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Cile prace
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s pohlavnimi chromozomy.
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Prakticka ¢éast
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Analyza slozeni samc¢iho genomu a pohlavnich chromozomti u dvoudomé rostliny

Rumex acetosa

Potvrzeni modelu parentalné specifického Sifeni transpozonii pomoci
bioinformatické analyzy NGS dat ziskanych ze sortovanych pohlavnich

chromozomu a autozomu R. acetosa.

Ptiprava grafickych vystupli pro publikaci pomoci vefejné dostupnych

a samostatné vytvorenych bioinformatickych néstrojl a algoritmd.



1. UVOD

Transpozony jsou mobilni genetické elementy, které¢ tvoii dominantni slozku vétSiny
rostlinnych genomt.. Kvili své transpozi¢ni aktivité jsou transpozony potencialné
nebezpecné, mohou narusovat strukturu nebo funkci gend. Rostliny se proto jejich
aktivit¢ brani prostiednictvim epigenetickych mechanismi zaloZenych na kratkych
molekuldch RNA, jez fidi transkrip¢ni a posttranskripéni umlceni transpozonti. Piestoze
jsou jiz popsany zékladni rysy této epigenetické obrany, dosud se nevi, do jaké miry se
li$1 obranné mechanismy v samcich a samicich zadrode¢nych drahach, v nichz je aktivita

transpozont nejvyssi.

Na zaklad¢ ptedbéznych dat ziskanych v nasi laboratofi jsme vytvofili model, podle
kterého se nékteré transpozony $ifi pfednostné v samci a jiné v samici zarode¢né linii
bun¢k. Ocekava se potvrzeni modelu rozdilného Sifeni transpozond u sam¢ich a samicich
zarodecnych bunék. V takovém piipadé budou vykazovat pocty transpozont dané rodiny
na jednotlivych chromozomech urcité poméry. Naptiklad rodina transpozonti, ktera je
umlcena v sam¢i zarodecné draze, bude mit minimalni pocet kopii na chromozomu Y,
vysoky na chromozomu X a stfedni na autozomech. Rodina uml¢end v samici zarode¢né
draze bude mit vysoky pocet kopii na chromozomu Y, stfedni na autozomech a nejnizsi

na chromozomu X.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Transponovatelné elementy

Transponovatelné elementy (TE, transpozony) jsou mobilni sekvence DNA, které tvori
vétsinu rostlinnych genomti. Jsou schopny se integrovat do novych pozic v genomu, ¢imz
Vv pribehu ¢asu navysuji sviyj pocet. Spoléhaji pfitom na jednu nebo vice enzymatickych
funkci, které si samy koduji nebo jim je poskytuji podobné autonomni (pIlné¢ funkéni)
elementy (Lisch, 2013). Transpozony mohou ovliviiovat evoluci regulaci genové exprese
a mutagenni transpozici, a proto jsou builkou umlovany pomoci epigenetickych
modifikaci (Chuong et al., 2017; Craig, 2015). TE byly poprvé popsany u kukutice
Barbarou McClintockovou na konci 40. let 20. stoleti, a diky schopnosti regulovat

genovou expresi, byly pojmenovany jako kontrolni prvky (McClintock, 1956).

TE mtzeme rozdé¢lit do dvou tiid na =zakladé transpozicnich mechanismt
a strukturalnich rysd - na retrotranspozony (tiida I), které se replikuji prostfednictvim
meziprodukti RNA a extrachromozomalni komplementarni DNA (cDNA), a DNA
transpozony (tfida II), které se replikuji prostiednictvim meziproduktu DNA (Craig,
2015). Cetnost transpozoni se mezi jednotlivymi genomy lisi. Napiiklad, u kukufice tvoii
TE 75 % genomu a u ¢loveka 40 % genomu (Slotkin a Martienssen, 2007). Faktory, na
kterych frekvence zastoupeni TE zavisi, jsou slozité a zahrnuji cetnost transkripce
a transpozice, preference inzerénich mist, pozitivni a negativni selekci. Obecné ale plati,
ze frekvence zastoupeni TE u eukaryot pozitivné koreluje s velikosti genomu (Craig,

2015; Lynch, 2007).

Az do nedavna byly TE povazovany za ,,genomicky odpad“. Teprve nedavné studie
odhalily podstatny dopad TE na funkce a evoluci genomu, potencial TE vytvaiet funkéni
genomové struktury (napfiklad centromery nebo telomery) nebo regulacni genové sité.
Na roli TE v genomech dosud nepanuje jednotny nazor a lze na ni pohlizet z riznych
perspektiv. TE jsou chapany bud’ jako ,,sobecka DNA* usilujici pouze 0 svou vlastni
expanzi (Orgel a Crick, 1980) nebo se o TE uvazuje jako o ,kontrolnich prvcich*
s dalezitou ulohou V regulaci genomu. Nejpravdépodobnéjsi je, ze TE piedstavuji
genomove parazity, ktefi hraji dilleZitou pozitivni roli v evoluci organismi (zvySuji jejich
variabilitu) a genomu (podileji se na tvorbé funkénich struktur aregulacnich
mechanismu) (Mita a Boeke, 2016). Protoze jsou TE exprimovany v genomu a podléhaji
stejnym pravidlim dédicnosti jako geny jejich ,hostitele”, mohou byt transpozony
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v biologickych procesech vyuzity ku prospéchu organismu (Kumar a Bennetzen, 1999;
Pardue et al., 1997).

2.1.1. Klasifikace

Transpozony jsou sekvence DNA, které maji schopnost ménit svou polohu v genomu.
V disledku neustalé diverzifikace a evolucnich tlakti vytvofily TE ohromujici
rozmanitost typu a podob. TE lze rozdélit do dvou hlavnich t¥id na zaklad¢ jejich
mechanismu transpozice, a kazdou tiidu lze rozdélit do podtiid na zakladé mechanismu
chromozomalni integrace (Obr. 1) (Bourque et al., 2018). Podle mechanismu transpozice
je d€lime na retrotranspozony, které pouzivaji proces ,kopirovat avlozit“, a DNA

transpozony, které pouzivaji mechanismus ,,vyjmout a vlozit“ (Mita a Boeke, 2016).

Retrotranspozony a DNA transpozony existuji jako autonomni nebo neautonomni
elementy (Craig, 2015; Slotkin a Martienssen, 2007). Autonomni elementy koduji
proteiny potiebné pro transpozici, ale pro UspéSny piesun potiebuji i enzymy hostitele.
Naproti tomu neautonomni elementy jsou nekompletni z hlediska proteinové vybavy,
maji pouze regulacni sekvence vyzadované pro transpozici a vyZzaduji piibuzny
autonomni element, aby zajistil transpozi¢ni faktory (enzymy) v trans. DNA transpozony
pro transpozici nutn¢ nevyzaduji transkripci TE, jelikoz si vystaéi s proteinovymi
produkty piibuznych elementa (Craig, 2015). Naopak retrotranspozony piepsany byt
musi, protoze K transpozici mize dojit pouze prostiednictvim meziprodukti RNA
(kopirovani) a cDNA (vlozeni) (Underwood et al., 2017).

Stav jednotlivych kopii TE v hostitelském genomu se 1isi v zavislosti na stafi a aktivité
dané rodiny TE. Autonomni TE kéduji enzymy potiebné pro jejich mobilitu, zatimco
mobilita neautonomnich elementi zavisi na enzymech dodavanych autonomnimi
elementy patficimi stejnému nebo ptibuznému TE. Aktivita neautonomnich elementi je
tak pfimo zavisld na pfitomnosti aktivnich autonomnich kopii. V mnoha piipadech je
pocet neautonomnich TE v genomu srovnatelny nebo dokonce vys$si nez autonomnich
TE. TE sekvence v priubéhu ¢asu akumuluji mutace, které narusuji schopnost téchto
sekvenci produkovat proteiny a dale mobilizovat. Tento proces starnuti vedl ve vétsiné
genomu k pfitomnosti mnoha fosilnich TE sekvenci vedle nékolika aktivnich kopii

(Kidwell a Lisch, 2001).
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Obr. 1 Klasifikace eukaryotickych TE. Schéma a ptiklady ukazujici kliCové rysy a vztahy mezi
tfidami, podtfidami, superrodinami a rodinami transpozonii. Modré kruhy piedstavuji enzymy
kédované TE; circDNA, kruhova DNA; DIRS, Dictyostelium opakujici se sekvence; dsDNA,
linearni dvoufetézcovy DNA meziprodukt; EN, endonukleaza; IN, integraza; PLE, Penelope-like
elementy; HUH, Rep / Helicase protein s HUH endonukledazovou aktivitou; RT, reverzni
transkriptaza; TP, transposiaza, TPRT cil primovand reverzni transkripce; YR, tyrosin
rekombinaza. Prevzato z (Bourque et al., 2018).

2.1.2. Retrotranspozony

TE tridy I, také znamé jako retrotranspozony, se mobilizuji prostfednictvim mechanismu
,kopirovat a vlozit“, kdy se meziprodukt RNA reverzné piepisuje do cDNA, ktera je
integrovana jinde v genomu (Boeke et al., 1985). U retrotranspozont s dlouhymi
terminalnimi repeticemi (LTR) probiha zpétny piepis v cytoplazmé uvnité Castic
podobnych virim, které jsou tvofeny geny gag kdédovanymi retrotranspozonem.
Kintegraci dochazi s$tépenim cilového mista v DNA a naslednou integraci
retrotranspozonové cDNA, coz je katalyzovano integrazou podobné jako u retrovira
(Brown et al., 1987). U retrotranspozond bez LTR (non-LTR retrotranspozony), které
zahrnuji jak dlouhé, tak kratké rozptylené jaderné prvky (LINE a SINE),

chromosomalni integrace spojena s reverzni transkripci prostiednictvim procesu

oznacovaného jako reverzni transkripce zahajovana cilovym mistem (Luan et al., 1993).

Retrotranspozony byly odhaleny téméf ve vSech eukaryotich z rlznych

taxonomickych skupin, jako jsou prvoci, houby, zivoCichové a rostliny (Kumar
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a Bennetzen, 1999), vétsinou tvofi podstatnou slozku genomut a hraji vyznamnou
roli vevoluci geni a genomd. Rostlinné retrotranspozony jsou strukturné a funkéné
podobné ostatnim eukaryotickym retrotranspozonum a retrovirim, ale existuji tu
vyznamné rozdily v genomické organizaci retrotranspozontl, ¢asto vysokém poctu jejich
kopii, znacné heterogennich populacich a jejich distribuci na chromozomech (Kumar
a Bennetzen, 1999). Mechanismus replika¢ni transpozice mutize rychle zvysit pocet kopii
elementi a tim vyrazné zvétSit velikost genomu rostliny (Kumar, 1996; Sanmiguel
a Bennetzen, 1998). Nartst genomu kukufice o 75 %, ke kterému doslo v poslednich péti
milionech let, je vysledkem transpozice a rozsifeni LTR retrotranspozont (SanMiguel et
al., 1998).

Mutace, ke kterym doslo v disledku vloZeni retrotranspozont, jsou na rozdil od mutaci
zpisobenych DNA transpozony stabilni. DNA transpozony pouzivaji mechanismus
transpozice vyjmuti a vlozeni, coZ je vratny proces vedouci jen k pomalému zvétSovani
rostlinného genomu, zatimco u retrotranspozont zlstane sekvence v misté inzerce

zachovana (Georgiev, 1984; Geyer et al., 1986; Peifer a Bender, 1988).

Retrotranspozony se déli do tii skupin, které se 1i§i ve své strukturalni organizaci
a transpozi¢nim mechanismu. Prvni skupina zahrnuje retrotranspozony s dlouhymi
koncovymi repeticemi na obou koncich (LTR retrotranspozony). Druha skupina
predstavuje non-LTR retrotranspozony, které neobsahuji LTR. Posledni skupina
obsahuje prvky podobné DIRS (Dictyostelium opakujici se sekvence), které obsahuji gen
tyrosin rekombinazy (YR) namisto genu integrazy (INT) (Obr. 1) (Sormacheva a Blinov,
2011).

LTR retrotranspozony

LTR retrotranspozony jsou strukturalné podobné retrovirim. Mohou se pohybovat uvnitf
hostitelského genomu z jedné chromozomalni polohy do druhé pfes meziprodukt RNA
mechanismem ,,kopirovani a vkladani (Kumar a Bennetzen, 1999). LTR retrotranspozon
ma délku ptiblizné 4-20 tisic part bazi a obsahuje otevieny ¢teci ramec (ORF), ktery je
lemovany dvéma piimymi LTR. ORF je rozdélen do dvou oblasti, gag a pol (Obr. 2)
(Wicker et al., 2007). Gen gag koduje RNA-vazajici protein, Ktery tvoii ¢astici podobnou
viru, ve které probiha zpétna transkripce retrotranspozonového genomu. Gen pol koduje
nekolik proteint, jako je proteaza (PR), integraza, reverzni transkriptaza (RT) a RNaza

H, které jsou potfebné pro syntézu a integraci cDNA do hostitelského chromozomu
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(Boeke a Corces, 1989). Geny gag, pol a int mohou byt kddovany v jediném translaénim
OREF, ale také ve dvou nebo vice ORF (Kumar a Bennetzen, 1999).

LTR retrotranspozony maji pfimé dlouhé koncové repetice, jejichz délky se mohou
pohybovat v rozmezi od n¢kolika stovek part bazi do vice nez 5 kbp. LTR nekdduji zadné

znamé proteiny, jsou zakonceny kratkymi obracenych repeticemi, obvykle 5— TG -3’

a5 — CA — 3 ' a obsahuji promotory a terminatory spojené s transkripci LTR
retrotranspozont.
Trida |

LTR retrotranspozon

Py tR| gag pol env LTRIESC
DIRS

=0gyf1iR[  gag YR TIR 2
LINE

TSDy, ORF1 ORF 2 polyA =2y
SINE

IS0y, [A] |[B polyA =Dy,
PLE

Byl tR|  RT EN LTRI=p»

Trida ll

DNA transpozon

TIR 5 TIR

—Pp TRANSPOZAZA §—
Helitron

TC HELIKAZA CTRR
Maverick

IS0y, TRy, | int ORF poiB | |22 =Dy,

Obr. 2 Struktura transponovatelnych elementti. TSD, duplikace cilového mista; LTR, dlouha
koncova repetice; TIR, terminalni invertovana repetice; ORF, otevieny Cteci ramec; A a B,
promotory RNA polymerazy III; polyA dlouha sekvence adeninovych nukleotidd; YR, tyrosin
rekombinaza; RT, reverzni transkriptaza; EN, endonukleaza; polB, DNA polymeraza Beta.
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Dalsim rysem LTR retrotranspozont je pfitomnost kratkych sekvenci znamych jako
misto vazajici primer (PBS) a polypurinovy trakt (PPT). PBS je umistén za 5' LTR a je

nezbytny pro syntézu prvniho fetézce cDNA (Sormacheva a Blinov, 2011).

Na zaklad¢ uspofadani domén v ramci proteinu pol a podobnosti sekvence jsou LTR
retrotranspozony dale klasifikovany bud’ jako typ Tyl/copia (Pseudoviridae) nebo
Ty3/gypsy (Metaviridae) (Kumar a Bennetzen, 1999). Oba typy retrotranspozonu se
v genomech vysSich rostlin vyskytuji ve vysokych poctech (od 5.5 % v genomu
Arabidopsis thaliana do vice nez 50 % v genomu kukutice) (Kaul et al., 2000; SanMiguel
etal., 1996).

e Tyl/copia

Tyl/copia je superrodina retroviri a LTR retrotranspozont, do které patii mnoho
znamych retrotranspozont. BéZné se vyskytuji v genomech rostlin, hub, zivoc¢ichd, fas
a n¢kterych prvoka (Sormacheva a Blinov, 2011). Nazev byl vytvoien podle prvniho
objeveného zastupce Tyl u kvasinek a copia u octomilek. Tyl/copia obsahuje LTR
(dlouhé 100 - 1300 nukleotidi), ORF pro geny gag a pol a doménu IN, ktera je umisténa
mezi doménami proteazy a reverzni transkriptazy (Obr. 3) (Eickbush a Jamburuthugoda,
2008). Muze také obsahovat dalsi ORF kodujici retrovirovy gen env a diky tomu mit
status potencialnich retrovira (Havecker et al., 2005).

Genomy rostlin obsahuji obvykle jen nékolik aktivnich kopii Tyl/copia
retrotranspozoni, vétsina kopii je nefunkéni (Flavell et al., 1992). Aktivita téchto prvki
byla detekovéana pouze béhem urcitych fazi vyvoje rostlin nebo za stresovych podminek,
€0z naznacuje, ze jejich transpozice je regulovana na trovni transkripce (Flavell et al.,

1992).

LTR retrotranspozon Ty1/copia
LTRp geg | pr| |int] RT |RNaseH| | env |LTR

—
W
O
=
W
=

LTR retrotranspozon Ty3/gypsy
LTR} @ég | pr| | RT |RNaseHl|int| | €7v |LTR

—
W
O
=
w
=

Obr. 3 Rozdilné usporadani domén u Tyl/copia a Ty3/gypsy.
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» Ty3/gypsy
Ty3/gypsy je dalsi velkou skupinou, do které patii vétSina zndmych retrotranspozonti.
Stejné jako u Tyl/copia byla skupina pojmenovana podle prvnich objevenych zastupct
u kvasinek (Ty3) a octomilek (gypsy). Délka Ty3/gypsy retrotranspozonti se pohybuje od
4 do 25 tisic part bazi (Sormacheva a Blinov, 2011) a LTR jsou dlouhé 100 - 5000

nukleotidu.

Vyznamny rozdil mezi Tyl/copia a Ty3/gypsy je v uspofadani domén genu pol,
a stejné jako Tyl/copia, i Ty3/gypsy mohou obsahovat retrovirovy gen env. VétSina
Ty3/gypsy se podoba struktufe retrovirti, pol genové domény jsou ve stejném potadi
[proteaza — RT — ribonukleaza H (RH) — integraza] (Obr. 3) (Xiong a Eickbush, 1990).
V nékterych piipadech muze byt nejasné, zda je element, podobny typu Ty3, vlastné

retrotranspozonem nebo retrovirem (Bennetzen, 1996; Kumar, 1998).

e ERV

Retroviry jsou charakterizovany replikaénim cyklem, ve kterém je genom virové RNA
reverzné transkribovan a integrovan do jaderného genomu hostitelské bunky (Vogt,
1997). Enzymy RT a IN umoznuji pfeménu jednovlaknové virové RNA na
dvouvlaknovou DNA, po které nasleduje integrace virové DNA do jaderného genomu
infikované bunky. Tim se vytvoii ,provirus“. Jako chromozomalni inzerce ma
integrovany provirus celozivotni vztah s infikovanou buiikou a pteziva tak dlouho, dokud
Zije bunika (nebo jeji potomstvo). KdyZ dojde k integraci v zdrodecné bunce, mize byt
vysledny provirus vertikdln¢ zdédén jako hostitelska alela. Takovy provirus se nazyva

endogenni retrovirus (ERV) (Gifford et al., 2018).

LTR retrotranspozony se lisi od retrovirti pouze nepiitomnosti env genu kodujiciho
obalovy protein virovych ¢astic. Dlouho se véfilo, ze LTR retrotranspozony vznikly
v disledku ,,domestikace® retrovird, a jsou to tedy retroviry, které ztratily svij env gen
(Xiong a Eickbush, 1990). Fylogeneticka analyza LTR retrotranspozont a retrovird vsak
ukazala, Ze situace je zcela opac¢na. S velkou pravdépodobnosti jsou retroviry odvozeny
od LTR retrotranspozont. Ziskanim nového genu env, bylo umoznéno protoretroviru

vytvofit virovou ¢astici s infekéni schopnosti (Xiong a Eickbush, 1990).
DIRS

Dictyostelium opakujici se sekvence (DIRS) byly objeveny na poc¢atku 80. let (Zuker
a Lodish, 1981) v genomu hlenky. DIRS jsou strukturné rozd¢lené skupiny TE, které maji
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gen tyrosin rekombindzy misto integrazy. Jejich konce se podobaji bud’ rozdélenym

ptimym repeticim (SDR) nebo obracenym repeticim (TIR) (Makatowski et al., 2019).

ORF pol zahrnuje reverzni transkriptaizu, RNazuH (RH) a doménu podobnou
bakterialni a fagové DNA N-6-adenin-methyltransferaze (Piednoél et al., 2011). Ve
srovnani s retroviry chybi v YR retrotranspozonech jak aspartatové protedza, tak DDE

integraza (Goodwin a Poulter, 2004).
Non-LTR retrotranspozony

Retrotranspozony bez dlouhych termindlnich repetici predstavuji dalsi skupinu.
Neptitomnost LTR je odliSuje strukturalné i mechanicky. Dlouhé rozptylené jaderné
elementy (LINE) a kratké rozptylené jaderné elementy (SINE) se vyskytuji v genomu
jako soucast opakujici se DNA, ktera neni uspotfadana v tandemovych repeticich, ale je
rozptylena (Kumar a Bennetzen, 1999). LINE ¢astecné koduji stejné proteiny jako LTR-
retrotranspozony: gag a RT / RNaseH. Pravdépodobné je za inzerci do hostitelského
genomu zodpovédna kodujici sekvence pro endonukleazu misto integrazy. I pies ¢astecné
identické proteinové funkce je pro transpozici pouzit jiny mechanismus, nez je tomu
u LTR retrotranspozonti. Naznacuji to termindlni poly(A), chybé&jici LTR a doprovodné
pfimé obracené repetice. Za velkou ¢ast repetitivni DNA u rostlin jsou zodpovédné LINE

elementy (Becker et al., 2001).

e LINE

Dlouhé rozptylené jaderné elementy jsou sice jednodussi nez LTR retrotranspozony, ale
stale koduji n€které stejné proteiny. LINE maji geny gag a pol, ale postradaji integrazu.
Misto za genem gag obvykle zaujima protein s endonukleolytickou aktivitou, ktery je
zapojen do integrace DNA LINE elementd do chromozomalni DNA (Cost a Boeke,
1998). LINE se také mohou integrovat do chromozomalni DNA v misté zlomu a tim je
opravovat (Moore a Haber, 1996). Podle kritérii sekvenéni diverzity se elementy LINE
zdaji byt nejstarsi tfidou eukaryotickych retrotranspozont. Kladistické studie naznacuji,
ze prvni LTR retrotranspozony mohly vzniknout ziskanim LTR (Xiong a Eickbush,
1990).

O mechanismech transkripce nebo integrace LINE elementi u rostlin je znamo malo.
Vétsina LINE, které byly u rostlin pozorovany, je zkracena na 5° konci, stejné jako asi 95

% lidskych prvka L1 (Schmid, 1998), coz naznacuje podobné procesy transkripce,
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replikace a integrace (Kumar a Bennetzen, 1999). Elementy LINE jsou autonomni (Mita
a Boeke, 2016).

e SINE

Kratké rozptylené jaderné elementy jSou malé retrotranspozony, které se od ostatnich tiid
lisi tim, ze nekoduji zadné proteiny nezbytné pro transpozici, jSou tedy neautonomni.
Proto se také nékdy nazyvaji retrogeny (Becker et al., 2001). Proteiny nutné k mobilizaci
musi byt dodany vtrans a obvykle jsou jejich zdrojem autonomni non-LTR
retrotranspozony. Naptiklad lidské elementy Alul jsou mobilizovany proteinovym
aparatem autonomnich L1 elementii. VSechny znamé SINE jsou odvozeny od produktt
RNA polymerazy III (napi. tRNA) (Boeke, 1997). V tomto ohledu jsou SINE
nejpodobngéjsi pseudogentim bez intront, molekulam mMRNA, které jsou obcas reverzné
transkribovany, a poté vlozeny do eukaryotickych genomu (Drouin a Dover, 1987;
Loguercio a Wilkins, 1998). SINE jsou u rostlin nejbéznéjsimi neautonomnimi

retrotranspozony (Lisch, 2013).

e PLE

Elementy podobné Penelope (PLE) jsou Siroce rozsifenou, ale ne pfilis studovanou ttidou
eukaryotickych TE. Jsou charakterizované jednim ORF kodujicim RT, neobvyklou GIY -
YIG EN doménou, ktera byla nalezena také v bakterialnich intronech skupiny I,
a pfitomnosti sestfihovanych intront u nékolika typd (Arkhipova et al., 2003; Evgen’ev
a Arkhipova, 2005). Ve fylogenezi retroelementt zaujimaji zvlastni misto tim, ze sdileji
spole¢ného ptedka s TERT (telomerazové RT, geny, které syntetizuji telomery eukaryot)
(Arkhipova et al., 2003). PLE se vkladaji do genomu nahodné, pficemz upiednostiu;ji cile
bohat¢ na AT (Evgen’ev a Arkhipova, 2005). To je zplsobeno slabou sekvencni
preferenci konzervativnich domén endonukleazy (Pyatkov et al., 2004).

2.1.3. DNA transpozony

Prvky ttidy Il, také znamé jako DNA transpozony, jsou piesouvany pomoci meziproduktu
DNA. Bud’ piimo prostfednictvim mechanismu ,,vyjmout a vlozit“ (Greenblatt a Brink,
1963; Rubin et al., 1982) nebo v piipadé Helitrond ,,mechanismem otacivé kruznice®,
replikacnim mechanismem zahrnujicim kruhovy meziprodukt DNA (Grabundzija et al.,
2016). U DNA transpozont Krypton a Maverick/Polinton zatim nebyl mechanismus

prozkouman.
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Pro TE Il. tfidy je charakteristicka ptfitomnost koncovych obracenych terminalnich
invertovanych repetici (TIR) na obou koncich, které jsou dlouhé 9 az 40 part bazi, a jsou
rozpoznavany transpozazou (Pray, 2008). Dale obsahuji doprovodné piimé repetice.
Piimé repetice nejsou ve skute¢nosti soucasti TE, ale jsou to pozistatky po vlozeni TE.
Jakmile jsou TE vyfiznuty, zlstanou tyto repetice jako ,,stopy“. Obcas tyto stopy
ovliviluji genovou expresi i poté, co se jejich TE piesunula na jiné misto v genomu (Pray,
2008). Lidsky genom se sklada pfevazné z retrotranspozonti, z DNA transpozont jsou to

méné nez 2 % (Kazazian a Moran, 1998).
Helitrony

Helitrony jsou eukaryotické DNA transpozony. Maji unikatni strukturu a piedpoklada se,
ze pouzivaji mechanismus otafivé kruznice, podobny replikaci, prostfednictvim
meziproduktu jednovldknové DNA (Feschotte a Wessler, 2001; Kapitonov a Jurka,
2001). Vyskytuji se v raznych eukaryotach, ale v nejvétsim zastoupeni byly nalezeny
u netopyra hnédavého a v kukufici, kde tvoii n€kolik procent genomu (Craig, 2015).

Helitrony se akumuluji blizko sebe, ale ne uvniti sebe (Yang a Bennetzen, 2009).

Helitrony zachycuji hostitelské geny nebo jejich fragmenty nachazejici se v okoli.
Muze to byt diky mechanismu otacivé kruznice, ktery nemusi koncit na 5' konci ale
pokracovat dale. KdyZz dojde k ukonceni replikace, miize mobilizovana DNA nové
zahrnovat sekvence, které byly umistény az za 5” koncem Helitronu. Toto zachycovani
a nasledna duplikace gent muze byt velmi dulezité pro evoluci druhu (Du et al., 2009;
Yang a Bennetzen, 2009). Nicméné mechanismus transpozice otacivé kruznice zustava
od doby zvefejnéni dobie podporovanou, ale dosud nepotvrzenou hypotézou (Craig,
2015).

Helitrony byly prvni skupinou TE, ktera byla objevena vypocetni analyzou celych
genomovych sekvenci (Kapitonov a Jurka, 2001), a zah4jily tak éru objevovani TE za
pomoci pocitacovych vypoctl. Zaroven s tim se véda posunula od studia jednotlivych
elementd a rodin, ke studiu celych populaci TE a dalSich vyznamnych slozek genomu.
Vypocetni studie znamenaly revoluci vtom, co vime o slozeni genomd, distribuci

a zivotnim cyklu TE.
DNA transpozony ,,Vyjmout a vlozit*“

Tyto TE se transponuji pomoci mechanismu ,,vyjmout a vlozit®, ve kterém je TE fyzicky

vyfiznut z chromozomu a znovu za¢lenén do nového umisténi. Proces katalyzuje enzym
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transpozaza, ktery je kodovan transpozonem. Efektivni replikace je dosazeno tim, ze
hostitel opravi dvojtfetézcovy zlom zpusobeny vyfiznutim TE. U rostlin jsou jednémi
Z nejcastéjSich DNA elementu ¢lenové superrodiny hAT (hobo, Activator a Tam3) (Pray,
2008). Neautonomni verze téchto elementli nesou minimalni sekvence nezbytné pro
transpozici a jsou kratké jen nékolik stovek pard bazi. Nejbézné€jsimi neautonomnimi
elementy v rostlinnych genomech jsou miniaturni invertované repetice (MITE) (Lisch,
2013).

e hAT

hAT transpozony jsou prvni objevené transpozony viibec. Radi se mezi transpozony tidy
I1. a jsou bézné v genomech rostlin, zivocichti i hub. Prvnim popsanym transpozonem byl
Ac u kukutice, ktery poprvé popsala Barbara McClintockova (McClintock, 1950). Nazev
hAT je odvozen od tii ¢lent této nadrodiny: hobo z octomilky, disociatoru (Ds) nebo
aktivatoru (Ac) z kukutice a elementu Tam3 z hlediku vétsiho (Rubin et al., 2001). hAT
elementy maji 2.5 — 5 kb s kratkymi TIR a po integraci do cilové DNA sekvence vytvareji
duplikace cilového mista (TSD) dlouhé 8 paru bazi (Atkinson et al., 1993; Coen et al.,
1989).

hAT transpozony jsou sice distribuovany napii¢ eukaryotickymi genomy, ale ne ve
vSech organismech jsou aktivni. Piikladem jsou sav¢i genomy (véetné lidského), které
obsahuji neaktivni hAT (Arensburger et al., 2011). hAT jsou velmi staré a piedpoklada
se, ze byly pfitomny uz v genomu piedki obratlovct (Chalopin et al., 2015). Tak jako byl
element Ac prvnim hAT transpozonem nalezenym u rostlin, element hobo byl jako prvni

nalezen u zivocichu a zistava jako jeden z mala aktivni (Arensburger et al., 2011).
e Tcl/ mariner

Tcl/ mariner elementy patii do skupiny DNA transpozont ,,vyjmout a vlozit“. Byly
poprvé pozorovany u hmyzu a hlistic, Tcl transpozon u had’atka obecného a mariner
transpozon u octomilky. Elementy této tfidy se vyskytuji u vSech zivocichti (Robertson,
1995), zvlaste jsou rozsiteny u obratloved (véetné ¢loveka). Distribuce mezi druhy je ale
nerovnomeérna a tyto transpozony se mohou vyskytovat u blizce ptibuznych druhi nebo
zcela chybét (Robertson a Lampe, 1995). Obvykle maji 1.5 kb, koduji transponazu, ktera
je lemovana TIR o0 30 parech bazi (Craig, 2015).
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Krypton

Kryptony ptedstavuji jedineCnou tfidu DNA transpozonii vyuzivajicich tyrosin
rekombinazu k rozStépeni a opétovnému piipojeni rekombinujicich molekul DNA.
Kryptony byly piivodné identifikovany v houbach a pozdéji v moiskych sasankach,
moiskych jezcich a hmyzu (Kojima a Jurka, 2011). Dosud je o0 Kryptonech pomérné malo
znamo. Nebyly provedeny zadné studie jejich translace, transkripce, transpozice ani
regulace. Sekvencni podobnost mezi Kryptony je velmi nizka, zejména v oblastech

nekodujicich protein (Kojima a Jurka, 2011).

Maverick/ Polinton

vvvvvv

transpozony. Nazev byl odvozen od dvou kli¢ovych proteini, DNA polymerazy
a retrovirové integrazy (Kapitonov a Jurka, 2006). Koduji az 10 jednotlivych proteint.
Obcas jsou oznacovany jako ,,samosyntetizujici* transpozony, protoze kéduji proteiny
nezbytné ke své replikaci (Krupovic a Koonin, 2016). Obsahuji geny, které jsou
homologni s virovymi proteiny a ¢asto se vyskytuji v eukaryotickych genomech (kromé
Archaeplastida — ¢ervené a zelené fasy, glaukofyty a vyssi rostliny). Typicky Polinton ma
15-20 kb (Haapa-Paananen et al., 2014). Polintonové sekvence obsahuji TIR dlouhé 100-
1000 part bazi (Krupovic a Koonin, 2015).

2.2. Regulace aktivity TE

2.2.1. Epigenetika

Termin epigenetika oznacuje zmény v genové expresi (a piipadné fenotypu), které nelze
ptimo piipsat zménam v sekvenci DNA (Jaenisch a Bird, 2003). Tyto zmény jsou fizeny
nékolika typy epigenetickych mechanismi. Tykaji se nejen genu, ale
I transponovatelnych elementt a dalSich sekvenci, a odehravaji se na urovni kontroly

transkripce nebo ve formeé posttranskripéniho umlceni.
2.2.1.1. Transkrip¢ni umléovani genti

Transkripéni umlc¢ovani gend (z anglického Transcriptional gene silencing, TGS)
oznacuje stabilni potlaceni transkripce a postihuje hlavné transpozony, tandemové
repetice a transgenni inzerty. Neméng dilezitou roli zaujima v fizeni tkdfioveé nebo casové

specifické exprese gent kodujicich proteiny (Nishimura et al, 2012).
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U mnohobunéénych eukaryot je obvyklé, ze TGS pietrvava 1 po mitotickém déleni
a v nekterych ptipadech byva dédéna i transgeneracné - meioticky. Takové stability TGS
je dosazeno spolecnym ptisobenim n¢kolika epigenetickych mechanismi, které vytvareji
a udrzuji konkrétni vzorce modifikaci cilové DNA a histonovych proteinti béhem
replikace DNA (Law a Jacobsen, 2010). Dvéma hlavnimi mechanismy TGS jsou tedy

metylace DNA a modifikace histond.
Metylace DNA

Metylace DNA je nejlépe charakterizovana forma epigenetické modifikace. Probiha
v poloze 5 cytosinu a u zivocichu se obvykle vyskytuje v kontextu CG. U rostlin najdeme
metylované cytosiny ve vSech kontextech sekvenci, CG, CHG a CHH, kde H oznacuje
bazi C, A nebo T (Bird, 2002; Law a Jacobsen, 2010). To je diivod pro¢ maji rostliny
a Jacobsen, 2010; Simon a Meyers, 2011; Zaratiegui et al., 2007). Metylaci DNA
nejcastéji nachazime v regulaénich oblastech gend, promotorech, a v nékterych piipadech
I v sekvenci kodujici proteiny. Promotor obsahujici metylované cytosiny je obecné
spojovan s transkripéné inaktivnim, uml¢enym stavem genu, a to bud’ prevenci vazby
transkripcnich faktord nebo pfitahovanim proteini vazajicich se na metylové skupiny
cytosint, které rekrutuji korepresory transkripce (Bird, 1986; Klose a Bird, 2006).
Metylace nachazejici se v kddujici oblasti genu naopak koreluje se stdlou mirnou expresi
genu, ale mechanismus u¢inku dosud neni objasnén. Metylace DNA hraje dulezitou roli
v mnoha fyziologickych jevech, jako je naptiklad genomicky imprinting nebo inaktivace
jednoho ze dvou samiéich chromozomu X u savct (Jaenisch a Bird, 2003). Metylace
DNA také hraje klicovou roli v dalSich bunécnych procesech, jako je bunécna
diferenciace a tkanové specifickd exprese gend. Metylace je tedy bézné detekovana
ve tkanoveé specifickych a zarode¢né specifickych genech, X-vdzanych genech
transpozony (Jaenisch a Bird, 2003). Metylace DNA je relativné stabilni ve srovnani
s histonovymi modifikacemi (Tuesta a Zhang, 2014).

Histonové modifikace

Kromé metylace DNA hraji pfi regulaci genové exprese dilezitou roli také kovalentni
modifikace histonti. U eukaryot jsou DNA a histony spojeny do nukleosomtl, zakladni
jednotky chromatinu. Nukleosomy jsou slozeny ze 147 parti bazi DNA ovinutych kolem

oktameru Ctyf jadernych histonovych proteinti: H2A, H2B, H3 a H4 (Kornberg a Lorch,
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1999). Mezi hlavni modifikace histonli patfi acetylace, metylace, ubikvitinace
a fosforylace (Bannister a Kouzarides, 2011). Tyto modifikace mohou bud’ aktivovat
nebo potlacit transkripci v zévislosti na modifikaci a specifickych zbytcich substratu
(Margueron et al., 2005; Martin a Zhang, 2005; Zhang, 2003; Kouzarides, 2007) a mohou
byt ulozeny nebo odstranény velkou rodinou enzymt modifikujicich histonové proteiny.
Acetylace histont, ke které dochézi u urcitych zbytk lysinu histond H3 a H4, je jednou
z béznych forem modifikace histonu spojenou s transkripéni aktivaci. Po acetylaci je
chromatin dekondenzovan kvuli neutralizaci pozitivné nabitych zbytka lysinu
Vv histonovych zbytcich (Tuesta a Zhang, 2014). Naopak dimetylace lysinu 9 na histonu
H3 (H3K9me2) je dominantnim signalem pro transkripéni inaktivaci a je spojovana

S umlcenim transpozond.
2.2.1.2. Posttranskripéni uml¢ovani gent

Posttranskripéni uml¢ovani geni (z anglického Post-Transcriptional Gene Silencing,
PTGS) je jednim z mechanism, které degraduji specifické mRNA, a tim sniZzuji expresi
genu. PTGS pouze snizuje akumulaci mRNA v rostlinné cytoplazmé, ale neovliviiuje jeji
transkripci (de Carvalho et al., 1992; VVan Blokland et al., 1994). PTGS ovliviiuje expresi
vSech transkribovanych elementl (geny, nekodujici RNA, transpozony) ale i transgend.
Mechanismus PTGS za¢ina dvouvlaknovou RNA (dsRNA), kterdA muze vznikat bud’
z vlasenkovych struktur RNA nebo hybridizaci opaéné orientovanych molekul RNA.
Dvoufetézcové molekuly RNA jsou nasledné §tépeny na malé interferujici RNA (short
interfering RNA, siRNA), které se vazou na komplementarni mRNA a oznacuji ji tak pro
degradaci (Fire, 1999; Vaucheret et al., 2001). Tohoto faktu se vyuziva naptiklad pro
vyzkumné ucely, kdy se zavedenim transgenli nebo dvouretézcové RNA (dsRNA) do
hostitele mize spustit posttranskripéni umléeni vSech homolognich hostitelskych genti
anebo transgenti. Transgenem indukované umléeni genu bylo poprvé detekovano u rostlin
a stalo za objevem PTGS (Van Der Krol et al., 1990). U rostlin muze byt PTGS také
indukovano viry exprimujicimi hostitelské geny v procesu zvaném virové indukované
umlceni genti (Baulcombe, 1996). Samotné viry mohou byt cilem PTGS mechanismu
(Baulcombe, 1996), a proto si mnoho vird vyvinulo strategie, jak pusobit proti PTGS

a uspesné infikovat rostliny (Vaucheret et al., 2001).
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2.2.2. Epigeneticka regulace transpozoni u rostlin

Epigenetické mechanismy a prirodni vybér spole¢né definuji rozsah, v némz mohou
transponovatelné elementy ovliviiovat evoluci genomu (Underwood et al., 2017). TE jsou
u rostlin, stejné jako U vétSiny eukaryot, zdaleka nejvariabiln€jSimi ¢astmi genomu. Tvofi
dominantni ¢ast rostlinnych genomu a prostfednictvim vIn expanzi riznych rodin TE
v ¢ase mohou byt pfi¢inou dramatickych rozdila ve velikosti nebo i celkové architektuie
genomu u blizce pfibuznych druha rostlin (Bennetzen et al., 2005). Kromé& hrubych
ucinkii na celkovou architekturu genomt mtze aktivita TE zplsobovat Sirokou skalu
zmén v genové expresi a funkci, 0od jemnych kvantitativnich ucinkii na expresi genti, po
tvorbu novych regula¢nich genovych siti a vyvoj zcela novych gend (Yao et al., 2001).
Zmény navozené aktivitou TE vSak nelze povazovat za inherentné pozitivni, protoze TE
pusobi v prvni fadé jako inzeréni mutageny, narusuji kodujici genové sekvence nebo
mohou negativné ovlivnit expresi pfilehlych genti. Cilem bunécnych organismu je proto
prostfednictvim epigenetickych mechanismil dosahnout stavu, aby vétSina ptezivajicich
zmén zpusobenych TE byla selektivné neutralni nebo jen mirné skodliva (Tollis
a Boissinot, 2012). Nicméng, rozsah potencialné uzitecné variability generované TE
naznacuje, ze tyto endogenni mutageny podstatné piispély k evoluci svych hostitelt
(Lisch, 2013).

TE v genomech eukaryot mohou existovat ve vice epigenetickych stavech a jsou
piepinany z transkripéné aktivniho stavu, ktery mize vést k transpozici, do transkripné
inaktivniho - umlceného stavu. Epigeneticky stav TE u rostlin je zavisly na né€kolika
faktorech. Prvnim z nich je umisténi dané kopie elementu (Sigman a Slotkin, 2016). TE
nachazejici se v repetitivnich oblastech chudych na geny, tzv. ostrovech TE, byvaji
konstitutivné heterochromatinizovany. V tomto trvale uml¢eném stavu zustavaji diky
pusobeni udrzovaci metylace DNA, kterda béhem replikace DNA kopiruje metylaci
cytosinu na nové vznikajicim vlakné podle vzoru na templatovém vlakné DNA.
Udrzovaci metylace je zavisla na ptitomnosti DNA remodela¢nich proteind, jako je
DDM1 (Decrease in DNA Methylation 1) (Zemach et al., 2013) a je charakterizovana
metylaci v kontextu CG. Heterochromaticky charakter ostroviit TE pfetrvava mitoticka
déleni a ze znacné Casti se prenasi i do dalsi pohlavni generace. U TE nachazejicich se
Vv blizkosti geni je situace odlisnd. Rostlinné geny mohou podléhat metylaci pomoci
silnych a ne vzdy zcela specifickych metylac¢nich aparatti nebo je tieba geny epigeneticky

aktivovat béhem diferenciace bunck, a proto jsou genové sekvence aktivné
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demetylovany. Tato aktivni demetylace gent Casto piechazi do okolnich oblasti a vede
k transkripéni aktivaci blizkych TE. Reaktivované TE jsou potencialné nebezpec¢né,
a proto jsou opétovné metylovany pomoci de-novo metylace DNA, pro niz je typicky
metylacni kontext CHG a CHH. De-novo metylace je zajistovana pomoci mechanismu
RNA fizené methylace DNA (RNA-Directed DNA-Methylation, RADM) (Gent et al.,
2014, 2013; Li et al., 2015; Vergara a Gutierrez, 2017; West et al., 2014). Klicovym
prvkem RdDM jsou kratké interferujici molekuly RNA (siRNA), které¢ vykazuji
homologii kdanému TE avznikaji bud zmikro RNA gend, z transkriptd
specializovanych RNA polymeraz (naptiklad RNA-pol IV) nebo degradaci dsRNA.
Pomoci RdADM jsou uml¢ovany také nové zaclenéné kopie TE nebo TE, které se objevily
vV genomu nov¢ napiiklad nasledkem mutaci, kfizeni nebo horizontdlnim genovym

pienosem.

Druhym zakladnim faktorem ovliviiujicim epigeneticky stav TE je typ bunétného
pletiva a faze Zivotniho cyklu rostliny. V somatickych buiikach je vétSina TE udrZzovana
vV uml€eném stavu charakterizovaném metylaci v kontextu CG. B&hem diferenciace
bunécnych pletiv dochazi ke zméndm epigenetického stavu genti a s tim souvisi 1 vyssi
aktivita de-novo metylace cilené na TE v blizkosti gent. Proto maji kopie TE nachazejici
se v blizkosti genti v meristematicky aktivnich pletivech vyss$i miru metylace v kontextu
CHG a CHH. Nejvétsimi zménami epigenetickych stavii TE prochdzeji béhem
diferenciace pohlavnich bun€k z kvétnich meristémi. V mateiskych burikach samcich
I samicCich rostlinnych gamet dochéazi k masivni demetylaci DNA, ktera ma za cil obnovit
totipotentni stav bunky. Této masivni demetylaci podléhaji také TE, jeZ jsou timto
aktivovany. Rostliny si ale vyvinuly obranné mechanismy, aby minimalizovaly riziko
inzeréni mutageneze TE v gametach. Tyto mechanismy jsou zaloZeny na molekulach
siRNA, které jsou generovany ve vegetativnich bumnikach rostlinnych gametofyti,
centralni buiice zarode¢ného vaku v sami¢im gametofytu a ve vegetativnim jadfe pylu.
Tyto siRNA migruji z vegetativnich bun€k do pohlavnich bunék, vajicka respektive
spermatickych bunck pylu, kde tidi transkripcni a posttranskripéni umlceni TE. Tato
ochrana funguje v principu podobné u samcich i samicich gamet rostlin, ale existuji
indicie, ze se v n¢kterych detailech 1i8i natolik, Ze se vétSina TE transgeneracné mnozi
bud pfevazné v saméi nebo v samiéi linii (Kubat et al., 2014; Hobza et al., 2017).
Predmétem této prace je nalézt diikazy pro toto pohlavné specifické chovani jednotlivych

TE a epigenetickych regula¢nich mechanismd.
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2.3. TE urostlin s pohlavnimi chromozomy

Pohlavni chromozomy se vyvinuly mnohokrat nezavisle u rostlin i zivocichu z dvojice
béznych autozomti. Na rozdil od ZzivocCichli jsou oddélend pohlavi a pohlavni
chromozomy u rostlin velmi vzacné (Puterova et al., 2018). Pohlavni chromozomy byly
identifikovany u 40 druhii. Pouze 19 druhtt ma heteromorfni pohlavni chromozomy
(Ming et al., 2011; Renner, 2014) a vétsina z nich nese velky chromozom Y, ktery svéd¢i
o raném stadiu vyvoje pohlavnich chromozomi (Hobza et al., 2015). Chromozom Y je
jedine¢nou soucasti genomu, protoze obsahuje oblasti, v nichz nedochazi k rekombinaci
(Bachtrog, 2013). Hlavni faze vyvoje chromozoml Y zacina zalozenim oblasti uréujici
pohlavi, kterému nasleduje lokalni potlaceni rekombinace, hromadéni repetici,
degenerace genl, a nakonec smr$tovani deleci jiz nepotiebnych geneticky
degenerovanych lokust. Expanze a smr§tovani jsou paralelni procesy ve formovani
struktury chromozomu Y, které méni svij vliv na promény chromozomu Y Vv jednotlivych
fazich jeho evoluce (Vyskot a Hobza, 2015). Expanze pfevazné nereckombinujicich
oblasti pohlavnich chromozom je ¢asto doprovazena akumulaci repetitivnich sekvenci.
To mé& za nésledek nejen zvétSovani pohlavnich chromozomi, ale muze stat i za
vyznamnou variabilitou velikosti genomu mezi blizce piibuznymi dvoudomymi
a jednodomymi druhy, jak bylo ukazano u silenky (Cegan et al., 2012) a chiestu (Harkess
et al., 2016).

I ptfesto, Ze byl vyvoj pohlavnich chromozomi pfedmétem cetnych studii, dopad
repetitivnich sekvenci na architekturu pohlavnich chromosomi neni zcela objasnén.
Nedavné studie vSak ukazaly, ze jak expanze, tak smrStovani chromozomu Y mohou byt
ovlivnény pohlavné specifickym §itenim mobilni DNA, zejména transpozoni (Puterova
et al., 2018). Prvotni naznaky pohlavné specifického $iteni TE byly objeveny pomoci
experimentt s fluorescen¢ni in situ hybridizaci (FISH), které byly provadény na
dvoudomych rostlinach s heteromorfnimi pohlavnimi chromozomy. Zejména nékteré
retrotranspozony vykazuji slabsi nebo siln¢j$i hybridiza¢ni signdl na pohlavnich
chromozomech, ve srovnani s autozomy dvoudomych druht Rumex a Silene (Cermak et
al., 2008; Kejnovsky et al., 2009; Kralova et al., 2014; Steflova et al., 2013). Konkrétn¢
TE rodiny, které na chromozomech Y chybi, jsou pomérn¢ ¢asté na X (Cermak et al.,
2008; Filatov et al., 2009; Steflova et al., 2013). Podrobnym rozborem velkého mnozstvi
vysledkii FISH v téchto publikacich bylo zjisténo, ze TE, které¢ jsou nedostatecné
zastoupeny na chromozomech Y, jsou soucasné¢ akumulovany na chromozomech X.
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A naopak, TE akumulované na chromozomech Y maji méné kopii na X. Tato pozorovani

siln¢ podporuji hypotézu, ze se TE $iti pfednostné bud’ v sam¢i nebo samici linii.

Na tomto zakladé byl vytvoien model, ktery popisuje, jak proliferace TE zavisla na
pohlavi ovliviiuje jejich distribuci na X, Y a autozomech (Obr. 4) (Hobza et al., 2017).
Model je zalozen na skutecnosti, ze v typické populaci je pravdépodobnost pfitomnosti
autozomd u samcti nebo samic 1/2. V piipadé chromozomiit X je pravdépodobnost
u samcu 1/3 a u samic 2/3. Pro chromozomy Y je to 1 u samce a 0 u samice. Tento model
byl Castecné dolozen u S. latifolia pomoci bioinformatické analyzy slozeni samcich
a sami¢ich genomu, kdy bylo na chromozomu X zjisténo ptiblizné 1,5 krat vice kopii
LTR retrotranspozonu Ogre CL5 nez na autozomech (Puterova et al., 2018). Predchozi
vysledky naznacuji, ze Ogre CL5 je odliSn€ regulovan epigenetickymi mechanismy

béhem formovani zarodeénych linii samct a samic (Kubat et al., 2014).

‘...d.XQ'

S

A3 NA lrx i

XY A X Y

Obr. 4 Model proliferace transponovatelnych elementt (TE) zavislé na pohlavi. Tii scénare
transgeneraéniho sifeni TE v rostlinach a jejich dopad na chromozomalni distribuci TE. Cervené
tecky oznacuji inzerce TE - v modie zbarvenych meiotickych chromozomech, A-autozomech, X-
chromozomech a Y-chromozomech. Cisla vedle dvojitych ipek oznacuji o¢ekavanou hustotu
inzerci TE na jednu jednotku délky piislusného chromozomu. (A) Pokud je TE pfenasen na
potomstvo stejné u samct i samic, je hustota inzerci TE na vsech chromozomech identicka. (B)
Pokud je proliferace TE narusena u samcd, je hustota TE 1.33krat vyssi na chromozomu X nez
na autozomech, ale téméf nulova na chromozomu Y. (C) Pokud je proliferace TE pferusena
u samic, hustota inzerci TE je niz$i na chromozomu X ve srovnani s autozomy a dvakrat vy$si na
chromozomu Y nez na autozomech. Scénafe B a C pfedstavuji extrémni pifipady pohlavné
specifické aktivity TE. Realné TE se pohybuji na plynulé $kale mezi témito extrémy. Pievzato
z (Hobza et al., 2017).
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Rumex acetosa

V této praci jsme si dali za cil potvrdit vySe zminény model u Rumex acetosa (stovik
kysely), dvoudomé rostliny svysoce diferencovanym pohlavnim chromozomovym
systémem, ve kterém jsou samice 2n = 12 + XX, zatimco samci jsou 2n = 12 + XY1Y2.
Na rozdil od mnoha jinych Zivo¢ichd a rostlin s pohlavnimi chromozomy, pohlavi R.
acetosa neni kontrolovano aktivnim chromosomem Y, ale je fizeno rovnovahou mezi
po¢tem chromozomt X a poctem autozomu (pomér X/A) (Manzano et al., 2017).
Pohlavni chromozomy jsou z celého karyotypu nejvétsi, a zaroven je X 0 trochu vétsi nez
oba chromozomy Y. Dohromady, jsou ale oba Y vétsi nez X. Chromozomy Y R. acetosa
maji podobnou cytogenetickou strukturu. Oba jsou heterochromatické, degenerované
a vysoce diferencované ve srovnani s euchromatickym X (Clark et al., 1993; Lengerova
a Vyskot, 2001; Mosiotek et al., 2005; Rejoin et al., 1994).

Slozeni samc¢iho a sami¢iho genomu R. acetosa bylo jiz diive studovano pomoci
masivniho paralelniho sekvenovani celogenomové DNA (Tab. 1). Identifikace
a charakterizace hlavnich skupin repetitivni DNA R. acetosa ukazaly, ze nejvétsi
zastoupeni maji retrotranspozony typu copia a gypsy, nasledované DNA transpozony
anon-LTR retrotranspozony. V gypsy superrodiné pievladaly CRM a Tat / Ogre
retrotranspozony, zatimco U copia retrotranspozonu byly nejhojnéjsi Maximus / Sireviry.
Na chromozomech Y doslo k akumulaci gypsy (CRM), zatimco copia retrotranspozony,

které jsou v genomu velmi hojné, chybély nebo nebyly na chromozomu Y pfitomny

(Steflova et al., 2013).

Tab. 1 Zastoupeni repetici v genomu Rumex acetosa odhadnuté ze sekvenovani genomové DNA
pomoci technologie Illumina (Steflova et al., 2013).

Klasifikace Pomér genomu
Typ repetice Superrodina  Rodina Samec (%) Samice (%)
Retrotranspozony  Gypsy Chromovirus — CRM 5.73 5.38
Chromovirus — Tekay/Del 0.34 0.36
Athila 0.48 0.41
Tat/Ogre 5.36 5.69
Copia Maximus/Sire 34.92 35.58
Bianka 0.19 0.20
TAR 0.10 0.10
LINE 0.01 0.01
DNA transpozony  Mutator 1.30 1.33
CACTA 0.26 0.25
TE celkem 48.69 43.91
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Obr. 5 Lokalizace transponovatelnych elementi a satelitt na metafazovych chromozomech
Rumex acetosa pomoci FISH. Nazev kazdé rodiny transpozonu je spolu s odpovidajicim ¢islem
klastru uvnitt kazdého obrazku. Méfitko oznacuje 10 pm.

Obrazek ziskany FISH dokumentuje rozdilné chromozomalni distribuce riznych TE.
Nékteré TE maji méné kopii na chromozomech Y (Obr. 5A, B, C, D, E, F)ajinésena’Y
naopak kumuluji (Obr. 51, J). V pifipad¢ sateliti dochdzi k akumulaci predevsim na

chromozomu Y (Obr. 5K, L, N, P) a méné na X (Obr. 5M, O) (Steflova et al., 2013).

V této praci jsme se rozhodli zopakovat analyzu slozeni genomu R. acetosa s vyuzitim
masivniho paralelniho sekvenovani chromozomi X, Y a autozomu roztfidénych pomoci
pritokové cytometrie. Analyza tfidénych chromozomli ndm umoZnila popsat sloZzeni
téchto riznych slozek genomu a testovat model pohlavng specifického Siteni TE (Obr. 4)

navrzeny v praci (Hobza et al., 2017).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. RepeatExplorer

RepeatExplorer (RE) je vypocetni systém, ktery obsahuje soubor bezplatnych nastroji
pro objevovani a charakterizaci opakujicich se sekvenci v eukaryotickych genomech.
Systém bézi na platformé Galaxy (Goecks et al., 2010) a je pfistupny na adrese
http://repeatexplorer.org/. RE vyuziva shlukovani sekvenci na zakladé grafii (Novak et

al., 2010), které usnadnuji de novo opakovanou identifikaci bez potieby referencnich
databazi znamych repetici, zkouma fylogenetické vztahy retroelementi a provadi
srovnavaci analyzu slozeni repetici mezi vice druhy (Obr. 6). Protoze algoritmus na
vstupu pouziva kratké ndhodné vzorkované sekvence z genomu, je idealni pro analyzu

NGS (Next-Generation Sequencing) dat (Novak et al., 2013).

Sekvenovini

v
Galaxy Nahrini dat
v

Priprava ¢teni k sekvenovini
(QC, filtrovani, trimmovani, slou¢eni parového
Cteni, vzorkovani a pfejmenovani sekvenci)

Klastrova

RepeatExplorer w _pipeline
Odhad Klastrovych limita

Srovnani kazdy
s kazdym

v

Klastrovani

v

Klastrova analyza
* Piiprava vypoctu
* RepeatMasker vyhledavani
« Vyhledavani proteinové domény
* Vyhledavani ve vlastni databazi
Slouceni * RPS blast
Klastru « Assembly

* Podobnost mezi klustery
klastrovani Vyhlediini
proteinové domény

Identifikace oblasti Priprava vystupu

kodujicich — *HTML hlaseni

proteinovou doménu *Archiv se viemi vysledky
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\ l ~

V A
Pruzkum vysledku | _ Interaktivni analyza)
Uiivatel Ruéni anotace rozloZeni grafu
* SeqGrapheR

Anotované sloZeni
genomu

Obr. 6 Soucasti a pracovni postup analyzy RepeatExploreru (Novak et al., 2013).
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RE také obsahuje rizné nastroje pro praci s FASTQ a FASTA sekvencemi, jako je
napiiklad pfejmenovani sekvenci, ptidani predpony (prefix) a piipony (sufix), slouceni
parovych ¢teni. Umi také filtrovat kvalitu dat a ofezat je. Jednotlivé nastroje lze
kombinovat a vytvafet vlastni analytické pracovni postupy (pipeline) zaméfené na

konkrétni tkoly.
3.2. Klastrova (shlukova) analyza

Tato analyza je zalozena na nalezeni a kvantifikaci podobnosti mezi jednotlivymi
sekvencemi Cteni, které se obvykle ziskaji masivnim paralelnim sekvenovanim ndhodné
nastfihané genomové DNA. Tyto podobnosti se pouzivaji ke konstrukci grafii, ve kterych
vrcholy odpovidaji sekvenénim ¢tenim. Piekryvajici se Cteni jsou spojeny s hranami
a jejich skore podobnosti jsou vyjadieny jako hmotnosti hran. Topologie grafu je poté
analyzovana, aby se identifikovaly a oddé¢lily klastry Casto propojenych ¢teni (Novak et
al., 2010). Vytvoifené klastry pak piedstavuji rodiny riznych opakujicich se elementi.
Klastrova analyza tedy slouzi ke tfidéni Cteni tak, aby si byly ¢teni z jednoho klastru
podobnéjsi, nez Cteni z jinych klastrt.

Klastrové analyza je vypocetné ndrocna. V zéavislosti na poctu ¢teni a slozZeni repetici
analyzovaného vzorku muize analyza trvat nékolik hodin, dni a v extrémnich ptipadech
az dva tydny (pro genomy bohaté na urcité typy repetici, napt. satelity) (Novak et al.,
2010).

RE poskytuje automatickou anotaci pomoci programu RepeatMasker a Databaze
konzervovanych domén (CCD). Na zakladé potadi a procentualniho vyskytu nalezenych

domén, dokaze dané klastry urcit (Obr. 7).
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Obr. 7 Klastry RE s identifikovanymi doménami. LTR retrotranspozony Ty3/gypsy se od LTR
retrotranspozoni Ty1/copia lisi rozdilnym uspofadanim domén.

Nicmén¢ tato anotace neni vzdy spolehliva. Domény nemusi byt vzdy identifikované
nebo v dostatecném zastoupeni. Transpozony mohou byt roztrhané na mensi ¢asti (Obr.
8A), které se mohou spojit na zakladé podobnosti s jinymi roztrhanymi transpozony (Obr.
8B) a vytvorit tak novy klastr (tvofeny ¢tenimi z rozdilnych rodin TE). Dal§i moznosti
jak anotovat TE je pomoci Blastn nebo ruéné. Nicméné urcit ruéné jen podle grafu,
0 ktery transponovatelny element se jedna, je témét nemozné. LTR transpozony, které
maji na svych koncich repetici, by se v grafu mély spojit do ,,tenkého kruhu* se zdvojenou
LTR casti (Obr. 8C). Bohuzel se velmi Casto stava, Ze RepeatExplorer dlouhé
transpozony roztrha na vice mensich klastrt, které se zobrazuji jako ,,cara” (Obr. 8A).
Ostatni transpozony, které koncovou repetici nemaji, by se také mély zobrazovat jako
,,Cara“ (Obr. 8D). Casto jsou ale také roztrhané do vice klastri. Je tedy téméf nemozné

urcit, o jaky TE se jedna.

B C

o

Obr. 8 Riizné moznosti klastra RE. (A) Cast transpozonu, ktery byl pii analyze roztrzen. (B) Dvé
¢asti riznych transpozond, které byly na zéklad¢ podobnosti slouceny do jednoho klastru. (C)
LTR retrotranspozon. (D) DNA transpozon.
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Dalsi zpuisob jak urcit, o jaky transpozon se jedna, jsou superklastry. RE tak fesi to, ze
nékteré transpozony trha do vice klastrti. Superklastr je skupina klastra, které maji hodné
spojeni (pfekryvill) pies parova ¢teni. Parova Cteni jsou fyzicky blizko u sebe. Pokud jsou
blizko sebe parova ¢teni z riznych klastrii, mize to znamenat, Ze pochazi ze stejné¢ho

elementu. Jednotlivé domény jsou pak rozprostieny po superklastru (Obr. 9).
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Obr. 9 Superklastr LTR retrotranspozonu Tyl/copia, ktery zahrnuje Sest podobnych klastra.
U nékterych klastrti byly identifikovany domény, na jejichz zaklad¢ jsme poznali, ze se jedna
0 retrotranspozon rodiny Ty1/copia.

Satelit s kratkymi sekvencemi Satelit s dlouhymi sekvencemi

Obr. 10 Graf satelitnich sekvenci. (A) Satelit s monomerem kratsim nez je délka ¢teni. (B) Satelit
s monomerem del$im nez je délka ¢teni.

32



To vSak neplati pro satelity. Satelity jsou sekvence, které se tésné za sebou neustale
opakuji. Kdyz je sekvence satelitu kratsi nez délka cteni, budou se jednotliva Cteni
stejného satelitu piekryvat. Vznikne nam tak ,,husty vyplnény kruh* (Obr. 10A). KdyZ je
sekvence satelitu del$i nez délka ¢teni, Cteni se v grafu uspofadaji do ,,nevyplnéného

hustého kruhu* (Obr. 10B).
3.3. Programovaci jazyk R

R je programovaci jazyk vhodny pro statistické vypocty, analyzu velkého mnozstvi dat
ajejich grafického znazornéni (https://www.r-project.org). K jazyku existuje velké
piistupny programovaci jazyk. Diky tomu je komunita vyvojait obrovska a vyvoj probiha
rychle. Kod Ize spustit bez kompilatoru, mnoho vypo¢ti probiha pomoci vektord. Proto
je R rychlejsi nez nékteré ostatni jazyky. Pomoci jazyka R jsme pocitali naptiklad
Pearsontiv korelacni koeficient nebo linedrni regresi. Také jsme zde tvorili grafy pro

potvrzeni naseho modelu.
3.4. Metody

3.4.1. Bioinformaticka analyza

Surova data dvoudomé Rumex acetosa z Illumina MiSeq jsme filtrovali a ofezali podle
kvality pomoci nastroju FastQC (Andrews, 2010) a Trimmomatic (Bolger et al., 2014)
(s parametry: illuminaclip 2:30:10, leading a trailing 20, minlen 100, crop 215,
slidingwindow 4:15). Ziskali jsme parova ¢teni o minimalni délce 100 bazi a maximalni
délce 251 bazi. Vhodné jsme parova Cteni prejmenovali a nahodné vzorkovali za ucelem
snizeni mnozstvi dat podle procentualniho zastoupeni v genomu: 72.24 % A, 12.04 % X
a 15.72 % Y1Y2. Vysledny soubor pfipraveny pro klastrovou analyzu byl po tpravach

a vzorkovani zmenSen na 500 000 parovych cteni.

Pro de novo identifikaci repetitivnich sekvenci jsme pouzili pipeline RE (Novak et al.,
2010). Nastavili jsme hranici pro podrobnou analyzu klastru na > 0.01 % (minimalni
velikost Kklastri, které maji byt vybrany je definovana jako podil poctu vsech
analyzovanych cteni). Zadali jsme také provedeni srovnavaci analyzy. Zistalo ndm

50.55 % parovych cteni, tedy 330 klastrii. Vysledné klastry jsme identifikovali pomoci
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automatické anotace RepeatExploreru vcetné ru¢ni kontroly a na zaklad¢ podobnosti

s vetejnymi databazemi GenBank. Podafilo se nam identifikovat 205 klastri z 330.

Vypocitali jsme procentualni zastoupeni jednotlivych klastrti na chromozomech X, Y
a autozomech a zjistili jsme procentualni zastoupeni rodin v knihovnach NGS dat. Pro
potieby této prace predpokladame, ze kazdy klastr zastupuje bud’ celou unikatni repetici
nebo jeji Cast. Ddle jsme zjistovali, jestli jsou dané repetice rozmistény na X a 'Y
rovnomeérne, ndhodné, anebo se na nékterém chromozomu kumuluji. Nasledné€ jsme data
oCistili o satelitni DNA a vSe znovu piepocitali. Vysledné informace jsme pro lepsi

ptehlednost zpracovali pomoci sloupcovych nebo bodovych grafi.
3.4.2. Statisticka analyza

Predpoklada se, ze pohlavni chromozomy X a Y se v prab¢hu evoluce vyvinuly
Z béznych autozomti (Muller 1914; Ohno 1967). Oproti autozomtiim jsou vSak X a Y
obohaceny nebo naopak ochuzeny o geny riznych funkénich skupin. Piikladem je
obohaceni na chromozomech X a Y o geny uréujici pohlavi a reprodukci (Saifi &
Chandra, 1999). V této diplomové praci nas =zajima piedev§im akumulace
transponovatelnych elementi a sateliti na chromozomech X a Y, kterd je zpusobena

omezenim rekombinace na pohlavnich chromozomech.
Obohaceni pohlavnich chromozomii

Z vysledkii  procentudlniho zastoupeni jednotlivych repetici na pohlavnich
chromozomech jsme zjistili, Ze se kazdy klastr odpovidajici urcité linii repetitivnich
elementl nendhodné akumuluje vice na jednom nebo druhém pohlavnim chromozomu.
Tato nendhodna akumulace repetici neni ziejma z celkovych souctl repetici kazdého
typu, naptiklad LTR retrotranspozonii typu Ty1/copia. Rozhodli jsme se tedy zjistit, kolik
procent pohlavnich chromozomil X a Y je tvofeno stejnymi repeticemi a kolik procent
piedstavuji chromozomove¢ unikatni repetice, tedy takové, jeZ jsou na daném pohlavnim
chromozomu navic ve srovnani s druhym pohlavnim chromozomem. Pro srovnani jsme
vypocty provedli pro data, ktera obsahuji satelity (Tab. 2), a poté pro oc¢isténa data (Tab.
3) (viz Kapitola 4.4.).

Postup pro vypocet hodnot v (Tab. 2) a (Tab. 3) je nasledujici. Soucet X a Y oznacuje
procentudlni (%) zastoupeni daného typu repetice v piislusSném pohlavnim chromozomu.
Rodiny transpozont, které jsou na X, ale chybi na Y (nebo jsou na Y a chybi na X) jsme

vypocitali jako soucet rozdili % zastoupeni repetice v genomu X a Y pro kazdy klastr.
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Soucet kladnych hodnot nam udédvéa piebytky na X a soucet zapornych hodnot zase
prebytky na Y. Déle nés zajimalo, jaké procento poctu kopii transpozonti kazda repetice
zaujima. Sdilen¢ TE byly spocitany jako rozdil soucth a ptebytkli. Procentualni
zastoupeni TE na X sdilené s Y (nebo % zastoupeni TE na Y sdilené s X) jsme spocitali
jako podil sdilenych transpozonii a % zastoupeni daného typu repetice v pfislusném

pohlavnim chromozomu (soucet X nebo soucet Y).
Relativni zisk repetici

Pfi vypoctu relativniho zisku repetici souc¢asnych pohlavnich chromozomii ve srovnani
S ancestralnimi autozomy vychéazime ze dvou predpokladt. Prvnim pfedpokladem je, ze
slozeni ptivodniho (ancestralniho) autozomu, ze kterého se X a Y vyvinuly, je podobné
souCasnému slozeni autozomi. Druhym ptfedpokladem je, Ze se absolutni mnozstvi

nerepetitivni ¢asti v evoluci vyrazn€ nezmeénilo.

Pfi vypoctu vychazime z rovnice (3.1), ktera nam dava informace o procentualnim
mnozstvi pohlavnich chromozomt (X, Y) a autozomu (A) v sam¢im genomu. Velikost
samciho genomu je ptiblizné 7335 Mbp. Repetitivni ¢asti genomu rozumime superrodiny
Tyl/copia, Ty3/gypsy, DNA transpozony, nedefinované repetice a Satelity. ProtoZze nam
predpoklady nefikaji nic o tom, jestli je absolutni mnozstvi nerepetitivni casti
ancestralniho autozomu podobné chromozomu X nebo spise Y, vSechny vypocty délame

pro obé varianty, které ve vysledku zprimeérujeme.

108« A+ 18« X +235%Y
14.95 (3.1)

Spocitali jsme mnozZstvi nerepetitivni a repetitivni ¢asti procentudlniho zastoupeni A,
X a Y vgenomu, a na zdklad€¢ prvniho ptfedpokladu, i jejich absolutnitho mnoZstvi
v genomu. Absolutni mnoZstvi nerepetitivni ¢asti jsme pocitali jako soucin velikosti
sam¢iho genomu, % zastoupeni X (Y) v genomu a mnozstvi nerepetitivni ¢asti X (Y)
v genomu. Absolutni mnoZstvi repetitivni Casti jsme Vvypocitali podobné, avSak misto
mnozstvi nerepetitivni ¢asti X, ptipadé Y, jsme pouzili mnozstvi pro piislusné repetice.
Dale jsme pocitali velikost (délku) ancestralniho autozomu jako podil nerepetitivniho
absolutniho mnozstvi X (Y) a % zastoupeni nerepetitivni ¢asti autozomu v genomu.
Nasledné jsme spocitali absolutni mnozstvi ancestralniho autozomu pro kazdou repetici,

jako soucin velikosti piivodniho autozomu a % zastoupeni repetici na autozomech. Diky
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vypoctu velikosti ptivodniho autozomu a velikosti souc¢asného chromozomu X (Y) jsme
dokazali zjistit procentualni nartst soucasného X (Y). Obé¢ cCisla jsme pak zpriimérovali

a urcili odchylku.
Pearsoniiv vaZzeny korelacni koeficient

Vypocet Pearsonova korela¢niho koeficientu je statistickd metoda, kterd méfi linearni
korelaci (linearni zavislost) mezi dvéma ndhodnymi proménnymi X a Y. Linedarni
korelace mtze nabyvat hodnot od -1 do 1. Negativni linearni korelace tika, Zze vSechny
body lezi na piimce, pro kterou Y s rostoucim X klesa. Kdyz je linearni korelace blizko
nule, fikdme, Ze korelace neni linearni, tedy neexistuje zadna linearni zavislost mezi
proménnymi. Pro pozitivni linearni korelaci zase plati, ze vSechny body lezi na pfimce,
pro kterou se Y zvySuje, kdyz se zvySuje X. Pro nd$§ model ale obycejna Pearsonova
korelace nestac¢i. Kazdy klastr je rizné velky a je v genomu zastoupen procentualné vice
¢i mén¢. S prihlédnutim na tuto skute¢nost jsme pocitali Pearsonliv vazeny korelacni
koeficient, kdy jsme kazdému klastru pfitadili vlastni vahu. Vahu jsme zavedli pomoci

rovnice (3.1). Pro vypocet vazeného korela¢niho koeficientu jsme pouzili tfi rovnice:

m(ew) = % (3.2)
cov(xyiw) = Xiw;(x; — m(%:Z Wv)v) (yi = m(y;w)) (3.3)
corr(x,y;w) = covix, y; w) (3.9

Jeov(x, x; w) cov(y, y; w)
kde x, y jsou vektory, w je vahovy vektor, m(X;w) je vazeny pramer, COV(X,y;W) je vaZena
kovariance (tendence linearniho vztahu mezi dvéma ndhodnymi proménnymi X a Y)

a corr(x,y;w) je vazena korelace.
Grafické znazornéni zavislosti obohaceni Y na obohaceni X

Dale jsme data analyzovali a konfrontovali s modelem pohlavné specifického siteni TE
(Hobza et al., 2017) pomoci grafického zpracovani v R. Pouzita data obsahovala pouze
LTR retrotranspozony, pro které¢ by mél model fungovat nejlépe. LTR retrotranspozony
délime do tii kategorii — Tyl/copia, Ty3/gypsy a LTR retrotranspozony, které neumime

z nedostatku informaci do piedchozich dvou kategorii zatradit. Pro lepsi ptehlednost ma
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kazda kategorie svoji barvu. Kazdému klastru jsme opét pfitadili stupen dualezitosti na
zakladé velikosti klastru. V grafu se to projevuje riznou velikosti bodid. Do grafu
dosazujeme obohaceni na Y, coz je podil procentualniho zastoupeni klastru na Y
a procentualniho zastoupeni na autozomech, a obohaceni na X, ktery je roven podilu %
zastoupeni na X a % zastoupeni na A. Use¢ku vedenou grafem piedstavuji vektory
x =(1.333,1,0.666) ay = (0, 1, 2), které odrazeji nas model. Pfedpokladame, ze se LTR

retrotranspozony budou zobrazovat okolo této tisecky.
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4. VYSLEDKY

4.1. SloZeni sam¢iho genomu a jeho komponent

Bioinformatickou analyzou se nam podafilo anotovat 205 klastri. Nejvétsi procento
zastoupeni v sam¢im genomu, chromozomech X, Y a autozomech, zaujimaji LTR
retrotranspozony (Obr. 11). LTR retrotranspozony jsme rozdélili na tii kategorie - dvé
superrodiny Tyl/copia a Ty3/gypsy, a LTR retrotranspozony, u kterych jsme nedokazali
urc¢it, do které ze dvou superrodin patii. Ve vsSech uréenych piipadech je repetice
Tyl/copia zastoupena vice nez Ty3/gypsy, krome chromozomu Y, kde zaujimaji podobné
procento ¢teni. Na druhém misté jsou DNA transpozony, poté satelity, organely
(mitochondrie a plastidy) a rDNA. Piiblizn¢ 5 % klastri se nam nepodafilo zafadit do
zadné z podtiid. Z grafu si mizeme vSimnout, Ze satelitni DNA tvofi podstatnou ¢ast
chromozomu Y (ptiblizné 14 %), ale na ostatnich chromozomech je jeji podil nizky

(mensi nez 5 %).

Procentualni zastoupeni repetici na chromozomech X, Y
a autozomech v samc¢im genomu

5
. h | Il 1 in_» il
X Y

Sam¢i genom A

Zastoupeni jednotivych klastrd

LTR retrotranspozon Tyl/copia LTR retrotranspozon Ty3/gypsy Nedefinovdano
m DNA transpozon M LTR retrotranspozon Organela
ErDNA H non-LTR retrotranspozon H Satelit

Obr. 11 Procentualni zastoupeni repetici na chromozomech X, Y a autozomech v sam¢im
genomu.

38



Podil zastoupeni TE na chromozomech Y a X

LTR retrotranspozon Tyl/copia ® LTR retrotranspozon Ty3/gypsy
@ LTR retrotranspozon ® non-LTR retrotranspozon
® DNA transpozon @ Satelit
@ rDNA Organela

e ©
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Zastoupeni TE na chromozomu X [%)]

Zastoupeni TE na chromozomu Y [%]

Obr. 12 Podil zastoupeni transpozonii na chromozomech Y a X. Piimka vedena grafem
znazoriuje rovnomeérné zastoupeni transpozontina X a Y.

Dale jsme zkoumali chovani repetici na chromozomu X a Y (Obr. 12). Pfimka vedena
grafem znazorfiuje situaci, kdy je procentudlni podil klastru shodny na obou pohlavnich
chromozomech X a Y. Klastry nad pfimkou tvofi vétsi podil chromozomu X a klastry
pod pfimkou tvofi naopak vét§i pomérnou ¢ast chromozomu Y. Pro lepsi pfehlednost
jsme vynechali nedefinované klastry. Z grafu je patrné, Ze DNA transpozony jsou
rovnomérné zastoupeny na X i Y (Kumuluji se na ptimce), zatimco jednotlivé Tyl/copia
a Ty3/gypsy LTR retrotranspozony se vyskytuji ptevazné nahodné bud’ na chromozomu
X nebo na Y. To znamena, ze kazda linie LTR retrotranspozonti se akumuluje s vétsi
pravdépodobnosti bud’ na chromozomu X nebo na Y. Zvlastnim rysem satelitl je vysoky
podil na chromozomu Y a témé&f nulovy na X. Na grafu se také nachazi odlehlé hodnoty,
kdy se v ptipad¢ sateliti mize jednat o velké bloky satelitni DNA jen na nékolika mistech
genomu. Odlehld hodnota u LTR retrotranspozonu Ty3/gypsy miiZze byt zapii¢inéna

vznikem satelitu z TE, kdy se transpozon za¢ne chovat jako satelit.
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4.2. Rozdily ve sloZeni pohlavnich chromozomii

Z (Obr. 12) je ziejmé, Ze vétsina jednotlivych repetici ma vyrazné nevyrovnany podil na
pohlavnich chromozomech. Ptitom soucty podilti vSech repetici kazdé z kategorii se mezi

pohlavnimi chromozomy 1i$i mén¢ (Obr. 11).

Zajimalo nas tedy, kolik procent DNA pohlavnich chromozom je tvofeno sdilenymi,
stejnymi, repetitivnimi elementy a kolik procent DNA pohlavnich chromozomu je
tvofeno unikatnimi kopiemi repetitivnich elementt, tedy elementy, které jsou na
chromozomu X navic proti chromozomu Y a naopak. Podrobné srovnani slozeni

pohlavnich chromozomii X a Y je zobrazeno v (Tab. 2) a (Tab. 3).

Tab. 2 Podrobné srovnani sloZeni pohlavnich chromozomi X a Y pted o¢isténim o satelity.

Chromozomalni DNA [%] Pocet kopii TE [%]

. soucet prebytky soucet prebytky sdilené TE na X TEnayY
Typ repetice X na X Y nayY TE sdilenésY sdilenésX
Ty1/copia 24,84 7,81 20,35 3,32 17,02 68,54 83,66
Ty3/gypsy 17,10 4,90 19,59 7,39 12,20 71,35 62,29
DNA 3,28 0,94 2,47 0,13 2,34 71,33 94,74
transpozony
Satelity 2,17 1,11 14,56 13,49 1,07 49,13 7,34
Soucet 47,39 14,76 56,96 24,33 32,63 68,86 57,29

Tab. 3 Podrobné srovnani slozeni pohlavnich chromozomi X a Y ocisténé o satelity.

Chromozomalni DNA [%] Pocet kopii TE [%]

. soucet prebytky soucet prebytky sdilené TE na X TEnayY
Typ repetice X na X Y nayY TE sdilenésY sdilené s X
Ty1/copia 25,48 4,08 29,50 8,10 21,40 83,98 72,54
Ty3/gypsy 17,24 3,46 28,28 14,50 13,77 79,91 48,71
DNA 3,45 0,49 3,58 0,63 2,96 85,66 82,43
transpozony
Soucet 46,17 8,04 61,36 23,24 38,13 82,58 62,13
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(Tab. 3) tika, ze pohlavni chromozomy X a Y jsou ze 38.13 % tvofeny stejnymi
repeticemi. Dalsich 8.04 % chromozomu X a celych 23.24 % chromozomu Y je tvofeno
unikatnimi chromozomové specifickymi repeticemi. Kdyz se zaméfime na poéty
monomert satelith a jednotlivych kopii transpozonti v (Tab. 2), pak vidime, Ze
chromozom X jich sdili 68.86 % s chromozomem Y. Chromozom Y ale sdili s X jen
57.29 % satelitovych monomert a kopii transpozontl, zbylych témet 43 % kopii repetici
se nachazi unikatn¢ jen na Y. Lze tedy shrnout, ze chromozomy X a Y obsahuji pfiblizné

1/3 u X a témé&f 1/2 u Y chromozomov¢ specifickych repetici.

4.3. Podil jednotlivych typu repetici na zvétSeni pohlavnich

chromozomu

Pohlavni chromozomy X a Y Stoviku kyselého jsou nejvét§imi chromozomy u tohoto
druhu a ptedpoklada se, ze se nachazeji v expanzivni fazi evoluce. Zajimalo nas, jakym

dilem se jednotlivé typy repetici podileji na jejich rustu (Tab. 4).

Pocitali jsme relativni zisk repetici soucasnych pohlavnich chromozomt ve srovnani
s ancestralnimi autozomy. Pii vypoctech jsme vychazeli z pfedpokladi, ze procentudlni
sloZeni piivodniho autozomu, ze které¢ho se pohlavni chromozomy vyvinuly, odpovida
skladbé soucasnych autozomu, a Ze se v priibéhu evoluce pfili§ nezménilo absolutni
mnozstvi nerepetitivni ¢asti tohoto chromozomu. (Tab. 4) nam fika, o kolik procent
dne$ni X a Y obsahuji vice ¢i méné repetici v porovnani s ancestralnimi autozomy.
Rozsah (+) zachycuje odlisnost vysledku podle toho, jestli byla pro odhad velikosti
nerepetitivni ¢asti ancestrdlniho chromozomu pouzita velikost nerepetitivni Casti

soucasnych chromozomu X nebo Y.

Tab. 4 Relativni nartst podilu riznych repetici na soucasnych pohlavnich chromozomech X a Y
ve srovnani s predpokladanymi ancestralnimi autozomy.

Typ repetice Relativni zisk X Relativni zisk Y
Ty1/copia +56% * 2% +66% * 2%
Ty3/gypsy +69% * 2% +153% + 3%
DNA transpozon -32% + 1% -33% + 1%
Nedefinovano -17% + 1% +6% £ 1%
Satelit -19% + 1% +608% + 9%
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Nejvétsiho nardstu si miZzeme v§imnou na chromozomu Y. Pozorujeme zde nartst
satelitni DNA pfiblizné¢ o0 608 % a LTR retrotranspozoni Ty3/gypsy o cca 153 %.
Nejvétsi pokles pozorujeme u DNA transpozonu na X i Y, coz je pravdépodobné
zpusobeno niz§i transpozi¢ni aktivitou DNA transpozonti ve srovnani s LTR
retrotranspozony a amplifikaci sateliti. Z toho diivodu byly DNA transpozony na
rostoucich chromozomech X a Y piecisleny ostatnimi repeticemi, takze se procentudlni

zastoupeni DNA transpozonti na pohlavnich chromozomech snizilo.

4.4. Ovérovani modelu distribuce transpozont

Pro ovéfeni modelu proliferace transpozont zavislé na pohlavi jsme odistili vysledky od
sekvenci, které se kumuluji pouze v nékterych ¢astech genomu. V nasem ptipad¢ se jedna
o satelity, které se vyrazn¢ amplifikuji na chromozomu Y diky nizké mife rekombinace
ve srovnani s autozomy a chromozomem X. Satelity tak zkresluji rychlost fixace
ostatnich repetici na chromozomu Y ve srovnani s ostatnimi chromozomy. O¢isténa data
jsme ptepocitali.

Kromé LTR retrotranspozoni Tyl/copia a Ty3/gypsy se procentudlni zastoupeni
repetici po piepocitani téméf nezménilo (Obr. 13). Nejvétsi procento zastoupeni
v sam¢im genomu bez satelitti opét zaujimaji LTR retrotranspozony, kde na chromozomu
Y pozorujeme ndrlst obou repetici ptiblizné 0 10 %. Je zde nejveEtsi narlst, protoze
chromozom Y obsahoval nejvice satelitni DNA. Ve srovnani LTR retrotranspozont
Tyl/copia a LTR retrotranspozoni Ty3/gypsy jsou v genomu, na chromozomu X
a autozomech vice zastoupeny Tyl/copia nez Ty3/gypsy. U chromozomt Y je zastoupeni

pfibliZné stejné.
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Procentualni zastoupeni klastrii na chromozomech X, Y
a autozomech v sam¢im genomu bez satelita

30
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5 I
) h i In il
Sam¢i genom A X Y
Zastoupeni jednotlivych klastri
LTR retrotranspozon Tyl/copia LTR retrotranspozon Ty3/gypsy Nedefinovano
B DNA transpozon B LTR retrotranspozon Organela
H rDNA M non-LTR retrotransposon

Obr. 13 Procentualni zastoupeni klastrii na chromozomech X, Y a autozomech v saméim genomu
bez satelitd. Ocistény data set je prepocitan.

Podil zastoupeni TE na chromozomech Y a X
bez satelitt

LTR retrotranspozon Tyl/copia @ LTR retrotranspozon Ty3/gypsy
® LTR retrotranspozon @ non-LTR retrotranspozon
® DNA transpozon @ rDNA
6 Organela

0 1 2 3 4 5 6

Zastoupeni TE na chromozomu X bez satelitti [%]

Zastoupeni TE na chromozomu Y bez satelitd [%]

Obr. 14 Podil zastoupeni transpozonti na chromozomech Y a X bez satelitni DNA. Pfimka vedena
grafem znazornuje rovnomérné zastoupeni transpozontina X a Y.
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Po ocisténi genomu o satelitni DNA doslo k mirné korekei distribuce klastra v okoli
ptimky reprezentujici shodny podil klastri na obou pohlavnich chromozomech (Obr. 14).
Cast klastrti (zejména DNA transpozony) se presunula blize k ptimce, ale ndhodna
akumulace jednotlivych klastrii odpovidajicich LTR retrotranspozonim bud’ na

chromozomu X nebo Y zlistava patrna.

V ramci testovani modelu jsme pocitali Pearsonovu linearni korelaci, kterd méfi
linearni zavislost mezi dvéma proménnymi V ramci celého data setu. V piipadé, ze by
model pohlavné specifického mnozeni byl hlavnim vlivem urcujicim distribuci
jednotlivych rodin transpozonti na pohlavnich chromosomech, ocekavali bychom
negativni linearni korelaci. Po prvnim méfeni jsme dostali kladné ¢islo blizké nule, tedy
jsme vyznamnou korelaci nenasli. VyzkouSeli jsme také vypocitat vazeny Pearsonlv
korela¢ni koeficient. Pfi tomto vypoctu jsme kazdému klastru pfifadili stupeit diileZitosti
v podob¢ vahy, kterd vyplyva z procentudlniho zastoupeni jednotlivych klastrii v sam¢im
genomu. Vaha byla ziskana pomoci rovnice (3.1), kde A, X a Y znadi procentudlni
zastoupeni daného clusteru v odpovidajicich genomickych frakcich. Do vypoctu byly
zahrnuty pouze pro LTR retrotranspozony. Vazeny Pearsontiv korelaéni koeficient vysel

jako kladné ¢islo blizké nule, vyznamnou korelaci jsme tedy nenasli.

Porovnani dat s modelem jsme zpracovali v podob¢ grafu (Obr. 15). Pro tuto analyzu
byly pouzity pouze takové klastry, u kterych mtzeme s jistotou fict, ze patii mezi LTR
retrotranspozony (obsahuji anotované domény), pro které predpokladame, Ze se mohou
chovat podle naseho modelu. U DNA transpozoni nebo Sateliti toto chovani

neocekavame.
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Testovani modelu parentalné specifické transpozice TE
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Obr. 15 Obohaceni LTR klastri na chromozomu Y ve vztahu k obohaceni na chromozomu
X. Usecka vedena grafem znazoriiuje model parentalné specifického $ifeni transpozontl. Jeji
krajni body odpovidaji extrémnim piipadim ¢isté paternalniho nebo maternalniho Sifeni
transpozonu. Plocha bodut v grafu odpovida pfifazenym vaham (procentualnimu zastoupeni
v sam¢im genomu). (A) a (B) jsou stejné. Graf (B) je vyfezem z grafu (A) pro lepsi
viditelnost bodl okolo modelové usecky.
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Graf (Obr. 15) znazorfiuje chovani LTR retrotranspozontl. Usedka v grafu znazorfiuje
model. Pro konstrukci grafu byly pouzity pouze LTR retrotranspozony Ty3/gypsy,
Tyl/copia a ostatni LTR retrotranspozony, které jsme nedokazali pfesnéji uréit. Kazda
kategorie LTR retrotranspozonu je barevné rozliSena. Kazdy LTR retrotranspozon ma
pfifazenou vahu, ktera vyplyva zjeho procentudlniho zastoupeni v genomu. Graf
nezobrazuje vSechny LTR retrotranspozony, protoze je zde mnoho odlehlych hodnot

a usecka modelu by nebyla dobfe viditelna.

Pokud graf o trochu pfiblizime (Obr. 15B) a zam¢fime se na tsecku vedenou grafem,
muizeme si povSimnout, ze nékteré LTR retrotranspozony by se podle naseho modelu

chovat mohly. Nemizeme to vsak fict s jistotou.
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5. DISKUSE

Pti zkoumani slozeni sam¢iho genomu a jeho komponent jsme si v§imli silné kumulace
satelitl na chromozomu Y. Chromozom Y je z velké casti tvofen DNA s omezenou
rekombinaci, tzv. nerekombinujici oblasti. Pfedpoklada se, ze nerekombinujici oblasti na
pohlavnich chromozomech skytaji podminky pro rychlou kumulaci satelitnich sekvenci
a nase vysledky tuto hypotézu potvrzuji. Kromé toho jsme objevili, ze jeden z LTR
retrotranspozonti Ty3/gypsy se v grafech zobrazuje obdobné¢ jako satelity (Obr. 12), tedy
v podobé odlehlych hodnot ukazujicich na silnou akumulaci na chromozomu Y. Takova
¢ast nebo cely transpozon za¢ne chovat jako satelit. Jiz diive bylo ukédzdno, Ze z 3¢
netranslatovanych oblasti retrotranspozontt mohou vznikat tandemové repetice (Vondrak

et al., 2020).

Srovnavali jsme také, jaky je rozdil repetitivni ¢asti mezi ancestralnimi autozomy
a dneSnimi pohlavni chromozomy, kterého se z téchto autozoml vyvinuly. Nejvétsi
procentualni nardst jsme pozorovali u sateliti na chromozomu Y, protoze obsahuje
oblasti, ve kterych nedochazi k rekombinaci. To vede k akumulaci tandemovych repetici.
Nejvice akumulovanymi repeticemi na pohlavnich chromozomech obecné byly satelity
nasledované LTR retrotranspozony Ty3/gypsy a Tyl/copia. Naopak procentualni
zastoupeni DNA transpozont se na pohlavnich chromozomech sniZilo. To s nejvétsi
pravdépodobnosti souvisi s mechanismem transpozice DNA transpozond. Tyto
,»Vystiihni a vloZ* mobilni elementy se vV genomu §ifi pomalejSim tempem nez ,,zkopiruj
a vloz* retrotranspozony. PrestoZze pocet kopii DNA transpozonil roste nebo stagnuje,
jejich podil na zvétSujicich se pohlavnich chromozomech se snizuje vlivem rychlé

expanze retrotranspozonu na téchto chromozomech.

Pti zkoumani rozdilu mezi pohlavnimi chromozomy jsme zjistili, Ze ac¢ je slozeni
chromozomti X a Y z hlediska hlavnich typt repetici (LTR retrotranspozony, DNA
transpozony, tandemové repetice) podobné, ve skutecnosti je velkd cast pohlavnich
chromozomt (piiblizné 30-50 %) tvofena chromozomalné specifickymi liniemi
transpozonu a specifickymi satelity. Z téchto zjisténi plyne, Ze se jednotlivé linie LTR
retrotranspozond s vEétsi pravdépodobnosti kumuluji bud’ na jednom nebo na druhém

pohlavnim chromozomu. Mechanismus, ktery by za to mohl byt zodpovédny, neni znam,
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ale pfedpokladd se, ze zde svoji roli sehravaji epigenetické regulaéni mechanismy

a rozdily v regulaci jednotlivych TE (Kubat et al., 2014; Hobza et al., 2017).

Pifi vypoctu vazené linearni korelace obohaceni pohlavnich chromozomi jsme
predikovali, ze linedrni korelace bude negativni. Vysledkem ale byla kladna linearni
nezavislost, kterou nasledn¢ potvrdil (Obr. 15). To, Ze se vysledek od predikce 1isi, mize
byt zptisobeno riznymi vlivy, které na transponovatelné elementy ptisobi. Jednim z nich
je rozdilnd rekombinace na X a Y. Na X probiha rekombinace jen v poloviné ptipadu,
tedy jen u samice. Na Y rekombinace neprobihd, protoze neni parovy. Rekombinace umi
odstranovat TE z chromozomui vlivem nerovnomérné rekombinace anebo nehomologni
rekombinace (Vitte and Panaud, 2003). Nerovnomérna rekombinace mezi LTR mize vést
ke tvorbé solo-LTR (Shirasu et al., 2000), kdy dojde k odstranéni vnitini domény LTR
retrotranspozonti (Bennetzen a Kellog, 1997). Tim se v misté vyfiznuti vytvofi jediny
samostatny solo-LTR (Shirasu et al., 2000). Nehomologni (nelegitimni) rekombinace
pomoci opravného mechanismu tvoti delece, ¢imz se odstrani mnohem vice DNA nez
nerovnomérnou rekombinaci (Devos et al., 2002). Rekombinace mtize byt ovlivnéna
i velikosti TE. Cim del§i je LTR, tim je pravdépodobngjsi, Ze element podstoupi
rekombinaci (Rabinowicz, 2000). Vsechny tyto faktory v souhrnu mohou ovlivnit
rychlost fixace novych inzerci TE na jednotlivych chromozomech. Nejrychlejsi fixace
novych inzerci TE se ptfedpokldda na chromozomu Y, poté na X a nejpomaleji se TE

fixuji na autozomech.

Dalsi vliv miize mit 1 stafi retrotranspozonii, kdy amplifikace retroelementu je casové
omezena a mnoho z rodin TE, které jsme popsali, jiz pravdépodobné neni aktivni
(Rabinowicz, 2000). Staré rodiny mohou byt poni¢eny inzeréni aktivitou novéjsich rodin.
To se projevuje ve velké mife na rostoucim chromozomu X, ale nejvice na Y. Vlivem
poniceni se tedy mlize zdat, Ze je na autozomech vice LTR retrotranspozond, nez je tomu
ve skute€nosti. DalS$i moznosti mize byt sekvencni nebo strukturni preference TE pii

vkladani do chromozomu.

Model pohlavné specifického Sifeni retrotranspozond, ktery jsme testovali, miiZe
pravdépodobné vychdzet jen pro mladé (transpozicné aktivni) rodiny LTR
retrotranspozonti. Pro potvrzeni modelu je tak potieba provést dalsi selekci klastrti, aby
analyza zahrnovala jen transpozi¢né aktivni rodiny TE. Dale je tfeba kvantifikovat
kazdou linii TE s co nejvétsi presnosti, tedy zabranit sdruzeni vice podobnych linii TE,

¢emuz klastrova analyza nedokaze pln€ zabranit. Toho se d4 dosahnout napiiklad
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vyuzitim nasi klastrové analyzy k anotaci dlouhych genomickych cteni, jako jsou
napiiklad sekvence BAC (Bacterial Artificial Chromosome) nebo ¢teni ze sekvenaéni
metody Oxford Nanopore. Anotované genomické kopie TE pak mohou poslouzit k presné
kvantifikaci jednotlivych linii TE pomoci mapovani ¢teni z chromozomu tfidénych

prutokovym Cytometrem, jez jsme pouZili V této praci.
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6. ZAVER

V této praci jsme analyzovali slozeni genomu R. acetosa pomoci RepeatExploreru.
Vyuzili jsme sortované chromozomy, coz nam umoznilo u tohoto druhu poprvé detailné

popsat slozeni autozomil, chromozomi X a Y.

Zjistili jsme, Ze se slozeni pohlavnich chromozomii 1isi od slozeni autozomil. Zejména
chromozom Y se odliSuje akumulaci sateliti, kterd je patrné¢ zplisobena omezenim
rekombinace na Y. Dale jsme zjistili, Ze chromozomy X i Y jsou z mnoha desitek procent
tvofeny unikdtnimi rodinami mobilnich elementi a repetici. To znamend, ze se nékteré

repetice kumuluji vice na Y nez na X a jiné se chovaji naopak.

Tento fenomén muze souviset s odliSnou regulaci TE v sam¢i a sami¢i linii. Pokusili
jsme se testovat model, ktery popisuje chovani TE, pokud plati tento ptedpoklad. BohuZzel
se nam nepodafilo model statisticky prikazné potvrdit, nemizeme ale vyloucit jeho
platnost. Za tim ucelem je potieba provést dalsi hlubsi analyzy TE, selekci aktivnich rodin
TE a pokusit se odhadnout efekt dalSich chromozomalné specifickych fenomént, které

ovliviiuji fixaci novych inzerci TE na chromozomech.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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proteaza

posttranskripéni uml¢ovani genti
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