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Souhrn

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je jedna z nejdiive domestikovanych a zaroven
nejdéle péstovanych obilnin v historii lidstva. V souvislosti se stale nartstajici mirou populace
je pfednim cilem zékladniho vyzkumu dokonald znalost genomu, ktera mtize zajistit efektivni

a Setrné zem&d¢lstvi, a pfitom uspokojit naroky na jeho produkci.

Predkladana bakalatska prace se sklada z teoretické a praktické ¢asti. Cilem teoretické
casti bakalarské prace je vypracovani literarni reSerSe zamétrené na studium a analyzu rDNA
u vybranych zastupct rodu Hordeum (podceled’ Pooideae) v Sirsim fylogenetickém kontextu.
Prakticka cast se sklada z optimalizace metody PCR a nésledného skrinovani BAC DNA
knihovny Hordeum stenostachys. Cilem bylo nalezeni BAC klond, které indikuji ptitomnost

cizi IDNA pochazejici z podéeledi Panicoideae.

Timto zpisobem byly selektovany pozitivni BAC klony 55F16 a 92M24. Sekvenacni

analyza ukazala, Ze tato rDNA pochazi z piibuzného rodu Arundinella.



Summary

Barley (Hordeum vulgare L.) is one of the earliest domesticated and the longest-grown
cereal in human history. In the context of an ever-increasing population, the ultimate goal of
basic research is to have a thorough knowledge of the genome, which can provide efficient

information for economical farming while meeting the demands of its production.

This bachelor’s thesis consists of theoretical and practical part. The aim of the
theoretical part of the thesis is to elaborate on a literary review focused on the study and analysis
of rDNA in selected representatives of the genus Hordeum (subfamily Pooideae) in a broader
phylogenetic context. The practical part consists of optimization of PCR method and
subsequent screening of BAC DNA library Hordeum stenostachys. The aim of work was to
find BAC clones that indicate the presence of foreign rDNA originating from the Panicoideae

subfamily.

Positive BAC clones 55F16 and 92M24 were selected. Sequencing analysis showed that
this rDNA originated from a related Arundinella genus.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

BAC

bp
cDNA
CR

EST

F primer
FISH
HGT
IGS

ITS

LTR

NOR
PCR

R primer
rDNA
rRNA
Ta

TE

umély bakterialni chromozom (bacterial artificial chromosome)
pary bazi (base pairs)

komplementarni DNA (complementary DNA)

centromericky retrotranspozon (centromeric retrotransposon)
kratka subsekvence cDNA (expressed sequence tag)

forward primer

fluorescencéni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridization)
horizontalni pienos gent (horizontal gene transfer)

dlouhy netranskribovany mezernik (intergenic spacer)

vnitini transkribovany mezernik (internal transcribed spacer)
dlouha terminalni repetice (long terminal repeat)

haploidni pocet chromozomii

oblast organizatoru jadérka (nucleolar organizer region)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
reverse primer

ribozomova DNA (ribosome DNA)

ribozomova RNA (ribosome RNA)

teplota nasedani primera (annealing temperature)
transpozibilni element (transposable element)

zakladni chromozdémové ¢islo
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1 UVOD
Obiloviny tvoii nejvyznamnéjsi slozku lidské obzivy. Jsou zdrojem dilezitych zivin,
zejména sacharidi a proteind. JeCmen je jedna z nejdiive domestikovanych obilovin na svété.
Genom této plodiny je dlouhodob¢ intenzivné studovan pro zefektivnéni vynosu a ziskani

novych odolnych odrid.

Zajimavou soucasti genomu jsou ribozomalni geny (rDNA), které jsou tvofeny
ribozomalnimi RNA (rRNA) repeticemi. rRNA spolu se specifickymi proteiny tvoii
ribozomy. Ty jsou kli¢ové pro proteosyntézu, pii niz vznikaji procesem translace proteiny.
Jejich vysoka mira konzervovanosti a pritomnost ve vSech genomech eukaryot umoziuje
vyuzivat tDNA jako molekularni markery. Tato prace se zabyva analyzou wvnitinich
transkribovanych mezerniktt (ITS) u je¢mene (Hordeum). Jednim z nejpouzivanéjsich je
oblast tzv. mezernikd ITS1-5,8S-ITS2. Diky vysoké variabilité v této sekvenci DNA se
pouziva k rozliSeni blizce ptibuznych druhi. V genomu 16 diploidnich druhti je¢mene byla
objevena cizorodd rDNA. Nasledujici studium ukdzalo, Ze tato rDNA nalezi do péti
roda podceledi Panicoideae, ktera se odd¢lila od podéeledi Pooideae pied asi 60 miliony let.
Tyto skupiny rostlin jsou v soucastnosti pohlavné inkompatibilni. Fylogeneticke,
cytogenetické a genomické analyzy naznacuji, ze jeCmen cizorodou rDNA ziskal teprve pied
1-5 miliony let (Mahelka et al., 2017). Jako jedna z moznych cest pfenosu této panicoidni
DNA do genomu je¢mene se jevi horizontalni pfenos genetické informace (HGT). U vyssich

rostlin je vSak tento zplsob pfenosu dédi¢né informace velmi malo dokumentovan.

Piedkladana bakalaiskd prace se zabyva bliz§i analyzou cizorodé rDNA u je¢mene
a polemizuje nad moznymi cestami, které by umoznily pfenos téchto geni mezi pohlavné

inkompatibilnimi druhy.



2 CILE PRACE

Predlozena bakalaiska prace se sklada z teoretické a praktické ¢asti. Cilem teoretické Casti
je vypracovani literarni reSerSe zaméfené na ribozomalni geny, jejich strukturu, distribuci
u rostlin a popis rostlinného materialu planych je¢ment a ostatnich trav s ohledem na jejich
fylogenetickou pfibuznost. Cilem praktické Casti je identifikace kloni obsahujicich cizorodé
rDNA elementy v BAC knihovné pfipravené z genomu planého druhu je¢mene Hordeum
stenostachys.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Je¢men sety (Hordeum vugare L.)

Jedna z nejdtive domestikovanych obilnin je je¢men sety (Hordeum vulgare L.). Pro
ucely obzivy byla tato vyznamna plodina péstovana jiz pied 16 000 lety v oblasti Egypta.
Vyskyt pivodnich druhli je¢mene zahrnuje oblasti ve stfedovychodni Asii, Predni Asii
a v Etiopii. Za planou formu dnesnich odrid jecmene se povazuji dvoutadé jeCmeny odvozené

z druhu Hordeum spontaneum L. (Chloupek, 2000).

vvvvvv

¢ini témet 146 milionti tun vypéstovanych na zhruba 47 milionech hektart ptidy (OECD, 2018,
https://data.oecd.org/agriculture.ntm). Brzkd doba zrani a vysoka mira adaptability vuci

stresovym podminkdm usnadiiuje péstovani v Sirokém pasmu, které zahrnuje boredlni
i rovnikové oblasti. Ptiblizné tfi Etvrtiny celosvétové produkce jeCmene je vyuzivano do
krmnych smési pro hospodarska zvitata, zbyvajici tfetina se vyuziva pro vyrobu sladu
a v alkoholovém pramyslu (pfedevsim vyroba whisky). Pfestoze je¢men jiz neni primarnim
zdrojem obzivy pro lidstvo, v nékterych castech svéta jde stale o dulezity zdroj kalorii.

V Etiopii je¢men stale tvoii ptiblizné 60 % celkového piijmu potravy (Schulte et al., 2009).

3.1.1 Taxonomicka klasifikace

JeCmeny fadime do rodu Hordeum, ktery patii do kmene Triticeae v Celedi Poaceae
(Lipnicovité). Kmen Triticeae tvoii nékolik ekonomicky velmi vyznamnych druhi obilnin jako
je pSenice (Triticum L.) a zito (Secale L.). Patii sem také zhruba 350 divokych druhti je¢mene
(Bothmer et al., 1992). Rod Hordeum se sklada z 32 druht a 45 taxont (Houben et Pickering,
2009).

Dvé velké skupiny tvoifi zdklad celedi Poaceae. Prvni skupina se skladd ze sedmi
podceledi: Panicoideae, Arundinoideae, Chloridoideae, Centothecoideae, Aristidoideae,
a Danthonioideae (Zhao et al., 2013). N¢kdy je do této skupiny zahrnuta také podceled’
Micrairoideae (Sanchez-Ken et Clark, 2010). Puvodnéjsi linii pfedstavuje podceled
Bambusoideae, podceled’ Ehrhartoideae, nékdy také Oryzoideae, a podceled’ Pooideae, které
spolu tvofi druhou skupinu (Duvall et al., 2007). Ob¢ tyto skupiny znazoriiuje Obrazek 1.
Nejdtive diverzifikovanymi liniemi v Poaceae jsou podéeledi Anomochlooideae, Pharoideae

a Puelioideae (Grass phylogeny working group et al., 2001). Nedavné studie poukazuji na to,


https://data.oecd.org/agriculture.htm

ze sesterskou skupinou Poaceae muze byt ¢eled” Ecdeiocoleaceae nebo ¢eled” Joinvilleaceae
nebo i ob¢ dvé (Duvall et al., 2007).

ECDEIOCOLEACEA

JOINVILLEACEAE

Anomochlooideae

Pharidoideae

Puelioideae
—— Bambusoideae -

Ehrhartoideae (Oryza)

BEP

Pooideae (Hordeum, Triticum) |

Aristidoideae

L Danthonioideae

—— Chloridoideae

L Arundinoideae

PACCAD

——— Centothecoideae

Panicoideae (Zea, Setaria) —

Obrazek 1: Fylogeneze Celedi Poaceae (inspirovano podle Preston et Kellong, 2006). Celedi
Ecdeiocoleaceae a/nebo Joinvilleaceae jsou sesterské k monofyletické éeledi Poaceae. NejstarSimi
ataké nejdiive diverzifikovanymi jsou podceledi Anomochlooideae, Pharidoideae a Puelioideae.
Podc¢eled” Pooideae, kam nalezi mimo rod Hordeum také vyznamny rod Triticum (pSenice), patii
spole¢né s podéeledi Bambusoideae a Ehrhartoideae do prvni skupiny. Pod¢eled” Ehrhartoideae je
nékdy nazyvana Oryzoideae podle rodu Oryza (ryze). Celkem Sest podéeledi nalezi do druhé skupiny,
kam do podceledi Panicoideae patii dal$i vyznamny rod Zea (kukufice). BEP ... Bambusoideae,
Ehrhartoideae, Pooideae; PACCAD ... Panicoideae, Arundinoideae, Chloridoideae,

Centothecoideae, Aristidoideae, Danthonioideae.

Podceled’ Bambusouideae piedstavuje bazalni vétev BEP (Bambusoideae, Ehrhartoideae,
Pooideae) skupiny. Obyva arealy tropického pasma, kam v lesnich vlhkych biotopech
diverzifikovala v nékolik stovek druht. Jako jedina podceled’ u Poaceae ma drevnaty charakter
stébla. Namisto typickych obilek jsou plodem duznaté peckovice. Do podceledi Ehrhartoideae
nalezi velké mnoZstvi vlhkomilnych az bazinnych jednoletych tropickych druht. Patii sem

I nase vzacna vodni trava tajnicka ryzovita (Leersia oryzoides). Nejvice diverzifikovanou
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podceledi je Pooideae, kam fadime vSechny agronomicky vyznamné druhy trav i jejich divoce
rostouci ptibuzné, véetné rodu Hordeum. Tato podceled” nese vSechny typické morfologické
znaky pro Poaceae. Diverzifikovala do mnoha set druhti zejména v oblastech mirného pasu na
severni polokouli. Z ekologického hlediska tyto druhy obsadily piedevs§im arealy bezlesych

ploch a sussich stanovist’ (Hrouda, 2010).

3.1.2 Péstované typy jecmene a vybrané sladovnické odridy

Rod Hordeum je zna¢né diverzifikovan. Nalezneme zde druhy vytrvalé, rocni,
samospra$né i cizospra$né (Houben et Pickering, 2009). Divoky je¢men Hordeum spontaneum
a jeho domestikovana forma Hordeum vulgare jsou si morfologicky velmi podobné. Péstovana
forma je¢mene ma na rozdil od formy domestikované listy §irsi, krat$i stonek, osiny, kratsi

a tlustsi klas a vétsi zrna (Badr et al., 2000).

Pro agronomické ucely se vyuZziva dvourady a Sestifady je¢men (viz Obrazek 2) ve dvou
formach: jarni a ozimé. JeCmen je silné samosprasna rostlina (Chloupek, 2000). Klasky jsou
usporadany po trojicich rostoucich stfidavé podél hlavniho stébla. U divokého jeCmene
a ostatnich druhii ,,starého svéta“ je pouze centralni klasek fertilni, zatimco zbylé dva jsou
redukovany. Tento znak je zachovan i u n¢kterych odriid dvouradého je¢mene. Jedina dvojice
mutaci zpisobuje fertilitu bocnich klaskd, coz je znak charakterizujici Sestifadé jeCmeny
(Zohary et Hopf, 2000). Mutace genu vrsl (six-rowed spike 1) je zodpovédna za ptechod
dvoufadych je¢ment na Sestifadé, které maji obecné vyssi vynos (Komatsuda et al., 2007).
Sestifada forma je¢mene je vysledkem ztraty funkce tohoto genu a konverze poéate¢nich
bocnich klaski na plné funkcni (Ma et al., 2009). Nedavné studie poukazuji na to, Ze genotypy
Sestifadych a dvouradych je¢ment maji odliSny a nezavisly piivod. Nicméné tato nova zjisténi

vvvvvv

diskuzi na téma difyletického charakteru domestikace jeémene (Kilian et al., 2009).

Na §lechténi je¢mene se vyznamné podilela i Ceska republika, ktera je proslula svou
produkei kvalitniho sladovnického je¢mene. Urodné oblasti kolem feky Labe a oblast Hané
poskytly ptihodné podminky pro vyslechténi celosvétové znamych odrid Proskowetz Hana
Pedigree, Diamant a je¢ment Kneifltiv (Opavsky) a Valticky (Psota et al., 2009). Sestifadkova
sladovnicka odriida Morex, vySlechténa v Americe, se stala vyznamnym modelem molekularni

biologie je¢mene.



Obrazek 2: Morfologie klasku dvoufadého (2 r) a Sestifadého je¢mene (6 r; pfevzato z Komatsuda et al.,
2007).

3.1.3 Genom jeémene

Je¢men je charakteristicky obsdhlym a velmi komplexnim genomem o celkové velikosti
ptiblizné 5,1 Gbp (Dolezel et al., 1998). Velké genomy jsou typické pro druhy kmene Triticeae,
které maji velké genomy tvorené ze 75-80 % repetitivnimi sekvencemi (Schulte et al., 2009;
Wicker et al., 2009). Cytotypy v tomto rodu existuji na ttech Grovnich ploidie. H. vulgare a jeho
divoky predchidce H. spontaneum jsou diploidni druhy (2n=2x=14), ostatni druhy rodu
Hordeum vsak mohou byt i tetraploidni (2n=4x=28) nebo hexaploidni (2n=6x=42; Komatsuda
et al., 1999). Zéakladni chromozomové ¢islo je 7. Na zaklad¢ analyzy hybridi a C-bandingu
urodu Hordeum byly rozliSeny &tyfi genové komplexy oznaované H (H. bulbosum,
H. vulgare), Xa (H. marinum), Xu (H. murinum) al, kam nalezi vSechny zbyvajici druhy

daného rodu.

Chromozomy genomu H byly charakterizovany pomoci sond FISH (fluorescen¢ni in situ
hybridizace) z trinukleotidovych kratkych tandemovych repetic, coz poskytlo podrobné
informace o sekvenci chromatinu je¢mene. Na zakladé téchto informaci bylo mozné vytvotit
fyzické mapy vSech chromozémi je¢mene (Dou et al., 2016). Velikost chromozomu napfic
rodem je velmi podobnd. Sedm péarG chromozému tvoficich genom je¢mene je pievazné
metacentrickych s pomérem ramen 1-1,5 (viz Obrazek 3). Jsou pfitomny dva satelitni
chromozoémy nesouci oblast organizatoru jadérka (NOR; Houben et Pickering, 2009), o které

bliZze pojednava kapitola 3.3.
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Obrazek 3: Idiogram chromozomti je¢mene setého s vyznacenim mista sekundarni konstrikce (pfevzato

a upraveno podle https://wheat.pw.usda.gov/GG3/). Chromozémy 6 a 7 jsou satelitni chromozémy,

které nesou oblast NOR.

3.1.4 Diverzita rodu Hordeum

Pocatky domestikace jeCmene zacaly pred vice nez 10 000 lety v oblasti ,,urodného
pulmésice”. Toto uzemi zahrnuje dne$ni staty Izrael, Jordansko, Libanon, zapadni Syrii,
jihovychodni Turecko a &asti Iraku a franu (viz Obrazek 4). Divoky je¢men (H. spontaneum)
Stredni Asie (Kilian et al., 2009). Tento geograficky charakter $ifeni divokého je¢mene
podporuje ndzor, Ze jeho domestikace méla vice center. Nicméné je tfeba vyloucit domestikacni
centrum v Himaldjich, jelikoz bylo zjisténo, Ze mistni himal4jska forma divokého jeCmene
(H. agriocrithon) je hybrid mezi divokou adomestikovanou formou je¢mene
(Salamini et al., 2002).

Badr et al. (2000) ve své studii uvadi monofyletickou povahu domestikace jeCmene na
zakladé frekvence polymorfismu u 400 alel, které byly studovany u 317 divokych a 57
domestikovanych linii jeémene. Genofond divoké populace z Izraele a Jordanska si byl nejvice
podobny. Vysledky této studie podporuji hypotézu, ze region Izraele a Jordanska byl ten, ze
kterého byl je¢men rozsifen do svéta. Diagnosticka alela I pochdzejici z homeoboxniho genu
BKn-3 (barley knotted-like 3) byla nalezena v izraelském planém je¢meni H. spontaneum. Dale
byla vSudypfitomna v zapadnich zemich a Vv modernich péstovanych odrudach. V Indii

a Himal4jich pievazuje alela III genu BKn-3, coz poukazuje na zdménu alel, ktera se odehrala
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Vv pribéhu migrace je¢mene z oblasti irodného ptlmeésice do Jizni Asie. Himal4dje mohou byt
povazovany za oblast domestikace jeCmene ataké jeho diverzifikace. Studie zalozené na
molekularnich markerech porovnévajici divokou a domestikovanou formu je¢mene poukazuji
na velkou ztratu nukleotidové diverzity u dneSnich domestikovanych odrad

(Kilian et al., 2009).

TURKMENISTAN

TURKEY

Himalayas

AFGHANSTAN

mm Haplotyp I domestikovanych odrid

B Haplotvp I zastoupen alelou III
aploty ominujici v Himaldjic
e | Haplotyp III d jici v Himaldjich

Urodn§ plilmésic

Obrazek 4: Mapa Blizkého Vychodu zobrazujici oblast irodného ptilmésice a charakter $ifeni je¢mene.
Odtud doslo k postupnému rozsifeni do oblasti Stfedni Asie az po Himalaje, kde doslo k jeho
diverzifikaci (pfevzato a upraveno podle Salamini et al., 2002). Tok gent do oblasti Himalaji byl
sledovan pomoci haplotypt genu Bkn-3 z populaci divokého je¢mene H. spontaneum do zarode¢nych
linii péstovanych forem domestikovaného je¢mene. Haplotyp I je pritomen u vSech forem
domestikovaného je¢mene (84 % odrtd; spodni Sipka). Haplotyp Il pfevlada u himalajskych a asijskych
forem je¢mene (67 % odrad; horni Sipka). Hranice aredlu primarniho centra domestikace jemene

(oblast irodného pilmesice) predstavuje preruSovana Cervena cara.

Rod Hordeum je z geografického hlediska rozsifen do oblasti Jizni Ameriky, Jizni Afriky
a rovnomé&rné po celé severni polokouli (Dou et al., 2016). Na zakladé konceptu podle Harlana
ade Weta je rozdélen do tfi genofondi (Harlan et de Wet, 1971). Prvni je zastoupen
genomem H. vulgare a jeho blizkého pfibuzného H. spontaneum, se kterym se volné kiizi. Je
tedy uzitecnym zdrojem pro Slechtitelstvi. Do dalSi genomové skupiny nalezi jediny druh,
H. bulbosum (2n=4x=28), ktery ma velky potencial v genovém inzenyrstvi jako donor genii pro

rezistenci vuc¢i riznym chorobam jeCmene. Toho se vyuziva v péstitelskych programech



piedevs§im v Némecku a na Novém Z¢landu. Podobné je pfedmétem vyzkumu v této oblasti
také H. capense (2n=4x=28; Kniipffer, 2009). Tteti skupina zahrnuje zbylych 29 druht
jeCmene, které se vyskytuji v Severni a Jizni Americe, Evrop¢, Blizkém Vychodu, Centralni
Asii a Jizni Africe. V fadé experimenti se kiizili néktefi zastupci tohoto genofondu
s H. vulgare, pokusy vsak byly vzdy znemoznény silnymi reprodukénimi bariérami a nizkou
mirou parovani chromozému u hybrida (Pickering et Johnston, 2005). H. bogdanii je asijsky
diploidni druh (2n=2x=14), ktery se vyskytuje v pasmu od zapadniho iranu po vychodni Cinu
(Dou et al., 2016).



3.2 Fylogeneticky vyvoj ¢eledi Poaceae

3.2.1 Fylogeneze

Fylogeneze se zabyva vznikem a vyvojem jednotlivych vyvojovych linii a snazi se
rekonstruovat zejména prab¢h kladogeneze, tzn. potadi a zptisob vétveni vsech vyvojovych linii
Vv pritbéhu evoluce. Jedna se o proces postupného odliSovani jednotlivych vyvojovych linii
a kumulaci jejich fenotypovych (anagenetickych) zmén. V prubéhu fylogeneze z ptivodné
jedné vyvojové linie (oznacované jako monofylum) vznikaji procesem $tépné speciace nové
vyvojové linie postupnym odliSovanim. Ve vyvojové linii neustdle vznikaji a zanikaji
jednotlivé druhy, fenotypové vlastnosti novych druhti se mohou lisit od fenotypovych vlastnosti
druht starych. Proces vzajemného odliSovani (v nékterych ptipadech i splyvani) vyvojovych
linii se oznacuje jako kladogeneze. Grafickym znazornénim prubéhu kladogeneze je
dendrogram. Schémata kladogeneze vyjadiujici ptibuznost druhti se odvozuji na zakladé¢ sdileni
znakd, které vznikaly evolu¢né nezavisle na sobé. Tyto znaky se oznacuji jako homoplazie. Ve
fylogenetice se uplatiuje princip maximalni parsimonie, postaveny na tom, ze
pravdépodobngéjsi je takovy prubeh kladogeneze, ktery vyzaduje rozlozZeni jednotlivych forem
znakd v ramci dendrogramu nejmensi pocet anagenetickych zmén. Do dendrogramu se obvykle
zahrnuje i druh, o némz s jistotou vime, ze se odlisil od spolecného ptedka diive, nez se odlisily

ostatni analyzované druhy, tzv. outgroup (Flegr, 2009).

3.2.2 Diverzita Celedi Poaceae

Celed Poaceae je jedna z nejvétiich a nejrozifengjsich skupin kvetoucich rostlin.
Obsahuje pfiblizn¢ 768 rodu s vice nez 11 000 druhy. Navzdory vyznamnému ekonomickému
potencialu jsou fylogenetické a evolucni vztahy v této Celedi pochopeny stéle jen astecné. Na
zakladé molekularnich analyz se Poaceae tadi do podtiidy Commelinidae, do jednodéloznych
(Liliopsida), krytosemennych (Magnoliophita) rostlin. Jednim ze zakladnich znakt
Commelinidae je bohaty Skrobnaty endosperm v semenech, coz je vyznamnym rysem zejména

u uzitkovych trav, ale i bananovniki (Musaceae) nalezicich rovnéz do této skupiny.

Pievazna vétsina trav patii do podceledi Pooideae, kam patii témét 4 000 druht v 202
rodech (Soreng et al., 2017). Druhy maji v§echny typicky morfologické znaky trav a jako jedina
tato podceled’ diverzifikovala do mnoha set druhii v mirném pasmu severni polokoule. Do této
podceledi fadime vSechny evropské obilniny a jejich ptibuzné druhy. Podceledi Chloridoideae

a Panicoideae jsou dominanty savan, prérii a pamp. Z podceledi Panicoideae pochazi nékolik
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agronomicky vyznamnych plodin: kukufice seta (Zea mays), ¢irok (Sorghum L.) nebo cukrova
titina (Saccharum officinarum). Zastupci této skupiny se u nas vyskytuji spise jako ruderalni
teplomilné druhy jako je bér (Setaria). Pod¢eled’ Arundinoideae se vyskytuje na jizni polokouli
a do Evropy zasahuji jen kosmopolitni rody velkych trav jako je rakos (Phragmites) (Hrouda,
2010).

3.2.3 Kmen Triticeae

Kmen Triticeae se vyvinul pted asi 12 miliony let v ramci podceledi Pooideae (Schulte
et al., 2009). Zahrnuje Sirokou $kalu druht (viz Obrazek 5), pfi¢emz dominantni postaveni maji
agronomicky vyznamné plodiny mirného pasma jako je je¢men sety (Hordeum vulgare L.,
2n=2x=14; HH), hexaploidni chlebova psenice (Triticum aestivum L., 2n=6x=42; AABBDD),
tetraploidni pSenice odridy durum (Triticum turgidum, 2x=4x=28; AABB) a Zito seté (Secale
cereale L., 2n=2x=14; RR). Genomy téchto vyznamnych obilnin jsou velmi rozsahlé a vykazuji
vysokou miru komplexnosti. Ta je pozorovana ptredevsim u tetraploidni a hexaploidni pSenice,
jejiz genomy se skladaji z dvou nebo tfi homoelognich genomiti. Polyploidie a pfitomnost
repetitivni DNA vyrazné komplikuje klonovani genti a sekvencovani genomd u Triticeae
(Dolezel et al., 2009). S velikosti genomu ~16,94 Gbp (Bennett et Smith, 1976) je hexaploidni
pSenice zhruba 35x vétsi nez genom ryze (~489 Mbp; Bennett et Smith, 1991). Pro srovnani

genom je¢mene je pouze 10x veEtsi.

Nejvetsi ¢ast jaderné DNA se skldda z mobilnich genetickych elementt, které¢ jsou
rozptyleny naptic¢ celym genomem. Geny kodujici proteiny predstavuji pouze zlomek genomu
(2-3 %; Bartos et al., 2008; Li et al., 2004; Paux et al., 2006). Sedm chromozéomii je zakladnim
nasobkem genomu u Triticeae (Sreenivasulu et al.,, 2008). Ty jsou charakteristické

tzv. genovymi ostrivky rozptylenymi mezi velkym mnozstvim repetitivni DNA.
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Hordeum vulgare
Triticum aestivum

Secale sylvestre

Secale africanum
—— Thinopyrum bessaradicum

—— Thinopyrum intermediumum 1

Pseudoroegneria spicata

Dasypyrum villosum

L Dasypyrum brevianstaturn

Dasypyrum brevianstatum

—— Thinopyrum intermediumum 2

L Lophopyrum elongatum

Thinopyrum trichophorum

Eremopyrum bonaepatris

—— Oryza sativa

L Zea mays

Obrazek 5: Fylogeneze kmenu Triticeae (inspirovano podle Liu et al., 2006).

3.24 Podceled Panicoideae

Panicoideae je druhou nejvétsi podceledi v Poaceae s vice nez 3 500 druhy, které se
vyskytuji pfevazné v teplych az tropickych oblastech. Celkem 247 rodd ve 13 kmenech je
Vv soucasné dob¢ fazeno do této podceledi. Jadro Panicoideae tvofi tii nejvétsi kmeny Paniceae,
Paspaleae, Andropogoneae spolu s malym kmenem Arundinelleae (Soreng et al., 2017). Kmen
Paniceae je charakteristicky svou rozmanitosti, ktera je reprezentovana predev§im dvéma
liniemi, které se 1i8i v zakladnim chromozémovém cislu (x=9 a Xx=10). Z tohoto hlediska se stal
kmen Paniceae pfedmétem molekularnich studii, které potvrdily jeho parafyleticky zaklad
(Morrone et al., 2012). Do tohoto kmene patii rod Panicum (proso). Patrné nejvyznamnéj$im
zastupcem celé podceledi je kukufice setd, kterd je nejen hospodaisky vyznamnou plodinou,
ale také velmi dilezitym molekularnim modelem. Kukufice (2n=2x=20) ma velikost genomu
2,66 Gbp (Lysak et Dolezel, 2012). Genom kukufice prosel n€kolika stupni duplikace (prvni
pfed 70 miliony let, dalsi pfed 5—12 miliony let), pfi¢emz druhd duplika¢ni udalost odlisila
kukufici od jejiho blizkého ptibuzného Eiroku. Genom kukufice reprezentuje deset strukturné

ruznorodych chromozomi, které podstoupily zna¢né dynamické zmény tykajici se prevazné
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chromozomalni kompozice. Velikost genomu kukufice se vyznamné rozsifila b&hem
poslednich 3 milionQ let pfevazné prostfednictvim proliferace retrotranspozont s dlouhymi
termindlnimi koncemi (LTR). Témét 85 % genomu je tvofeno mnozstvim transpozibilnich
elementu (TE), které jsou nerovnomérné rozsifeny pies cely genom (Schnable et al., 2009).
Jedna se o mobilni segmenty DNA, které objevila Barbara McClintock. Jeji studie poukazaly
na to, ze pohyb TE muze zplsobovat chromozomalni zlomy a dramaticky tak ovlivnit
fenotypové vlastnosti. Tim také vyvratila mysSlenku tzv. statického genomu (Feschotte
et Pritham, 2009). TE hraji dtlezitou roli v evoluci gend. Jejich inzerce miize narusit geny
a zprostfedkovat tak preskupeni chromozémit. Také mohou poskytnout alternativni promotory,
exony, terminatory nebo urcity druh spoje. Nékolik genti ryze obsahuje sekvence odvozené od
TE. U kukufice se jedna o tzv. kontrolni prvky, které méni expresi nékterych gent v disledku
transkripce nekddujici RNA z promotort transpozonti, které prispivaji k epigenetické regulaci
sousednich gent (Vicient, 2010). Retrotranspozény LTR piedstavuji vétsinu TE, které jsou
identifikovany v genomech rostlin. Déli se na dvé velké skupiny: copia (Pseudovirideae)
a gypsy (Metavirideae). Retrotranspozony copia jsou nejlépe prostudované u rostlin, jelikoz

vykazuji vysokou miru konzervace v evoluci rostlin (Santos et al., 2015)

Podceled Panicoideae se oddélila od podceledi Pooideae pied asi 60 miliony let. Druhy
jednotlivych podceledi jsou pohlavné inkompatibilni. S vyuzitim ITS sekvenci byla u souboru
16 diploidnich druhii jeémene (Hordeum) objevena cizi rDNA. Bylo zjisténo, ze tato rDNA
nalezi do péti rodi Panicoideae: Arundinella, Euclasta, Paspalum, Panicum a Setaria.
Fylogenetické, cytogenetické a genomické analyzy poukazuji na to, Ze tato cizi TDNA byla
ziskana teprve pied 1-5 miliony let sérii minimalné deviti pfenosti. Dnes$ni druhy Hordeum
maji ve svych genomech az pét panicoidnich rDNA jednotek mimo ptivodni Hordeum rDNA
kopie. Dosud nebyly nalezeny dikazy, Ze by tato cizi rDNA byla transkribovéana, n¢které
naopak naznacuji, ze se vyskytuje ve formé tzv. pseudogenti. Jedina kopie panicoidni rDNA
piitomna v H. bogdanii byla pierusena piivodnim transpozoénem a obklopena ~70 kbp pievazné
nekoddujicich sekvenci panicoidniho pivodu. Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni piitomnosti
panicoidni rDNA u téchto druhti Triticeae predstavuje pienos téchto genl prostfednictvim
HGT. Otomto mozném pienosu jaderné DNA blize pojednava podkapitola 3.3.3.
Alternativnim vysvétlenim by mohla byt tspésna hybridizace mezi travami podceledi Pooideae
a Panicoideae. V tomto jim vSak brani pfirozené reproduk¢ni biologické bariéry (Mahelka
etal., 2017).
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3.2.5 Molekularni fylogenetika

Jednd se o samostatny védni obor, ktery vyuzivd molekularni data pro tucely
fylogenetické a systematické biologie. Nejcastéji se dnes pouzivaji k témto ucelim DNA
markery, které jsou vysoce variabilni a poskytuji informace o primérni strukture DNA, a pfitom
jsou nezavislé na podminkach prostredi, protoze nepodlé¢haji selekénim tlakim. Pro pouziti
cetnost a rovnomeérné zastoupeni v genomu, dale vysoka mira zastoupeni polymorfnich lokust
a Vv neposledni fad¢ také experimentalni nendrocnost a dobra reprodukovatelnost vysledkt

(Flegr, 2009).

Molekularni znaky maji na rozdil od klasickych znaku kvalitativni charakter. V praxi
jsou zjistovany pomoci ptimych metod postavenych na sekvencovani nukleovych kyselin, nebo
metod nepfimych, kdy se vyhodnocuje pfitomnost restrikénich mist. Sekvenaéni analyza
umoziuje ziskdni celé informace zapsané v DNA na zékladé ptesného potadi nukleotidi
Vv urcitém tseku DNA. Vyuziva pti tom tzv. SNP markert (jednonukleotidovy polymorfismus).
Jedna se o zmény v jednotlivych parech bazi, které¢ jsou mnohem castéjsi, nez polymorfismy
v jinych molekularnich markerech. Mohou se vyskytovat jak v kodujicich, tak v nekodujicich
oblastech genomu. Predpoklada se, ze tyto markery budou dominovat v genetickych studiich
pSenice a je¢mene v budoucnosti (Lehmensiek et al., 2009). Ve fylogenezi rostlin se nejcastéji
pouzivaji DNA sekvence pro chloroplastové a mitochondrialni geny a vnitini transkribované

mezerniky (ITS), které odd¢€luji ribozomalni geny u 45S rDNA lokusu.
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3.3 Ribozomalni geny
3.3.1 Struktura a funkce rDNA u rostlin

Geny kodujici ribozomalni RNA (rDNA) jsou velmi podstatnou slozkou genomu
eukaryotnich organismu, diky nimz vznikaji proteiny. Ty se z velké ¢asti podileji na utvareni
cytoplazmatickych, plastidovych a mitochondridlnich ribozomu. Jaderny genom rostlin
obsahuje stovky az n¢kolik tisic kopii kazdého druhu ribozomalni RNA (rRNA), zatimco
v plastidech a mitochondriich jsou rDNA pfitomny v fadu jednotek az desitek. Obvykle jsou
tyto geny uspofadany ve zietelnych tandemovych uskupenich skladajicich se z opakujicich se

jednotek rRNA nebo jednotlivych genti (5S).

Jaderna ribozomalni jednotka 45S rDNA obsahuje u rostlin geny pro 18S, 5,8S a 25S
rRNA, které jsou mezi sebou oddéleny ITS mezerniky (viz Obrazek 6). Jednotlivé jednotky
rRNA jsou znaceny na zadkladé Svedbergova koeficientu. Ten udava cas, za ktery dojde
k sedimentaci dané makromolekuly pfi jeji ultrafiltraci pii daném zrychleni centrifugy. Mezi
jednotkami 18S a 5,8S rRNA se nachazi ITS1, ITS2 se nachazi mezi 5,8S a 25S rRNA. Dlouhé
netranskribované mezerniky (IGS) odd¢luji vzajemné celé 45S rDNA jednotky (Bena et al.,
1998). Znalost poctu rDNA lokust akopii jednotlivych gent pfinasi informace
V porovnavacich studiich organismli a molekuldrni evoluci na ruznych fylogenetickych

urovnich (Rosato et al., 2016).
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Obrazek 6: Organizace rDNA jednotek v oblasti NOR (inspirovano podle Neves et al., 2005). Tato
oblast je sloZzend z tandemovée uspotfaddanych repetic rRNA genil. Tyto repetice jsou tvoieny opakujicimi
se transkripty 45S rDNA, které jsou slozeny z jednotek 18S, 5,8S a 25S rRNA, navzajem oddé€lenych
mezerniky ITS1 a ITS2. 45S rDNA jednotky jsou navzajem od sebe odd€éleny mezerniky IGS.

Ribozomalni RNA spolu s nékolika tfidami proteinovych komplexi tvoii ribozomy, ve
kterych dochazi k syntéze proteinti diky translaénimu procesu v cytoplazmé. Transkript 45S je
kodovan rDNA tandemové se opakujicimi jednotkami, které se nachdzeji se na specifickych
mistech chromozdémi, tzv. NOR. Transkripce této rDNA vede ke vzniku jadérka. 5S rRNA je
vysledkem transkripce riiznych souborii gend nachéazejicich se na rtznych (minoritnich)
mistech chromozomii. Pocet a vyskyt NOR oblasti je ve skupinach a rodech evolu¢né nestaly
(Neves et al., 2005). U kmene Triticeae byly zjistény vétsi a mensi rDNA oblasti, jejichz

chromozomalni lokalita se méni nap#i¢ druhy (Dubcovsky et Dvorak, 1995).

Aktivita v oblasti NOR mize byt vizualizovana v priubéhu interfaze v nasledujici
metafazi jako oblast sekundarni konstrikce. Zaclenéni NOR do heterochromatinovych oblasti
umoziuje opakujici se charakter jednotek rDNA. U vétSiny eukaryotnich organisml je
ptepisovana pouze mala frakce téchto jednotek. Nedavné studie u hrachu (Pisum sativum)
zjistily, ze se prepisuje pouze 5 % jednotek (Gonzalez-Melendi et al., 2001), coz poukazuje na
to, ze pfevazna c¢ast rDNA zlstavd transkripéné neaktivni. DNA, ktera se organizuje

V heterochromatinu, bézné¢ podléha metylaci v cytosinovych zbytcich, coz koreluje
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s transkrip¢ni inaktivaci. Ta vyzaduje vysokou miru kondenzace rDNA frakci chromatinu,
kterou mizeme sledovat jako chromatinové bloky na hranici jadérka (viz Obrazek 7). Tyto
rDNA uzly jsou transkripcné neaktivni. Kondenzovany rDNA chromatin se také mize objevit
uvnitt jadérka, tato vlastnost se zda byt druhové specificka. Nepiepisované rDNA jednotky se

vzdy vyskytuji pobliZ centromery v misté nejbliz§i NOR domény (Neves et al., 2005).

»
’

/
’

S

. Kondenzovany rDNA chromatin
_____ Hranice jaderka
Vznikajici 458 rRNA
Dekondenzovany rDNA chromatin

Obrazek 7: Kondenzované rDNA jednotky na hranici jadérka v interfaznich bunkach (inspirovano
podle Neves et al., 2005). Piitomnost uzli z kondenzované rDNA uvnitt jadérka je druhové specificka

vlastnost.

Dlouhou dobu byla jaderna rDNA pokladana pouze za strukturu ucastnici se biogeneze
ribozomu a jadérka. Nedavné dikazy vSak vyznamné zménily pohled na tuto problematiku.
Byly objeveny dal§i bunécné procesy, ve kterych hraje rDNA dulezitou roli. Je centralnim
Cinitelem udrzovani a organizace genomu, moduluje bunécnou homeostadzu za ticelem uchovani
genomové stability, aktivuje bunééné starnuti a senescenci, reguluje odolnost vic¢i poSkozeni
genomu, udrzuje strukturu chromatinu na urovni genomu a moduluje variace v genové expresi
napii¢ genomem. Strukturné je zaroven jednou z nejméné stabilnich oblasti v genomu. Diivody
pro nestabilitu nejsou doposud komplexn€ pochopeny, nicméné bylo zjisténo, ze rDNA lokusy
jsou mista, ktera casto podléhaji opakujicim se rekombinacim (Kobayashi, 2005).
Nerovnomérnd rekombinace mezi homolognimi a homeolognimi lokusy mtize vyvolat
intragenomické kolisani v poc¢tu kopii rDNA a amplifikaci novych sad. Také bylo zjisténo, ze

rDNA sady a jejich sousedici oblasti jsou jednim z astych cilii pro inzerce genetickych
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mobilnich elementt (Raskina et al., 2008). Transpozice mtze podporovat evolué¢ni dynamiku
rDNA lokust nejenom napfi¢ druhy, ale také béhem intradruhové diferenciace a domestikace,
coz muze zpusobit jaderné preskupovani. To mize byt pokracovanim procesu speciace, ktery

souvisi s genetickou diferenciaci (Rosato et al., 2016).

Geny pro rRNA jsou typickym piikladem multigenové rodiny, kterd podléha ,,evoluci
V koncertu®. Jedna se o geneticky proces, pfi kterém dochazi k homogenizaci opakujicich se
sekvenci DNA tak, ze sekvence dané rodiny multigenii v rdmci druhu sdili mnohem vyssi
identitu, nez sekvence homologni genové rodiny mezi dvéma ruznymi druhy. Tento
mechanismus poprvé navrhl Brown (1972), ktery studoval rRNA geny u zaby drépatky
(Xenopus). Existence téchto genti ve vice kopiich muzZe souviset s poptavkou metabolismu
rRNA v bunce, protoze transkripce jediného genu nemusi byt dostatecna k produkci
pozadovaného mnozstvi rRNA pro syntézu proteinti (Liao, 2001). Opakujici se sekvence ¢asto
vykazuji homogenizaci, kterd je pravdépodobné zplsobend procesem nerovnomérného
crossing-overu a genové konverze, coz jsou piedpokladané mechanismy odpovédné za evoluci

Vv koncertu (Kovaiik, 2005).

U jeémene se vyskytuji dvé kodominantni NOR oblasti, které¢ jsou lokalizovany na
satelitnich chromozémech 6 a 7. V nékterych liniich je¢mene jsou tyto NOR oblasti
lokalizovany na stejném chromozému v dasledku translokace v mistech zlomu daleko od
rDNA lokusu. NOR oblast lezici na chromozému 6 se v disledku ptisobeni pozi¢niho efektu,
ktery ma vliv na transkripci rDNA, timto stdva dominantnim. U pSenice seté se NOR oblasti
vyskytuji na chromozémech 1B a 6B. Lokus 1B je zodpovédny za 60 % obsahu jadérka a téméet
polovinu rRNA gent. Lokus 6B ma vice repetitivni DNA a je mén¢ transkripéné aktivni (Neves
et al., 2005). Na chromozomech jsou rDNA lokusy organizovany tandemové do tzv. arrays
a k nim pfilehlych oblasti umisténych na jednom nebo né¢kolika chromozémech. Studium téchto
lokusti je zalozeno na kombinaci sekvencovani a metody FISH, coz umoziuje stanovit
chromozomalni lokalitu riznych jednotek rDNA (Sergeeva et al., 2017). Pro genom pSenice se
v soucasné dob¢ uplatiiuje metoda sekvencovani BAC-by-BAC, ktera byla pouzita pro kratké
raménko chromozému 7D. Tato metoda je velmi pfesnd a méa vysoké rozliSeni. Jednd se
0 spojeni procesu mapovani genomu a soucasného tfidéni chromozémového toku. V genomu
se nachdzi tada tandemovych repetic (~800 kbp), které jsou soucasnymi metodami

sekvencovani nedostupné (Stankova et al., 2016).

DNA sonda pTa71 byla pouzita pro charakterizaci genomu je¢cmene metodou FISH. Tato
sonda je specificka pro 45S rDNA a hybridizuje s péti chromozémovymi pary. Dvé hlavni ¢asti
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spojované s lokalizaci NOR oblasti se nachazi na chromozému 5SH a 6H. Minoritni oblasti jsou
lokalizované na chromozémech 1H, 2H a 7H. Subtelomerické oblasti vSech chromozomi
je¢mene lze spolehlivé identifikovat pro je¢men specifickou tandemovou repetici HvTO1 nebo
pomoci AT bohatych tandemovych repetic specifickych pro kmen Triticeae pHVMWG2315.
Je€men ma jedny z nejlépe prostudovanych centromér u Triticeae, které jsou kolokalizované
retroelementem cereba Ty3/gypsy-like a GC bohatymi satelitnimi sekvencemi (Houben et
Pickering, 2009). Cereba je centromericky retrotranspozon (CR) tvofeny LTR, ktery byl popsan
u centromér H. vulgare (Presting et al., 1998). CR nalezi do vétve Chromoviridae, linie
Ty3/gypsy retrotranspozont (Divashuk et al., 2016). Stémito dvéma misty interaguje
centromericky specificky histon H3, ktery obsahuje misto pro navazéni kinetochorového
komplexu na aktivni centroméry (Houben et al., 2007). Ackoliv se tato interakce objevuje
ucelé¢ fady eukaryot, nachdzi se zde stabilni zkrdcené telochromozémy jeCmene, jejichz
centroméry vyzaduji retroelementy cereba a GC satelitni sekvence pro normalni priitb&h mitozy

a meidzy (Nasuda et al., 2005).

3.3.2 Vyuziti ribozomalnich ITS sekvenci pro uc¢ely molekularni fylogenetiky

Jednou z nejpouzivanéjSich DNA sekvenci u rostlin slouzici pro fylogenetické urceni
vztahl jsou ITS sekvence, kde patii ITS1 a ITS2. Jak jiz bylo zminéno vySe, tato oblast se
nachazi v jaderné ribozomalni jednotce 18S-5,8S-26S. U rostlin je molekularni fylogenetika
zalozena na sekvenacnich studiich zejména genli a mezernikli pochazejicich z plastidového
genomu. Znamym piikladem je gen rbcL, ktery koduje velkou podjednotku
ribuloza-1,5-bisfosfat karboxylazy (Chase et al., 1993).

Duivodi, pro€ jsou fylogenetické analyzy prevazné zalozeny na ITS, je n¢kolik. Jednou
z nejvétsich vyhod je univerzalnost. White et al. (1990) popsal soubor primerd, které jsou
uzite¢né pro amplifikaci ITS sekvenci vétSiny rostlin a hub. Dédi¢nost ITS je biparentalni a od
chloroplastové DNA se odliSuji $irSim spektrem vyuziti. Dal§im faktorem je jednoduchost
z hlediska izolace. Jednotlivé 18S-5,8S-26S repetice maji typickou velikost kolem 10 kbp
a v genomu rostlin se nachazeji ve stovkach az tisicich kopii. Velikost ITS sekvenci se pohybuje
v rozmezi 500-700 bp u krytosemennych a 1500-3700 bp u nahosemennych rostlin. Mala
velikost cilovych DNA fragmentli a vysoky pocet kopii ITS vyrazné usnadiiuje jejich
amplifikaci pomoci metody PCR (polymerdzova ftetézova reakce). DalSim vyznamnym
parametrem je intergenomicka variabilita v dané oblasti, coz je klicovy znak pro
aplikovatelnost v oblasti fylogenetickych analyz. Funkce ITS souvisi se specifickym $tépenim
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primarniho transkriptu v ramci ITS1 a ITS2 v pribehu zrani malé podjednotky, 5,8S a velké
podjednotky ribozomalni RNA. Proces dozravani a sestfihu zavisi na sekundarni struktufe ITS.
To znaci jisty stupeit konzervace na turovni sekvence nebo struktury. Nékteré repetice
degeneruji do pseudogenti, které jsou vétSinou nasledné odstranény z genomu nebo se
samovolné rozpadnou, aniz by se mohly déale amplifikovat. Vysoky obsah nukletotidd GC
poskytuje stabilitu sekundarnich struktur DNA a RNA. Jsou spojeny s tvorbou smycek a jinych
slozit€jSich  sekundarnich  struktur. Vysoky obsah danych nukleotidi zejména
V konzervovanych oblastech a strukturalni znaky smycky naznacuji, Zze kompenzacni zmény
bazi jsou ¢asté mezi riznymi nukleotidovymi misty. Je také jasné, Ze existuji rozdily ve tvaru

a podtu struktur této smy¢ky mezi riznymi organismy (Alvarez, 2003).

Studiem fylogenetickych vztahii u diploidnich a polyploidnich zastupct rodu Hordeum
zalozenych na ITS sekvencich byly odhaleny ¢tyfi hlavni linie (viz Obrazek 8). Ty odpovidaji
¢tyfem genomovym skupinam (H, I, Xa a Xy), které byly zminény jiz vySe. Byly objeveny dva
hlavni rDNA tuseky vyskytujici se u vétSiny diploidnich druhti, které se objevuji na riznych
chromozoémech a n€kdy byvaji doplnény minoritnimi rDNA tUseky. Oblasti NOR obsahujici
rDNA geny mohou vést k riznym ITS sekvencim v ramci jednoho jedince za piedpokladu, Ze
nedojde k homogenizaci rDNA mezi t€émito skupinami. Rizné sméry homogenizace a evoluce
Vv koncertu téchto NOR oblasti mohou komplikovat analyzu fylogenetickych studii zalozenych
na ITS (Blattner, 2004).
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Obrazek 8: Fylogeneze rodu Hordeum zalozend na 353 ITS sekvencich z 91 zastupcu (pfevzato
a upraveno podle Blattner, 2004). Diploidni druhy (2x) jsou znazornény v prvnim sloupci, tetraploidni
(4x) ahexaploidni (6x) druhy jsou vpravo. Linky spojuji taxony s jejich matetskym druhem.
Pterusované linky znaci dvojznacnou rodi¢ovskou pfislusnost. Ptislusnost k dané genomové skupiné je
uvedena pod vétvemi (H, 1, Xa a Xy). Cisla vpravo od vétvicich se bodii udavaji dobu (v milionech let),
kdy doslo k oddéleni danych linii. Tato doba byla vypoctena na zakladé piedpokladu oddéleni predku

Triticum a Hordeum pted 13 miliony let.

3.3.3 Mozné zpiisoby zaneseni cizich rDNA genii do genomu je¢mene

HGT se jevi jako jedna z moznych cest pro zaneseni panicoidnich genti do genomu
jeCmene. Jednd se o pienos genetického materialu pres biologickou bariéru oddélujici dva
fylogeneticky vzdalené druhy cestou jinou, nez je bézny vertikalni pfenos sexuélni reprodukci
(Dunning et al., 2019). Pfenos je umoznén cytoplazmatickymi organelami (chloroplasty,
mitochondrie) nebo jadrem. Dédi¢nost takto ziskané DNA nepodléha mendelovské dédicnosti.

HGT je castym zplsobem pienosu gend v mikrobidlnich genomech. U eukaryot je velmi malo
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dokumentovan a mechanismus pienosu je zatim nesrozumitelny. HGT lze v zavislosti na
zpusobu realizace samotného prenosu rozdélit na tfi typy: ptenos celych organel, prenos jaderné

DNA a pienos RNA.

U prokaryotnich organismti je HGT pomérné bézny zptsob pienosu genll a nejcastéji se
uskuteciiuje prostfednictvim transformace, konjugace a transdukce. Eukaryotni organismy maji
dvé mozné cesty pienosu. Prvni se uskutecnuje piimou vyménou DNA (z rostliny do rostliny)
pii roubovani, symbidze, parazitismu a patogenezi. Druha potiebuje ke své realizaci vektor
slouzici jako most mezi dvéma organismy. Timto vektorem miize byt bakterie, virus, houba,
plazmid, transpozon nebo hmyz (viz Obrazek 9; Gao et al., 2014). Dolozenym ptikladem HGT
u eukaryot je organelogeneze, kterd je doprovazena pfenosem stovek gent
z endosymbiotickych organismti do organismi hostitelského jaderného genomu (Qiu et al.,
2016). Bylo také zjisténo, Ze celé organely jsou zapojeny do HGT mezi rliznymi druhy tabaku
(Gurdon et al., 2016) a dokonce i mezi pohlavné inkompatibilnimi druhy jako jsou dub a btiza
(Stegemann et Bock, 2009). HGT je podstatnou hnaci silou genomické variability
a biologickych inovaci. Hraje dilezitou funk¢ni a evoluéni roli v eukaryotnich 1 prokaryotnich
genomech. Piedstavuje formu vzacné genomické zmény, ktera miZze byt pouzita jako
fylogeneticky marker. Diky tomu je mozné obecnéji pochopit, jak selekce distribuuje cenné

geny pies strom zivota.

Clenovei, Houby,
Rostlina A i Hlistice, Prvoci,
Hmyz
Opyleni | (Degradovana Rostlina B

H Rostlinny virus ——> Rt

myz . sthimny

(véela) it‘revm bakterie virus
myzu

Obrazek 9: Mozné cesty umoziujici horizontalni pfenos genti u rostlin (pfevzato a upraveno podle Gao
et al., 2014).
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Nicméné pienos jaderné DNA mezi vysSimi rostlinami je povazovan za velmi ojedinély
a zatim malo pochopeny jev. Vymény nejaderné DNA mezi jednotlivymi druhy rostlin jsou
relativné Casté (zejména mitochondridlni a plastidové geny), zato vyména jaderné DNA byla
zaznamenana pouze ve velmi vzacnych piipadech (Mahelka et al., 2017). Nedavna studie
ukazala, Ze genom travy Alloteropsis semialata (Panicoideae) obsahuje pfinejmensim
59 funkénich gent ziskanych horizontalné od nejméné deviti riznych darct. Distribuce tohoto
druhu v daném arealu ve velkém méfitku spolu s vegetativnim rtistem mohlo usnadnit kontakt
mezi bunikami a nasledné umoznit HGT. Pienos téchto funkénich genti ukazuje, ze tento proces
bude pravdépodobné souviset s prizpisobovanim se rostlin danym podminkam. HGT by tak
mohl byt funkénim néstrojem pro diverzifikaci n¢kterych skupin rostlin a ptisobit jako zdroj
genetické variability s potencialng adaptivnim vyznamem. Sifeni funkénich genti napii¢
travami, které si vyvinuly odlisné fyziologické a ekologické adaptace, muze proto piedstavovat
vyznamnou evoluéni hybnou silu v této celosvétové vyznamné skuping rostlin (Dunning et al.,

2019).

Cizi typ ITS byl objeven u pyru plazivého (Elymus repens; Triticeae, Pooideae), jehoz
genom je odvozen od rodu Pseudoroegneria a Hordeum. Tento allopolyploid neni kiizitelny
s rodem Panicum, ze kterého tato ITS pochazi. Na zakladé téchto poznatkt zustava predmétem
dal$ich studii, zda k pfipadnému ptenosu jaderné DNA doslo pfed, nebo po allopolyploidizacni
udalosti. Ackoliv byla dok4zéna ptitomnost panicoidni rDNA u obou rodili, sekvencni data
upfednostiiuji piedstavu, ze E. repens zdédil tuto panicoidni rDNA z Hordeum bogdanii
(Mahelka et Kopecky, 2010).

Skrinink na cizorodou rDNA byl realizovan u vSech vySe zminénych 16 diploidnich
druhti jeémene nalezicich do sekce Stenostachys (vSechny patii do genomové skupiny I). Dva
z péti druhti rodu Pseudoroegneria (P. strigosa a P. spicata) byly taktéZ pozitivni na cizi rDNA.
VétSina starobylych prenost u rodu Hordeum pochazela z ITS oznacované jako Panicum 1,
jelikoz tento rDNA typ byl nalezen ve vSech taxonech centralni Asie a ve vétSin€ taxonl
pochazejicich z Jizni Ameriky. Paspalum 5, 6 a Euclasta 8 byly nejcastéji ptitomny
u americkych druhti jeémene, zatimco Panicum 2 a Arundinella 9 pouze u nékolika malo
jedinct. Na zékladé metody maximalni parsimonie se pifedpokladd, ze maly pocet evolu¢nich
udalosti ptenesl panicoidni rDNA do americkych druhii je¢mene pfed hlavnim specia¢nim

obdobim. Tyto pienosy pak byly vertikalné€ rozsiteny do dalSich nové se vyvijejicich se druhii.

Blizsi charakterizace strukturnich vlastnosti panicoidni rDNA byla provedena pomoci
analyzy BAC (umély bakteridlni chromozém) klontt z knihovny konstruované
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z genomu H. bogdanii. Tento druh je¢mene pochazi z centralni Asie a jeho genom obsahuje
pouze cizi rtDNA typu Panicum 1 ITS. Z této BAC knihovny byl pomoci skrininku ziskan
pozitivni klon BAC 46L9, ktery byl nasledné sekvencovan. Analyza odhalila kromé ptitomnosti
panicoidni rDNA 1 oblast bohatou na repetitivni sekvence. Tato oblast (~70 kpb) obsahujici
zejména DNA z rodu Panicum, byla pieruSena dvéma je¢mennymi kopiemi transpozonu
(Mahelka et al., 2017).

HGT vs$ak neni jedinou moznosti, jak se mohla panicoidni rDNA dostat do genomu
Hordeum. V tvahu je také tieba brat i nelegitimni opyleni, které mtize byt realizovano hmyzem
jako nelegitimnim vektorem pro pienos pylu, nebo také heterostylii (riznoclenénosti), coz je
schopnost rostliny vytvafet dva morfologicky odlisné typy kvéth. Adaptivni vyznam
heterostylie spo¢iva v podpofe kiizeni neptibuznych jedinct (tzv. outcrossing), ¢imz se snizuje
plytvani pylu nelegitimnim opylenim (Bjérkman, 1995). Néktery hmyz se spiSe nez opylovac
chova jako zlod¢€j pylu, coz také vyznamné prispiva k nelegitimnim interakcim (Solis-Montero
et al., 2015). U nékterych rostlin se za timto G¢elem vytvofila strategie ,,klamné pfitazlivosti
nékterych souborii tyCinek, které funguji jako potrava pro opylovace, zatimco dalsi se

specializuji na opyleni (Li et al., 2015).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

V praktické Casti bakalarské prace byla pro ptipravu parcialni BAC knihovny pouzita
genomickh DNA ze semen planého druhu je¢mene Hordeum stenostachys (2n=14)
s pristupovym c¢islem BCC2021, ktera byla obdrzena z genové banky IPK Gatersleben
vV Némecku. BAC knihovna obsahovala 36 864 BAC klonli umisténych Vv 96 miskéch
0 384 jamkach.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie
e agardza (VWR, kat. ¢. 9012-36-6; USA)
e destilovana voda
e ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat.¢. E8751; USA)
e 5U-plI Tag polymeraza (NEB, kat. ¢. M027X; USA)
e nukleotidy, 100mmol-1* dATP, dCTP, dGTP, dTTP (VWR, kat. ¢. 733-1855; USA)
e primery (Biogen, CR; viz Tabulka 3)

4.2.2 Pouzité soupravy
e NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740770.50; DEU)
e DNeasy Plant Mini Kit IT (Qiagen, kat. ¢. 69104; DEU)

4.2.3 PouZité roztoky a jejich priprava

e 5x TBE pufr (1 000 ml, pH 8):
o 54 g Tris (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T1503; USA)
o 27,5 g kyselina borita (Lach-Ner, kat. &. 10017-AP0; CR)
o 20 ml 0,5 mol-1* EDTA, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich, kat. &. E5134; USA)
o Doplnit destilovanou vodou na objem 1 000 ml, upravit pH na 8

e TE pufr (100 ml, pH 8):
o 1 ml1mol-1? Tris-HCI, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich, kat. &. 1185-53-1; USA)
o 200 ul 0,5 mol-I EDTA, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich, kat. &. E5134; USA)

o Doplnit destilovanou vodou na objem 100 ml, upravit pH na 8
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roztok cresol red (100 ml):
o 50 mg 0,01 % o-kresolova Cerven (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1733-12-6; USA)
o 7,501,5% sacharéza (Lach-Ner, kat. &. 40135-AP0; CR)
o Doplnit destilovanou vodou na objem 100 ml
10x PCR pufr (40 ml):
o 4 ml 100 mmol-1? Tris-HCI, pH = 8,2 (Sigma-Aldrich, kat. &. 1185-53-1; USA)
o 20 ml 500 mmol-1"* chlorid draselny (KC1) (Lach-Ner, kat. &. 30076-AP0; CR)
o 600 pl 15 mmol I chlorid hofe¢naty (MgClz) (NEB, kat. & M027X;USA)
o 400 ul 1 9% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. X100; USA)
o Doplnit destilovanou vodou na objem 40 ml
DNA marker relativni molekulové hmotnosti (600 pl roztoku):
o 24 pl Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific,
kat. €. SM0322; USA)
o 100 ul 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R0O611; USA)

o 476 pl destilovana voda

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Elektroforetickd aparatura Owl A6 (Thermo Fisher Scientific; USA)
Centrifuga Fresco 17 (Thermo Fisher Scientific; USA)

Centrifuga MiniStar Silverline (VWR; USA)

Centrifuga PlateFuge MicroCentrifuge (Benchmark Scientific; USA)
Digitalni pfedvazky Vibra AJ-820CE (Shinko Denshi; JAP)
Laboratorni digestot M 1266 (Merci; CR)

Mikrovinna trouba KOR-6C2B (DAEWOO; KOR)

Robot, Biomek NXP (Beckman Coulter; USA)

Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific; USA)
Termocyklér, C-1000 Touch (Bio-Rad; USA)

Trepacka, Reax Control (Heidolph Instruments; DEU)

UV transiluminator, InGenius (Syngene; IND)

Vyrobnik ledové tiisté MF26AS (Scotsman; USA)

Zdroj, MP-300V (Major Science; USA)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 lzolace genomické DNA

Rostlinny material byl odebran ve formé mladych lista z rostliny Hordeum stenostachys
ve stadiu 3 listl. Ve tieci misce bylo postupné homogenizovano 100 mg rostlinného materialu
pomoci tekutého dusiku. DNA byla izolovana pomoci kitu NucleoSpin Plant II pfesné podle

instrukci od vyrobce (Macherey-Nagel).

4.4.2 Prefisténi DNA

Zachycend DNA na membrané z piedeslého kroku byla promyta 700 pl promyvaciho
pufru s etanolem a centrifugovana 1 minutu pii 11 000 g. Supernatant obsahujici balastni latky
(proteiny a zbytkovou RNA) se vylil a kolonka byla opét promyta 700 pl promyvaciho pufru
s etanolem a centrifugovana 1 minutu pfi 11 000 g. Pro eluci byl pouzit elu¢ni pufr predehtaty
na 65 °C v objemu 50 pl, vzorek byl takto inkubovan po dobu 5 minut a poté opét centrifugovan

1 minutu pti 11 000 g. Tento krok byl poté zopakovan.

4.4.3 Meéreni koncentrace DNA
Koncentrace izolované genomické DNA z jeCmene H. stenostachys byla méfena na
spektrofotometru NanoDrop. Piistroj byl nejprve kalibrovan 1 ul destilované vody (0 ng-pl™?)

a poté byla méfena koncentrace 1 pl vzorku.

4.4.4 Priprava BAC knihovny

Knihovna BAC byla pfipravena z genomické DNA jeémene H. stenostachys
(BCC2021) podle Saféf et al. (2004). Vysokomolekularni DNA (100-300 kbp) byla ligovana
do defosforylovaného plazmidu pCCI1BAC Copy Control (Lucigen). Rekombinantni plazmid
byl nasledné transformovan do bunék bakterie Escherichia coli (TransforMax EPI300™)
prostiednictvim elektroporace. BAC klony byly posbirdny pomoci automatizované robotické

stanice a uskladnény v 96 destickach o 384 jamkach.

44.1 Priprava DNA pooli

DNA pooly zgenomické DNA H. stenostachys byly piipraveny na Ustavu
experimentalni botaniky AV CR v.v.i. v Olomouci. Miskové DNA pooly byly pfipraveny
spipetovanim jednotlivych klonti dané desticky dohromady pomoci automatického
pipetovaciho robota (Biomek). Z takto vzniklého smésného poolu klonti byla nasledné
izolovana DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kit II (Qiagen). Strategie 3D poolovani je
zobrazena na Obrazku 10. Kazdy fadkovy pool (A—H) byl piepipetovan do 2ml mikrozkumavek

a centrifugovan 10 minut pii 10 000 g pro usazeni bakterii. Nasledné bylo k lyzatu ptidano
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500 ul TE pufru, kratce zvortexovano a vafeno 30 minut pii zhruba 100 °C. Poté byl lyzat kratce
zcentrifugovan a byla z n¢j odpipetovana DNA s TE pufrem do PCR destic¢ky (100 pl na jamku)

a zamrazeno pii —20 °C.

Pro ptipravu sloupcovych a tfadkovych DNA poolt byly pouzity pouze pozitivni
384-jamkové mikrotitraéni desticky. Obdobné jako u miskovych poolt byly nejprve klony
jednotlivych fadka respektive sloupct pfislusné 384-jamkové mikrotitraéni desticky
spipetovany dohromady a poté izolovana DNA danych klonti. Smésné DNA pooly byly poté
napipetovany do 96-jamkové mikrotitraéni destiCky. Schéma uspotradani jednotlivych DNA

BAC poolt zobrazuje Obrazek 11.
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Obrazek 10: Strategie 3D poolovani (pfevzato a upraveno podle Klein et al., 2000)
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Obrazek 11: Schéma uspotadani sloupcovych, resp. fadkovych DNA poolt genomické DNA Hordeum
stenostachys na mikrotitra¢ni destic¢ce. Tyto smésné DNA pooly byly pfipraveny pouze z pozitivnich
desticek cislo 10, 24, 55, 65 a 92 pro nasledné testovani se specifickymi primery (Tabulka 3) na

jednotlivé zastupce panicoidnich trav. 1-24 ... sloupcové pooly, A—P ... fadkové pooly.
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4.4.2 Polymerazova retézova reakce

PCR byla provedena v objemu 20 ul v 96-jamkovych PCR destickach (VWR; USA)
z pripravenych fadkovych a sloupcovych DNA poolt je¢mene Hordeum stenostachys. Byla
pouzita DNA z 5 miskovych, 16 fadkovych a 24 sloupcovych poolt. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita genomicka DNA z je¢mena H. stenostachys a H. pubiflorum a BAC klonu 46L9.

Slozky reakéni smési jsou uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Slozeni PCR reakéni smési.

Slozka PCR reakéni smési Objem [pl]
10x PCR pufr 2
cresol red 4

10 mmol 1"t dNTP 0,4

10 mmol-1* forward primer 0,5

10 mmol-1* reverse primer 0,5

5 U-ul! Taq polymeraza 0,1
destilovana voda 10,5

10 ng-ul* DNA 2
Celkem 20

Teplotni pribé¢h reakce se tidil podle teploty nasedani primerti (viz Tabulka 2) testovanych
amplikont (Tabulka 3).

Tabulka 2: Podminky PCR.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklu

Predenaturace 95 3 minuty 1x
denaturace 95 30 sekund

PCR amplifikace nasedani Ta 30 sekund 35x
extense 72 30 sekund

Zavérecna elongace 72 3 minuty 1x

Udrzovani 4 - 1x

Ta ... teplota annealingu pro jednotlivé pary specifickych primert je uvedena v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Seznam testovanych primert pro amplifikaci dané oblasti.

Amplikon  Primer Sekvence F a R primeri (5' — 3') Ta [°C]
Amplikon 1 ITS-Poa-f AAGGATCATTGTCGTGACC 51
ITS-Pan-bac  ACACTGCACCGAGAACAAC
Amplikon 2 Pas_141F ATATTGCCTTGCGAGGGTGA 55
Pas_435R TGCACCATGGCACGAGAG
Panl_162F @ GTTCGGCCTGTCGCGCAT 55
Panl_486R ~ ACATGCAGGTGCCCGACA
Pan2_65F AAGGCCCCCAGTCAACATTT 60
Pan2_484R  CGTGCAAGTACCTAACACGG
Euc_140F TATTGACTTGCTCGGCGGAG 60
Euc_481R TGCTGTCCCGATACGATTC
Set_31F CGTGTCATCCATGCCGCAT 55
Set_202R AGATAGCATCGTTACACGAGGT
Aru_49F GGGCTTCGGTCCGGTTTA 54

Aru_168R GCCGACCGCTCCACCGT

Pozndmka: Specifické pary primerti (amplikon 2) nesou rDNA sekvenci charakteristickou pro 5 rodt
Panicoideae: Pas ... Paspalum, Panl ... Panicum typ 1, Pan2 ... Panicum typ 2, Euc ... Euclasta,
Set ... Setarium, Aru ... Arundinella; 1TS-Poa-f/ITS-Pan-bac ... univerzalni primer, Ta ... teplota

annealingu, F ... forward primer, R ... reverse primer

4.4.3 Elektroforéza na agarézovém gelu a vizualizace

Produkty PCR byly separovany elektroforézou na 1,5% agardézovém gelu (4,5 g agarozy
a 300 ml 0,5x TBE pufru). Produkty PCR a marker relativni molekulové hmotnosti byly
naneseny na gel v objemu 2 pl. Elektroforéza probihala po dobu 80 minut pti napéti 120 V.
Separované produkty PCR byly barveny 0,05% ethidium bromidem po dobu 20-30 minut. PCR

produkty byly vizualizovany v UV transiluminatoru.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava DNA BAC pooli

DNA pooly byly ptipraveny z parcialni BAC knihovny H. stenostachys (BCC2021) na
Ustavu experimentalni botaniky AV CR v.v.i. v Olomouci. Zvolenou strategii pro prohledavani
BAC knihovny pfedstavovala technika pfipravy 3D pooll a nésledné skrinink pomoci PCR.
Pro ptipravu DNA pooli byl pouzit software Biomek. Koncentrace izolované BAC DNA
Hordeum stenostachys z fadkd, resp. sloupci 384-jamkové mikrotitraéni desticky cinila
~100 ng-plt pro jednotlivé vzorky. Nejvyssi koncentrace byla ziskana vzdy z miskovych

poolt, coz je dano vysokou koncentraci BAC klontl.

5.2 Optimalizace PCR

DNA izolovana z BAC klonu H. stenostachys vykazovala pii poc¢ate¢nich PCR reakcich
vysokou miru falesn¢ pozitivnich vysledkt, z tohoto divodu bylo potfeba tuto metodu
optimalizovat pro amplifikaci PCR produktu v co nejvyssi kvalité. Toho bylo dosazeno
upravenim teploty pro nasedani (annealing) daného paru primerti na templatovou DNA.
Upravené teploty (Ta) jsou uvedené v Tabulce 3. Déle byla optimalizovdna koncentrace
templatové DNA, resp. DNA poolti z 5x na 10x koncentrované také z divodu velkého mnozstvi

nespecifickych produkti.

5.3 Prohledavani BAC knihovny pomoci univerzalniho primeru

Po optimalizaci podminek PCR pro pouzité primery byla knihovna DNA skrinovana
pomoci Poaceae-specifického paru primerti ITS-Poa-f/ITS-Pan-bac (viz Tabulka 3). Tento
univerzalni primerovy par je navrzZen tak, aby zachycoval ITS sekvence pro zastupce Poaceae.
Timto zptusobem bylo prohledavano vsech 96 destiCek o 384 jamkach parcialni knihovny
H. stenostachys. Takto bylo identifikovano 5 pozitivnich 384-jamkovych desti¢ek (DNA
pooli) z celkového poctu 96. Piiklad pozitivniho miskového DNA poolu zobrazuje
Obrazek 12. Pozitivni desticky Cislo 10, 24, 55, 65 a 92 byly pouZity pro ptipravu fadkovych,
resp. sloupcovych smésnych poolt (viz Obrazek 11) pro nasledné testovani se specifickymi

primery na jednotlivé zastupce panicoidnich trav.
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Obrazek 12: Priklad elektroforetického profilu S pozitivnim signdlem pro primerovy par
ITS-Poa-f/ITS-Pan-bac (univerzalni primer) na miskovém poolu ¢. 55. Jamky oznacené 1-3 jsou
pozitivni kontroly. M ... marker relativni molekulové hmotnosti, 1 ... H. stenostachys,
2 ... H. pubiflorum, 3 ... BAC 4619, 4 ... negativni kontrola.

Obrazek 13: Priklad elektroforetického profilu s negativnim signalem pro primerovy par

ITS-Poa-f/ITS-Pan-bac (univerzalni primer) na miskovém poolu ¢ 13. M ... marker relativni

molekulové hmotnosti, + ... pozitivni kontrola BAC 46L9, - ... negativni kontrola.

5.4 Prohledavani BAC knihovny pomoci specifickych primeri

3D pooly byly ptipraveny pro 5 vytipovanych 384-jamkovych desti¢ek na Ustavu
experimentalni botaniky AV CR v.v.i. v Olomouci. 3D pooly téchto desti¢ek byly skrinovany
na pritomnost panicoidni rDNA v genomu planého jecmene Hordeum stenostachys pomoci
Panicoideae-specifickych primerovych part (Tabulka 3). Tyto primery obsahuji sekvenci
panicoidni rDNA, ktera odpovida 5 rodim Panicoideae: Paspalum, Panicum 1, Panicum 2,
Euclasta, Setarium a Arundinella. Skrinink pomoci specifickych part primerd Pas, Panl, Pan2,

Euc a Set byl u v§ech negativni a nebyl identifikovan zadny pozitivni klon (viz Obrazek 14).
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Obrazek 14: Ptiklad -elektroforetického profilu s negativnim signdlem pro primerovy par
Set_31F/Set_202R (Setarium) na miskovém poolu ¢ 55. Podobné poskytovaly negativni signal také
primerové pary Pas 141F/Pas 435R (Paspalum), Panl 162F/Panl_486R (Panicum typ 1),
Pan2_65F/Pan2_484R (Panicum typ 2) a Euc_140F/Euc_481R (Euclasta). M ... marker relativni

molekulové hmotnosti.

Pouze pomoci primerového paru Aru 49F/Aru_168R byly detekovany dva pozitivni
klony (viz Obrazek 15 a 16) na misce ¢. 55 a €. 92, které byly poté identifikovany dle schématu
smésnych DNA poolil (viz Obrazek 11). Tento primerovy par odpovida ITS rDNA rodu
Arundinella.

Obrazek 15: Elektroforeticky profil BAC klonu 55F16. Produkty PCR byly separovany elektroforézou

na 1,5 % agarovém gelu. Pro amplifikaci byly pouzity primery Aru_49F/Aru_168R. BAC klon pochazel
z miskového poolu ¢. 55, fadku 16 a sloupce F. 1-24 ... fadkové DNA pooly; A-P sloupcové DNA

pooly; M ... marker relativni molekulové hmotnosti.
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Obrazek 16: Elektroforeticky profil BAC klonu 92M24 Produkty PCR byly separovany elektroforézou
na 1,5 % agarovém gelu. Pro amplifikaci byly pouzity primery Aru_49F/Aru_168R. BAC klon pochazel
z miskového poolu €. 92, fadku 24 a sloupce M. 1-24 ... fadkové DNA pooly; A—P sloupcové DNA

pooly; M ... marker relativni molekulové hmotnosti.

5.5 Analyza selektovanych BAC klonii

DNA pozitivnich BAC klont byla izolovana a nasledné sekvencovana pomoci technologie
[Mlumina. Sekvence BAC klonii byla assemblovana a analyzovana pro potvrzeni pfitomnosti
panicoidni rDNA. BAC sekvence byly testovany na ptitomnost sekvence ITS podobné
Panicum a na pfitomnost nativni sekvence ITS H. stenostachys. Analyza se provadéla za
ucelem identifikace co nejvyssi podobnosti a také pro posouzeni funkcénosti dané sekvence.
Sekvencni analyza odhalila skutecnou pfitomnost sekvence rDNA pochazejici z genomu travy
Arundinella. Sekvencovani a nasledna analyza sekvence probihala v ramci feSeni projektu na

Ustavu experimentalni botaniky AV CR v.v.i. v Olomouci.
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6 DISKUZE

Cilem této bakalarské prace byla identifikace a blizS§i charakterizace cizi rDNA
u vybranych zastupct rodu Hordeum, konkrétné pro jihoamericky druh H. stenostachys. Byla
ptipravena parcialni BAC knihovna z genomické DNA planého je¢mene Hordeum
stenostachys. Tato knihovna byla prohledavana za uc¢elem identifikace klont, ve kterych se
nachazeji segmenty cizorodé rDNA z ptibuzné podceledi Panicoideae. Zvolena metodika
zahrnovala 3D poolovaci strategii a nasledny skrinink pomoci PCR, kterou se podatilo

optimalizovat v teploté nasedani primert na templatovou DNA.

V puvodni praci Mahelka et al. (2017) byl pro identifikaci Panicum 1 ITS u planého
je¢mene Hordeum bogdanii pouzit skrinink pomoci radioaktivni hybridizace. Tento postup
spoc¢iva v prenosu BAC kloni na vysokohustotni filtry umisténé na nylonové membrané
a nasledné hybridizaci s radioaktivné zna¢enou sondou. Tato technika ma celou fadu nevyhod
(prace s radioaktivnim materidlem, pomérné cCasty vyskyt falesné pozitivnich vysledku
zpisobeny nespecifickou hybridizaci a také narocnost pfi piipravé vysokohustotnich filtrtr)
oproti skrininku pomoci PCR strategii 3D poolt. Z tohoto diivodu byla pro skrinink panicoidni

rDNA v BAC knihovné H. stenostachys zvolena metoda PCR.

Skrinink 3D BAC poolii pomoci PCR ma celou fadu vyhod: nizsi stupen vyskytu falesné
pozitivnich vysledkli, vys$si vykonnost v porovnani s metodami zaloZzenymi na hybridizaci
ataké jde o pomérné dobie finanéné dostupnou metodu. Tato technika je vysoce citliva
kvality, elektroforeticka separace). Skrinink PCR zaloZeny na 3D poolovani je elegantnim
feSenim pro snadnou identifikaci BAC klont ve velkém mnozstvi vzorkl a pfi vyS$§im poctu
DNA markert, které chceme pouZit pro skrinink. Pozitivni BAC klon se nachazi na priseciku
tii pozitivnich vrstev (miska, fadek, sloupec). Je vSak tieba brat v tvahu zejména hustotu DNA
BAC poold, jelikoz s tim izce souvisi citlivost a pfesnost PCR. Déle je také tfeba zvazit pocet
PCR cyklu, jelikoz se od toho odviji i ¢asova narocnost. ZvySovanim dimenziondlniho
usporadani se zvySuje pracnost v piipad¢, ze neni k dispozici vhodné automatické zatizeni. Na
druhou stranu naptiklad pouzitim 6D strategie poolovani namisto 3D lze vyrazné zvysit citlivost

a snizit vyskyt faleSnych pozitiv (Yim et al., 2007).

Pro amplifikaci cizi rDNA bylo nutné optimalizovat podminky PCR pro maximalni
vytézek a Cistotu PCR produktii. Optimalizace byla diilezitym parametrem zejména pro snizeni

pomérné vysoké miry nespecifickych signalt pii pocate¢nich experimentech (Rychlik et al.,
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1990). To bylo pravdépodobné zplsobeno nedostatecné Cistou DNA. Pro piipravu DNA
Z poolu bakterii je nutna jeji izolace, kterd spociva v povareni a lyzi bakterialnich bunék. Takto
pfipraveny lyzat je rychly na pfipravu, ale kromé¢ pozadované DNA z BAC klonii obsahuje
i DNA bakterii a celou fadu organickych molekul, které vyrazné znecist'uji tuto DNA. Kvili
tomu bylo nutné oproti experimentiim s kontrolni genomickou DNA upravit teploty nasedani
primert na templatovou DNA pro kazdy primerovy par jednotlivé. Optimalizace teploty pro
nasedani primert je zvlasté dilezita pti pouziti poolované (pouze povarené¢) DNA jako templatu
pro PCR. Sérii nékolika pocatecnich PCR reakci byla teplota nasedani primert optimalizovana

postupné pro jednotlivé pary primert.

Nizké procento vyskytu pozitivnich BAC kloni (BAC 55F16 a BAC 92M24) je
zpiisobeno rozsdhlym genomem je¢mene a zejména nizkou coverage nasi BAC knihovny, ktera
pokryla genom H. stenostachys pouze ~0,8x. Z tohoto divodu nebylo mozné proskrinovat cely
genom a nalézt veskeré pozitivni klony nesouci panicoidni rDNA v porovnani se studii
Dunning et al. (2017), kde genom travy Alloteropsis semialata byl oproti genomu je¢mene
maly, a proto mohl byt pfimo sekvencovan bez konstrukce BAC knihovny. Nasim primarnim
cilem vSak bylo najit alespont néjaké pozitivni BAC klony, které by mohly byt dale

analyzovany.

Pozitivni BAC klony 55F16 a 92M24 byly sekvencovany pomoci technologie Illumina
a naslednd analyza téchto sekvenci potvrdila pfitomnost panicoidni rDNA v genomu
H. stenostachys na zaklad¢ tzv. assemblovani, které spociva v generovani jednotlivych
nahodnych sekvenci a nésledném hledani jejich ptekryvil, které se postupné skladaji do
tzv. kontigli. Sekven¢ni analyza potvrdila pfitomnost rDNA pochazejici z rodu Arundinella.
Implementace této cizi rDNA do genomu H. stenostachys se jevi jako evoluéné recentni

udalost.

U planého je¢mene H. bogdanii byl jiz dfive objeven BAC 46L9, ktery byl pozitivni na
panicoidni rDNA (Mahelka et al., 2017). Jeho sekvencovani odhalilo rDNA pochézejici
z ptibuzného rodu Panicum. Na zaklad¢ sekvenéni divergence v 5°a3° LTR bylo odhadnuto
nacasovani transpozi¢nich udalosti na 0,25-0,29 miliona let. Tato transpozicni udalost je
podstatné pozdéjsi nez bylo ziskdvani panicoidni rDNA u je€mene. Srovnavanim distribuce
nenativnich ITS sekvenci s fylogenezi rodu Hordeum zalozené na nativnich ITS sekvencich
bylo zjisténo, ze pravdépodobné nejstarsi pienos zahrnoval rDNA z Panicum 1. Tento typ
rDNA byl nalezen ve vSech taxonech Stfedni Asie, ale také ve vét§in€ zastupcl Jizni Ameriky.
Tato udélost pravdépodobné nastala u jejich spole¢ného piedka, ktery predchazel diverzifikaci
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oddéleni Stenostachys. Nacasovani pienosu se odhaduje na 1,7-5,0 miliont let a misto

lokalizace Stiedni Asie.

Detekce HGT je zcela ndhodny proces a systematické vyhleddvani v tak rozsahlém
genomu, jaky ma rod Hordeum, je jen tézko proveditelny. Neni zcela zfejmé, zda by mohla byt
jedina kopie cizi rDNA spolehlivé detekovana za pouziti celogenomového pristupu. Napfic
témto technickym limitim detekce nemusi byt HGT zas tak vyjime¢nou udalosti u trav, jak

tomu naznacuji i nékteré dalsi studie (Dunning et al., 2017).
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7 ZAVER
Cilem této bakalaiské prace byla identifikace cizich TDNA elementt v genomu planého

jec¢mene Hordeum stenostachys. Pro testovani na pfitomnost panicoidni rDNA byla vytvofena

parcialni BAC knihovna z genomické DNA tohoto je¢mene.

Zvolena strategie pro prohledavani BAC knihovny zahrnovala skrinink 3D poold pomoci
metody PCR. Tato metoda musela byt nejprve optimalizovana s ohledem na specifitu nasedani

primerti na DNA z téchto poolt.

V parcialni BAC knihovné DNA pfipravené pro genom Hordeum stenostachys bylo
pomoci univerzalniho primeru pro Poaceae ITS selektovano 5 pozitivnich desticek
0 384 jamkach. Z téchto pozitivnich desticek byly pfipraveny fadkové a sloupcové smesné
pooly pro dalsi skrinink se specifickymi primery. Pomoci specifického primeru
Aru_49F/Aru_168R byly identifikovany BAC klony 55F16 a 92M24. V ramci projektu byly
tyto BAC klony sekvencovany a byla zpracovana sekvena¢ni analyza téchto dat. Ta ukazala, ze
tato rDNA skute¢né pochazi z piibuzného rodu Arundinella. Informace o sekvenci rDNA
je¢mene tohoto charakteru pfispéje k lepSimu pochopeni fylogenetickych vztahil a je dalsSim
dikazem, Ze dosud nezndmym zptisobem jsou genomy planych druhii je¢mene nachylné na

uchovavani rDNA pochazejici z fylogeneticky vzdalenych druht trav.
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