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Abstrakt

V diplomové préaci byla u 39 planych druht rodu Trifolium studovéna ribozomalni
DNA, ktera je jednou z nejdulezitéjsich funkénich molekul v buiice. Po piepise této DNA se
tvoii jednotlivé rRNA a jejich sestavenim vznika ribozom, organela, diky které vznikaji
strukturni proteiny. Ke studiu poctu a rozmisténi jednotlivych lokusi 5S a 45S, konkrétné
25S, v genomech druhti zrodu Trifolium byla vyuzita technika fluorescenéni in Situ
hybridizace. Ziskané udaje ukazuji riznorodé postaveni lokusti rDNA v genomech druhti rodu
Trifolium. V druhé ¢asti prace je zpracovana srovnavaci analyza sekvenci oblasti vnitinich
ptepisovanych mezernik ITS1, ITS2, dale oblasti kodujici sekvence lokusu 5S
a neptepisujici se mezernik u riznych druht z ¢eledi Fabaceae z volné dostupnych databazi.
Tato analyza ukazala vysokou konzervativnost kddujici sekvence a naopak vysokou
variabilitu u nekdédujicich oblasti.

Abstrakt

V diplomovej praci bolo u 39 planych druhov rodu Trifolium Studovana ribozdmova
DNA jedna z najdélezitejSich funkénych molekal v bunke. Po prepise tejto DNA sa tvoria
jednotlivé rRNA a ich zostavenim vznika ribozém, organela, vd’aka ktorej vznikaju Struktiarne
proteiny. Technika fluorescen¢nej in situ hybridizacie bola vyuzita k $tddiu poctu a
rozmiestnenia jednotlivych lokusov 5S a 45S, konkrétne 25S, v genomoch druhov z rodu
Trifolium. Ziskané Udaje ukazuju r6znorodé postavenie lokusov rDNA v gendmoch druhov
zrodu Trifolium. V druhej casti prace je spracovana porovnavacia analyza sekvencii
prepisovanych medzernikov ITS1, ITS2, ale aj kddujuca sekvencia lokusu 5S a neprepisujuci
sa medzernik u réznych druhov z ¢el'ade Fabaceae z vol'ne dostupnych databaz. Tato analyza
ukéazala vysoku konzervovanost kodujucej sekvencie a naopak vysokd variabilitu

u nekddujicich oblasti.



Abstract

In this thesis | study ribosomal DNA in 39 non-croped species of genus Trifolium. It is
one of the most important functional organelles in the cell. Ribosomal DNA is transcribed
into the rRNA. Subunits of rRNA form ribosom. Whole ribosom with helping proteins is able
to translate information from mRNA into the proteins. Technique of fluorescent in situ
hybridization was used for analysis of the number and localization of rDNA loci 5S and 458S,
specifically loci 25S, in the genomes of species of genus Trifolium. Localization of loci is
very variable. In the second part of my thesis, there is comparative sequence analysis of
different species from family Fabaceae. Data of transcribed and non-transcribed spacers
ITS1, ITS2, NTS and coding sequence of gene 5S are from free databases. Coding sequence
was highly conserved, on the other hand noncoding sequences were under presure of

evolution.
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Zoznam skratiek

NTS
ETS
ITS
ddH.O
DdRp

gDNA
cpDNA
rDNA
tRNA
nrDNA
SNRNA
FISH
NOR
DAPI
TRIM

LTR

nontranscribed spacer

external transcribed spacer
internal transcribed spacer
double-distilled hydrogen oxide
DNA dependent RNA polymerase

genomic DNA
chloroplast DNA
ribosomal DNA
transfer RNA
nuclear DNA

small nuclear RNA (U1,U6 spliceosomal)

fluorescence in situ hybridization
nucleolus organizer region

4" ,6-diamidino-2-phenylindole
terminal-repeat retrotransposons in
miniature

long terminal repeat

(neprepisovany medzernik)
(vonkaj$i prepisovany medzernik)
(vnutorny prepisovany medzernik)
(dvakrat destilovana voda)

(DNA dependentna RNA
polymeraza)

(genomickd DNA)
(chloroplastova DNA)
(ribozomova DNA)

(transferova RNA)

(Jadrova DNA)

(mal& jadrova RNA spliceozému)
(fluorescenéna in situ hybridizacia)
(oblast’ organizatoru jadierka)
(4',6-diamidin-2-fenylindol)
(terminalne opakovane retrotrans-
pozony v miniaturnom rezime)

(dlhé koncove opakovania)



1. UVOD A PROBLEMATIKA

Nenahraditel'nou a vel'mi vyznamnou sucastou jadrového genému eukaryontych organizmov
su okrem kodujucich sekvencii aj nekodujuce Useky, ku ktorym patria aj repetitivne
sekvencie. Nenaplihaju funkciu matrice pre syntézu bielkovin. Repetitivne sa opakujice
sekvencie mézu byt volne rozptylené po gendome alebo umiestnené v tandemovych
opakovaniach. Prave tandemové repeticie tvoria vyznamnl ¢ast’ gendmu. Patria sem

centroméry, teloméry ale aj ribozomova DNA a mnohé iné.

V tejto praci sa budem zaoberat’” jednou z najddlezitejSich organel, ktoré si nevyhnutné
k realizacii genetickej informacie umiestenej v jadre bunky. Jedna sa o jedny z najstarSich
molekdl, ribozdmové gény. Zameriam sa na pocet a lokalizaciu jednotlivych lokusov, 5S
a 45S, v gendbmoch 39 planych druhov z rodu Trifolium. Tento rod sa radi do vyznamnej
a velkej ¢el'ade Fabaceae. K spracovaniu bola vybrand r6znoroda vzorka, ¢i uz z pohl'adu
prirodzeného vyskytu, doby rastu jednoro¢né a trvacne druhy, polyploidie gendmu, ale aj

zakladného chromozdémového ¢isla.

Bioinformaticka ¢ast’ je zamerana na analyzu prepisovanych a neprepisovanych medzernikov,
ktorée sa vyskytuji medzi jednotlivymi génmi tvoriace lokusy. V tychto oblastiach je
predpokladana variabilita, z ddvodu evolucie na urovni genému. Ta vSak nie je povolena
V kodujucej sekvencii. Dovodom je velké dolezitost’ vyslednej molekuly, ktorej nefunkcnost’
by mohla viest k zaniku bunky. Ktejto analyze boli vybrané kultirne druhy a iné

osekvenovane druhy z ¢el'ade Fabaceae.
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1.1.Ribozémova DNA a $truktiira ribozéomov

K existencii kazdého zivého organizmu je potrebné mat plne funkéné bunky, ktoré tvoria
spravne fungujici organizmus. Bunky pracuju neustéle, produkuju proteiny plniace ré6znorodé
funkcie. Prave ribozomy su zodpovedné za tvorbu bielkovin. Struktira ribozéomov je pomerne
jednoduchd a dnes velmi dobre prestudovana. Funkéné molekuly ribonukleovej kyseliny
(RNA) st zapisané v informa¢nej molekule deoxyribonukleovej kyseliny (DNA). Gény
kodujace ribozdmovi RNA (rRNA) majua charakter transpozonalnych elementov.
Mechanizmus mnoZenia tandemovych sekvencii zahffia procesy ako je translokécia, inverzia
Struktarne zmeny, duplikécie celej oblasti. V gendme sa vyskytuju v tandemovych niekol’ko
nasobnych opakovaniach. Najcastejsie st dve formy lokusov rDNA, 5S a 45S, v niekol’kych
sto az tisic kopiach. Ale aj tu existuju vynimky v usporiadani jednotlivych génov rDNA,

0 ktorych sa zmienim neskor.

K funkcii génov su potrebné viacpodjednotkove enzymy, DNA dependentné RNA
polymerazy (DdRp). U nizsich organizmov, prokaryontov a archeii, je jednym enzymom
prepisovany cely genom. U eukaryontov sa vyuziva viacero skupin DdRp. RNApol | ma 14
podjednotiek a jej aktivita prebieha v jadierku. Prepisuje polycistronicky gén 45S na pre-
rRNA, ktord je posttranskripéne zostrihnuta na jednotlivé Gseky rRNA, 18S, 5.8S a 25S.
RNApol Il je zlozena z 12 podjednotiek. V karyoplazme sa tucastni prepisu Struktirnych
génov kodujucich proteiny, ako aj inych malych molekul. Posledna je RNApol 111, najvéacsia
v pocte podjednotiek, 17. RNApol III prepisuje rézne nekddujuce sekvencie, funkéné RNA
ako je transferova RNA (tRNA), 5S rRNA, spliceozomalna U6 (SnRNA), signal
rozoznavajica Castica 7SL RNA a iné kratke regulaéné oblasti. O vécsine podjednotiek sa da
povedat, ze su zhodné alebo homologické. Avsak u RNApol | a RNApol 11 st aj $pecifické
podjednotky.

Mald avelka podjednotka vytvaraju ribozOm so sedimentatnym koeficientom 80S
u eukaryontnych organizmov, teda aj u rastlin. Mala podjednotka 40S je tvorena 18S rRNA
a velka 60S podjednotka 25S, 5.8S a 5S rRNA. K funkénosti celého ribozoOmu sa pripaja este
d’alsich 80 proteinov. Syntéza a zostavovanie molekul rRNA prebieha v jadierku, tvoreného
NOR oblastou. Plnt funk¢nost’ ribozdm nadobuda v cytoplazme po spojeni podjednotiek

S pomocnymi proteinmi.

13



1.1.1. Lokus 45S

Oblast’” 45S je oznatovana ako L (linked). Tento lokus je polycistronicky, zahriwjaci
sekvencie 18S-5.8S-25S s dvomi vnatornymi prepisujdcimi sa medzernikmi ITS1, ITS2
(Obr. 1). Prepisu tejto oblasti sa ucastni enzym RNApol I (Garcia et Kovaiik, 2013).
Z pohladu lokalizacie na chromozéme je CastejSia distribucia lokusu 45S na kratkom
ramienku ato na jeho terminalnej ¢asti (Roa et Guerra, 2012). U druhov s holokinetickymi
chromozémami, bez primarneho zazenia, bola 100 % preferencia umiestnenia lokusu 45S

na terminalnom konci chromozému.

L T wesT1, 1.1 255 ||I|1ss|.l'.l.| 255

ETS | 588 ] ETS | 585 |
ITS1  ITS2 ITS1  ITS2

Obr. 1: Lokus 45S usporiadanie polycistronického génu 18S-5.8S-25S. Prevzaté a upravené (Maia et
al., 2014) Vysvetlivky: NTS- neprepisovany medzernik, ETS- vonkajsi prepisovany medzernik, ITS1,

2- vnltorné prepisované medzerniky.

1.1.2. Lokus5S

Sekvencia lokusu 5S, kde sa tandemovo opakuje len jeden typ génu sa oznacuje ako S
(single). Oblast’ 5S je v porovnani s lokusom 45S jednoduchsia na usporiadanie (Obr. 2).
Kratka a vysoko konzervovana oblast’ 5S je oddelena od d’alsej vnutornym neprepisovanym
medzernikom. Pocet kopii lokusu 5S je bezne v gendéme vyssi oproti lokusu 45S. Pocet
opakovani dosahuje hodnoty od 2 000 az po 75 000 kopii (Sastri et al., 1992). Lokalizacia
lokusov 5S a45S je Casto separovand na rozlicné chromozomy teoreticky kvoli faktu,
7e oblast 5S je prepisovand RNApol Ill. Tato teéria vsak nebola oficidlne potvrdena
a preukazana. U lokusu 5S je viditel'na preferencia umiestnenia v proximalnej a intersticialnej
oblasti kratkeho ramienka chromozdmu, nie len u rastlin, ale aj u Zivo¢ichov (Nakajima et al.,
2012). Rozsiahle porovnavacie analyzy v tejto oblasti neboli urobené. Inym typom

umiestnenia génu 5S je na retrotranspozone s nazvom Cassandra, patriacim medzi TRIM
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elementy. Kédujuca oblast’ je ohrani¢ena dlhymi koncovymi opakovanymi (LTR) o dizke
100-250 nt. LTR nesie prométor pre RNApol III. Tato Struktura bola zaznamenana
u cievnatych rastlin (Kalendar et al., 2008). Toto umiestnenie podnecuje restrukturalizaciu
gendmov u jednokli¢nolistovych aj dvojkli¢nolistovych druhov rastlin (Witte et al., 2001).

NTS [ 55rDNA NTS /NTs | SSONA | NTS

o i
120 bp rézne

Obr. 2: Struktdra lokusu 5S. Prevzaté aupravené (Maia et al., 2014). Vysvetlivky: NTS-

neprepisovany medzernik

1.1.3. Pocet lokusov rDNA v gendémoch rastlin

Pocet lokusov rDNA sa naprie¢ rodmi, ¢elad’ami a skupinami vyrazne lisi. U niektorych
vyS$8ich druhov rastlin, ako su Nothoscordum, Allioideae z ¢el'ade Amaryllidaceae, Ipheion
z ¢elade Alliaceae, okrasné kvitnice rastliny, sa vyskytuju oba lokusy na jednom
chromozome v nesusednej pozicii (Souza et al., 2012). Taktiez aj v tesnej blizkosti, vidite'ne
odlisitelné iba v profaze a interfaze mitotického delenia (Barros e Silva et al., 2013).
U nizsich organizmov, ako su huby, oomycety, riasy, ale aj u nahosemennych a niektorych
krytosemennych druhov z ¢el'ade Astraceae, boli najdené vsetky 4 rDNA gény Vv spolo¢nom
zoskupeni v jednej prepisovanej oblasti. V takomto pripade je 5S prepisovana z rovnakého
vlakna ako ostatné sekvencie u Ginkgo biloba (Galian et al., 2012), alebo z opa¢ného vlakna

u druhov z ¢el'ade Astraceae (Garcia et al., 2009) ¢i u Podocarpus (Garcia et Kovaiik, 2013).

Lokus 5S sa ako dvojica signalov objavuje u 58,7% krytosemennych druhov. Studia prebehla
na 784 druhoch (Roa et Guerra, 2015). 175 rodov pokryva nahosemenné aj krytosemenné
rastliny s monocentromerickymi chromozdémami. Druhy s holokinetickymi chromozémami
tvorili samostatnii skupinu. Niekol’ko druhov zo skupiny jednokli¢nolistovych vykazovali
nadpriemerne vysoké pocty 5S rDNA lokusov, ako napriklad Tulipa fosteriana 71 signalov
(Mizuochi et al., 2007), Iris juncea 30 signalov (Martinez et al., 2010). Namnozené signaly su
fragmentmi po expanzii génu po gendme. Zacina redukcia velkého poctu kopii. Skratené

formy vykazuju nefunk¢énost. Nenachadzaju sa v tol’kych opakovaniach ako funkéné gény
15
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lokusov. Bezny pocet signalov pre oblast’ 5S u krytosemennych rastlin je 2-20 (1-10 pérov)
pricom viac ako polovica druhov vykazovala signal len pre 1 par. Konkrétne pre jeden pér
lokusu 54,1 % a 25,8 % pre dva péary signalov. V porovnani s lokusom 45S su percenta
podobné pre 1 aj 2 pary signalov a to 31% (Roa et Guerra, 2012). Poukazuje to na niz$iu
disperziu 5S nez 45S. Je viditelnad negativna selekcia voci amplikbnom lokusu 5S.
Nahosemenné rastliny nevykazuju tak rozdielne pocty signalov lokusu 5S, bezne je to 2-8

signalov v gendme. U ¢elade Pinaceae su to 4 pary signalu 5S (Murray, 2013).

U niz8ich rastlin, machorastov, konkrétne u druhov Marcantia a Pelia boli najdené sekvencie
5S rDNA (Orzechowska et al., 2010), u paprad’orastov neprebehli podobné Studie. Machy,
peCeniovky a rozteky vykazuju vyrazne negativny tlak vocéi amplifikacii lokusov rDNA
(Rosato et al., 2016b).

1.1.4. Lokalizcia a usporiadanie lokusov na chromozomoch

VSeobecne sa urastlin pracuje stromi velkostami chromozomov. Velkost' sa urCuje
V najvy$Som kondenza¢nom stupni jednotlivych chromozémov. Tento jav nastava v metafaze
mitotického delenia. Dizka malych chromozémov sa udava pod 3 pm, stredné chromozomy
v rozmedzi 3 az 6 um a velké nad 6 pum. Velkost chromozdémov Casto suvisi s ich poctom
na bunku. Obr. 3a znazorfiuje rozdelenie jednotlivych ramien chromozému, kde sa vyskytuja

lokusy rDNA génov.

Z vyssie spominanej Studie (Roa et Guerra, 2015) je viditeI'na preferencia umiestnenia lokusu
5S, na monocentrickom chromozdme, na kratSom p ramienku. Nebolo tomu tak u viac ako
polovice skimanych druhov, preto sa nedaju vyvodit’ definitivne zavery. U inych tandemovo
sa opakujlcich sekvencii, ako s gény pre histény (Cabral-de Mello et al., 2011) ¢i Ul
SnRNA, nebolo zaznamenané preferencné miesto na chromozémoch (Cabral-de-Mello et al.,
2012). Lokus 5S u druhov z ¢eladi Amaryllidaceae, Fabaceae, Solanaceae, Apiaceae zaujima
vo vicSine poziciu V proximalnej ¢asti chromozomu. Terminalnu a intersticialnu oblast’ zas
zaujal u druhov z ¢eladi Poaceae a Astraceae. U nahosemennych rastlin je vyskyt lokusu 5S
na terminalnej a intersticialne subterminalnej oblasti chromozomu. Signal zasahuje viac nez
25 % ramienka chromozomu (Souza et al., 2012). Preferencia umiestnenia je primarne
na proximalnej Casti a sekundarne v terminalnej Casti chromozomu. To je podobny znak
so satelitnou DNA, ktora je Casto pericentromericka alebo terminalna (Koo et al., 2011).

V stadiach dodnes nebola potvrdena hypotéza zavislosti lokalizacie lokusov na velkosti
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chromozému. V evolucii rastlinnych genémov sa uplatiluje efekt transpozicie a velkych

prestavieb.

Lokusy 5S a45S sa vyskytuju na réznych chromozémoch, ale aj spolu na jednom
chromozome, Casto aj v tesnej blizkosti alebo na opa¢nych ramienkach (Barros e Silva et al.,
2013). Umiestnenie lokusov na réznych chromozémov nevylu€uje ich spolupracu a tesnu
blizkost’ v profaze a interfaze mitotického delenia pri stavbe NOR oblasti (Németh et al.,
2010). Ziadne velké vyhody v lokalizacii oboch lokusov na jednom chromozéme neboli
zaznamenané. Frekvencia vyskytu lokusov v tesnej blizkosti na jednom chromozéme je pre
zostavy 45S-5S 27,8 %; 5S-5S 13,5 % a 45S-45S 3,4 %. Pre zostavu 45S-5S je typické
umiestnenie na kratkom ramienku. Casto je nerozliSitelné ¢i sa jedna o jeden alebo dva
samostatné signaly v pripade rovnakych sond, ako je tomu napriklad u Hordeum vulgare
(Taketa et al., 2005). Technika fluorescen¢nej in situ hybridizacie (FISH) ma isté fyzikalne

limity pri vazbe sondy a zaznamenani signélu.

Specifickym druhom st holokinetické chromozéomy (Obr. 3b), ktoré nemaji centroméru.
Na terminalnych koncoch tychto chromozomov st Casto dva signaly. V pripade lokusu 5S
bola u 2/3 skiumanych druhov lokalizacia v terminalnej oblasti chromozomu a 100 %
terminalne umiestnenie lokusu 45S (Roa et Guerra, 2012). To sa stotoziuje s rozmiestnenim

lokusov u druhu Luzula (Heckmann et al., 2013).

a b.
p- kratke 1_:e1r:m|r::i':| I_rta: ':'hil:as{ o blact . terminalna chlast
ramienko intersticiaina terminaina oblas
intersticialna proximalna oblast
proximalna oblast
centroméra ) o
. intersticialna oblast
q- dlhé
ramienko

U ' terminalna oblast

Obr. 3: a.) Rozdelenie ramien chromozému, popis umiestnenia lokusov rDNA. b.) Holokineticky

chromozémom rozdelenie chromozému Vytvorené na zaklade popisu. (Roa et Guerra, 2015).
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1.2. Rod Trifolium

Do tretej najvacsej celade, Fabaceae (Leguminosae), vyssich kvitnticich rastlin patri rod
Trifolium zahtnajaci viac ako 255 druhov (Ellison et al., 2006). Zakladnymi znakmi tohto
rodu su trojpocetné listy, byliny jednoro¢né ¢i viacroéné, trvalky dosahujtice vysku do 50 cm
u kultirnych druhov aodréd aj viac. Kvety su malej az strednej velkosti 0,3-2,5 cm
vytvarajice ovalne ¢i Spicaté sukvetie typu hlavka. Jednotlivé kvety si simerné tvorené
zo $tyroch Casti: striezka, ¢lnok a dve kridla. Rastliny byvajd samoopelivé aj cudzoopelivé.
Po oplodneni tvoria plody obsahujuce 1 az 2 semend vynimoc¢ne viac, do 9 kusov (Zohary
et Heller, 1984).

Lokalizacia vyskytu je mierne az subtropické pasmo severnej a juZznej pologuli, so Sirokym
vySkovym zaberom. EXistuju druhy dobre adaptované na chladnd aj tepld klimu. Druhy
Z tohto rodu st schopné obyvat’ luky, prérie, lesy, polopuste, vysokohorské oblasti (Tab. 1).
Spolo¢nym rysom tychto biotopov je slnecné ziarenie, niektoré druhy su vSak schopné
prosperovat’ ina tienistom stanovisti. POvodna lokalizacia predkov, z ktorych vzisli druhy
zrodu Trifolium je v mierne teplej az subtropickej oblasti okrem juhovychodnej Azie
a Australie, kde sa d’atelina prirodzene nevyskytuje. Nazory na pdvodnt lokalizaciu vzniku sa
réznia, Zohary (1972) udava povod rodu v zapadnej Severnej Amerike a d’alSie Sirenie
po vychodnej pologuli. Taylor et al. 1979 vyslovili domnienku pdvodu rodu v Stredomorskej
oblasti, ¢o sa povazuje za pravdepodobnejSie miesto pdvodu. Faktom by mohla byt’ najvacsia
diverzita na urovni chromozémov prave v tejto lokalite, kde mohlo dochadzat’ k evoldcii
na urovni genému. Z tohto dévodu sa rozroznilo chromozdémové cislo rodu (x=8, 7, 6, 5).
Existuju aj r6zne pocty chromozomov v ramci jedného druhu ¢i sa uz jedna o diploidny alebo

polyploidny stav.

V roku 2005 bol vznik predkov rodu Trifolium stanoveny do obdobia pred 17,1 az 30,2
milionmi rokov. Stadia prebehla na zaklade chloroplastovej DNA (cpDNA) (matK, rbcL).
Mimo podrod Chronosemium bol stanoveny vznik rodu do obdobia pred 12,4 miliéna rokov,
¢o je obdobie skorého Miocénu (Lavin et al., 2005). Africké druhy su povazované
za monofyletické. V minulosti museli nastat dve disperzné udalosti smerujice
do subsaharskej Afriky ado Stredomoria. Tazko je zaclenitelny endemicky druh
z Madagaskaru. K zaradeniu druhov do fylogenetického stromu sa zacali pouzivat 2 oblasti

gendému, a to jadrového a organelového, pripadne ITS oblasti rDNA 18S-25S. V minulosti to
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boli fenotypové znaky ¢i lokalita vyskytu. Pre fylogeneticka stadiu z roku 2006 (Ellison et
al., 2006) bola pouzita nrDNA sekvencia ITS1 jej pocet a vzor. Ako organelova DNA bola
vyuzitd CpDNA, tRNA (UAA) pre aminokyselinu leucin (trnL). Tato diplomova praca

vychadza z tdajov spominanej Stadie.

Tab. 1: Lokalita vyskytu druhov zrodu Trifolium. Prevzaté a upravené (Ellison et al., 2006).
Vysvetlivky: svetové strany S (sever), J (juh), V (vychod). Posledny stipec ukazuje kolko druhov

z jednotlivych sekcii bolo vybranych na spracovanie v tejto préci.

Podrod Sekcia Lokalita vyskytu Pocet  Spracovane

druhov druhy
Chronosemium Stredomorie 20 5
Trifolium Glycyrrhizum Alpy, Kaukaz 2 0
Paramesus Stredomorie 2 2
Lupinaster V Eurdpa, Sibir 3 1
Trifolium Stredomorie, J Afrika 73 14
Trichocephalum Stredomorie 9 1
Vesicastrum Stredomorie, subsaharska 54 4
Afrika, Madagaskar
Trifoliastrum Stredomorie 20 8
Involucrarium S, J Amerika 72 4

Rozmanitost’ rodu Trifolium je vidite'na v po¢te chromozomov. Za zakladné chromozémové
&islo sa povazuje x=8, ktoré sa vyskytuje u 80% zo 185 druhov (Ansari et al., 1999). Dalej su
mozné Cisla x=5, 6, 7, rod zahinia 31 ancuploidov (Vizintin et al., 2006). Vel'ka skupinu tvoria
diploidné druhy, trvalky so zakladnym chromozémovym c¢islom x=8. Aneuploidné druhy s
x=5, 6, 7 st skor jednoro¢né byliny. Polyploidia je zas typicka pre trvalky (Zohary et Heller,
1984). Polyploidia je zndma u24 druhov, tetraploidné, hexaploidné, oktaploidné c¢i
hexadekaploidné zostavy gendmov. 11 druhov je schopnych zit' s diploidnou ale aj
aneuploidnou sadou chromozomov (Ellison et al., 2006). Aneuploidné druhy s vo vicsej
miere zastUpené v sekciach Trifolium a Trichocephalum. Takmer vObec sa nevyskytuju
v sekciach Vesicastrum, Trifoliastrum, Involucrarium podrodu Trifolium. Polyploidny typ
gendmu sa zriedka zaklada z aneuploidnych zostav, typicka je polyploidizécia z x=8. Polovica
druhov je schopna symbiotického spoluzitia s hluzovitou baktériou Rhizobium
leguminosarum biovar. trifolii (Sprent, 2001). Za jej pritomnosti je rastlina schopna viazat’

vzdusny dusik a d’alej ho spracovat’.

Vznik polyploidnych druhov je ¢astou evolu¢nou silou, ktora podporuje rozréznenie vysSich

kvitnucich rastlin (Ma et Gustafson, 2005.) Aloploidia je spdsob krizenia dvoch pribuznych
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druhov, kedy dochadza k zdvojeniu sad chromozomov. V embryu sa stretni dva gendmy
a cytoplazmy rodiCov. Nastdvaju rozsiahle prestavby gendému, umlcovanie urcitych génov
na epigenetickej urovni. Nad delenim jadra musi prevziat' kontrolu jedna oblast NOR, ktora
je vacsinou maternalneho povodu. Nerovnomerné delenie jadra, asymetricky crossing-over
moze viest k homogenizécii alebo k dominancii oblasti od jedného rodi¢a a druha je umléana.
Ciasto¢na homogenizacia bola zaznamenana u Tragopogon mirus a T. miscellus (Kovatik et
al., 2005). Nastava stav amplifikécii a delécii, ako proces prestavieb gendmu. Metylacia DNA
a histonové modifikacie st komplexom epigenetickych uprav, ktoré ovplyviiuji stav
kondenzacie chromatinu areguluju tym expresiu génov rDNA (Volkov et al., 2007).
Aneuploidia je rozsirenejs$ia nez polyploidia naprie¢ rodom. Podrod Chronosemium a sekcia
Trichocephalum  zahfnaji  aneuploidné druhy, jeden je vskupine Vesicastrum
(T. resupinatum) a Trifoliastrum (T. glomeratum). Nezavisle na sebe sa druhy z réznych
sekcii s chromozémovym po¢tom 2n=12, vyvinuli z druhov s po¢tom chromozémov 2n=14.
Evollcia na urovni chromozémov je viditelna u druhov s po¢tom chromozomov 16 aj 14

smerujucim ku niz§iemu zédkladnému chromozémovému ¢islu.

Vyznamnost d’atelin sa nedd popriet. Dnes sa d’atelina pestuje rozSirene po celom svete,
najmé ako krmovina pre hospodarske zvierata. Vyuziva sa 16 druhov s mnohymi odrodami.
Ziskat medzidruhové hybridy je pomerne naro¢ny proces. V Slachtitel'stve je potrebné

prekonat’ problémy s rozmnozovanim a ziskanim fertilnej generéacie.

1.2.1. Podrod Chronosemium

Znakom podrodu Chronosemium su zIté kvety s malymi jednosemennymi plodmi, sperené
trojdielne listy. Tieto znaky sa v podrode Trifolium nevyskytuji. Jednd sa o ro¢né druhy
bylin, okrem dvoch druhov, T. badium a T. rytidosemium. Druh T. dubium, jediny polyploid
z tejto skupiny, obyva oblast’ vychodnej Euroazie. Dost’ rozsireny je aj v severnej Amerike.
Diploidné druhy povazované za jeho predkov s T. campestre (2n=14) T. micranthum
(2n=16) obyvajuce podobné oblasti. Dlhy ¢as sa povazoval za alotetraploida 2n=28 (Vizintin
et al., 2006), az do roku 2008, kedy bol pocet chromozémov upraveny na 2n=30 (Ansari et
al., 2008). Pri sekvenovani T. dubium boli ndjdené dva typy ITS oblasti, ktoré su vel'mi
podobné so sekvenciami T. campestre a T. micranthum. Lokus 45S v dekondenzovanej forme,
plne aktivny pochadza od T. campestre, ktory je povazovany za maternalneho predka. Oblast’

pochéadzajica od T.micranthum je kondenzovana, transkripéne neaktivna. Signaly pre oblast’
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5S boli zas ovela silnejSie od sam¢ieho rodi¢a T. micranthum. Pri $tadii boli zaznamenané
u druhu T. dubium post-polyploidiza¢né zmeny smerujtce k diploidizacii genomu (Ansari et
al., 2008). Je tu preukdzané postupné zjednotenie funkénosti genému na urovni DNA
za Ucasti epigenetickych modifikacii po alopolyploidiza¢nej udalosti, ktord u tohto druhu
prebehla. Ovladnutie nového gendmu nastalo nadradenim jednej rodicovskej NOR oblasti
nad druhou. To je krok k diploidizacii gendmu organizmu. V tomto pripade je viditel'na
redukcia lokusu 45S aj na drovni DNA.

1.2.2. Podrod Trifolium

Sekcie Glycyrrhizum, Paramesus, Lupinaster

Do sekcie Glycyrrhizum patria dva druhy, ktoré su trvalé byliny. V oblasti Pyreneji je
vo velkej miere rozsireny vysokohorsky druh, T. alpinum (Lauga et al., 2009). Druha
dvoj¢lenna sekcia Paramesus zahihia druhy T. glanduliferum a T.strictum. Jedna sa 0 ro¢né
byliny, pre ktoré su typickym znakom Zlaznaté palisty. Lokalita prirodzeného vyskytu je
oblast’ Stredomoria (Ellison et al., 2006). Do sekcie Lupinaster patria tri druhy, T. lupinaster

ma viacero chromozémovych zostav.

Sekcia Trifolium

Skupina Trifolium je najpocetnejsiu sekciou z rodu Trifolium, zahfna najviac druhov. Je to
najrozmanitejSia skupina. Zakladné chromozomové cisla sa x=5, 6, 7, 8 genomy su
v diploidnom i polyploidnom stave, jedna sa o trvalky aj ro¢né druhy. Do tejto sekcie patri
T. pannonicum, ktory je polyploidnou trvalkou rasticou na stepiach strednej a vychodnej
Eurépy. Ma& podobna trnL sekvenciu s d’alsimi dvomi druhmi zo skupiny, T. patulum

a T. squamosum.

Sekcia Trichocephalum

Sukvetie druhov zo sekcie Trichocephalum je tvorené velkym poctom striedajiicich sa
fertilnych a sterilnych kvetov. Typickou ¢rtou je vysoko $pecificky mechanizmus §irenia
semien, geokarpia. Stonka neslca kvet sa ohyba k zemi, semené dozrievajd a uvoltuju sa az

v pbde. Do tejto skupiny patria T. subterraneum (2n=8x=16) T. israeliticum (2n=6x=12)
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a u nich nastala vyrazna $pecializacia v pocte chromozémov. Dodnes neboli objasnené pric¢iny
tejto udalosti. Najblizsim predkom T. israeliticum bol druh s 12 chromozémami (Falistocco et
al., 2013). Druh T. subterraneum je diploidny ro¢ny druh 2n=16 povodom zo Stredomoria
a bezne rozsireny do miernych oblasti zdpadnej Eurdpy. Pred viac nez 100 rokmi bol umelo
dovezeny do Australie, kde je dnes vyznamnou krmovinou, ktora je schopna sama kazdoro¢ne
obnovovat’ pasienky. Druh T. israeliticum ma viac endemicky charakter viazany na oblast’
vychodného Stredomoria. NOR oblast sa nachddza na satelitnych chromozémoch
s viditelnym sekundarnym zazenim. V strednej oblasti dlhého ramienka u T. israeliticum
adruhy par zas na kratSom ramienku terminalnej oblasti iného paru chromozomov.
U T. israeliticum bola zaznamenand vyrazna expanzia lokusu 5S ato az na 5 zo 6 parov
chromozémov do pericentromerickej oblasti. T. subterraneum ma len 1 pér tohto lokusu.
Analyzou NTS oblasti lokusu 5S a porovnanim medzi druhmi, bolo potvrdené zaradenie
druhov do jednej sekcie. Boli zaznamenané aj zriedkave substiticie C na T a G na T. Podobné

odchylky sa vyskytuju aj u poddruhov skimanych druhov.

Sekcia Vesicastrum

Patria sem druhy vyskytujice sa v oblasti subsaharskej Afriky. Tato skupina nie je
monofyleticka a jej povod nie je Uplne jasny. Preto nemusi byt fylogeneticky strom presny

(Ellison et al., 2006). Kalichy kvetov maja oblickovity tvar.

Sekcia Trifoliastrum

Do sekcie Trifoliastrum patria euroazijské druhy, medzi ktoré patri aj vyznamna celosvetovo
roz8irena bylina, datelina biela T. repens (2n=4x=32) povazuje sa za alotetraploida.
Genetické analyzy DNA a pomocné techniky FISH, gendmova in situ hybridizacia (GISH)
ukazuju na diploidnych predkov T. pallescens (2n=16) a T.occidentale (2n=16). Zaznamenana
bola podobnost’ sekvencie intronu chloroplastovej trnL s T. pallescens a ITS jadrovej DNA
s T. occidentale. Vysledkom je medzidruhovy hybrid T. repens, horského druhu T. pallescens,
obyvajuceho nadmorské vysky aj 1800 m.n.m. (Raffl et al., 2008) a primorského druhu T.
occidentale. Dnesné druhy su si sice morfologicky podobné, ale geneticky odlisné natol’ko, ze
Ziju na Uplne rozdielnych stanoviskach a krizenie medzi nimi dnes nedava plodné potomstvo.
K overeniu pribuznosti boli pouzit¢ sondy GISH zT. pallescens, kde NOR oblasti

nevykazovali hybridizaciu. Predkom bol pravdepodobne blizky pribuzny dnesnému druhu T.
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pallescens. V pripade T. occidentale bola hybridizacia v oblasti telomeér, centromér aj NOR
oblasti (Williams et al., 2012). V modernej populacii T. repens bola jedna dvojica neslca

oblast’ NOR eliminovana z genomu.

Sekcia Involucrarium

Typickym znakom tejto skupiny je pévod na zapadnej pologuli. Vztahy v ramci skupiny nie
st uplne vyjasnené. Nejasné je rozsSirenie v Amerike. V tejto sekcii sa objavuje najvacsi pocet

polyploidnych druhov, 10.
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2. CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Hlavnym cielom mojej diplomovej prace bolo stadium variability lokusov ribozdmovej
DNA z pohladu umiestnenia a poctu, v gendmoch 39 planych druhov z rodu Trifolium
na cytogenetickej drovni. Druhou ulohou bola molekularna analyza in silico
u osekvenovanych druhov rodu Trifolium a pribuznych druhov z ¢el'ade Fabaceae z volne

dostupnych Udajov z databazy GenBank.

Ciele diplomovej prace sa daji zhrnat’ do nasledujtcich bodov:
1. Cytogeneticka analyza
a. Overenie po¢tu chromozémov u jednotlivych druhov d’atelin
b. Lokaliz&cia a pocet lokusov 5S a 45S rDNA pomocou fluorescencnej in situ
hybridizacie
2. Molekularna analyza
a. Bioinformatickym  pristupom porovnat’  prepisované a neprepisované
medzerniky v ramci lokusov rDNA u osekvenovanych druhov z ¢elade

Fabaceae.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Rastlinny material

V praci bolo pouzitych 39 planych druhov datelin rodu Trifolium. Semiacka st povodom

z troch génovych bank (Tab. 2).

Tab. 2: Zoznam druhov Trifolium a zdroje semien.

Druh Banka Identifikaéné ¢islo
T. aureum L. R 1370500014

T. campestre Schreb. G TRIF 97

T. dubium Sibth. G TRIF 1128

T. badium Schreb. NZ AZ4518, AZ159
T. micranthum Viv. NZ AZ2026

T. lupinaster L. G TRIF 271

T. strictum L. G TRIF 109

T. glanduliferum Boiss. NZ AZ6880

T. subterraneum L. G TRIF 259

T. montanum L. G TRIF 152

T. nigrescens Viv. G TRIF 56

T. repens L. G TRIF 170

T. glomeratum L. G TRIF 136, 142
T. thalii Vill. NZ AZ6833

T. pallescens Schreb. NZ AZ6429

T. occidentale Coombe NZ 0CD1210,0CD50
T. uniflorum L. NZ AZ7031

T. microcephalum Pursh. G TRIF 244

T. amabile Kunth. NZ AZ4517

T. microdon Hook. & Arn. NZ AZ6256

T. chilense Hook. & Arn. NZ AZ1759

T. spumosum L. R 1370500086

T. spumosum L. NZ AZ198

T. hybridum L. G TRIF 191

T. fragiferum L. G TRIF 1140

T. resupinatum L. G TRIF 1134

T. purpureum Loisel. G TRIF 143

T. pannonicum Jacq. G TRIF 8

T. cherleri L. G TRIF 135

T. hirtum All. G TRIF 213

T. hirtum All. NZ AZ6762

T. bocconei Savi. G TRIF 81, 93, 40
T. arvense L. R 13T0500032

T. ligusticum Balb. ex Loisel. G TRIF 137
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T. stellatum L. G TRIF 252

T. rubens L. G TRIF 33, 211
T. medium L. G TRIF 179, 201
T. alpestre L. G TRIF 210

T. squamosum L. G TRIF 68

T. diffusum Ehrh. G TRIF 250

T. pallidum Waldst & Kit G TRIF 253

Vysvetlivky: R- génova banka VURV, v.v.i. Praha Ruzyng; G- Gatersleben IPK, Nemecko;
NZ- AgResearch, Novy Zéland.

3.2. Pouzité chemikalie

3.2.1. Cytogeneticka analyza

e 2x CTAB: 2% cetyltrimetylamoniumbromid (CTAB), 100mM Tris (pH 8,0), 20mM
EDTA (pH 8,0), 1,4M NacCl, 1% polyvinylpyrolidol (PVP, Mr 40000)

e 10% CTAB: 10% CTAB, 0,7M NacCl

e CTAB precipita¢ny pufor: 1% CTAB, 50mM Tris (pH 8,0), 10mM EDTA (pH 8,0)

e High-salt TE pufor: 10mM Tris (pH 8,0), ImM EDTA (pH 8,0), 1M NaCl

e Carnoyova fixaz: 96% etanol a 99% k. octova v pomere 3:1
e 10x citratovy pufor: 100mM k. citrénova a 100mM citrat sodny v pomere 2:3, pH 4,8

e roztok pektolytickych enzymov v citratovom pufry: 0,3% pektinlyaza (Sigma), 0,3%

celulaza (Sigma), 0,3% cytohelikaza (Sigma) v 1x citratovom pufry
e 20x SSC: 3M NaCl, 300mM citrat sodny (pH 7,0)
e RNaza: 100 pg/ml DNase-free ribonuclease A (AppliChem)

e Roztok pepsinu (vyslednd koncentracia 100 pg/ml) mieSame z 50 pl pepsinu

s koncentréciou 0,1 g/ml s 50 ml 10 mM HCI
e Hybridiza¢ny pufor 77% stringencia: 50% formamid a 10% dextran sulfat v 2x SSC
e 20% formamid v 2x SSC, pH 7,0 (stringencia 64)

e AT pufor: 4x SSC/Tween; 4x SSC, 0,05% Tween-20 (Sigma - Aldrich)
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e blokovaci roztok: 5% bovinny sérovy albumin (Sigma) a 0,2% Tween-20 v 4x SSC

e zmes protilatok: Cy3-streptavidin (Amersham GE Healthcare) o vyslednej koncentrécii
1:750 a Anti-digoxigenin-fluorescein (Roche) o vyslednej koncentracii 1:250 v TNB

pufry

e TNB pufor: 100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl, 0,5% Blocking Reagent (Roche)

e TNT pufor: 100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl, 0,05% Tween-20

3.2.2. Molekularna analyza

e 50x TAE: 20 ml 2M Tris, 5 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
e Etidiumbromid: 1 g etidiumbromidu v 100 ml ddH20
e Elu¢ny pufor: 10mM Tris-HCI, pH 8,5

3.3. Cytogeneticka analyza

3.3.1. lzolacia DNA

Izolacia celkovej gendmovej DNA (gDNA) prebehla u rastlin Arabidopsis thaliana
a T. pratense odroda Tatra na neskorSie vyuzitie pri vyrobe sondy. Pri izolacii gDNA bolo
pouzité 100 mg nastrihanych listov zamrazenych v tekutom dusiku, ktoré boli skladované
pri teplote -72 °C. Pouzita metdda bola izolacia gDNA metédou CTAB (Rogers et Bendich,
1988). Homogenizécia zmrazenych listov prebehla v tekutom dusiku, kedy bolo pridanych
140 pl 2x CTAB zahriateho na 65 °C. Po premieSani prebehla inkubacia 5 mindt vo vodnom
kapeli na 65 °C. Nasledovalo pridanie 210 ul chloroformu, premie$ana suspenzia bola
centrifugovana 30 sekund na 12 000 rpm. Odobral sa supernatant o objeme 120 ul a pridalo sa
12 pl 10 % roztoku CTAB zohriateho na 65 °C. Po premiesani sa pridalo 120 pl chloroformu
s néslednou centrifugiciou 30 spri 12 000 rpm. 100 pl odobratého supernatantu bolo
zmieSané so 100 pul CTAB precipitacného pufru. Po premieSani prebehla centrifugéacia pri
14 000 rpm na 60 s. Supernatant bol odstraneny a k peletu bolo pridanych 50 ul High-salt TE
pufru. Zmes sa po premiesani inkubovala 10 minut vo vodnom kuapeli pri 65 °C. Po uplynuti
¢asu bolo pridanych 100 pl 96 % etanolu vychladeného na -20 °C. Nasledovala centrifugacia
v chladiacej centrifuge pri 4 °C na 14 000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant bol

odpipetovany. Postup sa potom opakoval s 50 pl 80 % etanolu. Pelet sa nechal vyschnut’ pri
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laboratornej teplote po dobu 30 minat a potom bol rozpusteny v40 pl ddH.O. Takto
vyizolovanda DNA sa uchovala v chladnicke pri teplote 2-8 °C. Koncentricia a Cistota
vyizolovanej gDNA bola zistena spektrofotometricky na pristroji NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, USA)

3.3.2. Fluorescen¢na in situ hybridizacia

Protokol k technike FISH bol prevzaty z prace Lysaka a Mandakovej (Lysak et Mandakova,
2013) a upraveny k vyrobe preparatov z koreniovych $piciek.

Pestovanie rastlin

Pre ziskanie korienkov pre d’alSie spracovanie bolo vyuzitych niekol’ko postupov pestovania.

1) Klasickym pristupom bolo kli¢enie semien na Petriho misk&ch s navlhé¢enym filtraCnym
papierom. Misky boli zaistene parafilmom proti vyparovaniu vody. Vyklic¢ené rastliny boli
presunuté do zeminy, perlitu s MS médiom alebo priamo odobraté do eppendorfiek s vodou
na d’alsie spracovanie. Pri odbere boli rastliny vytiahnuté z perlitu a odobrali sa korienky.

Podobne sa spracovali aj korienky z rastlin pestovanych v zemine.

2) Vysev semien na mediu (Murashige et Skoog, 1962) s phytagélom prebiehal na Petriho
miskach. Sterilizacia semien prebehla vo flowboxe. Do 1,5 ml eppendorfky sa k semiatkam
pridalo 200 ul 70 % etanolu a 600 ul ddH.O. Patkrat sa premyli ddH2O. Pridalo sa 200 ul
SAVA zriedeného s vodou 1:1 anechalo sa posobit’ 5 minut. Sestkrat sa premyli sterilnou
vodou anasledne sa premyté semena so zvySkom kvapaliny naniesli na Petriho misku
s gélom. Misky zaistené parafilmom sa nechali 24 az 48 hodin v chlade, potom sa umiestnili

do kultiva¢nej miestnosti s fotoperiddou 16/8.
Daldim spdsobom je priamy odber alebo presun rastlin do perlitu & zeminy. Pri pestovani

na perlite sa aplikoval 20% roztok MS meédia. Pre urychlenie odberu a skratenie ¢asu rastu

rastlin do Standardnych rozmerov boli zvolené skorsie odbery, aj hned’ po vykli¢eni semien.
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Priprava korenovych $piciek

Odobraté korienky zakon¢ené bielou Spickou boli prenesené do eppendorfiek s ddH.O
a umiestnené na noc na lad pre synchroniziciu mitéz. Druhy den bola voda vymenena
za Carnoyovu fixaz, treti deit sa vymenila za nova fixaz a korienky sa uskladnili v mraze
-20 °C. Pred pouzitim boli korienky oplachnuté na 10 minat v ddH.O. Potom sa korienky
premyli v 1x citratovom pufri na 5 minat. Korenové $pic¢ky boli odrezané a presunuté do 0,5
ml eppendorfky s 30 pl roztoku pektolytickych enzymov v citratovom pufri. Dalej boli vzorky
inkubované pri 37 °C po dobu 80-100 minut. Eppendorfky s natravenymi korienkami sa
zvortexovali az do vytvorenia homogénnej suspenzie. Pridalo sa 470 ul ddH2O aznovu
sa vzorky zvortexovali, centrifugovali sa pri 10 000 rpm po dobu 2 minat. Odpipetoval sa
supernatant a k peletu bolo pridanych 470 ul 96 % etanolu, zvortexovalo sa a znovu prebehla
centrifugécia po dobu 2 minut pri 11 000 rpm. Resuspendéacia peletu prebehla v 96 % etanole

v pomere 10 pl na 1 sklo.

Vyroba a prezeranie preparatu

Vodny kupel’ bol predhriaty na 55-60 °C, prikryty alobalom a obratenym lievikom. Pripravili
sa dve fixaze prva je v pomere 400 ul 96 % etanolu s 130 ul 99 % kyseliny octovej a druha je
silnejSia v pomere 240 pl 96 % etanolu a 130 pul 99 % k. octovej. Na cisté podlozné sklo sa
nakvapkalo 10 pl suspenzie a nechala sa rovnomerne rozprestriet. Ked’ boli viditeI'né bicle
krystaly pridala sa prva fixaz. Priblizne po 30 sekundach je fixaz odparend, preparat sa
zoberie stranou so vzorkou nad vodny ktpel’ do vySky 10-15 ¢cm nad ukoncenim obrateného
lievika. Okamzite sa kvaplo na preparat 5 ul druhej fixaze. Po 5 sekundach sa preparéat
presunul nad vodnu paru asi na 3 sekundy. Preparat schol vol'ne na vzduchu. Takto pripravené

preparaty sa uskladiuja v chladnicke.

Pre vyber skla na d’alSie spracovanie sa na sklo napipetovalo 10 pl Vectashieldu s DAPI
(Vector Laboratories, H-1200), prikrylo sa krycim sklom 22x22 mm a pozorovalo sa pod
fluorescenénym mikroskopom (Olympus BX 51). Overila sa pritomnost’ cytoplazmy, pocet
mitdz vo faze profazy ¢i metafazy. Po prezreti preparatov sa krycie sklo striaslo a preparéat sa
postupne omyval v ddH>0O, dvakrat v 2xSSC roztoku a nasledne sa odvodioval vzostupnou
alkoholovou, etanolovou radou 70 %, 90 % a 96 %, v kazdom roztoku po dobu 3-5 minut

a vol'ne uschol pri laboratornej teplote.
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Pb6sobenie RNazou a pepsinom

Vybrané preparaty sa premyvaju dvakrat v 2xSSC. Na velké krycie sklo 24x50 mm sa
napipetovalo 100 pl roztoku RNazy v pomere 1:9 s ddH.O. Podlozné sklo sa polozi na krycie
arychlo sa obratia. Pri tomto procese by nemali vzniknit® bubliny, inak sa odstrafiuju
pbdsobenim preparacnej ihly na povrch krycieho skla. Takto pripravené preparaty sa umiestnili
do vihkej komdrky a inkubovali sa pri 37 °C 1 hodinu. Prudkym pohybom sa striaslo krycie
sklo a preparaty sa omyli dvakrat v 2xSSC po 5 minut, nasledne v predhriatom pepsine na
37°C oobjeme 50 ml, presne na 5 mindt. Znovu sa dvakrat omyli v 2xSSC. Nasledne
prebehla postfixacia preparatov v 4x formaldehyde v 2xSSC na 10 minat. Premyli sa dvakrat
v 2xSSC a odvodnili vzostupnou etanolovou radou 70 %, 90 %, 96 %. Nechali sa volne
uschnat. Skld boli po tomto kroku pripravené na nanesenie sondy a skladovali sa

V chladnicke.

Priprava k vyrobe sondy FISH:

Priprava sondy pre oblast’ 5S prebehla na zaklade sekvencie rDNA z GenBank. Primery boli
navrhnuté (Tab. 3) z rastliny T. repens (AF072692.1). Po polymerazovej retazovej reakcie
(PCR) bol Usek dlhy 117 bp (Obr. 5). Druha sonda pre lokus 25S, ktory je sti¢astou oblasti
45S, bola vytvorena na zaklade sekvencie rDNA z A. thaliana (X52320.1), primery (Tab. 3).
Usek po amplifikacii mal 899 bp (Obr. 5).

Sekvencia lokusu 5S v smere 5 ->3°

CCACGCTAGTATGGTCGTGATT 22
LEEEErrrr e
1 AGGTGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGCA 50
51 GTTAAGCGTGCTTGGGCGAGAGTAGTACTAGGATGGGTGACCTCCTGGGA 100
I
CT
101 AGTCCTTGTGTTGCACCT 118
LEETEEETT e
TCAGGAACACAACGTGGAG 21

Cast’ sekvencie génu 25S v smere 5'->3

AAGGGTGACAGGGACAGATGATA 23
CEETTEErr e e e
1 TTCCCACTGTCCCTGTCTACTATCCAGCGAAACCACAGCCAAGGGAACGG 50
51 GCTTGGCAGAATCAGCGGGGAAAGAAGACCCTGTTGAGCTTGACTCTAGT 100
101 CCGACTTTGTGAAATGACTTGAGAGGTGTAGGATAAGTGGGAGCTTCGGC 150
151 GCAAGTGAAATACCACTACTTTTAACGTTATTTTACTTACTCCGTGAATC 200
201 GGAGGCCGGGGTACAACCCCTGTTTTTGGTCCCAAGGCTCGCTTCGGCGG 250
251 GTCGATCCGGGCGGAGGACATTGTCAGGTGGGGAGTTTGGCTGGGGCGGC 300
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301 ACATCTGTTAAAAGATAACGCAGGTGTCCTAAGATGAGCTCAACGAGAAC 350

351 AGAAATCTCGTGTGGAACAAAAGGGTAAAAGCTCGTTTGATTCTGATTTT 400
401 CAGTACGAATACGAACCGTGAAAGCGTGGCCTATCGATCCTTTAGACTTC 450
451 GGAATTTGAAGCTAGAGGTGTCAGAAAAGTTACCACAGGGATAACTGGCT 500
501 TGTGGCAGCCAAGCGTTCATAGCGACGTTGCTTTTTGATCCTTCGATGTC 550
551 GGCTCTTCCTATCATTGTGAAGCAGAATTCACCAAGTGTTGGATTGTTCA 600
601 CCCACCAATAGGGAACGTGAGCTGGGTTTAGACCGTCGTGAGACAGGTTA 650
651 GTTTTACCCTACTGATGCCCGCGTCGCGATAGTAATTCAACCTAGTACGA 700
701 GAGGAACCGTTGATTCGCACAATTGGTCATCGCGCTTGGTTGAAAAGCCA 750
751 GTGGCGCGAAGCTACCGTGCGCTGGATTATGACTGAACGCCTCTAAGTCA 800
801 GAATCCGGGCTAGAAGCGACGCATGCGCCCGCCGCCCGATTGCCGACCCT 850
851 CAGTAGGAGCTTAGGCTCCAAAGGCACGTGTCGTTGGCTAAGTCCGTTC 899
PEEEEEErrrr e
CAGCAACCGATTCAGGCAAG 21

Obr. 5: Sekvencie T. repens (lokus 5S), A. thaliana (lokus 25S), ktoré boli vyuzité k navrhnutiu

primerov na vyrobenie sond pre lokusy 5S a 25S. Znazornenie oblasti vazby primerov.

Tab. 3: Prepis primerov v jednotnom smere, ktoré boli pouzité na vyrobu sondy 5S a 25S, na zaklade

sekvencii z GenBank.

Primery Smer Dizka (nt) 5 >3 Tm (°C)
F 22 GGT GCG ATC ATACCAGCACTAA 62
>S R 21 GAG GTG CAA CAC AAGGACTTC 61
F 23 TTC CCACTG TCC CTG TCT ACT AT 63
255 R 21 GAA CGG ACT TAG CCAACG ACA 61

K priprave sondy pomocou PCR bolo potrebné namiesat’ jednotlivé komponenty reakcie
na jednu reakciu: 6,3 pl sterilna ddH>O 18MQ.cm; 0,2 ul 10 mM dNTPs mix; 2 ul 5x Green
GoTag® Reaction Buffer; 0,2 pl 50 pmol/ul F primer aj R primer; 0,1 pl 5 U/ul GoTaq®
DNA polymerase; 1 pl 20 ng/ul gDNA. PCR prebieha v Termocyklery (Biometra) pri cykle:
95 °C-5 min, 40x 95°C -30 s; 68 °C-30 s; 72 °C-30 s a 72°C -5min pripadne 4°C na 24 hod.
Dalsim krokom bola elektroforéza na 3 % agar6zovom géli s etidiumbromidom. Vzorky
po PCR boli vizualizované na géli, nasledne boli bloky s produktom 5S a 25S vyrezané z gélu
a d’alej spracované. Extrakcia z gélu bola urobena za pomoci komeréného kitu QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN). Po odmerani koncentracie a absorbancie sa eppendorfky
uskladnili. V pripade potreby prebehlo preéistenie, purifikdcia. Adekvatne k objemu vzorky
bola pridana 1/10 objemu 3M octanu sodného (pH 5,2) a 2-2,5 objemy vychladeného 96 %
etanolu. Takto pripravené vzorky sa vortexovali a inkubovali pri -20 °C 1 hodinu.

Centrifugacia v chladiacej centrifdge pri 4 °C na 13 000 rpm 20 minat. Odstranil sa
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supernatant a pridal sa rovnaky objem schladeného 70 % etanolu. Znovu prebehla
centrifugécia pri 4 °C na 13 000 rpm 2 minQty. Zvysky etanolu sa nechali voI'ne odparit’, pelet
sa potom rozpustil v destilovanej vode alebo v elu¢nom pufri. Odmerala sa koncentrécia

a absorbancia, DNA sa d’alej pouzila na vyrobu sondy.

Vyroba sondy FISH

Sondy sa rozpustili v ddH2O na koncentraciu 100 uM. Rovnaky objem komplementarnych
oligonukleotidov sa zamiesal do 250 ul eppendorfky. Umiestnili sa do termocykleru a zahriali
sa na 95°C po dobu 5 minat. Eppendorfky sa nasledne rychlo presunuli do 400 ml vody
o teplote 90°C. Voda vychladla na teplotu 30 °C. Vysledné denaturované oligonukleotidy boli
skladované pri -20°C. Sondy boli znaené pomocou nick-translaéného kitu 25S
digoxigeninom (zelene) a 5S biotinom (¢ervene). Na znacenie sondy bolo potrebnych 1000 ng
DNA na 16 pl ¢o je minimalna pouzitel'nd koncentracia. Pridalo sa 4 ul nick-translaéného
mixu (Roche), premiesalo a sto¢ilo. Dalej sa inkubovalo pri 15°C 90 min(t v cyklery. Po tejto
inkub&cii sa sondy preniesli na I'ad areakcia bola zastavena pridanim 1 ul 0,5M EDTA

zahriatim na 65 °C na 10 minat. Potom sa sondy uskladnili pri -20 °C.

Hybridizacia sondy FISH a detekcia signalov

Pri hybridizacii sondy sa namiesala hybridiza¢na zmes s vyslednym objemom 25 ul na jedno
sklo. Pridalo sa 12,5 pl 100 % formamidu; 2,5 pl 20xSSC; 5 ul 50 % dextran sulfatu; 3 pl
ddH2O; 1 ul sondy 1 (zelena, 100 ng DNA); 1 ul sondy 2 (Cervena, 100 ng DNA). Sonda sa
denatururovala pri 96 °C 10 minat. Premiestnila sa do -20 °C na 2 minuty. Cely objem sa dal
na vybrany preparat, prikryl sa krycim sklom 24x24 mm , ktoré bolo ramované lepidlom
FixoGum. Preparaty sa denaturovali na platnicke pri 80 °C na 2 minaty. Takto spracované

skla sa umiestnili do vlhkej komorky, inkubacia prebehla pri 37 °C minimalne na 12 hodin.

Vsetky roztoky pouzité pri omyvani nenahybridizovanych sond boli umiestnené v digestori
vo vodnom Kkupeli pri teplote 42 °C. Lepidlo bolo zo skla odstranené pomocou pinzety
a krycie sklo strasené. Preparaty boli na 3 minuty umiestnené dvakrat do 2xSSC. Nasledne
boli premyté dvakrat v 20 % formamide s 2xSSC a v 4x SSC/Tween pufri (4T). Na preparat
bolo pridanych 50 ul blokovacieho roztoku, prikryté krycim sklom 24x46 mm a inkubované

vo vihkej komérke pri 37 °C na 30 minat. Preparaty sa oplachli dvakrat v 4T pufri a tento kréat
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uz po tme sa na Skla dali protilatky, ktoré nesti fluorescenénu znacku a prikryli sa krycim
sklickom 24x24 mm. Inkubéacia vo vihkej komorke trvala 1-2 hodiny. Od tohto kroku sa
pracovalo vtme. Preparaty sa omyli v TNT pufri na 5 minat a odvodnili sa vzostupnou
etanolovou radou 70 %, 90 %, 96 % v kazdom po dobu 3 minut. Nechali sa vol'ne vyschnat
anasledne sa aplikovalo 12 pl Vectashieldu s DAPI. Preparaty boli pozorované
fluorescenénym mikroskopom Olympus BX-51 pri zvdéSeni okuldr x objektiv
10x40=400krat. Fotografie boli spracované aupravené pomocou softwaru Adobe®
Photoshop® CS6 Extended.

3.4. Analyza in silico

V Casti spracovania bioinformatickych udajov in silico boli vyuzité sekvencie vybranych
usekov gendmu ITS1, ITS2, NTS a gén pre rRNA 5S. Sekvencie boli ziskané z databaze
GenBank, ktord je pod NCBI (The National Center for Biotechnology Information)
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/. Sekvencie roznych druhov z ¢el'ade Fabaceae vratane druhov
z rodu Trifolium boli ulozené vo formate FASTA. Celkovy pocet spracovanych sekvencii bol
277, 116 pre ITS1, 117 pre ITS2 a k analyze oblasti lokusu 5S bolo vyuzitych 44 sekvencii.
Zoznam pouzitych sekvencii so zdrojovymi kodmi je uvedeny v prilohe (Priloha 1-4).
Po vytvoreni konsenzualnych sekvencii v softwari Unipro-UGENE http://ugene.net/ boli
sekvencie porovnavaneé prilozenim dvoch nukleotidovych sekvencii v EMBL-EBI (EMBOSS
Needle, Pairwise Sequence Alignment, nucleotide) https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss

needle/nucleotide.html. Vyhodnotena bola percentualna podobnost’ prilozenych sekvencii.
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4. VYSLEDKY

4.1. Cytogeneticka analyza

Pracovala som s korefiovym materidlom 26 druhov odobratych vrokoch 2013 a2014.
Nésledne sa vzorka doplnila o d’alsich 13 druhov, ktoré boli pestované a odobraté v rokoch
2017 a 2018. Vo vysledku som u 27 druhov opakovane vyrabala preparaty 1 az 8-krét u 12
druhov to bolo 9 az 19-krét. V priemere to vychadza na kazdy druh na 8 opakovani. Pri
kazdom opakovani sa vyrobilo 3-5 skiel v priemere zo 6 korenovych Spiciek. Pri vyrobe
preparatov bolo pouzitych okolo 200 korenovych $piciek pochadzajuacich v priemere od 10-15
rastlin pre kazdy skamany druh. Najmenej opakované boli vzorky od druhov T. campestre, T.
nigrescens, T. microdon, T. pallidum (1-3 opakovania), naopak najviac opakovani (16-19)
bolo u druhov T. lupinaster, T. repens, T. purpureum, T. pannonicum. Optimalizaciou sa
podarilo ziskat’ dostato¢ny pocet hodnotitelnych mitoz aj pre tieto druhy. Vzorky z viacerych

rastlin jedného druhu boli odobrate do jednej eppendorfky.

Pri spracovani vzoriek, pripravenych suspenziou korenovych $piciek, bolo ¢asto zlozité najst’
vyhovujlci stav mitdéz. Na preparatoch sa vo velkom pocte vyskytovali interfazne jadra,
mitozy v Stadiu metafaze, profaze sa na preparatoch vyskytovali v nizsich poctoch v priemer
3-5 mit6z, vynimoc¢ne viac. V Tab. 5 a 6 je uvedeny pocet vyhodnotenych mitdéz, minimalne
10 pouzitenych mit6z. U niektorych druhov nebol ziskany takyto pocet metafaznych jadier,

aj napriek dostatoénému poctu opakovani vyroby preparatov.

4.1.1. Hodnotenie po¢tu lokusov 5S a 25S rRNA a ich lokalizacie

Hodnotila sa velkost’ a podet chromozémov u jednotlivych testovanych druhov d’atelin. Co sa
tyka velkosti chromozdémov zvdcSa to boli stredné, pripadne velké chromozoémy, len
vynimo¢ne malé. Vetky mitdzy neboli v rovnakom stupni kondenzécie chromatinu. Velkost
chromozomov bola uréena na zaklade mikroskopickej mierky pri zvi¢seni 400x. Dalej boli
hodnotené pocty chromozomov u jednotlivych druhov. Na z&klade fotografii ziskanych
technikou FISH boli vytvorené tabul’ky zhriujiice vysledky (Tab. 5 a 6) 0 pocte a lokalizacii
lokusov rDNA.
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Rod Trifolium sa deli na dva podrody, podrod Chronosemium a Trifolium. V ramci menej
pocetného podrodu Chronosemium bolo Studovanych 5 druhov. Takmer u vSetkych druhov sa
podarilo ziskat’ viac ako 10 hodnotitelnych mit6z so stabilnym poctom chromozomov
(Tab. 5). Druh T. aureum (Obr. 6-a, b) m& umiestnenie 2 lokusov 25S a 4 lokusov 5S na
jednom pére chromozémov, jedna sa o diploidny druh x=7, 8. Druh T. campestre (Obr. 6-C)
ma taktiez 14 chromozdémov. Umiestnenie 2 lokusov 5S a 2 lokusov 25S je na samostatnych
chromozémovych paroch. Podobné usporiadanie lokusov méa aj T. badium (Obr. 6-d), ktory
ma este na viac 2 lokusy 25S na inom chromozémovom pére. Druhy typ usporiadania
uT. badium (Obr. 6-e) je totozny s usporiadanim T. campestre. Alotetraploidny druh
T. dubium (Obr. 6-f) ma 30 chromozémov so samostatnym usporiadanim 4 lokusov 25S
a4 lokusov 5S na r6znych chromozémoch. Usporiadanie na rdéznych chromozémoch méa

aj T. micranthum (Obr. 6-g) v pocte 2 lokusov 25S a 2 lokusov 5S.

Podrod Trifolium je deleny do 8 sekcii v praci su zahrnuté druhy zo 7 sekcii (Tab. 1). Sekcia
Trichocephalum s diploidnym druhom. Sekcia Lupinaster bola zastupena rovnomennym
druhom T. lupinaster (Obr.7-a, b) v tetraploidnej podobe s poc¢tom chromozomov 32
a minoritne na 5 hodnotenych mitozach s po¢tom chromozémov 28. Umiestnenie lokusov je
spolu na 4 chromozdémoch po 4 lokusy 5S a 25S a d’alsie 4 lokusy 5S sa nachadzaja na inych
chromozomovych paroch. Druh T. subterraneum (Obr. 7-c) patri do sekcie Trichocephalum.
Lokalizacia 4 lokusov 25S a2 lokusov 5S umiestnenych na réznych chromozémov. Oba
druhy z dvojélennej sekcie Paramesus su diploidné 2n=16, zhoduju sa v pocte 2 lokusov 25S.
2 lokusy 5S su u druhu T. glanduliferum umiestnené spolu s lokusmi 25S na jednom
chromozémovom pére. Dalsie 2 lokusy 5S s na inom chromozémovom pare (Obr. 7-d),
v druhom pripade si to 3 lokusy 5S (Obr. 7-e). Umiestnenie na dvoch rdznych

chromozomovych paroch s 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S u druhu T. strictum (Obr. 7-f).
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Obr. 6: Vysledky z cytogenetickej analyzy lokusov 5S (Cervene) a lokusov 25S rDNA (zelene)
technikou FISH, podrod CHRONOSEMIUM. a) T. aureum 14 chromozémov, 4 lokusy 5S a 2 lokusy
25S spolu na 2 chromozémoch; b) T. aureum 16 chromozémov, 4 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2
chromozémoch; ¢) T. campestre 14 chromozdmov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na r6znych chromozémoch;
d) T. badium 14 chromozémov, 2 lokusy 5S a 4 lokusy 25S na réznych chromozémoch; €) T. badium 14
chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na réznych chromozémoch; f) T. dubium 30 chromozémov, 4
lokusy 5S a 4 lokusy 25S na réznych chromozdmoch; g) T. micranthum 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2
lokusy 25S na rdéznych chromozdmoch.
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Obr. 7: Vysledky z cytogenetickej analyzy lokusov 5S (Cervene) a lokusov 25S rDNA (zelene)
technikou FISH, podrod TRIFOLIUM (sekcie Lupinaster a, b; Trichocephalum c; Paramesus d, e, f).

a) T. lupinaster 32 chromozémov, 8 lokusov 5S a 4 lokusy 25S spolu na 4 chromozomoch ostatné lokusy
5S na r6znych chromozémoch; b) T. lupinaster 28 chromozémov, 8 lokusov 5S a 4 lokusy 25S spolu na 4
chromozémoch ostatné lokusy 5S na réznych chromozémoch; ¢) T. subterraneum 16 chromozémov, 2
lokusy 5S a 4 lokusy 25S na réznych chromozémoch; d) T. glanduliferum 16 chromozdmov, 4 lokusy 5S
a2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch dalsie 2 lokusy 5S na réznych chromozémoch; e) T.
glanduliferum 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch d’alsie 3 lokusy 5S
na roéznych chromozémoch; f) T. strictum 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na roznych
chromozdmoch.

Sekcia Vesicastrum zahina diploidné druhy T. fragiferum, T. hybridum, T. resupinatum
a T. spumosum s prevazujucim chromozémovy Ccislom x=8 (Obr. 8-a, b, d, e, f)
T. resupinatum existuje aj v zostave x=7 (Obr. 8-c). Lokalizacia lokusov je pomerne
jednoznacna a typicka takmer pre vSetky skimané druhy. Oba lokusy 5S a 25S sa nachédzaju
na jednom pare chromozomov, ¢i sa uz jednd o umiestnenic na opacnych ramienkach
chromozomov, alebo v tesnejSej blizkosti. Vynimkou vtomto pripade je T. spumosum
(Obr. 8-e). Oba lokusy pre 25S aj 5S nachadzaju na jednom chromozémovom pére. Tento
druh ma na viac este 2 lokusy 5S, ktoré st na inom chromozémovom pare. Variantou
umiestnenia lokusov v ramci tohto druhu (Obr. 8-f) su 2 lokusy 25S a 2 lokusy 5S na r6znych

chromozémovych paroch.
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Obr. 8: Vysledky z cytogenetickej analyzy lokusov 5S (Cervene) a lokusov 25S rDNA (zelene)
technikou FISH, podrod TRIFOLIUM (sekcia Vesicastrum). a) T. fragiferum 16 chromozdmov, 2
lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch; b) T. hybridum 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2
lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch; c) T. resupinatum 14 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S
spolu na 2 chromozémoch; d) T. resupinatum 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2
chromozémoch; e) T. spumosum 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch
a d’alie 2 lokusy 5S na inych chromozomoch; f) T. spumosum 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy
25S na 2 réznych chromozémoch.

Najviacsou skupinou v ramci podrodu Trifolium je prave sekcia Trifolium. Rozmanitost je
vidite'na na Grovni zdkladného chromozomového ¢isla, ale aj v ramci usporiadania a poc¢tu
lokusov rDNA. Dva rdzne pocty lokusov 5S 10 a 11 boli zaznamenané u druhu T. alpestre
(Obr. 9-a, b) pricom lokus 25S sa nachadza spolu na jednom chromozomovom pére. Ostatné
lokusy 5S su na inych chromozomoch. Rovnaké usporiadanie 2 lokusov 5S a 2 lokusov 25S
na samostatnych chromozomoch maju tri d’alsie druhy, T. arvense x=7 (Obr. 9-c), T. bocconei
x=6 (Obr. 9-d), T. diffusum x=8 (Obr. 9-e). Usporiadanie 6 lokusov 5S a 2 lokusy 25S na
jednom chromozémovom pare je viditelné u T. hirtum (Obr. 9-f). Dalsim druhom z 10
chromozémami je T. cherleri (Obr. 9-h), u ktorého prevladaju lokusy 25S vyskytujlce sa
na kazdom chromozéme ana jednom péare je aj lokus 5S. Lokalizacia oboch lokusov
na jednom chromozémovom pare je u T. ligusticum (Obr. 9-g, i). Druh T. pallidum (Obr. 9-))

ma oba lokusy na jednom chromozoémovom pare adalsie 2 lokusy 5S na inych
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chromozémoch. Standardné umiestnenie 2 lokusov 5S a2 lokusov 25S samostatne je
u T. purpureum (Obr. 9-k). O dva lokusy 5S viac ma T. pallidum (Obr. 9-1) s rovnhakym
umiestnenim ako T. purpureum, podobne ako aj T. squamosum (Obr. 9-m) a T. stellatum
(Obr. 9-n, 0). Polyploidné druhy T. medium (Obr. 9-p) ma umiestnenie 12 lokusov 25S a 8
lokusov 5S na réznych chromozémoch a T. pannonicum (Obr. 9-g) méa 30 lokusov 5S z ¢oho

na 16 chromozomoch st spolu s nimi aj lokusy 25S.

Predposlednou sekciou rodu Trifolium, ktorou sa zaoberdm v mojej préci, je skupina
Trifoliastrum. Bolo spracovanych 8 druhov, z ktorych je 6 diploidnych a 2 tetraploidné s x=8.
V tejto skupine prevlada umiestnenie 2 lokusov 5S a 2 lokusov 25S oddelene u T. glomeratum
a T. montanum (Obr. 10-a, b). Druh T. nigrescens ich ma& umiestnené spolu na jednom
chromozomovom péare (Obr. 10-c). Dva typy umiestnenia su udruhu T. occidentale
(Obr. 10-d, e) pricom jeden je zhodny s T. nigrescens a na Obr. 10-d st eSte na viac d’alSie 2
lokusy 5S na inych chromozémoch. Zakladné umiestnenie ma druh T. thalii (Obr. 10-f) po 2
lokusy 5S aj 25S na rbznych chromozomoch. Tetraploid T. repens ma na jednom
chromozomovom pare oba lokusy a d’alsie 2 alebo 1 lokus 5S na inych chromozémoch
(Obr. 10-g, h). Diploid x=8 T. pallescens (Obr. 10-i) m& oba lokusy na jednom
chromozomovom pare, T. uniflorum (Obr. 10-j) ma navySeny pocet tohto usporiadania

lokusov a to na 2 pary.
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Obr. 9.: Vysledky z cytogenetickej analyzy lokusov 5S (Cervene) a lokusov 25S rDNA (zelene)
technikou FISH, podrod TRIFOLIUM (sekcia Trifolium). a) T. alpestre 16 chromozémov, 10 lokusov

5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozomoch d’alsich 8 lokusov 5S na inych chromozdmoch; b) T.alpestre
16 chromozémov, 11 lokusov 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch d’alsich 9lokusov 5S na inych
chromozémoch; c) T. arvense 14 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na 2 réznych chromozdmoch;
d) T. bocconei 12 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 r6znych chromozémoch; e) T.
diffusum 16 chromozomov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na 2 réznych chromozémoch; f) T. hirtum 10
chromozémov, 6 lokusov 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch; g) T. ligusticum 12 chromozémov,
2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na 2 r6znych chromozémoch; h) T. cherleri 10 chromozémov, 2 lokusy 5S
a 10 lokusov 25S spolu na 2 chromozdmoch oba lokusy a d’alsich 8 lokusov 25S na inych chromozémoch;
i) T. ligusticum 14 2 lokusy 5S a2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch; j) T. pallidum 16
chromozémov, 4 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch a 2 lokusy 5S samostatne na inom
chromozémovom péare; k) T. purpureum 14 chromozémov, 2 lokusy 5S a2 lokusy 25S na rbznych
chromozémoch; 1) T. rubens 16 chromozémov, 4 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na réznych chromozémoch; m)
T. squamosum 16 chromozémov, 4 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na r6znych chromozdmoch; n) T. stellatum
12 chromozémov, 4 lokusy 5S a2 lokusy 25S na rbéznych chromozémoch; o) T. stellatum 14
chromozémov, 4 lokusy 5S a 2 lokusy 25S na réznych chromozémoch; p) T. medium 84 chromozémov, 8
lokusov 5S a 12 lokusov 25S na réznych chromozémoch; q) T. pannonicum 128 chromozémov, 30
lokusov 5S a 16 lokusov 25S spolu na 16 chromozémoch a d’alSich 14 lokusov 5S na inych
chromozdmoch.
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Obr. 10.: Vysledky z cytogenetickej analyzy lokusov 5S (Cervene) a lokusov 25S rDNA (zelene)
technikou FISH, podrod TRIFOLIUM (sekcia Trifoliastrum). a) T. glomeratum 16 chromozémov,2
lokusy 5S a 2 lokusy 25S na 2 réznych chromozémoch; b) T. montanum 16 chromozémov, 2 lokusy 5S
a 2 lokusy 25S na 2 réznych chromozémoch; c) T. nigrescens 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy
25S spolu na 2 chromozémoch; d) T. occidentale 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2
chromozémoch a d’alsie 2 lokusy 5S na inych chromozdmoch; e) T. occidentale 16 chromozémov, 2
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lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozdmoch; f) T. thalii 16 chromozémov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy
25S na 2 rdznych chromozdmoch; g) T. repens 32 chromozémov, 4 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2
chromozomoch a 2 lokusy 5S na inych chromozémoch; h) T. repens 32 chromozémov, 3 lokusy 5S a 2
lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch 1 lokus 5S na inom chromozéme; i) T. pallescens 16
chromozomov, 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch; j) T. uniflorum 32 chromozémov, 4
lokusy 5S a 4 lokusy 25S spolu na 4 chromozémaoch.

Poslednu sekciu Involucrarium tvoria najma americké druhy. Skupinu Involucrarium
zastupuju 4 diploidné druhy x=8. Skupina vykazuje vel'mi r6znorodé¢ usporiadanie lokusov.
Dva druhy, T. amabile a T. microcephalum maji dva typy usporiadania lokusov. Jedno
usporiadanie T. amabile je po 2 lokusy 5S a 25S na r6znych chromozémoch (Obr. 11-a).
Druhy typ je umiestnenie oboch lokusov na jednom chromozémov pare a este d’alsi par
lokusov 25S na inych chromozomoch (Obr. 11-b). Podobne aj druh T. chilense (Obr. 11-c) ma
oba lokusy v tesnej blizkosti na jednom chromozomovom pére a d’alsie 2 lokusy 5S na inom
pare. Na Obr. 11-d T. microcephalum sa na kazdom chromozoéme nachadzaju spolu oba
lokusy 5S aj 25S, na dalSom Obr. 11-e je tomu tak len ulokusu 5S ana jednom
chromozémovom pare je spolo¢na lokalizacia s lokusom 25S. Posledny druh z tejto sekcie je

T. microdon (Obr. 11-f), kde na jednom chromozémovom pare st oba lokusy 5S aj 25S.
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Obr. 11.: Vysledky z cytogenetickej analyzy lokusov 5S (Cervene) a lokusov 25S rDNA (zelene)
technikou FISH, podrod TRIFOLIUM (sekcia Involucrarium). a) T. amabile 16 chromozémov 2 lokusy
5S a 2 lokusy 25S na réznych chromozdmoch, b) T. amabile 16 chromozémov 4 lokusy 5S a 2 lokusy 25S
spolu na 2 chromozdémoch a 2 lokusy 5S na inom pare chromozémov, c) T. chilense 16 chromozémov 4
lokusy 5S a2 lokusy 25S spolu na 2 chromozdmoch a 2 lokusy 5S na inom pare chromozémov, d) T.
microcephalum 16 chromozoémov 16 lokusov 5S a 16 lokusov 25S spolu na vSetkych chromozomoch, €)
T. microcephalum 16 chromozémov 16 lokusov 5S a 2 lokusy 25S spolu na 2 chromozémoch a 14 lokusov
5S na ostatnych chromozémoch samostatne., f) T. microdon 16 chromozémov 2 lokusy 5S a 2 lokusy 25S
spolu na 2 chromozémoch.

Tab. 5: Pocet mitdz, chromozdémov a lokusov 25S a 5S a ich umiestnenie na chromozémoch u druhov

podrodu Chronosemium rodu Trifolium.

Pocet
Druh chromozémy mitézy lokus 25S lokus 5S Lokalizacia signalov
T.aureum 14 12 2 4 A
16 11 2 4 A
T. campestre 14 12 2 2 B
T. dubium 30% 13 4 4 B
T. badium 14 34 2 2 B
14 12 4 2 B
T. micranthum 16 9 2 2 B

Vysvetlivky: - alotetraploid 2n=4x=30; A- oba lokusy spolu na rovnakych chromozdmoch; B- lokusy
sU oddelene umiestnené na réznych chromozémoch.

Tab. 6: Pocet mitdz, chromozomov a lokusov 25S a 5S a ich umiestnenie na chromozémoch u druhov

podrodu Trifolium rodu Trifolium rozdelenych do 7 $tudovanych sekcii.

. Pocet Lokalizacia
Sekcia / Druh chromozémy mitézy lokus 25S lokus 5S signélov
Sekcia TRICHOCEPHALUM
T. subterraneum 16 15 4 2 B
Sekcia TRIFOLIUM
T. purpureum 14 10 2 2 B
T. pannonicum 128° 3 16 30 C
T. cherleri 10 25 10 2 C
T. hirtum 10 19 2 6 A
T. bocconei 12 16 2 2 B
(nie je obr.) 14 4 2 2 B
T. arvense 14 14 2 2 B
T. ligusticum 12 9 2 2 B

14 8 2 2 B
T. stellatum 12 5 2 4 B
14 4 2 4 B
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T. rubens 16 12 2 4 B
T. medium 64° 10 8 12 B
T. alpestre 16 13 2 10 C
16 12 2 11 C
T. squamosum 16 16 2 4 B
T. diffusum 16 16 2 2 B
T. pallidum 16 13 2 4 C
Sekcia VESICASTRUM
T. spumosum 16 11 2 2 B
16 4 2 4 C
T. hybridum 16 16 2 2 A
T. fragiferum 16 12 2 2 A
T. resupinatum 14 6 2 2 A
16 16 2 2 A
Sekcia TRIFOLIASTRUM
T. montanum 16 18 2 2 B
T. nigrescens 16 15 2 2 A
T. repens 324 10 2 4 C
32 2 2 3 C
T. glomeratum 16 12 2 2 B
T. thalii 16 19 2 2 B
T. pallescens 16 10 2 2 A
T. occidentale 16 10 2 4 C
16 4 2 2 A
T. uniflorum 32¢ 13 4 4 A
Sekcia INVOLUCRARIUM
T. microcephalum 16 11 16 16 A
16 28 2 16 C
T. amabile 16 2 4 2 C
16 1 2 2 B
T. microdon 16 3 2 2 A
T. chilense 16 10 2 4 C
Sekcia LUPINASTER
T. lupinaster 32¢ 34 4 8 C
28° 5 4 8 C
Sekcia PARAMESUS
T. strictum 16 23 2 2 B
T. glanduliferum 16 10 2 5 C
16 3 2 4 C

Vysvetlivky: °- hexadekaploid 2n=16x=128; °- oktaploid 2n=8x=64; ®- tetraploid 2n=4x=32;
®- tetraploid hypoteticky 2n=4x=28; A- vietky lokusy spolu na rovnakych chromozoémoch; B- lokusy
sU oddelene umiestnené na réznych chromozémoch; C- oba lokusy na rovnakom pare chromozomov
a ostatné lokusy st oddelene lokalizované na odlisnych chromozémoch.
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Z pohladu umiestnenia lokusov som zaznamenala viacero typov lokalizacie 5S a 25S oblasti.
Vzdjomné poloha oboch lokusov na jednom pare chromozémov je v 5 typoch (Obr. 12-A, C,
E, F, G). Spolu takéto postavenie lokusov malo 21 z 38 posudzovanych genémov druhov
rodu Trifolium, uktorych bolo mozné jednoznacne uréit lokalizaciu lokusu na zéklade
ziskanych fotografii. V ramci lokusu 25S je viditelna preferencia umiestnenia na
chromozéme do proximalnej oblasti a do okolia centroméry pripadne este do terminalnej,
satelitnej, intersticidlne terminalnej oblasti kratkeho ramienka chromozému. Bolo tomu tak
u 20 z 38 posudzovanych genémov druhov. U lokusu 5S sa tazsie urovalo, ¢i sa jedna
0 terminalnu  oblast’ kratkeho alebo dlhého ramienka. Lokalizacia Vv terminalnej
a intersticialne terminalnej oblasti bola Castejsia u 23 gendmov, umiestnenie v proximalnej

Casti chromozému U 6 zo Studovanych genémov; Tab.7 .

0805
0a800e

Obr. 12: Zhodnotenie variant lokalizacie lokusov 5S a 25S na 32 druhov, na 38 analyzovanych
gendmov zrodu Trifolium. Vysvetlivky: zelene lokus 25S, Cervene lokus 5S, ZIto oba lokusy

v prekryve.

46



Tab. 7: Vyhodnotenie vyskytu jednotlivych typov umiestnenia lokusov 5S a 25S na chromozdmoch

38 genémov druhov z rodu Trifolium.

Druh Pocet Typ umiestnenia lokusov na chromozéme
chromozémov. “A™ B C D E F G H | J K L M
T. aureum 14 2
T. aureum 16 2
T. campestre 14 2 2
30 4 4
T. badium 14 2 2
32 4 4
T. strictum 16 2 2
T. subterraneum 16 2 2 2
T. nigrescens 16 2
32 2 2
T. glomeratum 16 2 2
T. thalii 16 2 2
T. pallescens 16 2
T. occidentale 16 2
T. occidentale 16 2 2
Tonifonm w2 :
T. chilense 16 2 2
T. microdon 16 2
T. spumosum 16 2 2
T. spumosum 16 2 2
T. hybridum 16 2
T. fragiferum 16 2
T. resupinatum 14 2
T. resupinatum 16 2
T. purpureum 14 2 2
10 8 2
10 2
T. arvense 14 2 2
T. ligusticum 14 2 2
T. rubens 16 2 2 2
T. alpestre 16 2 8
T. alpestre 16 2 9
T.squamosum 16 2 2 2
T.diffusum 16 2 2
T.pallidum 16 2 2
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Vysvetlivky: Zltou farbou st podfarbené druhy 2n=14, zelenou 2n=12, modrou 2n=10 a ruzovou
tetraploidné druhy 2n=4x=32/30/28.

4.2. Sekvenéné vyhodnotenie medzernikovych sekvencii a 5S rDNA

V bioinformatickej Casti som sa zamerala na spracovanie udajov z vol'ne dostupnej databazy
GenBank. Pre oblast’ lokusu 45S som si vybrala vnutorné prepisované medzerniky, 1TS1
aITS2. Porovnala som konzervovanost a dizku tychto usekov. Z vysledkov priloZeni
sekvencii je vidite'né, ze ITS1 je konzervovanejsia a to najméa v zaciato¢nej oblasti sekvencie,
prvych 60 nukleotidov. V oblastiach ITS1 alTS2 je viditelnd velka variabilita naprie¢
druhmi z ¢el'ade Fabaceae. Vo velkej miere nepodliehaji konzervovanosti, su pod vplyvom
evoliicie. Zmeny st tak vyrazné, ze su povazované za jeden z markerov pri divergencii
druhov a zostrojovani fylogenetickych stromov. Pri porovnani konsenzuélnej sekvencie
Trifolium k modelovym rastlinnym organizmom A. thaliana aOryza sativa je vysSia
sekven¢na zhoda, ako pri porovnani konsenzualnej sekvencie druhov z ¢elade Fabaceae
k modelovym druhom. To je spdsobené tym, ze sekvencie v rdmci rodu Trifolium sU si viac
podobné nez sekvencie réznych rodov patriacich do ¢elade Fabaceae. Je to désledok
evolu¢nej pribuznosti vramci rodu. Oblast kodujuca gén pre 5S rRNA je vysoko

konzervovana, ¢o spiiia o¢akavania. V tomto pripade ani vyrazné zmeny nie st pripustné.

4.2.1. Oblast’ ITS1

Oblast’ ITS1 je prvym vnatornym prepisujucim sa medzernikom, nachadzajicim sa medzi
kodujucimi oblastami pre 18S a 5.8S. Z rodu Trifolium bolo spracovanych 57 sekvencii, ktoré
boli dlhé 191 nt (T. subterraneum) az 241 nt (T. dasyphyllum). Pri zhode na 95 % boli najviac
konzervované nukleotidy na pozicii 1-11, 13, 14, 22, 30, 31, 40, 45, 50. Dalej som porovnala
55 sekvencii roznych druhov z ¢elade Fabaceae. Boli vybrané rdzne druhy z rodov Arachis,
Astralagus, Cicer, Galega, Glycine, Lathyrus, Lens, Medicago, Melilotus, Ononis,
Parachetus, Trigonella a Vicia (Priloha 1). S isekom dlhym od 188 nt (Ononis viscosa subs.
breviflora) az po 263 nt (Lathyrus palustris subs. pilosus). Konzervovanost’ pri identite 95 %
bola iba na 1., 13. nt. ldentita konsenzualnych sekvencii po priloZeni sekvencii bola 78,8 %
(205/260 nt) (Obr. 13). Prebehlo aj porovnanie sekvencii k modelovym druhom. Sekvencia

ITS1 voéi A. thalina je s konsenzualnou sekvenciou Fabaceae podobna na 44,3 % a oproti
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konsenzudlnej sekvencii Trifolium je to 45,1 %. V pripade porovnania sekvencii O. sativa
voc¢i konsenzuélnej sekvencii Fabaceae bola zhoda 38,4 % av porovnani so sekvenciou
Trifolium je zhoda 43,1 % (Tab. 8). Kulturny druh T. pratense vykazoval zhodu 91,7 %
s konsenzuélnou sekvenciou rodu Trifolium a so sekvenciou druhov z ¢el'ade Fabaceae bola
zhoda 73,7 %.

Fabaceae 1 tcgatgccttacatgecagtccaacacgtgaataagttitgaacacatacgg 56

Trifolium 1 tcgatgccttacatgcagaccaacacgtgaatcagtttgaacacataggg 58

51 tggpgcttgaggtottccacacctegectcacctctgotttoggpooopac lea
LT EPEEE R e e e e e e e e e - FeEe e e e - e

51 ttggtttpaggtettcaacaccteggcttgcctetgsttepgagetesac 188

181 gacaaagggcnttctocctoccccgocaaaaaacaaaccccggcgetgaatg 156

181 gacgaagtgcgttctectttgtgecaaaacacaaaccoccggcgetgaate 158

151 cgtcaaggaaattasattttgctctgagcgcacccgeatggraccggaga 288

151 cgtcaaggaatttaaaatttgctctgagcgcacctacatagcaccggaga 288

201 cgegttttgggegeeptttttttttaaanaatataat-tanaatgactctc 249

281 cggtttttgtgcgggttgtogttctga--cacataatatagaa-------- 248
258 ggcaacggat 259

241 - 248

Obr. 13: Porovnanie konsenzualnych sekvencii pre oblast’ ITS1 sekvencia Fabaceae ku Trifolium
spp. Spracované EMBL-EBI (Needle, Pairwise Sequence Alignment, nucleotides). V pripade zhody je
medzi oproti leZiacimi nukleotidmi zvisla Ciara, ak je zmena nukleotidu nachadza sa tam bodka,
pritomnost’ n Vsekvencii znamenda, ze miesto je tak variabilné, Ze nebolo mozné vyhodnotit

preferenciu jedného zo Styroch nukleotidov na danej pozicii.
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Tab. 8: Percentualna zhoda sekvencii ITS1 v porovnani konsenzuéalnych sekvencii rodu
Trifolium a ¢el'ade Fabaceae k modelovym druhom A. thaliana (dvojkli¢nolistové), O. sativa

(jednokli¢nolistové) a kultirnemu druhu T. pratense.

Porovnanie Zhoda (%)
A. thaliana ku konsenzuélnej sekvencii Trifolium 45,1 (144/319 nt)
A. thaliana ku konsenzualnej sekvencii Fabaceae 44,3 (147/332 nt)
O. sativa ku konsenzualnej sekvencii Trifolium 43,1 (118/274 nt)
0. sativa ku konsenzualnej sekvencii Fabaceae 38,4 (117/305 nt)
T. pratense ku konsenzuélnej sekvencii Trifolium 91,7 (220/240 nt)
T. pratense ku konsenzuélnej sekvencii Fabaceae 73,7 (196/266 nt)

4.2.2. Oblast ITS2

Usek 1TS2 sa nachadza medzi kodujucimi génmi pre 5.8S a25S, ktory je po prepise
vystrihnuty. Tato oblast’ je sucast'ou polycistronického génu, lokus 45S. Pre analyzu oblasti
ITS2 bolo zrodu Trifolium spracovanych 57 sekvencii (Priloha 2) sdizkou od 196 nt
(T. globusum, T. isrealiticum, T. strain, T. panciflorum, T. pilulare) az po 237 nt (T. repens).
Identita pri 90% bola len v pozicii 19., 20. nt. Z ¢el'ade Fabaceae bolo spracovanych 56
druhov s dizkou sekvencie od 179 nt (Lathyrus tukhtensis) az po 234 nt (Trigonella kotschyi).
Pri nastaveni zhody 90 % neboli ndjdené Ziadne zhodujuce sa oblasti. Pri 75 % to boli nt
v pozicii 2, 8, 9. PriloZenie konsenzualnych sekvencii Fabaceae ku Trifolium je viditeI'né
na Obr. 14, sidentitou 71,9 % (166/231 nt). V Tab. 9 je ukézand zhoda po porovnani
so sekvenciami modelovych druhov. Sekvencia A. thalina je s konsenzualnou sekvenciou
Fabaceae podobna na 43,7 % avoci konsenzualnej sekvencii Trifolium je to 44,0 %.
V pripade porovnania sekvencie O. sativa bola zhoda o nieCo nizSia voci konsenzualnej
sekvencii Fabaceae 36,6 % a voc¢i sekvencii Trifolium to bolo 40,2 % (Tab. 9). Pridala som
aj porovnanie ku kultirnemu druhu T. pratense, ktory je zo sekcie Trifolium zhodu s rodom

v tomto Useku vykazuje na 88,4 % a s ¢el'ad’'ou 67,1 %.
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Fabaceae 1 atcgaagcctcctgccaatttocttttgattge---tgttctgggtegag a7

Trifolium 1 atcgaagcctcttgccaatttcctattgataggtattgtgcagggtgaat 50

48 gttggtctcccgtnecgctettntegtnttgtegttiggttegaaattnaaac 97

51 gttggcctcccgtgagctccatcgtctcatggttgegttgaaaatcgagac 1lee

98 gttegstgepoooopengtoataaaagetestegptetest--geacgagac 145
AVEET e e e etk FEererrr

181 cttggtagggtgtoccatgatagatgotg--getotgttacgcacgagac 148

146 caa-tcatgngctgctntattganttttgectetttttecectatgegtt 194

149 caagtcatgtgctgctctattgaatttatcctcttitacccacatgegtt 198

195 tttntacgctegtga------ tgnnnnnnga 219

199 tctasacgctcgtgacgctcgtga------- ZZH

Obr. 14: Porovnanie konsenzualnych sekvencii pre oblast’ ITS2 sekvencia Fabaceae ku Trifolium.
Spracované EMBL-EBI (Needle, Pairwise Sequence Alignment, nucleotide). V pripade zhody je
medzi oproti leZiacimi nukleotidmi zvisla Ciara, ak je zmena nukleotidu nachadza sa tam bodka,
pritomnost’ n Vv sekvencii znamena, ze miesto je tak variabilné, Ze nebolo mozné vyhodnotit’

preferenciu jedného zo Styroch nukleotidov na danej pozicii.

Tab. 9: Percentualna zhoda sekvencii ITS2 v porovnani konsenzuélnych sekvencii rodu Trifolium
acelade [Fabaceae k modelovym druhom A. thaliana (dvojkli¢nolistové), O.  sativa

(jednokli¢nolistové) a kultrnemu druhu T. pratense.

Porovnanie Zhoda (%)
A. thaliana ku konsenzualnej sekvencii Trifolium 44,0 (114/259 nt)
A. thaliana ku konsenzualnej sekvencii Fabaceae 43,7 (110/252 nt)
O. sativa ku konsenzualnej sekvencii Trifolium 40,2 (119/296 nt)
O. sativa ku konsenzualnej sekvencii Fabaceae 36,6 (107/292 nt)
T. pratense ku konsenzuéalnej sekvencii Trifolium 88,4 (199/225 nt)
T. pratense ku konsenzuéalnej sekvencii Fabaceae 67,1 (159/237 nt)
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4.2.3. Kodujica oblast’ lokusu 5S a NTS neprepisujuci sa medzernik

Oblast’ génu 5S rDNA je pomerne krétka, ale pritom vel'mi konzervovana naprie¢ réznymi
druhmi. Tento Gsek som porovnavala u 20 druhov z elade Fabaceae (Priloha 3). Dizka
jednotlivych sekvencii bola 117 az 120 nt. Pri identite 100 % sa len ojedinele vyskytovali
jednonukleotidové zameny (Obr. 15), kde sa jednalo skor o tranzicie. Prilozend konsenzualna
sekvencia voci sekvencii A. thaliana bola zhodnd na 93,5 % (115/123 nt) a v porovnani
s O. sativa 93,4 % (113/121 nt). Pri porovnani s kultdrnym druhom T. pratense bola zhoda
eSte vyssia 98,3 % (118/120 nt), ¢o sa dalo oCakavat’.

Neprepisujtici sa medzernik medzi génmi 5S rRNA vykazoval niz$iu zhodu po priloZzeni 20
sekvencii druhov z ¢elade Fabaceae (Priloha 4), podobne ako oblast ITS2. Rozpitie
sekvencii bolo 159 (Pisum sativum) az 234 nt (Astragalus membranaceus). Po porovnani
konsenzualnej sekvencii NTS k sekvencii A. thaliana bola zhoda 28,3 % (124/438 nt) a so
sekvenciou O. sativa bola zhoda 23,1 % (73/316 nt), najvyssia zhoda tohto tseku 46,9 %
(114/243 nt) bola so sekvenciou T. pratense.
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Obr. 15: Prilozenia konsenzuélnej sekvencie 20 druhov z ¢el'ade Fabaceae k sekvenciam kultdrneho

druhu T. pratense a k modelovym druhom A. thaliana a O. sativa.
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5. DISKUSIA

Rod Trifolium patri do tretej najvacsej cel'ade krytosemennych rastlin, Fabaceae. Tato ¢el'ad’
je vyznamna z hl'adiska vel’kého poctu kultarnych ale aj okrasnych druhov. V praci som sa
zamerala na spracovanie Udajov o jednej z najdolezitejSich organel v kazdej zivej bunke,
ktorou je ribozém. Sklada sa z malej a velkej podjednotky a spolu s komplexom d’alsich
pomocnych proteinov preklada geneticki informaciu ulozenU Vv jadre bunky. Ribozémova
DNA je jedna z najlepsie preskimanych a stale studovanych oblasti DNA. Volne dostupna
databadza (http://www.plantrdnadatabase.com/) zhiiia informéacie z publikacii o0 pocte
a lokalizécii lokusov 5S a 18-5.8-25S rDNA (999 publikacii ku dnu 2.5.2018). Databaza
pokryva niz$ie, vy$Sie, nahosemenné aj krytosemenné druhy. Po celadiach Poaceae (753)
a Astraceae (424) je celad’ Fabaceae druhmi najviac zastUpend 396. Ja som sa Vv praci
zamerala na rod Trifolium na pocet a lokalizciu lokusov 5S a25S, ktory je stéastou

polycistronického génu 45S u 39 planych druhoch.

Rastlinny material pouzity v diplomovej praci bol vypestovany zo semien, ktoré pochadzali
z troch génovych bank. Podla zamerania §tadii sa vyuzivaju aj volne rastice rastliny,
ako tomu bolo u rastlin druhu T. alpinum rastucich v Pyrenejach (Lauga et al., 2009) a Cistus
heterophyllus (Rosato et al., 2016a). Pracuje sa s korenovymi Spi¢kami odobratymi tesne
po vykli¢eni semena (Peng et al., 2016), postup pestovania na agarovom géli a vysadenie
do zeminy s pieskom bol zvoleny u Phalaris z ¢el'ade Poaceae (Winterfeld et al., 2018). Ja
som pracovala s viacerymi moznostami pestovania rastlin a odberu korenovych Spiciek.
Za najefektivnejsi sposob kultivacie povazujem pestovanie najskér na Petriho miskach
s médiom a nasledne rast na perlite s vyzivnym MS médiom. Spracovala som aj cerstvo
vykli¢ené koretiové Spicky ¢i uz narastené na filtracnom papieri alebo na géli. Klic¢ivost’
semien z genovych bank bola pomerne nizka okolo 10-20 %. Odber rastlinného materialu
prebiehal od marca do oktobra. Za najvhodnejSie obdobie pre spracovanie materialu
povazujem m4j a jun. V tychto mesiacoch bolo viac jadier v mitotickom stave. Je to obdobie
najintenzivnej$ieho rastu aj u vol'ne rasticich rastlin. Rastliny boli pestované v laboratornych

podmienkach pri dlhej fotoperidde.

V priebehu odberu je taktiez viacero postupov spracovania korenovych $piciek. Pri inkubacii
vzoriek sa vyuZivaju chemikalie, 2-4 mM 8-hydroxychinoline (Ansari et al., 1999; Rosato et
al.,, 2016a; Peng et al., 2016), 1,4-dichlorobenzén (Aguilera et al.,, 2016) alebo
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1-bromonaftaléne (Falistocco et al., 2013). Ja som Kk synchronizacii mitéz vyuzivala odber
korenového materialu do destilovanej vody a inkubaciu na T'ade, ako tomu bolo aj v praci
(Winterfeld et al., 2018). Dalsim krokom ukazdého spominaného postupu je fixacia

v Carnoyovej fixazi.

Vzorky sa spracovali ako suspenzia korenovych $piciek, inym postupom je roztlak vzorky
na podloznom skle (Falistocco et al., 2013). Po spracovani a vyhodnoteni preparatov som
zistovala pocet mitoticky aktivnych jadier. Vo velkom zastGpeni boli jadra v interfaze
v priemere na 50 interfaznych jadier pripadalo 1 metafazne jadro. Samozrejme sa vyskytovali
jadra v inom $tadiu mitotického delenia. Za vel'mi dobry preparat bolo povazované sklo z 10
aviac metafaiznymi jadrami. Pri¢inou nedostatku mitotickych jadier v metafazi
aj po viacndsobnom opakovani vyroby preparatov mohlo byt roc¢né obdobie odberu
korenového materialu a bunkové delenie nebolo optimalne. K synchronizacii mitdéz sa

vyuzivaji postupy spominané pri odbere korenovych Spiciek.

Medzi tlohy diplomovej prace patri overenie po¢tu chromozémov u vybranych druhov z rodu
Trifolium. Velkost' chromozémov bola stredna az velka, ako aj u druhov Canavalia z ¢el'ade
Fabaceae, kde prevladali velké chromozomy (She et al., 2017). U vsetkych druhov sa mi
podarilo overit’ Gdaje 0 po¢te chromozémov uvedeneé v literatdre (Ellison et al., 2006), avsak
u troch druhov som zistila aj iny pocet chromozémov. Konkrétne to bolo utroch druhov
T. lupinaster (sekcia Lupinaster), ktory ma bezne 16, 32 ¢i 48 chromozomov (Ellison et al.,
2006), ¢o st nasobky zakladného chromozémového ¢isla 8. Overila som pocet 2n=4x=32 na
34 hodnotenych metafaznych jadrach u d’alsich 5 jadier sa vyskytol poéet chromozdémov 28.
To by poukazovalo na tetraploida odvodeného od x=7. Kontaminacia pri odbere nebola
mozna, S druhom ktory by mal 28 chromozémov som nepracovala. Mohlo by sa jednat
0 mozaicizmus V po¢te chromozémov, avSak ind odchylka od poctu 32 nebola zachytena.
Dalsim druhom je T. stellatum (sekcia Trifolium), kde som napoéitala 12 aj 14 chromozémov
pri ¢om literarne zdroje udavaju pocet 12 chromozomov (Ellison et al., 2006) alebo 16
chromozomov (Salimpour et al., 2008). Poslednym druhom je T. aureum (podrod
Chronosemium), ktory mal pocet chromozomov 14 (Ellison et al., 2006) aj 16 (Salimpour et
al., 2008). Z udajov z roku 2011 ma tento druh v diploidnom stave 16 chromozémov (Giri et
al., 2011). Podobné zavery boli zaznamenané v praci z roku 2008 u lokalne sa vyskytujucich
druhov z rodu Trifolium v Irdne (Salimpour et al., 2008). Druh T. angustifolium ma v tejto

praci 12 chromozémov ¢o sa lii od 16 chromozémov zistenych v praci autorov Marhold et
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Feliner (2006). Druh T. resupinatum ma 14, 16 aj 32 chromozémov podla autorov Ellison et
al. (2006), v pracach z rokov 2008 a 2012 v Turecku je uvedeny pocet 16 chromozomov
(Salimpour et al., 2008; Uslu, 2012). Ja som v ramci tohto druhu vyhodnotila poéty 14 aj 16.
Rozdielnost’ v poéte chromozémov jedného druhu v tomto pripade, nie je vobec vynimo¢na.
Jedna sa o bezne vyskytujlci sa jav. Lokalne populacie na réznych krajinnych tUzemiach sa
moézu odliSovat v pocte chromozémov v génome jedného druhu. Rozlicné pocty
chromozémov boli ziskané aj u druhov podrodu Xiphium z rodu Iris, z Gzemia Pyrenejského

polostrova a severozdpadnej Afriky (Martinez et al., 2010).

Umiestnenie lokusov pre rDNA je velmi variabilné, méZzu sa vyskytovat samostatne
na rdznych chromozémoch, ale aj spolu na jednom pare chromozdémov voci sebe v réznych
poziciach. U cel'ade Fabaceae bola v roku 2012 urobena analyza lokalizacii rDNA lokusu
25S u 100 druhov patriacich do tejto ¢elade. V proximalnej ¢asti chromozému je to 50 %
signalov, intersticidlne proximdlna oblast’ 8 %, intersticialne terminalna 6 %, termindlna
oblast’ 19% a Usek celého ramienka chromozomu 17 % (Roa et Guerra, 2012). Na zéklade
mojej prace mdzem potvrdit, ze lokus 25S ma urodu Trifolium preferenéné umiestnenie
do proximélnej a intersticialnej oblasti, menej bol lokalizovany v terminalnych oblastiach
chromozémov. Pripadne pokryva aj velku cast’ celého jedného ramienka chromozému co
odpoveda percentudlnemu zastupeniu v spominanej praci. Naopak lokalizacia lokusu 5S bola
CastejSia na termindlnej a intersticialne terminalnej oblasti chromozému ato u23 z38

posudzovanych genémov rodu Trifolium.

U siedmych druhov, T. badium (podrod Chronosemium), T. glanduliferum (sekcia
Paramesus), T. repens a T. occidentale (sekcia Trifoliastrum), T. microcephalum (sekcia
Involucrarium), T. spumosum (sekcia Vesicastrum) a T. alpestre (sekcia Trifolium), som
zaznamenala rozdielny pocet a lokalizaciu jednotlivych lokusov 5S a 25S na rastlinnych
chromozomoch. Pri spracovani jednotlivych druhov sa pracovalo s korefiovym materialom,
ktory sa odoberal spolu do jednej eppendorfky z viacerych rastlin rovnakého druhu. Preto sa
moéze jednat’ 0 populaéné, subpopulacné rozdiely v pocte a lokaliz&cii lokusov rDNA ako
tomu bolo aj v pripade poc¢tu chromozomov. Existuji vnutrodruhové aj vnutropopulaéné
rozdiely v pocte a lokaliz&cii lokusov rDNA (Rosato et al., 2017) udruhov Anacyclus
z ¢elade Astraceae. Tento jav je aj na Urovni sekvencii, kde je variabilita v poéte opakovani

useku rDNA. Zmeny v medzernikovych oblastiach sa ¢asto vyskytuji. V ramci jedného druhu
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st pozorovatel'né len na Urovni sekvencie, avsak dopad na fenotyp nie je viditelny (Rogers et
Bendich, 1987).

Pri vyhodnocovani ziskanych Gdajov som zistila, ze u piatich druhov dochéadza k redukcii
poctu lokusov. Signal jedného péaru lokusov bol v porovnani s druhym parom signalu vyrazne
slabsi. Podobny jav je popisany aj u nahosemennych druhov Pinus taeda pre lokus 25S je 12
silnych signalov a 8 slabych, v pripade lokusu 5S je to 2 silné a 2 slabé signaly (Jacobs et al.,
2000). Druh P. nigra ma 16 lokusov 25S, 2 silné a 2 slabé lokusy 5S (Hizume et al., 2002).
Z ¢oho vyvodzujem znizenie poctu lokusov. V pripade 25S oblasti je tomu tak u T. dubium ¢o
je alotetraploid (Obr. 6-f), kde prebral kontrolu nad genémom jeden rodicovsky par NOR
oblasti. Dalej som slabsi signal sondy oproti druhej dvojici lokusu 25S pozorovala
u T. subterraneum a T. amabile. Naopak beznejsia aj u inych rastlinnych druhov najma
jednokli¢nolistovych bylin je redukcia v pripade lokusu 5S (Mizuochi et al., 2007; Martinez
et al.,, 2010). Tento jav som pozorovala udruhu T. stellatum (2n=14) a T. occidentale.
V pripade druhu T. occidentale by sa naozaj dalo uvazovat’ o redukcii, lebo som zaznamenala
2 typy zostaveni lokusov na chromozdémoch. Podobne ako v publikacii Ansari et al. (1999)
ma& na jednom pare oba lokusy 5S aj 25S asamostatny par lokusu 5S na inom
chromozomovom péare. Druhym mnou zaznamenanym typom je umiestnenie oboch lokusov
na jednom chromozémovom pare (Obr. 10-d,e). Takto vyhodnotené boli 4 metafazne mitdzy

¢o je menej ako U prvého spominaného typu umiestnenia lokusov, kde ich bolo 10 (Tab. 6).

Zachytila som aj neparny pocet lokusov u T. repens lokus 5S sa vyskytoval v poéte 3 (Obr.
10-h). Druh T. glanduliferum mal neparny pocet lokusov 5S a to 5 (Obr. 7-e). Rovnaky pripad
bol aj u druhu Phalaroides coerulescens z ¢el'ade Poaceae, ktory je diploidny 2n=14 a pocet
lokusov 58S bol taktiez 3 (Winterfeld et al., 2018). Daliim javom bolo umiestnenie lokusov na
takmer kazdom chromozome v gendme. Druh T. alpestre ma lokus 5S na 10 a 11
chromozomoch zo 16 (Obr. 9-a, b), podobne ako T. microcephalum méa na 16 chromozémoch
lokus 5S (Obr. 11-e) a zaroven aj na kazdom lokus 25S (Obr. 11-d). Lokus 25S je na kazdom
chromozome u T. cherleri na 10 chromozémoch (Obr. 9-h). Podobny vyskyt pomerne
vel'kého poctu kopii lokusu 5S je aj u Canavalia gladiata z ¢el'ade Fabaceae; je na 20 z 22
chromozomov ana 4 chromozémoch sa objavuje lokus 25S (She et al., 2017). U druhu
Cucumis sativus je vicsie rozsirenie lokusu 25S na 10 chromozomoch zo 14 a lokus 5S je na
2 chromozomoch (Peng et al., 2016). Oktaploidny druh T. medium s po¢tom chromozomov

64 ma umiestnenych 12 lokusov 25S a 8 lokusov 5S na réznych chromozémoch. Podobne je
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tomu aj u druhu Atropa belladonna patriaceho do ¢elade Solanaceae. Tento alohexaploidny
druh ma 72 chromozomov a umiestnenie 6 lokusov 25S a4 lokusov 5S je na r6znych
chromozémoch (Volkov et al., 2017). Polyploidia je délezitym javom v evolucii rastlin,
poskytuje vysSiu adaptabilitu polyploidného druhu oproti jeho predkom (Whittemore et
Olsen, 2011). Z hladiska pocétu lokusov rDNA dochadza prvotne kich zvySeniu ale
po re$truktualizacii genomu ¢asto dochadza k redukcii signdlov oboch lokusov 5S aj 25S.
Polyploidny druh z ¢elade Solanaceae S. elaeagnifolium ma 24, 48 aj 72 chromozémov.
V najvys$Som stupni polyploidizacie je viditeI'nd redukcia oboch typov lokusov (Chiarini,

2014).

Analyza sekvencii ITS1, ITS2, NTS a kddujucej oblasti génu 5S rDNA in silico

Pri konstrukcidch fylogenetickych stromov a rozliSovani druhov v rdmci rodov, celadi sa
vyuzivaju sekvencné udaje, barkody. Prevladali Useky organelovych gendmov. Dnes sa ¢asto
vyuzivaju medzernikové oblasti medzi kodujucimi oblastami rDNA aich kombinacie
susekmi chloroplastovych genémov. Na rozliSenie druhov sa vyuzili oblasti ITS
s chloroplastovymi sekvenciami u druhov z rodu Trifolium, pod¢elade Myrsinaceae, rodu
Gentiana a nadrodu Cassinae (Ellison et al., 2006; Zhang et al., 2014; Liu et al., 2016;
Mishra et al., 2016). V rozsiahlom projekte z roku 2015 bolo spracovanych 852 845 sekvencii
ITS oblasti u10 hlavnych skupin eukaryontnych druhov. Pokryté tak boli huby, machy,
paprad’orasty, nahosemenné, jednokli¢nolistové aj dvojkli¢nolistové rastliny, hmyz iryby
(Wang et al., 2015). V ramci dvojkli¢nolistovych druhov bolo hodnotenych 31 307 sekvencii
a zhoda po sekvenénom prilozeni pre ITS1 bola 76 % alTS2 to bolo 73 %. Tomu
zodpovedaju aj moje vysledky v ramci prilozenia ITS1 sekvencii rodu Trifolium a ¢elade
Fabaceae bola 79 % a pre Usek ITS2 bola zhoda 72 %. V porovnani dizky analyzovanych
usekov pre ITS1 to bolo 100 az 681, v mojej analyze 188 az 263, ¢o spada do rozmedzia
Z rozsiahlejSej analyzy z roku 2015. U oblasti ITS2 to bolo 101 az 522 nukleotidov u rodu
Trifolium a celade Fabaceae z mojej analyzy 179 az 237 nukleotidov, ¢o tiez spadd do
rozsahu. Oblast’ ITS1 na zaklade mojich analyz je konzervovanej$ia nez ITS2 ato najma
v prvych 60 nukleotidoch. Nakol'ko sa jedna o prepisované medzerniky, mdze tu byt nejaky
vazbovy tsek pre proteiny, enzymy zaistujliice vystrihnutie funkénych oblasti z pre-rRNA.
V tychto oblastiach je viditelna velka variabilita naprie¢ druhmi z ¢elade Fabaceae.
Vo velkej miere nepodliehajii konzervovanosti, skdr su pod vplyvom evollcie. Zmeny su tak

vyrazné, ze su povazované za jeden z markerov pri divergencii druhov. Pri porovnani
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konsenzudlnej sekvencie Trifolium ku modelovym rastlinnym organizmom A. thaliana
a O. sativa je 0 nieCo vysSia zhoda nez pri porovnani sekvencie Fabaceae (Tab. 8, 9). To je
sposobené, tym Ze sekvencie v ramci rodu Trifolium st si viac podobné neZ sekvencie
roznych rodov patriacich do ¢elade Fabaceae. V studii nadrodu Cassinae patriaceho taktiez
do ¢elade Fabaceae po vyhodnoteni 54 sekvencii 18 druhov bola zhoda pre ITS1 oblast’
82,15 % apre ITS2 77,2 % (Mishra et al., 2016). Pri porovnani tak vel'kého suboru ako bol
ten zroku 2015 sa za lepsi DNA barkod urcil prdve Usek 1TS1 (Wang et al., 2015).
U Leguminéz to bolo tieZ potvrdené v prospech Useku 1TS1 (Yadav et al., 2016). Usek ITS2
bol v roku 2013 zaradeny ako DNA mini barkod pri identifikacii druhov, univerzélny a rychly
identifika¢ny nastroj (Han et al., 2013). ITS1 a ITS2 sa povazuju za vyznamné markery najma

u rastlin, u zivo¢ichoch sa povazuju za dopInkové.

V genomoch vSetkych organizmoV sa nachadzaju zivotne dolezité gény. Tieto gény su vysoko
konzervované bez povolenia zmien, ato najma na urovni sekvencii aminokyselin. Pre
kodujucu oblast’ génu 5S rDNA, ktora je vysoko konzervovana a prepisuje sa do rRNA, sU
zmeny na urovni kodujlacej sekvencie povolené len minimalne. Na viac nez 93 %
su sekvencie kodujucej oblasti lokusu 5S druhov z ¢elade Fabaceae zhodné aj so
vzdialenej$imi rastlinnymi druhmi. To je podla ocakavania, vtomto pripade ani nejaké
vyrazne zmeny nie su pripustné. Nekddujuce konzervované opakujice sa sekvencie zohravaju
v gendme vyznamné Ulohy podobne ako u Zivo¢ichoch (Burgess et Freeling, 2014). Jedna sa
najmd o oblast 5'UTR (upstream region) nekddujucich sekvencii, ktoré sa opakovane

vyskytuji v genomoch rastlin. Casto nest sekvenéné motivy (Reineke et al., 2011).
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6. SUHRN

Studium variability lokusov rDNA v gendmoch druhov z rodu Trifolium.

Ciel'om diplomovej prace bolo Stidium variability lokusov z hl'adiska po¢tu a umiestnenia na
chromozémoch v gendémoch 39 planych druhov, z ktorych 28 nebolo publikovanych

v literature. Druhu ¢ast’ tvorilo spracovanie tidajov z databaz bioinformatickymi pristupmi.

V cytogenetickej Casti analyz za pomoci fluorescenénej in situ hybridizacie bol zisteny pocet
chromozémov, ktory po vicsine odpovedal literarnym zdrojom, utroch druhov bol
zaznamenany iny poc¢et chromozémov. V tomto pripade sa mdze jednat’ o subpopulacné
rozdiely. Taktiez to mobze platit aj zhladiska umiestnenia jednotlivych lokusov
ribozomovej DNA, 5S a45S. U siedmych druhoch bolo zachytené odlisné usporiadanie
a pocet lokusov vramci jedného druhu, ¢o tiez mdze poukazovat na populacné rozdiely.
Pozorovana bola aj mozna redukcia poctu lokusov k zékladnej zostave 2 lokusy 5S a 2 lokusy
25S, ktora je skoér typickd pre krytosemenné diploidné druhy. Z hladiska preferencie
umiestnenia lokusov na chromozomoch je pre lokus 45S typicka lokalizacia v proximalnej
Casti a v okoli centroméry, menej v terminalnej oblasti kratkeho ramienka chromozomu.
Naopak u lokusu 5S sa da skor hovorit’ o preferencii umiestnenia na terminalnej, pripadne

intersticialne terminalnej oblasti chromozému.

Bioinformaticka Cast’ priniesla pohl'ad na studované lokusy na Urovni sekvencii. V tejto Casti
sa vyuzili udaje z databaze GenBank. Potvrdil sa predpoklad, kodujuca cast’ je vysoko
konzervovana s minimom povolenych substittcii na rovni DNA. Ak sa vyskytni jedna sa vo
véacsine o tranzicie. Naopak prepisujlice sa a neprepisujice sa medzerniky su vel'mi variabilné
a konzervované minimalne, podliehaju rychlej evollcii. Su dobrym DNA barkédom pri

rozliSovani druhov, nie len u rastlin.
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7. SUMMARY

Study of variability in ribosomal DNA loci in species of the genus Trifolium.

The main point of my diploma thesis was the study of variability in numbers and localization
of rDNA loci in the genomes of 39 non-croped species of the genus Trifolium. 28 of them
have not been published from this point of view yet. The second part of the work was

in silico analysis.

In cytogenetic part of the analyses, a number of rDNA loci were detected by the usage of
FISH. Almost all species have the same number of chromosomes as in a literature except for 3
species. In this case it could be the differences between subpopulations. It is the same with
localization of rDNA loci 5S and 45S. Seven species have two types of localization and loci
numbers in one species. It can point to differences inside populations. The reduction of the
locus number into the basic composition of two 5S and two 45S is seen in these results. This
is a very common configuration of rDNA loci in angiosperm species. Preferential localization
of loci 45S is on the proximal part of a chromosome or around centromere, less on the
terminal part of the short arm of a chromosome. On the contrary, the position of 5S rDNA is

preferentially on the terminal ends of short or long chromosome arm.

Bioinformatic analyses show different angles to rDNA loci. Sequences are from free available
database GenBank. Prediction about conservation of coding sequence was confirmed. Only
few changes are allowed, mostly transitions. Transcribed and non-transcribed spacers are very
variable, they are under pressure of evolution. It is the reason why they are being used like

a DNA barcodes, not only in plant family.
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PRILOHY

Priloha 1.: Udaje vyuzité pri analyze oblasti useku ITS1 druhy z rodu Trifolium v prvom stipci,

v druhom druhy z ¢el'ade Fabaceae a modelové druhy A. thaliana a O. sativa.

zdrojovy kaod
GenBank

nazov druhu

zdrojovy koéd
GenBank

nazov druhu
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AF053143.1:37-272
AF053144.1:37-272
AF053145.1:37-272
AF053146.1:37-272
DQ312005.1:37-262
AF053147.2:37-272
AF053156.1:37-272
AF053148.1:37-272
DQ312208.1:37-269
AF053150.1:37-272
AF053151.1:37-270
AF053152.1:37-272
KX254378.1:19-259
AF053153.1:37-272
DQ312047.1:37-263
AF053154.1:37-272
DQ312057.1:37-244
AF053155.1:37-272
KX254380.1:19-258
DQ312062.1:37-263
AF053157.1:37-272
AF053158.1:37-274
AF053159.1:37-272
AF053160.1:37-270
DQ312069.1:37-244
AF053161.1:37-274
KX254379.1:19-258
AF053162.1:37-272
KX254385.1:19-258
KX254372.1:19-258
AF053164.1:37-272
DQ312090.1:37-244
AF053165.1:37-272
AF053166.1:37-272
DQ312098.1:37-272
KX254374.1:19-258
KX254377.1:19-258
AF053167.1:37-272

Trifolium albopurpure
Trifolium amabile
Trifolium ambiguum
Trifolium angulatum
Trifolium aureum
Trifolium bejariense
Trifolium bifidum
Trifolium buckwestior
Trifolium calocephalum
Trifolium cernuum
Trifolium cherleri
Trifolium ciliolatum
Trifolium dasyphyllum
Trifolium decorum
Trifolium dubium
Trifolium eriocephalum
Trifolium globosum
Trifolium glomeratum
Trifolium gordejevii
Trifolium grandiflorum
Trifolium haydenii
Trifolium hirtum
Trifolium hybridum
Trifolium incarnatum
Trifolium israeliticum
Trifolium isthmocarpum
Trifolium kingii
Trifolium longipes
Trifolium lupinaster
Trifolium macrocephalum
Trifolium mattirolian
Trifolium meduseum
Trifolium michelianum
Trifolium montanum
Trifolium multinerve
Trifolium nanum
Trifolium neurophyllum
Trifolium nigrescens

AJ320395.1:1-206
AF156675.2:229-460
AJ320396.1:1-206
AM943374.1:40-266
AM943378.1:40-266
AM943381.1:40-267
AM943384.1:40-266
AB198904.1:1-239
GQ246112.1:1-208
DQ311965.1:37-244
AY553709.1:1-211
AJ009787.1:17-236
JX506057.1:1-259
JX506079.1:1-258
DQ311967.1:37-275
JX506119.1:1-263
JX506120.1:1-259
JX506151.1:1-259
JX506155.1:1-259
AJ441321.1:42-276
AJ441069.1:42-276
AJ441067.1:42-276
AJ441070.1:42-278
AJ441064.1:42-276
AJ441062.1:42-276
799216.1:8-240
DQ311981.1:37-277
KC333392.1:8-240
GQ488541.1:1-202
DQ311984.1:37-274
KY968966.1:88-325
GQ488519.1:1-203
GQ488529.1:1-203
GQ488536.1:1-188
GQ246124.1:1-217
DQ311987.1:37-269
AJ288204.1:8-241
AJ288207.1:8-242

Arachis hoehnei
Arachis hypogaea
Arachis palustris
Astragalus alpinus
Astragalus exscapus
Astragalus frigidus
Astragalus glycyphyl
Cicer arietinum
Galega lindblomii
Galega officinalis
Galega orientalis
Glycine max

Lathyrus clymenum
Lathyrus hierosolymita
Lathyrus laevigatus
Lathyrus palustris
Lathyrus polymorphus
Lathyrus tukhtensis
Lathyrus vernus

Lens culinaris

Lens ervoides

Lens lamottei

Lens nigricans

Lens odemensis

Lens tomentosus
Medicago lupulina
Medicago polymorpha
Medicago ruthenica
Medicago sativa
Melilotus alba
Melilotus officinalis
Ononis polyphylla
Ononis tournefortii
Ononis viscosa
Parochetus africanus
Parochetus communis
Trigonella kotschyi
Trigonella spicata
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AF053168.1:37-271
AF053169.1:37-272
KX254387.1:19-258
AF053170.1:37-275
DQ312116.1:37-263
DQ312118.1:37-244
DQ312129.1:37-244
DQ312137.1:37-263
AF053171.1:37-270
KC572140.1:59-296
AF053173.1:37-272
AF053174.1:37-272
AF053175.1:37-272
DQ312165.1:37-272
AF053176.1:37-274
AF053177.1:37-227
AF053178.1:437-658
AF053179.1:37-272
DQ312188.1:37-263

Trifolium occidentale
Trifolium ornithopodi
Trifolium pacificum
Trifolium pallescens
Trifolium patens
Trifolium pauciflorum
Trifolium pilulare
Trifolium praetermiss
Trifolium pratense
Trifolium repens
Trifolium retusum
Trifolium riograndens
Trifolium semipilosum
Trifolium stellatum
Trifolium stoloniferu
Trifolium subterraneum
Trifolium thalii
Trifolium uniflorum
Trifolium velenovskyi

AJ288209.1:8-243
AMO087147.1:1-236
AMO087146.1:1-236
X17535.1:228-462
AMO087151.1:1-220
AJ851220.1:1-236
AJ851221.1:1-236
AMO087148.1:1-236
AJ851222.1:1-236
AJB851223.1:1-236
AJ851224.1:1-236
AM950283.1:1-236
AJ851225.1:1-236
AM087150.1:1-219
AMO087149.1:1-220
AMO087144.1:1-222
AMO087145.1:1-235
X52320.1:229-496
AF169230.1:30-227

Trigonella stellata
Vicia cuspidata
Vicia dionysiensis
Vicia faba

Vicia grandiflora
Vicia hybrida
Vicia hyrcanica
Vicia lathyroides
Vicia lutea

Vicia melanops
Vicia noeana
Vicia oroboides
Vicia pannonica
Vicia pyrenaica
Vicia gatmensis
Vicia sepium
Vicia truncatula
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Priloha 2. : Udaje vyuzité pri analyze oblasti useku ITS2 druhy z rodu Trifolium v prvom stipci,

v druhom druhy z ¢el'ade Fabaceae a modelové druhy A. thaliana a O. sativa.

zdrojovy kaod
GenBank

nazov druhu

zdrojovy koéd
GenBank

nazov druhu
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AF053143.1:437-652
AF053144.1:437-649
AF053145.1:437-658
AF053146.1:437-657
DQ312005.1:427-638
AF053147.2:437-649
AF053156.1:437-650
AF053148.1:437-649
DQ312208.1:434-650
AF053150.1:437-658
AF053151.1:435-649
AF053152.1:437-649
KX254378.1:420-631
AF053153.1:437-649
DQ312047.1:428-638
AF053154.1:437-649
DQ312057.1:409-604
AF053155.1:437-658
KX254380.1:419-630
DQ312062.1:428-638
AF053157.1:437-650

Trifolium albopurpure
Trifolium amabile
Trifolium ambiguum
Trifolium angulatum
Trifolium aureum
Trifolium bejariense
Trifolium bifidum
Trifolium buckwestior
Trifolium calocephalum
Trifolium cernuum
Trifolium cherleri
Trifolium ciliolatum
Trifolium dasyphyllum
Trifolium decorum
Trifolium dubium
Trifolium eriocephalum
Trifolium globosum
Trifolium glomeratum
Trifolium gordejevii
Trifolium grandiflorum
Trifolium haydenii

AJ320395.1:371-591
AF156675.2:601-810
AJ320396.1:371-589
AM943374.1:432-642
AM943378.1:432-643
AM943381.1:433-643
AM943384.1:432-643
AB198904.1:404-616
GQ246112.1:373-578
DQ311965.1:409-604
AY553709.1:375-582
AJ009787.1:407-610
JX506057.1:424-613
JX506079.1:423-602
MF063804.1:376-582
DQ311967.1:412-619
JX506119.1:428-617
JX506120.1:424-554
JX506151.1:424-602
JX506155.1:424-613
AJ441321.1:441-652

Arachis hoehnei
Arachis hypogaea
Arachis palustris
Astragalus alpinus
Astragalus exscapus
Astragalus frigidus
Astragalus glycyphyl
Cicer arietinum
Galega lindblomii
Galega officinalis
Galega orientalis
Glycine max
Lathyrus clymenum
Lathyrus hierosolymita
Lathyrus japonicus
Lathyrus laevigatus
Lathyrus palustris
Lathyrus polymorphus
Lathyrus tukhtensis
Lathyrus vernus
Lens culinaris



22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

AF053158.1:439-658
AF053159.1:437-649
AF053160.1:435-649
DQ312069.1:409-604
AF053161.1:439-660
KX254379.1:419-632
AF053162.1:437-649
KX254385.1:419-630
KX254372.1:419-630
AF053164.1:437-649
DQ312090.1:409-604
AF053165.1:437-650
AF053166.1:437-657
DQ312098.1:437-650
KX254374.1:419-630
KX254377.1:419-630
AF053167.1:437-658
AF053168.1:436-657
AF053169.1:437-650
KX254387.1:419-630
AF053170.1:440-655
DQ312116.1:428-638
DQ312118.1:409-604
DQ312129.1:409-604
DQ312137.1:428-638
AF053171.1:435-649
KC572140.1:452-688
AF053173.1:437-658
AF053174.1:437-649
AF053175.1:437-649
DQ312165.1:437-650
AF053176.1:439-651
AF053177.1:392-607
AF053178.1:437-658
AF053179.1:437-651
DQ312188.1:428-638

Trifolium hirtum
Trifolium hybridum
Trifolium incarnatum
Trifolium israeliticum
Trifolium isthmocarpum
Trifolium kingii
Trifolium longipes
Trifolium lupinaster
Trifolium macrocephalum
Trifolium mattirolian
Trifolium meduseum
Trifolium michelianum
Trifolium montanum
Trifolium multinerve
Trifolium nanum
Trifolium neurophyllum
Trifolium nigrescens
Trifolium occidentale
Trifolium ornithopodi
Trifolium pacificum
Trifolium pallescens
Trifolium patens
Trifolium pauciflorum
Trifolium pilulare
Trifolium praetermiss
Trifolium pratense
Trifolium repens
Trifolium retusum
Trifolium riograndens
Trifolium semipilosum
Trifolium stellatum
Trifolium stoloniferu
Trifolium subterraneum
Trifolium thalii
Trifolium uniflorum
Trifolium velenovskyi

AJ441069.1:441-651
AJ441067.1:441-652
AJ441070.1:443-654
AJ441064.1:441-652
AJ441062.1:441-652
799232.1:10-226
DQ311981.1:442-656
KC333392.1:369-575
GQ488541.1:367-574
DQ311984.1:439-658
KY968966.1:491-709
GQ488519.1:369-579
GQ488524.1:329-537
GQ488529.1:369-576
GQ488536.1:354-564
GQ246124.1:382-594
DQ311987.1:434-648
AJ288231.1:10-213
AJ288204.1:8-241
AMO087147.1:401-609
AMO087146.1:401-609
X17535.1:627-834
AMO087151.1:385-593
AJ851220.1:401-609
AJ851221.1:401-609
AM087148.1:401-609
AJ851222.1:401-609
AJ851223.1:401-609
AJ851224.1:401-609
AM950283.1:401-609
AJ851225.1:401-605
AMO087150.1:384-592
AM087149.1:385-592
AM087144.1:387-595
AMO087145.1:400-596
X52320.1:661-847
AF169230.1:395-609

Lens ervoides

Lens lamottei

Lens nigricans

Lens odemensis
Lens tomentosus
Medicago lupulina
Medicago polymorpha
Medicago ruthenica
Medicago sativa
Melilotus alba
Melilotus officinalis
Ononis polyphylla
Ononis spinosa
Ononis tournefortii
Ononis viscosa
Parochetus africanus
Parochetus communis
Trigonella spicata
Trigonella kotschyi
Vicia cuspidata
Vicia dionysiensis
Vicia faba

Vicia grandiflora
Vicia hybrida

Vicia hyrcanica
Vicia lathyroides
Vicia lutea

Vicia melanops
Vicia noeana

Vicia oroboides
Vicia pannonica
Vicia pyrenaica
Vicia gatmensis
Vicia sepium

Vicia truncatula
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Priloha 3.: Udaje vyuzité pri analyze oblasti kédujuceho génu 5S druhy z éelade Fabaceae a

modelové druhy A. thaliana a O. sativa.

‘ zdrojovy kéd GenBank nazov druhu

A WDN P

AY260161.1
793433.1:62-181
KF435091.1:559-677
KF435090.1:174-292

Echinosophora koreensis

Lupinus luteus
Medicago arborea
Medicago citrina



5 | KF435096.1:872-990
6 |HE797891.1

7 |HE797893.1

8 | AF072692.1:240-357
9 |HE797894.1

10 | HE797898.1

11 |HE797899.1

12 |HE797901.1

13| X06845.1

14| AY884259.1:1-118
15| AY884261.1:1-118
16| M18861.1:35-152
17| AY884271.1:1-118
18| AY896865.1:1-118
19| AY884266.1:1-118
20| AY884274.1:1-118
21| AJ307348.2:42-162
22| KM036302.1:1-119

Priloha 4.: udaje vyuZité pri analyze oblasti NTS neprepisovaného vnatorného medzerniku druhy

Medicago strasseri

Trifolium alexandrinum

Trifolium pratense

Trifolium repens

Trifolium squarrosum

Trifolium subterraneum subsp. brachycalycinum
Trifolium subterraneum subsp. subterraneum
Trifolium subterraneum subsp. yanninicum
Vicia faba

Vigna glabrescens

Vigna minima

Vigna radiata

Vigna radiata var. sublobata

Vigna umbellata

Vigna mungo

Vigna trilobata

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

z ¢el'ade Fabaceae a modelové druhy A. thaliana a O. sativa.

zdrojovy kdd GenBank né&zov druhu

AF359585.1
AF239713.1
AF239714.1
AF239711.1
AF239715.1
Z793433.1:182-342
KF435091.1:678-874
KF435090.1:293-419
KF435099.1:362-490
AY499178.1:92-250
HE797875.1
AF072692.1:358-572
AM258987.1:41-250
AM258986.1:41-250
AM258988.1
JF430414.1:90-308
JF430415.1:90-299
JF430418.1:90-300
JF430419.1:90-310
JF430420.1:90-308
AJ307361.1:10-387
KM036302.1:120-322
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Astragalus austrosibiricus

Astragalus hoantchy

Astragalus lehmannianus

Astragalus membranaceus

Hedysarum polybotrys

Lupinus luteus

Medicago arborea

Medicago citrina

Medicago strasseri

Pisum sativum

Trifolium pratense

Trifolium repens

Trifolium subterraneum subsp. brachycalycinum
Trifolium subterraneum subsp. subterraneum
Trifolium subterraneum subsp. yanninicum
Vigna angularis

Vigna nakashimae

Vigna umbellata

Vigna unguiculata

Vigna vexillata

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa
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