenchymatickych bunkach xylému. Tento
vysledek naznacil, Ze nékteré zmény v chromatinovych modifikacich mohou byt 1 bunécné
specifické. V priibéhu druhé stresové periody pak byla zaznamenana niz$i koncentrace Na®
Vv listech nez u rostlin kontrolnich. Tento jev byl zplsoben zvySenou expresi genu HKT1
v parenchymatickych bunikach kofene. Autofi opét predpokladali, Ze toto zvySeni exprese ve
druhé stresové periodé je zpusobeno niz§i hladinou H3K27me3 v genu HKT1. Zvysena
exprese po druhé period¢ stresu byla pozorovana také u genu PIP2E kodujiciho akvaporin
geni (GH3.1 a GH3.3), které koduji enzymy ucastnici se syntézy auxinu a kyseliny

jasmonové, byla situace opacna (Sani et al. 2013).

3.3 Mechanické poskozeni

Jaskiewicz et al. (2011) se zaméfili na zmény chromatinovych modifikaci ve WRKY
genech u A. thaliana. WRKY geny koduji transkripéni faktory, které se ucastni mnoha

regulaénich procest v rostliné véetné obrannych mechanismt viaéi patogenim (Encinas-

17



Villarejo et al. 2009). Tito autofi otestovali jedenact z téchto gend, zda vykazuji odpovéd na
sekundarni stres typickou pro ,,priming* po aplikaci induktoru BTH. Tato latka v bunikach
navozuje podobné podminky a odpovédi, jaké vznikaji pii mechanickém poranéni rostliny.
U tiech ztéchto genti (WRKY6, WRKY29 a WRKY53) byl tento typ odpovédi skuteéné
zaznamenan. Pfi nasledném stresu navozeném tlakovou infiltraci vody do listu byla zjisténa

vyrazn¢ vyssi indukovana transkripce nez u kontrolnich rostlin (Obr. 10).

N v Tlakova infiltrace vody
|:> Osetreni BTH |:> 72 hod |:> do hornich listd |:> 3 hodﬁ

Kontrolni Y Kontrolované
|:> Osetfeni BTH |:> 72 hod |:> podminky |:> 3 hod

rostliny
i i)

Systémova [ Inokulace P.s. (2> 72hod [0 Sekundami stres

rezistence

Obr. 10: Schéma experimentu autord Jaskiewicz et al. (2011): Tito autofi nejprve oSetfili viechny rostliny
induktorem BTH. Po 72 hod mezidobi pak polovinu rostlin stresovali tlakovou infiltraci vody do listu. Spodni
fadek znazorfiuje experiment zkoumajici roli histonovych modifikaci v systémové rezistenci (kap. 3.6). Tyto
rostliny byly inokulovany bakterii Pseudomonas syringae (P. s.) do tii spodnich listt. Po 72 hod byly méteny
hodnoty chromatinové modifikace v hornich listech listové rizice. Svislé Sipky oznacuji dobu odbéra vzorki pro

meéfeni chromatinovych modifikaci. Pro tuto analyzu autofi pouzili ChIP spojenou s ,,real-time* PCR.

U téchto tii vybranych genti byly dale méfeny hladiny H3K4me, H3ac a H4ac v jejich
promotorech pomoci ChIP nasledované kvantitativni PCR. U genu WRKY29 se po aplikaci
BTH zvysila uroven H3K4me2, H3K4me3 i H3K4ac, aniz by doSlo k aktivaci transkripce
tohoto genu. U zbylych dvou genti doslo k vyraznému navyseni pouze v ptipadé H3K4me3.
Nameétend uroven byla srovnatelnd s plné aktivnimi geny. Ve druhé stresové periodé doslo
u pfislusnych genii k dal$imu navySeni Grovné téchto modifikaci. VSechny tyto vysledky
naznacuji, Ze zvyseni piisluSnych chromatinovych modifikaci by mohlo usnadiovat aktivaci

gent pii nasledném stresu (Jaskiewicz et al. 2011).
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3.4 Kombinovany stres

Zvysena odolnost vic¢i sekundarnimu stresu se nemusi tykat pouze opakované aplikace
stejného stresového faktoru. Bylo zjisténo, ze konkrétni typ stresového faktoru mize navodit
zvySenou odolnost i k jinému typu stresového faktoru, ktery je aplikovan po ném. Autofi
Tittel-Elmer et al. (2010) studovali rozvolnéni uml¢eného chromatinu indukované teplem,
kterému predchézela delsi chladova perioda. Pro experiment pouzili transgenni linii
A.thaliana LS5, ktera ve svém genomu obsahovala nékolik kopii genu kodujiciho [-
glukuronidazu (GUS). Promotor tohoto genu byl epigeneticky uml¢en. Aktivace tohoto genu
se stala indikatorem uspé€sného rozvolnéni chromatinu. Jednotydenni rostliny byly nejprve
vystaveny chladu 4 °C po dobu 7 dni. Poté byly rostliny ihned pfesunuty do prostiedi
0 teplote 37 °C. Kontrolni rostliny byly rozdéleny do dvou skupin, kdy prvni skupina nebyla
vystavena zaddnému stresu a druha skupina prosla pouze primarni chladovou periodou
(Obr. 11).

Poté autofi zjiStovali, zda v jednotlivych skupiniach dochdzi k uvolnéni umlcovaného
chromatinu pomoci biochemické reakce zjist'ujici ptitomnost GUS. Bylo zjisténo, ze k tomuto
jevu dochazi pouze u rostlin vystavenych stresu zvySenou teplotou. OvSem transkripty tohoto
genu byly jiz po 2 dnech od vystaveni rostlin 37 °C téméf nedetekovatelné. To naznacuje, ze
aktivované geny jsou po odeznéni stresu opét rychle umlcovany. Pro kontrolu byla
prozkoumana transkripéni aktivita jinych netransgennich uml¢ovanych lokust. Vysledek byl

stejny jako v ptipadé GUS.

21°C

’ Kontrolni rostliny ‘ |:> (zde byly vzorky odebirany po 7 a po 14 dnech)

| Délkaperiod | = 7dni = 7dni &= 15hod = 2dny=> 5 dni

Chladem

stresované rostliny ) 21°C D) 4°C Ty 21°C ) 21°CEy 21°C

Priming” | &> 21°C £ 4°C ) 37°C Cp 21°CC 21°C
o D0

Obr. 11: Schéma experimentu autori Tittel-Elmer et al. (2010): Tito autofi nejprve rostliny vystavili dlouhé

chladové periodé, po niz u casti rostlin nasledoval okamzity teplotni skok do 37 °C. Zmény v chromatinovych
modifikacich byly méfeny v dobach vyznacenych svislymi Sipkami a byly mefeny pomoci ChIP nasledované

,real-time“ PCR.
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Dale se autofi zaméfili na to, zda pozorované rozvolnéni chromatinu indukované stresem
souvisi s epigenetickymi modifikacemi. Nejprve pomoci specifickych RE zkoumali hladiny
metylace DNA, kterd je povazovana za hlavni umlc¢ovaci mechanismus v eukaryotickych
bunikach. Tyto experimenty odhalily, ze teplotni posun nema vliv na hladinu této modifikace
v zadném ze sledovanych lokusi. Proto se autofi rozhodli sledovat také hladiny rtznych
histonovych modifikaci (H3K9me2, H3K27me2, H3K27me3, H3K4me3 a H3K9ac-K14ac).
Metodou, kterou pouzili, byla opét ChIP nasledovana kvantitativni PCR. Kromé& H3K9ac-
K14ac nedoslo v hladinach zadné z ostatnich sledovanych modifikaci k vyraznym zménam.
| u acetylace to byl pouze mirny nartist, ktery se po odeznéni stresového faktoru rychle vratil
na puvodni uroveil. Tyto vysledky naznacuji, Ze pravdépodobné existuje néjaky jiny
mechanismus, ktery rozvolnéni uml¢ovaného chromatinu umoznuje (Tittel-Elmer et al. 2010).

Vyssi odolnost vici konkrétnimu stresovému faktoru miize byt navozena 1 zdanlivé zcela
odlisSnym typem stresu. Autofi Singh et al. (2014a) zjistili, Ze rostliny vystavené riznym
typum abiotického stresu mohou byt vice odolné vii¢i napadeni patogennimi bakteriemi. Pro
své experimenty pouzili rostliny A. thaliana, které opakované vystavili tiem riznym typim
stresu — vysoké teploté, chladu a zasoleni. Teplem stresované rostliny byly vystaveny 38 °C
po dobu 1,5 hodiny. Tato stresova perioda byla opakovana jednou denné po dobu 1, 5 az 7
dni. Nasledna inokulace bakterii Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 probé¢hla dvé
hodiny po poslednim vystaveni rostliny stresu (Obr. 12). V piipadé vysoké teploty bylo
zjiSténo, Ze je tfeba rostliny vystavit teplotnimu stresu minimalné sedmkrat, nez se vytvori
zvySena odolnost vici této bakterii. Jiné rostliny byly vystaveny opakovanému chladu (4 °C
po dobu 1,5 hodiny denn¢€) a zasoleni (aplikace 5 mM roztoku NaCl denn¢). U téchto rostlin
bylo opét nutné sedmkrat opakované vystaveni stresu, nez vznikla zvySena rezistence.

Autofi také chtéli zjistit, jak dlouho vznikla rezistence vydrzi. Proto rostliny inokulovali
bakterii v riznych ¢asovych odstupech od posledniho vystaveni rostlin abiotickému stresu.
Bylo zjisténo, ze po sedmidenni zotavovaci period€ jiz rostliny zvySenou rezistenci
nevykazovaly.

Autofi dale provedli analyzu pomoci ChIP a ,real-time“ PCR oblasti promotort, prvnich
exonti a 3‘-nepfekladanych oblasti u né€kolika geni spojenych s odpovédi na napadeni
patogenem, aby zjistili moznou provazanost pozorované zvysené rezistence s chromatinovymi
modifikacemi. V promotorech genti a prvnich exonech naméfili po sedminasobném teplotnim
stresu az Ctyfnasobné navySeni v H3K9K14ac, H3K4me2 a H3K4me3, coZ jsou znacky
spojované s aktivnim chromatinem. V nepiekladanych oblastech nebyly zadné vyrazné zmény

naméfeny. Podobny vysledek byl zjistén 1 po sedminadsobném vystaveni chladu a zasoleni.

20



U rostlin vystavenych stresu pouze jednou nebyly tyto zmény naméfeny v zadné ze
sledovanych oblasti. To dokazuje, Ze pro navozeni zvySené rezistence vuc¢i patogennim

bakteriim je tfeba rostlinu vystavit abiotickému stresu vicekrat.

’ 1den | 2 hod l Inokulace P. s. ‘

’ 5 dni | 2 hod I Inokulace P. s. ‘
’ 7 dni | 2 hod I Inokulace P. s. ‘
) )

’ 7 dni | 1lden I Inokulace P. s. ‘

)
’ 7 dni | 3 dny l Inokulace P. s. ‘

)
’ 7 dni | 5 dni l Inokulace P. s. ‘
f

’ 7 dni | 7dni ‘ Inokulace P. s. ‘

)

Obr 12: Schéma experimentu autoru Singh et al. (2014a); cervena poli¢ka znaci periodu, kdy byly rostliny
vyslaveny opakovanému abiotickému stresu (trvajicimu vzdy 1,5 hod. denné€), bild policka pak oznacuji
zotavovaci periodu po poslednim vystaveni rostliny stresu, svislé Sipky ukazuji dobu odebrani vzorkd pro analyzu
histonovych modifikaci pomoci ChIP spojené s ,real-time* PCR. P. s. — Pseoudomonas syringae

Dalsi analyza H3K9K14ac byla provedena po sedmidennim zotaveni, kdy rostliny jiz
nevykazovaly zvySenou rezistenci. V Zadné ze sledovanych oblasti nebylo navySeni Grovné
této modifikace namétfeno. Autofi jeSté pro Uplnost vysledkl provedli stejné méfeni po pét dni
dlouhé zotavovaci periodé, kdy zvySena resistence byla jeSt€ pozorovatelna. Jak
v promotorech, tak v prvnich exonech bylo stale znatelné az trojnasobné navySeni
v H3K9K14ac.

Autofi dale také zkoumali, zda je pro tento ,priming“ nezbytny enzym
histonacetyltransferaza 1 (HAC1). Pro tento experiment pouzili mutantni linii A. thaliana
hacl-1, ktera ma tento enzym neaktivni. Rostliny opét vystavili n€kolikanasobnému stresu
teplem, chladem a zasolenim. U sledovanych gend nebyly v porovnani s nemutantni linii
zaznamenany zadné zmény v acetylaci histoni. To dokazuje, Ze je HAC1 pro ,,priming*

téchto genil nezbytna.
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Souhrnné vSechny tyto vysledky naznacily, Ze opakované vystaveni abiotickému stresu
skutecné¢ mize zvysSit rezistenci rostliny k patogennim bakteriim a Ze chromatinové

modifikace hraji v tomto jevu vyznamnou roli (Singh et al. 2014a).

3.5 Patogenni bakterie

Zmény chromatinovych modifikaci pfi somatickém ,primingu® byly také studovany
Vv ptipad¢ Cisté biotického stresu. Prvni vyznamnou studii na toto téma publikovali Jaskiewicz
et al. (2011). Tito autofi se rozhodli zjistit, zda zmény v chromatinovych modifikacich mohou
byt méfitelné 1 v listech, které jsou vzdalené od mista napadeni patogenem. Pro tento
experiment pouzili bakterii Pseudomonas syringae pv. maculicola, kterou infiltrovali do tfi
spodnich listkt listové rtzice A. thaliana (Obr. 7). Méfeni po nasledném stresu prokazala, ze
tato lokalizovand infekce indukovala ,,priming* promotort WRKY geni 1 ve vzdalengjSich
listech, nebot’ namétfend Uroven transkripce byla srovnatelna s Grovni transkripce po indukci
pomoci BTH. Stejné tak zmény v chromatinovych modifikacich (H3K4me, H3ac, H4ac)
Vv porovnani s kontrolou byly srovnatelné se zménami indukovanymi BTH a popsanymi vyse
(kap. 3.3). Tento vysledek potvrdil hypotézu, Ze lokalizovana infekce patogenem vyvola
jeden nebo vice systémovych signali, které indukuji zmény v chromatinovych modifikacich i
ve vzdalenych listech rostliny (Jaskiewicz et al. 2011).

V jiné studii Singh et al. (2014b) zkoumali roli genu Flowering locus D (FLD) pfi
vzniku systémové rezistence viuci nasledné infekci patogenem u A. thaliana. Predpokladali, Zze
produkt tohoto genu ovliviiuje histonové modifikace v promotorech WRKY genti. Ve svém
experimentu vyuzili mutantni genovou linii rsil, ktera obsahuje nefunkéni gen FLD,
a porovnavali ji s kontrolni linii bez této mutace. Nejprve inokulovali tfi spodni listy rostliny
bakterii Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 nesouci gen avirulence AvrRpt2, aby
navodili primarni infekci. Kontrolni rostliny byly inokulovdny pouze 10 mM roztokem
MgCl,. Po tfech dnech provedli u vSech rostlin druhou inokulaci virulentnim kmenem
Pseudomonas syringae pv maculicola (Psm). Po ¢tyfech hodinach od inokulace Psm pak
méfili aktivitu exprese dvou WRKY genti (WRKY6 a WRKY?29), u kterych ptedpokladali, ze
jsou regulované pomoci FLD. Ukézalo se, Ze rsil rostliny nevykazovaly na rozdil od
kontrolnich rostlin zvySenou expresi sledovanych WRKY geni typickou pro ,,priming*. Tento
vysledek potvrdil, ze funkéni produkt FLD je potfeba pro ziskani systémové odolnosti vici
naslednému napadeni patogenem.

Dale autofi zkoumali, zda se této systémové rezistence ucastni také chromatinové

modifikace a zda jsou jejich zmény spojené s aktivitou FLD. Jiz diive bylo dokazano, ze
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produkt genu FLD ma vlastni demetylacni aktivitu (Liu et al. 2007), ktera se uplatiuje pii
regulaci pocatku kveteni, a zaroven je také nutny pro aktivitu histondeacetylazy 6, ktera se
rovnéz ucastni regulace kveteni (Yu et al. 2011). Singh et al. (2014b) proto sledovali zmény
H3K4me2 a H3K14ac v promotorech WRKY geni WRKY6 a WRKY29. Rostliny byly
inokulovany do spodnich listkd bakterii Pseudomonas syringae pv tomato DC3000. Pro
kontrolu byla provedena jesté falesna inokulace 10 mM MgCl, (Obr. 13). Hladiny
chromatinovych modifikaci byly méfeny pomoci ChIP a kvantitativni PCR po tfech dnech
Vv listech vzdalenych od mista inokulace. RSil rostliny i fale$n¢ inokulované rostliny
vykazovaly v piipadé obou gent niz$i hladinu metylace histonu 3 nez kontrolni linie. Ov§em
u H3K14ac tomu bylo jinak. V promotoru genu WRKY6 byla hladina této modifikace nizsi
nez u kontrolni linie, ale v promotoru genu WRKY29 byla uroven acetylace srovnatelna
s kontrolou. Autofi je$t¢ provedli méfeni obou modifikaci v promotoru genu FLC jako
pozitivni kontrolu. Podle o¢ekavani byly u rsil rostlin hladiny obou modifikaci v promotoru
FLC vyrazné¢ vys$i nez v kontrolnich rostlindich. Na zdkladé téchto vysledki autofi
predpokladaji, ze FLD je nezbytny pro zvySeni mnozstvi metylace histonti v promotorech
genut WRKY6 a WRKY29. Mohl by v prubéhu systémové resistence slouzit jako represor
exprese dosud neznamé histondemetylazy, ktera by jinak snizovala hladinu metylace

v promotorech WRKY genti (Singh et al. 2014b).

. Inokulace Inokulace
»Priming ‘ E> Avr-Pst :> 3 dny E> Psm

i

Inokul
Kontrolni rostliny ‘ |:> 10 mM MgCl, |:> 3dny I:> nokulace

Psm

Obr. 13: Schéma experimentu autori Singh et al. (2014b); Autofi nejprve provedli u obou pouzitych

genovych linii (kontrolni a rsil) inokulaci bakterii Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Avr-Pst).
Po tfech dnech pak rostliny inokulovali znovu, tentokrat vsak kmenem Pseudomonas syringae pv maculicola
(Psm). Nicméné vzorky (listy vzdalené od mista prvni inokulace) pro méfeni chromatinovych modifikaci byly
odebrany pied druhou inokulaci (vyznaceno svislymi Sipkami). Hladiny histonovych modifikaci byly méteny

pomoci ChIP nasledované real-time PCR.
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4 Zaveér

Tato prace je piehledem studii zabyvajicich se chromatinovymi modifikacemi ve
fenoménu ,,primingu® pii opakovaném stresu rostlin. ,,Priming® je stav, ktery umoziuje
rostlin€ reagovat na nasledujici stresovou periodu rychleji a ve vétsi mife nez pfi primarnim
stresu. V dnesni dobé¢, kdy dochazi ke stale castéjSim klimatickym vykyvim, mize byt
porozuméni tomuto jevu zvIasté u zemedélskych plodin klicové pro ziskani rostlin odolnych
ke stresu. Studie, které experimentalné propojily tento jev se zménami v chromatinovych
modifikacich, se zacaly objevovat az v poslednich 5 letech a je jich dosud velmi malo.

Je vSeobecné¢ znamo, ze chromatinové modifikace, jako jsou modifikace histont,
histonové varianty nebo metylace DNA, maji vliv na strukturu chromatinu a mohou tak
ovliviiovat aktivitu genl. Bylo zjisténo, ze pii stresové reakci se hladiny téchto modifikaci
u urcitych stresovych genit dynamicky méni, coz ovliviiuje transkripci riznych gent. I kdyz
se vétSinou po odeznéni stresového stimulu chromatinové modifikace navraceji do ptivodnich
hodnot, v nékterych pfipadech mohou byt po delsi dobu nadale udrzovany na zménéné trovni
a poté pii nastupu opakovaného stresu vést k rychlejsi indukci transkripce geni. Tento jev byl
skute¢né zaznamenan v piipadé dehydratace, zasoleni, mechanického poskozeni, kombinace
riznych stresorl a systémové rezistence na patogenni bakterie.

U vsech téchto stresovych faktorii ov§em bude tieba provést dalsi studie, abychom tomuto
mechanismu ,,primingu‘ pln¢ porozuméli. Uz ted’ se totiz ukazuji rozdily v reakci konkrétnich
gend, stejné jako zavislost na délce stresového stimulu a délce period mezi prvnim a druhym
stresem. Stejné tak chybi studie zkoumajici zmény chromatinovych modifikaci v ptipadé
opakovaného stresu zptisobené¢ho dal§imi biotickymi ¢i abiotickymi faktory. VSechny dosud
existujici prace navic byly provedeny pouze na modelové rostlingé A. thaliana. To ovSem
neznamena, ze u ostatnich rostlinnych druht probihaji ptislusné stresové reakce stejné.

Dal8im nedostatkem dosavadnich studii je jejich zaméfeni pouze na histonové modifikace.
V ptipad€é metylace DNA (aZ na jednu vyjimku) a zmén histonovych variant nebyly zadné
studie provedeny. | v ptipadé histonovych modifikaci existuje urcité metodické omezeni a pro
ziskani objektivnéjsich vysledki by bylo vhodné pouzit i jiné metody nez pouze ChIP
nasledovanou ,real-time* PCR. Nicmén¢, vramci dosud studovanych chromatinovych
modifikaci se zda, Ze jako hlavni znacka pro ,,priming“ by mohla slouzit ptevazné H3K4me3.
Zvysena uroven této modifikace byla opakované pozorovana v nékolika raznych studiich.
Naproti tomu modifikace H3K27me3 zfejmé jako ,,pamétova znacka™ neslouzi. Tato

modifikace byla rovnéZz sledovana opakované a Zadné trvalé zmény v jeji Urovni nebyly
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zjistény. U ostatnich typi histonovych modifikaci byly prozatim studovany pouze jednotlivé
ptipady, a proto o nich nelze vyvodit zadné konkrétni zavéry.

I kdyz se tedy zda, ze zmény chromatinovych modifikaci skutecné pii ,,primingu* rostlin
na stres hraji roli, na vyvozeni definitivniho zavéru ohledné role chromatinovych modifikaci

v somatické/mitotické ,,stresové paméti rostlin je v kazdém piipad¢ jesté prilis brzy.
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