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Cile prace

Cilem prace bylo studium genti kodujicich CenH3. CenH3 protein ptredstavuje variantu histonu H3,
kterd se nachazi pouze v centromete a je nepostradatelna pro jeji spravnou funkci. Hlavnim cilem
bylo ziskat cDNA sekvence transkriptt CenH3 genli u vybranych druhti rostlin. Ziskani téchto
sekvenci umozni sledovat evoluci CenH3 genti a pomtlze identifikovat domény, popiipadé i

jednotlivé aminokyseliny, nezbytné pro funkci CenH3 proteint v danych druzich.



Uvod

Genetickd informace v podobé deoxyribonukleové kyseliny (DNA) vSech eukaryotickych
organismi ma podobu linearnich chromozomd, jejichZ nedilnou soucasti je i centromera, neboli
misto primarni konstrikce (cytogenetické vymezeni této oblasti chromozomu). Existence
centromery byla popsana jesté pied znovuobjevenim Mendelovych zdkont dédi¢nosti, nebot’ kolem
roku 1880 si cytologové povsimli konstrikce, ktera svou lokalizaci béhem mitézy odpovida mistu
uchyceni délicitho (achromatického) vieténka (Fremming a kol. 1882; Henikorr, Darar 2005).
Centromera se funkéné uplatiiuje zejména pii bunécném déleni. V. misté centromery dochazi pti
déleni bunky k vytvoreni kinetochoru, k némuz se pfipojuji vldkna déliciho vieténka, ktera
odtahnou dvé¢ sesterské chromatidy k opaénym polim buiiky. Proces rozdéleni chromozému pii
bunééném déleni musi probihat zcela bezchybné, aby dcefinné buiiky dostaly geneticky material
rovnomérne (Broowm, JogLekar 2010). Kazdy chromozom za standardniho stavu disponuje prave
jednou centromerou. Bylo pozorovano, Ze chromozémy bez centromer ¢i jejich fragmenty bez
centromer jsou ztraceny. Na druhé strané chromozomy s vice nez jednou centromerou byvaji v

prabéhu segregace chromozomu roztrzeny, pti¢emz vysledkem je opét ztrata ¢asti DNA.

Z hlediska DNA slozeni centromer jsou nejjednodus§si bodové centromery u kvasinek
(Saccharomyces cerevisiae) o velikosti pouhych 125 bazi (NG, CarBon 1987; MaLik, HENIKOFF
2002). Vétsina ostatnich druhit ma ovSem centromery tvofené DNA o velikosti n€kolika set az
tisict kilobazi. U nékterych druhti majicich tzv. holokinetické chromozomy (napf. u nematod) jsou
centromery dokonce rozptylené po celé délce chromozomii (MaLik, Henikorr 2002).  Vyzkum
centromerické DNA u fady druhti rostlin a zivo¢icht ukazal, Ze centromery jsou ve vétSiné pripada
tvofené satelitni DNA, jejiz velikost monomeru se blizi velikosti DNA pfipadajici na jeden
nukleozom (TacserT a kol. 2002). Charakteristickym znakem centromerickych satelitnich repetic je
jejich rychla divergence (Henikorr a kol. 2001, Jiang a kol. 2003). Zatimco pozice centromer je
udrzovana po miliony let (Dawe, Henikorr 2006), centromerické sekvence nejsou casto
konzervované ani mezi blizce pfibuznymi druhy (Tarsert a kol. 2002). Na druhé stran¢ sekvence
centromerické DNA mezi riznymi chromozémy stejného druhu vykazuji velkou podobnost. Role
centromerické satelitni DNA pro funkci centromer nebyla doposud uspokojivé vysvétlena, ale
predpoklada se, Ze je spiSe mald nebo dokonce zadnd. Experimenty s inzercemi centromerické DNA
do jinych mist chromozomt ukézaly, ze samotna centromerickd DNA nepostacuje k vytvoreni nové
centromery. Naopak analyzou neocentromer bylo zji§téno, ze nova centromera se miize vytvoiit i v
mistech, které nemaji Zadnou sekvenéni podobnost s centromerickymi sekvencemi daného druhu

(MaLik, Henikorr 2002). Jakmile ale k nahrazeni pivodni centromery neocentromerou jednou
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dojde, je tato nova centromera stabilni a pln€ funkéni, prestozZe jeji slozeni DNA je zcela jiné.

Na rozdil od vysoké sekvencni variability centromerické DNA je proteinové slozeni centromer
ruznych druhti velice podobné. Centromerické proteiny jsou soucasti bud’ vnitiniho nebo vnéjsiho
kinetochoru (Yu a kol. 2000; Tarsert a kol. 2002; Hoopen a kol. 2002; ZnonG a kol. 2002; JianG a
kol. 2003). Vng&jsi kinetochorové proteiny jsou prechodné a jejich pfitomnost je nezbytna pouze
béhem segregece chromozomu. Oproti tomu funkci proteint vnitiniho kinetochoru je interakce se
sekvencemi centromerické DNA a vytvoreni specializovaného typu centromerického chromatinu
(Jiang a kol. 2003). Zakladni slozkou vnitiniho kinetochoru je varianta H3 histonu nazyvana CenH3
(Cnoo 2001; Henikorr a kol. 2001; Jiang a kol. 2003), kterd se nachazi vyhradné v centromerach.
Protoze histony CenH3 byly objeveny u vice modelovych organismi nezavisle na sob¢, jsou pro
tento typ histonu pouzivany rizné nazvy u riznych druhti: CenH3 u rostlin, CENP-A u ¢lovéka a
dalSich savct, Cid u drozofily, TetCENP u tetrahymeny, u kvasinky Cse4 (S. cerevisiae), cnpl a
sim2 u S. pombe (Kamaka, Bigcins 2008). Histony CenH3 nahrazuji histon H3 v centromerickych
nukleozomech, takze histonovy oktamer centromerického nukleozému se sestava z dvojic histont
H2A, H2B, CenH3 a H4. Podrobnym studiem centromerického chromatinu bylo zjisténo, Ze se
nukleozémy obsahujici histon CenH3 nachazi v kratkych blocich, které se stfidaji s bloky
nukleozémi obsahujicich histon H3. V kondenzovanych chromozémech jsou bloky nukleozomii
obsahujicich histon H3 soustfedény uvnitt chromozomu, zatimco nukleozémy s histonem CenH3
jsou lokalizovany na periferii chromozémti a umoziuji sestaveni kompletniho kinetochoru.

(Kamaka, Bicains 2008).

Struktura CenH3 je podobna jako u vSech ostatnich typti histonli obsahujicich konzervovanou
HFD doménu (histone fold domain) na C-konci a unikatni N-konec. Zatimco HFD doména
histonovych proteinti je klicova pro sestaveni funk¢énicho nukleozému, N-terminélni konec histon
je dulezity predevsim pro interakce s jinymi proteiny (Kamaka, Bicgins 2008). U mnoha organismi
jsou hlavni histonové proteiny kodované vice geny (Kamaka, Biggins 2008). Oproti tomu ma vétSina
dosud prostudovanych druhti pouze jeden gen pro CenH3. Histon CenH3 se od histonu H3 lisi
predevsim sekvenci na N-konci, ktery je u CenH3 velmi variabilni a to i u blizce ptibuznych druhi.
Naopak HFD doména je sekvencné podobna jak mezi CenH3 histony z raznych druht, tak mezi
CenH3 a H3. Nicméng¢, na rozdil od histont H3, jejichz sekvence jsou témét identické mezi vSemi
druhy euakaryot, jsou histony CenH3 variabilni i v useku HFD domény. Cast HFD domény histonu
CenH3 v oblasti L1 smycky zajistuje lokalizaci CenH3 histonii v centromerach. Tato ¢ast HFD
domény je zcela odlisna od ptislusného useku histonu H3 a je soucasné nejvice variabilnim tsekem

mezi CenH3 histony z riznych druht.



Objev histonu CenH3 umoznil intenzivni studium centromer na molekularni Grovni, protoZe svou
lokalizaci zcela presn¢ vymezuje oblast chromozému, na které se vytvari kinetochor. Protilatky
vytvofené proti tomuto proteinu byly u fady druhl vyuzity pro imunoprecipitaci centromerického
chromatinu (ChIP) a naslednou charakterizaci centromerické DNA. U nékterych druhti s kompletné
osekvenovanymi genomy byly pomoci ChIP ureny dokonce celé¢ funkéni domény centromer
(Harte a kol. 2002). U rostlin byly sekvence histonti CenH3 popsané a vyuzité pro studium
centromer jen u né¢kolika malo druhti, jmenovité ryze seté (Oryza sativa), kukutice seté (Zea mays),
pSenice seté¢ (Triticum aestivum), jeCmene obecného (Hordeum vulgare), cukrové titiny
(Saccharum officinarum), biky sné¢zné (Luzula nivea), soji lustinaté (Glycine max) a A. thaliana
(Yu a kol. 2002, Qr a kol. 2004, Argert a kol. 2005, Znong kol. 2002). Vyuziti CenH3 pro studium
centromer u SirSiho spektra druhli brani jednak velké variabilita v sekvencich CenH3 histonii mezi

riznymi druhy a zaroven nedostatek téchto sekvenci v databazi GenBank.

Cilem této prace bylo ziskat a charakterizovat sekvence histont CenH3 u 13 druha celedi
Viciaceae a u nékterych z nich prokdzat centromerickou lokalizaci. Druhy ¢eledi Viciaceae jsou v
laboratotfi molekularni cytogenetiky (Biologické centrum AV CR, Ustav molekuldrni biologie
rostlin) dlouhodobé pouzivané jako modely pro studium slozeni a evoluce genomu rostlin.
Identifikace sekvenci CenH3 histonii méla pfipravit piidu pro budouci vyzkum sekvencni struktury
a evoluéni dynamiky centromer téchto druhii. Strategie ziskani sekvenci kédujicich histon CenH3
byla zalozena na amplifikaci relativné konzervované vnitini ¢asti kodujicitho tiseku pomoci RT-
PCR s degenerovanymi primery, po niz nasledovala amplifikace koncti metodami 3' a 5' RACE s

druhové specifickymi primery.

Piedbézna analyza sekvenci kddujicich CenH3 histon u rostlin odhalila znacnou variabilitu 1 mezi
pomérné blizce pfibuznymi druhy. Segmenty, které vykazovaly vyS§i uroven podobnosti mezi
ruznymi druhy, byly zaroven také podobné k sekvencim kodujicim histon H3. Pilotni experimenty
provedené v laboratofi molekularni cytogenetiky ukézaly, Ze primery navrZzené z téchto nejvice
konzervovanych oblasti CenH3 amplifikuji pfi RT-PCR reakcich pfednostné sekvence kodujici
histon H3. Pro uspésné feseni tohoto projektu bylo proto nutné navrhnout takové primery, které by
specifické pouze pro sekvence CenH3. Pokusy se silné degenerovanymi primery navrzenymi podle
proteinovych a DNA sekvenci Sirokého spektra rostlinnych druhti nevedly k vyraznému uspéchu.

Proto jsme se zaméfili pouze na sekvence pochéazejici z druhii patticich do Celedi Viciacae.



Materialy a metody

i. Rostlinny material

Semena vikve panonské cv. Détenickd (Vicia pannonica), bobu setého cv. Merkur (Vicia faba) a
jetele luéniho cv. Téabor (Trifolium pratense) byla zakoupena v Osiva BorSov. Semena hrachu
setého cv. Terno (Pisum sativum) byla poskytnuta firmou Selgen Praha. Semena druhl cizrna
berani cv. Irenka (Cicer arietinum) a piskavice fecké seno cv. Hanka (7Trigonela foenum-graecum)
byla zakoupena ve Vyzkumném ustavu picnindfském, Troubsko. Semena vikve seté cv. Ebena
(Vicia sativa) byla ziskana ve Slechtitelské stanici Horni Mosténice. Semena vikve narbonské cv.
Ikarda (Vicia narbonensis), vikve hunaté¢ (Vicia villosa), vikve plotni (Vicia sepium), vikve cizi
(Vicia peregrina) a vikve hrachorovité (Vicia lathyroides) byla ziskana v Agritec Sumperk a IPK
Gatersleben (Némecko). Semena komonice 1ékatské (Melilotus officinalis) byla sebrana z divoce
rostoucich rostlin v chatové oblasti Zelizkiiv Mlyn (Strazkovice, okres Ceské Budgjovice). Vzorky
listd hrachoru §irolistého (Lathyrus latifolius) byly poskytnuty pani Stépanéikovou (laboratof

molekularni cytogenetiky, Ustav molekularni biologie rostlin, Ceské Budgjovice).

ii. Izolace RNA

RNA byla izolovana z listovych pletiv pomoci extrakce Trizolem: 1 g mladych listkli zmrazenych v
kapalném dusiku byl dikladné rozetien v tfeci misce a ve stale zmrazeném stavu byl pfemistén do
centrifugacni zkumavky s 10 ml Trizolu (Trizol®Reagent, Invitrogen). Tato podchlazena smés
Trizolu a homogenizovaného pletiva byla intenzivné 2 — 3 minuty protfepavana az do uplného
rozmrazeni a poté byla inkubovana 5 minut pfi pokojové teploté. Nasledovalo pfidani 2 ml
chloroformu, intenzivni protfepani po dobu 15 vtefin, a inkubace 3 minuty pii pokojové teploté.
Oddé¢leni vodni faze obsahujici rozpusténou RNA bylo provedeno centrifugaci vzorku pii 4 °C,
8 500 xg, 10 minut (Centrifuga AvantilTM J-25 od firmy Beckman CoulterTM, rotor JA 25.50). K
odebrané svrchni vodni fazi bylo pfidano 6 ml chloroformu. Po intenzivnim protfepani a nasledné
inkubaci pti pokojové teploté¢ po dobu 3 minut byl vzorek centrifugovan za podminek popsanych
vyse. Postup centrifugace, odebrani horni vodni faze a ptfidani chloroformu byl opakovan az do
uplného vymizeni prstence bilé sraZzeniny na rozhrani chloroformu a vodni faze (zpravidla 2x — 3x).
RNA byla vysrazena ptidanim vychlazeného isopropanolu k odebrané vodni f4zi v poméru 1:1. Po
20 — 30 minutové inkubaci pii pokojové teploté byl vzorek centrifugovan pii 4 °C, 10 000 xg,
10 minut. Ziskany pelet RNA byl po odstranéni supernatantu promyt 1 ml 75% ethanolu
a centrifugovan za ptredchozich podminek. Po stofeni a odstranéni ethanolu byl pelet RNA vysusen
a rozpus$tén ve 200 pl DEPC H»O.



Pii praci s RNA byl pouzivan pouze novy sterilni nebo dikladné vysterilizovany laboratorni
materidl. Byly vyuzivany vyhradné takové chemikalie, komer¢ni roztoky a enzymy s certifikatem
potvrzujicim absenci RNdz. Roztoky pfipravované v nasi laboratofi a sklenéné nadobi byly pied
sterilizaci oSetieny 1% DEPC (diethyl pyrokarbonat). Pfi manipulaci s RNA byla pouZivana pouze

pro praci s RNA urcena sada pipet a sterilni Spicky s filtrem od firmy Neptune.

iii. OSetreni RNA DNazou I a méreni koncentrace RNA

Potencialni kontaminace DNA byla v RNA vzorcich odstranéna pomoci kitu Turbo DNA-free™
(Ambion) podle postupu doporuceného vyrobcem. Do mikrozkumavky na 1,5 ml byly

napipetovany nasledujici slozky:

1) RNA Spg
2) 10x koncentrovany pufr 5ul
3) Dnaza I (2U/pl) 1 ul
4) H,O objem zbyvajici do 50 ul

Reakéni smés byla inkubovana pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut. Reakce byla ukon¢ena pfidanim
5 ul inaktiva¢niho ¢inidla (soucast kitu). Vzorek byl dale inkubovan 2 minuty pfi pokojové teploté
za obCasného protiepavani a nasledné stocen na centrifuze (centrifuga Hettich UNIVERSAL 32 R)
pii 20 °C, 14 000 ot./min., 10 min. Supernatant byl odebran do nové mikrozkumavky a znovu
centrifugovdn za piedchozich podminek. Koncentrace RNA byla métfena spektrofotometricky

pomoci piistroje Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA).

iv. Reverzni transkripce RNA a PCR amplifikace cDNA (RT-PCR)
Reverzni transkripce, tj. pfepis RNA do cDNA, byla provedena pomoci kitu ,,Transcriptor High

Fidelity cDNA Synthesis Kit*“ od firmy Roche podle ndvodu vyrobce. Pro kazdou reakci s reverzni
transkriptdzou (RT+) byla provedena negativni kontrola bez reverzni transkriptazy (RT-), ktera
méla po PCR amplifikaci odhalit potencidlni kontaminaci DNA v RNA vzorcich. Vzorky byly
inkubovany za danych teplot pomoci ptistroje DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler od firmy
BIO RAD. Nejprve byla namichdna smés A, ktera byla inkubovana pii teploté 65 °C po dobu

10 minut.
Smés A RT+ RT-
DNézou I oSettend RNA (1 pg/ul) 5ul Sul
primer 3'RACE oligoT (50 uM) 1 ul 1 ul
(5' GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT TTV 3))
HO 5,4 5,4
celkovy objem 11,4 ul 11,4 ul



Po zchlazeni mikrozkumavek se smési A na ledu bylo ke kazdému vzorku ptidano 8,6 pl smési B.

Smés B RT+ RT-
5x koncentrovany pufr 4 ul 4 ul
inhibitor Rnaz (40U/pl) 0,5 ul 0,5 ul
smés deoxyribonukleotidi (10 mM) 2l 2 ul
DTT (0,1 M) 1 ul 1 ul
reverzni transkriptaza (10U/pl) 1,1 pl 0
H,O 0 1,1 ul
celkovy objem 8,6 ul 8,6 ul

Reverzni transkripce byla provedena za nasledujich podminek: 45 °C - 50 min, 50 °C - 10 min.
Reakce byla zastavena zahtatim na 85 °C po dobu 10 min a néaslednym zchlazenim vzorka na

4 °C.

cDNA ziskana z RT+ reakci byla pouZita jako templat pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR,;
Polymerase Chain Reaction). Jako negativni kontrola byla ke kazdému vzorku RT+ udé€lana reakce

RT- (bez reverzni transkriptazy). Pouzité primery na RT-PCR zobrazuje tab. 1.

Rozpis na PCR prol reakci: (objem jedné reakce = 20 pl)

1) templat 0,5 ul

2) dNTPs (2mM) 2 ul

3) 10x koncentrovany PCR pufr 2 ul

4) MgCl, (50mM) 0,6 ul

5) primer F (4uM) 1 pl

6) primer R (4uM) 1 ul

7) Taq polymeraza (5U/ ul)* 0,16 pl *Platinum® 7Tag DNA Polymerase (Invitrogen)
8) H,O 12,74 ul
Profil PCR:

1) 94°C 3 min

2) 94°C 30s

3) 55°C 30s — kroky 2 — 4 byly opakovéany 34x
4) 72°C 40 s

5) 72°C 10 min

Produkty RT-PCR byly analyzovany na 1% agarézovém gelu.



v. Klonovani

Ke klonovani DNA byl pouzit kit ,,TOPO TA Cloning Kit For Sequencing®“ s vektorem pCR4-
TOPO a kompetentnimi buikami One Shot TOP10 (Invitrogen, USA). Klonovaci reakce slozena
z 0,5 pl solného roztoku (1,2M NaCl s 0,060M MgCl,), 2 ul DNA a 0,5 pl klonovaciho vektoru
pCR4-TOPO byla inkubovana 30 minut pii pokojové teploté. Po jejim zchlazeni na ledu bylo k
reakci pfidéno 17 - 25 pl pozvolna na ledu rozmrazenych kompetentnich bun¢k. Smés klonovaci
reakce a kompetentnich bunék byla inkubovdna 10 minut na ledu. Transformace bunék byla
provedena umisténim vzorki na 30 vtefin do vodni 14zné o teploté 42 °C. Po tomto teplotnim Soku
bylo ke vzorkiim ptidano po 150 pl média SOC piedehiatého na 37 °C a vzorky byly inkubovany
na tiepacce 1 hodinu pii teploté 37 °C a frekvenci 220 ot./min (tfepacka Classic C24 od firmy New
Brunswick Scientific). Transformované bakterie byly steriln€ vysety na Petriho misky s LB médiem
(LB Agar, Sigma) obsahujicim antibiotikum kanamycin (SERVA) nebo carbenicilin (Carbenyciline
disodium; Duchefa Biochemie) o koncentraci 50 mg/l. Petriho misky byly inkubovany 16 - 20
hodin v termoboxu pfi teplot€¢ 37 °C. Po dobu nejvyse jednoho mésice byly ziskané bakterialni
kolonie uchovavany na Petriho miskéach piti 4 °C, dlouhodobé byly jednotlivé klony uskladnény pfi
-80 °C. V pripad¢ dlouhodobého uchovavani byly dané kolonie napéstovany v roztoku 7,5%

glycerolu v LB médiu s pfisluSnym antibiotikem v mikrotitracnich destickach.

vi. Analyzovani velikosti zaklonovanvch fragmenta

Velikost zaklonovanych fragmentl (neboli inzert) v klonovacim vektoru byla zjistovana pomoci
PCR reakci, v niz byly pouzity primery M13F (sekvence TGTAAAACGACGGCCAGT) a M13R
(sekvence AGGAAACAGCTATGACCATG). Jako templat byl pouzit maly vzorek bakterialni kolonie
nebo zasobni kultury bakterii. Z kazdé varianty klonovani bylo testovano zpravidla 8§ — 24
bakterialnich kolonii, pficemz pocet vybranych kolonii byl pfimo timérny variabilité klonovanych
PCR produkti. PCR reakce byla provedena s pouzitim pfistroje DNA Engine Dyad Peltier Thermal
Cycler od firmy BIO RAD.

Rozpis PCR z bakteridlnich kolonii pro 1 reakci: (objem jedné reakce = 10 ul)

1) dNTPs 2mM I ul

2) 10x koncentrovany pufr 1 pl

3) MgCl, 25mM 0,6 ul

4) primer M13F  4uM 0,5 ul

5) primer M13R  4uM 0,5 ul

6) Taq polymeraza (5U/ ul)* 0,08 ul *aTaq Polymerase (Promega)
7) H:0 6,32 ul
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Reakéni profil PCR z bakteridlnich kolonii:

1) 94°C 3 min

2) 94°C 30s

3) 55°C 30s — kroky 2 — 4 opakovany 35x
4) 72°C 40s

5) 72°C 10 min

Produkty PCR reakce byly analyzovany na 1,5% agar6zovém gelu. Pro dalsi praci byly vybirany

pouze klony nesouci fragmenty ocekavané velikosti.

vii. Izolace plazmidi

Na izolaci plazmida byl pouzit kit ,,Wizard Plus Minipreps DNA Purification System* od firmy
Promega (USA) a béhem izolace byla pouzivana centrifuga Hettich UNIVERSAL 32 R. Nejprve
byly bakterie inokulovany do tekut¢ho LB média (3 ml) s antibiotikem (kanamycin nebo
carbenicilin o koncentraci 50 mg/l) a inkubovany na tiepacce po dobu 14 - 16 hodin pii teploté
37 °C a frekvenci 220 ot./min (tiepacka Classic C24 od firmy New Brunswick Scientific). Bakterie
z narostlé kultury byly sto¢eny v 2 ml mikrozkumavce (20 °C, 14 000 ot./min, 10 minut). Po
odpipetovani supernatantu byl bakteridlni pelet resuspendovan v 250 pl resuspendacniho roztoku
(50mM Tris-HCI o pH 7,5; 10mM EDTA; 100 pg/ml RNazy A). K suspenzi bakterii bylo ptidano
250 pl denaturac¢niho roztoku (0,2M NaOH; 1% SDS) a 10 pl alkalické proteazy. Po opatrném
promichani obsahu mikrozkumavek opakovanym ptevracenim byly vzorky inkubovany 5 minut pii
pokojové teploté. Ke kazdému vzorku bylo nakonec ptiddno 350 ul neutraliza¢niho roztoku (1,32M
octan draselny o pH 4,8). Vznikl4 sraZenina byla stocena (20 °C, 14 000 ot./min, 10 minut) na dno
mikrozkumavky a jednotlivé supernatanty byly ptelity do kolonek vsazenych do novych
mikrozkumavek. Pfi nasledné centrifugaci (20 °C, 14 000 ot./min, 1 min) zstala DNA zachycena
v kolonkach, zatimco zbytek roztoku byl zachycen v mikrozkumavkach. Obsah mikrozkumavek
byl odstranén, do kolonek bylo napipetovano po 750 pl promyvaciho roztoku (80mM octan
draselny; 8,3mM Tris-HCI o pH 7,5; 40uM EDTA; 55% ethanol) a vzorky byly centrifugovany
(20 °C, 14 000 ot./min, 1 min). Stejny postup byl zopakovan s 250 pl promyvaciho roztoku s
rozdilem ze centrifugace trvala 2 minuty. Nakonec byly kolonky dany do 1,5ml mikrozkumavek a
DNA byla z kolonek uvolnéna pfidanim 50 pl sterilni H,O do kolonek a néslednou centrifugaci
(20 °C, 12 000 ot./min, 1 min). Koncentrace plazmidii byla zméténa spektrofotometricky pomoci
ptistroje Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA). Plazmidy byly analyzovany na 0,7%

agardzovém gelu a skladovany v mrazicim boxu pfi teploté - 20°C.
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viii. Sekvenovani

Na sekvenacni reakci byl pouzit kit ,,BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit“ (Applied
Biosystems), vzorky byly inkubovany za danych teplot pomoci pfistroje DNA Engine Dyad Peltier
Thermal Cycler od firmy BIO RAD.

Rozpis sekvenacéni reakce: (o objemu 10 pl)

1) 4 uM primer (M13F nebo M13R) 1,25 pul

2) pufr 1,50 pl

3) BigDye 1,00 pl

4) DMSO 0,50 pl

5) plazmidova DNA 50-150 ng

6) H20 objem zbyvajici do 10 ul

Profil sekvenacni reakce:

1) 96 °C 3 min

2) 96 °C 10s

3) 58°C 4 min — kroky 1 — 3 opakovany 49x
4) 72°C 7 min

5) 4°C do vyjmuti vzorkl z termocykleru

Sekvenacni reakce byly pfecistény pomoci kitu AgenCourt CleanSEQ (Beckman Coulter
Genomics, USA). Ke kazdému vzorku sekvenaéni reakce bylo ptiddno 10 pl magnetickych kulicek
z kitu a 42 pl 85% ethanolu. Vzorky byly promichany pipetou a umistény na 3 — 5 minut do
magnetického stojanku, kde magnetické kulicky s navdzanou DNA vytvofily prstenec na sténé
mikrozkumavky. Po odstranéni supernatantu byly kulicky promyty 200 ul 85% ethanolu. Poté byl
veSkery ethanol odpipetovan, vzorky byly vyndany z magnetického stojanku a magnetické kulicky
byly resuspendovany v 75 ul H,O. Nakonec byly mikrozkumavky vlozeny zpét do magnetického
stojanku a supernatant s uvolnénou DNA byl odpipetovan do novych mikrozkumavek. Precisténé
produkty sekvenaéni reakce byly odeslany do laboratoie Dr. Dolezela (UEB Olomouc), kde byly
analyzovany na kapilarnim sekvenatoru. Ziskané sekvence byly zpracovany v programu Staden
(Stapen a kol. 1998). Vzajemné porovnani sekvenci CenH3 z rlznych druhti bylo provedeno
pomoci programii ClustalX (Larkin a kol. 2007) a Muscle (Epcar 2004). Segmenty konzervované
mezi riznymi CenH3 histony byly zvyraznény v programu boxshade (souc¢ast softwaru EMBOSS;

Rick a kol. 2000).
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ix. Amplifikace koncii cDNA

Amplifikace 3' a 5' koncii cDNA byla provedena metodami 3' a 5' RACE. Narozdil od RT-PCR
ptedchézelo reverzni transkripci RNA do cDNA nékolik kroki (kroky 1 - 4), jejichz smyslem bylo
umoznit ligaci adapteru pouze na 5' konce celych mRNA molekul (obr. 1). Po reverzni transkripci
upravenych RNA molekul do cDNA nasledovala PCR amplifikace pomoci druhové specifickych
CenH3 primert a primert komplementarnich k sekvencim na 3' a 5' koncich cDNA (tab. 5, tab. 6).

Schematické znazornéni 3' a 5' RACE zobrazuje obr. 2.

1. OSetteni RNA DNazou I:
Potenciadlni kontaminace DNA byla v RNA vzorcich odstranéna pomoci Dnazy I (Ambion). Do

mikrozkumavky na 1,5 ml byly napipetovany nasledujici slozky:

1) RNA 15 ug

2) 10x koncentrovany pufr 5 ul

3) DNazal (2U/ul) 1 ul

4) DEPC H,O objem zbyvajici do 50 ul

Mikrozkumavky s reakéni smési byly inkubovéany pii 37 °C po dobu 30 minut. Reakce byla
zastavena pfidanim 5 pl 25mM EDTA (Life Technologies). RNA byla pfeciSténa postupnou
extrakci ve fenol-chloroformu (5:1) a chloroformu a nakonec vysraZena pfidanim jednoho objemu
isopropanolu a 1/10 objemu 3M octanu sodného (pH 5,5). Vysrazend RNA byla zcentrifugovéana
(4 °C, 14 000 ot./min, 15 min; centrifuga Hettich UNIVERSAL 32 R) na dno mikrozkumavky.
RNA pelet byl promyt 200 ul 70% ethanolu, vysuSen a nakonec rozpustén v 8 ul DEPC H,O. Pied
dal§im pouzitim byla pro kazdy vzorek zméfena koncentrace RNA a zhodnocena jeji kvalita na 1%

agar6zovém gelu.

2. Defosforylace RNA

Utelem defosforylace RNA bylo odstranit fosfatovou skupinu z 5' koncti nekoédujicich RNA a
castecné degradovanych molekul mRNA a tim znemoznit jejich pozdé¢jsi ligaci k adapteru a
naslednou amplifikaci v dalSich krocich RACE. Neposkozené molekuly mRNA zlstaly v tomto

kroku nedotceny, protoze jejich 5' konec byl chranén ¢epickou.

Slozeni reakéni smési:

1) RNA Sug

2) 10x koncentrovany pufr 1 ul

3) Inhibitor RN4z (40U/ul)* 1 ul *Protector RNase Inhibitor, 40U/ul (Roche)
4) CIP (20U/pl) 0,5 ul

5) DEPC H>O objem zbyvajici do 10 ul

CIP = Calf Intestine Alkaline Phosphatase, 20U/ul (Invitrogen)
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Defosforylacni reakce byly inkubovany pii 50 °C po dobu 60 minut. Defosforylovand RNA byla
precisténa zptisobem popsanym v bod¢ 1. Pro zvySeni ucinnosti srazeni isopropanolem byly navic
pfidany 4 pl roztoku glykogenu (5mg/ul). RNA byla nakonec rozpusténa v 8,75 ul DEPC H,0. 1 pl
RNA byl odebran pro kontrolu kvality na 1% agarézovém gelu.

3. Odstranéni mRNA cepicky

Cilem tohoto kroku bylo odstranit ¢epicku a zpfistupnit tak fosfatovou skupinu na 5' koncich
mRNA molekul.

Slozeni reakéni smési:

1) Defosforylovana RNA 7,75 ul

2) 10x koncentrovany pufr 1,0 pl

3) Inhibitor RN4z (40U/ul) 1,0 pl

4) TAP (10U/ul) 0,25 ul  TAP...Tobacco Acid Phosphatase, 10U/ul (Epicentre)
Vzorky s namichanymi reakénimi smésmi byly inkubovany pii 37 °C po dobu 60 minut. Precisténi
a vysrazeni RNA bylo provedeno stejné jako v kroku 1. RNA byla nakonec rozpusténa v 7,75 ul
DEPC H,0, z ¢ehoz byl 1 ul RNA opét odebran pro kontrolu kvality RNA na 1% agar6zovém gelu.

4. Ligace adapteru

Vzorky s 6,75 ul RNA z ptedchoziho kroku byly smichany s 0,25 pl RNA adapteru
GeneRacer RNA oligo (sekvence CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA) a
nasledné inkubovany 5 minut pii 65 °C za ucelem rozvolnéni sekundarnich struktur RNA. Vzorky

byly poté zchlazeny na ledu a ke kazdému z nich bylo pfidano:

1) 10x koncentrovany pufr 1 ul

2) ATP (10mM) 1 ul
3) Inhibitor RNaz (40U/ul) 1 pul
4) T4 RNA ligaza (SU/ul)* 1 ul * T4 RNA Ligase 5U/ul (New England Biolabs)

Vzorky byly inkubovany 60 minut pfi 37 °C. Pfecisténi a vysrazeni RNA bylo provedeno stejné
jako v kroku 1. RNA byla nakonec rozpusténa v 9 ul DEPC H,O. 1 pl od kazdého vzorku byl

odebran pro kontrolu kvality RNA na 1% agarézovém gelu.

5. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena pomoci kitu ,,SuperScript III First-Strand Synthesis System for
RT-PCR* (Invitrogen, USA) podle navodu vyrobce. Nejprve byly ptipraveny vzorky s 10 pl

roztoku A, k nimz bylo po 5-minutové inkubaci pif1 65 °C a nasledném zchlazeni na ledu pfidano
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10 pl roztoku B.

roztok A:
1) RNA s naligovanymi adaptery 8 ul
2) dNTPs (2mM) 1 ul

3) primer 3' RACE oligoT (50mM) 1 pl
(5' GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT TTV 3))

roztok B:

1) 10x koncentrovany pufr 2 ul
2) MgCl,(25mM) 4 ul
3) DTT (0,1 M) 2 ul
4) RnaseOut (40U/pl) 1 ul
5) SuperScript III RT (200U/ul) 1 ul

Vzorky s kompletni reakéni smési byly inkubovany 50 minut pii 50 °C. Reakce byla zastavena
zahtatim vzorkd na 85 °C po dobu 5 minut. Po zchlazeni na ledu byl ke kazdému vzorku pfidan
1 ul Rndzy H (RNase H 2U/ul, Invitrogen) a RNA templat byl odstranén néslednou inkubaci
vzorki po dobu 20 minut pfi teploté 37 °C.

3'RACE

Pomoci 3' RACE byly amplifikovany fragmenty na 3' koncich transkriptti CenH3 genti. Pro kazdy
druh byly podle ziskanych vnitinich sekvenci CenH3 transkriptli navrzeny 3 forward primery
(tab. 3, tab. 5). Jako reverse primer byl pouzit AUAP 3'RACE (tab. 5). Vzorky na 3' 1 5' RACE
reakce byly inkubovany na ptistroji DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler od firmy BIO RAD.

Slozeni 3' RACE reakce (15 pl):

1) dNTPs (2mM) 1,5 ul
2) 10x koncentrovany pufr 1,5 pl
3) MgCL (50mM) 0,45 pul
4) forward primer (4uM) 0,5 ul
5) AUAP 3'RACE (4uM) 0,5 ul
6) Platinum Taq polym.(5U/ul) 0,12 pl
7) H.0 9,93 ul
8) cDNA templat * 0,5 ul

* Ke kazdé kombinaci primerti u 3' RACE byla udé€lana negativni kontrola, ve které byl templat

nahrazen 0,5 pl H,O.
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Profil reakce 3' RACE:

1) 94°C 3 min

2) 94°C 30s

3) 55°C 30s  — kroky 2 — 4 opakovany 35x
4) 72°C 3 min

5) 72°C 10 min

6) 4°C do vyjmuti vzorkl z termocykleru

Produkty reakce byly vyhodnoceny na 1% agardézovém gelu. Protoze u nékterych reakci 3' RACE
bylo ziskano bud’ ptili§ malo produktu, nebo naopak velké mnozstvi nespecifickych produkti, byla
u nekterych variant 3' RACE provedena jesté tzv. nested PCR. Pii nested PCR byl jako templat
pouzit produkt prvni amplifikace, pficemz byl pouzit forward primer z vnitini ¢asti fragmentu
amplifikovaného v prvni reakci. Primer AUAP 3'RACE a amplifika¢ni podminky zGstaly stejné

jako u prvni reakce.
5'RACE

Pomoci 5' RACE byly amplifikovany fragmenty na 5' koncich transkripti CenH3 gent. Pro kazdy
druh byly podle ziskanych vnitinich sekvenci CenH3 transkriptl navrZzeny 3 reverse primery (tab. 4,
tab. 6). Dva forward primery, RACER PNI a RACER PN2, byly navrZeny podle sekvence RNA
adapteru naligovaného na 5' konec mRNA molekul (tab. 6). SloZeni 5' RACE reakce bylo témét
shodné s 3' RACE reakci - rozdil byl pouze v pouzitych primerech:

Slozeni 5' RACE reakce (15 ul):

1) dNTPs (2mM) 1,5 ul
2) 10x koncentrovany pufr 1,5 pl
3) MgCl (50mM) 0,45 ul
4) RACER PNI (4uM) 0,5 ul
5) reverse primer (4puM) 0,5 ul
6) Platinum Taq polym. (5U/ul) 0,12 pul
7) H,O 9,93 ul
8) cDNA templat * 0,5 ul

* Ke kazdé kombinaci primerti u 5' RACE byla udé€lana negativni kontrola, ve které byl templat

nahrazen 0,5 pl H,O.
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Profil 5' RACE reakce:

1) 94°C 3 min

2) 94°C 30s

3) 58°C 30s — kroky 2 — 4 opakovany 2x
4) 72°C 3 min

5) 94°C 30s

6) 57°C 30s — kroky 5 — 7 opakovany 2x
7) 72 °C 3 min

8) 94 °C 30s

9) 56 °C 30s — kroky 8 — 10 opakovany 2x
10) 72 °C 3 min

11) 94 °C 30s

12) 55°C 30s — kroky 11 — 13 opakovany 35x
13) 72 °C 3 min

14) 72 °C 10 min

15) 4°C do vyjmuti vzorkl z termocykleru

Produkty 5' RACE reakci byly vyhodnoceny na 1% agar6zovém gelu. Ve vétsin€ ptipadl nebyl po
prvni 5' RACE reakci ziskdn produkt v dostatecném mnozstvi a kvalité. Proto po prvni reakci
nasledovala jeSt¢ nested PCR, pfi které byl pouZit reverse primer z vnitini Casti fragmentu
amplifikovaného v prvni reakci a RACER PN1 byl vyménén za RACER _PN2. Profil reakce ziistal
stejny jako pti prvni amplifikaci. V ptipadé nested PCR bylo zatazeno nékolik negativnich kontrol
(reakce jen s jednim primerem, a to s templatem nebo bez templatu), jejichz cilem bylo odhalit

falesné produkty reakce.

x. Priprava flznich konstruktia

Pro ptipravu faznich konstrukti byl pouzit rekombinacni systém klonovani Gateway. Fragmenty
DNA kodujici cely CenH3 protein byly ziskdny RT-PCR amplifikaci s pouzitim druhové
specifickych primert (tab. 7) a nasledné byly zaklonovany do vstupniho vektoru pCR8/GW/TOPO
(Invitrogen). Po osekvenovani a ovéfeni spravné orientace inzertu ve vektoru byly z vybranych
klont vyizolovany plazmidy pro rekombinac¢ni reakci s cilovym vektorem nesoucim kazetu s
reportérovym genem (kit Gateway®LR Clonase™Enzyme Mix, Invitrogen). V této praci byly
pouzity dva druhy cilovych vektorti, pEarleyGatel01 (pro sekvence CenH3 bez stop kodonu) a
pEarleyGate104 (pro sekvence CenH3 se stop kodonem), obsahujici stejny reportérovy gen pro

zluty fluorescencni protein (YFP), ale lisici se jeho polohou (obr. 3) - souhrnny postup na obr. 4.
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Slozeni rekombinaéni reakce:

plazmid 1 ( pCR8/GW/TOPO s inzertem kodujicim CenH3) 50 ng

plazmid 2 ( pEarleyGatel101 nebo pEarleyGate104) 50 ng
klonaza* 1 ul
TE pufr (pH 8) objem zbyvajici do 5 pl

* Gateway LR Clonase™II Enzyme Mix (Invitrogen)

Vzorky obsahujici reakéni smés byly inkubovany 1 hodinu pii 37 °C. Poté bylo ke kazdému vzorku
pfidano 0,5 pl proteindzy K a inkubace pfi 37 °C pokracovala dalSich 15 minut. Produkty této
rekombinacni reakce byly pfimo transformovany do TOP10 buné¢k (transformace kompetentnich

bunck je popséana vyse).

xi. Transformace rostlin bakterii Agrobacterium tumefaciens

Pro transformacni experimenty byl pouzit kmen A. tumefaciens A4-24 obsahujici Ri plazmid z
A. rhizogenes, jehoz T-DNA ma po vpraveni do rostlinného genomu schopnost indukovat rist
kotenti. Do tohoto kmene bakterie byl navic vpraven piislusny rekombinantni plazmid pEarleyGate
nesouci v T-DNA oblasti konstrukt kédujici fazni protein CenH3 s YFP. Transformace bakterii
plazmidem pEarleyGate byla provedena podle metody popsané Earleym a kol. (2006).

Semena vybranych druhti roslin byla oplachnuta v Erlenmeyerové bance v 200 ml destilované vody
s 10 -15 ml jaru a poté sterilizovana nejprve 4 minuty ve 100 ml 70% ethanolu a poté v roztoku
Sava (Savo : H,O =1 : 9) dvakrat 20 minut. Po dikladném oplachnuti sterilni vodou byla seminka
predkli¢ena po dobu 4 — 5 dnil na plotnach s mediem nésledujiciho slozeni (na 1litr): 10 g agaru, 5 g
sachar6zy, 1 g kvasni¢ného autolyzatu. Rostliny urCené pro transformaci byly péstované ve

sterilnich krabi¢kach na %2 MS mediu (MurasHiGe, Skooc 1962) s 0,8% agarem bez sachardzy.

Transformace byla provedena na 7 — 10 dni starych rostlinach. Bakteridlni kultura A. tumefaciens
byla napéstovana v 5 ml LB média s kanamycinem (50mg/ml) na tfepacce pii 28 °C po dobu 14 —
16 hodin (Incubator Shaker Series innova®44, New Brunswick Scientific). Z narostlé bakteridlni
kultury byly odpipetovany 2 ml do 2ml mikrozkumavek a bakterie byly stoeny na centrifuze pii
20 °C, 7 000 ot./min, 3 minuty (centrifuga Hettich UNIVERSAL 32 R). Po odstranéni supernatantu
byly bakterie resuspendovany v 210 pul LB média a pomoci inzulinové injekce aplikovany do
rostlinek. Vpich a poSkrabani pletiva v okoli vpichu (se zanechanim kapicky bakterialniho inokula)
bylo provedeno v oblasti prvniho a druhého internodia. Po pfiblizné 10 dnech byly na rostlinkach
pozorovany v misté inokulace prvni kotfinky (tzv. hairy roots). Po dalSich 10 - 15 dnech byly

jednotlivé kotinky steriln¢ pieneseny na Petriho misky s BS mediem (Duchefa Biochemie Gamborg
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B5 Medium Including Vitamins) s antibiotiky ticarcilin (Ticarcilin Disodium Mixture 15:1,
500 mg/l; Duchefa Biochemie), cefotaxim (Cefotaxime Na-Salt, 200 mg/l; SERVA) a glufosinatem
(Glufosinate Amonium, 50 pl/l) a heribicidem BASTA. Transformované kotinky byly prohlizeny

na fluorescen¢nim mikroskopu Nikon Eclipse 600 a konfokélnim mikroskopu Olympus.
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Vysledky

i. Analyza dostupnych sekvenci CenH3 a navrZeni primerii pro RT-PCR

vvvvvv

sekvence CenH3 z hrachu (Pisum sativum) a tolice (Medicago truncatula). Déle byla v databazi
GenBank nalezena jedna EST sekvence CenH3 ze s6ji (Glycine max) a jedna genomicka sekvence
ze Stirovniku rizkatého (Lotus japonicus). Po srovnani DNA sekvenci z téchto ¢tyt druhii bylo
mozné navrhnout tfi ¢asteCn¢ degenerované primery z kazdé strany vnitini ¢asti kodujici sekvence
(tab. 1, obr. 5). Velky diraz ptfi navrhovani téchto primerti byl kladen na to, aby sekvence na jejich

3' koncich nekddovaly tytéz aminokyseliny, které se nachazeji v odpovidajicich tisecich histonu H3.

ii. RT-PCR

Pomoci RT-PCR s ¢astecné degenerovanymi primery jsme se pokusili amplifikovat vnitini Casti
sekvenci kodujicich CenH3. Celkem bylo testovano 13 druhii: Cicer arietinum, Vicia pannonica,
Trigonella foenum-graceum, Melilotus officinalis, Lathyrus latifolius, Vicia faba, Vicia peregrina,
Vicia lathyroides, Vicia sativa, Vicia narbonensis, Vicia villosa, Vicia sepium, Trifolium pratense
(tab. 2). Do RT-PCR experimentli byl zatazen také Pisum sativum, ktery slouzil jako pozitivni
kontrola pro ovéfeni funk¢nosti navrzenych primera. Testovaci reakce na tomto druhu ukézaly, Ze u
8 z 9 moznych kombinaci primert (tfi primery z jedné strany X tfi primery z druhé strany = 9) bylo
mozné amplifikovat produkty ocekavané velikosti. Postupnym zkouSenim téchto primerii na dalSich
druzich byly ziskany produkty ocfekavané velikosti alespon u jedné z kombinaci u vSech 13

testovanych druhi (obr. 6).

RT-PCR produkty z vybranych reakci byly klonovany a z kazdé varianty klonovéani bylo
sekvenovano nékolik klonti obsahujicich inzerty predpoklddané délky. Analyza ziskanych sekvenci
ukdézala velkou podobnost k diive nalezené CenH3 sekvenci hrachu u 10 ze 13 druhii (C. arietinum,
V. pannonica, L. latifolius, V. faba, V. peregrina, V. lathyroides, V. narbonensis, V. villosa, V.
sepium, T. pratense; obr. 7). VSechny osekvenované klony tii zbyvajicich druht, tedy 7. foenum-

graceum, M. officinalis a V. sativa, obsahovaly fragmenty jinych genti nez CenH3.
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Tabulka €. 2: Prehled RT-PCR reakei u danych druhti

Pisum Cicer Vicia T. foenum- | Melilotus | Lathyrus Vicia
sativum arietinum  |pannonica | graceum officinalis | latifolius faba
TR R N R s
S e S R R R o an s R B RS R TR (aa s R R AT R el s
IR|{ + |+ |+ |+ X N+ |+ N + X X|+ | X X +|+ N X|+ | X
ISR X|+ |+  N|IN/N N NN N X X|N|X|X N/ N N|N|IX X
I6R| + | + | + N/ X  N/N|X N |+ |X| X |+ X X[+ X|N|+ + X
Vicia Vicia Vicia Vicia Vicia Vicia Trifolium
peregrina |lathyroides | sativa narbonensis |villosa sepium pratense
I T T T T o T T R s
J X EEE s 2EE s 2 dE 2= s
IR | X |+ | X[ X|X | X X XXX + X | X|[+|X X|+ X X|X| X
ISRIN/ X X|N X X N X X|N X X N X X|N X X| N X X
I6R| + |+ | X |+ |+ X |+ X X|X|+| X | X|+X|X|+ | X |X|[+]X
Vysvétlivky: 12F, 13F, 14F........... primery CenH3 Legumel2F, CenH3 Legumel3F, CenH3 Legumel4F
11R, 15R, 16R......... primery CenH3 LegumellR, CenH3 Legumel5R, CenH3 Legumel6R
+.....klonovatelny produkt X.....bez produktu N.....neamplifikovano | ... zaklonovano

iii. Amplifikace 3' a 5' konci RNA metodou RACE

Pomoci RT-PCR byly ziskdny pouze vnitini fragmenty sekvenci kodujicich CenH3 histon. K
ziskani sekvenci nachazejicich se na 3' a 5' koncich mRNA transkribované z CenH3 genu byla
pouzita metoda 3' a 5' RACE. Primery pro RACE byly navrzeny ze tii riznych oblasti sekvenci RT-
PCR produkti (obr. 7). Narozdil od RT-PCR primert byly primery pro RACE specifické pro kazdy
druh, i1 kdyZ v né¢kterych ptipadech bylo mozné diky vysoké sekvenéni podobnosti pouZit stejné
primery u vice druhti. Pro kazdou ze tfi vybranych oblasti byl navrZzen jeden primer v orientaci
forward a k nému komplementarni primer v orientaci reverse (tab. 3, tab. 4). Reakce 3' a 5' RACE
byly provedeny pro vSech 10 druhtl, u nichz byla ziskana vnitini sekvence transkripti CenH3 gend.
V obrazové¢ ptiloze jsou ukdzany produkty 3' a 5' RACE na ptikladu 7. pratense (obr. 8), pficemz
produkty reakci nested 3' a 5' RACE jsou zobrazeny u téhoz druhu (obr. 9A, obr. 9B).

Fragmenty nachdazejici se na 3' konci mRNA transkribovanych z CenH3 geni byly amplifikovany
metodou 3' RACE. 3' RACE reakce byly provedeny pomoci forward primera pouzitych v
kombinaci s primerem AUAP_3'RACE. Primer AUAP 3'RACE byl identicky k 5' ¢asti primeru
3'RACE oligoT, ktery byl pouzit k reverzni transkripci RNA z poly-A sekvenci na 3' koncich
mRNA (obr. 2). U kazdého druhu byly testovany vSechny tfi kombinace forward primerd s
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primerem AUAP_3'RACE (tab. 3). Kromé toho bylo zatfazeno i vicero druhii negativnich kontrol —
reakce obsahujici pouze jeden primer a reakce bez templatové cDNA. Tyto reakce mély za cil
odhalit  nespecifické produkty vznikajici amplifikaci pouze jednim primerem a piipadné
kontaminace vzorkli cizi DNA. Vzhledem k tomu, ze v kazdém vzorku cDNA zistaval 1 primer
3' RACE oligoT, bylo menSi mnoZstvi produktu ziskédno také v fad€ reakci s jednim forward
primerem (obr. 8, ¢. 1 - 6). Kvili prili§ velkému pozadi nespecifickych produkt nasledovala po
3' RACE reakci jesté nested 3' RACE (obr. 9A). Pouziti nested 3' RACE zvysilo mnozstvi kyzeného
produktu z 3' konce CenH3 mRNA a naopak vyrazné snizilo mnozstvi amplifika¢nich artefaktq.
Zatazeni negativnich kontrol s pouze jednim primerem pomohlo odhalit artefakty reakce, které
vznikly amplifikaci z pouze jednoho primeru. Ke klonovani byly pak vybrany takové reakce, pfi
kterych vznikly produkty amplifikované obéma primery. Pro sekvenovani byly vybrany klony s
velikosti inzertdl odraZejicich pokud mozno celé velikostni spektrum produktti 3' RACE nebo nested
3' RACE. Sekvence z 3' konce mRNA kodujici CenH3 byly ziskany u 8 z 10 testovanych druht
(C. arietinum, V. villosa, V. narbonensis, V. sepium, V. faba, V. lathyroides, L. latifolius,
V. pannonica). U zbylych dvou druha (V. peregrina, T. pratense) nebyly zatim ziskany sekvence,

které by byly identifikovany jako CenH3 3' konec.

Metodou 5' RACE byly ziskany fragmenty nachazejici se na 5' konci mRNA transkribovanych z
CenH3 geni (obr. 2). 5' RACE reakce byly provedeny pomoci reverse primerii pouzitych v
kombinaci s primerem Racer PN1. U 5' RACE reakci bylo mnozstvi amplifikacnich artefaktl jesté
vetsi nez v pripadé 3' RACE (obr. 8). Misto ocekavaného jednoho, poptipad¢ nckolika malo
prouzki, byla po elektroforéze 5' RACE produkti v agar6zovém gelu pozorovdna pouze stopa
indikujici velkou rozmanitost naamplifikovanych produktii. Proto bylo nutné vyuzit metodu nested
5' RACE (obr. 9B), pii které byly pouzity reverse primery v kombinaci s primerem Racer PN2.
Prestoze mnozstvi amplifikacnich artefakti po nested 5' RACE bylo stile vysoké, bylo mozné
odhadnout ty produkty, u nichz bylo pravépodobné, Ze se jedna o fragmenty z 5' konct transkriptl
CenH3 gentl. Klonovanim a sekvenovanim takovych produktd byly ziskany sekvence CenH3 u 8§ z
10 testovanych druht (C. arietinum, V. villosa, V. narbonensis, V. sepium, V. faba, V. lathyroides,
L. latifolius, V. pannonica). U zbylych dvou druhti (V. peregrina, T. pratense) nebyly prozatim
ziskany sekvence, které by byly identifikovany jako CenH3 5' konec.
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iv. Ziskani celvch sekvenci kédujicich CenH3

Kombinaci sekvenci produkti RT-PCR s produkty 3' a 5' RACE bylo mozné sestavit celou sekvenci
koédujici CenH3 histon u celkem 8 druht (L. latifolius, V. villosa, V. narbonensis, V. faba, V.
sepium, V. pannonica, C. arietinum, V. lathyroides). Pro potvrzeni spravnosti téchto
zrekonstruovanych sekvenci byly z konct kédujicich sekvenci vSech 8 druhti navrzeny primery pro
amplifikaci celého kodujiciho iiseku CenH3 pomoci RT-PCR (tab. 7). Produkty o¢ekavané velikosti
byly ziskany u vSech druhl. Negativni kontroly, v nichZ chyb& cDNA templat, zlstaly bez
produktu, ¢imz byla vyloucena moznost kontaminace vzorkd cizi DNA. Ziskané produkty byly
zaklonovany a nékolik klont z kazdého druhu bylo osekvenovano. Obdrzené sekvence byly
identické k sekvencim zrekonstruovanym ze sekvenci produktii RT-PCR s produkty 3'a 5' RACE,

¢imz byl jednoznaéné€ potvrzen jejich druhovy plivod.

Proteinové sekvence CenH3 histonii odvozené ze ziskanych DNA sekvenci z riiznych druht
leguminéz mély mezi sebou velkou podobnost pouze v tzv. HFD doméné (histone fold domain) na
C-konci proteinu (obr. 10 A). Oproti tomu sekvence na N-konci se zna¢né lisily nejen v sekvenci,
ale 1 v délce, prestoZze vSechny druhy pochazely ze stejné podceledi Papilionoideae. Znacné
piekvapivym zjisténim byla velice kratka délka sekvence pred HFD doménou u vSech 8 nové
osekvenovanych druhti, pficemz srovnateln¢ kratka sekvence v této oblasti byla pozorovéana i u

diive osekvenovanych druht P. sativum a M. truncatula.

v. Ovéreni centromerické lokalizace CenH3

Centromerickd lokalizace CenH3 histoni byla ovéfovana pomoci transformace rostlin DNA
konstrukty kodujicimi fazni protein CenH3 s YFP. Tyto konstrukty byly pfipraveny z CenH3-
kodujicich sekvenci z legumindz Pisum sativum' a Vicia faba a pro kontrolu také z Arabidopsis
thaliana. Pro kazdy druh byly pfipraveny dva konstrukty, jeden pro fuzi CenH3 s YFP na N-konci
(YFP-CenH3) a druhy pro fazni protein CenH3 s YFP na C-konci (CenH3-YFP). K pfipraveé
konstruktii byly pouZzity vektory pEarleyGatel01 (fize na C-konci CenH3) a pEarleyGate104 (fize
na N-konci CenH3), které umoziuji systém klonovani na principu rekombinac¢niho systému
Gateway (obr. 3, obr. 4; Earrey a kol. 2006). Sekvence kodujici CenH3 histon u A. thaliana byla
amplifikovana pomoci RT-PCR primerem Athal F1 (sekvence ATGGCGAGAACCAAGCATC) Vv
kombinaci s primery Athal Rlstop (sekvence TCACCATGGTCTGCCTTTTC) a Athal R2nostop
(sekvence CCATGGTCTGCCTTTTCCT). Druhy P. sativum a V. faba byly transformovany vSemi Sesti

piipravenymi konstrukty pomoci Agrobacterium tumefaciens (kmen A4-24) obsahujicim navic Ri

1 Konstrukty s CenH3 P. sativum d€lala v roce 2008 Veronika Steinbauerova* a tytéz konstrukty byly pouzity i v této
praci. *Laboratof Molekularni cytogenetiky rostlin, Biologicke centrum AV CR, Ustav molekularni biologie rostlin,
Branisovska 31/1160, Ceské Budgjovice.
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plazmid pro indukci hairy root kultur. Celkem bylo odvozeno 29 — 55 nezavisle transformovanych
hairy root kultur pro kazdy druh a konstrukt. Signaly YFP v centromerické oblasti jader kotfenovych
bunek byly pozorovany u vétSiny kultur, které byly transformovany fuznimi konstrukty
obsahujicimi CenH3 z P. sativum a V. faba, a to 1 v ptipadé, ze CenH3 z jednoho druhu byl pouzit
pro transformaci druhého druhu (obr. 11, tab. 8). U transformace P. sativum a V. faba fuznimi
konstrukty z t€hoz druhu, jako byla transformovana rostlina, byla v piipadé pozitivni exprese YFP
pozorovana striktni lokalizace centromerickych oblasti na chromozomech danych druhti’. Kdyz
byly rostliny P. sativum transformovany fuznimi konstrukty z V. faba a naopak, tak byl
fluorescenéni signal lokalizovéan vétSinou v jadrech i v centromerach. Pfi porovnani C a N fuzi byl
pozorovan vétsi podil kotfinkid s YFP signalem u fuze CenH3-YFP. Tento jev byl pozorovan u obou
druhti a u vSech konstruktt (tab. 8). V kofincich transformovanych konstrukty obsahujicimi CenH3
z A. thaliana byl pozorovan pouze difuzni signal YFP v oblasti jadra, v centromerické oblasti vSak
nikoliv. Neschopnost fuzniho CenH3 z A4. thaliana znacit centromery P. sativum a V. faba
korelovala s velkou odlisnosti proteinovych CenH3 sekvenci téchto druhti v oblasti smycky L1

(obr. 10 B), ktera je klicova pro centromerickou lokalizaci CenH3.

Tabulka 8:

Rostlina Druh flze Typ exprese YFP Celkovy pocet
pozitivni |jadra a centromery | jadra | bez t?;ﬁi}gﬂg;g
exprese |centromery exprese

V. faba PS CenH3-YFP 49 47 2 6 55

PS CenH3-YFP 9 7 1 1 21 30
VF CenH3-YFP 23 7 16 14 36
FR CenH3-YFP 2 2 36 38
AT CenH3-YFP 9 9 19 28
AT CenH3-YFP 10 10 10 20
P. sativum |VE CenH3-YFP 7 6 1 15 22
VF CenH3-YFP 3 3 44 47
AT CenH3-YFP 1 16 17
AT CenH3-YFP 6 6 9 15

Vysvétlivky: PS... Pisum sativum
VF... Vicia faba
AT... Arabidopsis thaliana

2 Transformaci rostlin P. sativum tiznimi konstrukty P. sativum ud€lala v roce 2008 Veronika Steinbauerova,
Laboratof Molekularni cytogenetiky rostlin, Biologicke centrum AV CR, Ustav molekularni biologie rostlin,
Branisovska 31/1160, Ceské Budgjovice.
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Diskuze

Pro studium centromer na molekularni Grovni je nezbytné mit vhodné molekularni markery.
Idedlnim markerem funkéni domény centromery, tj oblasti chromozému, na které se vytvaii
kinetochor, je histon CenH3 (WieLanp a kol. 2004). Tato varianta histonu H3 byla nalezena v
centromerach vSech dosud studovanych druht. OvSem na rozdil od histonit H3, které jsou
mimofadné konzervované u vSech druhii eukaryot, jsou histony CenH3 mezidruhové znacné
sekvenéné variabilni (Kamaka, Biceins 2008). U rostlin byly sekvence histontit CenH3 popsané a
vyuzité pro studium centromer jen u nékolika mélo druhti, jmenovité ryze seté (Oryza sativa),
kukufice seté (Zea mays), pSenice seté (Triticum aestivum), jecmene obecného (Hordeum vulgare),
cukrové titiny (Saccharum officinarum), biky snézné (Luzula nivea), s6ji lustinaté (Glycine max) a
Arabidopsis thaliana (Yu a kol. 2002, Q1 a kol. 2004, ArserT a kol. 2005, ZuonG kol. 2002). Kromé
téchto v literatufe popsanych sekvenci je mozné vyhledat CenH3 sekvence z n¢kolika dalSich druha

rostlin v databazi GenBank.

Velkd sekven¢ni riiznorodost CenH3 sekvenci neumoznila navrhnout univerzalni primery pro
amplifikaci celé kodujici sekvence u SirSiho spektra druhl. NaSe strategie byla proto zaloZzena na
amplifikaci relativné konzervované vnitini C¢asti  kdédujiciho tseku pomoci RT-PCR s
degenerovanymi primery, po niz nasledovala amplifikace koncti metodami 3' a 5' RACE s druhové
specifickymi primery. Degenerované primery byly navrzeny podle sekvenci CenH3 ze Ctyi druha
leguminéz, z nichz dvé byly nalezeny v databdzi GenBank (Glycine max a Lotus japonicus) a dvé
byly ziskany v ramci piredbéznych experimentii provedenych v laboratoii molekularni cytogenetiky
(Pisum sativum a Medicago truncatula). Pomoci RT-PCR se podafilo amplifikovat vnitini Cast
CenH3 kodujici sekvence u 10 z celkem 13 druhii legumindéz vybranych pro tuto praci. Celé
kodujici sekvence byly poté ziskany u 8 z nich a to L. latifolius, V. villosa, V. narbonensis, V. faba,
V. sepium, V. pannonica, C. arietinum, V. lathyroides. Spole¢n¢ se Ctyfmi diive ziskanymi
sekvencemi a jednou dodate¢né objevenou sekvenci CenH3 z vigny ¢inské (Vigna unguiculata) v
databazi GenBank byly shromazdény sekvence z celkem 13 rGznych druhii celedi Viciaceae.
Takové mnozstvi CenH3 sekvenci nebylo popséano v literatufe nebo uloZzeno v databdzi GenBank

pro zadnou jinou celed’ rostlin.

Sekvence histonlt CenH3 z riiznych druht legumindz mély podle ocekéavani velkou podobnost po
cel¢ délce HFD domény na C-konci proteinu. Oproti tomu sekvence na N-koncich proteinu
vykazovaly zna¢nou variabilitu. Tato variabilita spo¢ivala nejen v rozdilnych sekvencich N-konct,
ale pfedevsim v jejich rizné délce. Ta byla u druht rodu Vicia pouhych 12 aminokyselin, coz je

vice nez 4x mén€ nez u Lotus japonicus, Vigna unguiculata, nebo Glycine max. Podobn¢ kratké
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sekvence nebyly dosud pozorovéany ani u zadného jiného druhu rostlin. Velké rozdily v sekvenci i
délce N-koncti CenH3 siln€¢ naznacuji, ze kromé néckolika malo pomérné konzervovanych
aminokyselin na uplném N-konci proteinu nema vétSina aminokyselin v této ¢asti CenH3 ziejmé

zadny funk¢ni vyznam.

Jednozna¢ny dukaz prokazujici centromerickou lokalizaci CenH3 histoni byl ziskdn pomoci
transformace rostlin P. sativum a V. faba DNA konstrukty obsahujicimi sekvence kodujici CenH3 z
téchto dvou druht ve fuzi s genem pro YFP. U obou druht byly fuzni CenH3 proteiny
lokalizovany v centromerach nezavisle na tom, zda byl pro transformaci pouzit konstrukt
obsahujici CenH3-kodujici sekvenci ze stejného nebo heterologniho druhu. Ovsem pfi transformaci
fuznimi konstrukty heterologniho druhu byla pozorovéna kromé centromerické lokalizace signalu i
emise fluorescencniho signalu z celého jadra. To také dokazuje, ze malé mezidruhové rozdily v
CenH3 sekvencich nebrani centromerické lokalizaci v heterolognich druzich, coz se shoduje s
experimenty u tabaku a A. thaliana (Nacaki a kol. 2010). Na druhé strané¢ bylo zjiSténo, Ze
sekvencné jiz znacné odlisSny CenH3 histon z A. thaliana nema schopnost specifické integrace do
na jinych druzich ukézaly, Ze pro lokalizaci CenH3 v centromerach je kli¢ova sekvence L1 smycky
HFD domény. Vzdjemnd podobnost sekvenci této oblasti mezi P. sativum a V. faba a jejich velka
odlisnost od A. thaliana jsou proto v naprostém souladu se zjiSténym typem lokalizace danych
CenH3 histoni v heterolognich druzich. Pfestoze L1 smycka HFD domény je v kontaktu s DNA
(VErmaak a kol. 2002), centromericka lokalizace histonu CenH3 neni podminéna specifickou
interakci s centromerickou DNA (Henikorr, Darar 2005; WieLano a kol. 2004). Mechanismus,
kterym dochézi k akumulaci CenH3 histonii specificky v centromerach, nebyl ovSem dosud

objasnén.
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Zaver

Pomoci RT-PCR byly ziskany vnitini iseky kodujicich sekvenci transkripti CenH3 genii u 10 ze 13
testovanych druhti ¢eledi Viciaceae. U osmi z nich se podatilo metodami 5' a 3' RACE ziskat také
fragmenty na 5' a 3' koncich téchto transkriptii a posléze zrekonstruovat celé sekvence kodujici
CenH3 histon. Centromericka lokalizace CenH3 histonii nalezenych u P. sativum a V. faba byla
prokdzana experimentalné pomoci fuznich konstrukti s YFP. Ziskané sekvence CenH3 histoni
budou v brzké dobé pouzity k vytvoteni specifickych protilatek, které umozni studovat centromery
druhii Celedi Viciaceae na molekularni Grovni pomoci metod in situ imunodetekce a ChIP-seq
(sekvenovani DNA ziskané imunoprecipitaci chromatinu). Na zaklad¢ srovnani CenH3 sekvenci
popsanych v této praci bude mozné navrhnout vice univerzalni primery, které umozni amplifikaci

wowe v

fragmenti CenH3 u jesté SirSiho spektra druhii ¢eledi Viciaceae.
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Tabulka 1: Primery na RT-PCR

Obrazova a tabulkova ptiloha

Nazev primeru

Sekvence primeru

CenH3 Legumel2F

NNNNNATGGSKAGARTBAAGCAC

CenH3 Legumel3F

DRWKGCGCTTCGSGAGAT

CenH3 Legumel4F

GAACDRWKGCGCTTCGCG

CenH3 Legumel IR

CCARCTCAAKRTCCTTTTTCATAAG

CenH3 LegumelSR

CCAAAGYCTTCCTATTCCTSBAAG

CenH3 Legumel6R

GWGCATYCCABCTTCAAACAT

(P0)42'

Obr. 1: Pfiprava templatu na 3' a 5' RACE

Defosforylace \, é
RNA
— N\
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Odstranéni Cepicky
(cap)
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Piiprava templatu na 3'a 5' RACE se sestava z defosforylace RNA, odstranéni ¢epicky na 5' konci mRNA ¢imz se

pravé v tomto misté exponuje volna fosfatova skupina, ligace adapteru na volnou fosfatovou skupinu. Tedy na netuplné

fragmenty RNA, které nemaji cepicku, nemize byt adapter naligovan.
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Tabulka 2 je vyobrazena v textu (str. 21)

Tabulka 3: primery 3' RACE

Druh

1. 3' RACE primer

2. 3' RACE primer

3. 3' RACE primer

V. pannonica

CenH3 Vpan2F

CenH3 VpanlF

CenH3 Legumel 6F

V. villosa CenH3 VvillF CenH3 Vvil2Fa CenH3 Legumel 6F
CenH3_ Vvil2Fb
V. sepium CenH3 Legumel7F CenH3 Legumel4F CenH3 VsepiumlF

V. lathyroides

CenH3 Legumel7F

CenH3 Legumel5SF

CenH3 Legumel 6F

V. narbonensis

CenH3 Legumel7F

CenH3 Legumel4F

CenH3 VnarblF

V. faba

CenH3 Legumel7F

CenH3 Legumel SF

CenH3 Legumel 6F

V. peregrina

CenH3 Vpere3F

CenH3 VperelF

CenH3 Vpere2F

C. arietinum

CenH3 Cicer3F

CenH3 CicerlF

CenH3 Cicer2F

L. latifolius

CenH3 LlatlF

CenH3 LegumelSF

CenH3 Legumel 6F

T. pratense

CenH3_ TrifP1F

CenH3_TrifP2F

CenH3_TrifP3F

Tabulka 4: primery 5' RACE

Druh

1. 5' RACE primer

2. 5' RACE primer

3. 5' RACE primer

V. pannonica

CenH3 Vpan2R

CenH3 VpanlR

CenH3 Legumel9R

V. villosa CenH3 VvillR CenH3 Vvil2Ra CenH3 Legumel9R
CenH3 Vvil2Rb
V. sepium CenH3 Legume20R CenH3 Legumel7R CenH3 VsepiumlR

V. lathyroides

CenH3 Legume20R

CenH3 Legumel8R

CenH3 Legumel9R

V. narbonensis

CenH3 Legume20R

CenH3 Legumel7R

CenH3 VnarblR

V. faba

CenH3 Legume20R

CenH3 Legumel8R

CenH3 Legumel9R

V. peregrina

CenH3 Vpere3R

CenH3 VperelR

CenH3 Vpere2R

C. arietinum

CenH3 Cicer3R

CenH3 CicerlR

CenH3 Cicer2R

L. latifolius

CenH3 LlatlR

CenH3 Legumel7R

CenH3 Legumel9R

T. pratense

CenH3 TrifP1R

CenH3_ TrifP2R

CenH3_ TrifP3R
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Tabulka 5: sekvence 3' RACE primera

Nazev primeru

Sekvence primeru

CenH3 Vpan2F

CAAAAAGCTGTCAAATTACTTATACC

CenH3 VvillF

CAAAAATCTGTCAAATTACTTATACCAT

CenH3 Legumel7F

CAAAAAACTTTCAAATTAATTATACCAT

CenH3 Vpere3F

CAAAAGGATGTTAAATTGCTTATACC

CenH3 Cicer3F

CAAAAGACTTTCAATTTGGTTATACC

CenH3 LlatlF

CAAAAAACTTTCCAATTACTTATACCWT

CenH3 VpanlF

GAAATTACCAACCAAGTATCTTCAT

CenH3 Vvil2Fa

AATTACAAACCAACTTTCTTCATTG

CenH3 Vvil2Fb

AATTACAAATCAATTATCTTCATTGG

CenH3 Legumel4F

AGGGAAATTACAAATCAAGTATCTTC

CenH3 LegumelSF

AAATTACAAACCAAGTATCTTCATTG

CenH3 VperelF

ATTACAAACCAATTATCGTCACTG

CenH3 CicerlF

CAGATTACGAACCAAACATCTTC

CenH3 Legumel 6F CATTGGTTACACGCTGGAC
CenH3 VsepiumlF ATTGGTTACGCGCTGGAC
CenH3 VnarblF GTCGGTTACTCGCTGGAC
CenH3_ Vpere2F CACTGGTTACACGCTGGTC
CenH3 Cicer2F TCACATGTCTCACGTTGGTC

CenH3 TrifP1F

CAAAAAACTGTTAATTTACTTATACCTTG

CenH3 TrifP2F

AGATTACAAACCAATTTTCAACC

CenH3 TrifP3F

AGGTCTCACGCTGGACGG

CenH3 MedT1F

CAAAAGGCTGTTAACTTGCTTAT

CenH3 MedT2F

AGATTACAAACCAACTATCTATGGAG

CenH3 MedT 3F

GGAGGTATCACGTTGGACG

AUAP 3'RACE

GGCCACGCGTCGACTAGTAC
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Tabulka 6: sekvence 5' RACE primera

Nazev primeru

Sekvence primeru

CenH3 Vpan2R

GGTATAAGTAATTTGACAGCTTTTTG

CenH3 VvillR

ATGGTATAAGTAATTTGACAGATTTTTG

CenH3 Legume20R

ATGGTATAATTAATTTGAAAGTTTTTTG

CenH3 Vpere3R

GGTATAAGCAATTTAACATCCTTTTG

CenH3 Cicer3R

GGTATAACCAAATTGAAAGTCTTTTG

CenH3 LlatlR

AWGGTATAAGTAATTGGAAAGTTTTTTG

CenH3 VpanlR

ATGAAGATACTTGGTTGGTAATTTC

CenH3 Vvil2Ra

CAATGAAGAAAGTTGGTTTGTAATT

CenH3 Vvil2Rb

CCAATGAAGATAATTGATTTGTAATT

CenH3 Legumel7R

GAAGATACTTGATTTGTAATTTCCCT

CenH3 Legumel8R

CAATGAAGATACTTGGTTTGTAATTT

CenH3 VperelR

CAGTGACGATAATTGGTTTGTAAT

CenH3 CicerlR

GAAGATGTTTGGTTCGTAATCTG

CenH3 Legumel9R GTCCAGCGTGTAACCAATG
CenH3 VsepiumlR GTCCAGCGCGTAACCAAT
CenH3 VnarblR GTCCAGCGAGTAACCGAC
CenH3 Vpere2R GACCAGCGTGTAACCAGTG
CenH3_Cicer2R GACCAACGTGAGACATGTGA

CenH3 TrifP1R

CAAGGTATAAGTAAATTAACAGTTTTTTG

CenH3 TrifP2R

GGTTGAAAATTGGTTTGTAATCT

CenH3 TrifP3R

CCGTCCAGCGTGAGACCT

CenH3 MedTI1R

ATAAGCAAGTTAACAGCCTTTTG

CenH3 MedT2R

CTCCATAGATAGTTGGTTTGTAATCT

CenH3 MedT 3R CGTCCAACGTGATACCTCC
RACER PNI GGAGCACGAGGACACTGA
RACER PN2 CACTGACATGGACTGAAGGA
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3'RACE

<€ 3"
e OO s TTTTTun 5
cDNA
5'RACE
1.2 41. 42 <43.
L IR e senins TTTTT 5
cDNA . .
J'RACE_oligoT
Whsy Btlv ky:
T .............EIdEI[CItEF.
...neznama sekvence
U e ENEME wnItFNT s2kvence CenH3
.primer forward <3 mmmmmm -----AUAP_3'RACE
P e IR FENESE 1. ... RACER PMI
...produkty RACE 2.0 .........RACER_PN2

Obr. 2: Schematické znazornéni 3' a 5' RACE
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BAE \\ #'//DCS £
=7

GATEWAY

EAR 355 attRl CmE  cedB attE2 YEFP HA OCS

101 LB o —— RE
EAFR 355 YEP attEl CmE  ccdB  atE2 OCS

104 1B — e —— — === RB

Vysvétlivky: LB

BAR
Km
35S
attR1
CmR
ccdB
attR2
YFP
HA
OoCS

levy okraj T-DNA sekvence

pravy okraj T-DNA sekvence

,,Basta herbicide rezistance™ - gen pro rezistenci k herbicidu Basta

gen pro rezistenci k antibiotiku kanamycin

promotor z viru kvétakové mozaiky (CaMV)

rekombinacni misto

gen pro rezistenci k antibiotiku chloramfenikol

gen letalni pro nékteré kmeny E. coli (napi. TOP10)

rekombinacni misto

sekvence kodujici zluty fluorescencni protein

sekvence kodujici HA peptid, na néjz jsou dostupné protilatky na proteinovou detekci
sekvence z 3' konce genu pro oktopinsyntdzu s polyadenyla¢nim signalem

Obr. 3: Entry vektory pro Gateway klonovani; pievzato z Earley a kol. 2006
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CenH3_Legume_12F

Pisum sativum
Medicago truncatula
Glycine max

Lotus japonicus

GCT@®T CleCK T C| AAAAGCAAGCGCCACGCGCA- -
GCyG®T C[¢TINGENA C) CGAAAGAAAGCACCAACCGCAGC

NI TISCLEAGHIATNA el ClelC T R

cepcercEriaice CGTCGCAGTAGTAGTAGTAAT - -
G

T G

Pigsum sativam = =  -scm-c-ccmcnect ittt e ta i e st s et s e
Medicago truncatula - - - - - - - s sessssssmsnm e

Glycine max = ------- TCCACTTCCACGCAGCCGCCACCACAATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGAGGA
Lotus japonicus AGCACCATCCACATCTGCAA- - -CACCACAACAAACCCAATCACCTGGTCGTCGAGAGAGGAGTA
Pisum sativum = = ---------e--o-ooaaaaa GCAAG| CAANCTT[EGA ). VNe).VNAINEA Cle|G T GgNA A
Medicago truncatula -----------cccccccccannan GCAAA GTCiGAG[]A AVNA(eF:VNeF-VAAINEA A E|GAAIWNGA
Glycine max GAGCTCAACAAGTGGAGCCGCAGCAGGAGCC GGCIYCAG[EGAING(eXVNe VNG NeIG C|CAAIWNG G
Lotus japonicus GAGAACAACAACGGGAACCGCAGT - - - CACCye|GGA CPyCAG[e|GGLYA [).VNe)-VAC/:Xe G Ce]CAAIWNG G
CenH3_Legume_14F
CenH3_Legume_13F >

Pisum sativum CET[e]e).V-NeA A A G[eJofelolidifele]Ce)NeV-WUNT C AY: NA TING[SUNT TA
Medicago truncatula C A AL \C TUNG[eURT TTG
Glycine max PNC[EGGAACINeINEGCGCTTCGNGAGA Ty A Al TN C T [6{A T [6IC C[efe]d]
Lotus japonicus (CIC[EIGGAAC[]elNelGCGCTTCGINGAGA T[eF:\ A NC TUNG[OUNT' CHeTGC
Pisum sativum TGCyCCle] IEGTCACT TA[IA[SIEIC T
Medicago truncatula pNeJoT(oelG T ATGGA| T{¢A [T

Glycine max TGCpyCClel CINMTACGGA G T[®T (efe] T

Lotus japonicus TGC[MCC[e WO TTTTGA| T T[®T efelC

Pisum sativum G CEGEEVNeISA TINGAINA T A (AW ATETTTGAAGEHT
Medicago truncatula [®GG[T[eF.V:XelolC TiyA TiyA G[6IA[SUNT (oF-Yele).Neleloh-YelC T(e)-XeleX-\G CJ: (AeQWATETTTGAAGET
Glycine max C[OIT[):V:XeIoI T GNG GyA G(61A [6UNT (o¥:-Neley-Nelelod-XeiC T (e¥:Nefey:NA TV CACT AT
Lotus japonicus [elCiIsGAAGCNEIT(efe]T(ele!/CINC TICAGGAGGCAG[MEGA GGA[ShYA (AT €T T TGAAGKT

CenH3_Legume_16R 4
I
Pisum sativum ATGCL\CTGEGCAMETCATGCAACGGCGINETTACMCTTATGAAAAAGGANOT TGAG(T G G[efefele;
Medicago truncatula ATGCHSCT GG CA[RINT CATGCAAINGCGINETTACMCTTATGAAAAAGGAMINT TGAGHNT GGl
Glycine max ATGCICTGJ§GCAL

CenH3_Legume_11R

Lotus japonicus ATGCPCTGEGCALYTCATGCAAINGCGMETTACMCTTATGAAAAAGGAIWAT TGAGYT GG[efefefe]

CenH3_Legume_15R

<

Pisum sativum CAGGCTTACAGGAATAGGAAGACTTTGG
Medicago truncatula ----------------------------
Glycine max GAGGCTTGGAGGAATAGGA---------
Lotus japonicus TCGGCTTCGAGGAATAGGAAGGCCTTGG

Obr. 5: Srovnani kodujicich sekvenci CenH3 gent druh  Pisum sativum, Medicago truncatula,

Glycine max, Lotus japonicus s vyznacenymi misty, z nichz byly navrhovany primery na RT-PCR.
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Vysvétlivky:

MPstl 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T G — W i e TS

MPstl  DNA faga lambda S§tépend enzymem Pstl
RT+  produkt RT-PCR

RT-  negativni kontrola RT-PCR reakce

CA C. arietinum

Vpa V. pannonica

VS V. sativa
TP T. pratense Obr. 6A — produkty RT-PCR byly
TFG T foenum-graceum  amplifikovany primery:
MO M. officinalis 1 CenH3 Legumel2F+CenH3 Legumel 1R
LL L. latifolius 2 CenH3_Legumel2F+CenH3 Legumel5R
VN V. narbonensis 3 CenH3 Legumel2F+CenH3 Legumel6R
VF V. faba 4 CenH3 Legumel3F+CenH3 Legumel 1R
\AY% V. villosa 5 CenH3 Legumel3F+CenH3 Legumel5R
VSe V. sepium 6 CenH3 Legumel3F+CenH3 Legumel6R
Vpe V. peregrina 7 CenH3 Legumel4F+CenH3 LegumellR
. 3 PS P. sativum 8 CenH3_Legumel4F+CenH3 Legumel5R
VL V. lathyroides 9 CenH3_Legumel4F+CenH3 Legumel6R
i =
Obr. 6 A: RT-PCR P. sativum
o el ey e DOEEE 3G L E o A E A o+
pEESEEE GEENRED L 4 g EEEEY EELE %
w‘ﬁﬂ:ﬁfgmmmmggooqqo ngmgcﬁﬁqm&Qg
BaSER B pRERSE Ed O =LA oo o o=

Obr. 6B: RT-PCR danych druht amplifikovana primery Obr. 6C: RT-PCR danych druhti amplifikovana primery

CenH3 Legumel2F + CenH3 Legume 11R CenH3 Legume 12F + CenH3 Legume 16R

+ F o+ HoE & o+ 4 o+ & A O o+ 4
2 8 B 5 2 £ 295 g £ B 8 E £ 25 g5
S8 2 8 22 228 4 5 g £ % 2 %2 & 2 & g

=% e 0l
Obr. 6D: RT-PCR danych druhi amplifikovana primery Obr. 6E: RT-PCR danych druhti amplifikovana primery
CenH3 Legumel3F + CenH3 LegumellR CenH3 Legumel3F + CenH3 Legumel6R

Obr. 6: Produkty RT-PCR ocekavané velikosti CenH3 proteinu



Pisum sativum
Cicer arietinum
Trifolium pratense
Vicia peregrina
Vicia pannonica
Vicia villosa

Lathyrus latifolius 1
Lathyrus latifolius 2

Vicia narbonensis
Vicia sepium
Vicia faba

Vicia lathyroides

Pisum sativum
Cicer arietinum
Trifolium pratense
Vicia peregrina
Vicia pannonica
Vicia villosa

Lathyrus latifolius 1
Lathyrus latifolius 2

Vicia narbonensis
Vicia sepium
Vicia faba

Vicia lathyroides

Pisum sativum
Cicer arietinum
Trifolium pratense
Vicia peregrina
Vicia pannonica
Vicia villosa

Lathyrus latifolius 1
Lathyrus latifolius 2

Vicia narbonensis
Vicia sepium
Vicia faba

Vicia lathyroides

Pisum sativum
Cicer arietinum
Trifolium pratense
Vicia peregrina
Vicia pannonica
Vicia villosa

Lathyrus latifolius 1
Lathyrus latifolius 2

Vicia narbonensis
Vicia sepium
Vicia faba

Vicia lathyroides

Pisum sativum
Cicer arietinum
Trifolium pratense
Vicia peregrina
Vicia pannonica
Vicia villosa

Lathyrus latifolius 1
Lathyrus latifolius 2

Vicia narbonensis
Vicia sepium
Vicia faba

Vicia lathyroides

Pisum sativum
Cicer arietinum
Trifolium pratense
Vicia peregrina
Vicia pannonica
Vicia villosa

Lathyrus latifolius 1
Lathyrus latifolius 2

Vicia narbonensis
Vicia sepium
Vicia faba

Vicia lathyroides

ATGGGTAGAGTTAAGCACTTCCCAAGTCCAAGTAAACCCGCTGCAAGTGACAATCTTGGAAAGAA
ATGGGTAGAGTGAAGCACATTCCTCCTCCTCGTAATCGCGCTGTAAGTGAGGATCAGAAACATAA

GAAAAGACGGTGTAAACCTGGAACAAAG[deJlikid]eC eI NFUITCGAAAAT
GAAAAGACGCAATAAGCCTGGAACAGTAcldfefeligifeleiC ey N)WMYTCGTCGTT

GAAAAGACGGAATAAACCCGGAACCGTT[¢delohigiyole T (eI Ne).WICCGGAAAT A

e e e e N e I B B B |

T 2 ATEHACTGCGCACGTCATGCAAGGCGTGTTACCCTTATGAAAAAGG
T(ea TENIR G IFVNA A T(felA A T[dTA TG TGCCCTTCATGCAAGGCGTATTACCCTTATGAAARAGG
T ; GATEeITC———————————————
TEGT ATEETC—————————— -
T{cal TG¥TCTGTGCACTTCATGCAAAGCGTGTTACCCTTATGAAAAAGG
T{eGA TG¥TCTGCGCACTTCATGCAAAGCGTGTTACCCTTATGAAAAAGG
it 2 TGETCTGCGCACTTCATGCAAAGCGTGTTACCCTTATGAAAAAGG
T TGE¥TCTGCGCACTTCATGCAAAGCGTGTCACCCTTATGAAAAAGG
T TGEYTCTGCGCTCTACATGCAAAGCGTGTTACCCTTATGAAAAAGG
T ; TGYTCTGCGCACTTCATGCAAAGCGTGTCACCCTTATGAAAAAGG
bucery TGEYTCTGCGCACTTCATGCAAAGCGTGNCACCCTTATGAAAAAGG
el C A TG T T T G A Al G Gl R G C i e e
ATCTTGAGCTGGCCCGCAGGCTTACAGGAATAGGAAGACTTTGG
ACATTGAGCTGG-———————=—————————————————
ATATTGAGCTGG-——————————————————————————
ACCTTGAGCTGG-——————————————————————————————_
ACCTTGAGCTGG-——————————————————————
ACCTTGAGCTGG-—————————————————————
ACATTGAGCTGG-———————=———————————————————
ACCTTGAGCTGG-—————————————————————
ACATTGAGTTGG-—————————————————————————————

Obr 7: Vnitini CenH3 sekvence ziskané RT-PCR s ptidanou sekvenci P. sativum.
Na obrazku jsou vyznacena mista, z nichz byly navrhovany primery na 3' a 5' RACE.
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Obr. 8: 3'a 5' RACE na 1% agarézovém gelu Trifolium pratense
Produkty ¢. 1 — 6 jsou 3 'RACE, 7 — 12 5' RACE; M/Pstl je DNA faga lambda stépena enzymem Pstl

Produkty byly amplifikovany témito primery:
1. CenH3 TrifP1F + AUAP 3'RACE, 2. CenH3 TrifPIF, 3. CenH3 TrifP2F + AUAP 3'RACE, 4. CenH3 TrifP2F,
5. CenH3 TrifP3F + AUAP 3'RACE, 6. CenH3 TrifP3F, 7. CenH3 TrifPIR + RACER PNI, 8. CenH3 TrifP1R,
9. CenH3 TrifP2R + RACER PNI, 10. CenH3 TrifP2R, 11. CenH3 TrifP3R RACER_PNI1, 12. CenH3 TrifP3R

Na nested reakci byly vybrany produkty ¢. 1 a 3 na 3' RACE, na nested 5' RACE byly vybrany produkty ¢. 7 a 9.
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Obr. 9: Produkty nested RACE reakci na 1% agar6zovém gelu druhu 7. pratense
APstl je DNA faga lambda §tépend enzymem Pstl

A) 3' RACE

Produkty byly amplifikovany témito primery: 1. CenH3 TrifP2F + AUAP 3'RACE, 2. CenH3 TrifP2F,

3. AUAP 3'RACE, 4. bez primertl, 5. CenH3 TrifP3F + AUAP 3'RACE, 6. CenH3 TrifP3F, 7. CenH3 TrifP3F +
AUAP 3'RACE, 8. CenH3 TrifP3F, 9. AUAP_3'RACE, 10. bez primerii. Templatem pro reakce 1. - 6. byl produkt
amplifikovany primery CenH3 TrifP1F + AUAP_3'RACE (vzorek €. 1 na obr. 8), templatem pro reakce 7. - 12. byl
produkt amplifikovany primery CenH3 TrifP2F + AUAP 3'RACE (vzorek €. 3 na obr. 8).

B) 5' RACE

Produkty byly amplifikovany témito primery: 1. CenH3 TrifP2R + RACER PN2, 2. CenH3 TrifP2R, 3.
RACER PN2, 4. bez primerd, 5. CenH3_ TrifP3R + RACER PN2, 6. CenH3 TrifP3R, 7. CenH3 TrifP3R +
RACER _PN2, 8. CenH3 TrifP3R, 9.RACER PN2, 10. bez primert. Templatem pro reakce 1. - 6. byl produkt
amplifikovany primery CenH3 TrifP1R + RACER PNI(vzorek €. 7 na obr. 8), templatem pro reakce 7. - 12. byl
produkt amplifikovany primery CenH3 TrifP2R + RACER PN (vzorek ¢. 9 na obr. 8).

U 3'"i 5' RACE reakce byly zaklonovany v obou ptipadech produkty €. 1 a 5. Tyto vzorky byly amplifikovany dvéma
primery a zaroven bylo amplifikovano relativné malé mnozstvi artefaktti vzhledem k produktiim ocekavané délky.
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Tabulka 7: Primery na celé kodujici sekvence CenH3 danych druhti

Nazev primeru

Sekvence primeru

Druh
L. latifolius CenH3 Llat startl ATGGCCAGAGTTAAACAAAAACC
CenH3 Llat endl CGGATCATGCTCTCACCAT
CenH3 Llat end2 CGGATCATGCTCTCACCAA
CenH3 Llat end3 AAAGCTTAAACAATCTTCACTTTTCAA
V. villosa CenH3 Vvill_startl ATGGCGAGAGTTAAACAAAAACC

CenH3 Vvill endl

TCACCAAGGTCTTGCTATCCC

CenH3_Vvill_end2

CCAAGGTCTTGCTATCCCG

V. narbonensis

CenH3 Vnarb-sep-faba-lath startl

ATGGCGAGAGTTAAACAAACACC

CenH3_ Vnarb-faba-lath _endl

TCACCAAGGTCTTCCTATTCCG

CenH3 Vnarb-faba end2

CCAAGGTCTTCCTATTCCGGTA

V. faba CenH3 Vnarb-sep-faba-lath_startl ATGGCGAGAGTTAAACAAACACC
CenH3_ Vnarb-faba-lath_endl TCACCAAGGTCTTCCTATTCCG
CenH3 Vnarb-faba end2 CCAAGGTCTTCCTATTCCGGTA

V. sepium CenH3 Vnarb-sep-faba-lath_start] | ATGGCGAGAGTTAAACAAACACC

CenH3 Vsepium endl

TCACCAAGGTCTTCCTATTCCAG

CenH3 Vsepium_end2

CCAAGGTCTTCCTATTCCAGTAAGC

V. pannonica

CenH3 Vpan_startl

ATGGCGAGAGTTAAGCAAACAC

CenH3 Vpan endl

TCACCAAGGTCTTCCTATCCC

CenH3 Vpan_end2 CCAAGGTCTTCCTATCCCG

C. arietinum |CenH3 CicerA_startl ATGGCTAGAGTTAAGCACATTCCT
CenH3 CicerA endl TCACCAAGGCCTTCCTATTC
CenH3 CicerA_end2 CCAAGGCCTTCCTATTCCTG

V. lathyroides

CenH3 Vnarb-sep-faba-lath_startl

ATGGCGAGAGTTAAACAAACACC

CenH3_ Vnarb-faba-lath_endl

TCACCAAGGTCTTCCTATTCCG

CenH3 Vlathy end2

CCAAGGTCTTCCTATTCCGG
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A, N-konec HFD

l | >
Lotus Jjaponicus AARRTARKKAPTAAAPSTSATPQQTQSPGRRERSREQQREPQSPGTQGK|NAR
Vigna unguiculata SLKVGKKKVSRASTSTPQQSPATRSRRRAQEEEPQEEAAAAAPQTQGRESNK
Medicago truncatula RARVISHIJRPGKRTRRSSSSNAN-——-—————————————————————————— ESEEK}SMR
Glycine max SRKSAKKQAPRASTST-QPPPQSQSPATRERRRAQQVEPQQEPEAQGRESNR
Pisum sativum = NIGRVIMHFI4SPSKPAAS———————————————— - ——————— DNLGK 4R
Cicer arietinum = WARVIMHI|PPRNRAVS-—————————— - e m e — - ——— EDQKHi$S4R
Vicia wvillosa = = BARVIOKIHRHAR-——-—————————————— - ————— VDQEKIIEAR
Vicia narbonensis = WARVIMOT|JRPAR-———————————— - — e mm e —————— —— EIQERESSR
Vicia sepium = BABRVIOTIHRHAR-——-————————————————————————————————————— ETQEK)SAR
Vicia faba = = WARVIOT|RHAR-—-—-—————————— - m e e ————— —— ETQEKiSSR
Vicia lathyroides = WARVIOTIRHAR-——-————————————————— - ————— ETQEK)OAR
Lathyrus latifolius WARVILOK|JRHAR-————————————— - m e m e - ——— ENQERESSR

Vicia pannonica = = BARVIOTIYRHAR-——-——————————————— - ———— ENXAK}SAR

Lotus japonicus
Vigna unguiculata
Medicago truncatula
Glycine max

Pisum sativum

Cicer arietinum
Vicia villosa

Vicia narbonensis
Vicia sepium

Vicia faba

Vicia lathyroides
Lathyrus latifolius
Vicia pannonica

O0ODU0UDUU0OUDDU0DUOHEAEEAD

LV Sife)y\A

TRYITPE

Lotus japonicus
Vigna unguiculata
Medicago truncatula
Glycine max

Pisum sativum

Cicer arietinum
Vicia villosa

Vicia narbonensis
Vicia sepium

Vicia faba

Vicia lathyroides
Lathyrus latifolius
Vicia pannonica

B

PP P2 >0 Q00

Arabidopsis thaliana TIMHRVTRSQPRNQTDAAGASSSQAAGPTTTIZJTRRGGEGGDNTQQTNPTTSPATGTRR
Vicia faba Q--———————-———"-"———--—-————————— Ty-------—————————-——-——-——-———-
Pisum sativum G| il e e ot e o e et T [ et it e it e o e
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Obr. 10: Proteinové sekvence CenH3 genti u druhti ¢eledi Viciaceae

A) Proteinové sekvence CenH3 druhti, z nichz byly navrhovany primery na RT-PCR v porovnani spolu se
sekvencemi nové ziskanymi.

B) Srovnani CenH3 sekvenci A. thaliana, V. faba a P. sativum spolu s vyznac¢enou HFD doménou tvofenou
strukturami a-helixtl (oznaceny helix N, helix 1 —3) a smycek (oznaceny LO, L1 a L2).
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Rostlina P. sativum s
konstruktem P. sativum,
fize CenH3-YFP

Rostlina P. sativum s
konstruktem P. sativum,
fuze CenH3-YFP

Rostlina P. sativum s
konstruktem V. faba,
fuze CenH3-YFP

Rostlina V. faba s
konstruktem V. faba,
faze CenH3-YFP

Rostlina V. faba s
konstruktem P. sativum,
faze CenH3-YFP

Obr. 11: Transformované kotinky P. sativum a V. faba s faznimi konstrukty CenH3

Obr. A, C, E, G al jsou v Nomarského zobrazeni, obr. B, D, F, H, J jsou tytéZ snimky (odpovivajici si v fadcich) ve
fluorescencnim zobrazeni. Snimky byly pofizeny na konfokalnim mikoskopu Olympus; zvétSeni je shodné u A, B
(méfitko na obr. A), pro obr. C —J je méfitko na obr. C.
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