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Prehled zkratek

VSeobecné:

5mC 5-metylcytosin

6mA N6-metyladenin

bp Bazové pary (délkova jednotka DNA)

C C-hodnota charakterizuje pocet kopii genomu v bunééném jadre, 1C odpovida
obsahu DNA v jadie v haploidnim nereplikovaném stavu.

DNA Deoxyribonukleové kyselina

dsRNA Dvouietézcova RNA

Ghbp Giga bazové pary (10°)

GBM DNA metylace genii (angl. Gene body methylation)

H Souhrné oznaceni pro baze adenin, thymin a cytosin

HRE Teplotn¢ responsivni element (podle anglického Heat responsive element)

kbp Tisice bazovych para (10%)

LTR Dlouhé terminalni repetice (podle anglického Long terminal repeat)

Mbp Miliony bazovych pari (10°)

NOR Oblast organizatoru jadérka (podle anglického Nucleolar organizer region)

nt Nukleotidy (délkova jednotka RNA)

RdDM RNA fizena DNA metylace (podle anglického RNA-directed DNA Methylation)

rDNA Ribozomalni DNA locus

RNA Ribonukleova kyselina

SIRNA Mala interferen¢ni RNA (podle anglického small interfering RNA)

TE Transponovatelny element

TIR Terminalni invertovana repetice

TSD Duplikace cilového mista (podle anglického Target site duplication)

WGD Celogenomova duplikace (podle anglického Whole-genome duplication)

Jména geni, proteina a komplexi

AGO ARGONAUTE, podjednotka RNA Induced Silencing Complex (RISC)
APE1L DNA-(apurinic or apyrimidinic site) 1 lyaza
CENH3 CENTROMERIC HISTONE H3

CENP-A CENTROMERIC PROTEIN-A, viz. CENH3
CMT (2 or 3) CHROMOMETHYLASE (2 or 3), DNA metyltransferaza

DCL DICER-LIKE, RNaza H

DDM1 DECREASED IN DNA METHYLATION 1, chromatinovy remodeler

DME DEMETER, DNA glykosylaza

DML1 DEMETER-LIKE 1, DNA glykosylaza, syn. ROS1

DRD1 DEFECTIVE IN RNA DIRECTED DNA METHYLATION 1, chromatinovy
remodeler

DRM (1 or 2) DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE (1 or 2), de novo DNA
metyltransferaza

HEN1 HUA ENHANCER 1, RNA metyltransferaza

HOG1 S-ADENOSYL HOMOCYSTEINE HYDROLASE GENE 1

HSFA2 HEAT SHOCK FACTOR A 2, teplotné responsivni transkripcni faktor
HSP70 HEAT SHOCK PROTEIN 70

KYP KRYPTONITE, histon H3 lysin 9 di-metyltransferaza
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LIG1

MET1
MTHFD1
NRPD1
Polll

Pollll

PollV

PolV

PRC (1 or 2)
RDR (2 or 6)
RISC

ROS1

VIM

ZDP

DNA LIGASE 1, ligaza jednotetézcovych zlomti DNA

DNA METHYLTRANSFERASE 1, CG DNA metyltransferaza
METHYLENETETRAHYDROFOLATE DEHYDROGENASE 1
NUCLEAR RNA POLYMERASE D 1, nejvétsi podjednotka PollV
DNA dependent RNA polymerase Il

DNA dependent RNA polymerase 11

DNA dependent RNA polymerase IV

DNA dependent RNA polymerase V

Polycomb repressive complex (1 or 2)

RNA DEPENDENT RNA POLYMERASE (2 or 6)

RNA-induced silencing complex
REPRESSOR OF SILENCING 1; viz. DML

VARIANT IN METHYLATION
DNA fosfataza



1. ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA JADERNEHO GENOMU ROSTLIN

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je hlavnim nositelem dédi¢né informace u vsech Zivych
organismi a nékterych vira (Craig et al., 2014). DNA je tvofena dvéma komplementarnimi
fetézci, které vytvari dvousroubicovou strukturu (Watson and Crick, 1953). Kazdy z fetézcu je
pak tvofen nukleotidy, které sestavaji z nukleobaze - adeninu (A), guaninu (G), cytosinu (C)
nebo tyminu (T), deoxyribosového cukru a fosfatové skupiny. Nukleotidové fetézce mohou byt
velmi dlouhé. Napiiklad délka 5,1 Giga part bazi (Gbp) jaderného genomu je¢mene setého je
rozdéleno do sedmi DNA molekul — chromosomu — jejichz délka v rozvinutém stavu odpovida
ptiblizn¢ 170 cm DNA (Mascher et al., 2017). Oba DNA fetézce drzi pohromad¢ diky
vodikovym mustkim mezi komplementarnimi bazemi. Baze A a T maji dva vodikové mustky,
zatimco baze C a G maji mastky tfi. Dvousroubovice DNA se otac¢i okolo své vlastni osy a
vytvaii jednu otacku piiblizné kazdych 10,4 bp. Replikaci je DNA je ptepisovana do novych
molekul DNA a transkripci do ribonukleovych kyselin (RNA), které pak slouzi k translaci do
proteint, nebo mohou mit regulatorni funkci.

Celkova DNA organismu — genom — je organizovana do chromozomu (Kellogg and
Bennetzen, 2004; Craig et al., 2014). Chromozomy prokaryot (baktérie a archaea) jsou kruhové
a jsou uloZeny pfimo v cytoplazmé. Prevazna Cast genetické informace eukaryot (protiste,
rostliny, houby a zivocichové) je linearni a je ulozena v bunééném jadie, jehoz obsah je oddélen
od cytoplazmy jadernou membranou (Thanbichler and Shapiro, 2006). Mala ¢ast dédi¢né
informace (prokaryotického pivodu a charakteru) je piitomna v mitochondriich vsech
eukaryot, a také v chloroplastech zelenych rostlin. Po¢et chromozomi v bunééném jadie se
muze vyrazné liSit. U rostlin je to od ¢tyf (2n = 4) u australské hvézdnicovité rostliny
Brachyscome dichromosomatica, az po nékolik set u uréitych stromu ¢i primitivnich kapradin
(Khandelwal, 1990; Leach et al., 1995). Dale byl u rostlin zjistén nejvétsi rozsah ve velikosti
jaderného genomu ze vSech eukaryontnich skupin, a to od 63.6 Mbp/1C u bublinatky Genlisea
aurea, az po 149 000 Mbp/1C u vraniho oka Paris japonica, coz odpovida piiblizné 2 365-
nasobnému rozdilu (Pellicer et al., 2014). Hodnota 1C je mnozstvi DNA organismu
V haploidnim nereplikovaném jadie. Jak velikost genomu tak i pocet chromozomi jsou
plastické znaky, které se mohou béhem evoluce pomérné rychle ménit (Johnston et al., 2005;
Paterson et al., 2005; Vu et al., 2015 - v této praci jsem se podilel na analyze rozdilnych
velikosti genomii u piribuznych druha rodu Genlisea). Hlavnim mechanismem vedoucim ke
skokové zméné v mnozstvi jaderné DNA jsou duplikace celého genomu (anglicky whole
genome duplication, WGD). Celogenomové duplikace jsou Casté u rostlin a v nékterych skupin

zivoc¢ichi. K WGD dochazi bud’ zdvojnasobenim chromozomu vramci jednoho druhu



(autopolyploidizace), nebo hybridizaci a splynutim genomi dvou druhi (alopolyploidizace).
Semenné rostliny prodélaly béhem své evolu¢ni historie nejméné jednu, ¢astéji vak vice WGD
udalosti (Li et al., 2015b). WGD maji enormni vliv na evoluci genomu. Dalsi kopie genomu
snizuji riziko negativniho efektu v piipadé mutace jedné z kopii. WGD jsou povazovany za
urychlovace evoluce, které vedou k novym fenotypovym i ekologickym vlastnostem (Comai,
2005). Evolu¢ni historie ¢eledi Brassicaceae, Asteraceae, Fabaceae nebo Poaceae ukazuji, ze
zmény spojené s polyploidizaci pravdépodobné usnadnuji vznik evoluénich inovaci a rychlou
speciaci (Schranz et al., 2012). Evolu¢ni vyznam polyploidizace je pravdépodobné zvyraznén
selekénim tlakem prostiedi (Fawcett et al., 2009; De Smet et al., 2013). Po celogenomoveé
duplikaci obvykle nasleduje postupna restrukturalizace genomu v fadu milionu let, ktera
zahrnuje pfeskupeni chromozomu fadou inverzi a translokaci, postupnou ztratu redundantnich
sekvenci a funk¢ni diploidizaci (Lysak et al., 2006; Mandakova et al., 2010; De Smet et al.,
2013). Tento cyklus se pak muze opakovat v méfitku geologickych dob.

Obrovské rozpéti velikosti rostlinnych genomu je v ostrém kontrastu s relativné malou
variabilitou v poctu protein kodujicich genti. Naptiklad, huseni¢ek rolni (2n = 2x = 10) s
genomem 1C = 119 Mbp ma piiblizné 27 000 genti, zatimco 142-krat vétsi genom hexaploidni
pSenice seté (2n = 6x = 42, 1C = 17 Gbp) jich obsahuje ,,jen* asi ¢tyfnasobek, tj. 108000
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Appels et al., 2018). Navic, po odecteni vlivu
polyploidie mé pSenice 36000 genli na subgenom, coz je jen 1,33-krat vice nez husenicek.

Tento jev je nazyvan paradoxem C-hodnoty (angl. C-value paradox) (Thomas, 1971).
Na zakladé analyzy raznych eukaryotickych genomi je paradox C-hodnoty vysvétlovan
ptitomnosti variabilniho mnozstvi opakujicich se (repetitivnich) DNA sekvenci (Gregory,
2005; Tenaillon et al., 2010). Faktory uréujici mnozstvi repetitivni DNA nebo obecné velikost
genomu zastavaji u mnoha druhii nejasné a nazyva se zédhadou C-hodnoty (angl. C-value

enigma) (Gregory, 2005).



2. HLAVNI OBLASTI JADERNEHO GENOMU

Geny, mezigenove oblasti a repetitivni DNA piedstavuji hlavni oblasti jaderného genomu.
Geny jsou zakladnimi funk¢nimi jednotkami genomu. Zatimco pocet chromosomd i stuktura
genomu se v ¢ase mohou ménit, nékteré geny zlstavaji obdivuhodné stabilni a jejich ptivod lze
vysledovat jiz do doby pted rozdélenim hlavnich eukaryotickych skupin. Primarnim produktem
genu je RNA transkript, ktery slouzi jako navod pro tvorbu specifického proteinu nebo muze
mit regula¢ni funkci (van Driel et al., 2003). Geny jsou fizeny Cis-regula¢nimi elementy, které
jsou v rostlinnych genomch umistény obvykle v mezigenovém prostoru pred mistem aktivace
transkripce, vzacnéji také v intronech ¢i za mistem transkripéni terminace. Mezigenove
prostory tedy hraji dilezitou roli nejen ve fyzické separaci jednotlivych genu, ale také v jejich
regulaci. U husenic¢ku rolniho piedstavuji genové oblasti (véetné exonl a introni) 50,4%
jaderného a repetitivni DNA 19,1% (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Pro srovnani, u
velkého a repeticemi bohatého genomu je¢mene setého tvoii geny 2% a repetitivni DNA 80%
genomu (Wicker et al., 2017). Zatimco funkce genu a jejich regulacnich oblasti je zifejma, u
repetitivni DNA je tomu naopak. Repetice byly dlouho povazovany za jakousi zbytnou ¢ast
genomu bez zjevného uzitku. Piestoze toto bezpochyby plati pro mnoho kopii riznych repetic,
existuje dostatek dikazt o tom, Ze repetitivni DNA je nutna pro spravnou funkci rostlinnych
genomu (Lisch, 2013). Repetitivni DNA 1ze rozdélit na dvé hlavnich skupiny — tandemové a

roztrousen¢ repetice.

2.1 Tandemove repetice — opomijena, ale nepostradatelna soucast genomu

Tandemové repetice (nazyvané také jako satelitni DNA) jsou uspoiadany do dlouhych fad
sestavajicich z nékolika az tisici kopii s velmi podobnou nebo identickou nukleotidovou
sekvenci. Mezi tandemové repetice patii také zakladni strukturni oblasti eukaryotického
chromosomu, kterymi jsou centromerické, telomerické a ribozomalni DNA (rDNA) oblasti.

Centromera je ptitomna prakticky u vsech eukaryotickych chromozomt a je nutna pro
spravneé déleni sesterskych chromatid do dcefinych bunék (Przewloka and Glover, 2009).
Oblast centromerickych repetic tvofi obvykle nékolik Mbp dlouhé pole kratsich (<500 bp)
tandemovych repetic, které se rychle vyvijeji, a jsou ¢asto druhové specifické (Melters et al.,
2013). Funk¢ni centromera je pak definovana v rdmci tohoto pole repeticemi, které nesou
centromerickou variantu histonu H3 nazyvanou CENP-A nebo CENH3 (Lermontova et al.,
2014). Tato oblast slouzi jako platforma pro vazbu kinetochoru.

Telomerické repetice obvykle vytvareji kratsi (<100 kbp) pole na koncich chromozomu

a maji obecné konzervovangjsi sekvenci nez centromery. Telomery obratlovcl a nékterych
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rostlin se skladaji z opakujici se sekvence TTAGGG. U vétsiny rostlin (véetné huseni¢ku
rolniho nebo obilovin) jsou viak telomery tvoieny sekvenci TTTAGGG (Richards and Ausubel,
1988; Watson and Riha, 2010). Nékolik malo rostlinnych skupin obsahuje jiné typy
telomerickych repetic, jako je napi. CTCGGTTATGGG u rodu Allium (Fajkus et al., 2016).
Jak se tyto neobvyklé telomery vyvinuly, zistava nejasné. Funkci telomer je chranit konce
chromosomu pied degradaci, a to vytvoifenim dlouhého jednoietézcového piesahu DNA, ktery
vytvaii oblouk, tzv. T-loop, a vmezefuje se do telomerické dvouretézcové DNA a vytvaii mensi,
tzv. D-loop (Riha et al., 2006). Nékteré konce telomer, v§ak mohou byt ukonceny piimo
dvoutetézcovym DNA zlomem a jejich ochrana pfed degradaci je zprostiedkovana ptitomnosti
proteinového komplexu Ku70/Ku80 (Kazda et al., 2012). Telomery jsou prodluZzovany
enzymem telomerazou za pomoci specifické RNA molekuly, pficemz u rostlin byla tato RNA
podjednotka telomerazy nalezena teprve v nedavno (Fajkus et al., 2019).

Treti obligatni tandemové repetice zahrnuji ribozomalni DNA (rDNA), které koduji
sekvence nezbytneé pro sestaveni RNA podjednotek ribozomi. rDNA se u rostlin vyskytuji ve
dvou hlavnich typech 5S a 45S rDNA. Monomer 5S rDNA ma délku 120 bp a je organizovan
do tsekt dlouhych 100 az 200 kbp, obsahujicich pifiblizn¢ 800 az 1500 repetic. Struktura 45S
rDNA jednotek je slozitéjsi. Kazda jednotka (~9 kbp) ma tii podjednotky 18S, 5.8S a 28S, které
jsou oddéleny internimi transkribovanymi spacery a vné pak 5 ‘a 3' externimi transkribovanymi
spacery. Referen¢ni genom huseni¢ku rolniho Col-0 obsahuje dvé sady 45S rDNA, kazdou
piiblizné se 375 kopiemi, které se nachazi v subtelomerickych oblastech kratkych ramének
chromozomti 2 a 4 (Copenhaver and Pikaard, 1996). Pocet 45S a 5S rDNA kopii a lokust se
muze se lisit i mezi populacemi stejného druhu (Roa and Guerra, 2012; Long et al., 2013).
Aktivni kopie 45S rDNA produkuji obrovské mnozstvi rRNA a spoluvytvaii jadérko, které je
po aplikaci barviv vazicich se na DNA mikroskopicky pozorovatelné jako slabé obarvena
oblast. Proto je 45S rDNA také oznaCovana jako oblast organizatort jadérka (NOR).

Déle obsahuji rostlinné genomy fadu roztrouSenych tandemovych repetic o rizné délce
a poctu kopii. Evoluce téchto repetic, jejich funkce a regulace zlstavaji pomérné malo znamé.
Zda se, ze rychle vznikaji a pravdépodobné i zanikaji. U né€kolika druht bylo zjisténo velke
mnozstvi kopii urcitych repetic roztrouSené po celém genomu. Prikladem mohou byt feb¢iky
(rod Fritillaria), fepa (rod Beta) nebo nekteré brukvovité (Ambrozova et al., 2011; Zakrzewski
et al., 2014; Finke et al., 2019 - zde jsme nalezli specifickou tandemovou repetici, ktera
tvoii vice neZ 10% genomu u Australské brukvovité rostliny Ballantinia antipoda. Tato
repetice je DNA hypometylovana a vyrazné ovliviiuje strukturu genomu). U vSech téchto
ptipadu je pozoruhodné, Ze abundatni tandemové repetice jsou sekvencéné velmi bohaté na A a

T baze (az 80%). To naznacuje, ze AT-bohaté repetice jsou hostitelskym genomem obtizné
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odstranitelné nebo epigeneticky kontrolovatelné. Zda existuje pfi¢inna souvislost mezi A-T

bohatosti, po¢tem kopii a jejich epigenetickou kontrolou tandemovych repetic je vSak nejasné.

2.2 Transponovatelné elementy — genomiéti parazité mnoha funkci

RoztrouSené repetice jsou heterogenni skupinou, kterd zahrnuje vsechny opakované se
vyskytujici nekodujici sekvence. Nejlépe popsanymi roztrouSenymi repeticemi jSOU
transponovatelné elementy (transposony, TE). Na rozdil od protein kddujicich gent a
tandemovych repetic mohou transpozony aktivné ménit svou pozici v hostitelském genomu.
Transpozice do genu muiize vyvolat ztratu nebo zisk funkce genu a tim fenotypovou zménu.
Klasickym piikladem jsou transpozici vyvolané zmény v pigmentaci osemeni kukutice, které
vedly popséni transpozoni jako ,,skakajicich gent® Barbarou McClintock ve 40. letech 20.
stoleti (McClintock, 1950). Za tento revolu¢ni objev ji byla v roce 1983 udélena Nobelova cena

za fyziologii nebo medicinu (https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1983/summary/).

Transpozony jsou tradi¢né rozdéleny do dvou hlavnich tfid. Tfida I obsahuje retrotranspozony,
které ,,skaci“ pomoci RNA meziproduktu mechanismem ,,zkopiruj se a vloz se“ (angl. copy-
and-paste). Trida Il pak obsahuje transpozony, které se transponuji bez RNA meziproduktu
mechanismem ,,vystiihni se a vloz se* (angl. cut-and-paste). Transpozony nesouci vSechny ¢asti
nutné pro transpozici se nazyvaji autonomni, zatimco ty, které vyuzivaji molekularni
komponenty odvozené od jinych elementt jsou neautonomni.

Retrotranspozony zahrnuji nejméné Sest podtiid, které se liSi svou strukturou a
organizaci protein kodujici ¢asti: LONG TERMINAL REPEAT (LTR), DICTYOSTELIUM
INTERMEDIATE REPEAT (DIR), PENELOPE-LIKE ELEMENTS (PLEs), LONG
INTERSPERSED ELEMENTS (LINEs), SHORT INTERSPERSED ELEMENTS (SINEs) a
SADHU (Rangwala et al., 2006; Wicker et al., 2007). DIR nebyly u rostlin nalezeny a PLEs
jsou vzacné (Arkhipova, 2006). Naopak elementy vSech ostatnich skupin jsou u rostlin ¢asté.
COPIA a Gypsy LTR retrotranspozony dokonce tvofi podstatnou ¢ast mnoha rostlinnych
genomu (Feschotte et al., 2002; Wicker et al., 2017; Appels et al., 2018). Kdodujici ¢ast tplnych
LTR retrotranspozont je na obou stranach ohrani¢ena LTR oblastmi, které slouzi jako cis-
regulaéni oblasti transpozonu (Casacuberta and Santiago, 2003). LTR na 5 konci piimo
navazuje na tzv. vazebné misto primeru (primer binding site), kde je zahajena reverzni
transkripce. Kodujici usek retrotranspozonu pak konc¢i polypurinovym traktem, jehoz tikolem
je zabranit St€peni transkriptu RN&zou H, a také slouzi k zahajeni syntézy druhého fetézce
(Havecker et al., 2004). Kddujici oblast retrotranspozonu zahrnuje: ¢astice podobné viru (virus-
like particles), Reverzni transkriptazu, Integrazu, Aspartovou proteazu a RNazu H. Dalsi

pocetnou skupinou autonomomnich elementt jsou LINE, které vsak postradaji LTR. Oproti
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tomu, SINE a SADHU jsou malé neautonomni traspozony, které se mobilizuji pomoci proteint
produkovanych LINE elementy (Rangwala and Richards, 2010).

Transpozony tiidy II reprezentuji podtiidy DNA transpozon, HELITRON a MAVERIC.
Nukledza DNA transpozonu indukuje béhem inzerce dvouietézcovy zlom cilové sekvence,
zatimco nukleazy podtiid HELITRON a MAVERIC indukuji pouze jednofetézcovy zlom. DNA
transpozony se pak dale d&li na dvé hlavni skupiny: TERMINAL INVERTED REPEAT (TIR)
transpozony a pro houby specifickou skupinu CRYPTON. V mist¢ inzerce TIR elementu vznika
typicka stopa tzv. target site duplication (TSD). Vsech devét rodin TIR element pak 1ze rozlisit
na zakladé jejich specifickych TIR a TSD sekvenci. U podtiidy HELITRON se vyvinul zvlastni
druh amplifikace, ktery je zalozen na tzv. ,,rolling-circle replikaénim mechanismu (Yang and
Bennetzen, 2009). HELITRONYy jsou bézné v mnoha rostlinnych genomech (Xiong et al., 2014).

Primarni aktivitou transpozoni je jejich vlastni mnozeni v hostitelském genomu.
Rostliny a jiné organismy vsak vyvinuly specifické mechanismy, které vedou k potlaceni jak
transkrip¢ni tak transpozi¢ni aktivity transpozont. Tyto mechanismy jsou podrobné popsany
v nasledujicich kapitolach. U tady transpozond naopak doslo k jakési ,,domestikaci* v rdmci
daného genomu, kdy se dany transpozon stava funkénim elementem zapojenym do napt.: (i)
regulace genové transkripce, (ii) duplikovani protein kédujicich gent nebo (iii) tvorbé geneticke
variability.

Geny v blizkosti transpozonti jsou obvykle transkribovany slabgji (Hollister et al., 2011)
a transpozony mohou dokonce piedstavovat hlavni cis-regula¢ni element genu (Kinoshita et al.,
2007; Butelli et al., 2012; Pietzenuk et al., 2016 - v rdmci této prace jsme ukazali, Ze inzerce
teplotné responzivniho transpozonu do blizkosti genu zpisobila jeho aktivovatelnost
teplotnim stresem). Transposony a dalsi repetitivni sekvence hraji nepostradatelnou roli ve
vytvareni sekven¢ni a strukturni variability v ramci rostlinnych genomu (Springer et al., 2016;
Pecinka et al., 2013 - v této prehledné praci jsme shrnuli vliv riznych transposonu na
regulaci genové exprese a zakladni funkce genomu; Lisch, 2013). Méné znamo je, ze
transpozony mohou vytvaiet duplikace genti mechanismem retropozice. Tento proces zahrnuje
reverzni transkripci genové mRNA pomoci retrotranspozonové (obvykle LINE) reverzni
transkriptazy a jeji integraci do hostitelského genomu (Kaessmann et al., 2009). Vysledna
duplikovana kopie pak obvykle neobsahuje introny a muze postradat funkéni promotor. Na
rozdil od duplikaci genti na bazi DNA ma retropozice vysoky potencial generovat evolu¢ni
inovace ve velmi kratké dobé¢, napt. expresi retrokopii v novém vyvojovém kontextu,
generovanim chimérickych gent s novymi kombinacemi domén nebo v rdmci horizontéalniho
prenosu genu (Wang et al., 2006a; Yoshida et al., 2010; Sakai et al., 2011). Ptiblizné 1% vsech

gent V ramci rostlinych genomu vzniklo retropozici (Zhang et al., 2005; Wang et al., 20063,
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2006b; Abdelsamad and Pecinka, 2014 - zde jsme identifikovali dosud nejvyssi znamy
pocet retrogenii v genomu huseni¢ku rolniho a ukazali, Ze Fada retrogen je transktripéné

aktivovéana v pylovych zrnech).
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3. ORGANIZACE EUCHROMATINU A HETEROCHROMATINU V BUNECNYCH
JADRECH ROSTLIN

DNA je v buné¢ném jadie uloZena ve formé chromatinu, tj. kKomplexu DNA a s ni asociovanych
proteinu (Li et al., 2007). Mezi hlavni funkce chromatinu patfi: (i) asporné a ptitom funkéni
ulozeni DNA v omezeném prostoru bunééného jadra, (ii) ptiprava chromozomi k bunéénému
déleni, (iii) potlacenim aktivity transpozont a viri a tim ochrana stability DNA a (iv) kontrola
transkripce a replikace (Kouzarides, 2007; Alabert and Groth, 2012; Jeppsson et al., 2014; Chen
etal., 2021).

Nejcastéjsimi chromatinovymi proteiny jsou histony. Tyto vysoce alkalické proteiny
maji silnou vazebnou afinitu k DNA. Komplex osmi histonovych molekul, tj. dvé molekuly
kazdého z histona H2A, H2B, H3 a H4, asociovanych k DNA vytvaii zakladni jednotku
chromatinu — nukleosom. Béhem tvorby nukleosomu se nejprve vytvoii dva dimery H3 a H4,
které se spoji v tetramer. Nasledné se ptidaji dva H2A-H2B dimery za vzniku histonového
oktameru, okolo kterého se omota piiblizn¢ 147 bp (1,67 otocky) DNA. U nékterych
nukleosomu poté jesté dojde k zafixovani pomoci linkerovych histoni H1 nebo H5. Navinuti
DNA okolo histonového oktameru vyrazné napoméaha kompaktnimu uloZzeni DNA v buné¢ném
jadre, ale zaroven nechava DNA relativné piistupnou pro dalsi procesy. To je klicové s ohledem
na mnozstvi dédi¢né informace. Naptiklad jadro lidské buiiky o praméru pouhych 6 um
obsahuje piiblizné 2 metry DNA. To odpovida asi 40 km vlédkna smotaného do tenisového
mi¢ku (Alberts, 2002). Podobné poméry lze ocekavat také pro rostlinna jadra. Retézec
nukleosomi na DNA tvofi chromatinové vlakno o priméru asi 10 nm a piedstavuje relativné
otevienou, transkripéné permisivni, strukturu. Naproti tomu nahlou¢ené nukleosomy vytvareji
kompaktni a transkripéné represivni chromatin.

Detailni analyza struktury a funkce chromatinu byla umoznéna od 80. letech 20. stoleti
nastupem fady novych metod genetiky, molekularni biologie a biochemie, jako jsou napf.
genetické screeny, PCR, fluorescenc¢ni in situ hybridizace, imunolokalizace, fluorescen¢ni
mikroskopie, blotovaci techniky, analyzy methylace DNA, chromatinovd imunoprecipitace
apod. V poslednich dvou desetiletich byla analyza chromatinu a transkripce rozsifena na cely
genom s vyuzitim riznych typt mikro¢ipti (microarrays) a vysoce vykonnych metod hlubokého
sekvenovani (Redman et al., 2004; Rehrauer et al., 2010; Reuter et al., 2015), které piedstavuji
skute¢nou revoluci v pristupu ke studiu organizace jadra a regulace genove exprese. Nov¢ se
pak ptidaly metody analyzy jednotlivych bun¢k (angl. single cell genomics), které umoznuji
mnohem pfesnéjsi analyzu s ohledem na pfitomnost ¢i absenci urcitych chromatinovych

modifikaci, otevienost chromatinu apod. (Dorrity et al., 2021; Chanou and Hamperl, 2021).
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Ruzné formy chromatinu byly popvé popsany némecko-$vycarskym botanikem a
genetikem Emilem Heitzem ve 20. letech 20. stoleti u jatrovky Pellia epiphylla. Heitz pozoroval
slabé a siln¢ nabarvené oblasti chromatinu na mitotickych chromosomech a dokonce i
v interfaznich jadrech (Heitz, 1928). Tyto domény nasledné pojmenoval jako ,,euchromatin® a
,heterochromatin®“ (Obrazek ¢. 1). Oba terminy se staly popularnimi, protoze dobie vystihuji
dva hlavnim chromatinové stavy existujici v eukaryotickych jadrech: euchromatin je
rozvolnény, bohaty na geny a obvykle transkripéné aktivni. Naopak, heterochromatin je
kondenzovany, obvykle transkripéné neaktivni a s vysokym podilem repetitivnich sekvenci
(Bartova et al., 2008). Struktura a distribuce euchromatinu a heterochromatinu v genomu zavisi
na mnoha faktorech jako jsou napi. taxonomicka skupina, mnozstvi a rozlozeni repetitivni DNA
na chromosomech nebo typ bunék (Ernst et al., 2011; Tiang et al., 2012). Struktura chromatinu
se dale vyrazné méni v pribéhu bunééného cyklu. Zatimco v interfaznich jadrech ma chromatin
pomérné otevienou strukturu, tak na po¢atku buné¢ného déléni dochazi k jeho shlukovani do
kompaktnich struktur vysSich fada, které vytvareji mitotické a meiotické chromozomy
s mikroskopicky pozorovatelnymi sesterskymi chromatidami. Na konci bunééného déléni

dochazi opét k rozvolnéni.
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Obrazek ¢. 1. Euchromatin a heterochromatin. (A) Nakresy interfazniho jadra (a) a mitotickych
chromosomu (b,c) jatrovky Pellia epiphylla. Pievzato z (Heitz, 1928). Oblasti heterochromatinu jsou
¢erné a euchromatinu svétle. (B,C) Interfazni jadra z listd husenicku rolniho — divokého typu (B) a DNA
hypo-metyla¢niho mutanta ddml1 (C). Euchromatin se jevi Sedé a hetero-chromatin vytvari tmava
chromocentra, kterd lokalizuji po obvodu jadra nebo sousedi sjadérkem (slab& barvend oblast).
Mnozstvi heterochromatinu je epigeneticky kontrolovany proces. Prikladem mize byt mutace v genu
chromatin remodela¢niho faktoru DDM1, ktera zpisobuje vyraznou redukci mnozstvi heterochromatinu

a chromocenter.
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Piestoze je rozlozeni euchromatinu a heterochromatinu v rostlinném jadte ¢asto druhové
specifické, 1ze vysledovat minimalné jeden obecny trend a to lokalizaci heterochromatinu na
periferii jddra. U obratlovci, kde se jednotlivé chromozomy vyrazné lisi co do mnozstvi
transposonti a obsahu heterochromatinu, vykazuji celé chromozomy preferen¢né centralni nebo
periferni lokalizaci. Tato organizace je pak velmi vyrazna u ptakd, jejichZ ¢etné malé a na geny
bohaté chromosomy lezi v centru jadra, zatimco velké genové chudé chromozomy vytvaieji
,,vrstvu heterochromatinu“ na vnéj$im obvodu jadra (Habermann et al., 2001). Podobné striktni
radidlni organizace dosud nebyla u rostlin pozorovana, coz je pravdépodobné zplsobeno
relativné vysokou mirou uniformity mezi chromosomy v ramci jednoho genomu co do poméru
AT a CG bazi a rodin repetitivnich elementt. Rostliny s malymi genomy (<1 Gbp) a nizkym
obsahem repetitivni DNA maji obvykle heterochromatin nahlou¢eny v pomérné¢ malé ¢asti
chromosomu, ktera tvoii béhem interfaze tzv. chromocentra (Obrézek 1B). Chromocentra jsou
lokalizovana na jaderné periferii a z nich vystupuji chromosomova ramena vytvaiejici tzv.
chromosomova teritoria (Pecinka et al., 2004). U huseni¢ku rolniho a piseéného (Arabidopsis
thaliana a A. arenosa) jsou jednotlivé chromosomy rozmistény v jadie nahodné, vyjimku v§ak
tvofi chromosomy nesouci 45S rDNA, které jsou v ¢astém kontaktu s jadérkem i sebou
navzajem (Berr et al., 2006; Pecinka et al., 2004). U rostlin s velkymi genomy jako je je¢men
sety nebo pSenice seta zaujimaji interfazni chromozomy tzv. Rabl-orientaci, kdy centromery a
telomery vytvati shluky na protilehlych polech jadra (Jasencakova et al., 2001; Dogan and Liu,
2018). Z toho vyvozujeme, ze chromosomy v Rabl konfiguraci zaujimaji ,,tvar pismene V*,
Tato organizace odrazi uspofadani chromozomi na konci bunééného déleni a zarovein muze
slouzit jako pfiprava pro dalsi déleni. Hranice mezi euchromatinem a heterochromatinem je u
druht s velkymi genomy méné¢ ostra, ale lze rozlisit heterochromaticky a euchromaticky pol
bunééného jadra (Fuchs et al., 2006). To je dano tim, ze euchromatické protein kodujici geny
jsou nahlouceny na koncich chromosomti a v Rabl organizaci tak dochazi ke koncentraci
euchromatinu na telomerovém pélu jadra. Zda je Rabl organizace ¢isté vysledkem mnozstvi
jaderné DNA, mitotické aktivity bun€k, jejich kombinaci, ¢i jinych faktorii dosud neni znamo.
Je tifeba zdiraznit, ze mnoho druhG vykazuje pfechodné stavy mezi non-Rabl a Rabl
chromozomovou organizaci.

Duvody pro umisténi heterochromatinovych oblasti na periferii buné¢ného jadra
zlstavaji relativné neznamé, a proto uvadim nékolik, vzajemné se nevylucujicich, moznosti
tykajici se moznych benefitl této organizace. (i) Vazba centromerickych repetic na jadernou
membranu mize zjednodusovat vazbu mikrotubulti na kinetochory. (ii) Periferni oblasti jadra
mohou byt Castéji vystaveny Skodlivym faktorim jako jsou reaktivnimi formy kysliku nebo

UV-B zaieni. Heterochromatin by tak mohl slouzit jako jakysi ochranny ,,stit“ s nizkou hustotou
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protein kddujicich genti. (iii) Akumulace mutaci v repetitivni DNA (ad ii) by dokonce mohla
napomahat inaktivaci transpozoni a ocisté genomu 0d téchto genomickych parazita (Willing
et al., 2016 - v této studii jsme vystavovali huseni¢ek rolni pisobeni simulovaného
slune¢niho zafeni a ukazali jsme, Ze mutace vznikaji pfedevs§im v pozici metylovanych
cytosini v repetitivnich oblastech genomu). (iv) Fyzicka separace heterochromatinu
jednotlivych chromosomi muze branit mechanismu homologni rekombinace mezi sekvenéné
téméf identickymi avSak nehomolognimi Gseky chromosomu a tim snizovat riziko vzniku
dicentrickych nebo acentrickych chromozomii (Chiolo et al., 2011). Tento model v§ak nemusi
platit pro druhy s Rabl organizaci, kde jsou centromery nahlouceny relativné blizko u sebe,

resp. by vyzadoval jejich relokalizaci smérem do euchromatické Casti jadra.

3.1 Epigeneticky zéklad euchromatinu a heterochromatinu

Na molekularni drovni jsou euchromatin a heterochromatin definovany epigeneticky. Termin
,»epigenetika® (latinsky epi = nad) zavedl v roce 1942 britsky biolog Conrad Hall Waddington,
aby popsal diferenciaci lidskych kmenovych bunék (Waddington, 1942). Od devadesatych let
20. stoleti se termin epigenetika pouziva k popisu ,,stabilné dédiéného fenotypu vyplyvajiciho
ze zmén v chromatinu, které vSak nejsou zménami DNA sekvence™ (Berger et al., 2009).
V soucasnosti je termin epigenetika V literatuie casto pouzivan v SirSim vyznamu, ktery
zahrnuje témét jakékoliv (vcetné kratkodobych) zmén. Tyto zmény, které nejsou pienaseny
mitotickym dé€lenim je dle mého nazoru lepsi popisovat jako dynamiku a funkce chromatinu a
nikoliv jako epigenetické jevy sensu stricto (Pecinka and Mittelsten Scheid, 2012 - v tomto
pirehledném ¢lanku jsme shrnuli aktualni znalosti ohledné transkrip¢ni regulace genové
exprese u rostlin a navrhli standardy pro posuzovani vysledkii epigenetickych

experimentii, piedev§im s ohledem na stresem indukované a mezigenera¢ni efekty).

3.1.1 DNA metylace jako klicova epigeneticka modifikace rostlin

Metyl skupina (-CHs) piedstavuje dulezitou epigenetickou znacku (Ratel et al., 2006; Nabel et
al., 2012). U DNA rostlin je nalézana ve formé 5-metylcytosinu (5mC) nebo N6-metyladeninu
(6mA; Obréazek 2). 6mA byl sice detekovan u fady organismii, u rostlin v§ak pfedstavuje pouze
asi 0,5% vsech adeninti, coZ naznacuje, Ze se jedna o relativné vzacnou modifikaci (Vanyushin
et al., 1988; Fu et al., 2015; Luo et al., 2015). 6mA se pravdépodobné podili na polohovani

nukleosomt a regulaci transkripce (Fu et al., 2015).
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Nejcastéji studovanou modifikaci DNA je 5mC (déle jen jako DNA methylace). Pfitomnost a
vyznam 5SmC se li$i v zavislosti na fylogenetické skupin€¢. DNA metylace je vzacna u hmyzu a
mnoha hub, je vSak casta u savci a rostlin (Feng et al., 2010; Takayama et al., 2014). U savct
dochézi k metylaci DNA de novo béhem raného embryonalniho vyvoje a pouze cytosiny
nasledované guaniny (CG kontext) zistavaji metylovany v somatickych buiikach. Rostliny maji
komplexni systém, kdy dochazi k DNA metylaci ve tfech funkéné odlisnych sekvenénich
kontextech: CG, CHG a CHH (kde H je C, A nebo T) a tato metylace pietrvava relativné
stabilné v pribéhu celého vyvoje. DNA metylace vykazuje specifické rozmisténi v rostlinnych
genomech. Je obohacena v heterochromatickych a redukovana v euchromatickych oblastech
(Obréazek 3A, B).

Celogenomové studie u husenic¢ku rolniho odhalily, Ze pfiblizn€ 20% genti nese DNA
metylaci také v genech (anglicky tzv. gene body methylation, GBM). Oproti repetitivnim
sekvencim, které maji methylované cytosiny ve vSech sekven¢nich kontextech, se GBM
vyskytuje vyhradné v CG kontextu (Obrézek 3C) (Zilberman et al., 2008). Piitomnost GBM
je charakteristickym znakem piedev§im dlouhych, evolu¢né konzervovanych a stabilné
prepisovanych gent (Coleman-Derr and Zilberman, 2012a; Takuno and Gaut, 2012).
V soucasné dob¢ je stale diskutovana funkce této metylace napf. pii prevenci transkripce z
kryptickych promotort anebo zprostiedkovavéni alternativniho sestfihu (Takuno and Gaut,
2012). Analyza DNA metylaénich profilt u vice nez 1 000 piirodnich linii huseni¢ku rolniho z
riznych geografickych oblasti severni polokoule potvrdila pozitivni korelaci mezi GBM a
vysokou transkripci, a navic ukazala, Ze je tato metylace nizsi v regionech s teplejsim podnebim
(Kawakatsu et al., 2016). Nov¢ bylo zjisténo, ze GBM zcela chybi u nékolika druhi z Celedi
brukvovitych (Bewick et al., 2017; Bewick and Schmitz, 2017). To naznacuje, Ze tato metylace
muiZe mit regulatorni funkci, ale neni pro genom rostlin esencidlni.

Nejasné role CG metylace gent kontrastuje s rozhodujici tlohou DNA metylace pro
stanoveni konstitutivniho heterochromatinu u rostlin. V heterochromatinu jsou cytosiny
metylovany ve tiech kontextech CG, CHG a CHH (Obrazek 3C). Tato akumulace metylace

vede k potlaceni transkripce prostiednictvim fady kroku, které zahrnuji instalaci represivnich
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chromatinovych znacek, odstranéni permisivnich znacek a zahusténi chromatinu (Law and
Jacobsen, 2010; Fultz et al., 2015). Ztrata schopnosti zalozit a udrzet heterochromatinovou
struktutu urcitych ¢asti genomu vede u rostlin k vyvojovym porucham, siln¢ snizené kondici a
fertilité, ¢i dokonce k letalit¢ (Miura et al., 2001; Mathieu et al., 2007; Mirouze et al., 2009).
Proto bude epigeneticka kontrola heterochromatické metylace DNA podrobné popsana

v nasledujicich kapitolach.
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Obrazek ¢. 3. Rozmisténi DNA metylace u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). (A) Shora
doli: Schematické zobrazeni chromosomu 1 (ca. 30 Mbp). Centromera je vyznadena Cervené,
pericentromericky heterochromatin tmavé $edé a euchromaticka chromozomova ramena svétle Sed¢. x-
osa grafii odpovida chromosomu 1 a y-0sa pak ukazuje relativni frekvenci. Horni graf ukazuje pozitivni
korelaci mezi pifitomnosti transpozont (TE) a hustotou nukleosomi a negativni korelaci s distribuci
genll. Stiedni graf shrnuje rozmisténi DNA metylace v jednotlivych sekvenénich kontextech. Spodni
graf pak shrnuje rozmisténi heterochromatické modifikace H3K9me2 a varianty H2A.W a dale
euchromatické varianty H2A.Z. Chromatinové profily byly pievzaty z citovanych praci a upraveny
(Bernatavichute et al., 2008; Chodavarapu et al., 2010; Coleman-Derr and Zilberman, 20123;
Yelagandula et al., 2014). (B) Interfazni jadro obarvené DAPI (vlevo) a protilatkou proti 5mC (vpravo),
které vyrazné barvi oblasti heterochromatickych chromocenter (na obrézku vpravo se jevi jako
nejsvétlejsi oblasti jadra). (C) Relativni frekvence DNA methylace v ruznych sekvenénich kontextech

v genech a transpozonech. Pievzato a upraveno z (Coleman-Derr and Zilberman, 2012a).
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3.1.2 Mechanismus de novo metylace dosud nemetylovanych oblasti

Strukturované rozmisténi DNA metylace v jaderném genomu naznacuje, ze toto rozmisténi neni
nahodné (Chan et al., 2005; Pecinka et al., 2013 - v tomto pi‘ehledném ¢lanku jsem shrnul
aktuélni znalosti tykajici se DNA metylace u rostlin a typické vlastnosti DNA
metylovanych lokusi). PiestoZze dosud nejsou podminky, které vedou k DNA metylaci
konkrétniho lokusu zcela zndmy, bylo proké&zéano, Ze ve zvySené miie koreluji s:

(i) tandemovymi i roztrouSenymi repeticemi

(i) obracenymi repeticemi, které mohou vytvaiet tzv. vlasenkovou strukturu

(iii) lokusy produkujicimi nestandardni transkripty (anti-sense, nedokonale terminované

apod.)

(iv) geny fizenymi silnymi (Easto virovymi) promotory

(v) sekvenéni homologii s jiz metylovanymi lokusy.
DNA sekvence nové vkladané do genomu (napt. béhem DNA transformace) jsou bez DNA
methylace. V uréitych piipadech je vsak rostlina metyluje de novo. V né¢kterych pripadech tak
doch&zi k uml¢eni transgennich konstrukta vkladanych do rostlinné DNA a absenci pozadované
vlastnosti ¢i dokonce vypnuti dal$ich konstruktii nesoucich homologni sekvence (Daxinger et
al., 2008). Prestoze se jedna o komplikaci v procesu produkce transgennich rostlin, byly tyto
fenotypy klicové pro mechanistické pochopeni procesu instalace a udrzeni DNA metylace u
rostlin. Tento proces je rozdélen do nékolika drah. Standardni de novo DNA metyla¢ni dréha je
zavisla na produkci malych interferenénich RNA molekul (angl. short interfering RNA, siRNA)
s tplnou homologii k cilove sekvenci, ktera je nasledné metylovana. Proto se tato draha casto
nazyva jako RNA-fizena DNA metylace (RdDM) (Obrazek 4) (Matzke and Mosher, 2014;
Fultz et al., 2015). Béhem RdDM je cilovy lokus nejprve transkribovan DNA-dependentnimi
RNA polymerazami Il a IV (Polll a PollV), pfi¢emz druhd zminéna polymeraza se vyskytuje
pouze u cévnatych rostlin a je specificka pravé pro RADM drahu. Tyto transkripty musi vytvofit
dvouklédknovou vlasenkovou strukturu, a to bud’ jednoduchym pielozenim (v ptipadé
ptirozenych obracenych repetic) nebo pomoci RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2
(RDR2), ktera je schopna dosyntetizovat chybé&jici fetézec. RNA vlasenka je poté stépena
pomoci endoribonukledzy DICER-LIKE 3 (DCL3) na 24 bp dlouhé siRNA Useky. Tyto kratké
dvoufetézcové RNA molekuly jsou stabilizovany methylaci 3' konci pomoci RNA
metyltransferazy HUA ENHANCER 1 (HENI). Jeden fetézec siRNA pak tvoii RNA-

indukovany umléovaci komplex (RNA-induced silencing complex, RISC) s proteinem
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ARGONAUTE 4 (AGO4). Nasledné¢ se RISC spoji s komplexem RNA-dependentni
polymerézy V (PolV), ktery zajistuje DNA de novo metylaéni reakci. V tomto procesu je
soustfedéna fada enzymu a strukturnich proteinti, z nichz uvadim pouze n¢které. DECREASED
RNA-DEPENDENT DNA METHYLATION 1 (DRD1) je chromatinovy remodeler specificky
pro RADM, ktery s nejvétsi pravdépodobnosti odemkne specifické nukleosomy a umozni tak
ptistup de novo DNA metyltransferazam zrodiny DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE (DRM) k cilovym sekvencim.

Vedle kanonické de novo DNA metylace existuje take alternativni draha, ktera je nékdy
nazyvana jako post-transkripéni genové vypinani (podle anglického Post-transcriptional gene
silencing, PTGS) (Obréazek 5). V ramci této drahy jsou jednoietézcové mMRNA generované
DNA-dependentni Polymerdzou Il pievedeny na dvouietézcové pomoci RNA-DEPENDENT
RNA POLYMERASE 6 (RDR6), nastépeny DICER-LIKE 2 (DCL2) nebo DICER-LIKE 4
(DCL4) na 21 az 22 bp dlouhé dsRNA, jejichz jeden fetézec je navdzan do ARGONAUTE 1
(AGO1) a vznikly komplex §t€pi MRNA nebo mize (v omezené mife) vést k de novo methylaci
DNA (Matzke and Mosher, 2014). RdDM je velmi u¢inny mechanismus, ktery metyluje nove
vlozené repetitivni sekvence, transpozony nebo cizi sekvence a to v nékterych piipadech jiz
v prvni generaci (Mari-ordéfiez et al., 2013). Tento jev byl poprvé mechanisticky popsan u tzv.
kosuprese, kdy transformace petnii transgenem, ktery mél zpisobit vyraznéjsi zabarveni
okvéti, vedla naopak uplné ztraté exprese a bilym kvétim (Van Blokland et al., 1994).

RADM aktivita mlze byt pozorovana takika v pfimém pienosu béhem fenoménu
nazyvaného paramutace. U tohoto epigenetického jevu, prenasi epigeneticky umlc¢ena alela svij
reprimovany expresni status na geneticky identickou, avSak exprimovanou alelu a zpusobi jeji
vypnuti. Reprimovana epialela je tedy dominantni a tuto vlastnost pfenasi také na ptivodné
aktivni epialely, které timto umléuje (Chandler and Stam, 2004; Chandler and Alleman, 2008;
Pilu, 2015). K vypnuti dochazi pomoci de novo DNA metylace, ktera je navadéna k naivni
exprimované epialele pomoci trans aktivnich siRNA molekul produkovanych reprimovanou
alelou. Paramutace se vyrazné uplatiuje v epigenetické regulaci u nékterych druhi rostlin a
typickym ptikladem je kukufice, kde byla popsana fada klasickych pfipadi (Arteaga-Vazquez
and Chandler, 2010)

Ptes svou slozitost a zapojeni velkého mnozstvi faktort ma vyrazeni RODM aktivity ve
standardnich podminkach piekvapivé maly vliv na fenotyp (u huseni¢ku obvykle pouze mirné
opozdéné kveteni). Mnozstvi DNA metylace zistava téméf beze zmény a rostliny vykazuji
relativné malé zmény v expresi gent a transpozond (Huettel et al., 2006; Stroud et al., 2012a;
Zemach et al., 2013). To naznacuje, ze RADM funguje alespon caste¢né redundantné S jinou

molekularni drahou.
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Obrazek 4. Model standardni de novo RNA-dependentni DNA metylaéni drahy (prevzato z
Matzke and Mosher, 2014). Jednotlivé kroky v ramci této drahy jsou popsany v textu.
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Obrazek 5. Model alternativni de novo DNA metylaéni drahy (pfevzato z Matzke and Mosher,
2014). Jednotlivé kroky této drahy jsou popsany v textu.

3.1.3 UdrZovaci DNA metylacni draha zajist'uje stabilni hladinu DNA
metylace

U huseni¢ku rolniho byla provedena fada dopiednych genetickych screenti zaméfenych na

identifikaci klicovych gend pro kontrolu DNA metylace a transkripéni represi repetitivni DNA.
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Tyto screeny odhalily skupinu mutantti charakterizovanych obvykle vyraznym snizenim DNA
metylace a masivnim navysenim transkripéni a transpozicni aktivity transpozont.

Prvni skupina genu ovliviiovala DNA metylaci ve vSech sekven¢nich kontextech a
obsahovala primarné enzymy nutné pro syntézu S-adenosyl methioninu, ktery je pouzivan
riaznymi typy metyltransferaz jako donor metyl skupiny. Dva nejlépe charakterizované enzymy
ztéto  skupiny jsou ETHYLENETETRAHYDROFOLATE DEHYDROGENASE/
METHENYLTETRAHYDROFOLATE CYCLOHYDROLASE (MTHFD1), ktery se podili na
folatovém cyklu a S-ADENOSYL HOMOCYSTEINE HYDROLASE GENE 1 (HOG1), ktery
je nutny pro zdarny prabéh metioninového cyklu (Rocha et al., 2005; Baubec et al., 2010 —
v ramci této publikace jsme identifikovali a charakterizovali novou mutantni alelu genu
HOG1, Groth et al., 2016). Silné mutantni alely MTHFD1 a HOGL1 jsou letalni. Nicméné
Castecna ztrata funkce téchto genti ma za nasledek globalné snizenou methylaci DNA i histont,
vyrazné€ zhorSeny rist rostlin a ztratu umlceni transpozont (Baubec et al., 2010, Groth et al.,
2016). Piedpoklada se, ze hydrofolatovy cyklus je pojitkem mezi vyzivou a drovni DNA
metylace u rostlin (Groth et al., 2016). Tento piiklad upomina na systém Agouti u mysi (Mus
musculus), kde strava bohata na hydrofolaty vede k norméalni metylaci DNA a nizké expresi
genu Agouti, coz se projevuje tmavou srsti (Waterland and Jirtle, 2003). Na hydrofolaty chuda
Vyznamnym hra¢em v globalni methylaci DNA je faktor remodelace chromatinu
DECREASED IN DNA METHYLATION 1 (DDM1). Ptedpokladalo se, z¢ DDMI1 fidi
methylaci DNA tim, Ze umozZiuje pfistup DNA metyltransferaz k nukleosomalni DNA
uzaméené histonem H1 v heterochromatinovych oblastech (Zemach et al., 2013). Nicméné,
nejnovejsi vyzkum ukazuje, Ze DDMI je spiSe zodpovédny za instalaci heterochromaticky
specifické histonové varianty H2A.Z (Osakabe et al., 2021), jejiz pfitomnost by pak vedla
k reprimaci chromatinu a instalaci DNA metylace.

Dale bylo nalezeno né&kolik faktort ovlivitujicich DNA metylaci v sekvenéné
specifickém kontextu (Obréazek 6). V CG kontextu je metylace DNA udrzovana komplexem
DNA METHYLTRANSFERASE 1 (METI1) a rodinou castecné redundantnich proteinii
obsahujicich SRA a SET domény, které byly u huseni¢ku rolniho popsany jako VARIANT IN
METHYLATION (VIM) (Mathieu et al., 2007; Woo et al., 2007; Hashimoto et al., 2008; Woo
et al., 2008). CG methylace se vyskytuje jak v kodujicich oblastech gend, tak v transpozonech
a je s nejvetsi pravdépodobnosti kopirovana z metylovaného fetézce DNA na nové
nasyntetizovany fetézec béhem replikace DNA. Béhem tohoto procesu se VIM proteiny nejprve
vazi na molekulu DNA, invaduji jeji centralni ¢ast a vytaci cytosiny v misté CG dinukleotidi

tak, aby mohla prob&hnout metylace pomoci MET1 (Hashimoto et al., 2008). Ztrata aktivity
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METI1 vede k zavaznym vyvojovym defektim a podobné jako u ddml mutanta také k
mobilizaci transpozoniti (Finnegan et al., 1996; Mathieu et al., 2007; Mirouze et al., 2009).
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Obrazek 6. Piehled DNA metyla¢nich drah u huseni¢ku rolniho. Transkripéné aktivni gen (zelend

Sipka) muze byt de novo DNA metylovan v CG, CHG and CHH contextu pomoci kanonické nebo
alternativni RNA-fizené DNA Metyla¢ni (RADM) drahy. V procesu de novo DNA metylace jsou klicové
DRM DNA metyltransferdzy (viz. Obréazky 4 a 5 pro detailni informace) a potencialné také CMT2.
Tato prvni vina DNA metylace slouzi jako templat pro replikacné vazanou udrzovaci DNA metylaci. V
CG kontextu je tato metylace instalovana MET1 — VIM komplexem. V CHG kontextu je to CMT3, ktera
interaguje s histonovou metyltransferazou KYP, coz je podtrzeno kolokalizaci CHG DNA metylace a
H3K9me2 metylace. CHH metylace na okrajich dlouhych transpozont je udrZzovana diky aktivit¢ CMT2
(a pravdépodobné RADM jako zalozni drahy). Hypermetylace DNA ve vSech tfech funkénich

kontextech vede Kk transkripénimu vypnuti genu.

Kromé evoluéné konzervované CG methyla¢ni drdhy maji rostliny také unikatni rodinu
DNA methyltransferaz obsahujicich chromodoménou tzv. CHROMOMETHYLAZ (Bartee et
al., 2001). Prvni funkéné charakterizovany enzym této rodiny byl CHROMOMETHYLASE 3
(CMT3), ktery metyluje specificky v CHG kontextu. CMT3 interaguje, prostiednictvim svych
chromo- a ,,bromo adjacent homology*“ (BAH) domeén, s histonovou methyltransferazou
KRYPTONITE (KYP; syn. SET DOMAIN PROTEIN 33; syn. SU(VAR) 3-9 HOMOLOG 4),

kterd di-metyluje histon H3 v pozici lysinu 9 (H3K9me2) a tak dale piispiva k tvorbé
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heterochromatinu (Bartee et al., 2001; Bernatavichute et al., 2008; Du et al., 2012). Nedavno
bylo zjisténo, Ze jiny protein této rodiny CHROMOMETHYLASE 2 (CMT?2) zprostiedkovava
CHH DNA metylaci na okrajich dlouhych transpozont (Zemach et al., 2013). Tim se 1isi od de
novo DNA metyltransferdzy DRM2, ktera metyluje primarné kratsi transpozony nebo dele¢ni
zbytky dlouhych transpozonti, jako jsou naptiklad tzv. soloLTR (solitérni dlouhé terminalni
repetice LTR transpozoni) (Huettel et al., 2006). Faktory fidici odli$nou lokalizaci CMT2 a
DRM2, zistavaji neznamé, ale je mozné, ze CMT2 je také navadéna ur€itymi histonovymi
modifikacemi.

Ztrata asi 30% heterochromatinu, ktera byla pozorovana u mutanti v DDM1 nebo
MET1, vede k mnoha pleiotropnim fenotypum vc¢etné¢ mobilizace transpozont, deregulaci
stovek genti, nestabilit¢ genomu, vyvojovym problémum a snizené fertilité¢ (Jeddeloh et al.,
1999; Miura et al., 2001; Shaked et al., 2006; Mathieu et al., 2007; Mirouze et al., 2009; Baubec
etal., 2010 - v rdmci této prace jsme izolovali a popsali fenotypy nékolika mutantnich alel
DDML1). Mobilizace transpozoni a jejich inzerce do protein kddujicich gent je vaznou hrozbou,
protoze piimo ovliviiuje funkénost genl a je nejpravdépodobnéjsim faktorem zpusobujicim
redukci Zivotnosti v rdmci generaci ddml a metl mutanta (Miura et al., 2001; Mathieu et al.,
2007; Mirouze et al., 2009). Ztrata DNA methylace navic v nékterych piipadech vede k
transkripci z normalné umléenych nebo vyvojové regulovanych gend. Nékteré z genu
objevenych timto zplisobem byly dilezité pro pochopeni epigenetického zakladu specifickych
biologickych procesi, jako je napt. genovy imprinting (Kohler et al., 2012; Batista and Kohler,
2020). Mutanti v genu DDML1 také vykazuji zvySenou nestabilitu genomu a vyssi frekvenci
meiotickych rekombinaci (Shaked et al., 2006; Melamed-Bessudo et al., 2005). To je s nejvétsi
pravdépodobnosti zptisobeno rozvolnénou strukturou chromatinu a/nebo stiihanim DNA
transpozonovymi nukledzami. To poukazuje na dulezitost represe transpozoni a tvorby
heterochromatinu pro kontrolu genové transkripce a stability genomu rostlin.

V souhrnu, tato kapitola ilustruje slozitost a také ¢aste¢nou redundanci mechanismu
methylace DNA u rostlin (Obrézek 6). Systém paralelnich a zaloznich drah umoziuje piesnou
regulaci genové exprese a predev§im funkéni ochranu rostlinného jaderného genomu pied
genomickymi parazity typu transpozoni nebo vird. Déle je tfeba zdlraznit, Ze v rostlinach stéle

existuje n€kolik dalSich necharakterizovanych DNA methyltransferaz.
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3.1.4 Aktivni DNA demetylace u rostlinnych pomoci bdzové exciznich oprav
DNA

Piestoze je heterochromaticka DNA metylace povazovana za jednu z nejstabilnéjSich
epigenetickych znacek, existuji buiiky ¢i oblasti genomu, kde mohou byt metylované baze
cilené odstranovany (Obrazek 7). U rostlin je tento proces aktivni DNA demetylace provadén
rodinou DEMETER (DME) a DEMETER-LIKE (DML1, DML2 and DML3) bifunkénich
DNA glykosylaz/lyaz, které odstranuji 5-metylcytosin v rdmci dvouietézcové DNA na principu

bazovych excisnich oprav DNA (Penterman et al., 2007; Hsieh et al., 2009; Zhu, 2009).
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Obrazek 7. Aktivni demetylace DNA. Odstranéni metylovanych bazi z regulaéni oblasti genu muze
vést k jeho aktivaci. Molekularni funkce jednotlivyc enzymu je popsana v textu. Obrazek byl pievzat z
(Lietal., 2015a) a upraven.

24



Tyto enzymy narusuji DNA kostru v abazickém misté pomoci beta- nebo beta/delta-eliminace
(Choi et al., 2002; Gong et al., 2002). To vytvaii jednofetezcové poskozeni DNA
charakterizované bud’ fosfo-a,b-nesaturovanym aldehydem (PUA) nebo fosfatovou skupinou
na 3’ konci, které musi byt odstranény DNA lyasou APE1L nebo DNA fosfatdzou ZDP
(Martinez-Macias et al., 2012; Lee et al., 2014; Li et al., 2015a). V kone¢ném kroku dojde
k uzavieni 1éze nemetylovanym cytosinem pomoci DNA LIGAZY 1 (LIG1) (Li et al., 2015a).

DNA demetyldzy DME a DMLs funguji jako pozitivni regulatory genové transkripce,
kdy napt. odstranuji DNA metylaci z promotoru specifickych genu a tak je mohou aktivovat.
Nicméné zpiisob jakym jsou demetylazy navadény na mista uréeni zlstdva v soucasnosti
neznamy. Zatimco DML1/ROSL1 je aktivni pfedev§im béhem somatického vyvoje, tak DME je

specializovan na demetylaci v sami¢im gametofytu pied oplozenim.

3.1.5 Histonové varianty a modifikace

Histony jsou velmi dulezitym nositelem epigenetické informace a jednim ze zéakladnich
,kament“ chromatinu. Jsou tvoteny C-terminalni globularni doménou, ktera je situovana ve
stfedu nukleosomu, a nestrukturovanou N-terminalni ¢asti, ktera vystupuje z nukleosomomu do
prostoru a slouzi jako substrat pro posttranslaéni modifikace jakymi jsou napi. metylace (Me),

acetylace (Ac), fosforylace (P), ubiquitinace (Ub) a citrulinace (Cit) (Obréazek 8).
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Obrazek 8. Posttransla¢ni modifikace histonovych N-terminalnich konci. (Zdroj: Wikipedia).

V rdmci této prace budou diskutovany pouze histonové metylace a acetylace, protoze tyto
modifikace slouzi velmi dobfe jako diagnostické znac¢ky euchromatinu a heterochromatinu.
Metylovany mohou byt lysiny (K) a argininy (R), a oproti jinym modifikacim se metylace mize
vyskytovat jako mono-, di- nebo trimetylace, pficemz kazda modifikace ma specifickou
signalni ¢i regulatorni funkci. Naptiklad histon H3 lysin 9 di-metylace (H3K9me2) je
transkripéné repressivni heterochromatinovad modifikace, zatimco H3K9me3 funguje u rostlin
jako transkripéné permisivni euchromatinova modifikace (Roudier et al., 2011). Metylace

histont je katalyzovana rodinou histonovych metyltransferdz, které jsou charakterizovany
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ptitomnosti SET domény. Tato rodina je pomérné rozséhla a napf. u husenicku rolniho je
tvofena vice nez 35 geny. To naznacuje, Ze metylace histont predstavuje pomérné komplexni
systém, kdy jednotlivé geny mohou byt jak pozi¢né tak pletivove specifické. Metylace histonti
muze byt také odstranéna a tuto funkci zprostiedkovavaji histon demetylazy, které obsahuji
Jumoniji C (jmjC) doménu a u rostlin stale zistavaji pomérné malo prozkoumanou skupinou
enzymu (Liu et al., 2010; Qian et al., 2019). Podobn¢ jako Vv pfipad¢ histonové metylace,
existuji také enzymy, které zprostiedkovavaji acetylaci histona tzv. histon acetyltransferazy,
resp. jejich deacetylaci, ktera je zajistovana histon deacetylazami. Acetylace histoni ma obecné
transkripéné permisivni funkci a obohacena v euchromatinu, zatimco deacetylace histont
transkripci tlumi.

Kromé histonovych modifikaci pfispivaji k diverzit¢ a komplexité histonového kodu
také histonove varianty. Jedné se o samostatné histonové geny, které se od kanonické varianty
1isi nékterymi aminokyselinami, coz ma vliv na jejich lokalizaci a funkci. U rostlin je nejlépe
popsanym piipadem rodina variant histonu H2A, kterd zahrnuje H2A.Z, H2A.W a H2A.X
(Amiard et al., 2010; Coleman-Derr and Zilberman, 2012b; Yelagandula et al., 2014).
Kanonicky histon H2A obvykle znac¢i nukleosomy v ramci otevieného a aktivniho chromatinu
a vexprimovanych genech. V5’ koncovych oblastech stabilné exprimovanych gend a
ve stresem ¢i vyvojové regulovanych genech pak byva H2A nahrazovan variantou H2A.Z
(Coleman-Derr and Zilberman, 2012b; Yelagandula et al., 2014). Funkce H2A.Z neni zcela
jasna, ale predpoklada se, ze reguluje transkripci a blokuje umisténi DNA metylace.
V heterochromatinovych oblastech je dominantni variantou nedavno popsana varianta H2A.W,
ktera pfispiva ke kondenzaci, opravam DNA a transkrip¢ni represi transpozont (Yelagandula
et al., 2014; Lorkovi¢ et al., 2017; Osakabe et al., 2021). Posledni znamou specializovanou
variantou je H2A.X, jejiz fosforylovana varianta znac¢i mista poskozeni DNA (Amiard et al.,
2010). Podobné jsou diverzifikovany také varianty histontt H3 a H1. Varianty H1.1 and H1.2
jsou u huseni¢ku rolniho exprimovany béhem celého vyvoje, zatimco H1.3 se exprimuje pouze
ve specifickych bunkach a je indukovéna vlivem stresovych podminek, kdy napomaha regulaci
genové exprese (Rutowicz et al., 2015). Rodina histon H3 gent zahrnuje u huseni¢ku rolniho
celkem 14 kopii, a to jednu kopii CENH3, pét kopii H3.1, ti kopie H3.3 a pét kopii H3.3-like
(Okada et al., 2005). Centromericka histonova varianta CENH3 (zndma také jako CENP-A)
definuje funkéni centromeru v ramci fady centromerickych repetic a je charakteristicka tim, ze
se vklada do nukleosomu v pribéhu G2 faze bunééného cyklu (Lermontova et al., 2011; Ravi
et al., 2011). Mutanti v CENH3 genu maji nerovnomérnou segregaci chromosomil a snizenou
fertilitu. Kanonicky histon H3.1 je vkladan do nukleosomu histonovym chaperonem Chromatin

Assembly Factor — 1 v pribéhu DNA replikace. H3.1 je lokalizovan po celém genomu, ale jeho
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hustota je obecné vyssi v heterochromatiovych oblastech (Stroud et al., 2012b). Mutanti
s chybéjicim funkénim komplexem Chromatin Assembly Factor — 1 maji pleiotropické
fenotypy, vcetné redukce heterochromatinu, ¢astecné aktivace transpozont a snizené stability
genomu (Elmayan et al., 2005; Endo et al., 2006; Kirik et al., 2006; Mozgova and Hennig,
2015). Varianta H3.3 je naproti tomu exprimovana béhem celého buné¢ného cyklu a nachazi se

predevsim v transkripéné aktivnich genech (Stroud et al., 2012Db).

3.2 Molekularni analyzy vymezuji éty¥i zakladni typy chromatinu rostlin

Jak bylo popsano vyse, tak je v soucasnosti znamo nékolik kontexti DNA metylace a cela fada
histonovych variant a modifikaci. Bylo provedeno né¢kolik studii s cilem zhodnotit typy
chromatinu na zakladé¢ rozmisténi a asociaci riznych modifikaci a poskytnout urcité
diagnostické modifikace pro jednotlivé typy chromatinu. Analyzy u husenicku rolniho ukazaly,
ze lze rozlisit ¢tyfi az devét hlavnich typt chromatinu (Roudier et al., 2011; Sequeira-Mendes
et al., 2014). Pro jednoduchost zde budou popsany pouze étyii zakladni typy, které zahrnuji: (i)
aktivni geny, (ii) vyvojové regulované geny, (iii) transpozony a (iv) mezigenové oblasti
(Tabulka 1). Transkribované geny reprezentuji typicky euchromatin a obsahuji mnozstvi
transkripéné permisivnich chromatinovych modifikaci: H3K4me2; H3K4me3; H3K9me3;
H3K36me3; H3K56ac; H2Bub a CG DNA methylaci (Obrazky 3C a 9). Vyvojové fizené geny
nesou vysoky podil transkripéné represivnich modifikaci H3K27me2 a H3K27me3 (Obréazek
9). Tyto geny obvykle alternuji mezi reprimovanou a aktivovanou formou v pribéhu vyvoje

rostliny.
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Obrazek 9. Schématické rozmisténi vybranych histonovych variant a modifikaci v genech. X osa
ukazuje gen, kde vertikalni pferuSované Cary znaci pocatek a konec transkribované oblasti. Y 0sa
ukazuje relativni hustotu od 0 (chybi) do 1 (vysoce obohacen). Profily byly pievzaty z publikaci
(Roudier et al., 2011; Coleman-Derr and Zilberman, 2012b; Yelagandula et al., 2014) s modifikacemi.

Oproti tomu transpozony, jiné repetitivni sekvence a mald ¢ast umléenych genu tvoii
konstitutivni heterochromatin, ktery je reprimovan stabilné¢ pomoci transktipéniho genového
vypinani a RADM a je obohacen ptedev§im o represivni modifikace vcetné H3K9me2,
H4K20mel a DNA metylaci ve vech sekven¢nich kontextech. Posledni, pomérmné nevyhranény

typ chromatinu pak tvoii mezigenové oblasti.
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Tabulka 1: Z&kladni typy chromatinu u huseni¢ku rolniho (Roudier et al., 2011). Diagnostické
modifikace jsou vyznaéeny tu¢né.

Typ Charakteristické modifikace Chromatin

Aktivni geny H2Bub; H3K4me2; H3K4me3; H3K9me3; | Euchromatin
H3K36me3; H3K56ac; CG DNA methylace

Vyvojové H3K27me3; H3K27me2; H3K4me2 Facultativni

kontrolované geny heterochromatin

Transpozony CHG and CHH DNA methylace; H2AW; H3.1; | Konstitutivni
H3K9me2; H3K27mel; H3K27me2; H4K20mel | heterochromatin

Mezigenové oblasti | Absence vyse popsanych. Euchromatin

Tato klasifikace je velmi uzite¢na s ohledem na diagnostiku nebo pochopeni regulace genové
exprese v raznych oblastech genomu, za riznych podminek prostiedi ¢i v mutantnich
pozadich.
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4. VLIV ABIOTICKEHO STRESU NA HETEROCHROMATIN ROSTLIN

Jako pfisedl¢ organismy musi rostliny reagovat na rizné environentalni podminky bez moznosti
uniku do piihodnéjsiho prostiedi. Rostliny si proto vyvinuly fadu adaptaci a strategii, které jim
umoziuji pfezit i na velmi nehostinnych mistech a snaset extrémni abiotické podminky vcetné
nahlych zmén teploty ¢i vysokych davek UV zareni. Klimatické modely navic ptedpovidaji, ze
zemé&dé€lstvi bude ¢elit stale extrémnéj$im vykyvim pocasi, coz mize mit vyrazné dopady na
produkci potravin. Zatimco fyziologické a molekuldrni odpovédi rostlin vaci stresu jsou
studovany v detailu, relativné malo je znamo jak stress ovliviiuje rostlinny chromatin a
epigenom. Toto téma se nicmén¢ za¢ina dostavat do pofedi zajmu a to jak u modelovych druhu,
tak i zemédélsky vyznamnych plodin (Gutzat and Mittelsten Scheid, 2012; Pecinka and
Mittelsten Scheid, 2012 - v této prehledné publikaci jsme shrnuli pohled na
transgeneracni epigenetické jevy a specifikovali pravidla pro jejich kritickou analyzu;
Béurle, 2016; Pecinka et al., 2020 - v této piehledné publikaci jsme shrnuli roli epigenomu

ve vyvoji a stresovych odpovédich rostlin).

4.1 Vliv stresu na strukturu a funkci heterochromatinu rostlin

Toto téma je v soucasnosti pfedmétém intenzivniho studia. Nejlépe jsou pak prostudovany vlivy
teplotniho a svételného stresu. Zmény teploty maji vyrazny dopad na rostlinny chromatin.
Nizké teploty vedou predevsim ke kompakcei, zatimco vysoké zpiisobuji spiSe rozvolnéni.
Dlouhodobé vystaveni semenaci husenicku rolniho vysoké teploté (37°C po dobu 24 az 30 h)
zpusobilo dekondenzaci heterochromatinovych chromocenter Vv jadrech diferencovanych
listovych pletiv (Pecinka et al., 2010 - v této préaci jsme provedli detailni analyzu vlivu
teplotniho stresu na schopnost huseni¢ku kontrolovat transkripéni represi transpozoni a
heterochromatickych chromocenter). Tato dekondenzace byla stabilni a k obnoveni
ptavodniho stavu nedoslo ani po ndvratu do nestresovych podminek. Dalsi neo¢ekavany fenotyp
byla absence dekondenzace chromocenter v jadrech vrcholového apikalniho meristému
(Pecinka et al., 2010). To mize souviset s faktem, Ze chromatinové proteiny jsou obecné vice
exprimovany v apikalnich meristémech, coz je pravdépodobné spojeno s vyssim stupném
organizace a stabilitou chromatinu v meristematickych bunikach (Yadav et al., 2009; Baubec et
al., 2014 - v této studii jsme poukazali na funkci RADM jako opravného mechanismu
transkripéni represe transpozonii a na zvySnou expresi chromatinovych geni

v meristematickych pletivech). Na drovni nukleosomt muze vysoka teplota zpiisobit zmény
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Vv lokalizaci nebo Cetnosti, ale v soucasnoti neni znamo, zda je tento proces fizen enzymaticky
nebo jen niz§i vazebnou silou mezi histony a DNA v podminkach vyssi teploty. Zmény
vV chromatinové struktuie indukované vysokou teplotou maji vliv také na transkripci gent,
nicméné toto pravidlo neni univerzalni (Kumar and Wigge, 2010; Pecinka et al., 2010 -
Vv ramci této publikace jsme dale ukazali, Ze zatimco u nékterych geni je transkripéni
aktivace doprovazena sniZenim nukleosomalniho signélu, tak u jinych tomu tak neni).
Zajimavym piikladem pozitivni regulace genové exprese pomoci nukleosomu je gen HEAT
SHOCK PROTEIN (HSP70) u huseni¢ku rolniho (Kumar and Wigge, 2010). Nukleosom
pokryvajici pocatek transkripce HSP70 obsahuje variantu H2A.Z a tak tlumi jeho transkripci.
Zvysovani teploty pak koreluje se snizujicim se mnozstvim H2A.Z a rostoucim mnozstvim
transkriptu. Z tohoto diivodu pojmenovali autofi teplotné senzitivni regulaci genové exprese u

HSP70 jako ,,rostlinny termostat.

4.2 MiZe stres zpusobit aktivaci a mnoZeni rostlinnych transpozona?

Piestoze jsou transpozony reprimovany nékolika paralelnimi epigenetickymi drahami, tak
existuji priklady recentnich transpozi¢nich udalosti (Hu et al., 2011; Seymour et al., 2014;
Willing et al., 2015). To naznacuje, ze transpozony mohou alespon ob¢as uniknout epigenetické
kontrole a mnozit se v hostitelském genomu. Nami objeveny rozsah zmén v organizaci
heterochromatinu béhem teplotniho stresu (Pecinka et al., 2010 - v ramci této prace jsme
ukazali dekondenzaci nékolika heterochromatickych chromocenter vlivem teplotniho
stresu) vedl k otazce, zda ma tato zména vliv na efektivitu represe heterochromatinu. Myslenka
mozného oslabeni represivnich vlastnosti repetitivni DNA béhem stresu je zalozena na
pozorovanich u nékolika druht rostlin jako jsou napf. hledik vétsi (Antirrhinum majus) nebo
pomeran¢ovnik (Citrus x sinensis) (Hashida et al., 2015; Butelli et al., 2012). Gen NIVEA, ktery
je u hlediku zodpovédny za barvu okvéti, obsahuje v promotorové oblasti retrotranspozon
Tam3, ktery reguluje jeho expresi v zavislosti na teploté prostiedi. Podobna situace pak panuje
u tzv. ,.krvavych pomeran¢u®, tj. odrad pomerancovnikd, jejichz duzina se barvi cervené. Aby
vSak doslo k ¢ervenému zbarveni duZziny, je nutné vystavit plody chladové period¢, béhem které
dojde ke sniZeni represe specifického transpozonu v cis-regulatorni oblasti genu RUBY, ktery
se aktivuje a zpusobi akumulaci ¢erveného pigmentu. U huseni¢ku byl testovan vliv fady
stresovych faktorh na mozZnou aktivaci epigeneticky transkripéné vypnutého repetitivné
organizovaného lokusu zndmého jako L5 nebo take TsGUS (Morel et al., 2000; Elmayan et al.,
2005). V tomto ptipad¢ vsak chlad, UV zafeni, osmoticky stres, oxidativni stress ani indukce

DNA zlomu bleomycinem nevedly k vyznamnéjsi aktivaci (A. Pecinka a O. Mittelsten Scheid,

31



nepublikovand data). Jako nejucinngjsi typ stresu, ktery vedl k pomérn¢ silné aktivaci TsGUS
lokusu se ukézal teplotni stres (24 az 30 h pii 37°C) (Pecinka et al., 2010; Tittel-Elmer et al.,
2010). TsGUS je uméle vlozenou sekvenci, kterd nemusi dostatecné reprezentovat jiné
repetitivni sekvence husenic¢ku, proto byla provedena celogenomova transkripéni analyza za
ucelem zjistit zda teplotni stres aktivuje také endogenni repetitivni sekvence. Analyza pomoci
expresnich mikroc¢ipt odhalila, ze asi 1% transpozont husenicku rolniho vykazuje teplotné
indukovanou transkripci. Podobnad frekvence pak byla zjisténa také u piibuzného druhu
Arabidopsis lyrata (Pietzenuk et al., 2016 - v ramci této prace jsme analyzovali spektrum
teplotné aktivovanych transpozoni u huseni¢ku pise¢ného), jehoZz genom obsahuje tiikrat
vice repetic (Hu et al., 2011; Rawat et al., 2015 - zde jsme provedli de novo anotaci gent a
transpozond v ramci genomu huseni¢ku piseéného). To naznaluje, ze teplotni stres
nezpusobuje kompletni ztratu epigenetické kontroly heterochromatinu, nicméné cCast
transpozonu je teplotnim stresem skute¢né transkripéné aktivovana. VétSinu teplotné
responsivnich repetic tvotily LTR retrotranspozony a predevsim rodina COPIA78 (Pecinka et
al., 2010; Tittel-Elmer et al., 2010; Pietzenuk et al., 2016). Tuto rodinu tvofi v referenénim
genotypu A. thaliana Columbia celkem osm Kopii, které jsou vice nez 1000-nasobné
transkripéné aktivovany teplotnim stresem (Pecinka et al., 2010; Tittel-Elmer et al., 2010).
COPIA78 transkript byl detekovatelny dokonce jesté tyden po skonéeni stresu, kdy byly ostatni
teplotn¢ indukované transpozony opé&t umlceny. Na zaklad¢ téchto vlastnosti byly COPIA78
elementy pojmenovéany jako ONSEN, coz znamena japonsky ,,horké prameny* (Ito et al., 2011).
Je zajimavé, ze ztrata funkce udrzovacich a de novo DNA metylac¢nich drah nevedla k aktivaci
transkripce z ONSEN elementd. Nicméné vystaveni téchto mutantt teplotnimu stresu
melo aditivni efekt, ktery se projevoval vice nez 10000-nasobnou aktivaci. To naznacuje, Ze
ONSEN elementy jsou fizeny ¢i kontrolovany nejenom epigeneticky, ale i nékterou z teplotné
responsivnich regulacnich drah. Toto zvlastni pozorovani se nasledné podafilo vysvétlit
zjisténim, ze LTR Useky ONSEN elementli obsahuji teplotné responsivni elementy (heat-
responsive elements - HREs), na které se vaze HEAT SHOCK FACTOR A 2 (HSFA2) (Cavrak
et al., 2014). Funk¢ni HRE se skladaji ze shluku alespon tii NGAAN sekvenénich motivu, které
slouzi jako vazebné misto nejméné tii molekul HSFA2. HSFA2 trimer pak tvoii komplex
aktivniho transkripéniho faktoru. Vykon teplotn¢ responsivniho promotoru je urcovan jak

poctem, tak i vzdalenosti jednotlivych nGAAN motiva (Sakurai and Enoki, 2010):
e 4P HRE - obsahuje ¢tyfi velmi blizko a pravidelné (2-4 bp) rozmisténé HRE motivy a
podle navrzenych modelt mtze vazat az Sest HSFA2 molekul. Promotory nesouci 4P

HRE vykazuji nejvyssi stupen aktivace po teplotnim stresu.

e 3P HRE - obsahuje tfi blizce a pravideln¢ rozmisténé motivy, vaze tii HSFA2 molekuly.
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e Gap HRE - obsahuje tfi motivy, z nichz jeden je vzdalen az 7 bp od ostatnich.
e Step HRE — obsahuje tfi motivy, které jsou od sebe 7 bp a jsou jejich rozmisteéni je
nepravidelné. Promotory obsahujici tento typ motivu jsou nejslabsi.

ONSEN retrotranspozony obsahuji ¢tyfi blizko a pravidelné rozmisténé nGAAN motivy
(nGAANNTTCnNnNnnGAANNTTCn), coz odpovida 4P typu HRE. Pfitomnost této klasické
teplotné regulacni sekvence je nejpravdépodobnéjsim diivodem, pro¢ neni ONSEN/COPIA78
aktivovan na pozadi epigenetickych mutantd ve standardnich, ale pouze v teplotné
stresovych podminkach (Pecinka et al., 2010; Ito et al., 2011). Pon¢kud pickvapivé bylo, ze
ani masivni navyseni transkriptu a dokonce pfitomnost ONSEN cDNA nebyla dostate¢na pro
uspésnou transpozici ONSEN elementt jak u standardnich rostlin, tak u vétsiny RADM mutantt
(Ito et al., 2011). Jedinou vyjimku tvofily rostliny mutované v genu NUCLEAR RNA
POLYMERASE D 1 (NRPD1), ktery kdéduje nejvétsi podjednotku DNA dependentni RNA
polymerazy IV (PollV), kterd zahajuje proces RUDM. Bez funkéni PollV nejsou ONSEN
transpripty pravdépodobné rozeznavany jako transpozonové a nejsou tak zpracovany dalSimi
enzymy RADM dréahy. Analyza potomstva nrpdl rostlin ukazala, Zze k integraci novych kopii
dochazi v apik&lnim meristému pied diferenciaci v sami¢i a sam¢i pohlavni organy.

Absence novych kopii ONSENu v potomstvu teplotné stresovanych standardnich rostlin
vede k otazce, zda je zjisténa aktivace relevantni v pfirozenych podminkach, a zda skuteéné
muze Vést k vy$simu poctu kopii daného transpozonu. Toto nelze v soucasnosti jednoznacné
posoudit, protoze provedené experimenty maji urcita omezeni. Prvnim je nizky pocet (desitky)
laboratorné testovanych rostlin, ktery nemohl podchytit méné ¢astou (v fadu jednotek procent
a niz§i) frekvenci transpozice, kterd vSak mize byt potencialné¢ vyznamna v podminkach
pfirozené populace husenicku Citajici obrovské mnozstvi rostlin. Dale je pravdépodobné, ze i
v divoké populaci dochazi vzacné k mutacim vedoucim ke ztraté funkce nékterého z klicovych
transkripéné represivnich geni jako je DDM1 or NRPD1. Prestoze mutanti téchto gend nebudou
v pfirodnich podminkach dlouhodobé zivotaschopni, jejich piilezitostny vznik (a
pravdépodobné i relativné rychly zanik) v§ak mize byt u samosprasného druhu dostateny pro
namnozeni transpozond. Ty pak mohou obCasnym kiizenim matetské rostliny s okolnimi
rostlinami pronikat dale do populace. Za tfeti, dlouhodoby teplotni stres aplikovany v laboratofi
neodpovida pifirozenym podminkdm, nicméné v ptirod¢ 1ze ocekavat kombinace teplotniho
stresu s dal§imi faktory jako je sucho, zvySené mnozstvi UV-B zafeni apod. Kombinace téchto
faktori na epigenetickou kontrolu transpozonii neni znama, ale mize mit pro rostlinu
potencidlné oslabujici efekt. Za c¢tvrté, srovndnim LTR usek ONSEN elementli riznych
zastupci eledi brukvovitych bylo zjisténo, Ze popsany typ 4P HRE je stary nejmén¢ 10 milionii

let a vyskytuje se nejen u eurasijskych, ale i severoamerickych a australskych zastupcu ¢eledi
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(Pietzenuk et al., 2016). To naznacuje, ze pritomnost HRE muize byt pro ONSEN elementy
evoluéné vyhodna. Na druhou stranu, existuji také vyjimky, kdy u severoamerického druhu
Boechera stricta doslo ke ztraté¢ funkcniho 4P teplotné responzivniho elementu a zadné
ONSEN/COPIAT78 elementy nebyly zjistény u eurasijského rodu Capsella (kokoska).

Nase recentni studie ukazala, ze aktivace transpozonil teplotnim stresem je pomérné
Casta mezi rodinami COPIA elementi. Kromé COPIA78 (ONSEN) také u COPIA37,
TEMPERATURE RESPONSIVE TRANSPOSON (TERESTRA) a ROMANIATS. Fylogenetické
analyzy dokazuji, ze tento znak vznikl opakované (Pietzenuk et al., 2016). Dale existuji data
naznacujici, ze podobny typ adaptace existuje i vuéi jinym typum stresu. U vojtésky seté
(Medicago sativa) byl nalezen MEDICAGO COLD-INDUCIBLE REPETITIVE ELEMENT
(MCIRE), jehoz LTR obsahuji chladové responsivni element (lvashuta et al., 2002). Tento
element m& konzervovanou sekvenci CCGAC typickou pro C-repeat (CRT)/dehydra¢né
responsivni elementy (DRE), které jsou rozeznavany chladové specifickymi transkripénimi
faktory (Nakashima et al., 2009). To naznacuje, ze uchovani stresové specifickych cis-
regulaénich elementl mtize byt pomérné ¢astou strategii, kterou uplatiiuji transpozony k preziti
v ramci hostitelského genomu. Pfitomnost stresové responsivnich transpozont by navic mohla
byt evoluéné vyhodna také pro hostitelsky genom. Pii relativné nizké frekvenci transpozice
(neohrozujici stabilitu a funkce genomu) mohou stresove responsivni transpozony ,,rozsévat*
sve kopie, a s nimi i cis-regula¢ni sekvence, které se mohou za urcitych podminek podilet na
regulaci gend.

Zjisténi, ze nekteré transpozony vyuzivaji kanonické transkripéni drahy zodpovédné za
reakce vici stresu vede k provokativni otdzce. Podafilo se transpozonim pfipojit také na
regula¢ni drahy tidici vyvoj rostlin? Napojeni na vrcholové meristemy a reprodukéni organy by
umoznilo mnozeni pfimo v pletivech vedoucich ke tvorbé pfisti generace bez nutnosti stresu.
Tato hypotéza se zda byt podpofena nejméné dvéma pozorovanimi. Zaprve, v ddml mutantnim
pozadi je piiblizn¢ 1000 transpozond transkripéné aktivovano bez indukovaného stresu
(Zemach et al., 2013). Jejich aktivace tedy neni vazana na stresové transkripéni faktory (Miura
et al., 2001; Mirouze et al., 2009; Tsukahara et al., 2009). Zadruhé, analyza vazebnych mist
kvétniho transkripéniho faktoru SEPALLATAS3 pomoci metody ChlP-seq odhalila, Ze se kromé
standardnich genti vaze také na fadu transpozont obsahujici jeho typické vazebné motivy
(Muifio et al.,, 2011). Tato pozorovani by v konetném disledku mohla znamenat, Ze
transpozony vazici stresové specifické transkripéni faktory vyuZivaji méné efektivni strategii
nez ty parazitujici na vyvojovych drahach.

Lze tedy tuspéch transpozonovych rodin aktivovanych stresem méfit poctem jejich

kopii? Na tuto otazku neni snadné zodpovédét, z divodu né€kolika obtizné méfitelnych faktord
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jako napft. dynamika eliminace transpozonti. V situaci, kdy bude Grovei transpozice i eliminate
pomérné nizk4, mize transpozonova rodina vykazovat pomérné stabilni pocet kopii. Naopak,
pokud bude dochazet k rychlé amplifikaci, ale jesté rychlejsi eliminaci, se bude pocet kopii
snizovat. Zde muZze poslouzit jako voditko podobnost LTR sekvenci na obou koncich LTR
retrotranspozont, protoze tyto sekvence jsou ve chvili inzerce identické a ¢asem nezavisle
akumuluji mutace. VSechny dosud znamé teplotné responzivni transpozonové rodiny maji
pomérné maly pocet kopii (<100 kompletnich kopii/genom) a na zakladé jejich LTR sekvenci
se jevi jako evoluéné mladé (>90% identita) (Cavrak et al., 2014; Pietzenuk et al., 2016). To
naznacuje, ze teplotné responsivni rodiny transpozonti maji relativné rychlou obménu kopii
VvV genomu.

V souhrnu, recentni vyzkum odpovédi transpozond na stres poskytl fadu novych
poznatki o vztazich mezi témito genomickymi paratzity a jejich hostitelskymi genomy. Velkym
ptekvapenim bylo, jak je tato mapa vztahl barvitd a plasticka. Soucasné€ v této oblasti ziistava

fada neznamych, které jsou pfedmétem aktivniho vyzkumu.
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5. JAKA JE BUDOUCNOST STUDIA CHROMATINU ROSTLIN?

Zaverem sve prace si dovolim nastinit mozné sméry vyzkumu rostlinného (hetero)chromatinu
a regulace genové exprese. V soucasnosti, 93 let po publikaci objevu euchromatinu a
heterochromatinu némeckym biologem Emilem Heitzem (Heitz, 1928), zndme zakladni
biochemickou povahu chromatinu, pomérné velké mnozstvi proteini chromatinu a také fadu
drah, které jsou zodpovédné za instalaci ¢i odstranovani urcitych post translacnich modifikaci.
Zvlasté béhem poslednich dvaceti let doslo k tzasnému pokroku. To bylo umoznéno kombinaci
fady ptiznivych faktori vCetné vytvoreni referencnich sekvenci genomu hlavnich modelovych
rostlin, vefejnych sbirek mutantti @ mnoha riiznych technik analyzy genové exprese a detekce
chromatinovych modifikaci. Lze fici, Ze se momentalné nachazime ve zlaté éte studia
chromatinu, kdy jsme pochopili zakladni principy fady epigenetickych drah, nicméné detailni
poznani a nasledné aplikace vysledkti do biotechnologické ¢i zeméd¢€lské praxe je stale pied
nami.

Mezi stalice epigenetického vyzkumu patii identifikace novych chromatinovych znacéek
a nasledné jejich funk¢ni analyza. | v soucasnosti se pocet znamych modifikaci stale rozsituje
a lze ptedpokladat, ze toto zlstane jednim z pilifi tohoto oboru. Mezi nové kandidaty patii napf.
metylace N6-adeninu, specifické histonové varianty z okruhu histonu H2A nebo H1. Dosud
malo prozkoumany jsou konformacni modifikace DNA - A-, B- a Z-varianty, G-kvadruplex
nebo i-motivy. Dalsi t¢méf nedotéenou skupinou jsou modifikace RNA, které budou hréat velmi
dulezitou roli v fadé epigenetickych procest. Detailni studium téchto modifikaci bude
vyZadovat kombinaci existujicich pfistupi (genetické skriny, proteomické a biochemické
analyzy, vyvoj protilatek, celogenomoveé analyzy apod.), jakoz i vyvoj novych metod.

O stupenn vySe bude nutné propojovat znalosti o rozmisténi, dynamice a funkcich
jednotlivych znac¢ek do charakteristickych chromatinovych stavii. Na zakladé existujicich studii
Ize predpokladat, Ze tato ¢ast vyzkumu bude pomérné slozitd. Rozsahlé studie ¢asto kombinuji
materidly a chromatinové profily generované v riznych experimentalnich podminkach (véetné
kontrolnich), na riznych pletivech a nékdy i1 genotypech. To vede nutné k vétsi heterogeneité
mezi vzorky a miize se projevit na nizsi citlivosti experimentt. U rostlin se k tomuto tradi¢né
piidava heterogeneita pletiv, takze vysledny signal je pak jakymsi primérem daného vzorku.

Pouzivani mixu bunc€k zrGznych pletiv je dano strukturou rostlinnych orgéand,
nemoznosti kultivace jednotlivych buné¢nych typli jako u Zivocichli a také mnoZstvim
materialu nutného pro fadu epigenetickych experimentii (obvykle stovky miligramii az gramy).
Tento problém je nyni alespon ¢astecné eliminovan novymi protokoly pro analyzu jednotlivych

buné¢k (single cell). Piiklady jsou studie komplexnich pletiv jako je kofen ¢i endosperm, kde
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analyza zalozena na sekvenovani molekul z jednotlivych bunék ¢i jader odhalila nové expresni
programy ¢i skupiny bunék s dosud neznamymi funkcemi (Dorrity et al., 2021; Picard et al.,
2021).

Co bylo diive, slepice nebo vejce? Varianty této otazky si klade rada epigenetikt a
uréeni posloupnosti déju zustava jednim z klasickych problémut epigenetickych studii.
Pritomnost fady chromatinovych modifikaci je silné korelovana, coz znesnadiiuje identifikaci
téch, které tvori zaklad urcitych chromatinovych stavi. Indukuje navazani transkripéniho
faktoru zménu z heterochromatinu na euchromatin nebo musi nejdiive dojit ke zméné a teprve
poté muze dojit k navazani transktripéniho faktoru? Postupnym detailnim studiem jednotlivych
drah se vSak daii osvétlovat i1 tyto problémy. Fascinujicim piikladem ztistava dosud probihajici
diskuse zda je transkripéni vypinani genii indukovano diive DNA nebo histony, resp. jejich
modifikacemi (Osakabe et al., 2021).

Vétsina naSich znalosti tykajicich se organizace, povahy a funkce rostlinného
chromatinu je zaloZena na studiich provedenych u husenicku rolniho. Husenicek je vyborny
modelovy systém, ktery ma rozsahlé genetické, molekularni a genomické zdroje velmi vysokeé
kvality. Na druhou stranu je genom huseni¢ku rolniho do jisté miry atypicky svou malou
velikosti (okolo 150 Mbp; referenéni sekvence ma 119 Mbp, ale neobsahuje nékteré tandemové
repetitivnich oblasti, pfedev§im centromery a ribozomalni DNA), nizkym obsahem
repetitivnich  sekvenci a malym mnozstvim heterochromatinu nahlou¢enym do
pericentromerickych oblasti. Jednim z perspektivnich sméri rostlinné epigenetiky je jisté
analyza chromatinu u jinych druhti. Dlouhodobé jsou znamy rozdily v globalni organizaci
buné¢ného jadra. Zde jsou protipdlem huseni¢ku druhy s tzv. Rabl organizaci. Molekuléarni
metody vSak zacinaji odhalovat zcela novou vrstvu variability. Pfikladem mizZe byt analyza
genové metylace u riznych druht ¢eledi brukvovitych (Bewick and Schmitz, 2017). Zatimco u
husenicku rolniho nese CG DNA metylaci pfiblizné 20% gentl, tak tato metylace zcela chybi u
n¢kterych jinych druhti a zda se, Ze koreluje s absenci funkéni CMT3. To je velmi zvlastni
pozorovani, protoze CMT3 zajist'uje u husenicku rolniho CHG metylaci a nikoliv CG metylaci.
Lze ptedpokladat, ze takovychto rozdill existuje cela fada, ale dosud nejsou znamy. Dale vime
pomérné malo, kdy se epigenetické mechanismy podili na regulaci hospodaisky vyznamnych
znaku. Mezi dosud znamé piiklady patii epigeneticka kontrola pohlavi melound, vyvoje plodu
palmy olejnaté, pimentace duziny ,,krvavych pomerancti‘ nebo kontrola vernalizace u obilovin
(Martin et al., 2009; Oliver et al., 2009; Butelli et al., 2012; Ong-abdullah et al., 2015). Tyto
znaky jisté predstavuji pouhou $picku ledovce epigenetické variability a regulace piitomné

V plodinach a do budoucna by je bylo mozné pouZit pro potteby Slechténi.
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Trvalou vyzvou zistava analyza chromatinu u druht s velkym genomem jako je
kukufice (2.5 Gb) nebo je¢men (5.1 Gb) a jesté o fad obtiznéjsi je pak u polyploidi jako je
pSenice seta (17 Gb). I zde vsak dochazi k vyvoji dostupnych zdroji (Concia et al., 2020), coz
je umoznéno piedevSim vyssi uCinnosti sekvenovacich technik nové generace a stale se
zlepSujicimi programy pro zpracovani dat. Nicméné celogenomova analyza rozmisténi uréitych
chromatinovych modifikaci u druhti s velkym genomem je stale velmi drahou zélezitosti. Pro
srovnani, 40-ti nasobné sekvenovani metylomu husenicku lze potidit za cenu okolo 5000 K¢.
V ptipadé¢ je¢mene se jednd jiz o priblizné 200 000 K¢ a u pSenice o 650 000 K¢&. To znaci, ze
fadu experiment je nutno zacilit na ur¢itou ¢ast genomu a nadale vyvijet nove levnéjsi metody
sekvenovani DNA.

Jeden z piehlizenych aspektii rostlinné chromatinové biologie je, jak chromatin pfispiva
se stabilit¢ genomu. Stale vEtsi mnozstvi studii naznacuje, Ze urcité typy chromatinu mohou byt
vice ¢i méné nachylné k akumulaci poskozeni DNA a mutaci. Heterochromatin obecné
vykazuje niz§i miru oprav DNA a ztrata nékterych faktort upravujicich strukturu a funkci
heterochromatinu vede ke zvySené citlivosti k DNA poskozujicim latkam (Shaked et al., 2006;
Jacob et al., 2009; Rosa and Shaw, 2013; Dona and Scheid, 2015; Liu et al., 2015 - v této praci
jsme ukazali, Ze cytidinovy analog zebularin indukuje nejen DNA demetylaci, ale také
dosud neznamé poskozeni DNA; Willing et al., 2016 - zde jsme sekvenovali genomy
nékolika genotypii husenicku vystavenych dlouhodobému piisobeni simulovaného
slune¢niho zafeni a tim jsme odhalili predominantni typy mutaci vznikajici v podminkéach
standardnich a fotorepara¢né defektnich rostlin). Lokalizace DNA zlomt pro homologni
rekombinaci se zda byt také urena epigeneticky (Choi et al., 2013). Interakce chromatinovych
a DNA reparacnich superdrah je proto jednim z budoucich velmi zajimavych témat kterymi se
bude vyzkum bunééného jadra také ubirata této oblasti se aktivné vénuje také moje vyzkumna
skupina. Piedev§im s ohledem na roli Strukturniho komplexu udrzby chromosomi 5/6
(Structural maintenance of chromosomes 5/6; SMC5/6) v opravach urcitych poskozeni DNA a
transgeneracni stabilité genomu rostlin (Liu et al., 2015; Diaz et al., 2019 - v této praci jsme
funkéné charakterizovali NSE4 jako podjednotku SMCS5/6 komplexu u huseni¢ku
rolniho; Yang et al., 2021).

Kritickd analyza a interpretace vysledkil je zasadni v jakémkoliv védnim oboru a
epigeneticky vyzkum neni vyjimkou. Nékteti vyzkumnici maji tendence vnimat chromatin jako
téméf magickou substanci, ktera ma (v nadsdzce) schopnost pamatovat si minulost a vidét do
budoucnosti (Pecinka and Mittelsten Scheid, 2012 - v tomto prehledném ¢lanku jsme
kriticky posuzovali moZnosti epigenetické mezigeneracni paméti). Prestoze nékteré

epigenetické procesy vykazuji urcitou stochasticitu, obecné se jedna o piesné regulované
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biochemicke reakce, které probihaji s vysokou piedvidatelnosti. Mira toho co se v ur¢ité chvili
jevi nahodnym pak dale klesd s postupnym odkryvanim molekularnich mechanismi
epigenetickych procest.

Na zaklad¢ tohoto vy¢tu jsem presvédCen, ze studium bunétného jadra,
heterochromatinu a regulace genové exprese ma vysoky potencial generovat nové zasadni
poznatky u modelovych i hospodaisky vyznamnych druhd rostlin. Postupem casu lze také
o¢ekavat ¢im dale vétsi aplikaci vysledku studia chromatinu pro rostlinné biotechnologie a

Slechténi rostlin.
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