Journal of Central European Agriculture, 2012, 13(2), p.236-252 DOI: 10.5513/JCEA01/13.2.1040

ANALYSIS OF SEQUENCE POLYMORPHISM OF SCR
CLASS | AND Il ALLELES AND STUDY REGULATION
OF THEIR EXPRESSION

ANALYZA SEKVENCI ALEL GENU SCRTRIDY I A Il A
STUDIUM REGULACE JEJICH EXPRESE

Jana ”ZALUI'DOVA, BoZena KUKOLIKOVA, Katefina SIMACKOVA, Lenka
HAVLICKOVA and Vladislav CURN*

Biotechnological centre, Faculty of Agriculture, University of South Bohemia, Studentska 13, Ceské
Budéjovice, Czech Republic, e-mail: veurn@seznam.cz, Tel.: 00420387772586, Fax: 0042387772588

ABSTRACT

Self-incompatibility (Al) is a widespread mechanism used by flowering plants to
prevent inbreeding depression and helps create and maintain genetic diversity within
a species. Oilseed rape (Brassica napus L.) and especially its modern varieties are
characterized by high level of self-fertility. In an effort to increase the production
current breeding is focused on the production of inbred lines for making the F1
hybrids and the self-incompatibility can be an interesting tool for production self-
sterile lines. In Brassica napus, we found two recessive alleles of a gene SCR |I.
Different expression of both alleles does not correspond to phenotypic manifestation
of self-incompatibility and we can assume that it is prevailed by repressor gene that
does not lie on the S-locus. This is also reason, why the SCR gene cannot serve as a
molecular marker of self-incompatibility in Brassica napus, although many authors
believe that this gene is essential in Al reaction. Brassica napus belong to plants with
complex genetic constitution, is composed by two genomes, A and C, which give the
possibility of different interactions and makes it difficult to study compared with
diploid B. rapa and B. oleracea. In further study it is therefore important to focus on
the interactions between genes SCR, SRK and SLG, and their influence on others,
such as supressor gene systems.
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ABSTRAKT

Autoinkompatibilita (Al) je rozSifeny mechanismus pouzivany kvetoucimi rostlinami
k pfedchazeni inbredni deprese a pomaha vytvofit a udrZzet genetickou diverzitu
uvnitt druhu. Repka olejna (Brassica napus L.) je fakultativng cizosprasna,
samosprasnost ale u modernich odrdd zcela prfevazuje. Ve snaze zvysit produkci je
Slechténi zaméfeno na produkci linii vyuzitelnych pro tvorbu F4 hybridd a
autoinkompatibilita by zde mohla najit vyznamné uplatnéni. U Brassica napus byly
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nalezeny dvé recesivni alely genu SCR /I, které jsou navzajem v proménlivém vztahu
dominance a recesivity. RUzna exprese obou alel neodpovida fenotypovému projevu
autoinkompatibility a da se predpokladat, ze je ovladana dosud neidentifikovanym
represorovym genem, ktery nelezi na S-lokusu. Z tohoto divodu nemuze gen SCR
slouzit jako molekularni marker autoinkompatibility u Brassica napus, pfestoze je
podle mnoha vyzkumU nezbytny v Al reakci. Brassica napus patfi mezi rostliny se
slozitym genetickym zaloZzenim, je tvofena dvéma genomy , coz dava moznost
riznym interakcim a znesnadnuje studium oproti diploidnim druhim B. rapa a B.
oleracea. V dalSim studiu autoinkompatibility je proto dulezité se zaméfit na
sledovani interakci mezi geny SCR, SRK a SLG a jejich ovliviiovani jinymi, napf.
supresorovymi systemy.

KLICOVA SLOVA: autoinkompatibilita, Brassica napus, SLG, SCR, SRK

DETAILED ABSTRACT

Self-incompatibility in Brassica species is controlled by a single (multiallelic)
dominant genetic locus called the S locus and is of the sporophytic type (Bateman,
1955; de Nettancourt, 1977; Ockendon, 1974). The self-incompatibility response
relies on a series of complex cellular interactions between the self-incompatible
pollen and pistil and represents the most widespread strategy preventing inbreeding
and promoting outcrossing. In sporophytic self-incompatibility system is self-
incompatible behaviour of pollen determined by the genotype of the pollen parent.
SRK, SP11/SCR and SLG are the determinants that initiate the allele-specific
rejection of self-incompatible pollen. SLG and SRK are female determinants
encoding S proteins in the pistil (Silva and Goring, 2001). The extracellular domain of
SRK shares a high degree of sequence similarity with SLG implying that both genes
co-evolved and that SLG perhaps is the result of a duplication of the SRK
extracellular domain. SRK is primary determinant of self-incompatibility in the pistil,
however, the claim for SLG in this response has been somewhat controversial.
Several tightly linked genes that play a role in controlling self-incompatibility have
been identified in the S locus region. The term S haplotype has been adopted to
designate the different S alleles for this group of multi-allelic genes in the S locus
region. Since both SLG and SRK are highly polymorphic, the S haplotypes of both
genes can be divided into two classes based on sequence similarities between the
SLG proteins and between the SRK proteins. Class | S haplotypes possess highly
polymorphic SLG and SRK genes, and show a strong self-incompatibility phenotype.
Class Il S haplotypes, however, possess SLG and SRK genes that are less
polymorphic, exhibit a weaker self-incompatibility phenotype and are recessive to
class | alleles. The male determinant of self-incompatibility, termed SP11 or SCR,
was identified at the same time by Suzuki et al. (1999) and Schopfer et al. (1999) and
is expressed in anthers. However, other components are required to carry out cellular
responses leading to pollen rejection such us THL1, THL2 or ARC1 proteins (Shiba
et al., 2004). Interesting is also occurence of some dominant and recesive
interactions between S alleles, because many of the S alleles are codominant. How
does the dominant-recessive relationship between these S haplotypes emerge was
described by Tarutani et al. (2010) in recent study of small non-coding RNA (sRNA)
controlling methylation of promoter regions of recessive SP11 alleles in the anther
tapetum. The aims of this study was the identification and characterization of
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functional alleles of SCR gene occurring in Al oil seed rape lines and assess the role
of the SCR gene in the incompatible reaction.

Analyses were performed in DH lines arising from F¢ hybrids after crossing of Al lines
and 00 quality donors. Al lines were derived from a purposefull screening of Al
plants, which took place in the VUOL in Opava. These lines are characterized by
high stability of recessive type Al (Havel, 1996). DH lines were produced in the
VURYV Prague - Ruzyné& in microspore cultures.

Only one allele of SCR gene was amplified from genomic DNA and this allele is
known from previous studies to occur in tandem copy (Zaludova, 2007). The
predominance of this allele in the genome is 2:1 and is therefore likely to be
preferentially amplified. In cDNAs only two different alleles were identified from
different crosses, even though the gene is highly polymorphic SCR (Shiba et al.,
2001; Watanabe et al., 2000). Although differences were found from both alleles,
these were mostly singlenucleotide mutation. However, it is very unlikely that such
mutations could alter the specificity of expressed proteins, since the SCR is in some
places very variable and change the specificity is determined by a larger number of
mutations and deletions (Mishima et al., 2003). Two types of transcripts were found
in one allele of SCR Il and it was caused by alternative splicing, similarly as in
Brassica oleracea, where it is assumed that AL-forms are later forms.

uvoD

Autoinkompatibilita (Al) je rozSifeny mechanismus pouzivany kvetoucimi rostlinami
k pfedchazeni inbredni deprese a pomaha vytvofit a udrZzet genetickou diverzitu
uvnitt druhu. Repka olejna (Brassica napus L.) je fakultativné cizosprasna,
samosprasnost ale u modernich odrdd zcela prevazuje. Ve snaze zvysit produkci je
Slechténi zaméfeno na produkci linii vyuzitelnych pro tvorbu F4 hybridd a
autoinkompatibilita by zde mohla najit vyznamné uplatnéni.

Pfi zkoumani genetického zaloZeni Al se zjistilo, Ze je pod kontrolou S-lokusu, ktery
ma velky pocet alel (de Nettancourt, 1977; Ockendon, 1974). Jednotlivé alely tohoto
lokusu, S-alely, byly podle svého uc€inku rozdéleny na dveé tfidy, a to na tfidy | a Il,
pricemz tfida | se povazuje za dominantni nad tfidou Il (Nasrallah et al., 1991). Na S-
lokusu se dlouho hledaly geny, které maji zasadni vliv na pribéh Al reakce. Zejména
pfi studiu genomu B. rapa a B. oleracea byly objeveny dva geny, SLG a SRK, kterym
se prfikladal zasadni vyznam pfi fizeni projevl autoinkompatibility, ovSem stale
,chybél“ gen pro pylovy determinant. Ten byl objeven nedavno u B. rapa i u B.
oleracea, pficemz splfioval vdechny obecné pozadavky, tj. lokalizace na S-lokusu a
vysoky stupen polymorfismu. SCR (S-locus cysteinerich protein) (Schopfer et al.,
1999), syn. SP11 (Suzuki et al., 1999), je exprimovan pouze v prasnicich. Patfi ke
skupiné PCP proteinl a je povazovan za samci determinant Al. Je produkovan
bunikami tapeta a vaze se na protein genu SLG bez ohledu na S-haplotyp. Je v
genové vazbé s geny SLG a SRK (Schopfer et al., 1999). U B. rapa bylo zjisténo, ze
SCR se exprimuje pfevazné v tapetu homozygotu tfidy Il. U heterozygotu tfidy | a Il
je exprese ftfidy Il potlatena (Shiba et al., 2002). Podobné alely SCR tfidy | jako u
rodu Brassica byly objeveny i u rodu Raphanus (Okamoto et al., 2004). Nékteré S-
haplotypy z B.rapa a B.oleracea si zachovaly stejnou rozpoznavaci specificitu jesté
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po rozdéleni druhd, coz je dikaz transdruhové evoluce Al gent (Kimura et al., 2002).
Alely SLG a SRK tfidy Il maji z fylogenetického hlediska odliSny plvod nez alely tfidy
| (Hinata et al., 1995; Kusaba et al., 1997). Obdobné pozorovani bylo provedeno i u
SCR (Shiba et al., 2002). Pfi mezidruhovém kfizeni B. napus a B. oleracea se na
pozadi B. napus jevily S-alely B. oleracea jako dominantni (Ripley and Beversdorf,
2003). Dal$i dulezité informace nam muze poskytovat struktura proteinu SCR.
V primarni struktufe bylo pozorovano 8 konzervativnich cysteind (odtud nazev
cysteine rich protein), jeden tyrosin a glycin, a to u alel obou tfid (Schopfer et al.,
1999; Suzuki et al., 1999). Toto umoziiuje alelam SCR udrzet si podobnou strukturu
proteinu (Mishima et al., 2003).

Specificita je v Al reakci urena alelové specifickou interakci mezi SRK receptorem a
SCR ligandem. Z toho vyplyva, ze SRK a SCR se museji vyvijet zaroven, aby se
udrzela jejich interakce. V tomto dvougenovém systému vyZaduje vytvoreni novych
specifit vyskyt novych mutaci na receptoru a ligandu kodujiciho stejny S-haplotyp,
tak aby bylo udrzeno navazani (Chookajorn et al., 2004). Statisticky bylo prokazano,
Z2e SP11 a SRK jednoho S-haplotypu u B. oleracea i B. rapa se odchyluji soubézné
(Sato et al., 2002).

Cilem studie byla identifikace a charakterizace funkCnich alel genu SCR, které se
vyskytuji u Al linii fepky a posouzeni role genu SCR v inkompatibilni reakci.

MATERIAL A METODY

Rostlinny material

Analyzy byly provedeny u dihaploidnich linii vzniklych z F4 kfizenct Al linii a donora
00 kvality. ProtoZe se jedna o dihaploidy, je zaru€ena absolutni homozygotnost. Al
linie pouzité ke k¥izeni pochazeji z cileného vyhledavani rostlin, které probihalo na
pracovisti VUOL v Opavé. Vyznacuji se vysokou stabilitou Al recesivniho typu

(Havel, 1996). Dihaploidni linie byly vyprodukovany na pracovisti VURV Praha —
Ruzyné pomoci techniky mikrosporovych kultur.

Jako rostlinny material byly pouziti dihaploidi z téchto kfiZzeni:
AIK-6 x Rasmus — rostliny ¢. 1-33

AIK-6 x OP-BN-03 — rostliny ¢. 34-66

AIK-6 x Lisek — rostliny €. 67-92

AIK-3 x Rasmus — rostliny ¢. 93-118

AIK-3, AIK-6 — Al linie odvozené z odrlidy Tandem

OP-BN-03, Lisek, Rasmus — donory 00 kvality
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Metody

Izolace genomové DNA a PCR-RFLP genu SCRII

Genomova DNA byla izolovana kitem Qiagen DNasy Plant Mini Kit. Pro amplifikaci
SCRII byly pouzity primery pro genomickou DNA (Shiba et al., 2002). PCR reakce
probiha v objemu 25 pl, v 1x reakénim pufru (75 mM Tris—HCI, pH=8,8, 20 mM
(NH4)2S0Oy4, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgClz, 200 yuM dNTPs), 10 pmol primeru (IDT),
1,25 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ), 2x BSA a 50 ng
templatové DNA.

PCR reakce méla 45 cyklt a probihala za téchto podminek — denaturace pfi 94°C 30
s, annealing pfi 55°C 30 s, polymerace pfi 72°C 1 min. PCR produkty pak byly
rozStépeny specifickymi restrikénimi endonukleazami (Mnl I, Hinf I, Nsp I, ScrF I).
Vzniklé fragmenty byly poté rozdé&leny na 10% PAGE nebo na 1,5% agaréze (Curn,
2005; Curn et al., 2008).

Vytvofeni cDNA genu SCRII a SCRI

Celkova RNA byla vyizolovana z prasniki pomoci kitu (RNeasy Plant Mini Kit,
Qiagen) a mRNA kitem Oligotex mRNA Mini Kit (Qiagen), ziskana RNA byla
oSetfena DNazou, aby se zbavila kontaminace DNA. Reverzni transkripce byla
provedena pomoci Omniscript RT Kitu. Druhy fetézec byl nasyntetizovan pomoci
primerd SCR1 a SCR2 (Shiba et al., 2002) pro gen SCR Il primery F1, F2 (Watanabe
et al., 2000) a oligo d(T)s pro gen SCR I. PCR reakce méla 42 cyklu a probihala za
téchto podminek — denaturace pfi 94°C 30 s, annealing pfi 45°C 30 s, polymerace pfi
72°C 1 min.

PCR-RFLP genu SLG Il

PCR byla provedena s primery PS21 a PS3 (Nishio et al., 1996). PCR reakce méla
45 cyklu a probihala za téchto podminek — denaturace pfi 93°C 1 min., annealing pfi
58°C 2 min., polymerace pfi 72°C 3 min. Zaklonované alely byly po PCR amplifikaci
z plazmidu rozstépeny enzymem Afal.

Klonovani a sekvenovani SCRIl a SCRI

cDNA obou genu byla zaklonovana pomoci kitu TOPO TA Cloniong. Sekvenacni
reakce byla provedena pomoci kitu CEQ™ DTCS (Beckman Coulter) na sekvenatoru
ABI PRISM 310 (BC AV CR Ceské Budgjovice). Ziskané sekvence byly
vyhodnoceny v programu BioEdit a v pfipadé SCR | srovnavany s databazi National
Center for Biotechnology Information pomoci programu Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/). Screening klonu probihal pomoci PCR-RFLP
a Southernovy dot blot hybridizace.

RT-PCR-RFLP genu SCRiII

rtPCR provedena pomoci primerdt SCR1 a SCR2 byla rozstépena restrikénimi
endonukledazami (Hha I, Mnl |) a separovana na 10% PAGE.

Southernova hybridizace — dot blot
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Amplifikované alely genu SCR Il z riznych klonl byly pfeneseny mirnym vakuem
v blotovacim zafizeni na nylonovou membranu a na membrané hybridizovaly se
sondou alely SCR Il (klon 86-H). Hybridizace probihala pfi teploté 60°C, poté byla
membrana vymyta a hybridizujici sonda na ni byla detekovana. Ke znacCeni sondy
byla pouzita alkalicka fosfataza (Alkphos Direct Labeling Reagents, Amersham
Pharmacia Biotech). K detekci signali na membrané byl pouzit kit CDP-Star
(Amersham Pharmacia Biotech).

Semenny test

Na jednu vétev s poupaty od kazdé rostliny byly navleCeny izolatory z netkané
textilie, které zde byly umistény do odkvétu, poté byl izolator odstranén a vétev byla
oznacCena barevnym provazkem. Fenotypovy projev Al byl hodnocen podle poctu
semen v Seduli. Semena z Al rostlin byla ziskana opylenim v poupéti.

VYSLEDKY

Z cDNA byl amplifikovan gen SCR | pomoci primeru F1 a oligo d(T)s. Na gelu byla
patrna fada nespecificky amplifikovanych fragmentl a nékteré z nich byly vyfiznuty a
klonovany (Obr. 1). Zadny fragment neodpovidal pfedpokladu, e SCR |/ je pouze u
AK rostlin nebo u vSech. Fragmenty byly spiSe nahodné. Sekvence byly srovnany
s databazi NCBI a ani jeden z fragment nepatfil genu SCR a také nemél strukturu
specifickou pro tento gen. Usp&$na nebyla ani nested PCR s primerem F2 (obr. 2).

Obrazek 1. Klonovani raznych fragmentii SCR I. Na gelu jsou patrné &tyfi druhy
zaklonovanych fragmentt — 600bp, 1000bp, 350bp a 400bp.

600 bp 1000 bp 350 bp 400 bp

86AI 86Al 86AI BGAI 72Al 72Al 72Al T72Al 72Al 72A1 101 101 101 101 101 101 101 101 101 101 101 101 M
1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 AK1 AK2 AK3 AK4 AKS AKE AK1 AK2 AK3 AK4 AK5S AKE

I

M e G S —

Pomoci metody PCR-RFLP byly hledany rGizné alely genu SCR I/, ale nepodafilo se
je rozlisit zadnym ze Ctyf pouzitych enzymd, jak u odrad, tak u rGznych Al linii (obr. 3
a 5). Vysledky restrikCniho Stépeni stale odpovidaly jedné alele. Vzhledem
k rozsahlému souboru linii a znaénému objemu analyzovanych fragmentu byla pro
primarni analyzu polymorfismu zvolena technika PCR-RFLP. Fragmenty/klony, které
vykazovaly odliSné spektrum restrikénich fragmentl, byly sekvenovany a byl
zjiStovan polymorfismus na urovni sekvence. U nékterych Al linii byla nasledné
ovéfovana pfitomnost raznych S-alel pomoci PCR-RFLP genu SLG Il a zde byly
patrné odliSnosti mezi Al liniemi. Po zaklonovani tohoto genu a rozliSeni klonu
pomoci PCR-RFLP byly nalezeny 2 az 3 rGzné alely (obr. 4) v minimalnim poctu
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analyzovanych klonua (5). Proto byl nadale provadén screening a hledani rliznych alel
SCR Il na urovni cDNA (RT-PCR-RFLP). rtPCR-RFLP genu SCR Il jiz bylo

Vv o wriwvs

enzymu Mnl | rozliSeny na dvé skupiny: jedna odpovidala jiz objevené alele a druha
doposud neidentifikované alele (obr. 6).

Obrazek 2. Nested PCR genu SCRI. a) PCR provedena s primerem F1 a oligo
d(T)1s. Na gelu je patrnych nékolik fragmentd u kazdého vzorku, které ale pfilis
nekoreluji s fenotypem rostlin. b) Nested PCR provedena s primerem F2 a oligo

d(T)1s.

a)

S2A1 60Al T4Al B4AK 91AK G6AK M  S2Al 60AI T4Al B4AK 91AK G6AK M

b)

'
|
1

RN

Obrazek 3. PCR-RFLP genu SCR Il. SCR Il u péti odrud byl rozstépen enzymem
ScrF 1 (1). Cislo 2 je nestépena kontrola.

Obrazek 4. PCR-RFLP SLG Il. Zaklonované alely genu SLG Il byly naamplifikovany
a rozstépeny enzymem Afa I. U Al linii Tandem 6/85, Tandem 1/85 a Local byly
rozliSeny 2 alely. U Al linie Start byly rozliSeny 3 alely.

Obr. 3 Obr. 4
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Obrazek 5. PCR-RFLP genu SCR II. Draha 1 - AIK 3, 2 - AIK6, 3 — Start, 4 -
Tandem 1/85, 5 — Liropa, 6 — WRG 15, 7 — Cathy, 8 — Local, 9 — Tandem 6/85, 10 —
DH OP 1/02, 11 — WRG 1, 12 — Start x WRG, 13 — Global, 14 — Westar; nestépena
kontrola. Vzorky 2, 7, 8,10, 13 a 14 jsou AK. VSechny tyto vzorky byly Stépeny Ctyrmi
riznymi restrikCnimi enzymy: a) ScrF I, b) Mnl I, ¢) Nsp I, d) Hinf . U neStépené
kontroly si mGzeme vSimnout asi 1000 bp dlouhého fragmentu, ktery vznika po
amplifikaci obou kopii alely 1.

a) ScrF | b) Mnl |

——

EPHHHHHHHHHHHZE “-I-hdrn—--—---*“f

) ot

P e e el BEe e B G e o Gl el bl

N e e 0 ) o 0 ) 9 e
e e S D Gl B G W e Bl el B

c) Nsp | d) Hinf |

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M
e d b1 Bad el o fodalslisinl B R R R WY

i | ' -
. = WHEHEREEEER S
i e e e bt b bed b beed bl Bl el e
—

N bt Nt Ve N R e N d Bl N e 4 N

Obrazek 6. rtPCR genu SCR Il. Na gelu jsou patrné fragmenty o velikosti 300 a 400
bp, odpovidajici genu SCR Il pfed a po sestfihu intronu.

38AI 72A1 101AK10BAK B6AI BEAI 86AI B0AK M

— T T S&e—=
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Dva klony z druhé skupiny byly osekvenovany a byla tak objevena dalSi, velmi
odlisna alela SCR II. Oba klony mély stejnou alelu, ktera se liSila pouze v pfitomnosti
nebo v nepfitomnosti dvou aminokyselin (AL) (obr. 7 — klon 86K a 86C). Pro nalezeni
dalSi alely byl proveden screening klonu, kde byly zastoupeny Al a AK rostliny ze &ty
kombinaci kfizeni. PCR-RFLP s enzymem Hha | rozliSilo pouze 2 jiz znamé alely
(obr. 8), zatimco s Mnl | (obr. 9) byl odliSen klon 86-H rozdilny od 2 znamych alel.
Proto byla provedena Southernova hybridizace (obr. 10) s timto klonem jako sondou
na 22 klonech ze stejné rostliny. Vétsina klonu hybridizovala, i ty, které byly pfi PCR-
RFLP rozstépeny jako alela 2. Sekvence klonu 86-H ukazaly, Ze jde o jednobazovou
mutaci alely 2 v jednom z rozpoznavacich mist enzymu Mnl I. Byl osekvenovan jeden
nehybridizujici klon a na zakladé sekvenacni analyzy bylo zjiSténo, ze stale jedna o
alelu 2. Pri teploté 60°C (teplota hybridizace) tedy nebyly rozliSeny rizné alely a
rozdily v hybridizaci byly zplsobeny nejspiSe pouze rliznym sestfihem jedné alely.

Obrazek 7. Srovnani vSech osekvenovanych alel SCR Il. Sest prvnich
aminokyselinovych sekvenci patfi alele 2, dalSi alele 1. Klony 99-B az T3 jsou z
genomové DNA. Konzervativni cysteiny jsou oznaceny modfe, Cervené jsou
oznaceny aminokyseliny, které mohou chybét diky alternativnimu sestfihu. Ve
Zlutych rameccich jsou oznaceny mutace v alelach.

C1 Cc2 C3
86-0 VMRYATSIYNFLTKIHYLCFIFWTLTYVQALDVGPLECPKGVAESGP IRGSCLNSTSAACKTHFRQ
86-J VMRYATSIYNFLTKIHYLCFIFWTLTYVQALDVGPLECPKGVAESGP IRGSCLNSTSAACKTHFRQ
86-H VMRYATSIYNFLTKIHYLCFIFWTLTYVQALDVGPLECPKGVAESGP IRGSCLNSTSAACKTHFRQ
86-A VMRYATSIYNFLTKIHYLCFIFWTLTYVQALDVGPLECPKGVAESGP IRGSCLNSTSAACKTHFRQ
86-K VMRYATSIYNFLTKIHYLCFIFWTLTYVQ--DVGPLECPKGVAESGP IRGSCLNSTSAACKTHFRQ
86-C VMRYATSIYNFLTKIHYLCFIFWTLTYVQALDVGPLECPKGVAESGP IRGSCLYSTSAACKTHFRQ
90-A VMRYATSIYTFLTNIHYLCFIFLILTYVQALDVGAWKCPEGIAYPSPISGRCFNSRSTECKKHYEVE

99-B FKALDVGAWKCPEGIAYPSP ISGRCFNSRSTECKKHYEVE

108-A FKALDVGAWKCPEGIAYPSP ISGRCFNSRSTECKKHYEVE

T1 FKALDVGAWKCPEGIAYPSP I SGRCFNSRSTECKKHYEVE

T2 FKALDVGAWKCPEGIAYPSPISGRCFNSRSTECKEHYEVE

T3 FKALDVGAWKCPEGIAYPSP ISGRCFNSRSTECKKHYEVE
C4C5 C6C7C8

86-0 NVTNCLCINFSNHNRGRINCYCCKVKS
86-J NVTNCLCINFSNHNRGRINCYCCKVKS
86-H NVTNCLC INFSNHNRGIG INCYCCKVKS
86-A NVTNCLCINFSNHNRGR INCYCCKVKS
86-K NVTNCLCINFSNHNRGRINCYCCKVKS
86-C NVTNCLCINFSNHNRGRINCYCCKVKS
90-A GHNVTNCRCDTYSMQNPARITCYCCKVKS
99-B GHNVTNCRCDTYSMQNPARITCYCCKVKS
108-A GHNVTNRRCDTYSMQNPARITCYCCKVKS
T1 NVTNCRCDTYSMQN PR ITCYCCKVKS
T2 GHNVTNCRCDTYSMQNPARITCYCCKVKS
T3 GHNVTNCRCDTYSMQNPARITCYCCKVKS
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Obrazek 8. PCR-RFLP zaklonovanych cDNA genu SCR Il. SCR I/l naamplifikované

z rliznych klonu z rostlin z riznych kfizeni bylo $tépené enzymem Hha I.
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Obrazek 9. PCR-RFLP zaklonovanych cDNA genu SCR Il. SCR Il naamplifikované

z ruznych klond od rostlin z riznych kfizeni bylo St€pené enzymem Mnl |

AIKB x Rasmus

AIKB x Lisek

B A B c D B D 5 8

B6AI BGAI BG6AI B6AI T4Al T4Al BAAK B4AK BAAK B4AK 91AK 91AK BAl 6AI 10AlI 10Al1 10AlI 4Al 4Al 20AK 20AK 20AK 20AK M
A B C A C A B c D

AIK3 x Rasmus
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Obrazek 10. Dot Blot DNA-DNA hybridizace. Na membranu bylo naneseno 22
klonl od jednoho vzorku. U klonu 86-1 a 86-K jsou znatelné malé skvrny, které po

prodlouzeni expozice byly vidét zfetelnéji.

86-G 86-H

.

86-M

.

86-5

86-N

Jednobazové mutace, které zpusobily zménu aminokyseliny byly nalezeny i u alely 1
v nékolika klonech s SCR Il pochazejicim z genomové DNA (obr. 7). Alela 1 se od
alely 2 znac¢né lisi. Rozdil v nukleotidovych sekvencich je 85 % (obr. 11) a podobnost
aminokyselinovych sekvenci je 76 % (obr. 12).

Pfi tPCR-RFLP (obr. 13 a 14) se ukazalo, Ze ve vétsiné rostlin pfevazuje mRNA
alely 2. VétSi exprese alely 1 se vyskytovala u rostlin nezavisle na typu kfizeni a
fenotypu. Pfi Stépeni enzymem Hha | (obr. 13) byl u rostlin 86 a 90 rozliSen dalsi,
jinak se &tépici produkt rtPCR, ktery zatim nebyl zaklonovan a pravdépodobné jde
také o bodovou mutaci.

Obrazek 11. Srovnani nukleotidovych sekvenci alely 1 a 2 genu SCR II. Alela 1
(86C) je podobna alele 2 (90A) z 85 %. Vystup z programu BioEdit.

S6C
0024

S6C
0024

SAC
004

SAC
004

1o

B
TTCGTTGATC
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110
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30
N .
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B
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230
N
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e
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Obrazek 12. Srovnani aminokyselinovych sekvenci alely 1 a 2 genu SCR II.
Alela 1 (86C) je podobna alele 2 (90A) z 76 %. Vystup z programu BioEdit.

10 20 30 40
R [ L P T [ O O P
BAC YMRYATSIYN FLT THYLCF ITFWTLTYVQ LD¥YGPLECP GV SGPIR
04 VMEYATSIYT FLTNIHYLCF ITFLILTYVQ LDVGAW CP GIATPSPIS

| lLSII:I | ?II:I | 8|EI | QID |
%6 SCLYSTSAAC THF.-R-QN VINCLCINFS NONRGRINCY €C V §
04 RCFNSRSTEC YEVEGHN VINCRCDTYS MQNPARITCY CC V §

Obrazek 13. rtPCR-RFLP genu SCR IIl. rtPCR byla Stépena enzymem Hha I.
Odlisily se rostliny 84AK, 91AK, 99AK a 60AI, kde se $tépila prevazné alela 1. U
rostliny 86Al a 90AK byl rozliSen fragment odliSny od alely 1 a 2.

Obrazek 14. rtPCR-RFLP genu SCR II. tPCR byla stépena enzymem Mnl I. OdliSily
se rostliny 84AK, 91AK, 99AK a 60Al, kde se Stépila pfevazné alela 1.

Obr. 13 Obr. 14
AIGH x Lisok AIKB x Rasmus AN x Rasmus  AIKS x OP-BN-03 AIKE x Lisak AIKA x Rasmus AIK3 x Resmus  AIKS x OP.BN-03
ST e B e e BOAI TMAI B4AK BIAK GOAK BAI 10A 4AI Z0AK 10241 107AK S9AK 00 00AK M
_.EH_-—--"— _EI”\-— *-Hi—-—--—»ﬁ'--_-—-r-—---vbnf—-—'_—---
W —r
- = =
t __u._-a.._.:—-mt—s .t._ai-.n-ﬂ*?.?, | - s fe ; —
— et el et et Bt e e FUL e -
; = o e e e B
L — R e L st s B et o et et e ) et il et b i ) o
b f L.Jh-ln-h-vu—‘h_ou_c L"\—J | o - Bl bt bt G Al s B —
ot v ht”“'HuF . i HL.Juu.oy.i'uLus\_iyuuum

Z genomové DNA se podafilo naamplifikovat pouze jednu alelu o které je z pfedesié
studie zndmo, Ze se vyskytuje v tandemové kopii (Zaludova, 2007). Pfevaha této
alely v genomu je tudiz 2:1 a je pravdépodobné, ze se amplifikuje pfednostné. Toto
by mohla byt pfi€ina neuspéchu pfi odliSeni dalSi alely z genomové DNA. U Brassica
oleracea S'° haplotypu tfidy Il byl nalezen duplikovany gen SP11 — SP11a, SP11b a
SP11b’, které byly spojeny intergenetickym spacerem. SP717a a SP11b se liSily
pouze jednou deleci a byly stejné orientovany. Diky této duplikaci byly nalezeny i
rizné dlouhé transkripty (Shiba et al., 2004). U Brassica napus jsem taktéz nalezla
duplikovany gen SCR I, ale zadné odliSné transkripty nebyly nenalezeny. Cabrillac
et al. (1999) nasel duplikované SLG geny u AK Brassica oleracea, linie S°. Alela 1
tedy pochazi pravdépodobné z Brassica oleracea, protoze je také duplikovana.
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Z cDNA se podairilo identifikovat pouze dvé rizné alely z riznych kfizeni, pfestoze
gen SCR je velmi polymorfni (Shiba et al., 2001; Watanabe et al., 2000). Byly sice
nalezeny odliSnosti od obou alel, ale to byly vétSinou pouze jednobazové mutace. Je
v8ak velmi nepravdépodobné, Ze by takovéto mutace mohly zmeénit specificitu,
protoze SCR je v nékterych usecich velmi variabilni a zména specificity byva urCena
vétSim poétem mutaci a také deleci (Mishima et al., 2003). U jedné alely SCR Il u
Brassica napus byly nalezeny dva typy transkriptd, které jsou zpusobeny
alternativnim sestfihem. Tento sestfih probiha i u SCR Il Brassica oleracea, kde se
predpoklada, ze AL- jsou pozdnéjsi formy (Shiba et al., 2002).

K analyzam byly pouzity pouze dihaploidni rostliny, tzn. Ze jsou uplné homozygotni a
mohou mit nejvice dvé rizné SCR alely. Mély by mit 2 alely tfidy | nebo 1 alelu tfidy |
a jednu tfidy Il anebo 2 razné alely tfidy Il. Al rostliny s recesivnim typem Al by mély
mit pouze 2 alely tfidy Il a AK by mély mit 2 zbyvajici alternativy. Nicméné jak u Al,
tak u AK byly nalezeny 2 r(izné recesivni alely SCR, z toho mizeme usuzovat, ze AK
rostliny uz SCR tfidy | mit nemohou. Navic se alely genu SCR | nepodafilo
identifikovat. Zatim nebyla nalezena zadna linie s dominantnim typem Al u Brassica
napus (Kucera, ustni sdéleni).

Mezi alelami SCR Il u Brassica rapa byl nalezen vztah linearni dominance (Kakizaki
et al., 2003). Mezi alelami tfidy Il u Brassica napus byly sice také nalezeny vztahy
dominance, avSak nebyly linearni a také vubec nekorelovaly s fenotypovym
projevem. Alela 2 je ve vétsSiné pfipadl dominantni nad alelou 1, ale ve &tyfech
pfipadech u tfech rGznych kfizeni a riznych AK/AIl fenotypu je tomu naopak. V
mezidruhovém kfizeni Brassica oleracea a Brassica napus dochazelo k oslabovani
S-alel Brassica oleracea v hybridech. Uroven exprese S-alel z Brassica oleracea byla
zavisla na ruznych pozadich Brassica napus, tzn. na pfritomnosti jejich S-alel (Ripley
and Beversdorf, 2003). Pravdépodobné existuje jesté jiny gen, ktery ma vliv na
expresi alel SCR Il a na Al reakci, da se predpokladat, ze muze mit vice alel
s riznymi vztahy dominance a recesivity, protoze nékdy dokazi potlacit projev
urCitych S-alel a jindy ne a zarovenn ma rtzné ucinky na Al reakci. Ekuere et al.
(2004) se domniva, Ze autoinkompatibilita je kontrolovana dvéma lokusy; S-lokusem
a supresorovym sp lokusem, ktery ma také vice alel. Kfizenim resyntetizované fepky
s riznymi odradami, odvozenim dihaploidd od F1 hybridd a sledovanim S-fenotypu
se mu podafilo odhalit latentni S alelu u nékterych odriad. Z toho vyvozuje, ze tyto
latentni alely jsou skryté kvdli supresorovému systému, ktery je v fepce bézny.
Supresorovy systém neni podle ného spojeny s S-lokusem, ma supresorové alely
v fepce a nesupresorove v diploidnich parentalnich druzich.

Protein SCR je relativné maly a k interakci s eSRK staCi pouze nékolik malo
specifickych aminokyselin, ovSem ke spusténi Al reakce je jich zapotfebi daleko vice
(Chookajorn et al., 2004). To by napfiklad mohlo znamenat, Zze by vazebna misty
mohla byt obsazena i jinym proteinem. Hypoteticky supresor by se mél specificky
exprimovat v tapetu, mél by mit velky pocet alel, které nejen soupefi mezi sebou
navzajem, ale i mezi S-alelami. Mél by byt umistén jinde nez na S-lokusu.

Z predesSlych vyzkuma Al na nasem pracovisti bylo zjisténo, ze Al fenotyp docela
dobfe koreluje s pfitomnosti genu SLG tfidy |. Pfedpokladame-li, Ze existuje néjaky
supresorovy gen na jiném lokusu, vyvstava otazka, jaky zpdsobem muze korelovat
s SLG | lezicim na S-lokusu. Gen SLG neni k Al reakci nezbytné nutny, ale bylo
prokazano, ze podporuje uplny projev autoinkompatibility (Takasaki et al., 2000). U
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pfirozené se vyskytujicich se variant B. rapa byla zjisténa autokompatibilita spojena
s normalni expresi SRK, ale s nizkou expresi SLG (Nasrallah et al., 1992). Oviem
v té dobé zase nebyly znamé zadné udaje o existenci genu SCR. V mnoha AK liniich
fepky byla nalezena alela A10 genu SLG I/, ktera byla na stejném lokusu jako gen
SRK s jednobazovou deleci (Goring et al., 1993). Mizeme tedy spekulovat, Ze
protein SLG | by mohl mit vétsi afinitu k supresoru nez k SCR. Po interakci SLG | se
supresorem by mohlo dojit k navazani na eSRK, které by bez pfedchozi interakce
jinak nebylo mozné, a tak zablokovani Al reakce.

ZAVER

U Brassica napus byly nalezeny dvé recesivni alely genu SCR I, které jsou
navzajem v promeénlivém vztahu dominance a recesivity. Rlzna exprese obou alel
neodpovida fenotypovému projevu autoinkompatibility a da se predpokladat, ze je
ovladana dosud neidentifikovanym represorovym genem, ktery nelezi na S-lokusu.
Ztohoto ddvodu nemlUze gen SCR slouzit jako molekularni marker
autoinkompatibility u Brassica napus, prestoze je podle mnoha vyzkumi nezbytny
v Al reakci. Brassica napus patfi mezi rostliny se slozitym genetickym zaloZenim, je
tvofena dvéma genomy , coz dava moznost riznym interakcim a znesnadfiuje
studium oproti diploidnim druhdm B. rapa a B. oleracea. V dalSim studiu
autoinkompatibility je proto dulezité se zaméfit na sledovani interakci mezi geny
SCR, SRK a SLG a jejich ovliviiovani jinymi, napf. supresorovymi systémy.
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