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ABSTRAKT

Silene latifolia a Silene dioica jsou blizce pfibuzné dvoudomé druhy rostlin s oddé-
lenym pohlavim, které je determinovano piitomnosti pohlavnich chromozomu X a Y.
Pohlavni chromozomy S. latifolia a S. dioica jsou mladsi (10-20 miliont let) nez u savct
(cca 200 miliont let). Tyto dva druhy jsou proto dilezitym modelem pro studium ¢asnych
stadii evoluce pohlavnich chromozomu. V této praci byla analyzovéana skupina genii va-
zanych na pohlavni chromozomy (SI3, SI7, DD44). Tyto geny byly de-novo izolovany
pro S. dioica pomoci screenovani BACové knihovny. Spole¢né pro S. latifolia a S. dioica
byly nasledn¢ metodami Real-Time PCR a HRM porovnany exprese téchto genti v riz-
nych pletivech. Metodou ,,low-copy* FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) vytvofena
fyzicka mapa pro jednotlivé geny. Tato mapa je doposud nejpodrobnéjsi fyzickou mapou,

vytvoifenou pro blizce pfibuzné druhy rodu Silene.

Klicova slova: evoluce, BAC knihovny, Real-Time PCR, HRM, low-copy FISH

ABSTRACT

Silene latifolia and Silene dioica are closely related dioecious plant species where sex
is determined by the presence of sex chromosomes, X and Y. The sex chromosomes of
S. latifolia and S. dioica are younger (10-20 million years) than in mammals (about 200
million years). These two species are thus important models for the study of early stages
of sex chromosomes evolution. In this work a group of genes linked to sex chromosomes
(SI3, SI7, DD44) was analyzed. These genes were de-novo isolated from S. dioica by scre-
ening of the BAC library. The expression of these genes in different tissues was compared
using Real-Time PCR and HRM in S. latifolia and S. dioica. Using the "low-copy" FISH
(fluorescence in situ hybridization) method, a physical map for individual genes was cre-

ated. This map is the most detailed physical map created for closely related Silene species.

Key words: evolution, BAC library, Real-Time PCR, HRM, low-copy FISH
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1 UVOD

Na rozdil od Zivocichd, je oddélené pohlavi u rostlin velmi vzacné. Pouze 6% Kryto-
semennych rostlin je dvoudomych. Ptesto z tohoto malého mnozstvi nachazime druhy,
které jsou agronomicky velmi vyznamné. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii konopi,
chmel nebo topol, ale i exoti¢téjsi zastupci jako kaki, papaja nebo datlovnik. Pochopeni
determinace pohlavi a utvareni samc¢ich a sami¢ich pohlavnich orgdnti by mohlo byt tedy
pfinosem i pro zeméd¢lstvi po celém svete.

S. latifolia je ¢astym modelem pro studium dvoudomosti a evoluce pohlavnich chro-
mozomt, diky jejimu rychlému ristu a nenaro¢nosti na prostor. Vhodnym modelem pro
studium je S. latifolia diky pohlavnim chromozomum. Stejné jako u ¢lovéka se nachazi
u S. latifolia saméi heterogameticky systém urcujici pohlavi, tedy chromozomy X a Y.
Stafi pohlavnich chromozomu u S. latifolia se odhaduje zhruba na 20 miliéni let, zatimco
u savcl az na 200 miliont let. To znamena, ze S. latifolia je v ¢asném evolu¢nim stadiu
a je proto jednim z vhodnych modeli pro studium evoluce pohlavnich chromozomd.

V této praci jsou studovany dva blizce ptibuzné druhy rodu Silene, S. latifolia a S. di-
oica. V dnesni dobé ptevazuji studie zaloZzené na porovnavani obrovskych soubort sek-
venacnich dat. Tato prace se zaméfila na charakterizaci gent vdzanych na pohlavi. Byly
vybrany tfi geny: DD44, SI3 a SI7. Tyto geny byly nedavno identifikovany u S. latifolia,
zadna ze studii se vSak nezabyva hlubsi analyzou téchto gent u S. dioica. VSechny tii
geny byly podrobeny expresnim analyzdm RT-PCR pro zjiSténi exprese téchto gent
Vv sam¢im a sami¢im pohlavi. Exprese samci alely (Y) a samici alely (X) pak byla studo-
vana u samcich rostlin obou druhti analyzou HRM. Technika Tyr-FISH byla pouZzita
pro lokalizaci téchto genii na chromozomech X a Y u obou druhii. Byla vytvofena fyzicka

mapa a byla porovnana lokalizace genti mezi vySe zminénymi druhy.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Dvoudomost

Dvoudomost (dioecie), kterd je ekvivalentem gonochorismu v fisi zivoc€ichd, je cha-
rakterizovana samci a samici funkci u odlisnych jedinci (RENNER, RICKLEFS, 1995).
Znamena to tedy, ze dvoudomy rostlinny druh mé jedince pouze se sam¢imi pohlavnimi
organy nebo se sami¢imi pohlavnimi organy. Na rozdil od vysSich zivoc€icht je u rostlin
oddélené pohlavi pomérné vzacné (KAFER, MARAIS, PANNELL, 2017). Pouze asi 6 %
druhii krytosemennych rostlin (to je ptiblizn¢ 14 620 z 240 000) je dvoudomych (REN-
NER, RICKLEFS, 1995). Predpoklddame, ze se dvoudomost vyvinula nezavisle u né€ko-
lika oboupohlavnych a jednodomych rostlinnych druhti prostiednictvim série nezavislych
mutaci samciho a samiciho typu, které se v pribéhu evoluce staly vdzané na pohlavni
chromozomy (GOLENBERG, WEST, 2013) (Tab. 1). Pomérn¢ velky pocet studii je za-
méfen na vyzkum evoluce dvoudomosti, méné studii se vSak jiz zabyva tim, proc je od-
¢ily, Ze dvoudomost muze byt slepou ulickou evoluce. Nicméné, novéjsi vyzkumy nazna-
¢uji, ze fylogeneticka podpora pro tuto hypotézu lze pripsat metodologickému zkresleni,
a Ze neexistuje zadny dikaz pro redukci diverzifikace dvoudomych rostlin (KAFER et
al., 2017). V praci KAFER et al. (2017) se domnivaji, ze diivodem méné &astého vyskytu
dvoudomych rostlin je snadné&jsi reverze k oboupohlavnosti.

Je zndmo mnoho studii, které se zabyvaji vyzkumem dvoudomosti kviili moznému
agronomickému vyuziti. Vyzkumy se zabyvaji prevazné hleddnim vhodnych genetickych
markert pro rozeznani pohlavi rostlin jesté v poc¢ateCnim vyvojovém stadiu. Naptiklad
palma Phoenix dactylifera L., vyuzivana pro produkci datli, je jednim z takovych pfi-
kladti. Datle produkuji pouze samiéi rostliny, a proto jsou saméi rostliny nezadouci. Ca-
sové rozmezi, nez rostlina vytvori kvéty, mize trvat az 30 let, a proto zde metody mole-
kularni biologie nachazeji své nezastupitelné misto pravé diky moznosti rozeznat pohlavi
jiz v ranych stadiich vyvoje (CHERIF, et al., 2013). Vhodnym ptikladem je také konopi
(Cannabis sativa L.), jehoz prumyslové vyuziti se stale rozsifuje ve zdravotnictvi, potra-
vinafstvi, pro ziskavani konopnych vladken a také jako bioremediacni rostlina. V piipadé
druhu C. sativa je mozné dokonce rozlisit dvoudomé a jednodomé kultivary (FAUX et
al., 2016; VERGARA et al., 2017).



Tab. 1: Prehled studovanych dvoudomych rostlin (VYSKOT, HOBZA, 2004).

Strucny seznam dvoudomych druhii a jejich taxonomické zacleneni.

System. skupina

Celed’

Druhy

Bryophyta  (me-

chorosty)

Hepaticeae (jatrovky)

Merchantia polymorpha (Porostnice

mnohotvarna)

Conipherophyta

(nahosemenné)

Ginkgoaceace (jinanovité)

Ginkgo biloba (jinan dvoulalo¢ny)

Magnoliopsida
(krytosemenné,

dvoudélozné¢)

Caryophyllaceae (hvozdiko-

vité)

Silene latifolia (silenka Sirokolista),
Silene dioica (silenka dvoudoma), Si-
lene otites (silenka uskata), Silene

diclinis

Polygonaceae (rdesnovité)

Rumex acetosa (Stovik kysely), Ru-
mex thyrsiflorus (stovik rozvétveny),
Rumex, rothschildianus, Rumex has-

tatulus

Cannabanaceae  (konopo-

vité)

Humulus lupulus (chmel otacéivy),
Humulus japonicus, Cannabis sativa

(konopi sete)

Euphorbiaceae (pryScovité)

Mercurialis annua (bazanka ro¢ni)

Chenopodiaceae  (merliko-

vité)

Atriplex garrettii, Spinacia oleracea

(Spenat sety)

Actinidiaceae (Aktinidiovité)

Actinidia deliciosa (aktinidie la-
hodna)

Caricaceae (Papajovité)

Carica papaya (papaja obecna)

Loranthaceae (ochmetovité)

Viscum fisheri

Rosaceae (rtizovité)

Fragaria elatior (jahodnik truskavec)

Salicaceae (vrbovité)

Salix viminalis (vrba kosikatska), Po-

pulus tremola (topol osika)

Liliopsida krytose-
menné dvoudg¢-

loZné

Asparagaceae (chiestovité)

Asparagus officinalis (chiest 1ékai-
sky)

Dioscoreaceace (smldinco-

vité)

Dioscorea tokoro
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2.2 Determinace pohlavi

Urceni pohlavi je dilezitou udalosti v zivotnim cyklu vSech dvoudomych rostlin.
Jedna se o proces, kterym vznikaji jednopohlavni kvéty. To ma za nasledek navysSeni
Cetnosti kifizeni a tim zvySeni genetické variability, coz muze byt evolucné vyhodné
(MARTIN et al., 2009). Na zaklad¢ mnoha studii predpokladame, Ze se jedna o slozity
proces fizen genetickymi a epigenetickymi mechanismy, ovlivnén rastovymi regulétory,
prostiedim a dalSimi vlivy (JUAREZ, BANKS, 1998). Ackoli je obecn¢ piijimano, ze se
dvoudomé rostliny vyvinuly z ptedki s oboupohlavnimi kvéty, ptesné mechanismy stale
nejsou Gplné znamé (MONEGER, 2007). Studium aspekt uréovani pohlavi je stejné dii-
lezité ve vyvojové a evolucni biologii, jako napiiklad v ekologii. Vzhledem k obrov-
skému vyznamu pro organismy se muize zdat, ze tento systém bude vysoce konzervativni.
Provedené studie vSak ukazuji, Ze mechanismus determinujici pohlavi a vyvoj geni je
prekvapive labilni (CHARLESWORTH, MANK, 2010). Pravé z divodu nékolikrat opa-
kovaného nezavislého vyvoje dvoudomych rostlin z hermafroditnich ptedk, jsou mecha-
notypem, ovSem nachézime zde obrovské rozpéti mechanismii od kontroly jednoho jedi-
ného lokusu po slozité provazané mechanismy vyzadujici velky pocet genii Casto na vice
chromozomech. Rostlinné hormony maji také vliv na vysledné pohlavi, ov§em jejich pi-
sobeni se 1i§i druh od druhu (GRANT el al., 1994). Stejné hormony, které reaguji na Stre-
sové podminky, mohou pusobit i na geny ovliviiujici vyvoj reprodukénich organti. Hor-
mony tak pisobi jako zapinace a vypinace regulacnich drah. V disledku odlisnych kon-
centraci tak mohou ovliviiovat celé vyvojové drahy, coz mize vést k odliSnostem u je-
dinct téhoZ druhu. V ptipadé mutaci geni pro rostlinné regulatory, které zpiisobi nadpro-
dukci nebo naopak velmi nizkou produkei téchto latek, muze ve vysledku dojit i k selekci
jednoho pohlavi v rdmci populace. Vlivem hormonti se zabyvalo velké mnozstvi studii,
jako jeden z ptikladt je uvadén vliv auxinu u $penatu (Spinacia oleracea L.) a opuncie
(Opuntia stenopetala Engelm.), ktery stimuluje tvorbu pievazné samicich kvétu, ale u ba-
zanky (Mercurialis annua L.) ¢i lusténice (Cleome spinosa Jacq.) je pozorovan spise
opacny efekt a tvori se sam¢i kvéty (GOLENBERG, WEST, 2013).

Nejvice specializovanym mechanismem determinace pohlavi, ktery je popsan, je vy-

skyt pohlavnich chromozomd, tj. XY a ZW. V piirod¢ nachazime tfi zakladni typy fizeni
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tém, tedy XY, znamy predevs§im u savci, ale jak jiz bylo zminéno i u rodu Silene. Déle
samici heterogameticky systém — ZW, také oznaCovéan jako ptaci typ a nakonec nejméné
znamy determinace pomoci haploidni faze, nékdy nazyvan jako UV systém, ktery mi-
zeme najit u nekterych fas a mechti. Tyto systémy maji mnoho spolecnych vlastnosti,
existuji vSak mezi nimi rozdily, které maji hluboké evolu¢ni a genomické disledky (BA-

CHTROG, 2011).

2.3 Pohlavni chromozomy

Pohlavi u dvoudomych rostlin je fizeno pifitomnosti pohlavnich chromozomu. Po-
hlavni chromozomy reprezentuji oblast genomu se snizenou schopnosti rekombinace
(HOBZA et al., 2015). Zajistuji tak stabilni oddéleni pohlavnich fenotypa tim, Ze brani
rekombinaci specifickych pohlavné vazanych genii. Ackoli existuje cela fada studii za-
byvajici se pohlavné vazanymi geny, geny pohlavni determinace nebyly u dvoudomych

druht doposud izolovany (ARYAL, MING, 2014).

2.3.1 Evoluce pohlavnich chromozomi

Strukturni a funkéni divergence pohlavnich chromozomi se v pribéhu evoluce ob-
jevila u mnoha zvifat, stejné tak i u nékterych rostlin (HOBZA et al., 2015). Obecné pfi-
jimand hypotéza o vzniku pohlavnich chromozom tvrdi, ze se pravdépodobné vyvinuly
z autozomd, které obsahovaly pohlavné specifické geny. Prvnim krokem v evoluci po-
hlavnich chromozomi byly pravdépodobné dvé mutace, prvni pro sam¢i sterilitu a druha
pro samici sterilitu. Tyto mutace musely byt vdzadny na jeden autozomalni par, aby se
staly stabilnimi. Dale doslo k selekci alel vyhodnych pro sam¢i pohlavi a nevyhodnych
pro samic¢i na nové vznikajicim chromozomu Y a naopak na formujicim se chromozomu
X (podobné tak i u ZW). Dle dosavadnich studii miize byt dobrym piikladem Carica
papaya L., u niz se na zdklad¢ provedenych studii predpoklada, Ze jeji pohlavni chromo-
zomy jsou prave v tomto stadiu evoluce. Pfedpoklada se, ze na nové se tvoticim chromo-
zomu Y (nebo W) doslo k omezeni rekombinace nejdiive v malych oblastech okolo lo-
kusu urcujiciho pohlavi. Postupnou akumulaci organelové DNA a nékterych repetitivnich
sekvenci jako jsou transponovatelné elementy, tandemové repetice (satelity a mikrosate-

lity), zacalo dochézet k rozsifeni nerekombinujici oblasti po celé délce chromozomu.
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Tento jev je dobie popsan napiiklad u lidi, kde na pohlavnich chromozomech jsou homo-
logni ¢asti velmi malé. Tyto oblasti se nazyvaji jako PAR oblasti z anglického ,,pseu-
doautosomal region® neboli pseudoautozomalni oblast (HOBZA et al., 2015; LI et al.,
2016; RICE, 1996; ROSS et al., 2005).

Akumulace repetitivnich sekvenci ma tedy za nésledek zvétSovani chromo-
zomu Y a potlaceni rekombinace s ptivodné¢ homolognim X chromozomem. V této fazi
evoluce se nachazi pravé jiz zminéna silenka Sirokolista a silenka dvoudoma, kde chro-
mozom Y je rozeznatelné vEtsi nez ostatni chromozomy. A zjevné prave ztrata rekombi-
nace ma za nasledek pocatek postupné degenerace, ztraty kodujicich i nekddujicich ob-
lasti, chromozomu Y. Dochazi tedy k vyraznému zmenSeni chromozomu Y tak jak je
znamo u savcll (BERGERO, CHARLESWORTH, 2011). Obrazek 1 znazornuje rizna
evolucni stadia pohlavnich chromozom u vybranych rostlinnych druhti. Obrazek 2 sché-

maticky shrnuje evoluci pohlavnich chromozomti X a Y.

(a) (b) (c) (d)
N —f
"
@] @]
@]
= § =
A A X ¥ X Y e X %

Obr. 1: Hlavni stadia evoluce pohlavnich chromozomii

Obrazek znazornuje ctyri hlavni faze evoluce. (a) Tykvice (Ecballium elaterium):
na jednom paru autozomit lokusy pro Fizeni pohlavi (vyznaceno zluté). (b) Papdja
(Carica papaya): Krdtké nerekombinujici oblasti v blizkosti lokusu pro determinaci
pohlavi na nové se formujicim chromozomu Y. (c) Silenka (Silene latifolia): ma jiz
Y vétsi nez X, témer po celém chromozomu Y je jiz potlacena rekombinace, pouze
kratka rekombinantni PAR oblast na konci chromozomu (i zelené). Y je pravdeépo-
dobné stale euchromaticky. (d) Stovik (Rumex acetosa). ziejmé v diisledku pocinajict
degenerace doslo k ,,rozlomeni* chromozomu Y na dvé casti. I zde nachazime PAR

oblasti, ovsem Y chromozomy jsou heterochromatické (VYSKOT, HOBZA, 2004).
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Repetitivni sekvence tedy pravdépodobné maji n€kolikanasobnou funkci béhem evo-
luce pohlavnich chromozomi. Zpusobuji potlaceni rekombinace vedouci ke strukturnim
rozdilim mezi chromozomy X a Y. Degradace chromozomu Y a ztrata funk¢nich gena
zapricinuji dalsi Sifeni heterochromatinu po Y chromozomu (LI et al., 2016).

Ve studii LI et al. (2016) predpokladaji, ze repetitivni sekvence jsou zapojeny do evo-
luce pohlavnich chromozomt zejména diky epigenetickym procestim, jako jsou napiiklad
methylace DNA a histont. V praci GRANT et al. (1994) byly nalezeny repetitivni sek-
vence na chromozomu Y u silenky. Praice CERMAK et al. (2008) ukazuje unikatni vzor
distribuce repetic na chromozomu Y, kde jsou nékteré¢ specifické repetice nahromadény
ve velkém mnozstvi, zatimco jiné zcela chybi a jsou pfitomny na jinych chromozomech
(CERMAK et al., 2008). Odhaduje se, ze pohlavni chromozomy u S. latifolia se vyvinuly
ptiblizné pied 10 miliony let (PAPADOPULOQOS et al., 2015). Je v8ak nutné zduraznit,
ze nejen akumulace riznych elementd formuje nové pohlavni chromozomy. V praci
HOBZA et al. (2015) je shrnut vliv samotného mechanismu transpozice, ,,skluz*“ DNA
polymerdzy ¢i nerovnomérny crossing-over jako opozitni mechanismy k pfedchozi aku-
mulaci repetitivnich sekvenci. Intenzita téchto jevu se také liSi v nerekombinujicich a re-

kombinujicich oblastech genomu.
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Obr. 2: Schématicky nakres jednotlivych krokit evoluce pohlavnich chromozomui

V kroku 1 je znazornén par homolognich autozomii s krdtkou oblasti obsahujici lokusy
specifické pro pohlavi. V kroku 2 se vytvari kratka nerekombinujici oblast na chromo-
zomu Y. Formuje se heterologni par chromozomii s kratkou oblasti specifickou pro samci
pohlavi (MSY — male specific Y), zbyld oblast chromozomu je stale homologni K X. Krok
3 a 4 zahrnuje zveétSeni a prestavbu nerekombinujici oblasti na chromozomu Y, zpiisobu-
Jjict odlisnost od chromozomu X. Pridani samcich funkcnich genii zpusobuje dalsi potla-
Ceni rekombinace. V 5. kroku, vlivem formace pseudogenii, inzerce a akumulace repete-
tivnich sekvenci dochazi k velké ztraté genetického materialu, vzniku davkové kompen-
zace a prestaveb chromozomu Y, vedouci k redukci velikosti Y a celkové ztraté mnoha
genii nebo jejich funkce. Modrou barvou je znazornen formujici se chromozom Y a Cer-

venou barvou chromozom X (BERGERO, 2009).
2.4 Rostlinné modely pro studium vyvoje pohlavi

2.4.1 Diospyros lotus L.

Zajimavym modelem je tomel obecny, blizky pfibuzny tomelu japonskému (Di-
osporus kaki), jehoz plody jsou k dostani i v Ceské republice pod obchodnim nazvem
kaki. Jde o dvoudomou rostlinu s heterogametickym sam¢im genotypem determinace po-
hlavi (XY chromozomy). Na zaklad¢ provedenych studii je ptedpokladano, Ze pohlavi je

fizeno jedinym lokusem. Pfedpoklada se, ze fizeni pohlavi tomelu obecného a tomelu
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japonského je velmi podobné, a proto nalezeni vhodnych markert pro rozliseni pohlavi

pted tim nez rostlina vykvete, by mohlo mit agronomicky vyznam (AKAGI et al., 2014).

2.4.2 Cucumis melo L.

Dobie zndmy meloun cukrovy je dalsi z druhii vyuzitelnych pro studium procesti
fidicich vyvoj pohlavi. Jde o jeden z druht, u kterého bylo prokdzano, ze produkce fyto-
hormont, konkrétn€ ethylenu, ma piimy vliv na vysledné pohlavi u ovlivnénych jedincu.
Cucumis melo je gynoecicka rostlina, kterd za normalnich podminek produkuje pouze
sami¢i kvéty. Pokud je vSak péstovana vV podminkdch zajistujici nizky tlak okolniho
vzduchu a odstranéni endogennich plynii pomoci difuze, rostlina tvoti dokonalé oboupo-
se tedy o zajimavy model pro studium ovlivnéni determinace pohlavi riistovymi regula-

tory (BYERS et al., 1972).

2.4.3 Carica papaya L.

Jedna se o tropicky ovocny strom s tfemi typy pohlavi — sam¢im, sami¢im a oboupo-
hlavnim. Carica papaya obsahuje ve svém genomu XY pohlavni chromozomy a ptedpo-
klada se, ze je v Casném evolucnim stadiu. Kratké nerekombinujici oblasti byly identifi-
kovany v blizkosti lokusu pro determinaci pohlavi (Obr. 3). Sam¢i a hermafroditni po-
hlavi je kontrolovano dv€ma riznymi oblastmi chromozomu Y. Pro sam¢i genotyp je
vyuzivano velké pismeno Y, hermafroditni typ se pak oznacuje jako velké pismeno
Y s hornim indexem malé h (Y"). Velké mnozstvi informaci o genetické podstaté papaji
bylo popsano aZ v n€kolika poslednich letech. Relativné kratky Zivotni cyklus, mala ve-
likost genomu, snadno dostupné genetické a genomické zdroje, €ini papaju vybornym

modelem pro studium determinace pohlavi (ARYAL, MING, 2014).

2.4.4 Populus trichocarpa L.

Diky nedavnému sekvenovani genomu topolu chlupatoplodého a stanoveni novych
cill v oblasti genetiky, genomiky a biochemie, nabizi topol nové moZznosti uplatnéni
v oblasti molekularni biologie, které nemohou poskytnout klasické modely jako je huse-
nic¢ek (Arabidopsis thaliana L.) a ryze (Oryza sativa L.). Topol je vyuzivan jiz dels$i dobu
pro vyzkumy diky svym zjevnym vlastnostem jako produkce dfeva, dlouholetého ristu
a sezonnosti. Je ovSem tfeba zminit, ze je vhodnym modelem i pro studium kveteni, in-

terakci zplisobenych biotickym stresem a adaptace na rizné podminky. V naSem ptipadé
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je tteba zminit, Ze se jedna o dvoudomou vytrvalou rostlinu, u niz dochazi k opyleni a pte-
nosu pylu vétrem, coz nabizi nové moznosti a vyzvy v oblasti vyzkumu (JANSSON,

DOUGLAS, 2007).

2.45 Rod: Rumex

Determinace pohlavi u Rumex acetosa L., ktery ma sam¢i heterogameticky systém
a dva chromozomy Y, neni fizena aktivnim chromozomem Y, ale pomérem chromozomu
X a autozomi (MANZANO et al., 2016). Rumex hastalatus L., pochazi ze Severni Ame-
riky, ma dokonce dvé chromozomalni rasy. Rasa Texas se vyznacuje jednoduchou
XY/XX determinaci, rasa Severni Karolina je ov§em podobna R. acetosa a v sam¢im ka-
ryotypu se nachazi dva chromozomy Y (GRABOWSKA-JOACHIMIAK et al., 2014).
Rumex acetosella ma XY systém.

Vyse popsané rozdily u blizce pfibuznych druhii v rdmci jednoho rodu nabizeji

jedine¢nou moznost studia evoluce pohlavnich chromozom?.

2.4.6 Rod: Silene

Rod Silene zahrnuje vice nez 700 druhit (MAMADALIEVA et al., 2014). Je to jeden
z nejvétsich rodu ¢eledi Caryophyllaceae (KARAMIAN, 2015). Zastupci rodu Silene se
vyskytuji v teplejsich oblastech po celé severni polokouli, mizeme je ovSem nalézt také
vV Africe a nékteré druhy byly nalezeny i na jinych kontinentech (MAMADA-
LIEVA et al., 2014).

Na zakladé morfologickych a fyziologickych znaki je €lenéni do taxonomického roz-
déleni nasledujici.
Rige: Plantae (rostliny)
Podrise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
Oddgleni: Magnoliophyta (krytosemenné)
Ttida: Rosopsida (vyssi dvoudélozné)
Rad: Caryophyllales (hvozdikotvaré)
Celed’: Caryophyllaceae (hvozdikovité)
Rod: Silene (silenka)

Rod Silene je nezastupitelnym modelem pro studium evoluce pohlavnich chromo-

zomu, epigenetickych mechanismi exprese jednotlivych pohlavi, vyvojové biologie
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a dalsich biologickych mechanismti (BERNASCONI et al., 2009). Byl studovan J. G.
Mendelem nebo Ch. Darwinem, a to zejména v oblasti ekologie, evolu¢ni a vyvojové
biologie.

Rod Silene je unikatni tim, ze v ramci jednoho rodu odliSujeme rostliny se saméim
a samic¢im heterogametickym pohlavim. Mechanismy urcujici pohlavi se vyvijely u riz-
nych druhti pravdépodobné odlisné. Vyskytuji se zde rostliny s oboupohlavnimi i jedno-
pohlavnimi kvéty. Dosud nebyly popsany jednodomé druhy, ovSem dvoudomé (dioe-
cické) a mnohomanzelné (gynodioecické) jsou pomérné ¢asté. Dvoudomost se vyvinula
ve tiech sekcich Melandrium (S. latifoila, S. dioica), Otites (S. colpophylla) a Nanosilene
(S. acauli). Cytogeneticka podstata ur¢ovani pohlavi je v sekci Melandrium velmi blizka
savcim, to znamend, Ze zde nachazime specificky sam¢éi Y chromozom, ktery nese do-
minantni sam¢i geny. V genomu se nachézi jen v jedné kopii. Samci pohlavi je pak ur-
geno dvéma chromozomy X. (GRANT et al., 1994; MONEGER, 2007). Druhy patfici
do sekce Otites, maji ZZ/ZW systém (SLANCAROVA et al., 2013). Gynodioicie, v po-
pulaci jsou pfitomni oboupohlavni a samici jedinci, je nejcastéjsi a zfejme piivodni po-
hlavni systém. Oboupohlavnost, spojend s vyvojem samoopyleni nachdzime napiiklad
u S. gallica a S. conica (DESFEUX et al., 1996; CHARLESWORTH, 2002). Rod Silene
se tedy stal vhodnym modelem pro studium evoluce pohlavnich chromozomi a mecha-

nismi urcujicich pohlavi.
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2.4.6.1 Silene latifolia a Silene dioica

Silene latifolia Britten & Rendle, 1907 (silenka Sirokolista); Silene dioica (L.) Clairv.,
1811 (silenka dvoudoma)

Obr. 3: Silene latifolia Britten & Rendle, 1907  Obr. 4: Silene dioica (L.) Clairv., 1811 (silenka
(silenka sirokolista) dvoudoma)
Zdroj: http://www.uniprot.org/taxonomy/37657  Zdroj: https://www.infoflora.ch/de/flora/449-si-

lene-dioica.html

Oba dva druhy Ize nalézt na izemi vétsi Casti Evropy. S. latifolia se nachazi na sussich
stanovistich, zatimco S.dioica roste spiSe na stinngjSich a vlh¢ich mistech. Obé rostliny
mohou za pfiznivych podminek doristat do vysky témét jednoho metru. Hlavnim rozpo-
znavacim znakem mezi druhy je odli$na barva kvétd, S. latifolia (Obr. 3) ma Cisté bilé
kvéty, zatimco S. dioica (Obr. 4) ma kvéty rizové az Cervené. Dale je mozné si v§imnout
vyrazn€ vyssi hustoty pokryti listli, pokryti lodyhy trichomy a celkové mohutnéj$iho ha-
bitu u S. dioica. (CIBULKA, 2012; HOUSKA, 2009). Sam¢i a sami¢i rostliny vykazuji
n¢kolik morfologickych rozdilti. Sam¢i rostliny mivaji obecné vice kvétd a proporcio-
naln¢ vétsi listovou biomasu na rozdil od samicich rostlin. Maji ale mensi masu kotend,
stonku a reprodukénich pletiv (DOUST et al., 1987).

Tyto druhy si jsou blizce piibuzné a maji morfologicky podobné chromozomy.
V praci FILATOV, CHARLESWORTH (2002) byly zkoumany dva geny vazané na po-
hlavi (SI1, SI4). Odlisnost mezi S. dioica a S. latifolia zkoumanych gent nepiesahuje 3 %.
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Cluster

Predpoklada se, Ze se pohlavni chromozomy vyvinuly jesté pred oddélenim téchto dvou
druhd. Tomu nasvédcuje i to, ze rozdilnost alel X a Y pro gen Sl4 je u obou druht 15 %.
U genu SI1 je rozdil mezi alelami pouze asi 2 % a piedpoklada se, ze byly donedavna
rekombinujici. Vyhodou S. dioica a S. latifolia je, Ze se jejich pohlavni chromozomy vy-
vinuly ned4avno a proto rozdily mezi X a Y alelami jsou mensi v porovnani s pohlavnimi
chromozomy u savcl. Mala divergence homolognich X a Y vdzanych gena nasvédcuje,
ze tyto geny maji podobnou funkci a byly vystaveny stejnému selek¢nimu tlaku (FILA-
TOV, CHARLESWORTH, 2002).

2.4.6.2 Geny vazané na pohlavi Silene latifolia

Postupnym potlacovanim rekombinace pohlavnich chromozomi, jak bylo
popsano v kapitole 1.2.1, vznikly tzv. evolucni vrstvy (straty). Jako evoluéni straty mi-
zeme definovat takové oblasti, ve kterych doslo k rozdilnym evolu¢nim krokiim na nové
se tvoricim chromozomu X a Y (HANDELY et al., 2004). Ve studii PANDEY, AZAD
(2015) byly u S. latifolia identifikovany tii evolu¢ni straty a pseudoautozomalni oblast,
jak je znazornéno na obrazku 5.

Nedavné studie odhalily fadu zajimavych vlastnosti genti vazanych na pohlavi,
ackoli je jejich studium ponékud t€z8i kvili nepfili§ castému vyskytu odlisnych pohlav-
nich chromozomt u kvetoucich rostlin. Nékteré z téchto gend byly charakterizovany
u dvoudomé rostliny S. latifolia (MATSUNAGA, 2006). Déle jsou popsany jen geny po-

uzity v této diplomové praci.
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Obr. 5: Evolucni straty u Silene latifolia
Cisla 1, 2, 3 na ose X oznacuji evolucni vrstvy, PAR (pseudoautozomalni oblast). Cervené

zakrouzkované jsou geny pouZzité v této diplomové praci.
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SI3

V praci NICOLAS et al. (2005) byl popsan gen SI3. Tento gen kdduje sekvenci po-
dobnou pro na vapniku zavislé proteinové kinazy (CDPKs — calcium-dependent protein
kinases) v tabaku, ryzi a huseni¢ku. CDPKs jsou spojeny s odpovéd’mi na stres. Gen SI3
vykazuje velkou divergenci mezi alelami X a'Y (NICOLAS et al., 2005). Alely genu SI3,
se 1i8i ve vice nez 15 % (BERGERO et al., 2007).

SI7

Tento gen byl identifikovan jako gen vazany na pohlavi ve studii BERGERO et al.
(2007) a dosud neni znama jeho funkce. Bylo ukazano, ze exonové sekvence jsou ziejmé
konzervativni, ale v intronech byly nalezeny rozdily. Na zakladé¢ téchto poznatkl bylo
zjisténo, ze se jeho X a Y alely lisi zhruba v 25 %, a to znamena Ze se jedna zatim o nej-
vice divergentni par alel, které byly do této doby objeveny. Pted identifikaci genu SI7
bylo ptepokladano, ze nejvice divergentni jsou alely genu Sl4 (BERGERO et al., 2007).

DD44 - Differential Display 44

Ve studii MOORE et al., 2003 byl pomoci metod molekularni biologie studovan gen
DD44. Jedna se o homologni gen k proteinu zptsobujici citlivost na oligomycin, esenci-
alni komponent mitochondridlni ATP-syntazy (adenosintrifosfat-syntazy), ktery je expri-
movan u obou pohlavi. Bylo prokazano, Ze je geneticky vazan na lokus potlacujici vyvoj

pestiku (MOORE et al., 2003).
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3 CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe na téma vyuziti metod molekuldrni biologie
pro komparativni analyzu blizce pfibuznych druhti dvoudomych rostlin Silene di-
oica a Silene latifolia.

Identifikace BAC klonii vybranych rostlin s pohlavné vazanymi markery, charak-
terizace identifikovanych gent a jejich expresni analyza, pouziti metodiky "low-

copy* FISH pro vizualizaci identifikovanych genti na chromozomech
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4  Material a metody

4.1 Material

Pro potieby diplomové prace byly pouzity rostliny druhu Silene latifolia a Silene di-
oica péstované ve skleniku pii konstantnim rozmezi teplot 18 - 22 °C. Rostliny byly po-
skytnuty odd€lenim Vyvojové genetiky rostlin Biofyzikalniho ustavu akademie véd

Ceské republiky.
4.2 Metody

4.2.1 lzolace DNA

DNA byla izolovana z mladych listd saméich a samicich rostlin Silene latifolia a Si-
lene dioica.

Ptiblizné 100 mg rostlinného materidlu bylo rozmélnéno ve tfeci misce tlouckem s te-
kutym dusikem. Nadrceny material byl pfemistén do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.
Byl pfidan 1ml extrakéniho pufru (100 mM Tris-HCI; 700 mM NaCl; 50 mM EDTA;
pH = 8) o teploté 65 °C a 0,6 ul merkaptoethanolu. Poté prob&hla inkubace vzorku 15 mi-
nut pfi teploté 65 °C a 5 minut pifi pokojové teploté. Po vyrovnani teplot vzorku a pro-
sttedi bylo pfidano 500 pl smési chloroformu a isomylalkoholu v poméru 24:1.
Pro spravné promichani se vzorky 5 minut preklapély. Nasledné byly 2 minuty centrifu-
govany pii 14 000 RPM (revolutions per minute — otacek za minutu). Smés ve zkumav-
kach se odd¢lila na dvé faze dle hustotniho gradientu. Leh¢i (horni) faze obsahovala Za-
danou DNA a v t€z8i fazi (dolni) byly obsazeny zbytky rostlinného materialu, které jiz
nebyly potieba. Tato faze nebyla dale pouzita. Horni faze byla odpipetovana do nové
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Bylo pfidano 700 ul isopropanolu a mikrozkumavky
byly opét pieklapény po dobu 2 minut. Poté probéhla centrifugacel0 minut pii 14 000
RPM. Supernatant byl odstranén a k peletu bylo piidano 500 ul 70 % ethanolu. Po od-
stranéni a vysuS$eni ethanolu byl pelet rozpustén ve 100 pl Milli-Q H20.

Kvantita a kvalita izolované DNA byla méfena pomoci piistroje UV-VIS spektrofo-
tometru (Nanodrop 2000 od firmy Thermo scientific). Pro méteni byl pouZit 1 pl vzorku
DNA. Jako slepy vzorek byl pouzit 1 pl Milli-Q H20. Vzorky byly méteny pfi vinové
délce 260 nm a uchovany v mrazaku pii teploté -20 °C do dalSiho pouZiti tak, aby bylo

zabranéno piipadné neZadouci degradaci DNA.
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4.2.2 PCR amplifikace

Pro PCR amplifikaci byla pouzita reakéni smés (Tab. 2). Pro kazdy vzorek bylo
pouzito 24,6 ul reakéni smesi a 0,4 ul templatové DNA. Celkovy objem reakce byl tedy
25 pl. Cely obsah mikrozkumavky byl Setrné¢ promichan mikropipetou. Samotna reakce
pak probihala v termocykleru TProfessional Basic Gradient od firmy Biometra. Teplotni

profil byl zvolen dle pozadavki primert a o¢ekavané délky produktu (Tab. 3).

Tab. 2: Reakcni smés pro PCR amplifikaci

Komponenty reakéni smés Objem pro 1 reakci ( 25 pl)
Deionizovana voda 18,4 ul
Pufr 5ul
dNTP 0,1 pul
Primery F +R 1+ 1l
Tag-polymeraza 0,1 ul

Zkratky: ANTP — dinukleotid trifosfat, Primer F + R — forward a reverse primer, Taq —

Thermus aquaticus

Tab. 3: Teplotni profil PCR amplifikace

Faze reakce Teplota Doba trvani Opakovani
Pocate¢ni denaturace 94 °C 3 min 1x
Denaturace 94 °C 30s
Annealing 55-62°C 30s 35x
Elongace 72°C 1 min
Konecna elongace 72 °C 10 min 1x

Seznam pouzitych primeru a jejich sekvence jsou uvedeny v tabulce 4. PCR, s tep-
lotnim profilem uvedenym V tabulce 3, byla pouZzita pro ovéfeni funkcnosti primert
s DNA zeS. latifolia. Po ovéfeni funkénosti byla reakce pouzita k piipravé sondy

pro screening BACové knihovny S. dioica.
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Tab. 4: Seznam a sekvence pouzitych primerii

Primer Sekvence Teplota nasedani
SI7-R TTTCAGCAACAACCTCAAGA 95 °C
SI7 -F TTTCAGCAACAACCTCAAGG 95 °C
DD44-R | ATTAGCTGAGGTAGGGGAGGTT 62 °C
DD44- F TGCTGCTGCTTCTGATAGGAAA 62 °C

4.2.3 Horizontalni elektroforéza

Pro vizualizaci produktl a piipravu sondy pro screening bacové knihovny byl ptipra-
ven 1% agardzovy gel, do kterého bylo ptidano 1 ul ethidium bromidu na 100 ml gelu.
Gel byl vlozen do vany s 1xTAE pufrem. Elektroforéza bézela pii napéti 100 V po dobu
40 minut. Gel byl nasnimdm pod UV svétlem pfistrojem InGenius LHR od firmy Syn-

gene.

4.2.4 1zolace PCR produktii z agar6zového gelu

Pro izolaci produktl z agar6zového gelu byl pouzit kit QIAquick® Gel Extraction
Kit (QIAGEN, 2006). Bylo postupovéano podle ptilozeného protokolu. Vysledna DNA
byla extrahovana do 30 pl Milli-Q H20 namisto EB pufru (krok ¢. 9) a vysledna koncen-
trace DNA byla zméfena na pfistroji NanoDrop (popsano v kapitole 4.2.1).

4.2.5 Screening BAC knihovny pomoci radioaktivné znacené sondy

4.25.1 Pozitivni kontrola

Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek genomové DNA S. dioica (2 pl, 15 pl de-
natura¢niho pufru: 0,5N hydroxid sodny; 1,5M chlorid sodny), ktery byl inkubovan 5 mi-

nut pii teploté 95 °C a poté ptenesen na sterilni Hy-band membranu.

4.2.5.2 Prehybridizace

BAC knihovna S. dioica je nanesena na 5 membranach. Membrany byly vloZzeny
do roztoku 2xSSC pufru (nafedéno z 20XSSC pufru o slozeni 3M chlorid sodny; 0,3M ci-
tronan sodny) a vloZeny na stény hybridizac¢nich valct. Poté bylo do véalct aplikovano
24 ml hybridiza¢niho roztoku (10% PEG8000; 0,013M dihydrogenfosfore¢nan sodny;
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0,15M chlorid sodny; 0,001M EDTA; 7% SDS; 125 mg/l heparin; 2,5 ug/ml salmon
sperm DNA) a 12 ml QuikHyb Hybridization Solution od firmy Agilent. Hybridiza¢ni
valce s membranami a hybridizacnim roztokem byly 20 minut pfedehfivany na teplotu

65°C.

4.2.5.3 Priprava sondy

Konkrétni PCR produkty byly pouzity pro ptipravu radioaktivni sondy. Sonda byla
vytvoifena ze dvou konkrétnich PCR produkta. Tyto produkty byly nafedény na koncen-
traci 25 ng v 12,5 ul Milli-Q H20. Dale byl pouzit Prime-It 11 Random Primer Labeling
Kit od firmy Agilent (AGILENT TECHNOLOGIES, 2015) a radioaktivni izotop od firmy
M. G. P. spol., s. r. 0., Zlin. Do zkumavky s DNA bylo ptidano 5 pl nahodnych primera
a zkumavky byly dale inkubovany 5 minut pfi teploté¢ 98 °C a 10 minut pii laboratorni
teploté.

Dale bylo pfidano 5 ul 5x dATP pufru a 0,5 ul Klenowova fragmentu a inkubovano
5 minut na ledu. Poté bylo ptidano 2,5 pl o®?P radioaktivné znaceného izotopu or>?P (ak-
tivita 0,925 MBq) a vzorky byly inkubovany 20 minut pfi teploté 37 °C, 5 minut pfi tep-
loté 95 °C, 5 minut na ledu a pak piidany do hybridiza¢nich valcu, které byly inkubovany
do druhého dne pfi teploté 65 °C v hybridizacni peci.

4.2.5.4 Odmyvani nenavizané sondy

Z vélci byl nejprve odstranén radioaktivni roztok s nenavazanou sondou. Nésledné
bylo do kazdého hybridizacniho vélce s membranami pfidano 125 ml prvniho promyva-
ciho roztoku (1xSSC pufr; 0,1% SDS), ktery byl odstranén po 10 minutach, kdy bylo
pfidano znovu 125 ml promyvaciho roztoku 1 po dobu 20ti minut. Ob¢é odmyti 1. rozto-
kem probéhla pfi teploté 60 °C. Po odstranéni 1. roztoku byl pfidan 2. promyvaci pufr
(0,3xSSC puf; 0,1% SDS) a opét byly valce odmyvany 20 minut pii teploté 60 °C. Mem-
brany byly zabaleny do prihledné folie SAROGOLD PRO a vloZeny do svétlo nepro-
poustéjicich kazet spole¢né s filmem citlivym na radioaktivitu, které byly ulozeny pfti tep-

loté -70 °C do druhého dne.
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4.2.5.5 Vyvolani filmu

Pfes noc exponované filmy byly vyvolany v roztoku vyvojky a rychloustalovace
pro rucni zpracovani rentgenovych filmii. Z vyvolanych filmt byly pomoci miizky ode-
¢teny kody pro dany BAC, kde doslo k navazani sondy. Tyto kody byly néasledné ode-
slany vyrobci BAC knihovny (Centra strukturni a funkéni genomiky rostlin - Ustav ex-
perimentalni botaniky AV CR, Olomouc), ktery provedl izolaci konkrétniho klonu a do-

rucil jej k dalsi analyze.
4.2.5.6 Izolace BACu

Pro izolaci BACu byl pouzit kit QTAGEN® Plasmid Plus Midi Kit (QIAGEN, 2011)
s pfilozenym postupem pro vysoky vytézek. Vzorky byly rozpustény v 70 pl Milli-Q H20

ohraté na 65 °C, ktera byla ponechdna na kolonce po dobu 5 minut.

4.25.7 Ovéieni BACu

Protoze byly pro vytvoteni sondy pouzity 2 konkrétni PCR produkty, tedy 2 sekvence
ruznych geni, bylo nasledné tfeba ovéfit identitu téchto kloni pomoci metody PCR. Am-
plifikace probéhla stejné jako v kroku 4.2.2, av§ak misto templatové DNA byla pouzita
ptimo ¢ast kultury BAC klonu. PCR byla elektroforeticky vyhodnocena. V piipadé zis-
kani pozitivniho produktu, bylo potvrzeno, Ze identifikovany BAC obsahuje pozadovany
gen. Tyto ovéfené geny byly odeslany na sekvenaci do Centra strukturni a funkéni geno-

miky rostlin - Ustav experimentalni botaniky AV CR, Olomouc.

4.2.6 lzolace RNA

RNA byla izolovana ze tii ¢asti rostlin S. latifolia a S. dioica, listu, kvétu a poupéte.
Izolace probéhla pomoci komeréné dodavaného kitu NucleoSpin® RNA Plant kit (MA-
CHEREY-NAGEL, 2015). Izolace byla provedena podle pfilozeného protokolu, byly vy-
nechany kroky 6 a 7. V poslednim kroku byla RNA rozpusténa v 50 ul RNAse-free vodé.
Izolovana RNA byla zbavena moznych zbytkti DNA pomoci kitu TURBO DNA-free™
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017) dle protokolu dodavaného s kitem. Cistota
RNA byla poté ovétena elektroforeticky na 1 % agar6zovém gelu.

Kvantita a kvalita izolované RNA byla méfena pomoci piistroje UV-VIS spektrofo-

tometru (Nanodrop 2000 od firmy Thermo scientific). Pro méteni byl pouzit 1 pl vzorku
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RNA. Jako slepy vzorek byl pouzit 1 ul RNAse-free H20. Vzorky byly méfeny pii vinové
délce 260 nm.

4.2.7 Prepis RNA do cDNA - reverzni transkripce

Pro ptepis izolované RNA do cDNA byl pouzit kit High Capacity RNA-to-cDNA Kit
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017). Dle doporuceni protokolu piilozeného s Kitem
byla koncentrace vzorkt pro prepis 2 pg na 20 ul smési. Postup byl zvolen dle doporuceni
protokolu. Nasledn¢ byla cDNA meétfena pomoci UV-VIS spektrofotometru stejné jako
DNA (uvedeno vyse). Vzorky byly nafedény na koncentraci 5 ng/ul se kterymi bylo dale

pracovano.

4.2.8 Klonovani

Pro klonovaci strategii bylo vyuZito metody klonovani pomoci pCR™2.1 vektoru
(Obr. 6).

Obr. 6: pCR™2.1 vektor (Invitrogen)

Plasmid obsahuje dva geny pro rezistenci proti antibiotikiim ampicilinu a kanamycinu.
Dvé mista pocatku replikace (pUC ori, F1 ori). Gen lacZ pro beta-galaktosidazu, jehoz
funkce zpiisobuje modré zbarveni bakterii. Pri uspésné transformaci se produkt viozZi

prave do tohoto genu, funkce je narusena a kolonie tak maji bilé zbarveni.
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4.2.8.1 Extrakce poZadovaného produktu

Nejdiive byla provedena PCR reakce a vyhodnocena pomoci gelové elektroforézy.
Objem vzorki pro elektroforézu byl 23 ul a byl pouzit 1% agar6ézovy gel. Nasledné byly
pod UV svétlem za pouziti ochrannych pomticek a skalpelu vytiznuty pozadované pro-
dukty o velikosti ptiblizn¢ 200 - 400 bp, dle izolovaného genu. Primérna hmotnost vy-
fiznutych fragmenti byla 0,8 g.

Extrakce DNA fragmentll Zz agar6zového gelu probéhla pomoci protokolu

pro QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN, 2006).

4.2.8.2 Ligace

Dile bylo ptistoupeno k ligaci s pPCR™2.1 vektorem. Pro ligaci bylo pouzito 5 ul

vzorku. Pomér inzertu a vektoru byl vypocitan dle vzorce:

hmnotnost vektoru (ng) x velikost inzertu (kb)
velikost vektoru (kb)

1 .
X o= hmotnost inzertu (ng)

Reakéni smés je uvedena v tabulce 5. Reakéni smés byla rozpipetovana do PCR zku-
mavek o objemu 0,2 ml. Celkovy objem reakéni smési pro 1 vzorek byl 6 pl. Reakéni

smés byla protfepana a po piidani inzertu jesté jemné promichana pomoci mikropipety.

Tab. 5: Reakcni smés pro ligaci

Objem pro 1 reakci
Komponenty reakéni smési

(10 1)
PCR produkt 5ul
5X T4 DNA Ligase reakéni pufer 2 ul
pCR®2.1 vektor (25 ng/uL) 2 ul
ExpressLinkTM T4 DNA Ligéaza 1l

Uspésnost ligace byla otestovana pomoci gelové elektroforézy.

4.2.8.3 Elektroporace

Pro klonovani byly pouzity bakterie Escherichia coli kmen Top 10, které byly dlou-
hodob¢ uchovavany pfi teploté -70 °C. Po rozmrazeni bylo k bakteriim ptidano 10 pl li-
gatni smési. Vzorek byl pomoci mikropipety pfenesen do sterilni kyvety. Kyveta byla
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umisténa do eletroporatoru a reakce probéhla pii 12,5 Kv/cm; 25 pF a 400 Q. Poté bylo
ke vzorku pifidano 1ml LB - Luria-Bertani média (BERTANI, 1951) a byl ptenesen
do sterilni mikrozkumavky. Tyto kroky byly opakovany pro vSechny vzorky. Mikrozku-
mavky byly kultivovany 60 minut na orbitalni tiepacce pii 60 RPM a 37 °C .

4.2.8.4 Vysev bakterii

Pro vysev bylo pouzito LB se selek¢nim antibiotikem ampicilinem (100 pg/ml)
a komponenty pro modro-bilé zabarveni bakterii Xgal (5-bromo-4-chloro-indolyl-p-D-
galactopyranoside) 40 pg/ml. Na médium v Petriho miskach bylo aplikovano piiblizné
300 ul bakterialni kultury. Suspenze bakterii byla rozetiena sterilni sklenénou ty¢inkou.
Misky byly uzavieny, zapaskovany a popsany. Bakterie byly kultivovany pies noc

pti 37 °C dnem vzhuru.

4.2.8.5 Vyhodnoceni klonovini

Po kultivaci narostly na médiu modré a bilé kolonie. Bild barva znacila, ze klonovani
probéhlo Gspésné. Bylo odebrano vzdy osm bilych kolonii od kazdého vzorku. Naampli-
fikované pozadované produkty ztéchto kolonii byly sekvenovany. Pomoci vzorce

pro transformacni usp&snost byla vypoéitana tispésnost transforamce 2x 10°cfu/pug DNA.

Pocet ziskanych kolonii cfu

Transformacni UspéSnost = DNA]

hmotnost (ng) inzertované DNA " ug

4.2.9 Sekvenace

Bylo sekvenovano 24 vzorki pro geny SI7, SI3 a DD44. Pribéh a detaily sekvenace

jsou rozepsany nize.

4.29.1 Precisténi amplifikované DNA pomoci ExoSap

Vzorky ur€ené k sekvenaci byly vycCiStény od nezreagovanych primertt a dNTPs.
Byly pouZity roztoky Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), ktery odstrani neinkorporo-
vané nukleotidy a Exonuclease | E. coli (EXO 1), ktera $tépi jednovlaknovou DNA,
od firmy ThermoFisher Scientific. Byla pfipravena reakéni smés (Tab. 6). K 15 pl vzorku
bylo pfidano 10ul reakéni smési. Nasledné byly vzorky inkubovany 30 min pfi teploté
37 °C a pak 5 min pfi teploté 95 °C pro deaktivaci enzymil.
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Tab. 6. Reakcni smés pro precisteni amplifikované DNA pomoci ExoSap

Reakéni komponenty Objem pro 1 reakci (10 ul)
EXO | 0,075 ul

SAP 0,75 pl

H20 9,175 ul

4.2.9.2 Priprava sekvenacni reakce

Pro pfipravu sekvenaéni reakce byl pouzit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Seque-

ncing Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2016). SloZeni reakce je uvedeno Vv ta-

bulce 7. Reakce byly dany do termocykleru, zvoleny program (Tab. 8).

Tab. 7: Slozeni sekvenacni reakce

Reakéni komponenty Objem pro 1 reakci (10 ul)
PCR produkt 3ul

5x sekvenacni pufr 1,5 ul

BigDye (smés dNTP) 0,5 ul

Primer 0,5 ul

Milli-Q H20 4,5 ul

Tab. 8: Program pro sekvenacni reakci. Kroky 2., 3., 4., opakovainy 60x.

Krok | Teplota Cas

1. 98°C 5 min.
2 96°C 10 sec.
3 50°C 5 sec.
4. 60°C 4 min
5 4°C 0

4.2.9.3 Piecisténi sekvenacni reakce

Pro piecisténi byl pouzit odmyvaci roztok Agencourt CleanSeq od firmy Beckman

Coulter, ktery obsahuje kovové kulic¢ky, na které se navaze DNA urcena pro sekvenovani.

Ke kazdému vzorku bylo pfidano 10 pl odmyvaciho roztoku a 42 pl 85% ethanolu. Smés
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byla dikladné promichdna pomoci pipety. Vzorky byly vlozeny do magnetické desticky
Agencourt 96 Direct Inject Magnet Plate na 5 minut. Kulicky byly navazany na stény
zkumavky a zbyly roztok odpipetovan. Nésledné byly vzorky 2x promyty 100 pul 85%
ethanolem, roztok ethanolu byl odstranén. Vzorky byly 10 minut inkubovany pii poko-
jové teploté. K vzorkiim bylo ptidano 75 ul Milli-Q H20 a byly sekvenovany pomoci
sekvenatoru ABI Prism, 3100 Genetic analyzer od firmy Applied Biosystems.

4.2.9.4 Zpracovani ziskanych sekvenci

Sekvence byly zpracovany pomoci programu Geneious 9.0.2. Ziskané sekvence byly
porovnany se sekvencemi ziskanymi pomoci screenovani BACové knihovny a sekven-
cemi ziskanymi z databdze NCBI pro X a Y alelu zkoumanych gent. Ziskané sekvence

byly pouzity pro expresni analyzy.
4.2.10 RT-PCR a HRM

4.2.10.1 Vybér referencnich genii pro vnitini kontrolu

Jako referen¢ni geny se nejcastéji pouzivaji takové geny, u nichz se ocekava, Ze jejich
exprese je stejna u vSech testovanych vzorkt. Bylo zvoleno pét ,,housekeeping™ gent.
Na zakladé primérné hodnoty exprese ve vSech testovanych casti rostlin byly vybrany
dva pro dal$i analyzy. Data byla zpracovana pomoci programu GeNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002). Seznam a sekvence primert pro ,,housekeeping® geny
jsou uvedeny v tabulce 9.

Tab. 9 : Seznam a sekvence pouzitych primerii pro referencni geny

Primer Sekvence Teplota nasedani
GADPH - R GCAACACCTTTCCAACAGCCT 54 °C
GADPH -F GTTATCATCTCAGCTCCTAG 54 °C

TUB-R GCTGCTCATGGTAAGCCTTC 55°C

TUB-F CCTGAATGTGGATGTGAACG 55°C

18s-R GTTGATAGGGCAGAAATTTGAATGAT 55°C

18s-F CCGTTGCTCTGATGATTCATGA 55°C

Actin - R AGGGCGTAACCCTCGTAAAT 54 °C

Actin - F CTGCTTACCGAAGCACCATT 54 °C

ELF-R GTGCAGAGAAGGTCTCGACAA 53 °C

ELF-F GCGATCAGGTAAGGAGCTTG 53 °C
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4.2.10.2 Pfiprava referenénich vzorkii pro rozliseni exprese X a 'Y alely

Na zaklad¢ ziskanych sekvenci byly pfipraveny smésné vzorky obsahujici X a Y alelu
pro kazdy studovany gen v urcitém poméru (Tab. 10). Bylo pfipraveno pét rtiznych refe-
renc¢nich vzorkl pro kazdy studovany gen. Vzorky byly nasledné srovnany s vysledky

analyz pro zajmové geny v jednotlivych castech rostlin a slouzily k urceni miry exprese

jednotlivych alel.
Tab. 10: Pomer X a'Y alel v jednotlivych vzorcich
Vzorek Obsah X alely Obsah Y alely
1 100 % 0%
2 75 % 25 %
3 50 % 50 %
4 25 % 75 %
5 0% 100 %

4.2.10.3 RT-PCR a HRM

Velikost produktti pro studované geny byla pozadovana maximalné 400 pb. Primery
a jejich sekvence jsou uvedeny v tabulce 11. Pro expresni analyzy byl pouzit Sensi-
FAST™ HRM Kit (BIOLINE GMBH, 2017). Samotna reakce pak probihala v termocy-
cleru Rotor-Gene Q od firmy Qiagen. Program byl slozen ze dvou krokii: preamplifikace
a samotné HRM (high resolution melt - vysokorozliSovaci analyza ktivek tani). SloZeni
reakce a teplotni protokol je uveden v tabulce 12 a 13.

Tab. 11 : Seznam a Sekvence primerii Pro pouzité geny pro expresni analyzy

Primer Sekvence Teplota nasedani
SI3-R GACCATGACCCAATAATTTCCCA 57 °C
SI3-F TGTACCAACAACAACAATTACCCA 57°C
SI7-R GATGCAGGAGAAATTGGAGGGTA 57°C
SI7-F GATGCGTTCACTGAATTGATGCA 57°C
DD44 - R TTGCTACCAAGGCTCCTGTT 58 °C
DD44 - F ATGTCAATGGCGAACCGCAT 58 °C
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Tab. 12: Slozeni reakce pro RT-PCR a HRM

Reakéni komponenty Objem pro 1 reakci (10 ul)
2x SensiFAST HRM Mix 5ul

Milli-Q H20 3pul

Primer F 0,5 ul

Primer R 0,5 ul

Templatova cDNA 1ul

Tab. 13: Teplotni protokol pro pre-amplifikaci

Teplota Cas
95 °C 3 min
95°C 5 sec
60 °C 30 sec

Pro HRM (High resolution melt - vysokorozliSovaci analyza kiivek tani) byly zvo-
leny teploty v rozmezi 65 — 95 °C, teplota se v kazdém kroku zvysila vzdy o 0,1 °C.

4.2.10.4 Zpracovani dat

Data byla podrobena analyze rozptylu (ANOVA) pomoci softwaru R verze 3.4.0 (R
Foundation for Statistical Computing, Viden). Normalnost a homogenita rozptylu byla
hodnocena pomoci Shapiro-Wilkovych a Levenovych testi. Nékolik srovnani bylo pro-
vedeno vyznamnym Tukeyho HSD testem. Uroveii pravdépodobnosti p <0,01 byla pova-

Zovana za vyznamnou pro vSechny statistické analyzy.
4.2.11 Fluorescencni in situ hybridizace — FISH

4.2.11.1 Pr#iprava fluorescencni sondy

Jeden z limitujich faktortit FISH je vizualizace kratkych useki DNA. Proto bylo po-
tteba ziskat dlouhé produkty studovanych genii. Z tohoto divodu byly navrzeny nové
primery (Tab. 14), aby bylo mozné ziskat produkty o velikosti 2.5-10 kb. Produkty byly
ziskani pomoci PCR s MyFi™ DNA polymerazou od firmy Bioline. Slozeni a teplotni

profil je uveden v tabulce 15 a 16. Uspé&snost PCR byla ovéfena elektroforeticky.
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Tab. 14 : Seznam a Sekvence primeru pro pouzité geny pro metodu FISH

Primer Sekvence Teplota nasedani
SI3-R TCTCCTTGAGTTCCTTGCACAA 60 °C
SI3-F TCCCCTGAATTGTGCTGGTTTA 60 °C
SI7-R AGGTTCCCTACTTCCTGCCTAT 62,8 °C
SI7-F TCAACAATCGACCATGGACCAA 62,8 °C
DD44 -R | AGATTCCTCATCCACAAACCCC 60 °C
DD44 - F TCATCACTCATGCATTTCCCCA 60 °C

Tab. 15: Slozeni reakcni smési pro MyFi™ DNA polymerdzu

Reak¢éni komponenty Objem pro 1 reakci (25 pl)
5x MyFi Reaction Buffer Sul

Milli-Q H.O 17,8 ul

Primer F 0,5 ul

Primer R 0,5 ul

MyFi™ DNA polymeréza 0,5 ul

Templatova DNA 0,4 ul

Tab. 16: Teplotni profil reakce

Faze reakce Teplota Doba trvani Opakovani
Pocate¢ni denaturace 95 °C 1 min 1x
Denaturace 95 °C 15s
Annealing 60-62,8 °C 15s 35x
Elongace 72 °C 15 s/kb
Konec¢na elongace 72 °C 10 min 1x

Produkty byly naznaceny pomoci NICK translace. Nejdiive byly sonikovany na ledu
pomoci sonikatoru UPH50H pro dosazeni velikosti produktu 500 — 1500 pb. Uspé&snost

byla ovétena elektroforeticky. Slozeni reakéni pro NICK translaci je uveden v tabulce 17.
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Tab. 17: Slozeni reakcni smési pro NICK translaci

Reakéni komponenty Objem pro 1 reakci (20 pl)
10x NT labeling buffer 2 ul
Fluorescen¢ni barva (Cy3/SG) 2 ul
DNA teplat (3 — 4 ug) 2 ul

Enzymaticky mix (0,02 U/uL Dnase I, | 2 ul
2U/uL DNA polymeraza I)

Reakce byla promichéna a inkubovéana ptes noc pfi teplot¢ 15 °C. Druhy den byla

reakce zastavena piidanim 5 ul EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova).

4.2.11.2 Priprava chromozomii roztlakovou metodou z kofenovych meristémii

Koftinky byly odebrany z zivych rostlin. Synchronizace byla provedena ve vodé
po dobu 24 hodin pfi teploté 4 °C, ¢imz bylo dosazeno akumulace bun¢k v metafazi. Fi-
xace kofinkt byla provedena ve smési ethanolu a kyseliny octové v poméru 3:1.

Kofinky byly barveny v acetokraminu (1g karminu rozpustény ve 100 ml 45% kyse-
liny octové) po dobu 2 — 3 hodin. Poté byly kotfinky osuseny a odstranény piebytecné
¢asti meristému tak aby byly ponechany jen kofenové Spicky. Kotfenové Spicky byly
umistény do kapky 45% k. octové na ¢istém podloznim sklicku a nésledné roztlaceny
ptes kryci skli¢ko tupym pfedmétem (tuzka s gumou). Preparat se zahtival nad plamenem
a byl vnoten do tekuté¢ho dusiku. Kryci skli¢ko bylo odtrzeno a podlozni sklicko s prepa-
ratem bylo vloZeno do na 3 minuty do 45% k. octové, na 3 minuty do 45% k. octové
predehiaté na 50 °C, poté 3 minuty v 50% k. octové predehiaté na 50 °C a naposled opét
V 45% k. octové pii pokojové teploté po dobu 3 minut. Po osuseni lze preparaty ihned

pouzit pro dalsi analyzy.

4.2.11.3 FISH

Preparaty byly 2x promyty po dobu 5 minut v 2xSSC pufru. Poté byly refixovany
po dobu 10-ti minut ve fixaénim roztoku 3:1 (etanol:kyselina octova) a opét omyta 2x 5
minut v 2xSSC pufru. Na preparaty bylo napipetovano 100 uL pepsinu (pfipraven ze za-
sobniho roztoku 5 uL pepsinu o koncentraci 10 mg/mL a1 mL 10mN HCI), oblast s chro-
mozomy byla pfekryta krycim sklickem a skla byla inkubovana pii teploté 37 °C po dobu
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5 - 15 minut. Skla byla opét promyta 2x 5 minut v 2xSSC pufru, fixovana pti pokojové
teploté 10 minut ve 4% formaldehydu (42 ml 2xSSC; 5ml 37% formaldehydu). Skla byla
op¢ét promyta 2x 5 minut v 2xSSC pufru a nasledné byly chromozomy dehydratovany
Vv ethanolové tadé, vzdy po dobu 2 minut v kazdé koncentraci (50%, 70%, 96%).
Na skli¢ka byly naneseny 2 ul sondy v 18 ul hybridiza¢ni smési (10 ul deionizovany for-
mamid; 5 pl 4x pufr; 2 ul Milli-Q H20), (4x pufr: 500 ul deionizovany formamid; 100 pl
20x SSC pufr; 100 ul dextran sulfat; 250 ul Milli-Q; 50 pl salmon sperm DNA). Sklicka
se denaturovala piesné 2 minuty na 75 — 80 °C a poté byla uloZzena do inkubatoru po dobu

48 hodin pfi teploté 37 °C.

4.2.11.4 Odmyvdni sondy

Skla byla odmyta po dobu 1 minuty v 2x SSC pufru pti pokojové teploté. Dale byly
preparaty vlozeny do 2xSSC pufru predehiatého na 57 °C a takto byly promyvany
po dobu 20 minut. Pii tomto kroku dochazi k odmyvani nenavazané sondy. Poté byly skla
ochlazeny v pufru 2xSSC na pokojovou teplotu a promyta v ethanolové fadé (viz vyse).
Nakonec se na preparat napipetovalo 12 ul DAPI v roztoku Vectashieldu (1 pg DAPI,
1 ml Vectashield), skla se piekryla krycim sklickem a mikroskopovala se fluorescenénim
mikroskopem Olympus AX70. Obraz byl sniman v softwaru ISIS a CCD1 kamerou (Me-
taSystems).

4.2.11.5 Tyr-FISH (Tyramidova fluorescencni in situ hybrydizace)

Tyramidova amplifikace je reakce, pfi které dochazi k integraci peroxidazy selského
kienu (HRP) a tyramidového amplifikac¢niho reagentu (TSA). HRP konjugat po depozici
vaze fluophor- nebo hapten-barvené molekuly na substrat, ktery je blokovany
pro nespecifickou vazbu proteiny. TSA je fenolicka sloucenina, kterd je v pfitomnosti
HRP aktivovana. Aktivovana TSA molekula predstavuje velmi reaktivni radikal, ktery se
kovalentn€ vaze na elektronové bohaty substrat, predstavovany predevsim tyrosinovymi
residui (Obr. 7). Tato residua se vyskytuji pfedev§im v oblastech vyskytu HRP.

K amplifikaci signalu dochazi tedy v misté, kde se nachazi enzym peroxidéza.
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Obr. 7: Tyramidovad amplifikace a vazba aktivovanych radikalii na tyrosinova residua.
V prvnim kroku dochazi k aktivaci pomoci TSA roztoku. Vzniklé radikaly jsou pak
kovalentné napojeny na substrat v pritomnosti HRP (PERKINELMER, 2017)

Po odmyti sondy po in situ hybridizaci bylo pro Tyr-amplifikaci postupovano
podle manuélu od dodavatele s malymi zménami (PERKINELMER, 2017). Koncentrace
TNB pufru (blokacni reagent) byla zvySena na 3 %. Protilatka-anti-Cy3 (ThermoFisher)
byla fedéna v poméru 1:300 v 1% TNB pufru. Doba, ktera je potieba pro amplifikaci genu

o0 velikosti 2,5 - 10 kb byla experimentalné ozkousena na 9-10 minut.

4.2.11.6 Analyza obrazu a tvorba fyzické mapy

Jednotlivé snimky ziskané z Tyr-FISH byly ulozeny v programu ISIS
Vv ¢ernobilém rozhrani. Do rozhrani RGB (barevné rozhrani) byly pfevedeny programem
AdobePhotoshop 2014.05.08. Pro lepsi vizualizaci byly ze snimki separovany jednotlivé
X a Y chromozomy. Distilni a proximalni pozice od konce telomer byla zméfena
v programu ImageJ2.0. Jako referencni sonda byla pouZita subtelomerickd repetice
X43.1, ktera na'Y chromozomu znac¢i PAR oblast. Pouze signaly, které byly prokazatelné
viditelné se stejnou pozici alespon na 5 a vice figurach (chromozomové shluky) byly
pocitany jako prokazatelné. Fyzickd mapa byla vytvofena pomoci programu PowerPoint
na zakladé¢ primérnych vzdalenosti genti z obou telomer X nebo Y chromozomu.
Velikost XY chromozomu byla pocitana jako v praci BLAVET et al. (2015).
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5 VYSLEDKY

5.1 Identifikace BAC klonii vybranych rostlin s markery vazanymi na

pohlavi

Prvnim z cilt této diplomové prace bylo identifikovat geny vézané na pohlavi u S.
dioica. Geny vybrané pro tuto praci byly SI3, SI7, DD44. Jak bylo uvedeno v teoretické
¢asti, u S. latifolia byly jiz tyto geny izolovany a popsany. Vzhledem k blizkému evoluc-
nimu vztahu vybranych druhti je mozné predpokladat, Ze tyto geny vazané na pohlavi si
budou podobné. Ocekavany rozdil byl jen v né€kolika nukleotidech. Proto byly vytvoieny
sondy z izolovanych gent S. latifolia. Radioaktivné znacené sondy z S. latifolia byly po-
drobeny hybridiza¢ni analyze s BACovou knihovnou. Pro S. dioica bylo cilem ziskat né-
kolik riznych BAC klont pro kazdy gen, aby bylo mozné rozlisit sam¢i a samici alelu.
Sekvence ziskanych alel kazdého z genit mély byt pouzity pro dalsi analyzy. Radioaktivni
hybridizaci byl ziskan pouze jeden BAC klon pro gen SI7 pro samiéi alelu. Kod toho
klonu je 55K24. Dalsi sondy nehybridizovaly s BACovou knihovnou pro S. dioica a proto

nebyly ziskany ani pozadované sekvence.
5.2 Expresni analyzy

5.2.1 Vyhodnoceni sekvenace

Pomoci sekvenace bylo ziskano 11 sekvenci pro studované geny SI3, SI7 a DD44
a pro jejich sam¢i a samici alely pro kazdy rostlinny druh. Ziskané sekvence byly porov-
nany se sekvencemi v databazi NCBI, ovSem nebyly detekovany podobné rozdily
vV SNPs, které by pomohly identifikovat sam¢i a samici alelu. Proto byla pro rozpoznani
pouzita metoda HRM, Vzorky obsahujici vySe uvedené sekvence byly porovnany se
vzorky sami¢i DNA. Na zaklad¢ vysledkii a podobnosti profilii kiivek bylo zjiSténo, ktera
ze ziskanych sekvenci je sami¢i nebo samci alela. Poté byly tyto sekvence izolovany
z klonovanych bakterii a pouZzity jako referencni vzorky pro odliSeni exprese samcich
a samicich alel ve studovanych pletivech rostlin, kvétu, poupéte a listu. Ptfestoze
pro kazdy gen bylo sekvenovano vzdy 8 transformovanych kolonii, pro gen SI3 se poda-
filo ziskat sekvenci jediné alely. Sekvence pro kazdou kolonii byly shodné. Vzhledem
k ¢asové naro¢nosti sekvenace byl zvolen jiny postup pro ziskani referen¢niho vzorku

pro druhou alelu. Bylo vzato dalSich 10 transformovanych kolonii, které byly otestovany
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pomoci HRM a porovnany se vzorkem s jiz ziskanou sekvenci pro SI3. Jedna z téchto
kolonii se ukazala jako rozdilna a byla proto pouzita jako referencni. Stejné jako u ostat-
nich vzorkli pomoci HRM analyzy se ziskanymi sekvencemi a vzorku sami¢i cDNA (kde
se exprimuje pouze samci — X alela) bylo zéklad¢€ podobnosti urceno, kterd alela je samci
a ktera samici. Jako priklad jsou uvedeny sekvence pro gen DD44 pro S. latifolia a S. di-
oica. Pomoci programu Geneious 9.0.2. byl vytvoifen alighment pro sekvence pro kazdy
druh a byly detekovany jednonukleotidové rozdily (SNP — single nucleotide poly-

morphism) (Obr. 8). Ostatni sekvence jsou uvedeny v piiloze.

12?.828 129@1? 129iﬁUF 129i597 12 DoSf 1 Qaif 12 Qoﬁr 12 9043

ATGTCAATGGEE CCGCATCAGATCEBCCATCCCEGTCGMTCGAAATGC T TIG THIT C ClACAGA ACCCTABTTCATCG

VN GMNEMP H QI N H p R R § K ¢ § ¢ F Dgg I IllI P EEE F T
28.‘444 28.4‘163 28.:1&3 28.?73 8 483 28, 4@3 28,503 28, ?13 8 ?'24
ATGTCAATGGE CCGCATCAGATCRGCCATCCCMGTCCETCGARATGE TTTAATIT ACAGATCTAACCCTAMTTCA
N 5 MMM A N R PEINER S5 ANI p Vi A R N A BINTI s H R & N T §

Obr. 8: Alighment pro ziskané sekvence genu DD44 pro S. latifolia.

Rozdil mezi sekvenci je znazornén pomoci barevného zvyraznéni nukleotidii.
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5.2.2 Vyhodnoceni referen¢nich geni

Data ziskana pomoci RT-PCR pro referen¢ni geny byla zpracovana programu Ge-
Norm a byly zjistény nejstabilngj$i geny. Hodnoty byly znazornény pomoci grafu
(Obr. 9). Pro dalsi analyzy byly pouzity ,,housekeeping* geny pro tubulin (TUB) a ribozo-
malni podjednotku 18S (18S). Geny GADPH, Actin a ELF byly vyhodnoceny jako nedo-
statecn¢ stabilni a nebyly pouzity jako vnitini kontrola.

2,2

2

PRUMERNA STABILITA EXPRESE M
= = = =
[N ~ > re)) 0

o
[

GADPH ACTIN ELF TUB

18S
<:::: NEJMENE STABILN{ GENY NEJVICE STABILNI GENY ::::>

Obr. 9: Primérna stabilita exprese studovanych referencnich genii
Hodnota M (priimérna stabilita exprese) byla vypocitana programem GeNorm ze zada-

evvr

vybrany geny TUB a 18S, dalsi geny nevykazovaly dostatecnou stabilitu a nebyly dale
pouczity.

5.2.3 Vyhodnoceni exprese studovanych gent v kvétu, poupéti a listu pro S. latifo-

liaa S. dioica

Kazdy gen byl podroben RT-PCR pro zjisténi exprese studovanych genti v jednotli-
vych ¢astech rostliny: kvétu, poupéti a listu. Pro lepsi piehlednost ziskanych vysledka
byly vytvoieny grafy pro kazdy gen (Obr. 10, 11, 12). V grafu jsou porovnany exprese
gend samc¢iho (X a Y alely) a samiciho (XX alely) pohlavi pro oba studované rostlinné

druhy a pro kazdou rostlinnou ¢ast.
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5.2.3.1 Exprese genu DD44

Exprese genu DD44 u obou druhti pro sam¢i a samiéi pohlavi ve tfech castech rostliny
(kvét, poupé, list) je vyjadiena v grafu (Obr. 10).
Byly srovnany exprese v jednotlivych ¢astech rostlin pro samc¢i a samici pohlavi

(Tab. 18).
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Obr. 10: Porovnani exprese genu DD44 pro S. latifolia a S. dioca, pro samci a samici
pohlavi ve studovanych castech rostlin. Pismena znazornuji podobnost mezi jednotlivymi
expresnimi stavy.

Tab. 18: Porovnani expresnich rozdilu genu DD44 ve studovanych castech rostlin (kvet,

list, poupé)

Cast rostliny S. dioica | Cast rostliny S. latifolia | Rozdil v expresi

Sam¢i kvét Sam¢i kvét Vyssi exprese S. latifolia
Samici kvét Samici kvét Vyssi exprese S. dioica
Samci poupé Samci poupé Vyssi exprese S. latifolia
Samici poupé Samici poupé Statisticky nepriikazny rozdil
Sam¢i list Samc¢i list Statisticky neprikazny rozdil
Samici list Samici list Vyssi exprese S. latifolia
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Byla srovnana exprese genu DD44 pro studované Casti rostlin mezi pohlavimi (Tab. 19).

Tab. 19: Porovnani exprese genu DD44 v kvétu, poupéti a listu mezi pohlavimi

Sam¢i ¢ast rostliny Samici ¢ast rostliny | Exprese

S. dioica - kvét S. dioica - kvét Vyssi exprese v samic¢im kvétu
S. latifolia - kvét S. latifolia - kvét Vyssi exprese v saméim kvétu

S. dioica - poupé S. dioica - poupé Vyssi exprese v sami¢im poupéti
S. latifolia - poupé S. latifolia - poupé Vyssi exprese v sam¢im kvétu

S. dioica - list S. dioica - list Statisticky neprikazny rozdil

S. latifolia - list S. latifolia - list Vyssi exprese v sami¢im kvétu

5.2.3.2 Exprese genu SI3

Exprese genu SI3 u obou druhti pro sam¢i a samici pohlavi ve tfech ¢astech rostliny (kvét,
poupé, list) je vyjadiena v grafu (Obr. 11).
Byly srovnany exprese v jednotlivych ¢astech rostlin pro sam¢i a samiéi pohlavi

U obou druhi (Tab. 20).
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Obr. 11: Porovnani exprese genu SI3 pro S. latifolia a S. dioca, pro samci a samici po-
hlavi ve studovanych castech rostlin. Pismena zndazornuji podobnost mezi jednotlivymi

expresnimi stavy.
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Tab. 20: Porovndani expresnich rozdilii genu SI3 ve studovanych castech rostlin (kvet, list,

poupé)

Cast rostliny S. dioica

Cast rostliny S. latifolia

Rozdil v expresi

Samdi kvét

Samc¢i kvét

Vyssi exprese S. latifolia

Samiéi kvét

Samici kveét

Vyssi exprese S. dioica

Samci poupé

Samci poupé

Statisticky neprikazny rozdil

Samici poupé

Samici poupé

Vyssi exprese S. latifolia

Sam¢i list

Samci list

Vyssi exprese S. latifolia

Samidi list

Sami¢i list

Statisticky nepriikazny rozdil

Byla srovnana exprese genu SI3 pro studované ¢asti rostlin mezi pohlavimi (Tab. 21).

Tab. 21: Porovnani exprese genu SI13 V kvétu, poupéti a listu mezi pohlavimi

Sam¢i ¢ast rostliny

Samici ¢ast rostliny

Exprese

S. dioica - kvét

S. dioica - kvét

Vyssi exprese v samic¢im kvétu

S. latifolia - kvét

S. latifolia - kvét

Vyssi exprese v sam¢im kvétu

S. dioica - poupé

S. dioica - poupé

Vyssi exprese v sami¢im poupéti

S. latifolia - poupé

S. latifolia - poupé

Statisticky neprikazny rozdil

S. dioica - list

S. dioica - list

Statisticky neprukazny rozdil

S. latifolia - list

S. latifolia - list

Statisticky neprukazny rozdil
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5.2.3.3 Exprese genu SI7

Exprese genu SI7 u obou druhti pro sam¢i a samici pohlavi ve tfech ¢astech rostliny (kvét,
poupg, list) je vyjadiena v grafu (Obr. 12).
Byly srovnany exprese v jednotlivych ¢astech rostlin pro samc¢i a samici pohlavi

u obou druhi (Tab. 22).
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Obr. 12: Porovnani exprese genu SI7 pro S. latifolia a S. dioca, pro samci a samici po-
hlavi ve studovanych castech rostlin. Pismena znazornuji podobnost mezi jednotlivymi

expresnimi stavy.
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Tab. 22: Porovnani expresnich rozdilii genu SI7 ve studovanych castech rostlin (kvet, list,

poupé)

Cast rostliny S. dioica

Cast rostliny S. latifolia

Rozdil v expresi

Samdi kvét

Samc¢i kvét

Vyssi exprese S. latifolia

Samiéi kvét

Samiéi kvét

Statisticky neprtikazny rozdil

Samci poupé

Samci poupé

Statisticky neprikazny rozdil

Samici poupé

Samici poupé

Vyssi exprese S. latifolia

Sam¢i list

Samci list

Statisticky neprtikazny rozdil

Samidi list

Sami¢i list

Vyssi exprese S. latifolia

Byla srovnana exprese genu SI7 pro studované ¢asti rostlin mezi pohlavimi (Tab. 23).

Tab. 23: Porovnani exprese genu SI7 V kvétu, poupéti a listu mezi pohlavimi

Sam¢i ¢ast rostliny

Samici ¢ast rostliny

EXxprese

S. dioica - kvét

S. dioica - kvét

Vyssi exprese v sam¢im kvétu

S. latifolia - kvét

S. latifolia - kvét

Vyssi exprese v sam¢im kvétu

S. dioica - poupé

S. dioica - poupé

Vyssi exprese v saméim poupéti

S. latifolia - poupé

S. latifolia - poupé

Statisticky neprukazny rozdil

S. dioica - list

S. dioica - list

Vyssi exprese v sam¢im listu

S. latifolia - list

S. latifolia - list

Statisticky neprikazny rozdil
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524 HRM

Studované geny byly podrobeny High Resolution Melt (HRM) analyze. Jako refe-
rencni byly pouzity vzorky se zndamym pomérem samci (Y) a samici (X) alely (viz Mate-
ridl a metody). Oproti t€émto vzorkiim bylo zjisténo procentualni zastoupeni exprese X

k'Y alele v jednotlivych ¢astech rostlin.

5.24.1 HRM pro DD44

Ze ziskanych dat z HRM analyzy byla zvolena standardni k¥ivka tani pro bod Tm
50% (teplota kdy je denaturovano 50 % cDNA ve vzorku) a zjisténa fluorescence jednot-
livych vzorkt (Obr. 13). Byl vytvoren graf a ziskana rovnice regrese (Obr. 14) a na za-
Klad¢ této rovnice bylo dopoéitan procentudlni pomér zastoupeni X a Y alely (Tab. 24

a 25).
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Obr. 13: Data ziskana metodou HRM pro gen DD44 S. latifolia
Na zdklade ruzného zastoupeni bazi se lisil tvar kiivky pro jednotlivé vzorky. Standartni

krivka tani byla stanovena pro teplotu 83,2 °C.
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Obr. 14: Graf pro referencni vzorky pro gen DD44 S. latifolia
Z tohoto grafu byla ziskana rovnice regrese, podle které bylo po té dopocitino

procentualni zastoupeni exprese X a Y alely.

Tab. 24: Prepocet normované fluorescence na procentudlni pomér exprese X:Y pro gen

DD44 S. latifolia

Vzorek Normovana fluorescence Exprese X:Y (%)
100 % XY 49,17796 99,68514
75 % X:Y 41,11419 69,83038
50 % X:Y 36,2786 51,92744
25 % XY 32,5017 37,94411
0% X:Y 19,72055 -9,37598
Kvét 21,23562 -3,76669
Poupé 25,07148 10,43497
List 26,21971 14,68607

Pro gen DD44 S. latifolia a ostatni geny byla pouzita stejna metodika. Dale budou proto

uvedeny pouze tabulky s vyslednym procentualnim pomérem exprese X a Y alely.
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Tab. 25: Prepocet normované fluorescence na procentudlni pomér exprese X:Y pro gen

DD44 S. dioica.

Vzorek Normovana fluorescence Exprese X:Y (%)
100 % X:Y 71,35154294 102,2693753

75 % X:Y 69,45009729 92,29327015

50 % XY 65,41980113 71,14795978

0% XY 50,02577016 -9,618204834
Kvét 68,37832877 86,67014047
Poupé 69,05780723 90,23508514

List 66,28040536 75,66319707

Pro porovnani exprese mezi druhy pro jednotlivé ¢asti rostlin byl vytvotren graf (Obr. 15).
Byla zjisténa vyrazné vyssi exprese samici alely (X alela) genu DD44 ve vSech studova-

nych ¢astech rostlin S. dioica oproti S. latifolia.
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Obr. 15: Porovnani exprese X a Y alely genu DD44 v kvétu, poupéti a listu S. latifolia

a S. dioica
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5.2.4.2 HRM pro gen SI3

Ze ziskanych dat z HRM analyzy byla zvolena standartni kiivka tani pro bod Tm 50%
(teplota kdy je denaturovéano 50 % cDNA ve vzorku) a zjisténa fluorescence jednotlivych
vzorkl. Byl vytvoren graf a ziskéna rovnice regrese a na zaklad¢ této rovnice bylo dopo-
¢itan procentualni pomér zastoupeni X a Y alely (Tab. 26 a 27).

Tab. 26: Prepocet normované fluorescence na procentualni pomer exprese X:Y pro gen

SI3 S. latifolia.

Vzorek Normovana fluorescence Exprese X:Y (%)
100 % X:Y 54,02136663 100,6755449

75 % X:Y 45,84134158 73,0962292

50 % X:Y 32,43934557 27,91080771

0% X:Y 23,65310262 -1,71239846

Kvét 28,77009291 15,53976033
Poupé 30,11842567 20,08572378

List 26,43876832 7,679596505

Tab. 27: Prepocet normované fluorescence na procentudlni pomeér exprese X:Y pro gen

SI3 S. dioica.

Vzorek Normovana fluorescence Exprese X:Y (%)
100 % XY 41,75471124 109,3575792

75 % XY 21,2121671 33,63865498

50 % X:Y 17,58584434 20,27218703

0% XY 15,26736015 11,72635516
Kvét 24,95687607 52,5585106
Poupé 26,52019398 90,23508514

List 21,65206297 46,79618879

Pro porovnani exprese mezi druhy pro jednotlivé ¢asti rostlin byl vytvoren graf (Obr.

16). Byla zjiSténa vyssi exprese samici alely (X alela) genu DD44 ve vSech studovanych

¢astech rostlin S. dioica oproti S. latifolia.
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Obr. 16: Porovnadni exprese X a Y alely genu SI3 v kvétu, poupéti a listu S. latifolia
a S. dioica

5.2.4.3 HRM pro gen SI7

Ze ziskanych dat z HRM analyzy byla zvolena standartni kiivka tani pro bod Tm 50%
(teplota kdy je denaturovano 50 % cDNA ve vzorku) a zji§téna fluorescence jednotlivych
vzorki. Byl vytvofen graf a ziskana rovnice regrese a na zdkladé této rovnice bylo dopo-
¢itan procentualni pomér zastoupeni X a Y alely (Tab. 28 a 29).

Tab. 28: Prepocet normované fluorescence na procentudlni pomér exprese X:Y pro gen

SI7 S. latifolia.

Vzorek Normovana fluorescence Exprese X:Y (%)
100 % X:Y 11,58029357 101,4526568

75 % X:Y 18,07095601 71,00864913

50 % X:Y 21,90420556 53,02905458

0% XY 33,32170411 -0,523940464
Kvét 21,67492213 45,89550717
Poupé 21,55772077 45,65015045

List 21,62261208 45,34578224
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Tab. 29: Prepocet normované fluorescence na procentudlni pomér exprese X:Y pro gen

SI7 S. dioica.

Vzorek Normovana fluorescence Exprese X:Y (%)
100 % X:Y 63,318685 96,81468318
75 % X:Y 58,71025794 81,99182355
50 % XY 38,45888227 16,85391532
0% XY 34,57719394 4,368587786
Kvét 42,95310629 31,30944449
Poupé 48,41240576 48,78828291
List 36,7589245 11,38605499

Pro porovnani exprese mezi druhy pro jednotlivé ¢asti rostlin byl vytvofen graf
(Obr. 17). Byla zjisténa nizsi exprese samici alely (X alela) genu SI7 ve vSech studova-

nych ¢astech rostlin S. dioica oproti S. latifolia.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Kvét S. Kvét S. Poupé S.  Poupé S. List S. List S.
latifolia dioica latifolia dioica latifolia dioica

m X alela mY alela

Obr. 17: Porovnani exprese X a Y alely genu SI7 v kvétu, poupéti a listu S. latifolia

a S. dioica
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5.3 FISH

5.3.1 Vyhodnoceni techniky FISH pro S. latifolia a S. dioica

Pomoci ,,low copy* FISH techniky byly lokalizovany geny DD44, S13 a S17 na pohlav-
nich chromozomech S. latifolia a S. dioica. Pro gen SI3 je pro piiklad uveden cely kary-

otyp. Pro piehlednost jsou dale uvedeny pouze chromozomy X a 'Y (Obr. 20).

Obr. 18: Lokalizace genu SI3 na chromozomech S. latifolia U16.

Chromozomy obarvené v DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole)(a). Referencni subtelo-
mericka sonda X43.1 znacena Atto488 (SpectrumGreen) (b). Gen SI3 byl znacen Cyanin3
a signdl byl findlné amplifikovan Cy3-HRP konjugovanou protilatkou pomoci Tyr-FISH
(c). MéFitko reprezentuje 10 um.
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Obr. 20: Lokalizace genii SI3, DD44 a SI7 na pohlavnich chromozomech S. dioica a S. la-
tifolia

(@) Y a X chromozom S. latifolia. (b) Y a X chromozom S. dioica. Jednotlivé geny byly
znaceny Cyanin3 fluochromem a signdl byl finalne amplifikovan Cy3-HRP konjugova-
nou protilatkou pomoci Tyr-FISH. Referencni subtelomericka sonda X43.1 byla znacena
Atto488 (SpectrumGreen). Chromozomy jsou obarvené v DAPI (4',6-diamidino-2-pheny-
lindole). Cervené je zndzornén studovany gen, zelené referencni repetice v telomerické

oblasti x.43.1. MéFitko reprezentuje 10 um.
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5.3.2 Srovnani fyzikalnich map S. latifolia a S. dioica

Na zaklad¢ ziskanych vysledkii pomoci techniky FISH byly vytvoteny fyzikalni mapy
pro S. latifolia a S. dioica (Obr. 20) a porovnany rozdily v lokalizaci studovanych gent
mezi druhy. Gen DD44 se vyskytuje v pseudoautozomalni oblasti na p raménku chro-
mozmu u S. latifolia, zatimco u S. dioica je lokalizovan na q raminku bliZe telomeram.
Gen SI3 je lokalizovan na q raménku u S. latifolia, ale u S. dioica je lokalizovan na p ra-
ménku. Gen SI7 se u S. latifolia vyskytuje na p raménku v tésné blizkosti genu DD44,

u S. dioica je také lokalizovan na p raménku ovSem v jiné ¢asti.

X X43.1 Y X X43.1 Y

DD44
PAR s }PAR PAR i3 [FOR.

S17
S13
DD44
X43.1 X431
S. latifolia S. dioica

Obr. 20: Porovnani fyzikalnich map pro S. latifolia a S. dioica
Cervené jsou zndzornény studované geny DD44, SI3 a S17. Zelené jsou oznaceny repetice
slouzici jako referencni sonda X. 43. 1. Tmavé modrou barvou jsou oznaceny centromery.

PAR oznacuje pseudoautozomdlni oblast.
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6 DISKUZE

V této praci bylo cilem identifikovat geny vazané na pohlavi v rostliné S. dioica, které
byly jiz dfive popsany u S. latifolia. Dale byly studované geny podrobeny expresnim ana-

lyzam a vizualizovany pomoci metodiky ,,Jlow-copy FISH®.

6.1 Identifikace BAC klont geni DD44, SI3, SI7 pro S. dioica

Pomoci prochazeni BAC knihovny byl ziskan pouze jeden BAC klon. Tato nepfizniva
situace mohla nastat z n¢kolika dtivoda. Jednim z nich je, Ze knihovna nebyla dostate¢né
velka. Je velmi obtizné vytvofit takovou BAC knihovnu, ktera by pokryvala 100% gene-
tické informace pro cely genom studovaného druhu. Z tohoto divodu je mozné, ze orto-
logni geny pro pouzité sondy nebyly v knihovné pfitomny. Moznym divodem je,
ze vzhledem k evolu¢nimu stadiu pohlavnich chromozomt, kdy se predpoklada vyssi vy-
skyt heterochromatinu a repetic, mohla byt zhorSena moznost klonovani téchto oblasti.
Tento diivod by vysvétloval predevsim nenalezeni samcich alel. Dalsi moznosti byla ne-
dostate¢na optimalizace screeningu BAC knihovny. Optimalizace metody ovSem nebyla
predmétem této diplomové prace. Pro budouci analyzy by bylo mozné se pokusit metodu
optimalizovat. Nami pouzity postup je standardizovan a pouzivany v mnoha jinych labo-
ratofich. Vzhledem k rozvoji sekvenacnich technik se jevi jako pravdépodobnéjsi moz-
nost vyuziti nékterych novych technologii, napt. Oxford Nanopore. Tato technologie je
vhodna pro ziskani dlouhych sekvenci, které by pak bylo mozZzné porovnat se sekvencemi
ze S. dioica a identifikovat tak dané geny in silico. Tato technologie se jevi jako pravdé-

podobna pro nahrazeni BAC knihoven u druhu S. latifolia a S. dioica.

6.2 Expresni analyzy DD44, SI3, SI7

Vybrané geny byly analyzovany pomoci metod RT-PCR a HRM. Na zaklad¢ dat zis-
kanych z téchto analyz byla porovnana exprese geni DD44, SI3 a SL7 mezi druhy S. di-
oicaas. latifolia a mezi jednotlivymi pohlavimi. Po té byla rozliSena exprese X a Y alely
v sam¢ich rostlinach obou druht.

Mira exprese genu DD44 byla zjisténa vyssi v sam¢éim kvétu a poupéti u S. latifolia,
zatimco v S. dioica byla mira exprese vyssi v samic¢im kvétu. Exprese v sami¢im poupéti

a sam¢im listu neméla statisticky prikazny rozdil. V porovnani samciho a samiciho po-
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hlavi, bylo zjisténo, Ze u S. dioica je exprese vyssi v samicich kvétech a poupatech, za-
timco v listu nebyl statisticky rozdil. Oproti tomu v S. latifolii vykazoval gen DD44 vyssi
expresi v samc¢ich kvétech a poupatech a v samic¢im listu. Exprese genu DD44 byla stu-
dovana v praci MOORE et al. (2003) pro S. latifolia. V této studii bylo zjisténo, ze ex-
prese neni specificka pro rostlinné organy. Byla vyslovena hypotéza, ze gen DD44 plni
funkci ,,housekeeping™ genu a je potieba pro spravny vyvoj celé rostliny. Nase vysledky
vSak nasvédcuji tomu, Ze gen DD44 je specificky exprimovan pro kvét, poupé a list, stejné
tak pro samci a samici pohlavi a rozdily jsou detekovany i mezi studovanymi druhy.

Z vysledkit HRM analyzy bylo, zjisténo, ze v rostlin€ S. dioica je vyrazné vyssi ex-
prese X alely oproti Y alele, zatimco v S. latifolii je situace opa¢na. Prestoze jsou morfo-
logicky kvéty kromé barvy témét identické v saméich kvétech S. dioica lze obcas najit
utvary podobné samic¢im pestikiim (VAN NIGTEVECHT, 1966). To by mohlo naznaco-
vat rozdily na urovni transkripce a stejné tak to, ze S. dioica je v mlad$im evolu¢nim
stadiu. Vysledky u S. latifolia naznacuji, Zze pro gen DD44 vznikla pravdépodobné uni-
katni specializace na chromozomu Y a proto je exprimovana pfevazné Y alela. Lze tedy
fici, Ze se oba druhy vydaly odlisnou evolu¢ni cestou. V praci MARAISE et al. (2007)
byla zjisténa vyssi exprese X alely u S. latifolia. Jednim z divodu odlisnych vysledkt
muze i byt to, Ze v této praci ve srovnani s MARAISE et al. (2007) byla pouzita jina
populace studovanych rostlin. To by naznacovalo, Ze dynamika evoluce pohlavnich chro-
mozom je mnohem vyssi, neZ samotna evoluce celého genomu.

Obdobné¢ tak pro gen SI3 bylo zjisténo, ze u rostliny S. dioica byla ve vsech rostlin-
nych ¢astech vyssi exprese X alely oproti S. latifolia. Zde vsak neni rozdil mezi expresi
X a Y alely tak markantni jako u genu DD44. Oproti tomu exprese Y alely ve vSech
Castech rostliny S. latifolia je podobné vysoka jako u genu DD44. Gen SI3 byl také stu-
dovan v praci MARALISE et al. (2007), a tyto vysledky naznacuji opacny expresni pomér
nez u vysledki ziskanych v této praci.

Oproti tomu vysledky ziskané pro gen SI7 ukazuji, ze exprese X alely u S. dioica je
niz$i nez exprese Y alely. Oproti tomu exprese X a Y alely v S. latifolia je velmi podobna.
V praci MARAISE et al. (2007) byla detekovana vyssi exprese X alely genu SI7 oproti
Y alele.
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Praci, které by se zabyvaly expresnimi analyzami mezi témito dvéma druhy je velmi
malo. V soucasnosti jsou studie zalozeny pfedev$im na masivnim sekvenovani. NaSe stu-
die naznacuje, Ze tyto studie odvozené od RNA-Seq analyz by mély byt vzdy potvrzeny

detailn¢jSimi analyzami na urovni jednotlivych gent.

6.3 FISH

Ze ziskanych dat techniky FISH byla vytvofena fyzicka mapa pro gen DD44, SI3
a SI7 pro oba studované rostlinné druhy. Gen DD44 je u S. latifolia lokalizovan na p ra-
ménku V té€sné blizkosti telomer, zatimco u S. dioica na q raménku X a Y chromozomu.
Gen SI3 je lokalizovan u S. latifolia na q raménku a u S. dioica na p raménku X a Y
chromozomu. Gen SI7 je lokalizovan u S. latifolia na p raménku v tésné blizkosti genu
DD44 a telomer. U S. dioica je lokalizovan také na p raménku chromozomu, ale blize
centromete oproti S. latifolia.

Fyzicka mapa S. latioflia byla srovnana s genetickou mapou pro S. latifolia, ziskanou
z prace BLAVET et al. (2015). Lokalizace gent je v obou mapach rozdilna. Genomicka
mapa byla vytvofena pomoci sekvenaci BAC klonii. Tato metoda neni pfili$ presna, pies-
néjsi metoda byla publikovana v praci KAZAMA et al. (2016), ktera je zalozena na ma-
povani dele¢nich mutanti. Ov§em v praci KAZAMA et al. (2016) byla testovana jina
populace nez v této praci. V praci HOWEL et al. (2010) byla zjisténa rozdilna lokalizace
genli mezi jednotlivymi populacemi a proto by bylo vhodné pro dal$i prace vyuZzivat
stejné populace.

Pro S. dioica dosud neexistuje zadna fyzicka ani geneticka mapa. Fyzicka mapa uve-
dena v této praci je prvni mapou pro S dioica viibec, proto jsou tyto vysledky unikatni.

V porovnani s fyzikalni mapou S. latifolia pravdépodobné doslo k rozdilnym evoluc-
nim procestim na pohlavnich chromozomech. Pro dalsi préaci by bylo dobré pouzit dalsi

v

»low-copy“ sekvence pro presnéjsi identifikaci evoluénich procest.
Na zékladé ziskanych vysledkt Ize fici, Ze aCkoli jsou si rostliny na morfologické

urovni velmi podobné, studie na molekularni Grovni ukézaly velké rozdily mezi obéma

druhy.
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7 ZAVER

S. latifolia a S. dioica nabizeji jedine¢nou moznost studovat evoluci a vznik pohlav-
nich chromozomi u blizce ptibuznych druhli v ramci jednoho druhu. Podobnost téchto
dvou rostlin Ize prirovnat k podobnosti ¢lovéka a Simpanze. Diky ranému stadiu evoluce
jejich pohlavnich chromozomu jsou idealnimi modely pro studium evoluce dvoudomosti
a pohlavnich chromozomi. Mezi mnoha studiemi zalozenych na masivnim sekvenovani,
pfinasi podrobna analyzy jednotlivych genti novy nahled na tuto problematiku.

V této praci byly studovany geny vazané na pohlavi DD44, SI3 a SI7. Tyto geny byly
relativné nedavno popsany u S. latifolia. Byla analyzovana jejich exprese v kvétu, poupéti
a listu pro kazdé pohlavi u obou druht.. Byla také rozliSena exprese X a Y alely v sam¢ich
rostlinach pro oba druhy. Ackoli jsou rostliny morfologicky téméf totozné, 1isi se hlavné
Vv barvé kvétu. Analyza na molekularni Grovni piinesla zajimavé vysledky z hlediska ex-
prese gend a vyuziti kratkych sekvenci pro mapovani studovanych druhti. Exprese alel X
a 'Y v kvétu, poupéti a listu se mezi studovanymi rostlinami liSila. Da se tedy usuzovat,
ze pro obé rostliny existuji rozdilné evolu¢ni procesy. Na zdklad¢ srovnani s vysledky
s ostatnimi pracemi se da usuzovat, Ze vyznamné rozdily mohou byt i mezi populacemi
téhoz druhu. Tato prace je prvni, ktera se zabyva expresnimi analyzami gent u S. dioica
a vysledky zde uvedené jsou jedinecné.

Studované geny byly rovnéz lokalizovany technikou Tyr-FISH. Na zakladé ziska-
nych vysledki byla vytvotfena fyzicka mapa pro studované geny. Srovnani fyzickych map
S. latifolia a S. dioica ukazuji rozdilné evolu¢ni procesy na obou chromozomech. Zaroven
byla vytvofena vubec prvni fyzickd mapa pro S. dioica. Fyzicka mapa S. latifolia byla
porovnana s genetickou mapou pro S. latifolia. Geneticka mapa se ukazala jako nepfilis
presna jak bylo ukazano pro ostatni druhy jako napf. jeémen, kde rozdilnost mezi gene-
tickou a fyzickou mapou muze byt az 60%. To nasvéd¢uje tomu, ze nelze studovat geny
jen za pouziti sekvenc¢nich dat.

Prace pfinesla zcela nové a unikatni vysledky v oblasti evoluce pohlavnich chromo-

zomu a studia gent vdzanych na pohlavi. Otevira tak mnoho moznosti pro dalsi studium.
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10 SEZNAM ZKRATEK

ATP adenosintrifostat

BAC Bacteria artificial chromosome (umély bakterialni chromozom)
BB binding buffer

bp base pairs (pary bazi)

cDNA complementary DNA (komplementarni DNA)

Cy3 Indocarbocyanine

Cy3-HRP  Indocarbocyanine- Horseradish Peroxidase

DAPI 4' 6-Diamidin-2-fenylindol

DNA deoxyribonucleic acid (kyselina deoxyribonukleovd)

dNTPs dinukleotidy

E/E etanol/éter

EB extraction buffer (extrakéni pufr)

EDTA kyselina ethylendiaminotatraoctova

EXO I Exonuclease | E. coli

FISH fluorescen¢ni in situ hybridizace

HRM High melt resolution - vysokorozliSovaci analyza kiivek tani

MSY male specific region on the Y chromosome (oblast specificka pro samce

na 'Y chromozomu)

NCBI National Center for Biotechnology Information

LB Luria-Bertani médium

PCR Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
RNA ribonucleic acid (kyselina ribonukleovd)

RPM Revolutions per minute (ota¢ky za minutu)

RT-PCR Real-time PCR (PCR v realném case)

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

SDS sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny)

SG Spectrum Green

SSC saline-sodium citrate buffer (solno-citratovy pufr)

SNP single nucleotid polymorfism (jednokleotidovy polymorfismus)
STARC-C Silene Tandem Array Centromere

TAE Tris-acetat + EDTA pufr
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TE

Tm
Tyr-FISH
uv
UV-VIS

transponovatelny element

Teplota tani

Tyramidova fluorescen¢ni in situ hybridizace
Ultrafialové zateni

Ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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