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1 Seznam zkratek 

A3'/5'SS Alternativní 3'/5' sestřihové místo 

AGO ARGONAUTE 

ATRX ARABIDOPSIS TRITHORAX 

BAH Bromo adjacent homology 

BES1 BRI1 EMS SUPRESSOR 1 

bp pár bazí 

CLSY SNF2 DOMAIN-CONTAINING PROTEIN CLASSY 

CMT CHROMOMETHYLASE 

CTD C-terminální konec 

DCL DICER-LIKE 

DMS3 DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 1 

DRD1 DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 

DRM DOMAINS REARRAGED METHYLTRASFERASE 

dsRNA dvouvláknová RNA 

ELF6 EARLY FLOWERING 6 

ES Exon Skipping 

FACT FACILITATES CHROMATIN TRANSCRIPTION 

FWA FLOWERING WAGENINGEN 

GFP Green Fluorescent Protein 

GO Gene Ontology 

HEN1 HUE ENHACER 1 

htsiRNA siRNA spojené s heterochromatinem 

HxKy(me/ac)z z-metylace/acetylace lysinu y na histonu H x 

HYL1 HYPONASTIC LEAVES 1 

ChIP Chromatinová imunoprecipitace 

IDN2-IDP INVOLVED IN DE NOVO 2-IDN2 PARALOGUE 

IR Retence intronu 

IWS1 INTERACT WITH SPT6 



JMJ JUMONJI 

LLPS liquid-liquid phase separation 

LT laboratorní teplota 

MET1 METHYLTRANSFERASE 1 

MID Middle 

miRNA micro-RNA 

mRNA messenger RNA 

MS hmotnostní spektrometr(ie) 

MXE mutually exclusive exons 

natsiRNA natural antisense transkript siRNA 

NERD NEEDED FOR RDR2-INDEPENDENT DNA METHYLATION 

NRPE1 NUCLEAR RNA POLYMERASE E1 

nt nukleotid 

NTD N-terminální konec 

PAGE polyakrylamidová gelová elektroforéza 

PAZ Piwi Argonaut and Zwille 

PCR polymerázová řetězová reakce 

PIWI P-element Induced WImpy 

Pol Polymeráza 

pri-miRNA primární miRNA 

PSSM position-specific score matrix 

PTGS posttranskripční umlčování genů 

RACE Rapid amplification of cDNA ends 

RdDM RNA-directed DNA methylation 

RDM1 RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 

RDR RNA-directed RNA polymerase 

REF6 RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6 

RIN RNA Integrity Number 

RNAi RNA interference 

SDE3 SILENCING DEFECTIVE 3 



SE SERRATE 

SET Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax 

SGS3 SUPRESSOR OF GENE SILENCING 3 

SH2 Src homology 2 

SHH1 SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1 

siRNA malá interferující RNA 

SPT4/5/6(L) SUPPRESSOR OF TY INSERTION 4/5/6(-LIKE) 

SRA SET and RING associated 

sRNA malá RNA 

ssRNA jednovláknová RNA 

SUVH SU(VAR)3-9 HOMOLOG 

tasiRNA trans-acting siRNA 

TE transpozibilní element 

TEF transkripční elongační faktor 

TES místo konce transkripce 

TFIIS TRANSCRIPT ELONGATION FACTOR IIS 

TGS transkripční umlčování genů 

TSS místo počátku transkripce 

VCS VARICOSE 

VIM1 VARIANT IN METHYLATION 1 

vsiRNA virová siRNA 

WB Western Blot 
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2 Úvod 
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2.1 Cíle práce 
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3 Přehled literatury 

3.1 RNAi 

3.1.1 Historický úvod RNAi 

3.1.2 Komponenty RNAi 

3.1.2.1 Proteiny v RNAi 
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3.1.2.2 Druhy sRNA využívané v RNAi 



17 



18 

Obrázek 1: Schéma s několika příklady vzniku různých druhů sRNA. A miRNA vznikají přepisem MIR 

genů a dále se na jejich biogenezi účastní proteiny SE a HYL1 a jejich štěpení na efektorové miRNA 

zprostředkovává protein DCL1. B Druhou možností vzniku sRNA je přepis TAS genů, které jsou štěpeny 

po rozpoznání jinou sRNA. Pro jejich biogenezi jsou zásadní proteiny RDR6, SGS3, DCL4, tasiRNA jsou 

specifickým typem sekundárních siRNA. C Sekundární siRNA mohou vést k amplifikaci signálu, či 

rozšíření cílené sekvence v procesu tranzitivity. Přepis komplementárního vlákna zajišťuje protein 

RDR6 a štěpení na siRNA se děje pomocí proteinů DCL.
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3.1.3 PTGS 

3.1.4 TGS 

3.1.4.1 Metylace DNA 
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3.1.4.2 Kanonická RdDM 

Obrázek 2: Schémata metylace DNA. A Proteiny metylace DNA pro různé kontexty. MET1 zajišťuje 

metylaci CG kontextu DNA, CMT3 na CHG a CMT2 na CHH. Protein DRM2 je zásadní pro metylaci 

DNA v procesu RdDM. B Zpětnovazebná smyčka metylace DNA. Pro její fungování jsou za potřebí 

proteiny SUVH4/5/6, které se váží na metylovanou DNA a navádí dimetylaci na H3K9. H = A, T, C;  

D = A, T, G
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3.1.4.3 Nekanonická RdDM 

Obrázek 3: Schéma kanonické dráhy RdDM. Pol IV přepisuje cílový úsek na ssRNA, který je 

kotranskripčně přepisován na dsRNA pomocí RDR2. Z ní je vyštěpena sRNA proteinem DCL3 a 

stabilizována metylací prostřednictvím HEN1. Jedno vlákno z této sRNA je zainkorporováno do proteinu 

AGO. Tento komplex sRNA a proteinu AGO může vyhledávat na nascentním transkriptu Pol V 

komplementární místo, jehož nalezení spouští DNA metylaci zprostředkovanou pomocí proteinu 

DRM2.
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3.1.5 Proteiny AGO 
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3.1.5.1 Větev AGO1/5/10 

3.1.5.2 Větev AGO2/3/7 
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3.1.5.3 Větev 4/6/8/9 

3.1.6 AGO-hook doména 
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Obrázek 4: AGO-hook proteinu hsGW182 A Názorné schéma vazby proteinů AGO na AGO-hook. B 

Elektronmikroskopické snímky skutečné vazby tří AGO proteinů na tři AGO-hook motivy u proteinu 

GW182 (převzato a upraveno z Elkayam et al., 2017). 
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3.2 Faktory ovlivňující elongaci a transkripty Pol II 

3.2.1 Chromatin ovlivňující funkci Pol II 
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3.2.2 Alternativní sestřih  
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3.2.3 Transkripční elongační faktory Pol II 

Obrázek 5: Schémata jednotlivých událostí 

alternativního sestřihu. Poté co je vytvořena mRNA 

pomocí Pol II, prochází značná část procesem 

alternativního sestřihu.  Proces ES, kdy se daný 

intron z transkriptu úplně vystřihuje, je 

nejčastějším u živočichů, kdežto u rostlin převažuje 

IR. Jedná se o proces, kdy se v transkriptu 

ponechává intron mezi dvěma exony, který by byl 

za normálních okolností vyštěpen. MXE je poměrně 

vzácnou událostí, kdy se ve finálním transkriptu 

vybírá ze dvou exonů, které se nemohou vyskytovat 

společně. Poslední událostí je A3/5SS, kdy se 

posouvá místo sestřihu na 3‘ nebo na 5‘ místě 

sestřihu.
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3.2.3.1 Protein SPT6L 
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4 Materiál 

4.1 Práce s rostlinným materiálem  

∆

∆

4.1.1 Křížení rostlin 

4.2 Chemikálie  
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4.3 Protilátky 

4.4 Přístroje 

4.5 Další materiál 
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5 Metody 

5.1 Genotypování rostlin A. thaliana 

5.1.1 Izolace rostlinné DNA 

Tabulka 1: Složení extrakčního pufru pro izolaci DNA 

5.1.2 PCR  

Název Koncentrace 

Tris-HCl pH 7.5 200 mM 

NaCl 250 mM 

EDTA 25 mM 

SDS 0,5 % 
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Tabulka 2: Složení PCR směsi 

Tabulka 3: Tabulka používaných primerů. 

Tabulka 4: Program PCR; TA – odpovídá teplotě nasedání primerů, která je o 5 °C nižší než jejich 

teplota tání TM. Teplota tání byla přibližně odhadnuta dle vzorce: TM = 2Σ (A+T) + 4Σ(G+C). 

Název Množství (na 10 µl) 

DreamTaq PCR Master Mix K1071 5 µl 

Primery  0,4 µl (2 µM) 

Templát 1 µl 

miliQ H2O 3,6 µl 

Název Sekvence 3‘-5‘ 

NRPE1-11_LP TTTTCCTCCAAGTTGTGATCG 

NRPE1-11_RP GTTTTCCCCAAGAACAAGACC 

pROK2_R_022062 ACAACACTCAACCCTATCTCG 

SPT6L – SI_R AAATGTTAACCTGAGCACTTGTTG 

SPT6L_S6 GAGGACATTGATCGGCTTGT 

SPT6L_R2 AAAGGCATTTAGGGAGAAAG 

Název Teplota [°C] Čas Opakování kroku 

Počáteční denaturace 94 3 min 1x 

Denaturace 94 20 s 
  
 

Nasedání primerů TA 30 s 

Syntéza DNA 72 1 min 

Finální syntéza 72 5 min 1x 

Chlazení 12 ∞ 1x 
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5.1.3 Elektroforéza DNA 

Tabulka 5: Příprava 50x TAE pufru 

5.2 Fylogenetická analýza 

5.2.1 Vyhledávání sekvencí 

5.2.2 Vyhledávání AGO-hook domén 

>> python wsearch.py -q protein_seqs.fasta -p pssm/ago-plants.pssm 

Název Množství 

EDTA 50 mM 

TRIS 2 M 

Kyselina octová 1 M 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5.2.3 Tvorba fylogenetických stromů 

5.3 Příprava RNA pro analýzu transkriptomu 

5.3.1 Izolace rostlinné RNA 
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5.3.2 Elektroforéza RNA 

Tabulka 6: Složení 5x TBE pufru  

Tabulka 7: Složení FDA nanášecí barvy 

Název Množství (na 1 l) 

TRIS 54 g 

Kyselina boritá 27,5 g 

EDTA 0,5 M pH 8.0 20 ml 

Název Množství (na 10 ml) 

Deionizovaný formamid 9,8 ml 

EDTA 200 μl 

Xylen cyanol FF 10 mg 

Bromfenolová modř 10 mg 
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5.3.3 Dodatečné kontroly RNA 

5.4 Bioinformatická analýza transkriptomických dat 

Obrázek 6: Schéma analýzy transkriptomických dat. V plných obdélnících jsou vyznačeny výstupy a v 

přerušovaných použité metody.
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Tabulka 8: Programy používané při analýze transkriptomických dat. 

>> STAR --sjdbOverhang 149 –twopassMode Basic --outFilterMultimapNmax 100 

-- outBAMsortingBinsN 50 --winAnchorMultimapNmax 100  

>> featureCounts –s 2 -t 'exon' -g 'gene_id' -M 

>> python rmats.py --gtf Araport11.gtf -t paired --readLength 150 --

novelSS --allow-clipping 

Název programu Verze Reference Platforma 

FastQC Galaxy Version 0.73 (Andrews et al., 2010) Galaxy 

MultiQC Galaxy Version 1.11 (Ewels et al., 2016) Galaxy 

RNA STAR Galaxy Version 2.7.8a (Dobin et al., 2013) Galaxy 

featureCounts Galaxy Version 2.0.1 (Liao et al., 2014) Galaxy 

DESeq2 Galaxy Version 2.11.40.7 (Love et al., 2014) Galaxy 

DEXSeq Galaxy Version 1.28.1 (Anders et al., 2012) Galaxy 

rMATS rMATS turbo v4.1.2 (Shen et al., 2014) Ubuntu 

https://usegalaxy.eu/
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>> dexseq.R -c 0.05 

5.5 Proteomika 

5.5.1 Izolace rostlinných proteinů 
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Tabulka 9: Tabulka složení extrakčního pufru pro izolaci proteinů; tučně vyznačené složky pufru se 

přidávají až těsně před použitím. 

Tabulka 10: Tabulka složení 4x SDS vzorkového pufru. 

5.5.2 Koimunoprecipitace 

Název Koncentrace 

Tris-Cl pH 8 20 mM 

NaCl 100 mM 

EDTA 2,5 mM 

Triton X-100 0,1 % (V/V) 

DTT 1 mM 

PMSF 0,1 mM 

Protease inhibitor cocktail (Sigma, P9599) 1 % (V/V) 

Název Koncentrace 

Tris-HCl 200 mM 

DTT 0.4 M 

SDS 8 % 

Bromfenolová modř 6 mM 

Glycerol 4.3 M 
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Tabulka 11: Složení promývacího pufru. 

5.5.3 Detekce proteinů na western blotu  

5.5.3.1 SDS-PAGE 

Název Množství (pro 1 l promývacího pufru) 

Tris-Cl pH 7.5 (pH upraveno při 4°C) 10 mM 

NaCl 150 mM 

Triton-X 0.05 % 

EDTA 0.5 mM 
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Tabulka 12: Příprava SDS-PAGE gelu. TEMED a AP přidat až těsně před naléváním gelu. 

Tabulka 13: Návod pro přípravu 10x elektroforetického pufru. 

5.5.3.2 Western blot 

Název 10% dělící gel 8% dělící gel 4% zaostřovací gel  

Monomery akryl-amid 

a bis-akryl-amid (30%)  

2 ml  1,6 ml  350 μl 

Tris-HCl  1,5 M pH 8,8 1,5 ml  1,5 M pH 8,8 1,5 ml  0.5M pH 6,8 625 μl 

dH2O  2,4 ml  2,8 ml  1,5 ml 

10% SDS  60 μl  60 μl  25 μl 

40% AP  7,5 μl  7,5 μl  5 μl 

TEMED 2 μl  2 μl  1,25 μl 

Název Množství (pro 1 l pufru) 

Glycin 144,4 g 

Tris-báze 30,3 g 

SDS 10 g 
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Tabulka 14: Návod pro přípravu transferového pufru (1 L) 

5.5.3.3 Imunodetekce 

Název Množství (pro 1 l pufru) 

Glycin 14,4 g 

Tris-báze 12,1 g 

Metanol 200 ml 
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Tabulka 14: Složení TBS pufru, potažmo TBS-T přidáním detergentu – zvýrazněno tučně. 

5.5.3.4 ECL systém 

5.5.4 Analýza proteinů pomocí MS 

 

Název Množství 

Tris 20 mM 

NaCl 150 mM 

Triton-X 0,1 % 



50 

5.6 Další doplňující materiály a metody 

Tabulka 15: Tabulka statistických signifikancí. 

 

Označení Hodnota P Výsledek 

* 0,01 - 0.05 Signifikantní 

** 0,001 - 0,01 Velmi signifikantní 

*** <0,001 Extrémně signifikantní 

ns >0,05 Nesignifikantní 

https://usegalaxy.eu/
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6 Výsledky 

∆

∆

∆

∆

∆

6.1 Fylogeneze SPT5L a SPT6L 
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Obrázek 7: Zjednodušený strom fylogeneze rodiny proteinů SPT5, kdy byl náhodně vybrán jeden 

zástupce na čeleď. Červeně vyznačené jsou proteiny s přítomnou AGO-hook doménou, modře 

označené bez AGO-hook domény. Názvy proteinů jsou složeny následovně: nejprve latinské rodové a 

druhové jméno, poté kód použité sekvence a nakonec W0/1-X, kde W0 označuje proteiny bez AGO-

hook domény a W1 s AGO-hook doménou a číslo X značí počet WG/GW motivů v daném proteinu. 
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Obrázek 8: Zjednodušený strom fylogeneze SPT6L, kdy byl náhodně vybrán jeden zástupce na čeleď. 

Červe-ně vyznačené jsou proteiny s přítomnou AGO-hook doménou, modře označené bez AGO-hook 

domény. Názvy proteinů jsou složeny následovně: nejprve latinské rodové a druhové jméno, poté kód 

použité sekvence a nakonec W0/1-X, kde W0 označuje proteiny bez AGO-hook domény a W1 

s AGO-hook doménou a číslo X značí počet WG/GW motivů v daném proteinu. 
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6.2 Proteomika 

6.2.1 Western-blot 

∆

Obrázek 9: Schéma proteinů SPT6L v používaných linií v proteomických experimentech. A první linie 

nese duální tag StrepII a FLAG tag B druhá používaná linie má na svém konci GFP protein.
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∆

6.2.2 Koimunoprecipitace 

Obrázek 10: WB s úspěšně detekovaným proteinem SPT6L s dobou expozice 1 hodina. K+ značí 

pozitivní kontrolu, kterou je zde bZIP18-GFP (Wiese et al., 2021), M značí marker, kterým je 

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa. Šipka označuje přibližnou polohu 

detekovaného proteinu SPT6L nativního i zkráceného o AGO-hook doménu ve fúzi s GFP. Na blotu je 

znatelný i drobný posun ve velikosti mezi jednotlivými verzemi proteinu SPT6L způsobený delecí AGO-

hook domény.
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∆

∆

Obrázek 11: GO enrichment proteinů interagujících s nativní SPT6L i s SPT6L∆Ah. Největší nabohacení 

proteinů je v procesech sestřihu mRNA, ale i v rámci umlčování genů pomocí sRNA.
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Obrázek 12: Grafy intenzity MS signálu pro proteiny AGO u jednotlivých koimunoprecipitovaných 

vzorků. Jako negativní kontrola slouží volné GFP. U vzorků s SPT6L proteinem tagovaným pomocí GFP 

(SPT6L∆Ah-GFP a SPT6L-GFP) ukazují AGO4/9 signifikantní interakci s SPT6L závislou na přítomnosti 

AGO-hook domény proteinu SPT6L. AGO1 má nabohacení pouze při porovnání negativní kontroly a 

SPT6L-GFP. Signifikance byly vypočítány z pomocí nepárového t-testu. 

6.3 Transkriptom 

∆ ∆

∆
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∆

 

 

Obrázek 13: Genotypování dvojitého 

mutanta nrpe1 + spt6l∆Ah. Vzorky na 

gelech si pořadím odpovídají. Použitý 

marker je 100 bp GeneRuler (DNA).  (Gel 

byl rozdělen kvůli přítomnosti 

nerelevantních vzorků)

Obrázek 14: Kontrola integrity RNA na 

elektroforézovém gelu. Použitý marker je 1 

kbp GeneRuler (DNA). Na gelu jsou jasné 

proužky 25S rRNA, 18S rRNA a menší 

proužky pro rRNA rostlinných organel či 

5.8S a 5S rRNA. (Gel byl rozdělen kvůli 

přítomnosti nerelevantních vzorků)

  M     WT        spt6l∆Ah        nrpe1 spt6l∆Ah 

+ 

nrpe1
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6.3.1 Diferenciální exprese genů  

∆

Obrázek 15: Heatmapa všech signifikantně DE genů od všech genotypů. Triplikáty jednotlivých počtů 

readů normalizovaných nástrojem DESeq2 jsou spojeny do společného průměru. Genotypy byly 

klastrovány pomocí metody hierarchického klastrování.
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∆

∆

Obrázek 16: Vennovy diagramy s počty diferenciálně exprimovaných genů u různých kombinací 

porovnání genotypů. A Vennův diagram DE genů při porovnání oproti WT. B Vennův diagram DE genů 

při porovnání oproti dvojitému mutantovi spt6l∆Ah x nrpe1.
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∆

Obrázek 17: Heatmapa míry exprese pro DE geny z porovnání mutanta nrpe1 a dvojitého mutanta 

spt6l∆Ah x nrpe1 (stejné geny jako na obr. 16B v zeleném kruhu). Šedě označený je protein SPT6L. 
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Obrázek 18: Profily pro proteiny či chromatinové značky z dostupných ChIPSeq dat vytvořené pro sady 

diferenciálně exprimovaných genů získaných z transkriptomických dat. Profily pro proteiny AGO jsou 

vytvořeny z datasetu ChIPSeq dat z epimutanta fwa (flowering wageningen) ostatní ChIPseq data jsou na 

WT pozadí. Linie v grafu ukazují průměr dané značky/proteinu pro sady diferenciálně exprimovaných (DE) 

genů vypsaných v legendě. Vystínované oblasti poté doplňují linie a udávají standartní chybu průměru. 

Profily jsou vytvářeny z oblastí genů, které jsou vztaženy a proloženy do oblasti grafu odpovídající velikosti 

500 nt a jsou doplněny oblastmi ± 1kbp upstream a downstream od místa transkripčního počátku (TSS) a 

místa ukončení transkripce (TES). Počty genů pro dané linky nabohacení jsou uvedeny v legendě za 

popisem genotypu. 
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Obrázek 19: Profily sRNA (20-25 nt dlouhých) mapovaných do diferenciálně exprimovaných (DE) genů 

uvedených v legendě. Linie značí medián pro sRNA. Profily jsou vytvářeny z oblastí genů, které jsou 

vztaženy a proloženy do oblasti grafu odpovídající velikosti 500 nt a jsou doplněny oblastmi ± 1kbp 

upstream a downstream od místa transkripčního počátku (TSS) a místa ukončení transkripce (TES). 

Počty genů pro dané linky nabohacení jsou uvedeny v legendě za popisem genotypu. 
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6.3.2 Analýza využití exonů  

∆

∆

 

Obrázek 20: Obrázky ukazující změnu ve využití exonů u jednotlivých mutantů při porovnání s WT  

A Vennův diagram s geny se změnou mírou využití exonů u jednotlivých genotypů při porovnání s WT.  

B Profily vyobrazující změny ve využívání exonů podél genů. Linie ukazují míru, s jakou exony daný set 

genů využívá ve srovnání s WT. Hodnoty pro dané geny jsou převzaty z výstupu programu DEXSeq pro 

porovnání genotypů, které jsou napsány v nadpisu pro daný graf. Jsou zde ukázány tři sady genů ve 

dvou relevantních porovnáních genotypů. První sadou genů, označených červenou linkou jsou geny se 

signifikantní změnou ve využití exonů u mutanta spt6l∆Ah, ten je vyobrazen v prvním grafu pouze. Poté 

jsou tmavě zelenou linkou vyneseny dva grafy pro geny se signifikantní změnou ve využívání exonů u 

genů, které mají společný překryv u mutantů spt6l∆Ah a nrpe1 (na Vennově diagramu překryv tvořen 81 

geny) a hodnoty využití exonů jsou vyneseny pro porovnání obou relevantních genotypů, tedy WT vs. 

spt6l∆Ah i nrpe1. Poslední sadou genů jsou geny se signifikantní změnou ve využití exonů u mutanta 

nrpe1 (pouze) na pozadí porovnání WT x nrpe1. Profily pro dvojitého mutanta neukázány pro malý počet 

genů. Geny jsou normalizovány na délku odpovídající 500 bp od počátku transkripce (TSS) až po konec 

(TES). Počty genů pro dané linky nabohacení jsou uvedeny v legendě za popisem genotypu. 

Vystínované oblasti poté doplňují linie a udávají standartní chybu průměru. 
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6.3.3 Analýza alternativního sestřihu 
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∆
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Obrázek 21: Grafy s výsledky analýzy alternativního setřihu z programu rMATS pro 

porovnání mutanta vs WT. Jednotlivé události jsou filtrovány p <0.05; FDR <0.05.  Na svislé 

ose je vyobrazeno △Ψ spolu se standartní chybou průměru. △Ψ (PSI = percent spliced in 

index) vyjadřuje rozdíl v četnosti dané události alternativního sestřihu při porovnání dvou 

daných genotypů, kdy kladné číslo tedy říká, že je událost častější u WT a vice versa. 

Signifikance byly vypočteny za pomocí t-testu. Počty zaznamenaných události při dané 

hladině významnosti jsou zaznamenány pod grafem.

Obrázek 22: Sashimi plot se 

zamapovanými ready vygenerovaný 

pomocí programu IGV pro gen 

AT1G22640 (MYB3), který vyšel se 

signifikantní změnou A5SS při 

porovnání WT vs. spt6l∆Ah. Šipka 

ukazuje na alternativní 5’ sestřihové 

místo pro tuto konkrétní událost. Pod 

sebou jsou ukázány jednotlivé repliky 

pro daný genotyp. 
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Přílohy 

Příloha 1: Strom fylogeneze SPT6L obsahující 124 proteinů. Z prostorových důvodů nejsou ukázány 

všechny. Červeně vyznačené jsou proteiny s přítomnou AGO-hook doménou, modře označené bez 

AGO-hook domény. Názvy proteinů jsou složeny následovně: nejprve latinské r rodové a druhové 

jméno, poté kód použité sekvence a nakonec W0/1-X, kde W0 označuje proteiny bez AGO-hook 

domény a W1 s AGO-hook doménou a číslo X značí počet WG/GW motivů v daném proteinu.
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Příloha 2: Strom fylogeneze SPT5L obsahující 176 proteinů. Z prostorových důvodů nejsou ukázány 

všechny. Červeně vyznačené jsou proteiny s přítomnou AGO-hook doménou, modře označené bez 

AGO-hook domény. Názvy proteinů jsou složeny následovně: nejprve latinské r rodové a druhové 

jméno, poté kód použité sekvence a nakonec W0/1-X, kde W0 označuje proteiny bez AGO-hook 

domény a W1 s AGO-hook doménou a číslo X značí počet WG/GW motivů v daném proteinu.
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Příloha 3: GO enrichment molekulárních funkcí koimunoprecipitovaných proteinů. A Graf pro geny, 

které interagují s proteinem SPT6L∆Ah-GFP (n=58). B Graf pro geny, u nichž se specificky ztrácí 

interakce s SPT6L proteinem při deleci AGO-hook domény (n=33). Mezi těmito proteiny jsou i AGO 

proteiny jakožto interakční partneři AGO-hook domény. 
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Příloha 4: Kontrola kvality a výsledky sekvenování RNA pro jednotlivé vzorky vyizolované RNA. Raw reads ukazuje počet všech readů získaných ze 

sekvenování. Sloupeček Effective ukazuje (clean reads/raw reads)*100%. Error ukazuje základní chybovost sekvenování. Q20 a Q30 ukazují hodnoty přesnosti 

mapování a GC ukazují počet GC nukleotidů v readech. Poslední tři sloupečky tabulky říkají úspešnost mapování a počet unikátně zamapovaných a 

multimapujících readů.  

Genotype 
Raw 

reads 
Effective [%] Error [%] Q20 [%] Q30 [%] GC [%] 260/280 260/230 RIN 

Uniquely 

mapped 

reads 

Unmapped 

reads 

Multimapping 

reads 

WT 43,5M 99,2 0,03 97,42 92,44 46,85 1,91 2,3 7,9 93,87% 1,21% 4,91% 

WT 41M 99,17 0,03 97,76 93,27 46,58 1,91 2,09 8 96,73% 1,16% 2,11% 

WT 39,8M 98,47 0,03 97,73 93,17 46,41 1,94 1,89 7,7 96,25% 1,62% 2,13% 

stp6l∆Ah x nrpe1 47,7M 98,87 0,03 97,76 93,25 47,19 1,94 2,02 8,1 93,22% 1,38% 5,4% 

stp6l∆Ah x nrpe2 39M 99,2 0,03 97,69 93,06 46,48 1,94 2,2 7,6 96,70% 1,18% 2,12% 

stp6l∆Ah x nrpe3 40,2M 99,13 0,03 97,11 91,88 46,44 1,91 2,11 8 96,56% 1,47% 1,97% 

spt6l∆Ah 39,9M 99,17 0,03 97,38 92,47 46,99 1,95 1,96 8,1 93,38% 1,37% 5,25% 

spt6l∆Ah 39,6M 99,25 0,03 97,62 92,91 46,72 1,92 2,23 8 96,74% 1,23% 2,02% 

spt6l∆Ah 45,7M 99,18 0,03 97,61 92,81 46,77 1,92 2,13 8,1 93,68% 1,27% 4,87% 

nrpe1 41,4M 99,06 0,03 97,68 93,03 46,41 1,91 2,27 8,1 96,86% 1,26% 1,88% 

nrpe2 46,8M 99,09 0,03 97,65 92,92 46,79 1,92 2,13 8,3 96,80% 1,30% 1,90% 

nrpe3 44,6M 99,16 0,03 97,74 93,09 46,61 1,89 1,98 8,3 96,29% 1,52% 2,18% 
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