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Souhrn:

Tato bakalafska prace snazvem ,Hrach jako model pro studium molekularnich
mechanismt jaderné cytoplasmatického konfliktu jako procesu speciace u rostlin“ se
sklada ze dvou hlavnich ¢asti, a to teoretické reSerse a praktické ¢asti. Teoreticka reSerse se
zaméfuje se na speciaci rostlin, konkrétnéji na prezygotické a postzygotické reprodukéni
bariéry, roli jadern¢ cytoplasmatické inkompatibility ve speciaci a vyuziti hrachu (Pisum
spp.) jakozto modelu pro studium inkompatibility.

Cilem praktické ¢asti této prace byla analyza konkrétnich forem genti accD a Bccp3
asociovanych s inkompatibilitou u vybranych linii planého hrachu (Pisum sativum sp.
elatisu) z jihovychodniho Turecka. V praktické c¢asti byly vyuzity znalosti botaniky,
metody molekulrni genetiky a bioinformatické analyzy.



Summary:

This bachelor thesis titled ,,Pea as model to study molecular mechanisms of nucleo-
cytoplasmic conflict as a plant speciatian proces™ is divided into two distinct parts, the
theoretical research and the practical part. The theoretical research focuses on plant
speciation, with emphasis on the prezygotic and postzygotic reproductive bariers, the role
of nucleo-cytoplasmic inkompatibility in speciation and the use of pea (Pisum spp.) as a
model for study of the inkompatibility.

The aim of the practical part was to analyze specific forms of accD and Bccp3 genes
associated with incompatibility in selected wild pea (Pisum sativum sp. elatius) lines from
southeast turkey. In practical research, knowledge of botany, methods of molecular

genetics and bioinformatic analysis were used.
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Cile Prace

Teoreticka ¢ast: Cilem teoretické Casti bakalatfské prace bylo sestavit literarni reSerSe na
téma jaderné-cytoplasmatickeé inkompatibility u rostlin.

Prakticka ¢ast: Cilem praktické Casti bakalafské prace bylo provést sekvenacni analyzy
vybranych linii hrachu (Pisum sp.) pro jaderné i chloroplastové geny zodpovidajici za
jaderné-cytoplasmatickou inkompatibilitu.



1. Uvod

Speciace je proces, pii kterém dochazi ke vzniku novych biologickych druht.
Definovat a diskrétn¢ urcit biologicky druh miize byt vSak znacné obtizné, jelikoz, zejména
u rostlin existuji kromé klasickych reprodukéné izolovanych linii také interspecificti
hybridi, klonalni a apomiktické komplexy, polyploidni linie aj. Na zakladni Urovni
rozliSujeme dle mechanismu ptsobeni speciaci alopatrickou, sympatrickou a peripatrickou
(Flegr, 2005). O speciaci alopatrickou se jedna v ptipadé¢, ze dojde k rozdéleni piivodniho
arealu druhu zpravidla geografickou bariérou, ¢imz dojde k omezeni migrace mezi takto
vzniklymi populacemi a vlivem genetického driftu k hromadéni zmén a vysledné
diverzifikaci. Sympatrickd speciace, na rozdil od speciace alopatrické nevyzaduje
pfitomnost geografické bariéry, jedna se o vznik novych druhlt z druhu piivodniho ve
stejném arealu vyskytu vlivem rozdilné adaptace ¢asti populace, napt. na jiného opylovace.
Peripatrickou speciaci mizeme pozorovat, dojde-li k rozdéleni ptivodniho arealu druhu na
veétsi mnozstvi izolovanych populaci, které rychle prochdzeji zménami, piikladem
peripatrické speciace je napi. adaptivni radiace rodu Argyroxyphium, ¢eledi Asteraceae.
Tento rod se sklada z cca 50 popsanych druhii endemickych na havajskych ostrovech.
Vsechny tyto druhy, a¢ mnohdy vyrazné morfologicky odlisné, jsou si velmi blizce
ptibuzné a maji pravdépodobné jedinou spolecnou ancestralni linii. (Riesberg et Willis,

2007; Kepler,1998)

Dle Darwinovy teorie evoluce, byl hlavnim hybatelem speciace ptirodni vybér, tedy
selekce podminéna prostiedim a kompetici a reprodukéni bariéry byly pouze jakymsi
vedlejSim produktem ¢i privodnim jevem speciace (Kutschera et Niklas, 2004). Az
Dobzhansky a Mayr rozpoznali, ze evolu¢ni bariéry, které brani toku genli mezi
populacemi, u kterych dochazelo k volnému kfiZeni, jsou jak u Zivoc¢isSnych druhd, tak u
rostlinnych jednim z kli¢ovych procesti speciace. Samy reprodukéni bariéry, c¢i
reprodukéni izolaéni mechanismy (Dale v textu RIM) netvoii genetickou variabilitu a
nejsou hlavnim hybnou silou diversifikace, t€émi jsou geneticky drift a selekce, zptisobuji
ale akumulaci genetickych rozdili mezi populacemi a posiluji dalsi diverzifikaci téchto
linii, coz ve vysledku vede k posileni ur¢itych adaptivnich znakt a k vysledné speciaci.
RIM c¢asto pisobi mechanismem FEED-BACK LOOP (Flegr, 2005) kdy i mala pocate¢ni

zmeéna Ci presnéji restrikce v migranim toku mezi populacemi miize vést ke hromadéni
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zmén a dal§imu snizovani migrac¢niho toku coz ve vysledku mtze vést k tplné reprodukéni
izolaci. U rostlin rozliSujeme celou Skalu téchto bariér s rozdilnymi principy funkce. Na
zékladni arovni rozliSujeme prezygotické a postzygotické reprodukéni bariéry, tedy
mechanismu branici vzniku hybridniho jedince pied a po vzniku samotné zygoty.
Prezygotické mechanismy je i rostlin tfeba rozliSovat na prepolinacni, které zpravidla brani
vzniku zygoty tim, Ze nedochazi ke styku pohlavnich bunék, tj pylové zrno se nedostane do
styku se sami¢im pohlavnim organem rostliny a postpolinacni mechanismy, kdy dochazi
k opyleni, ale nedochazi ke splynuti pohlavnich bun¢k, v tomto piipadé generativni buiky
pylového zrna a vajeéné buiiky (Flegr, 2005). Castou prezygotickou bariérou, kterou lze

bézné pozorovat je ekogeograficka izolace.

wewr

Obr. ¢. 1: Schéma Kklasifikace zakladnich vnéjSich a vnitinich reprodukéné izolaénich

barier
Reproduk¢éni bariéry
Vnéjsi Vnitini
Geografické izolace ~ Temporalni izolace Prezygotické Postzygotické

Morfologicka izolace
Postzygotické reprodukéni bariéry Letalita zygot

Letalita hybridt

Sterilita hybridt

Prezygotické reprodukéni bariéry Prostorova izolace
Casova izolace
Etologicka izolace

Hybridni rozpad
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2. Prezygotické a postzygotické reprodukcni bariéry

2. 1. Ekogeograficka izolace a dalsi prezygotické RIM

Ekogeograficka izolace, fadici se v kontextu pre-RIM mezi prepollinacni izola¢ni
mechanismy, je podminéna zménou prostiedi, ve kterém se dana populace vyskytuje.
Takovouto zménou miize byt kupiikladu vznik geografické prekdzky ¢i zména prostiedi
vlivem zmén klimatu ¢i jako nésledek ptirodni ¢i ekologické katastrofy. Vlivem rozdéleni
ptirozeného prostiedi populace, kuptikladu vlivem vzniku nové geografické prekazky,
jakou muze byt stavba dalnice, lidska aglomerace, vodni plocha ¢i skalni masiv, dojde

k omezeni genového toku mezi populacemi vlivem omezeni migrace (Flegr, 2005).

Dalsi dtlezitou prezygotickou bariérou je fenologicka izolace, kterou mizeme také
rozdélovat na izolaci mechanickou a Casovou, a ktera pusobi, maji-li i velmi blizce
pribuzné linie odlisnou dobu kveteni (Casova izolace) takze piestoZze obyvaji stejnou
ekologickou niku, nedochazi ke kontaktu pohlavnich bunék téchto linii, popfipadé maji-li
odlisnou kvétni morfologii (mechanickd izolace) vlivem adaptace na jiného opylovace
(Rieseberg et Willis, 2007). Vybornym ptikladem tohoto jevu jsou stromové orchideje
rodu Phalaenopsis ¢i Dendrobium, jelikoz se jedna o rody pochazejici z tropickych oblasti,
zejména pak z destnych a mlznych lest s velkou druhovou diverzitou moznych opylovact,
adaptovaly se rtzné linie té€chto rodii na rizné opylovace, coz zplsobilo rapidni
diferenciaci, co se tyCe celkové morfologie kvétu. Kvéty téchto orchideji, respektive kvéty
cca tretiny vSech druhti orchideji (30 000 druhti) jsou Casto deceptivni a neprodukuji
nektar, kterym by odmeénovaly opylovace. Lakaji je tedy tim, Ze napodobuji svym tvarem a
mnohdy, vlivem produkce specifickych latek napodobujicich feromony (jako je tomu
napiiklad u orchideje Dendrobium sinense, ktera produkuje analog feromonu vcely druhu
Vespa bicolor, ktery slouzi knaldkani trubc) i vini, samicky svych opylovact
(Brodmann, 2009).

Jelikoz se jedna o relativné spolehlivy druhové specificky mechanismus a Sance
zavle€eni pylu ciziho druhu orchideje stejnym opylovacem je mald, nevyvinuly se u velke
Casti téchto orchideji postzygotické bariéry, coz kuptikladu umoziuje Slechtitelim
orchideji péstovat velké mnozstvi hybridd i z morfologicky a geneticky relativné
vzdalenych linii. Tento mechanismus ma vsak 1 své podstatné nevyhody, jelikoz adaptace
na jednoho specifického opylovace muze ve vysledku vést ke zvySeni nachylnosti daného

druhu ke zménam prostiedi, jelikoz se stdva piimo zavislym na schopnosti svého
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opylovace témto zménam se prizpusobit (Rieseberg et Willis, 2007; Baack et al. 2015).

Mezi prezygotické RIM se tadi také postpollinacni bariéry, které plisobi jiz po
opyleni, tedy po nasednuti pylového zrna na bliznu, ale pted oplozenim (nejedna se tedy o
mechanismy postzygotické). Postpollina¢ni bariéry jsou dulezitou soucasti pylové self-
incompatibility kvetoucich rostlin. RozliSujeme gametofytickou (GSI) a sporofytickou
(SSI) self-incompatibilitu (Flegr, 2005).

2. 1. 1. Gametofyticka a sporofyticka self-incompatibilita
Pylova self-incompatibilita (dale v textu PSI) zajistuje, ze u rostliny nedojde

k samooplozeni. Na rozdil od vySe zminénych mechanismt tedy pusobi zejména proti
pohlavnim bunikdm daného jedince ¢i jedinct klonalnich, blizce ptibuznych ¢i nélezicich
do stejného apomiktického komplexu, a ne proti pohlavnim buiikdm jinych linii. Pylova
self-incompatibilita se vSak vyrazné podili na evoluci linii, zejména co se tyce introdukce
novych ¢i vzécnych alel a miize, vlivem genetického driftu, podpofit diverzifikaci a
vyslednou reprodukéni izolaci (Safafova et al. 2015). Sohledem na to, zdali za
inkompatibilitu pylu odpovidd genotyp pohlavni buiiky nebo genotyp rostliny (nesouci
sami¢i pohlavni organy) rozliSujeme self-incompatibilitu gametofytickou a sporofytickou
(dale v textu GSl a SSI).

GSI je vptirodé pozorovana napt. u celedi Solanaceae, Rosaceae, Liliaceae,
Poaceae, Ranunculaceae, Plantaginaceae aj. a je celkové rozsitengjsi, a¢ méné popsanou,
formou PSI prokazanou u vice neZ poloviny ¢eledi krytosemennych rostlin. Zdkladem GSI
je existence S lokusu (Self-incompatibility Locus), ktery je vysoce variabilni, tj. v populaci
existuje velké mnoZstvi alel tohoto lokusu. Inkompatibilita je v tomto pfipadé podminéna
jedinou alelou tohoto lokusu ptitomnou v genotypu pylového zrna, tj. pylové zrno je
kompatibilni, pokud mé& jakoukoli jinou alelu Slokusu, nez je ta ptitomna v genotypu
pestiku. Pokud ma tedy rostlina nesouci sami¢i pohlavni organy alely S1 a S2, pylova zrna

majici S1 nebo S2 nebudou kompatibilni (McCubbin et Kao, 2000).
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Obr. ¢. 2: Schéma kompatibility pylovych zrn a la¢ky na zakladé alely S lokusu
v pripadé gametofytické self-incompatibility

ﬂ P * Pylova zrna
Blizna

A B C

$1S2 $1S3 S3 54

Genotypy pestiku

Legenda: S1 — S4: alely S lokusu

Jak je patrné na schématu (Obr. ¢. 1), dojde k vykli¢eni pylového zrna i v ptipadé ze
neni kompatibilni (Obr. ¢. 1A), pfi ristu pylové lacky ¢nélkou vsak dojde ke kontaktu
s RNAsami rostliny kédovanymi S-lokusem, které jsou exprimovany v bunikach pletiva
¢nélky. Tyto RNAsy pronikaji do lacky pylového zrna kde, dojde k degradaci pylovych
RNA molekul, coz vede k zastaveni ristu pylové lacky. RNAsy produkované rostlinou
maji vysoce variabilni usek uréeny formou alely S-lokusu, coz vede k jejich vysoké
specificité. Kompatibilni pyl (Obr. ¢ 1B, C) exprimuje SCF protein, ktery iniciuje
degradaci rostlinnych Ras v proteasomu, coz umoziiuje pylové lacce dale rast smérem
K vaje¢né bunce. I v tomto ptipadé vsak mohou byt aktivni postzygotické RIM (McCubbin
et Kao, 2000).

SSI muzeme v ptirodé pozorovat napiiklad u celedi Brasicaceae, Asteraceae,
Betulaceae, Steruliaceae aj. a nejlépe byl tento mechanismus prozkouman prave na celedi
Brasicaceae. V tomto piipadé¢ zodpovida za rozpoznani a odmitnuti vlastniho pylu
diploidni genotyp sporofytu. | v tomto pfipadé je zakladem této interakce S lokus (jedna se
ve skutecnosti o shluk tii tésné provazanych lokusi a to S-Locus Glycoprotein, SLG,
koédujici podjednotku receptoru ptitomného v bunécné sténé bunck blizny, S-Receptor
Kinase, SRK, kodujici druhou podjednotku daného receptoru s kindzovou aktivitou, a S-
Locus Cystein-Rich protein, SCR, kodujici ligand pro stejny receptor exprimovany
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Vv pylové burice) ktery je, jak jiz bylo zminéno v souvislosti s GSI, vysoce polymorfni a
existuje ve velkém mnozstvi alel. Tyto alely se lisi diky specifickému hypervariabilnimu
regionu S receptoru (lze zde pozorovat analogii s hypervariabilnim Gsekem na molekule
protilatky) (McCubbin et Kao, 2000).

Obr. ¢. 3: Schéma kompatibility pylovych zrn a la¢ky na zakladé alely S lokusu
Vv pripadé sporofytické self-incompatibility

6 5 é ‘ Pylové zrna

Blizna

$1S2 §$1S3 S3 54

Genotypy pestiku

Legenda: S1 — S4: alely S lokusu

V tomto piipadé vykli¢i pylové zrno pouze v ptipadé, ma-li odlisnou alelu S lokusu,
nez je kterakoli z dvojice alel sporofytu. (Obr. ¢. 2C) Tedy Vv ptipadé, ze ma pylové zrno
alelu S1, a sporofyt rostliny alely S1S2 (Obr. ¢. 2A), pylové zrno vibec nevykli¢i, na
rozdil od inkompatibility gametofytické, kdy pylové zrno v ptipadé, Ze jeho alela je shodna
s jednou z alel rostliny sice vykli¢i, ale jeho rast je inhibovan. Bunky blizny exprimuji ve
své bunécné sténé v pripade, Ze maji alely S1S2 receptory pro SCR1 a SCR2 a v piipadé ze
dojde k aktivaci kteréhokoli z téchto receptoru, spusti podjednotka receptoru s kindzovou
aktivitou sérii reakci vedouci k inhibici interakce mezi bliznou a pylovym zrnem, které tak
nevzkli¢i. V ptipad¢, ze k aktivaci SCR receptori nedojde, pylové zrno vyklic¢i (McCubbin
et Kao, 2000).
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Kromé nejcastéji rozeznavanych GSI a SSI mechanismii PSI (také oznacovanych
jako mechanismy homomorfni self-incompatibility) existuje také Heteromorfni self-
incompatibilita. V tomto pfipadé vSak neni self-incompatibilita podminéna genomovou
interakci, ale kvétovou polymorfii a ma pravdépodobné odlisSny evolu¢ni pivod nez
homomorfni PSI. Heteromorfni self-incompatibilitu maZeme pozorovat napiiklad u
distylickych linii, tedy linii majicich dva kvétni morfotypy lisici se délkou ¢Enélky.
K oplozeni dojde pouze v piipadé, ze pyl pochazi z kvétu s jinym morfotypem. Kromé
téchto mechanismu PSI, existuji také krypticka self-incompatibilita (CSI), late-acting self-
incompatibilita (LSI) a jiné, které jsou ale malo rozSifené a nejsou tak detailné

prozkoumané jako GSI a SSI (Baack et al. 2015).

2. 2. Postzygotické RIM

vvvvvv

zivocicht, jelikoz je potieba brat v potaz také existenci tzv. ekotypu, tedy populaci
nalezicich ke stejnému druhu ale urcitym zplisobem adaptovanych na specificky habitat.

Dalsim dulezitym aspektem speciace rostlin je polyploidie (Baack et al. 2015).

Studium reprodukénich bariér je zatizeno také tim, Ze u vétSiny zkoumanych druhi
rostlin nejsou popsany ¢i brany v potaz vSechny reprodukéni bariéry. V soucasnosti se
klade mnohem vétSi dliraz na postzygotické reprodukéni bariéry nez na bariéry
prezygotické, jako je ekogeograficka izolace, které ale mohou v mnoha ptipadech (Lowry
et al. 2008) hrat pii reprodukéni izolaci dané linie vétsi roli nez prezygotické RIM, jako je
tomu napftiklad u orchideji rodu Chilloglottis, kdy se adaptace na rizné opylovace podili na
izolaci linii az z80 % a postzygotické izola¢ni bariéry maji vyrazn¢ slabsi ucinek
(Whitehead et Peakall, 2014). V mnoha piipadech je pfi studiu reprodukénich bariér také
preferovan urcity druh ¢i rod, pt. Mimus, Iris, coz zptisobuje abundanci dat o téchto liniich
ale nedostatek dat v Sir§im kontextu, coz ve vysledku vede k opakovanym analyzam dat
z relativné malé cilové skupiny. Nelze obecné tvrdit, Ze prezygotické RIM maji u vSech
linii silngjsi ucinek, jsou vsak z evolucniho hlediska vyhodnéjsi nez postzygotické RIM,
jelikoz jedinec nemusi investovat energii do samotného pohlavniho aktu a poptipadé
produkce potomki. Z tohoto hlediska jsou tedy prezygotické RIM vyhodnéjsi, jelikoz
eliminuji takovéto plytvani energii. Vznik prezygotickych RIM vSak muze byt pfimo
indukovan postzygotickymi RIM. Vznikne-li mezi uréitymi liniemi postzygoticka

reproduk¢éné izolacni bariéra, naptiklad vlivem mutace, vyskytem nové formy alely a
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inkompatibility na tGrovni geni (viz. C.1.), vznikd selekéni tlak na vytvoreni bariér
prezygotickych, v pfipad¢ rostlin zejména morfologickych ¢&i ekogeografickych bariér
(Baack et al. 2015).V piipadé vzniku téchto bariér ziska reprodukéné izolovana linie
vyhodu, jelikoz se snizi pravdépodobnost kiizeni s inkompatibilnimi jedinci, coz zvysi
celkovou fitness takto reprodukéné izolované linie. Tento jev je vysvétlovan modelem
posileni (Noor, 1999), ktery lze Gspésné aplikovat zejména na vznik reproduk¢nich bariér
pii alopatrické speciaci. V piipad¢, Ze v populaci jiz existuje geneticka variabilita
Vv preferenci pohlavnich partnerti, zejména vlivem sekundarniho styku dvou populaci, které
se po urcitou dobu vyvijely oddélené, ale doslo k jejich opétovnému styku po vymizeni
této bariéry, mize vlivem mechanismu posileni dojit k rychlému vzniku prezygotickych
RIM a tim komplexnich mezidruhovych reprodukénich bariér. V ptipadé€, Ze ke vzniku
postzygotickych RIM doslo mezi populacemi sympatricky, vlivem mutace ¢i
chromozomové prestavby, ma mechanismus Modelu posileni mensi ucinek, jelikoz
Vv piipadé sympatrické evoluce se zpravidla postzygotické a prezygotické RIM vyvijeji
simultanné, jelikoz v ptipad¢ kdy Vv populaci vznikne nova, malo pocetnd forma, je jeji
reprodukéni zdatnost od pocatku niz$i, nez zdatnost v populaci majoritni formy, jelikoz
jedinci méné pocetné formy maji velkou pravdépodobnost kontaktu s nekompatibilnim
jedincem pii pohlavnim rozmnoZzovani, coz dale snizuje fitness téchto jedinct (Flegr,
2005). U linii, které se takto oddél od majoritni populace tedy musi dojit k co
nejrychlejSimu vzniku prezygotickych bariér, aby se sniZila pravdépodobnost kontaktu
s jedinci nekompatibilnimi a posilila se tak fitness této linie, pokud by ke vzniku
prezygotickych bariér nedo§lo, mohlo by to vést k Upadku a vymizeni této linie. Mezi
druhy vzniklymi sympatrickou evoluci existuji obecné 1épe vyvinuté a silngjsi
prezygotikcé bariéry nez mezi druhy vzniklymi speciaci alopatrickou. Ptikladem tohoto
jevu mohou byt ostrovni populace (Baack et al. 2015; Noor, 1999; Whitehead et al. 2015).

Za klicové post-zygotické reprodukéné izola¢ni mechanismy lze povaZovat letalitu
zygot, Castecnou ¢i plnou sterilitu hybridi a castecnou ¢i uplnou letalitu hybridd. Pfi

vzniku téchto post-zygotickych RIM hraje klicovou roli inkompatibilita na tirovni gend.
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3. Inkompatibilita na Grovni gent

V okamziku rozd¢leni genofondu druhu do dvou ¢i vice populaci, naptiklad vlivem
geograficke izolace mize v jednotlivych populacich dochazet ke hromadéni novych alel
V jednotlivych lokusech danych gend v jedné i druhé takto izolované populaci. Tyto alely
jsou zpravidla kompatibilni s alelou (alelami) pivodni ancestralni populace, jinak by
jedinci, u kterych doslo k vyskytu nové alely, méli snizené fitness a k fixaci té€chto novych
alely a nasledné k hromadéni novych alel v populaci by nemohlo dojit. Nové formy alel
vSak nemusi byt kompatibilni mezi sebou, tj. dcefiné populace vzniklé odd€lenim od
populace puvodni, ancestralni, nemusi byt kompatibilni. Jsou-li populace ve kterych
dochazi k takovémuto hromadéni novych alel oddé€leny, kupiikladu geografickou bariérou,
po dostateéné dlouhou dobu, muze dojit ke vzniku velmi G¢innych postzygotickych
reprodukéné izolacnich bariér, které mohou ucinkovat a dale pfispivat k reprodukéni

izolaci populace i po vymizeni ptivodni geografické bariéry (Flegr, 2005).

Obecné lze v piipad¢ inkompatibility gent fici, ze nejsiln€ji byvaji ovlivnény
reprodukéni schopnosti hybridd, tj. nasledkem postzygotickych RIM na trovni genové
inkompatibility dochéazi ke vzniku hybridi a ¢astecnou ¢i Uplnou sterilitou. Tento jev je
pravdépodobné zpiisoben skute¢nosti, Ze geny pro pohlavni rozmnozovani, tj. produkci
gamet, jsou konstantné pod silnym selek¢énim tlakem a podléhaji v ramci evoluce rychlym
zméndm. NejsilnéjSimi katalyzatory téchto zmén jsou pravé intersexualni kompetice a
pohlavni vybér. Sterilita hybridd je v pfirodé obecné Castéjsi nez letalita, nebot’ geny pro
spravny rist, vyvoj a fyziologickou funkci organismu byvaji zpravidla stabilnéj$i a

nepodléhaji v ramci evoluce tak rychlym zménam (Flegr, 2005).

Ucinek genové inkompatibility nemusi byt okamzity, tj. nemusi se projevit u hybridt
F1 generace, ale aZ u generaci dalSich. Tento jev je zplsoben tim, Ze genom hybridd F1
generace obsahuje kompletni chromozomovou sadu obou rodicovskych linii, a kromé
nefunkénich hybridnich produktl inkompatibilnich genit mohou vznikat i plné funkéni
produkty slozené pouze z molekul jedné ¢i druhé ancestralni linie (alely). Pokud se vSak
tito hybridi kiizi dale mezi sebou, poptipadé se nékterou z ancestralnich linii, projevi se

genova inkompatibilita a nastava tzv. hybridni rozpad (Flegr, 2005).
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Obr. ¢. 4: Schématické znazornéni mechanismu hybridniho rozpadu v F2 generaci

F1generace:

Interakce 1 Interakce 2

Al A2 A3 A4 A5 X

Al A2 A3 A4 A X
\ )
f

Interakce 3

F. generace:
Interakce 1 Interakce 2

b \

Al" A2 A3 A4 A5 X

Al /tZ' A3 AL A5 X

Interakce 3

Legenda: Genotyp hybrida v F1 generaci obsahuje plné chromosomové sadky obou druhti
(F1 generace, oznateno A1-A5 a Al'-A5’). Mezi produkty nékterych chromozomi
nalezicich téze chromozomové sadé mize dochazet k interakci, tj. naptiklad k interakei pfi
tvorbé strukturnich ¢i funkénich produktd, molekularnich komplext apod. V F1 generaci
jsou tedy jedinci stale viabilni, jelikoZ maji kompletni chromosomové sady tvofici funkéni
produkty. V F2 generaci je vSak jiz velkd pravdépodobnost, ze potomek ziska urcité
dvojice chromosomli od jednoho rodi¢ovského druhu a jiné dvojice chromosomli od
druhého rodi¢ovského druhu, tj. tito jedinci nemaji kompletni chromosomovou sadu ani
jednoho z rodi¢ovskych druh. Chromosomy pochazejici od rozdilnych rodicovskych
druhii nemuseji byt kompatibilni a k nékterym intrachromozomovym interakcim, které
mohly probihat u jedinci F1 generace tedy nemutze dochazet (narusena interakce
vyznacend ,,bleskem®). Tyto interakce by mély za nasledek vznik aberantnich produkti,
poptipadé¢ by ke vzniku danych molekularnich komplext vibec nedo$lo. Jedinci F»
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generace, u kterych doslo k takovémuto naruseni intrachromosomalni interakce byvaji

letalni (Flegr, 2005).

Dal§imi moznymi nasledky genové inkompatibility, krom¢ vySe zminéného
hybridniho rozpadu jsou také hybridni letalita a letalita zygot, které patfi mimo jiné mezi

vyznamne post-zygotické bariéry.

3. 1. Letalita hybridi

Letalita hybridl, jakozto nasledek inkompatibility, mize byt pozorovana jak
Vv piipad¢ outbredniho, tak v ptfipad€ inbredniho kiiZeni, a to jak u rostlin, tak u Zivo€ichd.
Jednim z modelu vysvétlujicich letalitu hybridt je model autoimunitni reakce, kdy dochazi
k aktivaci genti asociovanych s reakci na patogeny. K aktivaci téchto geni muze dojit
vreakci na vznik aberantnich proteinovych komplexii. Tato autoimunitni reakce
nasledkem inkompatibility byla pozorovana napiiklad u Arabidopsis thaliana (Bomblies et
al. 2007), kdy dochézelo k interakci alel genu pro rezistenci vici patogenim NB-LRR.
V ptipad¢, ze pii ktizeni doslo ke styku dvou odlisnych alel pro tento lokus, dochéazelo ke
vzniku autoimunitni reakce vlivem exprese gend asociovanych s reakci na napadeni

patogenem (Flegr, 2005; Bomblies et al. 2007).

4., Jaderné cytoplasmaticka inkompatibilita

Jaderné cytoplasmatickd inkompatibilita je Casto nasledkem inkompatibility na
urovni gend, v tomto piipadé konfliktu mezi geny kédovanymi jaderné a cytoplasmaticky.
V prubéhu evoluce vznikly mezi jadernym a cytoplasmatickym, tj. mitochondridlnim a
plastidovym genomem regulaéni drdhy zajiStujici spravnou funkci a koexistenci téchto
genomi. Tyto regulacni drahy zajistuji spravnou funkci plastidd, reguluji expresi
nékterych jadernych geni asociovanych s funkci plastidi apod. (Greiner, 2011).
Kompatibilita jaderného a cytoplasmatického genomu je pro spravné fungovani bunky
kriticka, mlUze vSak byt naruSena v pifipad€ introdukce inkompatibilniho genomu pfi
hybridizaci. V ptipad¢ takovéto hybridizace muize dojit k naruseni regulac¢nich drah a
naruseni spravné jaderné cytoplasmatické interakce. Lze obecné fici, ze ¢im rozdilngjsi je
cytoplasmaticky genom, tim vétsi je Sance naruSeni spravné interakce mezi timto genomem

a genomem jadernym. Castymi nasledky jaderné cytoplasmatické inkompatibility jsou
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napiiklad naruSeny vyvoj rostliny, chlorotickd ¢i zcela albinoticka asimilacni pletiva
Vv pfipadé jaderné-plastidové inkompatibility a samci cytoplasmatickéd sterilita (CMS)
v piipadé  inkompatibility  jaderné-mitochondrialni  (Greiner,  2011). Jaderné
cytoplasmaticka inkompatibilita byla mimo jiné pozorovana také u somatickych hybrida,
tj. hybridt vzniklych indukovanou fuzi protoplastl, rostlin z celedi Solanaceae. V piipade
somatickych hybrida tabaku (Nicotiana tobacum) a ruliku (Atropa spp.) doslo ke vzniku
jaderné-cytoplasmatické inkompatibility podminéné absenci genu pro editaci plastidove
kodované mRNA pro alfa-podjednotku ATPasy Vv jaderném genomu ruliku, coz mélo za
nasledek naruseni spravné funkce tabakového chloroplastu (Hanson et Bentolila, 2004;
Bogdanova et al. 2015).

4. 1. Sam¢i cytoplasmaticka sterilita

Samci cytoplasmaticka sterilita je jednim z nejlépe prostudovanych projevi jaderné-
mitochondrialni inkompatibility u rostlin. CMS se ¢asto vyskytuje u hybridnich rostlin a
projevuje se snizenou samci fertilitou, poptipadé plnou samci sterilitou. CMS je Castéjsi
neZ samici cytoplasmaticka sterilita (CFS), jelikoZ CMS je materndlné¢ dédéna a je Casto
nasledkem vzniku nefunkénich hybridnich komplexii mitochondridlnich gent (viz.
Inkompatibilita na Grovni genl), nebo genii kodujicich aberantni transkripty nesouci
dodate¢ny cCteci ramec. RozliSujeme tedy CMS C(isté cytoplasmatickou, tedy zptsobenou
vyhradné cytoplasmaticky kodovanymi faktory a CMS jaderné cytoplasmatickou,
zpiisobenou narusenou interakci jaderného a cytoplasmatického genomu. Castym vinikem
ve vzniku CMS jsou oteviené ¢teci ramce (ORFs, Open Reading Frames), které mohou
vznikat mutaci nebo piirozenou selekci, mohou kodovat aberantni, ¢i cytotoxické produkty
a naptiklad u Brasicaceae byly prokazany jako hlavni pfi¢ina CMS u hybrida (Donnely et
al. 2015). Tento proces byl studovan naptiklad u ryze, jelikoz potlaceni vzniku CMS pii
kiiZzeni vybranych linii by mohlo vyrazné usnadnit produkei novych viabilnich hybridnich
linii s pozadovanymi vlastnostmi. U hybridni linie ryze vykazujici CMS byl identifikovan
aberantni mitochondrialni gen apt6 (lwabuchi et al. 1993) ktery kodoval transkript
obsahujici dodatecny ORF, oznaceny orf79, ktery kddoval aberantni transmembranovy
protein, ktery narusoval spravnou funkci buné¢né membrany a byl pficinou CMS (Eckardt,
2006; Aalto et al. 2013).
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4.2. Jaderné cytoplasmaticka inkompatibilita na modelu Pisum sativum

4. 2. 1. Pisum sativum, jeho evoluce a vyuziti

Hrach sety (Pisum sativum) je pro studium evolu¢nich procest a speciace vhodny
hned z n¢kolika hledisek. Rod hrachu (Pisum) nalezi do ¢eledi bobovitych (Fabaceae) a
hrach (Pisum), séja (Glycine), fazol (Phaseolus), ¢oc¢ka (Lens) apod. Zejména zastupci
kmene Fabeae,(dfive Vicieae) zahrnujiciho 5 rodd, kterymi jsou hrach (Pisum), hrachor
(Lathyrus), bob (Vicia), ¢ocka (Lens) a vavilovie (Vavilovia), patii mezi nejstarsi
zeméde€lsky vyuzivané plodiny svéta a kmen Fabeae tedy patii mezi relativné dukladné

zkoumane kmeny a to jak na Urovni genetické, tak fylogenetické (Smykal et al. 2015).

Obr.¢.5: Kmen Fabeae a rod Pisum v rdmci Fabaceae (pi‘evzato z Ellis, 2011)
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Legenda: Kmen Fabeae, diive téZ oznaCovany Vicieae, je v tomto schématu oznacen

zelené. Tento kmen je soucasti skupiny IRLC neboli Inverted-Repeat lacking clade. Tato
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monofyleticka skupina je charakterizovana ztratou dvou invertovanych repetic dlouhych
25 kb v plastidovém genomu, které jsou spole¢né pro vétSinu suchozemskych rostlin
s vyjimkou této skupiny. IRLC skupina zahrnuje kromé rodu Pisum a Lens také rody

Medicago a Cicer, jejichz zastupci patii mezi vyznamné zeméd¢lské plodiny.

Obr. ¢. 6: Fylogeneze kmenu Fabeae

Lathyrus

—  Pisum

Vavilovia

Vicia (Faboid group)

Vicia (Oroboid group)

Vicia (Ervoid group — véetné rodu Lens)

Trifoleae (Outgroup)

Legenda: Fylogeneze kmene Fabeae, sestavena na zakladé sekvence chloroplastové a
jaderné DNA (Smykal et Kenicer, 2010). Nejbliz§im piibuznym rodu Pisum je rod
Vavilovia, majici jediného Zzijiciho zastupce, kterym je Vavilovia formosa, rostouci ve
vysokohorskych oblastech Turecka, Iranu a Libanonu. Dfive byl Vavilovia formosa fazena
do rodu Pisum, jakozto Pisum formosum. DalSim blizkym piibuznym je rod Lathyrus,

zatimco rody Vicia a Lens tvoii spole¢nou vyvojovou vétev.

Hrach, respektive Hrach sety (Pisum sativum L.) je jednou z nejstarSich zeméd¢€lsky
vyuzivanych plodin svéta a je (spolu se sdjou a cockou) jednou z nejcastéji péstovanych
lusténin na svété, jelikoz jeho plody maji vysoky obsah bilkovin a slouzi jako dilezity
zdroj potravy jak pro lidi, tak pro dobytek. K domestikaci hrachu a k pocatku jeho
péstovani doslo ziejmé jiz pred 10 000 lety (Ambrose, 1995) na Gzemi tzv. Urodného
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pilmésice, coZ je oblast zahrnujici dne$ni Iran, Irak, Libanon a Syrii, a jedna z prvnich
lokalit kde, dle archeologickych nélezli, béhem neolitické revoluce doslo ke vzniku
zemé&délstvi a k prvnimu vyuzivani zemédélskych rostlin. Soucasna genetika a molekularni
biologie stoji pravé na zakladech vybudovanych na zkoumani hrachu, a to jiz od dob
Mendela (1866), jelikoz vSak ma hrach relativné velky genom, byl v genetickych studiich
béhem dvacatého a jednadvacatého stoleti nahrazen jinymi modelovymi rostlinami
s malymi, lépe zkoumatelnymi genomy, zejména pak Arabidopsis, stale vSak zistava

dilezitou modelovou rostlinou (Smykal, 2014; Smykal et al. 2016).

Obr. ¢. 7: Fylogeneze rodu Pisum (dle Makasheva, 1979)

Pisum fulvum subsp. sativum
Pisum ———— | subsp. elatius
Pisum sativum subsp. syriacum

subsp. asiaticum
subsp. abyssinicum

subsp. transcaucasicum

Legenda: Toto rozdéleni rodu Pisum je stale diskutované, nebot’ nékteré studie (Knox et
Ellis 2001) uvadgji kuptikladu Pisum sativum subsp. abyssinicum jakoZto samostatny druh,

P. abyssinicum, na zéklad¢ mikrosatelitového polymorfismu.

4. 2. 2. Studium jaderné-cytoplasmatické inkompatibility

Na modelu Pisum sativum byla jaderné-cytoplasmatickd inkompatibilita popsana
napiiklad v ptipadé¢ interakce jadernych gend Scsl a Scs2 s plastomem (Bogdanova et al.
2015). Geny Scsl a Scs2 (Supressor of Choline Sensitivity 1, 2), respektive jejich
produkty, se podileji na metabolismu fosfolipidti v buiice a podileji se na tvorbé bunécnych
membran (Hosaka, 1994). Hybridni rostliny vzniklé kiizenim kulturnich rostlin s planou
formou (VIR320) jakozto donorem cytoplasmy vykazovaly heterozygotni rostliny, tj.
rostliny heterozygotni jak pro lokus Scsl, tak Scs2, vyrazné niz§i fitness nez rostliny
homozygotni. Heterozygotni rostliny mély maly vzrist, mozaikovou chlorofylovou

deficienci, drobné, Spatné vyvinuté listy, slabé a Spatné vyvinuté kofeny a nizkou fertilitu.
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V piipad¢, ze byly rostliny heterozygotni jen pro jeden z téchto lokusu, tj. Scsl nebo Scs2,
mély tyto rostliny pouze ¢aste¢né oslabenou produkci chlorofylu a vykazovaly normalni
produkci semen, kdezto pyl produkovany témito rostlinami byl a aZ ze 70 % sterilni, coZ
bylo zplsobeno saméi cytoplasmatickou sterilitou (CMS) kterd je jednim z nej€astéjSich
dusledktt konfliktu jaderného a cytoplasmatického genomu (Hanson, 1991). Rostliny
heterozygotni pro Scsl vykazovaly slabsi produkci chlorofylu a svétlejsi zabarveni nez
rostliny heterozygotni pro Scs2, gen Scsl se tedy na inkompatibilité podilel siln&ji nez gen
Scs2.

Obr. ¢. 8: Ukazky hybridnich rostlin (F2 generace P. sativum subsp. elatius L100 x P.

sativum cv. Cameor), u nichZ se projevila inkompatibilita (zdroj. Ing. L. Zablatzka)

Legenda: Na fotografiich jsou patrné rostliny vzniklé kiizenim inkompatibilnich linii.
Rostliny maji maly vzrist, malé, chlorotické listy, stonky jsou tenké a kiehké, kofenova

soustava slabé vyvinuta.

Jako geny vhodné pro studium jaderné cytoplasmatické inkompatibility u hrachu se
jevi také chloroplastové kodovany gen accD, tj. gen kodujici Acetyl Co-A karboxylaza
beta-podjednotku a jaderné kdédovany gen Beep3, tj. gen kodujici Biotin-karboxyl carrier
protein pro acetyl Co-A karboxylazu, a ktery je na stejném Useku chromosomu jako gen
Scsl. Produkt genu accD, beta-podjednotka Acetyl Co-A karboxylazy tvoii heteromerni
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funkéni komplex s alfa-podjednotkou Acetyl Co-A karboxylazy, Biotin-karboxyl carrier
proteinem a Biotin-karboxylazou. Tento heteromerni plastidovy komplex tvoii Acetyl Co-

A karboxylazu (Bogdanova et al. 2015).

Acetyl Co-A karboxyldza (Déale vtextu ACC) je biotin-dependentni enzym
katalyzujici ireverzibilni karboxylaci acetyl Co-A na malonyl Co-A a je nezbytnou
soucasti metabolismu mastnych kyselin, kde se podili zejména na jeho regulaci. Pro
zkoumani jaderné-cytoplasmatické inkompatibility se jako vhodné jevi pravé strukturni
geny kodujici proteiny tvofici komplexy jako ACC, tj. komplexy tvofené jadern¢ a
chloroplastové kédovanou podjednotkou, jelikoz zména struktury proteinu vlivem mutace
kodujiciho genu, napiiklad vlivem inserce, delece, nebo jedno-nukleotidového
polymorfismu (Déle v textu SNP, tj. Single Nucleotide Polymorphism) pii kterém dojde ke
zméné aminokyselinového kodonu a tim k aminokyselinové substituci (Bogdanova et al.
2015), coz mize narusit interakci mezi proteinovymi podjednotkami komplexu a muze

dochazet ke vzniku zcela ¢i ¢astecné nefunkcéniho produktu.
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5. Material a Metody:

5. 1. Rostlinny material:
V ramci bakalaiské prace probéhla analyza 19 vybranych linii planého hrachu

(Pisum sativum subsp. elatius) pro ur¢eni konkrétni formy alely genu chloroplastové
kodovaného genu accD, tj genu pro Acetyl Co-A karboxylaza beta-podjednotku, a jaderné
kddovaného genu Beep3, tj genu kddujiciho Biotin-karboxyl carrier protein pro acetyl Co-
A karboxylazu. Rostlinny material pro analyzu DNA byl odebrén in-situ (viz. geograficka
lokace a odbér vzorkll) a zamrazen pro analyzu v laboratofi. Rostlinny material pro izolaci
a analyzu RNA pochazi z rostlin péstovanych ve sklenicich katedry botaniky Univerzity
Palackého v Olomouci. Rostliny byly péstovany po 3-4 v nadobach o objemu 3 | na
substratu PROFI (Florcom, CR) v pribéhu roku 2015-2016.

5. 2. Odbér vzorkii:
Z rostlin, z nichz byly vzorky odebirany in-situ, byly pro analyzu odebrany mladé listy o

hmotnosti cca 0,5 g, zrostlin vypéstovanych ve sklenicich byly odebrany pro tcely
analyzy a izolace RNA/DNA mladé listy o hmotnosti cca 0,3-0,5 g.

Rostlinny material: sbéry Turecko (prof. C. Toker, Akdeniz Univerzity, Antalya,
Turecko) — vypéstované rostliny, zdroj P. Smykal, katedra botaniky, Pt UPOL. 1G52517,
52595, 1G52596 (ICARDA genova banka).

Obr. ¢. 9: Lokalizace vzorku odebranych in-situ

38°E

@ - Vzorky

T14/9-2 /\H 4/9

TURKEY

T14/3 T14/2
®
N T1am T15/8
T14/5
T15/6/. {\
T15/7 T15/2
: T151! T15i5
1652517 T15/1 & 14
b 1G52595 < ‘ '
- 1G52596 T144

e T15/7-2 :

Legenda: Vzorrk»y byly odéb}ény vjihovyéhodnim Tﬁfécku, mistaodbéru oznééeny

cervené. GPS soufadnice odbéru uvedeny v Tab. €. 1.
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Tab.¢.1: Rostlinny material

1 Vzorek Pivod GPS lokalizace

vzorku
1 T15/1 Turecko 38°00796.0298 N, 39°29°62.1799 E
2 T15/2 Turecko 38°00796.1203 N, 39°29°61.2696 E
3 T15/5 Turecko 37°61°65.17 N, 37°07°96.67 E
4 T15/6 Turecko 37°63°87.4299 N, 37°64°69.397 E
5 T15/7-1 Turecko 37°83791.4583 N, 38°31°78.9901 E
6 T14/5 Turecko 37°55°56.2703 N, 42°42°56.0404 E
7 T15/7-2 Turecko 37°83791.4583 N, 38°31°78.9901 E
8 T14/3 Turecko 37°56°46.8301 N, 43°52°92.1303 E
9 T14/4 Turecko 37°56°47.6699 N, 43°52°92.2401 E
10 T14/2 Turecko 37°26°66.7 N, 44°65E
11 | T14/6 Turecko 37°53'48.5 N, 40°89°56 E
12 | T14/7* Turecko 38°35'N, 43°03"33.3 E
13 1G52517 Turecko 36°25°N, 35°66°66.7 E
14 1G52595 Alzirsko 36°35°N, 37°44"14.13 E
15 1G52596 Alzirsko 36°35°N, 37°44"14.13 E
16 T14/9 Turecko 39°77°25.8889 N, 40°33798.3889 E
17 | T14/9-1 Turecko 39°77°25.8889 N, 40°3398.3889 E
18 | T15/10 Turecko 37°92°82.0699 N, 39°00°89.0697 E
19 | T15/8 Turecko 37°91°47.5898 N, 38°98706.3104 E
20 | VIR320 NCBI accession number: LK056919
21 L100 NCBI accession number: LK056920
22 | 721 NCBI accession number: LK056921
23 | WL1238 NCBI accession number: LK056923
24 | VIR2759 NCBI accession number: LK056922
25 | JI1794 NCBI accession number: LK056924
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Legenda: Vzorky VIR320, L100, 721, WL1238, VIR2759 a J11794 byly pouzity jakoZzto
referenéni sekvence pro analyzu Bcep3 genu, pavod reference: Bogdanova, Kosterin 2015.

* Vzorek T14/7 byl zatazen pouze pro analyzu Bcep3 genu.

5. 3. Laboratorni vybaveni:
Homogenizace vzorku: Homogenizator FastPrep-24 (MP Biolmedicals), homogeniza¢ni

keramické kulicky (Ceramic Sphere 1/4%, zirkonium oxide, Life Science, MP Bio),

homogenizaéni zkumavky (1,5 ml)

Piiprava vzorki: Stolni centrifuga MCF 2360, centrifuga Eppendorf 5415

Analyza: spektrofotometr (NanoDrop 200 Spectrophotometer, Thermo Scientific),
elektroforeticka komutrka (Widi Mini Sub; Bio Rad, V= 60 ml), V=80 ml a V= 250 ml),
zdroje stejnosmérného napéti (Power Basic; Bio-Rad), UV transiluminator (FireReader;

Uvitec Cambridge)
PCR: Termocyklér (MJ Research)

Uchovani vzorkt: Mrazici box Sanyo-Ultra Low -86 °C

Chemikalie a roztoky: Komer¢ni kit pro izolaci RNA NucleoSpin RNA (Macherey —
Nagel, Némecko), komer¢ni kit pro izolaci DNA INVITEK (Thermo Fisher Scientific),

deionizovana voda, voda oSetfenda DEPC (diethyl pyrokarbonat), Tris/borate/EDTA pufr,
agarosa (SERVO), MyTaq RED 5x pufr, Tag polymeraza (5U/ul), barvivo GelRed™
(Biotium, USA), Barvivo EurEX (PROMEGA, USA), standard molekulové hmotnosti
GeneRuler™ (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder — 0,5 pg/ul, Thermo Scientific
USA), dNTP (10 nM, KAPA BIOSYSTEMS), primery (5 uM, Generi Biotech, CR)
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5. 4. 1zolace RNA:
Pro izolaci RNA byl pouzit komerc¢ni kit NucleoSPin RNA (Macherey — Nagel, Némecko)

Pro izolaci bylo odebrano 100 mg (+/- 10%) rostlinného pletiva (z mladych list).

Postup izolace RNA na komerénim kitu NucleoSPin RNA:

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.
21.

Ptipravit zasobni roztok: Pro 1 vzorek= 10 pl rDNase + 90 pul pufru pro rDNase
Odebrané rostlinné pletivo (100 mg) vlozit do homogeniza¢ni zkumavky, piidat
+350 ul Buffer R Al, ptidat 3,5 ul B — mercaptoethanol, zkumavku co nejtésné&ji
uzaviit.

Homogenizovat po dobu 1 min, maximum otacek.

Homogenat pielit do kolony na fialovy filtr (prefiltr).

Kolonu uzavftit vickem, vlozit do centrifugy a centrifugovat po dobu 1 min, 11 000
X g.

Vyjmout fialovy filtr z kolony, pfidat do kolony 350 pul 70% ethanolu, lehce
vortexovat.

Pielit roztok do nové kolony na modry filtr (RNA vazebny filtr).

Kolonu uzavfit, vlozit do centrifugy, centrifugovat po dobu 30's, 11 000 X g.

Vylit obsah kolony, filtr vrétit do kolony a napipetovat 350 pul MDB roztoku.
Kolonu uzavtit, vlozit do centrifugy, centrifugovat po dobu 30 s, 11 000 x g.

Vylit obsah kolony, filtr vratit do kolony, napipetovat 96 ul ptipraveného mixu —
inkubace 15 min v laboratorni teploté.

Ptidat 200 pl roztoku RAW 2.

Kolonu uzavtit, vlozit do centrifugy, centrifugovat po dobu 30 s, 11 000 x g.

Vylit obsah kolony, filtr vratit zpét, napipetovat 600 ul RA 3.

Kolonu uzaviit, vlozit do centrifugy, centrifugovat po dobu 30 s, 11 000 x g.

Vylit obsah kolony, filtr vratit zpét, napipetovat 250 ul RA 3.

Kolonu uzavtit, vlozit do centrifugy, centrifugovat po dobu 2 min, 11 000 X g.

Vylit obsah kolony, filtr vratit zpét, kolonu uzaviit a vlozit do centrifugy.
Centrifugovat po dobu 2 min, 12 000 rpm.

Eluce RNA — ptesunout modry filtr do sterilni 1,5ml zkumavky, pfidat 60 ul
RNase- free H20.

Zkumavku uzavfit, vlozit do centrifugy, centrifugovat po dobu 1 min, 11 000 X g.

Vyjmout filtr, zkumavku uzavftit, vzorek uchovévat pti -80°C.
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5. 5. Méreni koncentrace RNA:
Koncentrace vyizolované RNA byla métfena na spektrofotometru NanoDrop.

Postup:

1. Odklopit viko spektrofotometru, kolonku pro vzorek ocistit ethanolem.

2. Na kolonku naképnou 1 pl deionizované H>O, prométit absorbanci.

3. Odklopit viko spektrofotometru, kolonku ocistit bunicitou vatou a ethanolem.

4. Odebrat 1 pl vzorku, vzorek nakapnout na kolonku, uzavtit viko spektrofotometru,
proméfit absorbanci vzorku.

5. Odklopit viko spektrofotometru, kolonku o€istit buni¢itou vatou a ethanolem.

5. 6. Prepis RNA do cDNA:

5. 6. 1. Odstranéni zbytkové DNA
Pied provedenim reverzni transkripce vyizolované RNA do cDNA je potieba degradovat

balastni DNA, ktera mize byt ve vzorku obsazena a ktera by v dal$ich krocich mohla

poskytovat nespecifickou reakci, poptipad€ inhibovat pribéh reakce.

Postup:

1. Napipetovat 65 pl vzorku (roztoku vyizolované RNA) do PCR mikrozkumavek
(V=200 pl) ptidat 7,6 pul reakéniho pufru a 3,8 pl rDNase.

2. Inkubovat 20 min pti 37 °C.

3. Do zkumavky napipetovat 7,6 ul STOP roztoku, inkubovat 10 min pfi 65 °C.

5. 6. 2. Reverzni transkripce (RT- PCR)

Pied provedenim samotné reverzni transkripce z RNA do cDNA bylo potieba nafedit
vzorky tak aby do reakce vstupovalo odpovidajici mnozstvi RNA. Redéni probihalo na
zakladé koncentrace RNA ve vzorku naméfené pomoci spektrofotometru NanoDrop. Po
nafedéni vzorkl probihala jejich inkubace S oligo DT primery a nasledné samotna RT-
PCR. Po provedeni RT-PCR byly vzorky nafedény v poméru 1:1 vodou osetienou DEPC.
Ptipravu roztokl a praci se vzorky je tfeba provadét ve sterilnim flow-boxu, aby nedoslo

k degradaci vzorku RNasami z prostiedi.
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Postup:

A) Inkubace vzorku s oligo DT primerem:

1.

Do PCR mikrozkumavek (V= 200 pl) napipetovat 9 ul deionizované vody, 5 pl
nafedéného vzorku a 1 pl oligo DT primeru.
Zkumavku uzaviit, inkubovat v termocykléru predehiatém na 70 °C po dobu 5 min.

Po ukonceni inkubace vzorek umistit do ledové lazné.

B) Reverzni transkripce

1.

Ptipravit reak¢ni smeés: pro 1 vzorek= 12,5 ul vody osetiené¢ DEPC, 8 ul pufru, 2,5
pl DNTP, 1 pl inhibitoru ribonukledz, 1 pl AMV reverzni transkriptazy.

Pridat 25 ul reakéni smési ke vzorku z kroku A.3.

Vzorky vlozit do termocykléru predehiatého na teplotu 42 °C po dobu 60 min.

5. 7. 1zolace genomové DNA:

Genomovéa DNA byla izolovéna z odebraného rostlinného materialu pomoci komer¢niho
kolonkového kitu INVITEK.

Postup:

1.

© © N o g bk~ DN

Odebrany rostlinny material (cca 100 mg listu) zhomogenizovat a vlozit do 1,5 ml
mikrozkumavky.

Ptidat 400 pl lyzac¢niho pufru P a 20 pl Proteinase K, kratce vortexovat.

Vzorek inkubovat po dobu 30 min pi1 65°C.

Centrifugovat pti 14 000 rpm po dobu 15 min.

Odebrat supernatant do nove 1,5 ml mikrozkumavky.

Ptidat 10 ul RNAse A roztoku, inkubovat pti pokojové teploté po dobu 15 min.
Ptidat 200 pl Binding buffer P, kratce vortexovat.

Roztok napipetovat na kolonku, nechat inkubovat cca 2 min.

Kolonku uzavfit, centrifugovat pti 12 000 rpm po dobu 1 min.

10. Vylit co protece kolonkou, kolonku vratit zpét, napipetovat 550 pul Wash Buffer I.

11. Kolonku uzaviit, centrifugovat pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

12. Vylit co protece kolonkou, kolonku vratit zpét, napipetovat 550 pul Wash Buffer I1.
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13. Kolonku uzavfit, centrifugovat pii 12 000 rpm po dobu 1 min.

14. Vylit co protec¢e kolonkou, kolonku vratit zpét, centrifugovat pti 12 000 rpm po
dobu 2 min, poté ptesunout kolonku do nové mikrozkumavky.

15. Eluce DNA — Napipetovat do kolonky 2x po sob& 150 ul roztoku Elution Buffer D
predehiatého na 65 °C, inkubovat po dobu 3 min.

16. Centrifugovat pti 12 000 rpm po dobu 1 min.

5. 8. PCR amplifikace:

Pro amplifikaci zkoumanych gent byla vyuZzita polymerazova fetézova reakce
(PCR). Pro PCR reakci byly pouzity rizné kombinace specifickych primert (Tab. ¢. 7)

kvtli vysoké variabilité zkoumaného genu. Pro amplifikaci byla pouzita Taq polymeraza.

Postup:

Ptipravit reakéni smés dle nasledujiciho schématu:

Tab. €. 2: Priprava reakéni smési pro PCR reakci

Koncentrace Objem (ul) pro 1 reakci | Vysledny objem
Reakéni pufr 10x 4
Primer Forward 10 umol/I 0,5
Primer Reverse 10 umol/!I 0,5 18 ul
dNTps 20 umol/I 0,9
Deionizovana voda |/ 13
Taq DNA | 5 U/ul 0,1
Polymeraza
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Tab. ¢. 3: Nastaveni programu termocykléru

Faze Teplota (°C) Pocet cykla Doba trvani (min)
Denaturace 95 1 4
Syntéza 95 35 0,5

95 0,5

72 15
Dosyntetizovani 72 1 8
Udrzovani 15 1 -

5. 9. Gelova elektroforéza:
Po provedeni PCR amplifikace bylo tfeba ovéfit, jestli doslo k amplifikaci

pozadované sekvence, tedy ke vzniku pozadovanych produktt. Produkty PCR reakce byly
separovany v 1,5 — 2% agarosovém gelu, pro vizualizaci PCR produkti bylo vyuzito
barvivo EurEX (Promega), barvivo GelRed™ (Biotium, USA) a UV transiluminator.
Elektroforéza byla v zavislosti na mnozstvi vzorkt provadéna v objemech agarosového
gelu 60, 80 a 250 ml.

Ptiprava elektroforézy pro objem gelu 250ml:

Postup:

1. Navazit 3,75 g agarosy, ptidat 250 ml TBE pufru, rozvaftit v mikrovlnné troubé.

2. Gel nechat chladnout na magnetické michacéce, po zchladnuti na cca 50 °C pridat
cca 5 pl barviva a gel pfelit do elektroforetické komurky.

Vlozit hiebinky a nechat gel tuhnout po dobu nejméné 30 min.

Gel vlozit do elektroforetické komirky naplnéné TBE pufrem, vyjmout hiebinky.
Do prvni jamky kazdé fady napipetovat cca 3 ul standardu molekulové hmotnosti.

Do dalsich jamek nanaset 4-8 ul vzorku.

N g &~ W

Ptipojit Elektroforetickou komoru ke zdroji elektrického napéti, nastavit na 120

V po dobu 45 min.
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8. Po ukonceni separace odpojit zdroj stejnosmérného napéti, vyjmout gel
z elektroforetické komurky, vysledek vyhodnotit pomoci UV transiluminatoru a

Zaznamenat.

5. 10. Sekvencovani:
Vzorky, které byly uspésné amplifikovany byly nasledn¢ sekvencovany po osetieni Exo-

Sap IT fosfatizou pro degradaci primeri a dNTP po PCR amplifikaci.
https://www.fimm.fi/sites/default/files/SeqLab_Exosap_USB.pdf

A) Exo-Sap IT PCR CLEAN-UP

Postup:

1. K5 ul vzorku ptidat 2 pl roztoku Exo-Sap IT.
2. Reakéni smés inkubovat po dobu 15 min pii 37°C.

3. Inhibovat Exo-Sap IT zahfatim reakéni smési na 80 °C po dobu 15 min.

B) Sekvencovani

Postup:

Do jamek bylo napipetovano vzdy 5 pl PCR produkti s 5 pl sekvenacniho primeru (5
pmol/ul). Vzorky byly odesilany na sekvenacni analyzu pomoci BigDye Terminator kit
(Thermo Fisher Scientific) do Laboratote sekvenace DNA, PiF UK Praha nebo Macrogen,

Amsterodam, Nizozemi.

5. 11. Bioinformaticka analyza:
Sekvence nukleotidii byly analyzovany pomoci softwaru pro editaci a DNA —

alignment Genious a MEGA®6. Cilem bioinformatické analyzy bylo zaznamenat jedno
nukleotidovy polymorfismus v sekvencich nukleotidt, sestavit translatované sekvence
aminokyselin a na zakladé téchto sekvenci sestavit haplotypy pro accD a Bccp3 lokusy a

sestavit fylogenetickou analyzu.
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6. Vysledky:

6. 1. I1zolace DNA a RNA a RT-PCT
Prvnim krokem praktické casti této bakalarské prace byla izolace RNA z pletiv

vybranych linii hrachu pomoci komeréniho kitu NucleoSPin RNA. Po odebrani pletiv a
provedeni samotné izolace byl méifen obsah RNA pomoci spektrofotometru NanoDrop.
Stanoveni koncentrace RNA bylo dulezité pro uréeni vhodného fediciho poméru pro kazdy
vzorek pred dalSim krokem, tj. pfed provedenim reverzni transkripce, piestoze jsme
neprovadéli kvantitativni méfeni. Koncentrace RNA ve vzorcich zjisténé pomoci
spektrofotometru NanoDrop uvedeny v Tab. ¢. 4. Koncentrace RNA se u rtiznych vzork
vyrazné liSily, a pohybovaly se vrozmezi 55 — 180,6 pg/ml, coZz bylo s nejvétsi
pravdépodobnosti zplisobeno rozdilnym stafim listd a také mnozstvim vychoziho
rostlinného materidlu. U nékterych vzorkil byla koncentrace velmi nizk4 (viz Tab. €. 4,
Vzorek €. 9), tyto vzorky nebyly pro tcely RT-PCR dale fedény. Nizka koncentrace RNA
ve vzorku mohla byt zplsobena Spatnou kvalitou odebraného pletiva, popiipadé

kontaminaci RNasami z prostiedi.

Tab. ¢. 4: Koncentrace RNA ve vzorcich po izolaci

Vzorek Koncentrace RNA (pg/ml) A (260)/A (280)
1 T15/1 72,0 2,16
2 T15/2 22,1 2,15
3 T15/5 6,8 2,31
4 T15/6 43,3 2,18
5 T15/7 12 2,25
6 T14/5 9,2 2,25
7 T17/2 32 2,21
8 T14/3 180,6 2,19
9 T14/4 55 2,45
10 T14/2 8,6 2,24
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11 T14/6 53,3 2,15
12 T14/7 53,4 2,20
Po izolaci a stanoveni koncentrace RNA, byly vzorky pomoci RT-PCR

transkribovany na cDNA, pomoci protokolu RT-PCR PROMEGA. Ziskand cDNA byla

dale spolu sDNA izolovanou pitimo ze vzorkli zamrazeného rostlinného pletiva

odebraného in-situ analyzovana pomoci PCR amplifikace a elektroforézy v agarosovém

gelu.

Tab.¢.5: Priprava reak¢énich smési pro RT-PCR

Vzorek Deionizovana voda | Oligo dt. RNA templat | Vysledny
(D) () objem

1 | T15/1 7 1 7

2 | T15/2 1,5 1 12,5

3 | T15/5 0 1 14

4 | T15/6 4 1 10

5 | T15/7 0 1 14

6 | T14/5 0 1 14

7 | T17/2 0 1 14 1Sl
8 | T14/3 12 1 2

9 | T14/4 0 1 14

10 | T14/2 0 1 14

11 | T14/6 4 1 10

12 | T14/7 0 1 14

Vzorky s koncentraci RNA nizsi nez 30 pg/ml nebyly pro ucely RT-PCR dale fedény,

pouze vzorky svyssi koncentraci byly fedény deionizovanou vodou oSetfenou proti

RNAsam. Prili§ vysokd koncentrace RNA by mohla reakci inhibovat, poptipadé¢ mize

dochézet ke vzniku nespecifickych produktu.
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DNA byla izolovana z pletiva rostlin odebranych in-situ pomoci komeréniho kitu
INVITEK. Vyizolovana DNA byla dale pouzita spolu s CDNA ziskanou pomoci RT-PCR
z RNA vyizolované zrostlin vypéstovanych. Cistota vyizolované DNA i RNA byla
méiena na zakladé absorbance pii 230, 260 a 280 mn. Pomér absorbanci pii 260 a 280 nm
pro ¢istou NK by se mél pohybovat v rozmezi 1,7 — 2,0, hodnoty nizsi nez 1,7 indikuji
kontaminaci balastnimi latkami, kuptikladu proteiny, polyfenoly ¢i polysacharidy, hodnoty
vy$8i nez 2,0 indikuji pfitomnost volnych nukleotidt ¢i hybridnich molekul NK, neindikuji
vSak pfimo kontaminaci. Hodnota poméru absorbanci pii 260 a 230 mn. by se méla u
Cistych NK pohybovat v rozmezi 2,0 — 2,2, hodnoty niz§i nez 2,0 indikuji kontaminaci
sacharidy ze vzorku, popfipad¢ kontaminaci guanidiny z izola¢nich kolonek. V tomto
ptipadé je hodnota 260/230 u vzorkt velmi nizka, v optimalnim rozmezi hodnot 2,0 — 2,2
se pohybuje pouze u vzorkl ¢. 13 a 14 (vzorky 52517 a 52595), vzorky byly tedy ziejmé

siln¢ kontaminovany balastnimi sacharidy.

Tab. ¢. 6: Vzorky pouzité v izolaci DNA

Vzorek Vzorek
1 1G52517 5 T14/10
2 1G52595 6 T15/10
3 1G52596 7 T15/8
4 T14/9

6. 2. PCR amplifikace a analyza pomoci elektroforézy na agarosovém

gelu:
Vzorky vyizolované DNA a cDNA, ziskané pomoci reverzni transkripce

z vyizolované RNA, byly analyzovany pomoci PCR reakce se specifickymi primery a
nasledné separovany pomoci elektroforézy v agarosovéem gelu. Vzhledem k vysoké
variabilit¢ cilovych tseki DNA, zejména v pfipadé genu Bccp3, bylo nutné pouzit
relativné velké mnoZzstvi rtiznych specifickych primertt a jejich kombinaci, aby doslo
k efektivni amplifikaci cilovych geni. Gen Bccp3 se jevil, oproti genu accD, jehoz
amplifikace byla u vSech vzorki relativné snadnd, jako vyrazné variabilngj$i a jeho
amplifikace vyZzadovala vyuziti v n€kterych piipadech i opakované (2 stupniové) PCR
reakce, aby doslo k dostatecné detekovatelné amplifikaci. Po PCR amplifikaci byly vzorky
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separovany pomoci elektroforézy v agarosovém gelu, jako optimalni se jevila koncentrace
gelu vrozmezi 1,5 — 2 %, vysledky byly zaznamenavany pomoci trans iluminatoru.
S ohledem na mnozstvi provedenych elektroforetickych analyz (z divodu vySe zminénych
problémi s PCR amplifikaci cilovych Gseku DNA), nebudou v této praci uvedeny vSechny
zaznamenané vysledky elektroforeticke analyzy, ale pouze jejich reprezentativni ukéazka.
Na Obr. ¢. 10 jsou patrné produkty PCR reakce o velikosti cca 1000 bp, coz odpovida
velikosti produktu genu accD, oznacené vzorky, tj. B1, C1, C2 a C3 jsou vzorky které byly
dale vyuzity pro sekvenaci a bioinformatickou analyzu. Na elektroforetogramu produktii
PCR reakce pro amplifikaci genu Bcep3 (Obr. €. 11) jsou patrné produkty o velikosti cca
1000 bp, které odpovidaji velkosti pozadovaného produktu. Oznacené vzorky, tj. A3, A4, a
AS jsou vzorky, které byly déle vyuzity pro sekvenaci a naslednou bioinformatickou

analyzu.

Tab. €. 7: Primery pouzité pro PCR amplifikaci

Nazev Typ Sekvence Cilovy gen

accD-Fatg Forward CTCGGATTGGATCTCGTCA accD
Accesion

accD-TrnQ Reverse TGCAAAGAAAGTGGTTCAATTC number:
HG966673.1

- ATTAGTTTTCATTTTCAGT

accD-F1 Forward GC G C CAGTCC (Bogdanova

accD-F2 Forward TTCTCACCCACTACGCATCC etal. 2015)

accD-R2 Reverse GAGCAGTTCAGATAGAATCGACC

accD-F3 Forward GAATCAAATTTAATGGGATCCAC

accD-R3 Reverse CGTTGCATTGAGAGTTATCTTCG

accD-R4 Reverse CTTTAATAGGGGTTTAGAATACA

accp3-F2 Forward CTAATGAAAGTGGCGGAAATC Bcep3
Accesion

Bcep3-F4 Forward GAGACTGAAATCGCTGAACTG number:
LK056924.1

- ACCAACATCATCTCCAGAAAAA

Bcep3-R3 Reverse CCACCAACATCATCTCCAG GCC (Bogdanova

Bcep3-R4 Reverse GGCTTCTGGTATCAATACATA etal. 2015)

Bcep3-R2 Reverse CCTTATTACGCGTCTTAGTGAATG

Bcep3-F33 Forward TTTCACAAACTATACCACCACC

Bcep3-R1113 | Reverse ATGCTTCCTCCTAACTGTAAAGAG
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Legenda: Pro PCR amplifikaci byly pouzity i dalsi primery, které¢ vSak nejsou uvedené
v této praci, jelikoz jejich pouziti nevedlo k detekovatelné amplifikaci cilového genu.

Obr. €. 10: Elektroforetogram produktii PCR reakce pro amplifikaci ¢asti genu accD

M Al A2 A3 Bl B2 B3 C1 C2 C3 C4 G5

— Gy Py S S

Vzorky: Bl= T14/2, Cl= T15/7, C2= T14/5, C3= T15/6, Pouzité primery: B1: Fatg/F3,
C1-C3: F1/R2

Obr. ¢. 11: Elektroforetogram produktii PCR reakce pro amplifikaci genu Bccp3

M Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

. .
"

Vzorky: A3=T15/10, Ad4=1G52596, A5S=1G52595, pouzity primery F33/R1113

40



Obr. ¢. 12: Elektroforetogram produktii PCR reakce pro amplifikaci genu Bccp3

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

-Mmmu—nr—qm——mmu—‘m»«0~<wt o

ﬁ:--nh.--u--np- -

Vzorky: 1= T15/1, 2= T15/2, 5= T15/5, 6= T15/6, 7= T15/7, 8= T17/2, 9= T14/2, 10=
T14/3, 11= T14/4, 12= T14/5, 13= T14/6, 15= T14/7, 16= T14/9, 17= T14/10, pouzity
primery F33/R1113

Vzorek €. 16, tj. T14/9, se v této pouzité kombinaci primerti neamplifikoval, bylo tedy

potieba vyuzit kombinaci jinou.

6. 3. Sekvenace a bioinformaticka analyza:
Vzorky byly po amplifikaci pomoci PCR se specifickymi primery a po ovéfeni

amplifikace metodou elektroforetické separace na agarosovém gelu sekvencovany.
Sekvenace probehla pomoci BigDye Terminator kit (Thermo Fisher Scientific) v
Laboratofi sekvenace DNA, PfF UK Praha nebo Macrogen, Amsterodam, Nizozemi.
Ziskané sekvence nukleotidii byly podrobeny bioinformatické analyze pomoci softwaru

MEGAG®6 a Genious.

6. 3. 1. Analyza DNA sekvenci
DNA sekvence byly analyzovany pomoci softwaru Genious a MEGAG, byl proveden

jejich alignment, metodou multiple-alignmentu, a néasledna analyza jedno-nukleotidovych
polymorfismi (Single Nukleotide Polymorphism, dale v textu SNPs). Byl zaznamenan
pocet SNPs pro jednotlivé vzorky a na zakladé porovnani s translatovanou sekvenci
aminokyselin (Viz Analyza proteinovych sekvenci) byly wureny synonymni a
nesynonymni mutace. Na zikladé variability nukleotidové sekvence byl dale sestaven
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) strom, tedy strom

sestaveny pouze na zakladé podobnosti nukleotidové sekvence.
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6. 3. 1. 1. Analyza nukleotidovych sekvenci pro gen accD
Nukleotidova sekvence genu accD ziskana sekvenaci byla analyzovana pomoci

programu Genious a MEGAG6. Gen accD, se i pfes relativné jednoduchou amplifikaci,
ukazal jako extrémné variabilni. Sekvence chloroplastové kdédovaného genu accD
obsahovaly velké mnozstvi inzerci/deleci, napt. u sekvenci 1G52595, 1G52596, 1G52517,
T15/1 a T15/5 je velkd inzerce/delece v oblasti 900-1050 nt. Dalsi vyraznou inzerci/deleci
muzeme pozorovat u vzorka 1G52595, 1G52596, 1G52517, T15/1, T15/5 a T15/6 v oblasti
380-400 nt, poptipadé u vzorka 1G52595 a 1G52596 v oblasti cca 160-250 nt, ¢i u vzorku
T14/3 v oblasti 950-1020 nt.

Rizné dlouhé inzerce/delece byly pfitomny u vSech zkoumanych linii, a to ve
velikostech od jednoho ¢i n€kolika nukleotidd po desitky nukleotidi. K vysoké variabilité
sekvenci téchto linii pfispivaji také SNPs, tedy jedno-nukleotidové polymorfismy, které
mizeme, také v rizném poctu, pozorovat u vSech sekvenci. S ohledem na vysokou
variabilitu, zejména zpisobenou velkym mnozstvim inzerci/deleci v sekvencich (Obr. ¢.
13) a vzhledem k délce cilové sekvence (téméf 1800 nukleotidli) byly haplotypy pro lokus
accD na zékladé nukleotidové sekvence uréeny pomoci Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean, neboli UPGMA stromu. Tato metoda, zjednodusené Shlukovaci
analyza, je nejjednodussi algoritmickou metodou pro konstrukci fylogenetického stromu,

sestaveného na zaklad€ podobnosti sekvenci.
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Obr. ¢. 13: Nukleotidové sekvence pro cpDNA gen accD
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Legenda: Variabilita cilovych sekvenci pro lokus accD, v sekvencich jsou patrné mezery vzniklé pii alingmentu pomoci softwaru Genious
nasledkem pfitomnosti inzerci/deleci. Kazdy tadek predstavuje komprimovanou sekvenci nukleotidd, pficemz znazorn€ny jsou pouze
inzerce/delece, zndzornény prazdnymi Useky, v pfipad€ piedpokladanych deleci, a ¢ernymi tseky v pifipad€ predpokladanych inzerci, a
SNPs, tedy jedno-nukleotidové polymorfismy, znazornény svislymi liniemi v sekvencich, napi. SNPs v pozici cca 1550 nt, v sekvencich

1G52595, 1G52596, T14/5 a T14/6.

Na zékladé podobnosti sekvenci nukleotidi byl sestaven UPGMA strom. Dle dendrogramu byly sekvence zatazeny do haplotypu. Kritériem
pro zafazeni do haplotypu byla pouze podobnost sekvenci, tj podobnost sekvenci, co se tyce ptitomnosti inzerci/deleci a SNPS, nebyla
zohlednéna synonymita/nesynonymita SNPs. Vzhledem k vysoké variabilit¢ jsou do stejného haplotypu fazeny i sekvence podobné,
ptestoze nevykazuji kompletni identitu. Jako prikazné byly povazovany haplotypy majici alespon dva ¢leny (A—F), ostatni sekvence jsou

fazeny do samostatnych haplotypt (Obr. ¢. 14).
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Obr. ¢. 14: Dendrogram pro lokus accD
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Legenda: Sekvence byly na zakladé podobnosti sekvenci zafazeny do Sesti hlavnich
haplotypti, oznaenych A—F, majicich alesponl dva ¢leny a péti samostatnych haplotypt,
majicich pouze jednoho ¢lena. Samostatnymi haplotypy jsou linie 1G52517, T15/6, T15/7,
T14/3 a T14/4. Vzorky byly zatazeny do stejného haplotypu, i pokud nevykazovaly Uplnou
identitu, jak tomu bylo kupfikladu u vzorkl T15/5 a T15/1, které byly zatfazeny do
haplotypu B, pfestoze nejsou identické, ale vykazuji vysokou podobnost. Vzorek T14/3 by
bylo mozné zafadit, na zakladé relativni blizkosti v rdmci dendrogramu, do haplotypu F,
jelikoz vsak vzorky T14/5 a T14/6 vykazuji identitu, byly zatazeny do haplotypu F a

vzorek T14/3 byl zatazen do haplotypu samostatného.
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Vzorky byly na zaklad¢ podobnosti sekvence nukleotidd pro lokus accD zarazeny do
téchto haplotypt:

Tab. ¢. 8: Haplotypy pro lokus accD

F__ Samostatné haplotypy

1G5251
Vzorky |1G52595 T15/5 T14/9 T14/2 T15/8 T14/5 1. 7
IG52596 T15/1 T14/9-2 T15/7-2 T15/2 T14/6 2. T15/6
T15/10 3. T15/7-1
4. T14/3
5. T14/4

6. 3. 1. 2. Analyza nukleotidovych sekvenci pro gen Bccp3
Nukleotidové sekvence genu Bcep3 byly podrobeny bioinformatické analyze pomoci

softwaru Genious, na zdklad¢ alignmentu téchto sekvenci byl sestaven dendrogram
vyjadfujici podobnost nukleotidovych sekvenci. Gen Bccp3 se na nukleotidové drovni
jevil, obdobn¢ jako gen accD, jako vysoce variabilni. Vzhledem k ptitomnosti intront a
mozné piitomnosti homolognich sekvenci v genomu hrachu, jsme pouzili isolaci mRNA a
ptepisu do cDNA. PCR amplifikace jaderné kédovaného genu Becp3, kodujiciho Biotin-
karboxyl carrier protein pro acetyl Co-A karboxylazu, byla proto komplikovanéjsi, nez
Vv piipadé genu accD a bylo zapotfebi vyuzit i vicestupiové PCR reakce, aby doslo
k detekovatelné amplifikaci cilového genu (Viz kapitola G.). Gen Bccp3 oproti genu accD
vykazuje niz§i variabilitu, zejména co se tyce piitomnosti inzerci/deleci v sekvenci. Gen
Bcep3 vsak vykazuje velké mnozstvi riznych SNPs, tedy jedno-nukleotidovych
polymorfismi, které jsou vyznaceny (Obr. ¢. 15) barevnymi svislymi liniemi, a jsou
pfitomny téméf u vSech vzorkl. Pro analyzu nukleotidové sekvence genu Bccp3 byly
zatazeny i referenéni linie JI1794, VIR320, VIR2759, 721 a WL1238 (Bogdanova et al.
2015).
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Obr. ¢. 15: Nukleotidové sekvence pro gen Bccp3
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Legenda: Komprimované sekvence nukleotidd pro lokus Beep3. Sekvence jsou dlouhé 870 nukleotidt, pro analyzu byly zahrnuty i
referen¢ni sekvence (Jil794, VIR320, VIR2759, 721, WL1238, L100). Jedno-nukleotidové polymorfismy v sekvencich jsou patrné
jakozto barevné svislé linie, napiiklad SNPs v pozici cca 840 nt, u vzorki T14/5, T14/9-2 a T14/7 (Vyznaceno Cervenym

rameckem).

Na zakladé podobnosti sekvenci nukleotidi byl sestaven dendrogram. Pomoci dendrogramu byly vzorky zatazeny do haplotypi pro

lokus Bcep3. Jako prukazné byly povazovany haplotypy majici alespon dva ¢leny, tyto haplotypy jsou oznaceny A—F (Obr. ¢. 16)

ostatni vzorky byly povazovany za samostatné haplotypy. Vzorky byly tedy rozdéleny do Sesti prikaznych haplotypt: A, B, C, D, E
a F a deviti samostatnych haplotypa: 721, WL1238, L100, JI1794, T14/9-1, T14/6, 1G52595, 1G52596 a T15/10 (1-9). Vzorky

T14/9-1, T14/6, 1G52595, 1G52596 a T15/10 obsazuji na kladogramu spole¢nou vétev, ale jsou, na zaklad¢é délky vétvi povazovany

za samostatné haplotypy.
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Obr. ¢. 16: Dendrogram pro lokus Bccep3
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Vzorky byly na zakladé¢ podobnosti nukleotidovych sekvenci rozdéleny do téchto

haplotypti pro lokus Bccp3:

Tab. ¢. 9: Haplotypy pro lokus Bccp3

F Samostatné haplotypy
Vzorky |T14/5 T14/2 T15/5 T14/3 VIR320 T14/4 1. 1G52595
T14/7 T15/7-1 T15/1 T15/2 VIT2759  T15/7-2 2. 1G52596

T14/9-2 T15/8 T15/6 3. 721

1G52517 4, WL1238

5. T14/6

6. L100

1. JI1794
8. T14/9-1

9. T15/10
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Legenda: Vzorky byly rozdéleny do 6 haplotypti majicich alespori dva ¢leny (A-F) a deviti
haplotypi samostatnych (1-9)

6. 3. 2. Analyza proteinovych sekvenci
Sekvence DNA pro gen accD a Bccp3 byly dale pomoci softwaru (Genious)

translatovany do sekvence aminokyselin. Tyto aminokyselinové sekvence byly dale
analyzovany a na zéklad¢ variability a aminokyselinovych zdmén klasifikovany, jak pro
lokus accD, tak pro lokus Bcep3, do haplotypi a porovnavany s referenénimi sekvencemi
(Tab. ¢. 8, Tab. ¢. 10). Jako referenc¢ni byly pouzity sekvence oznacené L100, 721,
WL1238, VIR320, VIR2759. Sekvence aminokyselin byly déale vyuzity pro sestaveni

fylogenetického stromu na zaklad¢ sekven¢ni podobnosti.

6. 3. 2. 1. Analyza proteinovych sekvenci pro gen accD
Chloroplastové kodovany gen accD, tedy gen kddujici Acetyl Co-A karboxylaza

beta-podjednotku, se jevil jako extrémné variabilni, a to jak na trovni nukleotidové, tak na
urovni aminokyselinové sekvence. Sekvence aminokyselin obsahovaly velké mnozstvi
inzerci/deleci a netranslatovanych usekd, jak je patrné napiiklad u vzorkd 1G52595,
1G52596, T15/6, T15/1 a T14/3 v oblasti cca 300-340 AA. V ptipad¢ sekvenci vzorku
T15/7-1, T15/7-2 a T14/2 byl v pozici kodujici cca 270 AA (Obr. ¢. 17, oblast vyznacena
¢ervené) stop kodon, sekvence se tedy dale netranslatovaly. Neni zcela jasné, zdali se tento
stop-kodon v sekvenci pfirozené vyskytuje, tedy jedna-li se o pfirozenou mutaci, ptipadné
zdali vznikl chybou pii PCR amplifikaci. Pfitomnost stop-kodonu komplikuje dalsi
fylogenetickou analyzu a konstrukci dendrogramu na zakladé podobnosti sekvenci, jelikoZ
diky pfitomnosti stop-kodonu jsou sekvence aminokyselin vzorka T15/7-1, T15/7-2 a
T14/2 vyrazné kratsi nez sekvence vzorkd ostatnich, pti konstrukci dendrogramu se tedy
budou jevit jako velmi vzdalené. Aminokyselinovd sekvence, ziskand translaci

nukleotidové sekvence, byly na zaklad¢ podobnosti zafazeny do nékolika haplotypt
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Obr. €. 17: Aminokyselinové sekvence pro gen accD
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Legenda: Komprimované sekvence nukleotidi pro lokus accD, sekvence maji délku 623 AA, s vyjimkou vzorka T15/7-1, T15/7-2 a
T14/2,  které maji délku okolo 270 AA, vlivem pfitomnosti stop-kodonu. Na sekvencich jsou patrné inzerce/delece a netranslatované

useky (vyznaceny bile).
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Na zékladé podobnosti aminokyselinovych sekvenci pro lokus accD byl sestaven
dendrogram. Pomoci dendrogramu byly vzorky zatazeny do haplotypt pro lokus accD na
urovni proteinu. Do spolecnych haplotypi byly fazeny i sekvence nevykazujici plnou
identitu. Za prikazné byly povazovany haplotypy majici alespon dva ¢leny, tyto haplotypy
jsou oznaceny A-E (Obr. ¢. 18) ostatni vzorky byly zatazeny do samostatnych haplotyp.
Na zaklad¢é podobnosti proteinové sekvence pro lokus accD byly tedy vzorky zafazeny do
peti haplotypti, majicich alesponn dva c¢leny a do sedmi haplotypti samostatnych.
Samostatné haplotypy jsou T15/7-1, T15/7-2, T14/2, 1G52517, T14/4, T15/6 a T14/3.
Vzorky T15/7-1, T15/7-2 a T14/2 vykazuji vysoky stupenn odlisnosti od ostatnich vzorki,
coz je vsak dano délkou aminokyselinove sekvence, ktera je v piipadé téchto vzorkl o vice
nez polovinu kratsi, coZ je zpisobeno s nejvétsi pravdépodobnosti piitomnosti stop-kodonu
Vv pozici pro cca 270. AA v téchto sekvencich. Na zaklad¢ téchto sekvenci nelze urcit, zdali
je piitomnost tohoto stop-kodonu pfirozend, popiipadé zdali se jedna o chybu pii
sekvenaci. Vzorek T14/3 vykazuje podobnost ke vzorkim T14/5 a T14/6, tyto vzorky vSak
vykazuji vy$si podobnost mezi sebou a jsou tedy povazovany za spole¢ny haplotyp E,
zatimco vzorek T14/3 nalezi do haplotypu samostatného. Vzorky T15/5 a T15/1 jsou
fazeny do spole¢ného haplotypu B, piestoze nevykazuji kompletni identitu, stejné tak

vzorky T14/5 a T14/6 jsou fazeny do spole¢ného haplotypu E.
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Obr. ¢. 18: Dendrogram pro lokus accD na Grovni proteinu
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Vzorky byly na zakladé podobnosti aminokyselinovych sekvenci rozdéleny do téchto

haplotypt pro lokus accD:

Tab. ¢. 10: Haplotypy pro lokus accD na trovni aminokyselinové sekvence

Vzorky

Haplot

1G52595
1G52596

B
T15/5
T15/1

T14/9
T14/9-2

)
T15/8
T15/2
T15/10

T14/5
T14/6

Samostatné haplotypy

No g~ bR

T15/7-2
T14/2
T15/7-1
1G52517
T14/4
T15/6
T14/3
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6. 3. 2. 2. Analyza proteinové sekvence pro gen Bccp3
Protein kédovany genem Bccp3, tedy Biotin-karboxyl carrier protein pro acetyl Co-A

karboxylazu, je nezbytny pro spravné fungovani rostlinného metabolismu, projevuje vsak u
vybranych linii vysokou variabilitu, piestoze funkce proteinu ziejme zlstavd nadale
nezménénd. Vzorky byly na zdkladé aminokyselinové variability zafazeny do nékolika
haplotypti, pfi této analyze byly vyuzity i referencni sekvence (vzorky L100, 721, W11238,
Vir320, Vir2579, JI1794, Bogdanova et al. 2015).
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Obr. & 19: Aminokyselinové sekvence pro gen Bccp3
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Legenda: Na obrazku jsou patrné komprimované sekvence aminokyselin pro lokus Bccp3, tyto sekvence maji délku 290
aminokyselin. Na sekvencich jsou patrné aminokyselinové zamény, vyznaceny ¢erné, napiiklad aminokyselinova zaména v pozici
20 u vzorku T14/5, T14/9-2 a T14/7 (vyznaceno Cervenym rameckem), nebo zaména v pozici 211, u vzorka T14/5, T14/9-2,
T14/7, L100, T15/5, T15/1, T15/8, 721, WL1238, T14/2 a T15/7-1 (vyznaceno zelenym rameckem).
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Legenda: Cislo v 1. fadku wudavd pozici aminokyselinové zamény v fetézci.
Aminokyselinova sekvence se jevila jako velmi variabilni, bylo zaznamenano 26 riznych
aminokyselinovych zdmén a jedna Inzerce/Delece v pozici 81-83, rozdé¢leni do jasné
ohranicenych haplotypt je tedy obtizné, jak je patrné v piipad¢ vzorku T14/7, zatazeného
spolu se vzorky T14/5 a T14/10 do haplotypu E. Proteinova sekvence vzorku T14/7 je se
vzorky T14/5 a T14/10 shodné s vyjimkou aminokyselinové zamény v pozici 84. I pies
tuto zaménu jsou tyto tii sekvence (T14/7, T14/5 a T14/9-2) zatazeny do jednoho
haplotypu. V piipad¢ vzorki T15/2 a T14/3 neni jejich nalezitost k ur¢itému haplotypu
jasnd, jelikoz se sekvenci blizi haplotypu A, u kazdého z téchto vzorkl se vSak vyskytuje
jina aminokyselinova zameéna, v pozici 69 pro vzorek T15/2, v pozici 252 pro vzorek
T14/3, v piipad¢ téchto sekvenci tedy nelze urcit, jestli do haplotypu A nalezi ¢i nikoli.
Vzorky T14/8, T14/9-1 a L100 nelze, na zakladé odliSnosti AA sekvence, zafadit do
zadného z vySe zminénych haplotypd, jsou tedy povazovany za haplotypy samostatné.
Vzorky 1G52595 a 1G52596 byly zafazeny jakozto outgroup, s ohledem na geografickou
vzdalenost od ostatnich vzorkl (Viz. geograficka lokalizace testovanych linii). Na zékladé¢
AA zadmén byly vzorky rozdéleny do Sesti haplotypii majicich alespoii dva ¢leny (Viz. Tab.
¢. 12: Rozd¢leni vzorkli na zakladé haplotypt pro lokus Bccp3, oznaceny A-F) a do Sesti

haplotypti samostatnych, majicich pouze jednoho ¢lena (1-6).

Tab. €. 12: Rozdéleni vzorkt na zakladé haplotypu pro lokus Bcep3

Haplotypy
R MMM oo

\/zorky | 1G52517 T15/10 T14/2 T15/5 T14/5 721 1. L100
T14/4 T14/6 T15/7-2 T15/1  T14/7 WL1238 2. T14/9-1
T15/7-1 T15/8  T14/9-2 3. T15/2
T15/6 4. T14/3
VIR320 5. 1G52595
VIR2759 6. 1G52596

Vzorky zatazené do kategorie Samostatné haplotypy nemohou byt na zakladé
odlisnosti v AA sekvenci jednoznacné zatazeny do zadného z vySe zminénych haplotypi,
jsou proto povazovany za samostatné haplotypy, pro ucely této analyzy byly jakozto
prikazné haplotypy povazovany skupiny majici alespon dva ¢leny (napt. haplotyp B,

oznacen oranzove).
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Na zakladé podobnosti sekvenci byl sestaven dendrogram pro lokus Bcep3, ilustrujici
variabilitu tohoto genu na drovni aminokyselinové sekvence. Na dendrogramu jsou
vyznaceny haplotypy uréené na zaklad¢ podobnosti aminokyselinovych sekvenci (Tab. ¢.
Tab. ¢. 11) v odpovidajicich barvach. Haplotypy urcené na zakladé podobnosti sekvenci
aminokyselin (Tab. ¢. 12) indikuji, v ramci dendrogramu, i pfisluSnost samostatnych
haplotypti, kuptikladu 1G52595, 1G52596 a T14/9 ztejmé vychazeji z haplotypu B, coz je
ziejm¢ zpusobeno tim, Ze tyto linie maji spole¢nou AA zaménu, Vv pozici 63, ktera se

v jinych liniich nevyskytuje.

Obr. ¢&. 20: Dendrogram pro lokus Bccep3 ilustrujici variabilitu na Grovni proteinové

sekvence
T14i5
T1417
T14/9-2
L100
T15i5
| T151
T15/8
721
_* WL1238
| T1412
L T1571
T14/3
T1517 2
VIR320
|_|52517 - 52596
T15110
! 52595
T14/9-1
T14/6
T14/4
T15/6
T1512
VIR2759
JI1794

0.002

Legenda: Modra= haplotyp A, Oranzova= haplotyp B, Zelena= haplotyp C, Cervena=
haplotyp D, Fialova= haploltyp E a Svétla zelena= haplotyp F
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6. 3. 3. Srovnani haplotypii pro lokusy accD a Bccp3
Vzorky byly na zéklad¢ podobnosti sekvenci zatazeny do haplotypl pro lokus accD

na trovni nukleotidii a na Grovni proteinu a pro loku Bcep3, na Urovni nukleotidové a
proteinove sekvence. Haplotypy pro lokusy accD a Bccp3 pritomné u jednotlivych linii

byly nésledn¢ porovnavany (Tab. ¢. 13).

Tab. ¢. 13: Srovnani haplotypi pro lokusy accD a Bccp3

Haplotypy
|Vzorky accD DNA|ach Protein [Bccp3 DNA [Bccp3 Protein

T15/5
T15/1
T15/8
T15/2
T15/10
T14/6
T14/5
T14/9-2
T14/9-1
10 1G52596
11 1G52595
12 T14/2
13 T15/7-2 (K
14 T15/7-1 G
15 T15/6 G
16 T14/4
17 T14/3
18 1G52517
19 T14/7
20 L100

21 721

22 WL1238
23 VIR320
24 VIR2759
25 1G1794

(o0}
O

B
B
E
E
E
F
F

O 0O NGO UV B WN R

(OOl M M kM-8 0O O

2 2222220000000
OWEUED OO M M0 M W M WO O O

z2z2zz2z2z2z2200 0

Legenda: Vzorky byly zafazeny do haplotypt majicich alespon dva ¢leny, oznacenych A-
F. Samostatné haplotypy byly pro zjednoduSeni shrnuty do spole¢ného haplotypu G
(oznacen oranzove). Vzorek T14/7 a referencni sekvence L100, 721, WL1238, VIR320,
VIR2759 a IG 1794 nebyly zahrnuty do analyzy pro gen accD, jsou tedy v tabulce
v odpovidajicich sloupcich oznaceny N, tedy Nezafazeno. Vzorky jsou v tabulce

seskupeny dle odpovidajicich haplotypti.
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Vzorky T15/7-1, T15/7-2 a T14/2 maji pro lokus accD na urovni proteinu samostatné
haplotypy, aminokyselinova sekvence téchto vzorkll vSak byla vyrazné kratsi nez sekvence
vzorkll ostatnich, tyto vzorky se tedy pfi konstrukci dendrogramu jevily jako velmi
vzdalené (Obr. ¢. 17) Dle podobnosti sekvenci pro lokus accD na arovni DNA vSak lze
predpokladat, ze vzorky T15/7-2 a T14/2 jsou si blizce ptibuzné, zatimco T15/7-1 je vice
vzdaleny. Vzorky T15/5, T15/1 a T15/8 sdileji pro lokus Bcep3 stejny haplotyp, a to jak na
urovni DNA (Haplotyp C) tak na trovni proteinu (Haplotyp D). Vzorek T15/8 se vSak od
vzorka T15/5 a T15/1 1isi v haplotypu pro lokus accD. Vzorky T15/5 a T15/1 spadaji do
haplotypu B, jak pro accD na urovni DNA, tak na drovni proteinové, zatimco vzorek
T15/8 spada do haplotypu E pro accD na drovni DNA a do haplotypu D na urovni
proteinu. Pro lokus accD tedy vzorek T15/8 vykazuje vyssi piibuznost se vzorky T15/2 a
T15/10 nez se vzorky T15/5 a T15/1. Vzorky 1G52595 a 1G52596 maji spole¢ny haplotyp
pro accD, jak pro DNA, tak pro protein a samostatné haplotypy (G) pro Bccp3. Vzorky
T14/9-1 a T14/9-2 sdileji stejné haplotypy pro lokus accD, maji vSak rozdilné haplotypy
pro lokus Bcep3, kdy vzorek T14/9-1 méa haplotyp samostatny a vzorek T14/9-2 haplotyp
A pro Bcep3 DNA a E pro Beep3 na drovni proteinu, tento vzorek by tedy pro lokus Becp3
vzorkd T14/2, T15/7-2, T15/7-1 a T15/6. Vzorky T14/2 a T15/7-1 by dle podobnosti
sekvenci pro Bccp3 DNA mély spadat do haplotypu B a vzorky T15/7-2 a T15/6 do
haplotypu F. Pro Bccp3 na urovni proteinu vSak spadaji vzorky T14/2 a T5/7-2 do
haplotypu C, zatimco vzorky T15/7-1 a T15/6 spadaji do haplotypu A, spole¢né se vzorky
1G25217, T14/4 a referen¢nimi liniemi VIR320 a VIR2759. Ostatni referen¢ni linie, tj.
L100, 721, WL1238 a 1G1794 maji pro Bccp3 DNA haplotypy samostatné a taktéz,
s vyjimkou linii 721 a WL1238 které maji spolecny haplotyp F, pro Bccp3 na Urovni
proteinu. Toto rozdéleni na zakladé haplotypl pro dané lokusy opét ilustruje extrémni

variabilitu téchto gend.

Vzorky a jejich odpovidajici haplotypy pro lokus accD na urovni DNA/proteinu a
pro lokus Bccp3 na urovni DNA/proteinu byly vyneseny do mapy (Obr. ¢. 21 a Obr. ¢. 22)
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Obr. €. 21: Mapa haplotypt pro lokus accD
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Legenda: Mapa zobrazuje jihovychodni Turecko v okoli mésta Diyarbakir, kde byly
vzorky odebrény. Vzorky jsou barevné oznaceny, barvy odpovidaji barevnému oznaceni

haplotypli v Tab. ¢. 14. Vzorek T14/7 nebyl pro analyzu lokusu accD zatazen (oznacen

cerveng).

Obr. ¢. 22: Mapa haplotypii pro lokus Bccp3
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Legenda: Mapa zobrazuje jihovychodni Turecko v okoli mésta Diyarbakir, kde byly
vzorky odebrany. Vzorky jsou barevné oznaceny, barvy odpovidaji barevnému oznaéeni

haplotypti v Tab. ¢. 14. Pro analyzu lokusu Bccp3 byl zatazen i vzorek T14/7 (oznacen
cerveng).
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Na mapkach je patrné, jak variabilni je populace hrachu v jihovychodnim Turecku
pro lokusy accD a Bcep3. 1 vzorky odebrané na stejné lokalité (naptiklad T14/9-1 a T14/9-
2) maji pro lokus Bcep3 zcela odlisné haplotypy, a to jak na drovni DNA, tak na drovni
proteinu, a naopak i vzorky geograficky pomérné vzdalené (napiiklad vzorky T14/2 a
T15/7 pro lokus accD) sdileji stejny lokus. Variabilita alel téchto gend v populaci je tak
vysoka, Ze nelze jednozna¢né urcit piipadné trendy genového toku v populacich dané

lokality
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7. Diskuze

V této bakalatské praci byla provedena analyza nukleotidovych a aminokyselinovych
sekvenci vybranych linii hrachu setého (Pisum sativum) pro accD lokus, tj. chloroplastové
kodovany gen kodujici B podjednotku Acetyl Co-A karboxylazy a lokus Bceep3, tj. jaderné
kodovany gen kodujici Biotin-karboxyl carrier protein pro acetyl Co-A karboxylazu. Tyto
geny byly pro analyzu vybrany zdavodu asociace S jaderné-cytoplasmatickou
inkompatibilitou (Bogdanova et al. 2015). Analyza byla provedena na 19 liniich planého
hrachu puvodem =z vychodniho Turecka, z oblasti v okoli mésta Diyarbakir (37° 55'
29.903" N 40° 12' 39.539" E), pro analyzu lokusu Bccp3 byly zafazeny také referenéni
linie L100, 721, VIR320, VIR2759, JI1794 a WL1238.

Prvnim krokem analyzy byla izolace chloroplastové DNA pro analyzu lokusu accD a
MRNA pro analyzu lokusu Bccp3. Mediatorova RNA byla pro ucely analyzy genu Bcep3

vybrana, jelikoz se jednd o jaderny gen a pro ucely bioinformatické analyzy podobnosti

Vv

Po izolaci DNA reverzni transkripci RNA do ¢cDNA prob¢hla amplifikace cilovych
gent pomoci PCR. Amplifikace genu accD se jevila jakoZto relativné snadnd, a¢ se tento
gen, jak na drovni nukleotidové, tak na Urovni proteinové, jevi jako extrémné variabilni.
Amplifikace genu Bccp3 byla oproti amplifikaci genu accD velmi obtizna, bylo potieba
vyuzit velkého mnozstvi riznych kombinaci primerd. V nékterych piipadech doslo
k detekovatelné amplifikaci az po dvojitém PCR, popiipadé vznikaly béhem amplifikace
nespecifické produkty. Tyto komplikace pti amplifikaci genu Bcecp3 mohly byt zptisobeny
vysokou variabilitou v oblasti vazby primert, poptipadé vlivem kontaminace cizorodymi

nukleovymi kyselinami v pribéhu piepisu vyizolované RNA do cDNA.

Vzorky byly po sekvenaci podrobeny bioinformatické analyze. Vzorky byly, na
zéklad¢ podobnosti nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci zafazeny do haplotypt.
Gen accD se jevil jakoZto extrémné variabilni, obsahoval velké mnoZzstvi inzerci/deleci
raznych délek, v rozsahu od jednotek az po desitky nukleotidl a velké mnozstvi riznych
jedno-nukleotidovych polymorfismt. Tato variabilita se projevila i v translatované
aminokyselinové sekvenci, ktera taktéz obsahovala inzerce/delece a netranslatované tseky.
Produkt kodovany genem accD, tj. B podjednotka acetyl Co-A karboxylazy, je pro

spravnou funkci rostliny kli¢ovy. Acetyl Co-A karboxylaza, lokalizovana v chloroplastu
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rostlin, se podili na syntéze mastnych kyselin (Bogdanova et al. 2015). Gen Bccp3 taktéz
vykazoval vysokou variabilitu, jak na Grovni nukleotidové, tak na Grovni aminokyselinovée
sekvence, zpusobenou zejména piitomnosti velkého mnozstvi riznych SNPs v DNA
sekvenci a piitomnosti aminokyselinovych zamén v sekvenci proteinové. Gen Bccp3
nevykazoval, oproti genu accD piitomnost vyraznych inzerci/deleci, coz muze byt dano
tim, Ze se jednd o gen kodovany jaderné, je tedy mozné, ze kddujici useky tohoto genu jsou
vice konzervované nez v piipad¢ chloroplastové kodovaného genu accD. Gen Bccp3
koduje Biotin-karboxyl carrier protein pro acetyl Co-A karboxylazu, ktery je soucasti
multi-podjednotkové Acetyl Co-A karboxylazy a slouzi jako nosi¢ pro biotin a
karboxybiotin v prabéhu ATP-dependentni karboxylace acetyl Co-A na malonyl Co-A.
Produkty genti accD a Bccp3 se vyrazné podileji na regulaci metabolismu bunky
(Bogdanova et al. 2015). Takovéto regulacni geny byvaji ¢asto konzervované, jako je tomu
napiiklad u AMP dependentni protein kinasy, kterd ma dilezitou roli pfi regulaci bunécné
homeostazy a vykazuje vysokou konzervovanost (Chen et al. 2013). Geny accD a Bccp3

jsou vSak vysoce variabilni.

Vlivem této vysoké variability bylo obtizné urcit ptibuznost vybranych linii pouze na
zakladé podobnosti nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci. Vzorky byly pomoci
UPGMA dendrogrami rozdéleny do haplotypli na zdkladé¢ podobnosti nukleotidové a
aminokyselinové sekvence. Variabilita téchto gent je vSak tak vysokd, ze v ptipadé genu
accD bylo urceno 11 rozdilnych haplotypti na irovni DNA a 12 haplotypli na Grovni
proteinu. Toto Cislo je vSak pravdépodobné redlné nizsi, jelikoz u nékterych vzorki
nedoslo ke kompletni translaci sekvence DNA do sekvence AK, vlivem pfitomnosti stop-
kodonu, tyto sekvence se tak jevili béhem fylogenetické analyzy jako linie vzdalené a pro
accD protein vykazovaly samostatné haplotypy. Referen¢ni sekvence pro gen Bcep3 byly
rozdéleny do péti haplotypt na urovni DNA a ¢tyf na Grovni proteinu (Bogdanova et al.
2015). Vzorky pouzité v této analyze byly rozdéleny do 11 rozdilnych haplotypii pro lokus
Bcep3 na trovni DNA a do 11 haplotypi pro Becp3 na drovni proteinu. Metoda UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), tedy Shlukovaci analyza, ktera
byla pouzita pro konstrukci dendrogramii, na zaklade, kterych byly, v pfipad¢ analyzy
accD genu a analyzy nukleotidovych sekvenci pro Beep3 gen, uréovany haplotypy, pracuje
pouze s podobnosti sekvenci a nezohlediiuje pfitomnost synonymnich a nesynonymnich
mutaci a pravdépodobnost transverze/tranzice. Realné fylogenetické vztahy a haplotypy se

tedy mohou do jisté miry liSit, faktem vSak ziistava, ze variabilita téchto genu je, a to i
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Vv piipad¢ relativné malého souboru vzorki, ¢itajiciho pouze 19 vybranych linii, velmi

Vysoka.

Geny accD a Bccp3 jsou soucasti komplexu tvoriciho multi-podjednotkovou Acetyl
Co-A karboxylazu, ktera je klicova pro regulaci bunééného metabolismu mastnych kyselin,
a jsou to geny podilejici se na vzniku jaderné-cytoplasmatickeé inkompatibility. Takovéto
regulacni genové komplexy, které jsou tvofeny jaderné a chloroplastove, popiipade
mitochondrialné, kddovanymi podjednotkami, maji zfejme velky vliv na inkompatibilitu,
jelikoz v ptipad¢ vzniku nové alely, vlivem mutace, at’ uz v jaderné¢ kodovaném genu nebo
jeho cytoplasmaticky kédovaném protéjsku, miize dojit k naruseni interakce mezi t€mito
geny a k projevu inkompatibility (Bogdanova et al. 2009). Pfi vzniku inkompatibility
vlivem naruseni interakce mezi geny accD a Bccp3 se vSak ziejmé podileji i jiné faktory,
v piipadé Medicago truncatula byl pozorovan i vliv genu hcs2 (Bogdanova et al. 2015),
kodujiciho holokarboxyldzu syntetdzu, nesouci Biotin (Acetyl Co-A karboxylaza)
ligasovou doménu, ktera je také soucasti multipodjednotkové Acetyl Co-A karboxylazy.
Tento gen se nachézi u M. truncatula na chromozomu 3 ve vzdalenosti zhruba 500 000 bp
od genu Bccp3, jeho vliv na vznik inkompatibility je vSak mensi, nez vliv genu Bccp3
(Bogdanova et al. 2015, Bogdanova 2007).

Jadern¢é — cytoplasmatickd inkompatibilita hraje dulezitou roli v evoluci rostlin a je
jednou z vyznamné puisobicich post-zygotickych reprodukénich bariér (Aalto et al. 2013).
U linii vybranych pro tuto studii je vysokd pravdépodobnost vzniku jaderné
cytoplasmatické inkompatibility pfi kiiZzeni. Tato inkompatibilita jiz byla pozorovana, pfi
ktizeni rostlin péstovanych ve skleniku, kdy se skutecné¢ u nékterych rostlin projevily
typické pfiznaky inkompatibility, jako maly vzrist, drobné chlorotické listy, redukovana
kotfenova soustava apod. Tyto rostliny zpravidla nebyly schopny tvofit kvéty ani plody a
v nékterych ptipadech byla inkompatibilita natolik vyraznd, Ze rostliny byly témeét
albinotické a prakticky nezivotné, analyza DNA téchto rostlin v§ak nebyla do této prace
zahrnuta. Vzhledem Kk vysoké variabilité¢ zkoumanych genl lze usuzovat, Ze populace
planeho hrachu v jihovychodnim Turecku, odkud byly odebrany vzorky pro tuto analyzu,
je stale po evolu¢ni strance velmi aktivni. Geny accD a Bccp3 ziejmé podléhaji selekei a
tato selekce muze ¢asem piispét k postupné reprodukéni izolaci téchto linii a, potencialng,

ke vzniku novych reprodukéné izolovanych populaci ¢i poddruht v dané lokalité.
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8. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo provést analyzu konkrétnich forem gent accD a
Bcep3 ve vybranych liniich hrachu Pisum sativum ptivodem z jihovychodniho Turecka.
Chloroplastovy gen accD, kodujici B podjednotku Acetyl Co-A karboxylazy a jaderny gen
Bccep3, kodujici Biotin-karboxyl carrier protein pro acetyl Co-A karboxyldzu, jsou soucasti
komplexu genti kodujicich multipodjednotkovy enzym Acetyl Co-A karboxylazu, a
podileji se na vzniku jaderné-cytoplasmatické inkompatibility, ktera je jednou
z vyznamnych post-zygotickych bariér pii hybridizaci rostlin. Z péstovanych rostlin a
z rostlinného materialu odebraného in-situ v jihovychodnim Turecku byla izolovina RNA
a genomova DNA. Po reverzni transkripci RNA do cDNA byly cilové geny amplifikovany

pomoci PCR, ziskané produkty byly sekvencovany a podrobeny bioinformatické analyze.

Bioinformatickou analyzou bylo zji§téno, Zze geny accD a Bccp3 jsou vysoce
variabilni, a to jak na trovni DNA sekvence, tak na urovni sekvence aminokyselinové. Gen
accD obsahoval velké mnozstvi inzerci/deleci a velké mnozstvi SNPs, obdobné jako gen
Bcep3. Tyto geny se vyznamné podileji na vzniku jaderné-cytoplasmatické
inkompatibility, coZ je zifejmé zpusobeno jejich vysokou variabilitou v rdmci populaci, a
jsou to tedy vhodné kandidatni geny pro studium vlivu jaderné-cytoplasmaticke

inkompatibility jakozto vyznamného faktoru v sympatrické speciaci rostlin.
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9. Pouzité zkratky

AA — Aminokyselina

ACC — Acetyl Co-A karboxylaza

cDNA — komplementarni DNA

CMS — Cytoplasmaticka sam¢i sterilita
CpDNA — Chloroplastova DNA

CSI — Krypticka self-inkompatibilita

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

GSI — Gametofyticka self-inkompatibilita
IRLC — Inverted-Repeat lacking clade
LSI — Late-acting self-inkompatibilita
MRNA — mediatorovda RNA

NB-LRR — Nukleotide Binding site Leucin Rich Repeats
ORF — Otevfeny cteci ramec

PSI — Pylova self-inkompatibilita

RNA — Ribonukleova kyselina

SCR — S-Receptor Cystein Rich Protein
SLG - S-Locus Glycoprotein

SNP — Jedno-nukleotidovy polymorfismus
SRK — S-Receptor Kinase

SSI — Sporofyticka self-inkompatibilita

UPGMA — Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
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