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ABSTRAKT

Brassica napus (AACC, 2n = 38) je allotetraploidnim druhem, ktery vzeSel z kiizeni
diploidnich druht Brassica rapa (AA, 2n = 20) a Brassica oleracea (CC, 2n = 18). Cilem
prace bylo provést genetickou a epigenetickou analyzu vysokokopiovych gent pro
ribozomalni RNA (rDNA) u nékolika variet hybridniho druhu B. napus.

Experimenty zahrnovaly stanoveni poméru rodicovskych gent v hybridech, sekvencni a
methyla¢ni analyzu promotorové oblasti rDNA. Pomoci Southernovy hybridizace byla
zjiSténa znacnd promeénlivost v zastoupeni rodicovskych jednotek rDNA mezi jednotlivymi
varietami. Data ze sekven¢ni analyzy byly v dobré shodé s hybridiza¢nimi experimenty a u
jedné z variet byla pomoci sekvenace odhalena genetickd rekombinace mezi rodi¢ovskymi
jednotkami  rDNA.  Methyla¢ni  analyzou, ktera byla  provedena  pomoci
hydrogensifi¢itanového sekvenovani, bylo u hybrida zjisténo, ze jednotky rDNA pivodem
z B. rapa maji vyssi hodnotu methylace nez jednotky ptivodem z B. oleracea.

ABSTRACT

Brassica napus (AACC, 2n = 38) is an allotetraploid species derived from the parentel
diploid species Brassica rapa (AA, 2n = 20) and Brassica oleracea (CC, 2n = 18). The aim of
thesis was to carry out the genetic and epigenetic analysis of high-copy rRNA genes (rDNA)
in several varieties of hybrid species B. napus.

The experiments involved determining the ratio of parental genes in hybrids, sequencing
and methylation analysis of the promoter region of rDNA. Using Southern hybridization
(ITS), it was revealed significant variability in the number of parental rDNA units between
each variety. Data from sequence analysis were in good agreement with the results of
Southern blot. Genetic recombination between parental rDNA units was revealed in one
variety by DNA sequencing of promotor region. To study methylation, bisulfite sequencing
was performed. It was found out that rDNA units of B. rapa origin have a higher value of
methylation than units originated from B. oleracea.
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Brassica napus, rDNA, homogenizace rDNA, methylace DNA
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1 UvVOoD

Objeveni struktury DNA a objasnéni pienosu genetické informace prostiednictvim této
biomolekuly pravem patii mezi nejvyznamnéjsi objevy 20. stoleti. Pfestoze bylo od této doby
vynalozeno velké Usili proniknout do taji replikace DNA, transkripce, translace, jejich
regulacnich mechanisma atd., fada otazek ziistava stale nezodpovézena. S nastupem éry
molekularni biologie nabyly moznosti studia dané problematiky novych rozmért.

Zasadnim zjisténim podpofené fadou experimentdlnich studii bylo, Ze sekvence DNA sama
o sobé¢ neni nositelem veskeré informace potifebné k ustanoveni fenotypu daného organismu.
Zvlastni ptipady, které nebylo mozné vysvétlit Mendelovymi zdkony dédic¢nosti, staly u zrodu
nového védniho oboru — epigenetiky. Epigenetika se tedy jako védni obor zabyva studiem

Mrwe

Epigenetické faktory pak ovliviiuji fenotyp beze zmény genotypu.

Do popiedi védeckého zajmu se v souvislosti se studiem epigenetiky dostdvaji zejména
polyploidni rostlinné druhy. Stavaji se vybornym materialem pro studium, protoze u nich byla
popsana tada epigenetickych jevi jako jadérkovd dominance, methylace DNA, aktivace
retrotranspozond, uml¢eni transgenu a mnoho dalsich. Epigenetika pronika do vSech aspektt

vvvvvv



2 TEORETICKA CAST

2.1  Brassica hapus

Brassica je zeméd€lsky velmi vyznamnym rostlinnym rodem ¢itajici az 100 druhu
s odliSnou morfologii a uzitnou hodnotou. Stejné jako fada jinych vyznamnych kulturnich
plodin (napft. Triticum, Glycine nebo Gossypium) patii Brassica napus (brukev fepka) mezi
polyploidni druhy a vzesla z kfizeni diploidnich druhii Brassica oleracea (brukev zelna) a
Brassica rapa (brukev fepak). Piibuznost mezi témito druhy a dal$imi tfemi, jmenovité B.
carinata (brukev kylnata), B. nigra (brukev ¢erna) a B. juncea (brukev sitinovita), byla
ustanovena v roce 1935 (Obr. 1) [1] a pozdé&ji byla potvrzena analyzou chloroplastové DNA
(cpDNA) [2].

8. nigra
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B. carinaia B. juncea
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BBCC
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Obr. 1 Schéma popisujici pfibuznost Sesti druhi Brassica, je slozeno z tii diploidnich druhd,
B. nigra, B. rapa a B. oleracea, které jsou zaznafeny v rozich trojuhelniku a tii
allotetraploidnich druht, B. carinata, B. juncea a B. napus, které vznikli vzajemnym
ktizenim diploidnich druhti. Pismena A, B a C pfedstavuji oznaceni genomu a pismeno n
vyjadiuje haploidni pocet chromozomi [1].

Systém tii diploidi a tfi allotetraploidll (viz. Obr. 1) se stal velmi vhodnym ndstrojem pro
studium genomové evoluce polyploidnich druhi.

Brassica napus je jednoleta az dvouleta bylina, ktera mize doristat az do vysSky 200 cm
(Casto v rozmezi 50 — 200 cm). Jedna se o velmi proménlivy druh, v jehoz ramci se rozlisuji
dva poddruhy, a to B. napus L subsp. napus (brukev fepka olejka) a subs. rapifera Metzeger
(brukev fepka tufin neboli kolnik), a byl popsan nespocet vyslechténych kultivari.



2.1.1 Brassica napus L. subs. napus

Jedna se o kulturni rostlinu, kterd je na nasem tzemi znama jiz od 13. stoleti. Péstuje se
jako ozima a jarni olejnina. Semena obsahuji v suSin¢ 44 — 47 % oleje, ktery se pouziva jako
pokrmovy 1 jako technicky. Pokrutiny, obsahujici az 20 % bilkovin, maji vyznam jako
krmivo. V CR se vyskytuji tii kvalitativné rozdilné skupiny kultivard, které se li§i obsahem
kyseliny erukové v semenech: s vysokym obsahem (péstitelsky opustény, objevuji se pouze
jako plevel), s minimalnim obsahem kyseliny erukové (od r. 1980 rozhodujici skupina) a
snizkym obsahem kyseliny erukové a snizenym mnozstvim glukosinolati, nazyvané
,dvounulové® (zavadeji se postupné od 80. let). Z ozimych kultivard je nejrozsitfengjsi cv. Jet
Neuf a z jarnich cv. Loras. Po roce 1990 se zacala fepka uplatiovat jako energeticka surovina
a od roku 2000 je nejvyznamnéjsi exportni komoditou rostlinné vyroby CR [3].

2.2  Polyploidie

Polyploidie je povazovana za velmi dilezity proces v evoluci rostlin, o c¢emz svéd¢i i fakt,
ze témef 80 % krytosemennych rostlin, véetné¢ vyznamnych zemédé€lskych plodin, jsou
polyploidni [4], [5]. Polyploidie se jen zifidka kdy vyskytuje u zvifat, ale je mozné ji najit u
nékterych zastupcti hmyzu, ryb ¢i saveu [6].

Polyploidie vznika v dasledku znasobeni poctu celych chromozomovych sad bez
nasledného rozdéleni bunééného jadra. V zasadé se jednd o genomovou mutaci a rozliSujeme
dva mozné typy — autopolyploidie a allopolyploidie. V piipadé autopolyploidie dojde ke
zvyseni poctu chromozdémovych sad dan¢ho druhu. Naopak u allopolyploidnich jedinci jsou
zmnozeny chromozomové sady pochdzejici od riznych druhli (zpravidla velmi ptibuznych).
Tyto chromozomy pak nazyvame homeolognimi. Celkovy pocet chromozomovych sad je
vyjadien piedponou, tri- (3), tetra- (4), penta- (5), atd [7], [8]. Molekularni analyzy odhalily,
ze tada rostlinnych druhti, které se na prvni pohled jevily cytologicky jako diploidni, ve
skute¢nosti prodé€laly jednu ¢i vice polyploidnich udalosti [9].

Existuje né&kolik moZnosti vzniku polyploidie. Bud® miiZze dojit ke zmnoZeni poctu
chromozomu v buiikkach somatickych, nebo v buiikkach zarode¢nych, a to v zygoté nebo
gametach (Obr. 2).
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Obr. 2 Schéma ukazuje mozné drahy prechodu bunky z diploidniho stavu na polyploidni, a i
postupny ptechod z polyploidie na diploidii. Také je zde ilustrovan hybridiza¢ni proces
vedouci ke vzniku allopolyploidie. Haploidni genom je zakreslen jako barevny kruh. Barevné
odliSeny kruh ¢i oval pfedstavuji odliSné genomy a utvary s preruSovanou konturou znaci
vysoce nestabilni polyploidni stav. Pismena A a B znazorfuji typ genomu a pismeno N
predstavuje gameticky pocet chromozomi [7].

\

Diploidie

Termin polyploidie byl do literatury zaveden v roce 1916 [10] a o rok pozdé&ji Winge ve své
praci upozornil na polyploidii jako na velmi dulezity proces v evoluci krytosemennych rostlin
[11]. V roce 1937 se podatilo uméle navodit polyploidii V rostlinach pomoci kolchicinu, ktery
je ozna¢ovan jako mitoticky jed. Uginek spo¢iva ve vazbé kolchicinu na mikrotubuly déliciho
vieténka, ¢imz dochazi k naruseni procesu déleni bunky [12]. Tato technika se usp&sné
vyuzivd k navozeni duplikace chromozomiti az dodnes. Pomoci kolchicinu bylo mozné
ptipravit de novo syntetické allopolyploidni druhy, napt. Brassica [13] nebo Gossypium [14] a
jiné, které se staly vhodnym genetickym materiadlem pro studium dynamiky genomii. Divodu,
pro¢ je tomu tak, je vice. V prvni fad€ se jedna o to, Ze u fady pfirozenych polyploidnich
rostlin nejsou znamy jejich skutecni geneticti rodi¢e nebo nejsou dostupni. Dal§im divodem
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je fakt, Ze stafi ptirozenych polyploidi je pocitano na stovky az tisice let, a proto stav jejich
genomu okamzité¢ po polyploidizaci neni znam. Vyjimkou jsou recentni allopolyploidni
rostliny jako napf. rody Tragopogon [15], Spartina [16] ¢i Cardamine [17].

Ptestoze neni doposud zcela jasné, pro¢ jsou polyploidni druhy tak rozsifeny v oddéleni
krytosemennych rostlin, jejich prevaha a uspéch v rostlinné ti$i naznacuji, ze polyploidie
piedstavuje pro rostliny ur€ité vyhody. Duplikace genomu miize vést k tomu, ze polyploidni
druh je Zivotaschopnéjsi nez rodi¢. Velmi vyhodnym je, ze se oproti diploidnimu stavu zméni
pomér heterozygot:homozygot, ve prospéch heterozygotii, z cehoz vyplyva, ze se snizi podil
recesivnich homozygotli. Tento stav muize vést k minimalizovani vlivu recesivnich alel
s nezadoucimi vlastnostmi. Jak je také uvadéno, nadbytek genti muze také fungovat jako
ochrana pied recesivnimi mutacemi. Zndsobeni poctu chromozomovych sad je
obvykle spojeno se zvétSenim bunééného obsahu. Na jedné strané se timto zvysi uzitkovost
polyploidnich plodin (napi. picniny), na druhé stran¢ miize takovy jev vyustit v nezadouci
biochemické a fyziologické zmény. Polyploidie mlze pfinédset i dal$i nevyhody, které Casto
souvisi s replikaci vét§tho genomu, regulaci exprese nadbytecnych genti nebo poruchy
meiotického déleni [7].

Polyploidizace je velmi dynamicky evolué¢ni proces. Vznik novych polyploidnich druht je
nasledovan tadou procesi, které jsou dusledkem duplikace a slucovani rodi¢ovskych
homeolognich genoml v bunééném jadie. Mezi takové procesy patii prestavba genomu,
amplifikace, eliminace ¢i reorganizace repetitivnich sekvenci. Polyploidni stav je také
spojovan se zvySenou aktivitou transpozibilnich elementl — transpozonil a retrotranspozoni.
Genetické zmény U allopolyploidnich druhd mohou vést ke zméné genové exprese [18].
Stejné tak v evoluci polyploidd hraji dilezitou roli i epigenetické mechanismy, které zadnym
zpusobem neméni sekvenci DNA, ale ovlivituji genovou expresi prostfednictvim modifikace
DNA a histont a jsou dédi¢né. Vztah mezi zménou epigenetického obrazu a zménou genové
exprese u polyploida byla potvrzena napi. studii allopolyploidnich druht obili [19].

Zmény genomové organizace kratce po polyploidizaci byly poprvé popsany roku 1995 u
syntetickych polyploidii rodu Brassica. Zmény zahrnovaly deleci fragmentli pivodem
z rodi¢ovskych druht a inzerci fragmentti novych, které se u zddného z rodicli nevyskytovaly.
Takové zmény, které jsou pravdépodobné zplisobeny reciprokou translokaci anebo
transpozici, byly detekovany v kazdé generaci (od F, po Fs generaci) a jejich frekvence
souvisela s mirou vzajemné odlisnosti rodi¢ovskych diploidnich genomu [13]. Zmény ve
struktufe genomu se projevily fenotypoveé napi. zménou doby kveteni [20]. Naopak u uméle
ptipravenych polyploidnich druhti rodu Gosypium bylo zjisténo, Ze polyploidizace byla
nasledovana jen nepatrnym mnoZzstvim zmeén v genomu, coZ je Vv rozporu s vyse zminénou
studii u rodu Brassica [21].

2.3 Ribozomalni DNA

U vyssich eukaryot je velkd cast jaderného genomu tvofena ribozomalni DNA (rDNA)
kodujici ribozomalni RNA (rRNA). Geny pro rRNA jsou v genomu uspoiadany jako blok
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tandemovych repetic. Pocet opakujicich se jednotek rDNA zavisi na rostlinném (i
zivocisném) druhu a pohybuje se od 1000 do 50 000 [22].

V porovnani s jinymi strukturnimi geny, jsou geny pro rRNA unikatni v tom, Ze jejich
transkripce probiha ve vlastni subcelularni struktufe — jadérku. Jadérko je béhem interfaze
nepiehlédnutelnou casti eukaryotického jadra. Je to oblast obsahujici relativné malo
chromozomalni DNA, ale naopak velmi bohatd na RNA, proteiny a jejich komplexy. Poloha
jadérka neni ndhodnd. Je urcena pozici chromozomalniho lokusu tzv. organizatoru jadérka
neboli NOR (nucleolus organizer region), v némz jsou geny pro rRNA lokalizovany. Béhem
metafaze se tato oblast vyznacuje tzv. sekundarni konstrikci [23]. Pocet, lokalizace a velikost
NOR jsou parametry v cukaryotickém genomu velmi proménlivé. Mohou se li$it i v ramci
druha [24].

Kazda jednotka rDNA je transkribovana RNA polymerazou I (Pol I) jako jediny prekurzor.
Primarni transkript je dale postranskripéné upravovan za vzniku 18S, 5,8S a 25S rRNA. Tyto
tii RNA dohromady s 5 S rRNA, ktera je transkribovana RNA Pol III, tvofi jadro ribozomu
[26]. Strukturni geny pro rRNA jsou oddéleny vnitinimi mezerniky (ITS1 a ITS2, internally
transcribed spacer) a jednotky v podobé 18S-1TS1-5,8S-ITS2-26S jsou od sebe oddéleny
vnéjsim mezernikem (IGS, intergenic spacer) [22]. Struktura jednotek rDNA je zobrazena na
Obr. 3.

Na rozdil od oblasti ITS a IGS, které vykazuji mezi druhy ur€ity stupeni variability, usek
kodujicich sekvenci (Citajici 18S, 26S a 5,8S) je oblasti vysoce konzervativni. IGS, jak se
doposud jevi, se vyvijela nejrychleji. O ¢emz svédci vysoky stupein substituci, deleci ¢i
variabilitu v sekvenci a délce IGS useku mezi pfibuznymi druhy a dokonce i mezi jedinci
stejné populace [25]. ITS a IGS useky patii k nejpouzivanéj$im molekularnim markerim
V systematice a také predstavuji vhodny prostfedek pro studium evoluce polyploidnich rostlin.
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Obr. 3 Schéma znazornuje vztah mezi jadérkem, sekundarni konstrikci, NOR a geny pro
rRNA. Uvniti NOR jsou geny pro rRNA tandemové uspotfadany za sebou a kazdou jednotku
rDNA od sebe deli oblast IGS obsahujici regulac¢ni elementy a promotor, kde pocatek
transkripce je vyjadien +1. Pfi genové expresi jsou vedle kddujicich sekvenci piepisovany i
useky ITS1 a ITS2 [26].

2.3.1 Homogenizace rDNA

U repetitivnich sekvenci obecné, tedy i u jednotek rDNA, je pozorovan jev oznaCovany
jako ,concerted evolution®, kterda smétuje k homogenizaci DNA, tj. vSechny jednotky
vykazuji veéts§i ¢i menSi stupen homologie [27]. V tomto procesu se uplatiuji dva
mechanismy — nerovnomérny Crossing-over a genova konverze. Homogenizace DNA je tizce
spjata s evoluci polyploidnich druhi a s procesem diversifikace biologického druhu. Bez
ohledu na mechanismus, zdlezi mira homogenizace repetitivnich sekvenci na jejich poctu,
frekvenci homogenizace po formaci nové variety, efektivni velikosti populace ¢i pfirodnim
vybéru. V extrémnich piipadech se repetitivni sekvence mohou stat zcela identickymi [28].
Proces homogenizace neprobiha nejenom mezi jednotlivymi kopiemi rDNA, ale byl popsan i
u subrepetic uvnitt stejné repetice [29].

Népadnym znakem genid pro rRNA byvéa Casto spole¢né sdileni stejné sady mutaci.
Nerovnomérny crossing-over jednotek s mutaci mize vést ke vzniku jednoho chromozomu,
ve kterém se mutace nachdzi ve dvou jednotkdch a druhého chromozomu bez mutace.
Chromozomy, u kterych se mutace nachazi uvnitt geni pro rRNA, mohou byt negativné
selektovany. Naopak chromozomy, které maji mutaci v nekodujicich sekvencich dané
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jednotky, nemusi byt vystaveny Zzadnému nepfiznivému vlivu. Nakonec po nckolika
rekombinac¢nich procesech se muze pocet substituci v jednotkach rDNA zvysit ¢i mohou zcela
chybét. Jak uz bylo feCeno vysSe, v procesu homogenizace se také uplatiiuje i genova
konverze, coz je nereciprocni prenos useku DNA mezi dvéma geny. Genova konverze
probihd na sekvencich homolognich chromozomi a stejné¢ tak i na chromozomech
nehomolognich, coz samoziejmé zvySuje miru homogenizace jednotek rDNA v populaci.
Podstatnd vétSina experimentalnich studii potvrzuje uplatnéni crossing-overu Vv ,,concerted
evolution®, zatimco vliv a vyskyt genové konverze stale zustava nerozlustén [30].

Ucinnost homogenizace mimojiné zavisi na fyzické vzdalenosti mezi repetitivnimi useky.
Jednotky 45S rDNA , které se nachazi na stejném NOR, jsou si jedna druhé podobné vice nez
jednotky rDNA, které jsou lokalizovany na odlisnych NOR. Z toho vyplyva, Ze intralokusova
homogenizace je podle vSeho vice efektivni nez interlokusova [29].

2.3.1.1 Homogenizace rDNA u allopolyploidnich rostlin

V duasledku slu¢ovani genomu rodi¢ovskych druhti se vjadie pravé vzniklych
allopolyploidnich jedinct vyskytuji minimalné¢ dvé rizné rodiny jednotek rDNA. Proces
jejich homogenizace mize vyustit v fadu rozliénych udalosti.

Homogenizace 45S rDNA byla studovana u rodu Gossypium, a to u péti allotetraploidnich
druhtt (AD genom) a diploidnich druhi pfedstavujici jejich piedky [31]. Sekven¢ni analyzou
oblasti ITS bylo zjisténo, ze oblasti rDNA allotetraploidi i diploidd jsou si velmi podobné.
Fakt, ze jednotky rDNA byly lokalizovany ve &tyfech chromozomalnich lokusech (dva
Vv kazdém subgenomu), svéd¢éi o tom, Ze proces homogenizace bé&zel prostiednictvim
interlokusové ,,concerted evolution®. Zajimavé bylo také zjisténi, ze u Ctyt allotetraploidi
vedla homogenizace rDNA ke konverzi ve prospéch D genomu a u jednoho druhu byla
zjisténa konverze ve prospéch A genomu. Z tohoto vyplyva, Ze ,,concerted evolution* nemusi
jit pouze jednim smérem. Piechod jednoho rodi¢ovského genomu na druhy byl popsan iu
hybrida Nicotiana arentsii (N. undulata x N. wigandoides), kde se analyzou RFLP podafilo
identifikovat pouze jednotky rDNA ptivodem z N. undulata [32].

Naopak existuji skupiny rostlin, kde proces homogenizace rDNA ziejmé neprobiha. U
allotetraploidnich druht rodu Brassica, a to B. juncea, B. carinata a B. napus, které vzesly
z diploidnich ptedkd (viz. Obr. 1), byly ve vSech tiech piipadech identifikovany jednotlivé
rodicovské rodiny 45S rDNA [33]. Ziejmé tedy nedoslo k zadnym zménam v sekvenci
promotorové oblasti 45S rDNA od okamziku polyploidizace, kterd pravdépodobné probéhla
pied tisici lety. Podobna situace byla popsana u rodu Tragopogon [34]. U druha T. miscellus
(T. dubius x T. pratensis) a T. mirus (T. dubius x T. porrifolius) bylo zji§téno rovnomérné
rozlozeni obou rodiovskych rDNA rodin. Nové¢jsi studie ale ukazuji, Ze ve skutecnosti
dochazi k redukci poc¢tu rDNA kopii jednoho z rodicu (T. dubius), coz ukazuje na zapocaty
proces homogenizace u tohoto rodu [35].

Jak bylo zjisténo u Nicotiana rustica (N. undulata x N. paniculata) proces homogenizace
rDNA mize mit také za nasledek vznik novych sekvencnich motivi [32].
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2.3.2 Exprese genii pro rRNA

rRNA ptedstavuji zakladni strukturni jednotku ribozomu. Protoze jsou ribozomy mistem
proteosyntézy, spravné fizena biogeneze ribozomu je velmi dilezita pro zivot buniky. Proto je
i nemén¢ dllezita spravna regulace exprese gent pro rRNA. Regulace probihd na transkripéni
urovni a miize byt fizena fadou mechanismu jako dostupnosti a afinitou transkripcnich faktora
¢i silou promotoru, atd. S vyvojem znalosti v oblasti epigenetiky se ukazuje, Ze exprese genil
pro rRNA je ve velké mife kontrolovana prostfednictvim epigenetického umlceni.

Jednim zrysi nové vzniklych allopolyploidnich druhi je epigenetické umlceni
rodicovskych genti pro rRNA. Zda se, ze se jedna o jakysi mechanismus, diky kterému se
bunika vyrovnava s nenadalym nadbytkem trnskripéné aktivnich gent. Epigenetické zmény
rDNA, které jsou zodpovédné za riizné stavy genové exprese, Se mohou cytologicky projevit
tvorbou sekunddrni konstrikce na metafaznim chromozomu. Tento jev byl poprvé popsan
pred 80 lety a dnes je zndm pod pojmem jadérkova dominance.

2.3.2.1 Jadérkova dominance

Jadérkova dominance se bézné vyskytuje u mezidruhovych hybridi a allopolyploidnich
druhti, u kterych dochazi k transkripci genti pro rRNA ziskanych pouze z jednoho piedka
[36].

Jadérkova dominance byla poprvé popsana v roce 1934 pfi studiu chromozomu druhi a
mezidruhovych hybridu rostlinného rodu Crepis, Navashin pozoroval u D-chromozomu
n¢kterych mezidruhovych hybridi neobvykly projev sekundéarni konstrikce. Doslo k tomu, ze
toto zaskrceni se vytvofilo na chromozomech ziskanych jen od jednoho z rodic¢i a nezalezelo
na tom, zda chromozomy pochézely z matefské ¢i otcovské gamety [37]. Navashin nazval jev
,»differential amphiplasty®, v soucasnosti ale vice zndmy pod pojmem jadérkova dominance.

Jak bylo také ve studii poznamenano, sekundarni konstrikce piivodné chybéjici se mohla po
vhodném zpétném kiizeni vytvofit na daném chromozomu [37]. CimZ bylo dokéazano, Ze
chromozom se sekundarni konstrikci nebyl ztracen ¢i znicen, a ze jadérkova dominance je jev
reverzibilni. Ve stejném roce Barbara McClintock (nositelka Nobelovy ceny za objev
transpozonll) demonstrovala ve své praci, ze sekundarni konstrikce odpovida
chromozomalnimu lokusu, kde se béhem interfaze formuje jadérko. Lokus pojmenovala jako
organizator jadérka [23]. McClintock se dale zabyvala problematikou, ktera byla prvné
popsana Navashinem, a zjistila, ze druhy rodu Crepis lze setadit do urcité hierarchie, ktera
odréazi jadérkovou dominanci mezi druhy.

Vroce 1966 byl organizator jadérka popsan jako lokus, kde jsou geny pro rRNA
uspofadany ve stovkach az tisich kopii [38]. O par let pozdé&ji, v roce 1971, se objevil nazor,
ze jadérkovd dominance (v té dob¢ stile jesté oznaCovana jako ,differential amphiplasty*)
mize byt dusledkem exprese pouze jedné rodi¢ovské sady gent pro rRNA [39]. Studii rodu
Xenopus se podarilo osvétlit molekularni podstatu jadérkové dominance a tuto domnénku
potvrdit [40].
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23211 Genetické mechanismy navozeni jadérkové dominance

Jadérkova dominance je jevem velmi rozsifenym, vyskytujicim se u organismii jako hmyz,
obojzivelnici, savci a samoziejme rostliny [36]. Existuje fada faktort ovliviiujici jadérkovou
dominanci, ale zpravidla se vyskytuji jen u urcitych skupin organismu (druht) a uplatiuji se
jen v omezené mife. Proto je komplikované urcit, ktery z Cinitelli je esencialni pro navozeni
jadérkové dominance.

Prvni z hypotéz snazici se popsat molekularni podstatu jadérkové dominance (respektive
faktory navozujici dominanci) vychazela z praci, kde byl jako modelovy organismus vyuzit
zivoc¢isSny druh Xenopus. Podle této teorie je dominance jednoho druhu nad jinym dana délkou
IGS a poctem subrepetic v tomto useku, které funguji jako zesilovace transkripce [41], [42].
Touto hypotézou lze vysvétlit navozeni jadérkové dominance napf. u Triticum aestivum [43].
Naopak u systémi Brassica [44] a Arabidopsis [45] nebyla platnost této teorie potvrzena.

Dalsi teorie se tykala druhove specifickych transkripcnich faktord. Podle ni geny pro rRNA
ur¢itétho druhu nemohou byt pfepisovany v transkripénim systému jiného druhu kvili
inkompatibilité transkripénich faktord [46]. Tuto teorie nelze aplikovat u ptibuznych druht,
které je mozné kiizit. Jako napt. u rodt Brassica a Arabidopsis, jejichz hybridni potomstvo
vykazuje jadérkovou dominanci, jsou promotory gend pro rRNA Brassica pIn¢ funk¢ni po
prenosu do protoplastu Arabidopsis a naopak [47].

Vyse uvedené hypotézy vychazely z predpokladu, ze jadérkovd dominance je nasledkem
selektivni aktivace pouze jedné sady gend pro rRNA. Jak uz ale bylo naznaceno vyse, v
poslednim desetileti se zac¢ina pohliZzet na mozny mechanismus jadérkové dominance jako na
selektivni umléeni jedné sady genii pro rRNA, které je spojované s epigenetickymi procesy
zahrnujicimi modifikaci DNA (methylace cytosinti) a histonu (acetylace, methylace nebo
fosforylace, atd.) [48]

2.3.3 Methylace cytosinu a acetylace histonu

Modifikace cytosinu methylaci je charakteristickd pro repetitivni sekvence (napt. rDNA)
eukaryotického genomu a je Casto spojovan s umlcovanim genové exprese na transkripcni
(Transcriptional Gene Silencing, TGS) [49] i posttranskripéni urovni (PostTranscriptional
Gene Silencing, PTGS) [50]. Obvykle se hypermethylaci cytosinil vyznacuje heterochromatin
a naopak hypomethylace byva charakteristicka pro genovou expresi [51].

Kromé& 5-methylcytosinu (m°C), ktery byl objeven uz v roce 1950 [52], jsou znamy i dalsi
methylované baze, napf. N6-methyladenin, ktery byl poprvé detekovan u bakterii [53].
V bakteridlni ti§1 obecné je methylace DNA dilezitym obrannym mechanismem proti
cizorodé DNA, kterd pronikd do bakterialni buniky (napf. pfi virové infekci).

Methylace cytosinu u rostlin je, jak se zdd, podstatné¢ komplexnéj$i nez u jinych
eukaryotnich organismli a vyznacuje se fadou unikatnich ryst. Vyskytuje se v né€kolika
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specifickych sekven¢énich motivech — v symetrickych dinukleotidech CG a trinukleotidech
CHG (kde H piedstavuje A, T anebo C) a v asymetrickém motivu CHH [54]. Co se tyce
hladiny m°C, u rostlin je vice jak 30 % z celkového podilu cytosinu methylovéano, nejéastsji
v motivu CG a CHG [55].

Methylace DNA je katalyzovana skupinou enzymi oznacovanych jako DNA
methyltransferazy (DNMT). U rostlin rozliSujeme tfi typy téchto enzymu - MET1 kontrolujici
methylaci motivu CG, CMT 3 (ChromoMethylTransferase 3) zajistuje methylaci CHG
sekvence a skupina DRM (Domains Rearranged Methyltransferase), ktera je zodpovédna za
methylaci CHH motivu. Kofaktorem DMNT je S-adenosyl-L-methionin (SAM), ktery
funguje jako donor methylové skupiny. DNA methyltransferazy se skladaji ze dvou funkéné
rozliSenych ¢asti, a to katalytické domény, ktera se specificky vaze na kofaktor a domény,
ktera zajistuje rozpoznani specifického mista v molekule DNA. Methylace probiha jako
nukleofilni atak na atom uhliku C6 cytosinu, coz vede k protonizaci atomu dusiku N3 a
vzniku enaminu, ktery reaguje s CH3 skupinou SAM. Nasledny ptenos CH3 skupiny na atom
C5 cytosinu je pak spojen s deprotonizaci atomu N3. Vedle m°C je generovan jako vedlejsi
produkt reakce S-adenosylhomocystein (SAH), ktery je inhibitorem dalsi methylace [56].

DNA methyltransferazy se déli na tzv. de novo a udrzovaci. De novo DNMT odpovidaji za
methylaci sekvenci DNA, kterym zcela chybi ptivodni methylace. Do této skupiny spadaji
DRM. Tzv. udrzovaci methyltransferazy katalyzuji methylaci pfi replikaci DNA, kdy je
kopirovano rozlozeni m°C v symetrickych sekvenénich motivech z matefského na dcefiné
vlakno [57]. Z vyse uvedeného vyplyva, ze asymetricky CHH motiv mize byt udrzovan
pouze cestou methylace de novo.

U rostlin jsou methylované sekven¢ni motivy obvykle stabilné udrzovany béhem meidzy i
nékolik generaci. Experimenty s demethyla¢nimi ¢inidly u rostlin méli vyznamny vliv na
jejich morfologii. Napf. u rodu Arabidopsis, kde redukce hladiny m>C, ktera byla zpisobena
expresi antimediatorové DNMT (MET1) nebo knock-out mutaci v DDM1, méla pleiotropicky
efekt na morfologii, vyvoj a také negativné ovlivnila samici fertilitu [58].

Rostlinnd DNA je obvykle vysoce methylovéana, obsah m°C ale rizné kolisa mezi druhy.
Naptiklad u tabaku se uvadi, ze ptiblizné 30 % cytosinu je methylovano, u rodu Arabidopsis
se jedna o 4 %[55].

Vedle methylace cytosinu je acetylace histonu dulezitou ¢asti kontroly genové exprese a
udrZzovani integrity genomu. Acetylace histoni vede k rozvolnéni struktury nukleozomu a
podporuje piistup transkripcnich faktort k pfislusnému lokusu [59].

Methylace cytosinu a acetylace histonu maji v kontextu genové exprese inverzni vztah.

Aktivni geny, které jsou zpravidla hypomethylovany, jsou shlukovany v nukleozomech,
jejichz histonové jadro je hyperacetylovano a naopak [48].
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2.3.3.1 Vztah mezi modifikaci chromatinu a expresi rDNA

Jednim z prvnich dikaz o vztahu exprese genti pro rRNA a methylace cytosinu poskytl
v roce 1988 R. B. Flavell, ktery analyzou rDNA u rodu Triticum zjistil, Ze inaktivni geny pro
rRNA jsou podstatné vice methylovany nez aktivni geny [60].

Dalsim dokladem byla prace zabyvajici se zménou exprese umlc¢enych rRNA gent, ktera
byla vyvolana ucinkem 5-aza-2’-deoxycytidinu (aza-dC) [48]. Aza-dC je strukturnim
analogem nukleosidu cytidinu a funguje jako inhibitor DNA methyltransferaz [61]. V praci
Chena a Pikarda bylo vyuzito rostlinného druhu Brassica napus (viz. Obr. 1). Brassica napus
vzesla z kiizeni diploidnich druhti B. oleracea a B. rapa, kde geny pro rRNA B. rapa jsou
dominantni nad geny B. oleracea. Po aplikaci aza-dC doslo k derepresi genti B. oleracea a
jejich exprese dosahovala trovné podobné genii dominantni B. rapa. Vzhledem k tomu, ze
jadérkova dominance se vyskytuje i u druhu Drosophila, kde m°C nebyl detekovan, vzali
autofi v potaz i jiny typ chromatinové modifikace, acetylaci histond. Proto bylo v praci
vyuzito inhibitord deacetylace histonl — trichostatin A a butyrat sodny. Opét doslo k derepresi
geni pro rRNA B. oleracea. Avsak pii pouziti obou typua inhibitorti (aza-dC a trichostatin A)
nebyl pozorovan synergisticky ucinek, z toho vyplyva, ze mechanismy methylace cytosinu a
deacetylace histonu ptisobi v stejném cilovém misté nebo po stejné draze [48].
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CIiLE PRACE

stanoveni poméru A a C jednotek u riznych variet Brassica napus pomoci Southern
blotu

sekven¢ni analyza promotorové oblasti IDNA u vybranych variet Brassica napus

mapovani m°C oblasti IGS pomoci hydrogensifi¢itanového genomového sekvenovani
u vybranych variet Brassica napus
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1  Rostlinny material a péstovani

Pro analyzu bylo pouzito celkem 12 variet Brassica napus. Z toho 10 variet bylo mnou
vypéstovano ve skleniku BFU ze semen, které byly poskytnuty z Institut National de la
Recherche Agronomique (INRA), Paris, France (Tab. 1). Dv¢ variety Darmor a Yudal a
rodi¢ovské druhy B. oleracea C10.3 a B. rapa RC, které byly také analyzovany, nebyly
vypéstovany piimo mnou, ale jinymi pracovniky laboratoie a jejich genomova DNA mi byla
poskytnuta.

Tab. 1 Piehled vSech variet B. napus, které byly vyuzity pro analyzu

Variety Zem¢ puvodu Péstovana forma
Spok Némecko jarni
Mohican Velka Britanie zimni
Asparagus kale neuvedeno jarni
Maxol Francie zimni
Akamar Nizozemi zimni
Oro Kanada jarni
Loras Némecko jarni
Norin 6 Japonsko jarni
Norin 10 Japonsko jarni
Petranova Némecko zimni
Yudal Korea jarni
Darmor Francie zimni

Semena byla nakli¢ena na bunicinové vaté pii laboratorni teploté (21 — 24 °C) a po
nékolika dnech byly semenacky pieneseny do skleniku, kde byly zasazeny do zeminy
(Zahradnicky substrat s aktivnim humusem, AGRO). Denni teplota byla ve skleniku
udrZovana v rozmezi 16 — 20 °C, no¢ni pak od 10 do 12 °C.

4.2 Chemikalie

VSsechny pouzité chemikalie byly v Cistoté¢ p. a. Roztoky byly pfipravovany ze sterilnich
zasobnich roztoku a veskeré fedéni bylo provadéno sterilni destilovanou vodou. Podrobné
slozeni vSech pouzitych roztokl je uvedeno v kapitole Seznam a charakteristika roztokl a
pufrt.
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4.3  Metody

4.3.1 Izolace genomové DNA z rostlinného materialu

Cca 250 mg listd nastiihanych na kousky a zbavenych silnéjSich vodivych pletiv bylo
rozetfeno v keramické misce v tekutém dusiku. Vznikly prasek byl homogenizovan v 700 ul
CTAB s1ul B-merkaptoethanolu. Pii teploté¢ 60 °C byla suspenze lyzovana po dobu
1 hodiny. Za ucelem hrubé deproteinace bylo k suspenzi piidano 700 ul roztoku chloroform-
oktanol (pomér 24:1), nékolik minut michano a poté byl roztok centrifugovan (15 minut,
14 000 obr/min). Po centrifugaci byla odebrana horni vodni faize a DNA byla vysrazena
isopropanolem (2/3 objemu vodni faze), nasledovala dalsi centrifugace (2 minuty,
14 000 obr/min) a sliti supernatantu. K vysrazenému peletu byla ptidana smés 70 % ethanolu
a 10 mM octanu sodného. Smeés byla po 30 minutich stdni vyménéna za Cerstvou a vzorky
byly do nasledujiciho dne skladovany v chladni¢ce. Na druhy den byly vzorky centrifugovany
(2 minuty, 14 000 obr/min) a jejich obsah byl slit. Zbyvajici ethanol byl odstranén
V termostatu pfi teploté 50 °C po dobu 10 az 15 minut (dle mnozstvi vysrazené DNA).
Vysusena DNA byla rozpusténa v 400 ul TE pufru. Pro odstranéni RNA a proteini byly
k roztoku surové DNA ptidany 4 pul RNazy A (10 mg/ml) a po hodin¢ inkubace pii 37 °C byly
ptidany 4 ul Proteinazy K (20 mg/ml). Inkubace pak probihala 2 hodiny pfi teploté 55 °C.
Poté byla provedena extrakce fenolem. Ke zchlazenému roztoku DNA bylo ptidano 400 pl
smési fenol-chloroform-isoamylalkohol (pomér 25:24:1). Po deseti minutach extrahovani byl
roztok centrifugovan (5 minut, 14 000 obr/min). K odebrané horni fazi bylo pfidano 0,5 ml
smési chloroform-isoamylalkohol (24:1) a byla provedena centrifugace (1 minuta,
14 000 obr/min). Znovu byla odebrana horni fazi a k ni bylo pfidano 1/10 objemu 2,5 M
octanu sodného a 2,5 nasobek objemu 96 % ethanolu. Doslo k vysrazeni DNA. Vzorky byly
centrifugovany (2 minuty, 14 000 obr/min) a supernatant byl slit. Vysrazena DNA byla dale
promyta 70 % ethanolem. Zbytek ethanolu byl odstranén v termostatu pii teploté 50 °C (10 az
15 minut). VysuSena DNA byla rozpusténa v TE pufru (100 ul). Jeji kvalita byla
zkontrolovana  prostfednictvim  elektroforézy ~a  koncentrace  byla  stanovena
spektrofotometricky na ptistroji NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., USA).

4.3.2 Agarézova elektroforéza genomové DNA a PCR produktii

Agardza byla rozvaiena v 1X TAE 20 minut v tlakovém hrnci. Po zchladnuti gelu na teplotu
asi 50 °C byl pfidan ethidium bromid do koncentrace 0,1 pg/ml a gel byl nalit do
elektroforetické formy s hiebinkem. Ke vzorkim byla pifed nanesenim ptidana 1/10 jejich
objemu nanasSeciho pufru pro DNA. Elektroforéza byla provadéna v 1x TAE pfi gradientu
napéti 1 —4 V/cm. Zaznam gelt byl potizen na pfistroji UltraLum (UltraLum Inc., USA)

4.3.3 Stépeni genomové DNA restrikénimi endonukleizami

Koncentrace genomové DNA se v 20 pl restrikéni smési pohybovala mezi 500 — 1000 ng.
Pti $t€peni DNA bylo postupovano podle doporuceni vyrobce (New England Biolabs Inc.),
viz Tab. 2. Bylo pouzivano 1 — 2 U enzymu na ug DNA, §tépeni probihalo 4 hodiny pfi
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doporucené teploté (viz. Tab. 2). Enzym byl ptfidavan po dvou davkach po dvouhodinovych
intervalech.

Tab. 5 Pouzité restrikéni endonukledzy
Enzym Rozpoznavana sekvence 10 x pufr Teplota (°C)

5..GATC.3%»
Mbo | 3 CTAG . 5 NEB pufr 4 37

5.GAATTC..3®
EcoRl T CTTAAG . S NEBpufr EcoRI 37

4.3.4 Emulzni PCR

Podstatou emPCR je segregace fragmentt matrice DNA ve vodni fazi emulze typu V/O.
V jednotlivych kapénkach vodni faze pak dochazi k amplifikaci fragmenti DNA. Pfi vhodné
zvolené koncentraci DNA lze docilit toho, Ze v jedné mikrosféie je pfitomna pravé jedna
molekula templatu. Timto se zamezi vzniku chimerickych molekul PCR produktu [62].

Byla provedena amplifikace promotorové oblasti genii pro rRNA — IGS. Velikost PCR
produktu byla ~ 300 bp (Obr. 4).

IGS ITS1 ITS2
e . ————— ————
primer
+1
258 4 18S 5,85 258
%
primer
Al
~300bp

Obr. 4 Schéma umisténi primerd pro amplifikaci tseku IGS. Pocatek transkripce je vyjadien
+1.

4.3.4.1 Ptiprava olejové faze
Slozky olejové faze uvedené v Tab. 2 byly postupné smichany ve zkumavkach

s kalibrovanym objemem (celkovy objem smési byl 5 ml). Po ptidani kazdé sloZzky byla smés
diikladné promichana a kratce centrifugovana

Tab. 2 Slozky olejové faze, jejich koncentrace a mnozstvi

Slozka MnoZstvi Finalni koncentrace
Span 80 225 nul 4,5 %

Tween 80 20 pl 0,4 %

Triton X-100 2,5 ul 0,05 %

Mineralni olej doplnéno do objemu 5 ml
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4.3.4.2 Priprava vodni faze — PCR smés

Vodni faze byla pfipravena smichanim komponentii uvedenych v Tab. 3 (objem reak¢ni
smesi byl 260 pl). Jako templat byla pouzita genomova DNA, ktera byla Stépena restrikénim
enzymem Mbo | (postup $tépeni viz 4.3.3.). Tento enzym nestépi amplifikovany usek.

Tab. 3 Slozky vodni faze — PCR smési, jejich koncentrace a mnozstvi

Komponenta Mnozstvi
10x reak¢ni pufr kompletni (Finnzymes, Finsko) 26 ul
BSA (100 g/l) 26 ul
primer F (25 uM) 4yl
5'-ATG GTT AGA AGA AAA GAA AWT TAT GAA AAT TTA-3’

primer R (25 uM) 4yl
5’-ACA ATC CRA CCATCR ACC TCA ACC CA-3’

dNTP (25 mM) 2,6 ul
DyNAzyme polymeraza (2 U/ul) (Finnzymes, Finsko) 52l
DNA templat 170 ng

doplnéno do

H:0 objemu 260 pl

4.3.4.3 Priprava a prubéh emPCR

400 pul ptipravené olejové faze bylo pieneseno do kryozkumavek. K tomuto objemu bylo
postupné piridavano 200 ul vodni faze za stadlého michdni na magnetické michacce
(1 000 rpm), emulze byla michana dalsich 5 minut. Emulze byla po 50 ul rozpipetovana do
nékolika mikrozkumavek a ptekryta minerdlnim olejem. Zbylych 60 ul PCR smési bylo
pouzito jako kontrola neemulzni PCR a v mikrozkumavce také prekryto mineralnim olejem.
Teplotni rezim emPCR je uveden v Tab. 4

Tab. 4 Program PCR

Krok Teplota (°C) Cas
1  Pocatecni denaturace 94 27
2 Denaturace DNA 94 30
3 Hybridizace primert 55 30
4 Syntéza komplementarniho DNA vldkna 72 20
5  Zavérecna extenze 72 7’

Po prvnim cyklu byl 2. — 4. krok zopakovan v dalSich 29 cyklech. Po skoneni programu
byl obsah kazdé mikrozkumavky slit dohromady. Po centrifugaci (5 minut, 13 000 obr/min)
byla odstranéna horni olejova faze. Aby doSlo ke zruseni emulze, byla celkem dvakrat
provedena extrakce 1 ml vodného roztoku diethyletheru. Zbytek organického rozpoustédla byl
odstranén v termostatu pfi teploté 42 °C. Nasledné byl ziskany produkt ptecistén pomoci kitu
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NucleoSpin © Extrakt Il (Macherey — Nagel GmbH & Co. KG, Némecko). Produkty emPCR i
kontrolni PCR byly detekovany na 1,4 % agar6zovém gelu (viz. 3.3.2)

4.3.5 Klonovani emPCR produktu

Klonovéni pie¢isténého produktu emPCR bylo provedeno pomoci QIAGEN® PCR
Cloning ™ Kit (QIAGEN, Némecko).

4.3.5.1 Priprava liga¢ni smési

Piiprava ligacni smési byla provadéna na ledu podle Tab. 6., smés byla kratce promichdna a
inkubovéna 2 hodiny pii teploté 12 °C

Tab. 6 Slozeni liga¢ni smési

Komponenta Mnozstvi
pDrive vektor (Obr. 5) 1l
emPCR produkt 4 ul
2 x Liga¢ni Master mix 5ul
_TT pram ke r
Acchil
Epal
; Sohl
e Pl
+1 .":‘.ll.-|
= E”BFIM
% g / Exoll
nDriva Cloning Vector _u//_
385k T Eeoll
'd_ﬂ-fj—fs?l
Acel
Hinell
Wa‘ Hindlll
Xhdl
i ‘ﬁ Avrl /Syl
M hel
Xbol
Eeo7 2|
Bl
EcolD 104
Apal
S
Mkl
LT 3P4 promoter

Obr. 5 Mapa plazmidového vektoru pDrive. Jeho polylinker je umistén v ¢asti genu kodujici
proximalni ¢ast polypeptidu B-galaktozidazy, coz umoziuje odliSit rekombinantni a
nerekombinantni plazmidy. Gen pro rezistenci k amipicilinu je vyuzivan pro selekci
transformant. Linearizovany vektor obsahuje uracily namisto pro DNA béznych tymint
v Klonovacim misté. Tim je zabezpeceno, Ze se konce vektoru nezliguji samy se sebou (E. coli
nema schopnost ligovat uracilovou DNA) a tim se sniZi pozadi. PCR produkty, které obsahuji
na 3’konci adenin se naopak liguji preferencné.
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4.3.5.2 Transformace QIAGEN EZ kompetentnich bunék

25 ul zamrazenych kompetentnich bunék (s genotypem [F::Tn10(Tc") proA™ B* lacl
ZAM15 recAl end Al hsdR17 (rki2~ mka2') lac ginV44 thi-1 gyrA96 relA) bylo inkubovano
na ledu do roztani. Poté byl k bunkam piidan 1 ul ligaéni smési. Suspenze byla ponechana
10 minut na ledu za obcasného protiepani, poté byla vystavena teplotnimu Soku pfi teploté
42 °C po dobu 30 s a znovu inkubovéna 2 minuty na ledu. Po pfidani 275 pl tekutého SOC
média byly buiky inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 30 minut. Nasledné byl proveden
vysev bun¢k na tfi selek¢ni agarové plotny (po 100 pul suspenze bunck na 1 agarovou plotnu)
s LB médiem obsahujici na 150 ml LB média: 150 ul ampicilinu (100 ug/ml), 17,7 ul IPTG
(100 mM) a 225 pl X-gal (40 mg/ml). Po 15 — 18 hodinach inkubace pfi teploté 37 °C byly
vybrané bilé kolonie, tj. klony nesouci plazmid s vlozenym inzertem, pieockovany na nové
agarové plotny (o stejném slozeni) a po dalSich 15 — 18 hodin inkubace pti 37 °C byly
selektovany pozitivni klony.

4.3.5.3 Selekce klona

Za ucelem izolace vlozeného inzertu byla provedena PCR s primery, které jsou
komplementarni k sekvenci useku DNA obklopujici klonovani misto vektoru pDrive.

Smés pro PCR byla namichana podle Tab. 7. Do mikrozkumavek obsahujici 25 ul PCR
smési byly jednotlivé pieneseny transformanty z agarovych ploten. PCR bézela podle

teplotniho rezimu uvedeného v Tab. 8

Tab. 7 Slozeni PCR smé&si

Komponenta Mnozstvi
10x reakéni pufr kompletni 2,5l
pfimer F (25 uM) ’ 05 pul
5°-T AAT ACG ACT CAATAT AGG G-3

pfimer R (25 uM) , 05 pul
5-T AAATCC ACT GTG ATATCT T-3

dNTP (25 mM) 0,5l
MgCl; (25 mM) 0,5 ul
DyNAzyme polymeraza (2 U/ul) 0,5l
H.0 20 pl
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Tab. 8 Program PCR

Krok Teplota (°C) Cas
1  Pocatecni denaturace 94 2’
2  Denaturace DNA 94 30
3 Hybridizace primert 55 307
4 Syntéza komplementarniho DNA vlakna 72 307
5 Zavérecna extenze 72 7’

Po prvnim cyklu byl 2. — 4. krok zopakovan v dalSich 34 cyklech. PCR produkty (alikvot
5 ul) byly detekovany na 1,4 % agar6zovém gelu. V ptipadé, ze byl ziskan pozitivni signal,
zbyvajici objem dané reakce (20 pl) byl precistén pomoci kitu NucleoSpin © Extrakt Il
(Macherey — Nagel GmbH & Co. KG, Némecko) a zaslan na sekvenovani do spole¢nosti
Eurofins MWG Operon (Némecko). Senvence byly upraveny v programu BIOEDIT 3 [63] a
dale vyhodnoceny v programu PHYLOWIN [64].

4.3.6 Southern blot

Vzorky genomové DNA byly $tépeny restrikéni endonukledzou EcoRI (Stépeni dle kapitoly
4.3.3.) v 30 ul reakéni smési. Mnozstvi DNA ve smési se pohybovalo kolem 2 pg. Takto
zpracované vzorky byly separovany na 1,5 % agardézovém gelu pii napéti 20 V po dobu 18 —
20 hodin. Po separaci byl gel promyvan za laboratorni teploty nasledovné — v roztoku 0,25 M
HCI 15 minut, v destilované vodé 1 minutu, 2 x 20 minut v roztoku 0,4 M NaOH. V dobé
promyvani byly pfipraveny komponenty pro blotting — knot a obdélnik (o rozmérech gelu)
z filtra¢niho papiru (Whatmann) a né€kolik vrstev buni¢iny (stejné rozméry jako gel). DNA
byla blotovana na nylonovou membranu Hybond-XL (Amersham Biosciences), ktera byla
0 0,5 cm $irsi 1 delsi nez gel. Membrana byla pted sestavenim blotovaciho sendvi¢e namocena
na 10 minut do destilované vody. VSechny €asti véetné membrany byly pied sestavovanim
kratce promyty v roztoku 0,4 M NaOH a sloZeny podle schéma na Obr. 6. Po asi 20 hodinach
byl blotovaci sendvi¢ rozebran a membrana byla promyta v 6x SSC (10 minut). Fixace DNA
k membrang byla provedena v picce pii teploté 80 °C (2 hodiny).

zavazi
buni¢ina

/ filtragni papir

nylonova

/ membrana
knot

\ —— agardzovy gel
/ sklenénna deska \

Obr. 6 Schéma blotovaciho sendvice. Jako nosny pufr byl pouzit 0,4 M NaOH.

nosny pufr
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4.3.6.1 Znaceni proby, hybridizace a detekce

Protoze nejsem Skolena pro praci s radioaktivitou, bylo znafeni proby, hybridizace a
promyvani odmyvacimi roztoky provadéno jinymi pracovniky laboratofe.

Jako proba byl pouzit klon oblasti ITS1, ktery byl pfipraven amplifikaci DNA B. napus za
pouziti primert 18S for (5'-GCG CTA CAC TGA TGT ATT CAA CGA G-3") a 5,8S_rev
(5'-CGC AAC TTG CGT TCA AAG ACT CGA-3") [35]. Proba byla oznacena [0-32P]dCTP
pomoci komer¢ni sady Decalabel™ DNA Labeling Kit (MBI Fermentas, Litva) metodou
,random priming“. Bylo postupovano dle navodu, ktery je soucasti kitu. Pfed vlastni
hybridizaci byla provedena prehybridizace. Nylonova membrana byla nejprve smocena v 0,1x
SSC a nasledné prehybridizovana 1 hodinu pii 65 °C v hybridiza¢nim roztoku. Poté byla
k roztoku pridana radioaktivné znacena sonda, ktera byla pfedtim denaturovana varem (10
minut) a prudce zchlazena. Hybridizace probihala 12 — 16 hodin pii 65 °C. Poté byl slit
hybridiza¢ni roztok a membrana byla promyvana odmyvacim roztokem 1 (2 x 5 minut pfi
laboratorni teploté), odmyvacim roztokem 2 (2 x 20 minut pii 65 °C) a na zavér kratce
smocena v 0,1x SSC. Membrana byla exponovana na zobrazovaci desky (Storage Phosphor
Screens, GE Healthcare) po dobu nékolika hodin. Signaly byly vizualizovany na pfistroji
Phosphorlmager™ Storm (GE Healthcare, UK) a vyhodnoceny pomoci programu
ImageQuant™ (GE Healthcare, UK).

ooooo

Modifikace genomové DNA hydrogensifi¢itanem sodnym byla provedena pomoci
komer¢ni sady Epitect® Bisulfite Kit (QIAGEN, Némecko). Po modifikaci byl vzorek DNA
predidtén pomoci kitu NucleoSpin © Extrakt Il (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Némecko). Nésledn¢ byla modifikovand DNA pouzita jako templat v PCR, kde doslo
k amplifikaci useku IGS (~ 300 bp). Slozeni PCR smési, ktera bézela v objemu 25 ul je
uvedeno v Tab. 9. V Tab. 10 je popsan teplotni program reakce.

Tab. 9 Slozeni PCR smési

Komponenta Mnozstvi
10x reakéni pufr kompletni 2,5l
25 mM MgCl, 0,5 ul

primer F (25 uM)

5-ATG GTT AGA AGA AAA GAA AWT TAT GAA AAT TTA-3’ 0.5ul
primer R (25 uM) 05 pul
5-ACA ATC CRA CCA TCR ACC TCA ACC CA-3’ '
dNTP (25 mM) 0,5 pul
DyNAzyme polymeraza (2 U/ul) 0,5 ul
DNA templat 1l
H,O 19 ul
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Tab. 10 Teplotni program PCR

Krok Teplota (°C) Cas
1 Pocatecni denaturace 94 37
2 Denaturace DNA 94 207
3  Hybridizace primert 55 20"
4 Syntéza komplementarniho DNA vlakna 72 20"
5) Zaveérecnd extenze 72 7’

Po prvnim cyklu byl 2. — 4. krok zopakovan v dalSich 34 cyklech. PCR produkt byl
separovan na 1 % agardzovém gelu a poté z gelu izolovan pomoci kitu NucleoSpin © Extrakt
Il (Macherey — Nagel GmbH & Co. KG, Némecko) dle pokynt vyrobce. Pre¢istény PCR
produkt byl klonovén do vektoru pDrive (QIAGEN® PCR Cloning ™ Kit, QIAGEN,
Némecko) stejné jako je uvedeno v kapitole 4.3.5. Sekvence byly upraveny v programu
BIOEDIT 3 [63] a vyhodnoceny programem CYMATE [65].
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5  VYSLEDKY
51  Stanoveni poméru homeolognich jednotek 45S rDNA

Brassica napus (AACC, n=19) je allotetraploidni druh, ktery vzesel z kiizeni dvou diploidt
Brassica rapa (campestris, AA, n=10) a Brassica oleracea (CC, n=10). Jednim z cilt prace
bylo stanoveni poméru jednotek 45S rDNA ptuvodem z diplodnich pfedki, neboli stanoveni
jednotek ptvodem z genomu A a C. Analyza byla provedena v riznych varietaich Brassica
napus pomoci Southern blotu.

5.1.1 Ilzolace genomové DNA z listi

Pro analyzu bylo pouzito celkem 12 vzorkd genomové DNA variet B. napus, z toho 10
vzorkii DNA bylo izolovano z vegetativnich cCasti vypéstovanych rostlin (Obr. 7), a dva
vzorky genomové DNA diplodnich rodi¢u (B. rapa a B. oleracea). Izolace DNA byla
provedena z list dostate¢né velkych rostlinek (asi 1 mésic star¢) podle protokolu v casti
4.3.1. Na Obr. 6 jsou fotografie listt variet, které byly pouzity v diplomové praci. Kvalita
izolované DNA byla zkontrolovana elektroforeticky (Obr. 8) a jeji koncentrace byla zmétena
na spektrofotometru.

Lor! MohicA Norin 6

Akamar Asparagus kale

“ 3 !!‘%
‘ 1 A
Norir o Petranova Spok i

Obr. 7 Morfologie listd variet B. napus, které byly vypéstovany ve skleniku BFU.
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Obr. 8 Kontrola integrity genomové DNA gelovou elektroforézou v piitomnosti ethidium
bromidu. Je zifejmé, Ze vétSina fluorescence komplexu DNA-ethidium bromid se vyskytuje
V oblasti vysokomolekularnich fragmenti délky cca 20 kb.

5.1.2 Southern blot a vyhodnoceni

Genomova DNA byla nejprve S§tépena restrikéni endonukledzou EcoRI. Po hybridizaci
s radioaktivné znac¢enou sondou pro ITS1 bylo mozné rozlisit mezi rDNA jednotkami majici
puvod v genomu A (B. rapa) nebo v genomu C (B. oleracea) a to na zakladé rtizné velikosti
Stépnych fragmentd (Obr. 9).

Na ziskané nylonové membran¢ (Obr. 10, panel A) byly identifikovany u vSech
analyzovanych variet B. napus dva hlavni fragmenty, kratsi fragment o velikosti 0,8 kb, ktery
je charakteristicky pro genom C a delsi fragment o velikosti 3,5 kb, ktery je specificky pro
genom A. Za ucelem stanoveni poméru A a C rDNA jednotek v B. napus byla intenzita
signalu vyhodnocena v programu ImageQuant™ integracni obdélnikovou metodou. Vysledky
této analyzy jsou uvedeny na Obr 10, panel B. Na prvni pohled je zfetelna pievaha jednotek
puvodem z B. rapa. Protoze u vSech variet byl signal fragmentu ptivodem z B. oleracea
podstatné slabsi a neostry v porovnani se signalem vétsiho fragmentu, mohla jsem se dopustit
nepfesnosti pifi vyhodnocovani. Abych moznost chyb minimalizovala, bylo zpracovani
signalti provedeno celkem dvakrat a do grafu (Obr. 10, panel B) byly vyneseny primérné

v genomu je piiblizné vyrovnany. Nejvyssi pomér byl zjistén u variety Oro, kde je pocet A
jednotek desetkrat vyssi nez pocet C jednotek. Variety Yudal, Spok a Darmor byly dale
podrobeny sekvencni analyze (viz dale).

18S 5,85 265
ITS1 ITS2
| DR E E
proba

=0, 8kb

B. oleracea fragment

3

B. rapa fragment ~3.5kb >

< >

Obr. 9 Schéma polohy cilovych mist EcoRI (E), délky hybridiza¢nich fragmenti a mista
hybridizace radioaktivné znacené sondy
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Variety Brassica napuis Diploidni rodice
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Obr. 10 Stanoveni poméru homeolognich 45S rDNA jednotek ve varietach Brassica napus.
Panel A: Vysledek Southern blotu. Pro tplnost je uvedeno i $t€peni B. oleracea a B. rapa.
Panel B: Kvantitativni vyhodnoceni intenzity signalt poskytujici A a C jednotky v B. napus.
Tyto hodnoty byly do grafu vneseny jako vzajemny pomér.
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5.2  Sekven¢ni analyza oblasti IGS

Analyzovany tsek promotorové oblasti rDNA byl amplifikovan v emPCR dle postupu
uvedeného v kapitole 4.3.4. Pred amplifikaci bylo provedeno Stépeni genomové DNA
restrikéni endonukledzou Mbol, kterd rozpoznava sekvence lezici vné amplifikované oblasti.
Produkt reakce byl nasledné klonovéan do vektoru pDrive (viz. kapitola 4. 3. 5.).

Byla provedena sekvenace klond ztii variet Yudal, Darmor a Spok. V programu
BIOEDIT 3 [63] byly ziskané sekvence mnohacetné¢ porovnany za vyuziti algoritmu
CLUSTALW. Konstrukce dendrogramu byla provedena distan¢ni metodou Neighbor-joining
s modelem Kimura-2 Parameter v programu PHYLOWIN [66]. Statisticka podpora
dendrogramii byla otestovana bootstrapovou analyzou (500 opakovani). Soucasti stromu jsou
sekvence rodict (B. rapa a B. oleracea), které jsou uvedeny na Obr. 11.

A
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B, oleracea

277
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Obr. 11 Fylogenetické vztahy mezi promotorovymi sekvencemi u variet B. napus a
rodicovskymi B. rapa a B. oleracea. Stromy byly konstruovany metodou Neighbor-joining za
pouziti modelu Kimura-2 Parameter, bootstrap 500 opakovani. Panel A: fylogeneticky strom
pro varietu Yudal (sekvenace 18 klont). Panel B: fylogeneticky strom pro varietu Spok
(sekvenace 19 klont). Panel C: fylogeneticky strom pro varietu Darmor (sekvenace 18 klont)

Sekven¢ni analyzou promotorové oblasti bylo zjisténo nasledujici. U vSech tii stroma byly
identifikovany dv¢ =zakladni vétve, které vyjadiuji podobnost klonii s rodicovskymi
sekvencemi B. rapa nebo B. oleracea. V ramci sekvenci, které¢ byly programem pfifazeny
k vétvi B. rapa u variety Darmor, se objevily dva klony (15D a 30D), které byly vyznamné
geneticky vzdaleny rodiCovskym sekvencim, ale sdilely sekven¢ni motivy ptivodem z B. rapa
i B. oleracea. Vlastni piirovnani téchto dvou sekvenci klont s rodicovskymi sekvencemi je
zobrazeno na Obr. 12
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B. oler ﬂ(g"(l ATGGTTAGAAGAAAAGAAAATTATGARAATTTACCAGAAAATAGCTTTAACCATCCTTATGAAGCATGCAARAAATCAGAT TCARATTCGAAGTATTTTT

ATGGTTAGAAGAAAAGAAAATTATGAAAATTTACCGGAAAATAGCTTTAACCATTCT TATGAAGCATGCAAAAAATCAGATTCAAATTCGAAGAATTTTT
30D  ATGGTTAGAAGAAAAGAAATTTATGAAAATTTACCAGAAAATAGCTTTAACAATTCTTATGAAGCATGCAAAAAATCAGACTCAAATTTGAAGTATTGTT
B.rapa ATGGTTAGAAGAAAAGAAATTTATGAAAATTTACCAGAAAATAGCT TTAACCATCCTTATGAAGCATGCAARAAATCAGAT TCAAATTCGAAGTATTTTT

e

TTTTTTACATTAAAAATACTCCC - GGAACACAACCAATGTCTACTGGTGACATACTGAAAAAAAGTGT TTTGTCTATATAAGGGGTAGGCACTCCTCTGT
TTTTTAG ATTAAAAATACTCCC GGAACACAACCAATGTCTACTGGTGACAGACTGAAAAAA-GTGTTTTGTCTATATAAGGGGCAGGCATTCTTCTGA

TTTTTC- -ATTAAAAATACTCCC - GGAACACAGCCAATGTCTACTGGTAACAAACTGAAAAAA - GTGTTTTGTCTATATAAGGGGTAAGCACTCTTTTGA
TTTTTTACATTAAAAATACTCCCCGGAACACAACCAATGTCTGT TGGTGACAGACTGAAAAAAAGCGT TTTGTATATATAAGGGGTAGGCACTCCCTTGA

GCCTACCAGGAGGGTGGGAGTCCGAATGG - -GTGTGGGTAATGTCCGAGTGCTTGGTGCAGCACGAT - GATGCTTGGGTTGAGGTCCGATGGCC
GCCTAC CCTCAGTACCCAAAGGG GTATGTAGTGTTGGACTTCTCGGTCCAACACTATCGATGGCTGGGTTGAGGT - TGATGGTC
GCCTAC GCTCAGTACCCGAAGGG GTATGTAATGTTGGACTGCTCGGTCCAACACTATCAATGGCTGGGTTGAGGT - CGATGGTT
GCCTCCTACC - CCCCAGTACCCGAACGGTTCGGGTACGTAGTGTTGGACTGT TCGGTCCAACACTATCGAGGGCTGGGTTGAGGTTCGATGGCC

| il T I

Obr. 12 Mnohacetné pfifazeni sekvenci kloni 15D a 30D analyzované oblasti IGS variety
Darmor s rodicovskymi sekvencemi. Sekvencni motivy vlastni B. rapa jsou zaznamendny
modrym trojihelnikem a motivy pivodem zB. oleracea jsou oznaceny cCervenym
trojuhelnikem. Pocatek transkripce je vyznacen +1. Je zifejmé, ze se jedna o rekombinacni
klony mezi obéma klony

5.3  Methylacni analyza promotorové oblasti pomoci hydrogensiri¢itanového
sekvenovani

Pomoci hydrogensifi¢itanového genomového sekvenovani byla provedena analyza celkové
hladiny m>C v oblasti IGS a také distribuce m>C v jednotlivych sekvenénich motivech u tii
variet B. napus (Yudal, Asparagus kale a Darmor). Pro srovnani byla provedena methyla¢ni
analyza IGS oblasti i u rodi¢d. Pro kazdy vzorek bylo sekvenovano 15 — 20 klont dle
metodického postupu uvedeného v kapitole 4. 3. 7. Sekvence byly sefazeny do oddélenych
FASTA souborti. Toto rozdéleni je zaloZeno na druhové specifickém polymorfismu, ktery
umoziuje rozlisit mezi sekvencemi pivodem z B. rapa a B. oleracea (Obr. 13).
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Obr. 13 Schéma strategie methylacni analyzy. Obrazek ukazuje analyzovany usek

promotorové oblasti 45S rDNA, sekvenci rodi¢li a misto hybridizace primerd. Sekvence

rodict jsou ve velké mife shodné, az na useky, které jsou Cervené ohraniceny. Tato mista
umoziuji rozlisit u studovanych variet B. napus mezi jednotkami rDNA typu C ¢i A.

U variet Asparagus kale a Yudal byly ziskany sekvence typu C (ptivodem z B. oleracea) i
sekvence typu A (ptivodem z B. rapa). Pouze u variety Darmor byly zpracovany pouze
sekvence typu A.

Bylo zjisténo, Ze celkova methylace analyzované oblasti je nejvyssi u kloni typu A. U
variet se jeji hodnota pohybovala vrozmezi 25 — 28 %. Naopak u sekvenci typu C se
pohybovala v rozmezi 20 — 21 %. V porovnani s hodnotou celkové methylace stanovené u
klont B. oleracea (27 %), byla methylace promotorové oblasti ve varietach B. napus piiblizné
o pétinu nizsi. Nejvy§§i hodnota celkové methylace byla zjisténa u B. rapa (31 %). U obou
typti sekvenci se m°C vyskytoval ve velké mife v symetrickych methylaénich motivech, a to
nejéastéji v motivu CG (v rozmezi 91 — 84 % u jednotek typu A a 76 — 71 % u jednotek typu
C), kde hodnoty pro m°C byly vice jak dvojnasobné nez v motivu CHG. V asymetrickém
CHH motivu hodnoty nepiesahly 15 % (Obr. 14, panel A). Na Obr. 14, panel B je znazornéna
distribuce m>C vyskytujicich se v promotorové oblasti pro kazdou varietu a rodice B.
oleracea a B. rapa.
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Obr. 14 Methyla¢ni analyza promotorové oblasti variet B. napus a rodicovského druhu B.
oleracea a B. rapa. Panel A: grafické vyhodnoceni celkové methylace (hodnoty jsou
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5

vypocteny podle vzorce EnC—CC-loo a vyneseny na ose y Vv procentech) a pramérnych
m>C +

hodnot m°C v symetrickych a asymetrickych sekven&nich motivech. Hodnoty methylace pro
B. rapa byly ziskany kolegyni Ing. Z. Tesatikovou. Panel B: vystup programu CYMATE
znézoriuje distribuci m°C v analyzovaném useku IGS. Kazdy fadek v jednotlivych mapéach
dané variety predstavuje jeden klon a prvni sekvence vzdy reprezentuje nemodifikované
vlakno DNA jednoho z rodic¢a B. napus. V legend¢ je uveden vyznam tvari — nevybarvené
znacky odpovidaji nemethylovanym motivim, vybarvené naopak methylovanym.
V cerveném obdelniku je zazna¢ena mutace specificka pro diploidniho rodice B. oleracea var.
RC, ktera nema analogii v pfirozenych hybridech.
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6 DISKUZE

Eukaryotické geny pro rRNA jsou velmi unikatni doménou. Na jedné strané genové Casti
patii k evolucné nejstalejSim sekvencim, na strané druhé intra- a intergenové Casti se rychle
vyvijeji. Rovnéz pocet genil i lokusii na chromosomech muze kolisat. Tato proménlivost se
projevuje nejen mezi vzdalené ptibuznymi druhy, ale i mezi ¢leny stejného rodu. Dokonce
byla odlisnost v ramci tseku IGS popséna i mezi jedinci stejného druhu v stejné populaci.
Z téchto divodu se oblasti IGS a ITS staly uzitecnym nastrojem fylogenetiky. Stejné tak
Vv cytogenetickych studiich je velmi Casto vyuzivan lokus rDNA jako dulezity chromozomalni
marker. Pfedmétem této prace byla analyza struktury, poctu kopii a epigenetickych modifikaci
rDNA u hybridniho druhu Brassica napus (fepka olejka).

6.1  Stanoveni po¢tu homeolognich jednotek 45S rDNA ve varietach Brassica napus

Za ucelem studie genomové organizace a stanoveni poc¢tu kopii homeolognich gent u
allotetraploidni B. napus byl proveden Southern blot za pouziti proby hybridizujici s usekem
ITS2. U jednotek rDNA puvodem sB. oleracea se vuseku ITS2 nachazi sekvence
rozpoznavana enzymem EcoRI, u jednotek z B. rapa tomu tak neni. Po hybridizaci danou
sondou byly na membrané detekovany rizné velké bandy, odpovidajici B. oleracea (genom
C) nebo B. rapa (genom A). U vSech analyzovanych variet B. napus byly oba rodi¢ovské
bandy detekovany (viz. Obr. 10, panel A). Tento vysledek je v souladu se studiemi, které se
zabyvaly homogenizaci rDNA u rodu Brassica [33], a ktery ukazuje na aditivni dédi¢nost
obou rodi¢ovskych lokust [44]. Zdalo by se, ze jednotlivé rodiny rDNA spolu neinteraguji a
pravdépodobné sleduji nezavislou evoluéni drahu. Ve druhé ¢asti analyzy byl radioaktivni
signdl membrany kvantifikovan a ziskany pomér homeolognich jednotek 45S rDNA ve
varietach byl zpracovan graficky (viz Obr. 10, panel B). Bylo zjisténo, Ze pomér A a C
jednotek ve varietach se velmi rizni. U variety Oro byl detekovan nejvyssi pomér A:C, a to
10:1. U zadného ze vzorkl nebyla zjisténa prevaha C jednotek, v pouze v ptipadé variet Yudal
a Asparagus kale byl pomér 1:1 (respektive 1,2:1).

Pozorovani, Ze homeologni jednotky 45S rDNA pivodem z B. rapa jsou v pocetni pievaze,
bylo v zasad¢ o¢ekavano, vzhledem k tomu, Ze nerovnovéaha v poétu genli se projevuje jiz
Vv diploidnich rodi¢ich. U B. rapa je na chromosomech pfitomno 5 lokust, zatimco u B.
oleracea jsou lokusy 2 (osobni sd€leni). Lze hypotetizovat, ze homogenizace u variet Yudal a
Asparagus kale probiha ve prospéch genti B. oleracea, zatimco u jinych variet (Oro) ve
prospéch genti puvodem z B. rapa. Vzhledem Kk tomu, Ze se ma za to, ze B. napus je
polyfyletickych druh (vznikl opakovan€ mezidruhovou hybridizaci rodiovskych druhi), je
mozné, ze rodiCovké druhy jiz vstupovaly do hybridizace s nestejnym poctem gend.
Odlisny pocet gent pro rRNA byl popsan napft. u diploidni Vicia faba [66]. U tohoto druhu
byla identifikovéna variabilita v mnozstvi jednotek rDNA v ramci zéstupct jedné populace,
kdy né&které hodnoty byly aZ stokrat vyssi. Proménlivost v poctu kopii byla popsana 1 mezi
odlisnymi tkanémi jedné rostliny. Abych ziskala informace o rozlozeni mutaci, byla
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provedena sekvence promotorové oblasti (klicovy usek z hlediska transkripce) z nékolika
variet B. napus a diploidnich rodi¢u.

6.2  Sekven¢ni analyza oblasti IGS

Promotory jsou klicové oblasti regulace genové exprese. Ve srovnani s kodujicimi useky se
promotory umisténé v intergenové oblasti (IGS) vyviji rychleji, proto je mozné identifikovat
unikatni ribotypy i dokonce na urovni stejného genomu [29]. Mutace a epigenetické
modifikace promotoru mohou ovliviiovat transkripéni aktivitu. Abychom se presvédcili, ze
Vv hybridech jsou oba rodi¢ovské promotory funkéni, provedli jsme jejich sekvenéni analyzu.
Promotory byly amplifikovany pomoci specifickych primera a ziskané produkty byly
klonovany a sekvenovany. Aby nedoslo ke zkresleni vysledkt sekvenéni analyzy ptipadnymi
artefakty PCR, byl studovany usek amplifikovan v emulzni PCR. Podstatou této pomérné
nové metody je amplifikace v emulzi typu voda v oleji, kde v kazdé kapénce vodni faze je
pfitomna jedna (maximdalné par) molekul templatu DNA. Tato segregace DNA matrice brani
rekombinacim mezi homeolognimi (nebo c¢astecné homeolognimi) fragmenty gent [62].
Fylogeneticka analyza ziskanych sekvenci byla provedena u tii variet Yudal, Spok a Darmor.
U vSech tii stromd, které byly vytvofeny pomoci programu PHYLOWIN [64], byly
identifikovany dv¢ zakladni vétve. K jedné vétvi ptipadaly klony podobné sekvenci B. rapa a
k druh¢ vétvi klony podobné B. oleracea (viz Obr. 11). Toto zjisténi je v souladu s vysledkem
Southern blotu, kde byly u vSech analyzovanych variet detekovany bandy ptivodem z A i C
genomu (viz. Obr. 10, panel A). U variety Darmor, se objevily dva klony (15D a 30D), které
byly vyznamné geneticky vzdaleny rodicovskym sekvencim. Tyto klony byly dale samostatné
zpracovany S rodicovskymi sekvencemi za pouziti algoritmu CLUSTALW a bylo zjisténo, ze
klony sdili nékteré sekvencni motivy vlastni genomu C a A (viz. Obr. 12). Vyvstava proto
otazka, zda opravdu mezi jednotkami rDNA neprobihd homogenizace.

Vysledek pfipomina situaci u recentnich allotetraploidi Tragopogon, kde bylo prokazano,
ze jednotlivé populace se od sebe vyznamné 1i8i poc¢tem zdédénych rodicovskych rDNA [67].
Analogie Tragopogon a Brassica se projevuji i na tirovni chromosomii, kde bylo prokazano,
ze muze dochazet k parovani homeolognich chromosomii a vyméné genetického materidlu
[68]. Zda je variabilita v po¢tu geni pro rRNA u B. napus zptsobena piispévkem
rodicovskych genomi, jejichz dédi¢nost lze popsat Mendlovymi zdkony, nebo se jednd o
nasledek homogenizace rDNA (nemendelistickou dédi¢nost) neni moZné z mych experimenti
jednoznac¢né rozhodnout. Odpovéd na tyto otdzky by mohly pfinést experimenty se
syntetickymi liniemi B. napus kolegyné¢ z laboratoie Molekularni epigenetiky Ing. Zuzany
Tesatikové. Jeji vysledky naznacuji, Ze sice dochdzi k preskupeni chromozomalnich lokust,
avsak poCty gend v lokusech NOR ziistavaji viceméné konstantni. Nicméné u travy Zingeria
byla popsana castecna eliminace jedné rDNA rodiny, v jejimz dasledku doslo ke zméné
velikosti nebo ztraté NOR [69], coZ je mozna souvislost s B. napus, kde byla také popsana
proménlivost v poctu lokustt rDNA [70]. U bavlniku byla zjisténa interlokusova genova
konverze, ktera vedla k pfeméné jednoho rodi¢ovsky genom na druhy (beze zmény velikosti
lokusu) [31] a v pripadé Glycine se jednalo o ¢astecnou interlokusovou homogenizace rDNA
[71].
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V predchazejici kapitole byly diskutovany jiz publikované vysledky popisujici Cinitele,
kterymi je mozné vysvétlit, pro¢ homogenizace tDNA u B. napus neprobiha. Jestlize u B.
napus homogenizace ve skutecnosti probihd, alesponn u nékterych variet, je mozné, ze tyto
faktory (napi. pozice lokusu ¢i epigenetické modifikace) zpomaluji homogenizacni proces.
Doposud nebyla provedena u B. napus sekven¢ni analyza oblasti IGS za vyuziti emPCR, a
proto moje vysledky mohou poskytovat jiny pohled na problematiku homogenizace rDNA.

V poslednich letech se zalind prosazovat nazor, ze homogenizace rDNA je spjata
S transkripéni  aktivitou genti pro rRNA (tedy béhem interfaze, kdy DNA je
v dekondenzovaném stavu) [72]. Pokud je toto tvrzeni pravdivé, bude se homogenizace tykat
pouze jednotek aktivné piepisovanych. Z toho diivodu si myslim, ze by bylo vhodné v dalsim
pokracovani této prace provést sekvenéni analyzu DNA izolované z kvéti B. napus a ziskana
data porovnat s mymi. Protoze byla v kvétnich organech zjisténa zména exprese genti pro
rRNA a dochazelo Kk piepisu obou rodi¢ovskych rDNA [44], mize se homogeniza¢ni profil
lisit.

6.3  Methylacni analyza promotorové oblasti pomoci hydrogensiri¢itanového
sekvenovani

Jak uz bylo u fady systémut potvrzeno, geny pro rRNA jsou cilem epigenetické regulace.
Proto jsem ve své praci pfistoupila k methylacni analyze oblasti IGS pomoci
hydrogensifi¢itanového sekvenovani. Byla provedena u vybranych variet Darmor, Yudal a
Asparagus kale a jednoho z rodi¢u B. oleracea (methyla¢ni analyza B. rapa byla provedena
kolegyni Ing. Z. Tesatikovou). Byla zaznamenana vyznamna epigenetickd promeénlivost a v
zasad¢ zadny z kloni nemél stejny epi-ribotyp. Také nebyl ziskan jediny klon, ktery neni
methylovan. Vy3§i hladina m°C ve varietach B. napus byla zjisténa u jednotek A, tedy
pivodem z B. rapa (25 — 28 %). Methylace jednotek C, tedy z B. oleracea, byla nizsi o vice
jak pétinu (20 — 21 %), viz Obr. 14, Panel A.

Methylcytosin se muze v rostlinach vyskytovat v jakémkoliv sekvenénim motivu. Ale
nejbéznjsi je methylace v symetrickych sekvenénich motivech — dinukleotidu CG a
trinukleotidu CHG. V mé praci bylo u vSech variet B. napus i u B. oleracea zjisténa nejvyssi
hladina m>C v dinukleotidu CG (60 — 90 %), dale nasledovana motivem CHG (20 — 40 %).
Vzhledem k tomu, Ze asymetricky motiv je udrzovan pouze cestou methylace de novo,
hodnoty methylcytosinu v trinukleotidu CHH byvaji nejnizsi [54]. V tomto motivu se obsah
methylcytosinu pohyboval mezi 8 — 15 %, viz Obr. 14, Panel A.

Obecné je gen s hypermethylovanou promotorovou oblasti povazovan za transkripéné
uml&eny, naopak geny s vyznamn& mensim obsahem m>C byvaji transkripéné aktivni [48].
Ptima spojitost mezi hypermethylaci a umlcenim jednotek rDNA byla potvrzena napt. u
nékolika kultivard hexaploidni pSenice [43]. Také je zndmo, Ze jednotky rDNA plivodem z B.
rapa jsou ve vegetativnich organech dominantni nad jednotkami z B. oleracea [44], [48].
Z vyse uvedenych divodd jsem ocekavala, ze promotory B. oleracea budou methylovany
vice nez geny puvodem z B. rapa. Tento ptfepoklad se vSak nepotvrdil. Promotory rDNA
pivodem z B. rapa mély v hybridech v priméru vyssi stupenn methylace nez promotory
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puvodem z B. oleracea. Mnou ziskané vysledky si vysvétluji nasledovné. Vyssi hladina
methylace jednotek z B. rapa u Brassica napus muze odrazet epigeneticky obraz rDNA
rodi¢ovského genomu. Jak bylo zjiSténo, epigenetickd modifikace genomu se 1iSi mezi
ptibuznymi druhy rodu Brassica, pti¢emz genom B. rapa se jevi jako vice heterochromaticky
nez B. oleracea [73]. Je znamo, Ze distribuce methylcytosinu neni ndhodna, vétsina m°C se
vyskytuje uvnitf repetitivnich sekvenci (rDNA), které se nachazi v heterochromatinu [74].
Nadto epigeneticky obraz B. napus se vice podoba B. oleracea [73]. U rodu Arabidopsis bylo
potvrzeno, ze epigenetickd informace muze byt zachovana a dale dédéna i béhem meidzy. Jak
ale bylo poznamenano, takova dédicnost nemusi byt stoprocentn¢ zachovdna a muze byt
pozmeénéna v zavislosti na genetickém kontextu [75]. Tomuto by odpovidaly i mé vysledky,
protoze hodnota celkového obsahu m°C detekovand v promotorové oblasti rDNA B. oleracea
byla 27 % a celkova methylace oblasti IGS jednotek C u variet B. napus se pohybovala mezi
20 — 21 %. Podobné niz8i hodnoty methylace u hybridii v porovnani s rodicem byly zjistény i
Vv piipad¢ B. rapa (viz. Obr. 14, panel A). Je zndmo, Ze vétSina genli pro rRNA je nadbytecna.
Proto dal$im déivodem, pro¢ jednotky A vykazuji vy3si hodnoty m°C neZ jednotky C, mize
byt mnozstvi genti pro rRNA. Pravdépodobné B. rapa obsahuje velky pocet jednotek rDNA,
kde je vétSina umlcena. Zavislost mezi hladinou m°C a podtem genl byla popséna napf. u
Arabidopsis [76]. Tyto hypotézy vSak nevysvé€luji pro¢ geny B. oleracea v hybridech mély
niz8i stupent methylace nez v matefské linii, piestoze ziejmé v hybridech podléhdji
transkripénimu umlceni. Zde je tfeba mit na zieteli, ze nami analyzovana varieta B. oleracea
nemusi odpovidat pravému rodi¢i, ktery dal vznik B. napus. Epigeneticky obraz rDNA u
pravého rodi¢e mohl byt jiny. Skutecnost, ze sekvence B. oleracea var. C10.3 obsahuje
mutaci v pozici 90 (viz. Obr. 14, panel B), ktera neni pfitomna v C sekvencich u zadné z
analyzovanych variet B. napus, nasvédcuje tomu, ze donorem genomu allotetraploidni B.
napus byla jina populace B. oleracea. Kone¢né je mozné, ze rDNA genomu C jsou skute¢né
exprimované u nasich variet B. napus. Transkripéni analyza totiz u zminénych variet B. napus
provadéna nebyla.

Vztah mezi hladinou methylace a navozenim jadérkové domininance stale neni
jednozna¢né definovan. Byl potvrzen u fady systémd napft. Triticale [77]. Nicméné jadérkova
dominance byla popsana i u rodu Drosophila [78], kde byla detekovana velmi nizka hladina
m°C [79]. U B. napus bylo zjisténo, 7e uml&eni sady genii pro rRNA je zprostiedkovano
mechanismy, které operuji na Grovni chromatinové struktury. Tyto mechanismy zahrnuji
acetylaci histonli a methylaci cytosint. Proto jednim z vysvétleni, do jaké miry je navozeni
jadérkové dominance svazano s methylaci DNA, je moznost, Ze duleZitou pro regulaci
transkripce je methylace cytosinu jen v uréitych pozicich. Ziskané klony, které u kazdé
variety pfedstavuji v zasadé unikatni epi-ribotyp (viz. Obr. 14, panel B) mohou odrazet tuto
moznost. Je také dilezité opét zminit, Ze vyssi methylace genomu A v porovnani s genom C
byla zjisténa i u rodic¢e B. rapa a B. oleracea (viz Obr. 14, panel A). Zda se tedy, ze methylace
v hybridech je svézana sobsahem m°C v rodi¢ich a navozeni jadérkovou dominanci je
vysledkem kombinace fady dalSich faktorti.
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7 ZAVER

Cilem moji diplomova prace bylo provést genetickou a epigenetickou analyzu
vysokokopiovych genl pro ribozomalni RNA (rDNA) u n¢kolika variet hybridniho druhu
Brassica napus. Experimenty zahrnovaly stanoveni poméru rodicovskych gent v hybridech,
sekven¢ni a methyla¢ni analyzu promotort polymerazy 1 (Pol I).

Pomoci Southernovy hybridizace byly u vSech dvanacti variet identifikovany obé
rodicovské varianty gent rRNA pochazejici z B. oleracea (genom C) a B. rapa (genom A).
Po kvantifikaci hybridiza¢niho signalu byla vSak zjisténa zna¢na proménlivost v zastoupeni
rodicovskych jednotek rDNA mezi jednotlivymi varietami, pfi¢emz se projevovala pocetni
pfevaha genomu A u 10 variet. Vyjimkou byly variety Yudal a A. kale, kde byl pomér
jednotek A a C vyrovnany. Sekvena¢ni analyza tGseku IGS obsahujici Pol | promotor byla
v dobré shodé¢ s hybridiza¢nimi experimenty u variet Yudal a Spok. U variety Darmor pouze
jeden klon z celkovych 18 sekvenovanych odpovidal sekvenci B. oleracea, 15 kloni bylo
typickych pro B. rapa. Zbyvajici dva klony sdilely sekvencni motivy typické pro oba rodice, a
tudiz by se mohlo jednat o produkty genetické rekombinace. Na zakladé téchto vysledkl se
domnivam, Ze u nékterych variet B. napus miize probihat homogenizace rDNA, pfestoze
populacni analyzu, a proto moje prace mize poskytovat detailnéjsi pohled na problematiku
evoluce ribozomalnich genti u B. napus.

Na zaklad¢ kvantifikace poctu rodi¢ovskych kopii (oblast ITS) a sekvencni analyze oblasti
IGS se domnivam, Ze by bylo zajimavé déale pokracovat ve vyzkumu mozné homogenizace
rDNA u Brassica napus. A to sekvenacni analyzou IGS u variet, kde byl detekovan nejvyssi
pomér jednotek A:C (Oro nebo Maxol).

Soucasti mé prace byla i methylacni analyza promotorové oblasti rRNA genu u variet A.
kale, Yudal a Darmor a rodi¢u B. rapa a B. oleracea. U rodi¢ovskych diploidnich druhi byla
methylace Pol I promotorti ponékud vy3$si u B. rapa (obsah m°C roven 31 %) nez u B.
oleracea (27 %). U hybridu byla obecné zjisténa nizs$i methylace rodicovskych jednotek. V A
genomu se pramérny obsah m°C pohyboval v rozmezi 24 — 28 %, v C genomu pak 20 — 21%.
Toto zjiSténi je velmi zajimavé vzhledem k tomu, Ze u B. napus je znadma jadérkova
dominance, kde transkripéné aktivni rRNA geny jsou piivodem B. rapa. Je uznavan nazor, Ze
hypermethylace je spjata s uml¢enim genti. Zatimco hypomethylace aktivnich genti B. rapa
byla vcelku ocekavana, ptekvapivé umléené geny B. oleracea vyssi stupefi methylace
nevykazovaly. Oc¢ekéavana korelace mezi hypermethylaci a uml¢ovanim se tak nepotvrdila.
Domnivam se, Ze za navozeni jadérkové dominance u B. napus mohou byt odpovédné i dalsi
epigenetické faktory.

Jako dalsi perspektivu v této problematice vidim v detailni analyze exprese jednotek rDNA u

raznych variet B. napus, studiu mechanismil navozeni jadérkové dominance a také v analyze
epigenomu B. napus (zahrnujici methyla¢ni analyzu dal$ich variet). Zda se totiz, ze ve svétle
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ziskanych vysledki, jadérkova dominance nemusi byt tak zavisla na methylaci DNA, jak se
doposud u rodu Brassica uvade¢lo.
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SEZNAM A CHARAKTERISTIKA ROZTOKU A PUFRU:

CTAB: 1,0 M tris-HCI, pH =8
5 M NacCl
0,5MEDTA,pH=8
1,4 % CTAB (bromid hexadecyltrimethylamonny)

Hybridiza¢ni roztok: 10 mM EDTA, pH =8
7% SDS (dodecylsiran sodny)
0,25 M Na;HPO4
0,25 M NaH2P04

6x nanaseci pufr pro DNA: 15% Ficoll (Pharmacia)
0,25% Bromfenolova modf
0,25% Xylen kyanol FF

Odmyvaci roztok 1: 0,1% SDS
2x SSC,pH =7

Odmyvaci roztok 2: 0,1 % SDS
0,2x SSC, pH =7

20 x SSC: 3 M NaCl
0,3 M citrat sodny
pH=7

1x TAE pufr: 12,1% tris-acetat
50 mM EDTA, pH=28.0
pH=7.6

TE pufr: 0,5 M tris-HCI, pH=7.5
0,5mM EDTA, pH=8.0

IPTG (100mM): 238,3 mg isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
10 ml deionizované vody

X-gal (40 mg/ml): 400 mg 5-brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid
10 ml dimethylformamid

Ampicilin (100 mg/ml): 5 g ampicilinu (sodna sul)
50 ml deioinozované vody



