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Souhrn

Predkladana diplomova prace se vénuje analyze dvou mobilnich elementt, které
vykazovaly kontrastni lokalizaci po fluorescenc¢ni in situ hybridizaci v genomu kostfavy lu¢ni
(Festuca pratensis). Hlavnim cilem bylo objasnit, zda se tyto dva mobilni elementy vyskytuji
1 v blizce piibuznych druzich kostfav a jilkt, respektive u ptibuznych obilovin.

Teoretickd cast této prace se zabyva zdkladni charakteristikou celedi Poaceae,
se zaméfenim na rody Festuca a Lolium, a strukturou genomu této celedi. Dale se vénuje
repetitivnim sekvencim DNA, jejich funkcim v jaderném genomu a jejich vyuziti.
V neposledni fadé¢ je popsano cytogenetické mapovani, jako stézejni molekuldrné biologicka
metoda, vyuzitd vtéto praci pro identifikaci organizace dvou studovanych mobilnich
elementl v jaderném genomu.

Experimentalni ¢ast prace predstavovala ¢asteCnou analyzu sekvenci in silico, kdy
byly identifikovany sekvence homologni k jiz dfive popsanym elementim CL4 (DNA
transpozon nadrodiny CACTA) a CL38 (pravdépodobny LTR element). Soucasti této analyzy
byla pfedevsim identifikace dlouhych sekvenci obsahujicich kddujici domény a jejich vyuziti
pro podrobnou charakterizaci téchto repetitivnich elementd u né€kolika zastupct rodit Festuca
a Lolium a nékterych dalSich zastupct Celedi Poaceae. V neposledni fadé bylo provedeno
cytogenetické mapovani vybranych mobilnich elementl u studovanych druhii s cilem zjistit
jejich lokalizaci v jaderném genomu. Pro cytogenetické mapovani bylo vyuZito metody
vicebarevné fluorescencni in situ hybridizace na metafdznich chromozomech.

Na zakladé provedenych analyz byly oba typy studovanych mobilnich elementl
identifikovany ve vSech analyzovanych druzich. U elementu, ktery byl dfive popsan jako
pravdépodobny LTR retrotranspozon, byly identifikovany dostate¢né dlouhé kontigy, nesouci
koédujici domény, diky nimz se jednoznacné podatilo charakterizovat tento retroelement jako
Cereba-like retrotranspozon z rodiny 733/Gypsy, skupiny Chromoviridae. Cytogenetické
mapovani potvrdilo velmi podobnou lokalizaci studovanych elementli nejen u blizce

ptibuznych druht kostiav a jilki, ale také u vzdalengjSich zastupcii obilovin.



Summary

The diploma thesis is dealing with analysis of two mobile elements which were
differentially localized after fluorescence in situ hybridization in the genome of Festuca
pratensis. The main aims were to find out presence of these mobile elements in closely related
species of fescues and ryegrasses, as well as in related grain species.

Theoretical part of this thesis is focused on general characteristics of the family
Poaceae, especially on the genera Festuca and Lolium, and genome structure of this family.
Furthermore, it is dealing with repetitive DNA sequences, their function in nuclear genomes
of plants and their use. Other part focuses on cytogenetic mapping, as the main method used
in this thesis to identify the organization of analyzed mobile repetitive elements in nuclear
genome.

Experimental part of the thesis described partial in silico analysis of the chosen mobile
elements, identification of homologous sequences in related species and use of coding
domains for detailed characterization of respected elements in selected representatives of the
genera Festuca and Lolium and some other members of the family Poaceae. Finally,
cytogenetic mapping of the chosen mobile elements in the studied species was performed
using multicolor fluorescence in situ hybridization on metaphase chromosomes.

The analyzed repetitive elements were identified in all studied species. Using
homology searches, long sequence contigs representing putative LTR retrotransposon CL38
were identified and their coding domains enabled further characterization of this DNA
repetitive element as a Cereba-like representative of 7y3/Gypsy Chromoviridae family.
Cytogenetic mapping confirmed very similar pattern of the elements in all closely related

species of fescues and ryegrasses, as well as in nuclear genomes of selected cereals.
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1 Uvod

Celed’ Poaceae je velmi pocetna a divergovana skupina, zahrnujici travy, obiloviny i
dal§i druhy vyznamné jak pro Cloveéka, tak zvifata. Ekonomicky a ekologicky vyznam
zastupcu Celedi Poaceae vedl mimo jiné k Sirokému zajmu charakterizovat genomy téchto
druhti. Tato celed’ zahrnuje druhy s velkymi genomy, které obsahujici vysoké procento
repetitivnich DNA sekvenci, které¢ stézuji celogenomové sekvenovani téchto druhd.

Driive byla repetitivni DNA povazovéna za tzv. ,odpadni‘ DNA, pozdéji vSak bylo
objeveno, Ze plni mnoho dulezitych funkci v jaderném genomu. Repetice jsou soucasti
telomer a centromer, které zajiSt'uji spravnou replikaci jaderného genomu a jeho ptfenos do
dcefinych bunck. Geny kodujici ribozomalni RNA maji také charakter repetitivni DNA,
usporddané do tandemu. NejpocetnéjSimi repeticemi jsou mobilni elementy, schopné
pohybovat se v jaderném genomu procesem transpozice. Transponovatelné elementy se
muzou v genomech pohybovat prostiednictvim DNA meziproduktl (transpozony 1. tfidy)
nebo RNA meziprodukti (transpozony II. t¥idy).

Repetitivni DNA sekvence predstavuji rychle se vyvijejici sekvence DNA, vhodné
jako zdroj molekularnich marker(i, na rozdil od konzervovanych genovych sekvenci, které
jsou neustdle pod selekénim tlakem. Existuje mnoho typli molekuldrnich markert,
odvozenych od repetitivnich DNA sekvenci, v€etné¢ mikrosateliti a dalSich. Repetice jsou
Siroce vyuzivany 1 jako cytogenetické markery, které mohou byt druhové i chromozémové

specifickeé.



2 Cile prace

1. Vypracovat literarni reSersi na dané téma.

2. Identifikovat a charakterizovat sekvence homologni k DNA transpozénu CL4 a

pravdépodobnému LTR retrotranspozonu CL38 a jejich fylogeneticka analyza.
3. Ptipravit a ovéfit silu sond pro cytogenetické mapovani.

4. Cytogenetickd lokalizace DNA elementi na mitotické chromozémy metodou

fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH).



3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Vyznam rodu Festuca L. a Lolium L.

Zastupci Celedi lipnicovité (Poaceae), a to predevSim obiloviny, travy, bambus a
cukrova tftina, maji zasadni vyznam pro svétovou ekonomiku (Grass Phylogeny Working
Group et al, 2001). Zastupci této Celedi se vyskytuji prakticky ve vSech pevninskych
biotopech a zabiraji az jednu pétinu pevniny (Grass Phylogeny Working Group et al., 2001).
Poaceae je relativné divergovand skupina rostlin, zahrnujici asi 10 000 druhii zatazenych do
vice nez 700 rodl (Grass Phylogeny Working Group ef al., 2001). Na zéklad¢ fylogenetické
analyzy byla navrzena klasifikace Celedi Poaceae na 12 podceledi (Anomochlooideae,
Aristidoideae, Arundinoideae, Bambusoideae, Chloridoideae, Danthonioideae, Micraioideae,
Oryzoideae, Panicoideae, Pharoideae, Puelioideae a Pooideae), 6 nadodd¢€leni, 51 oddéleni,
a 80 pododdéleni (Obr. 1) (Soreng et al., 2015). Do podceledi Pooideae jsou tfazeny veskeré
nejpestovangjSich plodin na Zemi — ryze, kukufice, pSenice a cukrové titiny (Devos, 2010;
Soreng et al., 2015).

Travy patii do oddé€leni Poeae (Obr. 1) a jde o nejdillezitéj$i a Siroce péstované
rostliny na Zemi, které odhadem zabiraji dvakrat vice plochy neZ nejp&stovanéjsi plodiny.
V Evropé je 50% hospodarské krajiny pokryto tradvami, coZz pfispiva z velké ¢asti ro¢ni
produkci mléka a hovéziho masa. Travy jsou Siroce vyuzivany jako travniky a pro okrasné
ucely a maji vyznamnou roli v ochran¢ piidy a zdroji zivotniho prostiedi (Kopecky et al.,
2009).

Zastupci blizce ptibuznych rodl kosttava (Festuca L.) a jilek (Lolium L.), fadici se do
pododdéleni Loliinae (Obr. 1), patii mezi nejvice studované travy (Jauhar, 1993). Rod Festuca
je jeden z nejpocetnéjSich v Celedi Poaceae s témét 500 druhy, jejichz ploidie mize nabyvat
hodnot od 2x aZ po 12x (Kopecky et al., 2009). Na druhou stranu rod Lolium zahrnuje pouze
osm diploidni druht (Kopecky et al., 2009).

10
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Obr. 1 Fylogeneticky strom celedi Poaceae sestrojeny metodou maximum likelihood
vytvoreny s vyuzitim nukleotidové sekvence dvou plastidovych DNA markert - matK a ndhF
(ptevzato ze Soreng et al., 2015). Podceled’ Pooideae je oznacena Cervené, oddéleni Poeae
modfe a pododdéleni Loliinae fialové.

Na zéklad¢ fylogenetické analyzy byly v ramci rodu Festuca rozliSeny dvé hlavni
vyvojové linie — Sirokolisté a uzkolisté kostfavy (Charmet et al., 1997; Torrecilla et Catalan,
2002). Podrod Schedonorus, zahrnujici nckteré dulezité druhy, se fadi do Sirokolistych
kostfav. Jiz v minulosti byla pomoci chromozomovych analyz a umélych kiiZeni zjisténa
pribuznost zastupcti rodu Lolium a Sirokolistych kostfav z podrodu Schedonorus (Jenkin,
1933; Malik ef Thomas, 1966), pozdéji byla jejich piibuznost dokdzdna i pomoci
fylogenetickych analyz (Torrecilla et Catalan, 2002; Catalan et al., 2004). Navic existuji

dikazy, ze Lolium je relativn€ novy rod, ktery se pravdépodobné vyvinul z evropského predka
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podrodu Schedonorus (Jenkin, 1933; Catalan et al., 2004). Fakt, ze je Lolium vyvojové
relativné mlady rod, mlze byt vysvétlenim, pro¢ v pribé¢hu evoluce u rodu Lolium
nedochazelo k polyploidizaci, piestoze u rodu Festuca hrala vyznamnou roli (Jauhar, 1993).
Rody Festuca a Lolium zahrnuji vysoce produktivni, vyzivné, vytrvalé¢ a dobie
adaptované druhy, které¢ jsou Siroce vyuzivany pro zemédélské a rekreacni ucely. Mezi
agronomicky vyznamné zastupce rodu Festuca patii predev§im diploidni kostfava lu¢ni
(Festuca pratensis Huds.), vytrvala trava, ktera dobfe snasi abioticky stres, a vyznacuje se
dobrou produkci semen ke konci léta, dale pak hexaploidni kostfava radkosovita (Festuca
arundinacea Schreb.), kterd je vytrvalda a roste brzy na jafe. Zrodu Lolium jsou
nejvyznamnéj§imi druhy jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum L.), ktery se vyznacuje
rychlym kli¢enim, dobrou produkci semen, brzkym jarnim ristem a rychlym zotavenim po
odlisténi, a jilek vytrvaly (Lolium perenne L.), ktery vynikd pfedevSim svou vytrvalosti,

velkou hustotou postrannich vyhonil a odolnosti viic¢i seSlapavani (Jauhar, 1993).

Obr. 2 Kostfava luéni (Festuca pratensis Huds.) a jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum
Lam.) (pfevzato a upraveno z Polivka, 1902)

Kostfavy a jilky byly po mnoho let pouzivany ve Slechténi, coz vedlo ke vzniku
kvalitnéj$ich odriid téchto druhti, které svymi vlastnostmi ptekonaly své predky (Kopecky et
al., 2009). Kromé Slechténi odrad kostrav a jilki byl Slechtiteli vyvinut 1 mezirodovy hybrid

Festulololium, ktery kombinuje kyzené¢ zemédélské vlastnosti obou rodii (Jauhar, 1993).
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3.2 Struktura genomu u ¢eledi Poaceae

V celedi Poaceae existuji vyznamné rozdily ve velikosti genomu u jednotlivych
druhlt. Druhem s nejvétSim genomem je oktoploidni 7riticale, hybrid vznikly kifizenim
pSenice a zita, jehoz velikost genomu (1C) je vice nez 25 Gbp. Zatimco nejmensi genom o
velikosti 245 Mbp (1C) ma Oropetium thomaeum (Bennett et Leitch, 2012
(http://www.kew.org/cvalues/)). Zastupci rodu Festuca maji genomy raznych velikosti, které
nabyvaji hodnot (1C) od 1,9 Gbp (Festuca arvernensis) do 12,5 Gbp (Festuca
summilusitana). Nejvyznamnéjsi druhy Festuca pratensis a Festuca arundinacea maji genom
o velikosti (1C) cca 2 Gbp, resp. 4 Gbp. Zastupci rodu Lolium maji velikost genomu (1C)
v rozsahu cca 2,1 Gbp (Lolium canariense) az 3,1 Gbp (Lolium persicum). Pti¢emz Lolium
perenne a Lolium multiflorum maji genom velky (1C) shodné asi 2,7 Gbp (Bennett ef Leitch,
2012 (http://www.kew.org/cvalues/)).

Ekonomicky vyznam plodin hral jist¢ podstatnou roli pifi soustfed’ovani
celogenomového sekvenovani na celed” Poaceae. Jiz nékolik druhii z ¢eledi Poaceae bylo
pln€¢ sekvenovano, coz umoznilo nahlédnout do organizace a evoluce genomu této celedi.
Jako prvni z ¢eledi Poaceae byly plné sekvenovany v roce 2002 genomy dvou poddruhti ryze
seté (Oryza sativa L. ssp. indica a Oryza sativa L. ssp. japonica) (Goff et al., 2002; Yu et al.,
2002). Vroce 2009 byla publikovana celogenomova sekvence kukufice seté (Zea mays L.)
(Schnable et al., 2009) a ¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor (L.) Moench) (Paterson et
al., 2009). Brachypodium distachyon byl prvni osekvenovany zastupce z podceledi Pooideae,
do které patti hlavni obiloviny (pSenice, je€men, zito, oves) 1 travy ze skupiny Loliineae,
vcetné rodl Festuca a Lolium (International Brachypodium Initiative, 2010). Pocet genti se
velmi neli$i mezi jednotlivymi druhy a byva vétSinou kolem 28 000 na haploidni genom.
Shodné i1 pocet genovych rodin je podobny u riznych druhli (Devos, 2010). Obrovskeé
mnozstvi genomu zaujimaji repetitivni sekvence DNA, a to az vice nez 80%. Jednd se
predevSim o disperzni repetice, predstavované piedevSim transponovatelnymi elementy —
retrotranspozény a DNA transpozony. V genomech nebyvaji vSechny rodiny transpozont
zastoupeny stejne, ale Casté je, Ze se zvétSovani velikosti genomu déje v disledku relativné
kratkych obdobi intenzivni aktivity pouze nékolika specifickych DNA elementi (Devos,
2010). Celogenomové sekvence ukazaly, ze obsah retrotranspozonti pravdépodobné koreluje
s velikosti genomu. Brachypodium distachyon (~350 Mbp) mé asi 23 % genomu tvofeno
retrotranspozoény (International Brachypodium Initiative, 2010), u ¢iroku (~730 Mbp) to ¢ini
asi 55 % (Paterson et al., 2009) a u kukufice (~2,7 Gbp) to dosahuje az asi 76 % (Schnable et
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al., 2009). Na rozdil od retrotranspozoénti, obsah DNA transpozonti neni zavisly na velikosti
genomu. U kukufice se vétSina DNA transpozonti vyskytuje v oblastech bohatych na geny,
coz ale neplati pro CACTA elementy (Schnable et al., 2009). Komparativni genomika
ukazala, ze geny a repetitivni DNA sekvence jsou uspotfadany rozdiln€¢ v zéavislosti na
velikosti genomu. Pro malé genomy je typické zietelné rozd€leni euchromatinovych oblasti
bohatych na geny a na geny chudych pericentromerickych oblasti. Tento jev se u velkych
genomi vyskytuje v mnohem mens$i mife, protoze mnoho repetic je rozptyleno mezi

jednotlivymi geny nebo genovymi ostrovy (Devos, 2010).
3.3 Repetitivni sekvence DNA u rostlin

Jiz ke konci 60. let minulého stoleti bylo objasnéno, ze rostliny s velkymi genomy
obsahuji vysoké procento repetitivnich sekvenci DNA (Britten et Kohne, 1968).

Na zaklad¢ jejich organizace v genomu rozliSujeme dva hlavni typy repetitivni DNA, a
to rozptylené a tandemové repetice.

Tandemové repetice se skladaji z opakujicich se repetitivnich jednotek, které jsou
pfimo pfilehlé k sobé (uspofdddny v tandemu). Tautz (1993) se pokusil vyteSit chaos
v nazvoslovi tandemovych repetic a na zdkladé délky repetitivni jednotky rozlisil tii skupiny —
mikrosatelity, minisatelity a satelitni DNA. Satelitni DNA se mohou skladat z repetitivnich
jednotek o délce az nekolika tisic parti bazi. Minisatelity obsahuji repetitivni jednotky o délce
do 100 bp. A mikrosatelity jsou tandemové repetice s monomery o délce 1 — 6 bp. Toto
rozdéleni vSak neni jednozna¢né. Existuje satelitni DNA, jejiz opakujici se jednotky mayji
méné nez 100 bp. Tandemové repetice se déli také podle jejich Cetnosti v genomu, pozice na
chromozomech nebo jejich funkce.

Rozptylené repetice predstavuji rizné typy mobilnich elementi, jejichZz vyznamnou
vlastnosti je schopnost pohybovat se v jadernych genomech procesem transpozice. Na zakladé
charakteru meziproduktu transpozice se rozliSuji dvé hlavni tfidy mobilnich elementl —
transponovatelnych elementti (Obr. 3). Transpozény 1. tiidy, neboli DNA transpozony, se
v genomu pohybuji ptes DNA meziprodukt. Ve své struktufe obsahuji obracené¢ koncové
repetice (TIR) a zdvojeni cilového mista (TSD). Transpozony II. tfidy, neboli retroelementy,
se pohybuji v genomu ptes RNA meziprodukt, ktery je kodovany piimo samotnym
elementem (Feschotte et al., 2002). Takovy retroelement se piepiSe do RNA, poté dojde
k reverzni traskripci této molekuly, a nakonec se nova kopie retroelementu reintegruje zpet do

genomu. Retroelementy maji tedy ve vSech piipadech duplikativni charakter (Kazazian,
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2004). Transpozoény II. tfidy se déli na dvé podskupiny na zaklad¢ jejich struktury a
mechanismu transpozice. LTR retrotranspozony obsahuji ve své struktufe dlouhé koncové
repetice (LTR) a zdvojeni cilového mista (TSD). Autonomni LTR retrotranspozony obsahuji
alespon dva geny, gag a pol. Gen gag kdduje kapsidové proteiny a gen pol koduje polyprotein
zodpovédny za aktivitu vSech nezbytnych enzymi — protedzy, reverzni transkriptdzy, RNazy
H a integrazy (Feschotte et al., 2002). Vzhledem k ptitomnosti téchto genti jsou LTR
retrotranspozony podobné retrovirim. Od téch se vSak 1iSi tim, Ze nejsou schopny se
pohybovat z buiikky do bunky, protoze jim chybi funkéni gen env, zodpovédny za tvorbu
proteinového obalu retroviri (Kazazian, 2004). Neautonomni LTR retrotranspozony
postradaji vétSinu nebo Upln¢ vSechny kodujici sekvence. Druhé skupiné retroelement ve
struktufe chybi dlouhé koncové repetice a patii mezi n€ dva typy elementi — LINE a SINE.
Aktivni elementy vSak tvofi pouze velmi malou ¢ast genomu vétSiny
mnohobunéénych organismt (Feschotte et al., 2002). MITE (miniature inverted-repeat
transposable elements) elementy, skupina DNA transpozonti, a LTR retrotranspozony se
vyskytuji ve velkém poctu kopii v rostlinnych genomech a vyznamné ptispély k diverzifikaci

rostlinnych genomt (Feschotte et al., 2002).

DNA transpozony LTR retrotranspozony Non-LTR reiroiranspozony
LINEs

sonsmsisemens > (TR > > > >[I >

i : ] i i ; SINEs
SRR v S — [
-r{' }-l» +'—~r P—-b

Transpozony L iridy Transpozony II. fidy

Obr. 3 Struktura mobilnich elementil (pievzato a upraveno z Feschotte et al., 2002)

3.3.1 Funkce repetitivnich sekvenci DNA v jaderném genomu

Vzhledem k repetitivni povaze telomerickych a centromerickych oblasti a geni
koédujicich rRNA geny, jsou repetitivni sekvence DNA bezesporu nepostradatelné pro spravné
fungovani genomu. Je ziejmé, Ze jsou nezbytné jako signaly pro regulaci exprese kodujicich
sekvenci a hraji vyznamnou roli pfi replikaci genomu a jeho pfenosu do dcefinych bunék

(Shapiro ef von Sternberg, 2005).
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Vroce 1988 byla izolovana prvni rostlinnd telomerickd sekvence, a to z husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana) (Richards et Ausubel, 1988). Telomerickd sekvence
Arabidopsis thaliana se sklada z tandemové se opakujicich sekvenci 5’-C(C/T)CTAAA-3’.
Pozdé&ji se ukazalo, Ze tato heptanukleotidova sekvence tvoii i1 telomery dalSich druht
z riznych celedi vyssich rostlin, coz signalizuje, Ze je tento typ telomerickych repetic vysoce
konzervovany, a predpoklada se, ze predstavuje hlavni telomerické repetice vyssich rostlin
(Fuchs et al., 1995). Funkce telomer byla objasnéna spolu s objevem telomerazy. Telomeraza
je ribonukleoproteinovy enzym, syntetizujici telomerické sekvence, které chrani DNA proti
zkracovani a brani starnuti bun¢k. Telomeraza se sklada ze dvou komponent — sekvence RNA
a samotného enzymu, telomerdzové reverzni transkriptazy. Sekvence RNA je komplementarni
k telomerické sekvenci a slouzi tak jako templat pro jejich syntézu (Greider et Blackburn,

1985; Blackburn, 1991).

51

L]

3

Obr. 4 Telomera s pfipojenou telomerazou (prevzato a upraveno z McKnight ef al., 2002)

Centromery jsou chromozomalni struktury zodpovédné za spravné rozdéleni
replikovanych chromozémi do dcefinych bun¢k béhem mitotického i meiotického bunééného
déleni (Carbon, 1984). U vSech eukaryotickych organismii centromery zodpovidaji za kohezi
chromatid od S-fdze az po anafazi, pfipojeni vlaken d€liciho vieténka béhem metafaze a za
pohyb chromozémul béhem rané metafaze a v anafazi. Na aktivnich centromerach se sestavuji
proteinové kinetochory, které umoziiuji pohyb chromozémil. Na rozdil od telomer,
centromery nejsou tvofeny vysoce konzervovanymi repetitivnimi sekvencemi (Houben et
Schubert, 2003). Centromericky specifické repetice vSak byly identifikovany u nékterych
rostlin. Naptiklad u Arabidopsis thaliana je centromericka oblast tvoifena 178 bp dlouhymi
opakujicimi se tandemovymi repeticemi spolu s vmezefenymi Useky 733/Gypsy

retrotranspozénu Athila (Kumekawa et al., 2000; Kumekawa et al., 2001a; Hosouchi et al.,
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2002). U obilovin byly objeveny dvé konzervované centromericky specifické repetice — CCS1
(Aragon-Alcaide et al., 1996) a pSau3A9 (Jiang et al., 1996). Pozd¢ji bylo zjisténo, ze obe
tyto repetice piedstavuji ¢asti 73/Gypsy retroelementu (Presting et al., 1998; Hudakova et al.,
2001). Jednotnym rysem vétSiny eukaryotickych centromer je pfitomnost proteinu CENP-A,
centromerické varianty histonu H3. Nicméné nedavné studie naznacuji, ze specifické
sekvence DNA mohou pfispivat k funkci centromer (McKinley et Cheeseman, 2016).
Podobné jako telomerické sekvence, maji i geny kodujici ribozomélni RNA povahu
tandemové repetice. 45S rDNA lokus rostlin obsahuje tandemové se opakujici geny pro 18S,
5.8S a 25S rRNA, pficemz kazda repetitivni jednotka se transkribuje vcelku (Rogers et
Bendich, 1987). Geny pro 45S rRNA jsou vétSinou lokalizovany v oblasti organizatoru

jadérka, kterd je pozorovatelna jako sekundarni konstrikce (Sousa et al., 2011).

5 ETS TS ITS2 I ETS
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(o #]
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255
Obr. 5 Organizace 45S rDNA lokusu (pfevzato a upraveno z Lafontaine et Tollervey, 2001)

U vétSiny eukaryot se geny pro 5S rRNA vyskytuji v genomu oddélené od genti pro
ostatni ribozomalni RNA. Geny pro 5S rRNA existuji ve formé& tandemovych repetic, které
jsou vzajemné oddéleny mezerniky. U riiznych organisml se miZe vyskytovat jeden ¢i vice
5S rDNA lokusti (Long et Dawid, 1980).

Repetitivni DNA mé v genomu ale 1 dalsi funkce. Repetice byly objeveny jako soucast
regulacnich sekvenci - promotorti a enhancert (Ott et Hansen, 1996; Foster et al., 2003; Santi
et al., 2003). Mobilni elementy jsou soucasti oblasti asociovanych s jadernou matrix (MARs),
které jsou zodpovédné za piichyceni DNA k matrix jadra (Avramova et al., 1998). Bylo
zjisténo, Ze repetitivni sekvence hraji roli 1 pfi metylaci DNA (Miiller et al., 2002) a jsou

soucasti heterochromatinu (Pélissier ef al., 1996; Ananiev et al., 1998).

3.3.2 Vyuziti repetitivnich sekvenci DNA

vvvvvv

za diverzifikaci genomt rostlin tak stoji repetitivni sekvence DNA (Devos, 2010). Nazornym
prikladem, jak repetice zplisobuji pfestavby genomu, je kukufice. Amplifikace n€kolika rodin
LTR retrotranspozénti zapiicinila zvojnasobeni genomu kukufice za poslednich 6 milioni let

(SanMiguel et al., 1998). K datovani stari jednotlivych typti LTR retrotranspozont se vyuziva
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pravé nukleotidovych sekvenci dlouhych koncovych repetic (LTR oblasti), které jsou typické

vysokou variabilitou na irovni DNA (Obr. 6).

Millions of Years Estimated
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Obr. 6 Casové rozmisténi retrotranspozénii v oblasti adhl-F u kukufice (pfevzato ze
SanMiguel et al., 1998)

Niz$i mira selekce a vysoka rychlost evoluce repetitivnich sekvenci DNA, v porovnani
s konzervovanymi genovymi sekvencemi DNA, ¢ini z repetic velmi dobry zdroj
molekularnich markerg.

Mikrosatelity jsou Siroce vyuzivany jako genetické markery. Jsou typické tim, Ze se
dédi kodominantné, a vétSinou jsou chomozémove specifické, coz je vyhodné pro polyploidni
genomy, jako naptiklad pSenici setou (Triticum aestivum L). Takovéto markery jsou pak
vhodné pro mapovani agronomicky dilezitych genli nebo kvantitativnich znakt (Roder et al.,
1998). Roder et al. (1998) napiiklad sestrojili prvni genetickou mapu pSenice seté zalozenou
na mikrosatelitech. V roce 2004 bylo v genomu pSenice identifikovano 74 mikrosatelitovych
markerti, odvozenych zEST (expressed sequence tags) databazi, které vykazovaly
vyznamnou podobnost se znamymi geny, zapojenymi do riznych procesd, vcetné
metabolismu, rezistence vuci stresu, transkripce, vyvoje, atd (Gao et al., 2004). In silico

komparativni analyza mikrosatelitovych markerii z jeémene, odvozenych z EST databazi, a
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dat z zita, pSenice a ryze naznacuji, Ze se ve zkoumanych druzich vyskytuji ortologové
testovanych markertt (Varshney et al., 2005). Varshney et al. (2005) ukazali, ze genetické
mapy obilovin, obsahujici mensi mnozstvi marker, mohou byt obohaceny o mikrosatelitové
markery jeCmene. Typické je vyuzivani mikrosatelitovych markeri pro mapovani
vyznamnych gent ¢i lokust, asociovanych s riiznymi nemocemi (Su et al., 2006; Hiebert et
al., 2007; Tyrka et al., 2008).

Krom¢ mikrosatelitovych markerti se vyuzivaji dalSi typy molekularnich markert
zalozenych na repeticich — napi. minisatelity (Latif ez al., 2011), ISSR (Inter-simple sequence
repeats) markery, zalozené na polymorfismu sekvenci mezi dvéma mikrosatelity (Godwin et
al., 1997), ISBP (Insertion site-based polymorphism) markery, zalozené na polymorfismu
mista inzerce mobilniho elementu (Paux et al., 2010), IRAP (Inter-retrotransposon amplified
polymophism) markery, zaloZené na blizkosti stejnych LTR sekvenci (Kalendar et al., 1999) a
REMAP (Retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism) markery, zalozené na
amplifikaci hrani¢nich oblasti mezi LTR sekvenci a mikrosatelitem (Kalendar ez al., 1999).

Charakterizace genetické diverzity je dalSi vyznamnd oblast, kde se vyuziva
molekularnich markert. Genetickd diverzita pfedstavuje dédi€né zmeény uvnitf a mezi
populacemi (Emon et al., 2010). Byla definovéna jako celd skala alel a genotypt pfitomnych
v populaci (Toro et Caballero, 2005). Znalost genetické diverzity a struktury populace je
dilezitym zakladem pro zdokonalovani vlastnosti plodin (Emon et al., 2010). VyuZivani
molekularnich technik pfispélo k lepSimu porozumnéni genetické diverzité u mnohych druhti
(Rao er Iwanaga, 1997). Mikrosatelity a ISSR markery byly pouZity pro charakterizaci
genetické diverzity u raznych druhti ryze (Bao et al., 2006a; Shishido et al., 2006; Eizenga et
al., 2009), pSenice (Plaschke et al., 1995; Emon et al, 2010), lilku brambor (Bornet et al.,
2002), cizrny (Hajibarat ef al., 2015), baviny (Bertini et al., 2006), a dal$ich rostlin.

Repetitivni sekvence DNA se vyuzivaji i1 jako cytogenetické markery, které mohou byt
druhové 1 chromozémoveé specifické. V mnohych studiich byly vyuzity repetice jako
chromozémové specifické markery pro indentifikaci chromozémt u rtiznych druhii rostlin
(Dong et al., 2000; Snowdon et al., 2000; Sadder et Weber, 2001; Kwiatek et al., 2013).
Badaeva et al. (2015) pouzili satelit pTa535, vykazujici chromozémové i druhové specifickou
hybridizaci, ktery jim umoZznil identifikovat chromozomy a rozlisit rizné druhy pSenice.
Fradkin et al. (2013) charakterizovali rtizné odridy Triticale za pomoci cytogenetickych
markert specifickych pro Secale cereale. Pouziti sond na GAA mikrosatelity, Afa repetice a
pSC119.2 klon, obsahujici vysoce repetitivni sekvence DNA, vedlo k vytvoteni prvniho
molekularniho karyotypu pSenice tvrdé (Obr. 7) (Kubalakova et al., 2005).
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Obr. 7 Karyotyp pSenice tvrdé vytvoteny na zakladé FISH lokalizace repetitivnich sekvenci.
DNA sondy byly znaeny fluoresceinem (zelené signdly) nebo Cy3 (Cervené signaly).
Chromozémy byly nabarveny propidium jodidem (Cervend) nebo DAPI (modrd). (A)
Distribuce tii repetitivnich DNA sekvenci, GAA mikrosateliti (GAA), Afa repetic (AFA) a
pSc119.2 (119) na chromozdémech ze subgenomt A a B pSenice tvrdé. (B-E) Chromozémova
ramena natiidéna z ditelozomickych linii pSenice tvrdé po FISH se sondami na GAA
mikrosatelit (zelené signdly) a telomerické repetice (Cervené signaly) (pfevzato z Kubalakova
et al., 2005)

Krom¢ identifikace chromozému repetitivni sekvence DNA pftispély 1 ke konstrukei
cytogenetickych map riiznych druhti rostlin, napt. ¢iroku (Islam-Faridi ef al. 2002), husenicku
(Fransz et al., 2000), Aegilops tauschii (Boyko et al., 2002), okurky (Ren et al., 2009), fazolu

(Fonséca et al., 2010), a mnoha dalSich.
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3.4 Struktura genomu - cytogenetické mapovani Loliinae

Vzhledem k hybridni povaze velké vétSiny druhti pododdéleni Loliinae, a také
vzhledem k ekonomickému vyznamu uméle vytvoreného mezirodového kiizence Festulolium
(Festuca x Lolium) je velmi Casto vyuzivana metoda genomové in situ hybridizace (GISH) s
cilem charakterizovat genomového slozeni hybridnich zéastupct trav. Kromé¢ identifikace
pravdépodobnych rodicovskych genomt, které se podilely na vzniku polyploidnich kostrav
(Humphreys et al., 1995) je GISH hojn¢ vyuzivana pro identifikaci genomového slozeni u
Festulolii (Kopecky et al., 2006; Kopecky et al., 2008a).

Oproti tomu fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je metoda vyuzivana k lokalizaci
specifickych DNA sekvenci v jaderném genomu (na chromozémech), a je tak vhodna
napiiklad pro identifikaci jednotlivych chromozémi a vytvofeni molekuldrniho karyotypu

(Ktivankova et al. 2017).

3.4.1 Lokalizace tandemovych repetic

Jak jiz bylo zminéno, tandemové organizované repetitivni sekvence DNA, a to
predevsim satelitni DNA, ktera se v genomu vyskytuje ve velkém poctu kopii, a v genomu
(na chromozdémech) je lokalizovana v dlouhych usecich uspotddanych tésné za sebou
(tandemové€), jsou hojné vyuzivanym cytogenetickym markerem. Vzhledem k tomu, ze
tandemové repetice poskytuji v genomech specifické usporaddani a ¢asto jsou chromozomovée
specificke, jsou vyuzivany pro identifikaci jednotlivych chromozomu v jadernych genomech a
sestaveni karyotypl. Jedny z prvnich karyotypd zéastupcii rodu Festuca a Lolium byly
vytvoteny jiz v roce 1966 (Malik ef Thomas, 1966). Molekularni karyotypy zalozené na FISH
vSak zacaly vznikat az pozdéji. Thomas et al. (1997) lokalizovali geny pro 5S a 45S rRNA
v riznych druzich kostfav a diky tomu byli schopni identifikovat dva chromozémy druhu
Festuca pratensis. V roce 2008 byly identifikovany chromozémy nékolika odrid druhu
Festuca pratensis a byl sestaven karyotyp na zaklad¢ fluorescenéni in situ hybridizace se
sondami pro 5S a 45S rDNA a BAC klon, vykazujici specificky hybridiza¢ni vzor,
charakteristicky pro kazdy chromozém (Kopecky et al., 2008b). Ktivankova et al. (2017)
vyuzili tandemové organizované repetitivni DNA sekvence identifikované v Illumina
sekvenacnich datech chromozému 4F z Festuca pratensis (Kopecky et al., 2013) a vytvofili

molekuldrni karyotyp tohoto druhu (Obr. 8). Navic provedli také komparativni analyzu
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karyotypt raznych odrid kostfavy lu¢ni a zjistili jen zanedbatelné rozdily v karyotypu mezi

riznymi odradami.
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Obr. 8 Idiogram odrudy Festuca pratensis ‘Fure’ zndzoriujici sedm chromozoémui
s naznaCenymi pozicemi 5S (Sed¢€), 45S rDNA (Cern€) a péti tandemové organizovanych
repetitivnich DNA sekvenci: fpTR4 (oranzové€), fpTR6 (zlute), fpTR7 (Cervené), fpTR12
(modte) a fpTR15 (zelen€) (pievzato z Kiivankova et al., 2017)

3.4.2 Lokalizace mobilnich elementu

3.4.2.1 DNA transpozony

DNA transpozony u rostlin vykazuji preferencni inzerci a vyskyt v nemetylovanych,
geneticky aktivnich, euchromatickych oblastech (Bennetzen, 2000). Napiiklad u kukufice
byla objevena genové specifickd inzerce MITE elementti (Tikhonov et al., 1999), podobné
jako preferencni inzerce DNA transpozonii z tiidy Mutator do nizkokopiovych oblasti
kukuftice (Cresse et al., 1995). MITE elementy byly nalezeny asociovany s vice nez 40 geny
jednodé€loznych i1 dvoudé€loznych rostlin (Bureau et Wessler, 1994). Na preferenci vkladat se
do genovych oblasti ukazuje i fakt, Ze mnoho DNA transpozoénii nese fragmenty geni, které
ziskaly v diisledku své schopnosti transpozice. Tento fenomén byl pozorovan u DNA
transpozonti z nékolika rodin, a to u rtznych druht rostlin. Slo napiiklad o Mutator-like

elementy kukuftice (Talbert ez Chandler, 1988), ryze (Ohtsu et al., 2005) a huseni¢ku (Hoen et
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al., 2006), Helitrony kukutice (Lal ef al., 2003; Lai et al., 2005) a CACTA elementy s6ji
(Zabala et Vodkin, 2005).

3.4.2.1.1 CACTA elementy

CACTA elementy jsou velmi vyznamné zastoupeny v genomech Poaceae, respektive
Loliinae, a svij nazev ziskaly podle konzervované sekvence ,CACTA®, kterou tyto DNA
transpozony nesou na uplném konci svych obracenych koncovych repetic. CACTA elementy
navic obsahuji subterminalni repetice, které se skladaji z 10bp az 20bp jednotek s piimou a
obracenou orientaci (Wicker et al., 2003). DNA transpozoény z nadrodiny CACTA byly do
dnesni doby identifikovany pouze v rostlinach (Tian, 2006). Jde naptiklad o En/Spm elementy
kukutice (Pereira ef al., 1986), Tgml elementy s6ji (Vodkin et al., 1983), CsI elementy Ciroku
(Chopra et al., 1999), Tnr3 a Tnri2 elementy ryze (Motohashi ef al., 1996; Han et al., 2000),
Cacl elementy huseni¢ku (Miura ef al., 2001), a dalsi. U ryZe byly objeveny Rim2 elementy,
které nesou sekvenci ,CACTG® na okraji svych obracenych koncovych repetic. 1 pies
odlisnost v jednom nukleotidu jsou tyto elementy fazeny mezi CACTA elementy (Wang et al.,
2003). Transpozice téchto elementd je zaloZzena na tvorbé vldsenky mezi dvéma
komplementarnimi obracenymi koncovymi repeticemi (Hehl er al., 1987). Ukazalo se, Ze
subtermindlni repetice jsou nezbytné pro transpozici CACTA elementtl, a disledkem jejich
metylace nedochazi k transpozici (Fedoroff et al., 1995; Raina et al., 1998). Vétsina CACTA
elementdl v pribéhu evoluce ztratila schopnost transpozice, pouze nckolik z nich zlstalo
aktivnich, v€etné vyse uvedenych elementii kukutice a husenic¢ku (Tian, 2006).

Bylo zjisténo, Ze patogenni infekce dok4Ze indukovat transkripci u CACTA element.
Naptiklad elementy z rodiny Rim2 muZou byt transkripéné aktivovani infekci patogenni
houbou Magnaporthe grisea (He et al., 2000). Pfed timto objevem jiZz byl znam piiklad
retroelementu, jehoZ transkripce miize byt indukovana patogeny, coz naznacuje korelaci mezi
aktivaci elementu a odpovédi rostliny na mikrobidlni stres (Pouteau et al., 1994).

Wicker et al. (2003) identifikovali 41 CACTA elementl u skupiny Triticeae, z Eehoz
pouze 7 kodovalo protein podobny zndmym transpozazam. Zbylé elementy jsou povaZovany
za dele¢ni derivaty. Navic byla provedena detailni charakterizace identifikovanych elementd,
ktera umoznila je rozdélit do sedmi podskupin. Hlavni podskupinou byla rodina Caspar, ktera
byla v genomu Triticum monococcum ptitomna v nejméne 3 000 kopiich. Objevili také, ze
mnoho z identifikovanych elementt je potencialné asociovano s geny.

Kviili jejich vSudypfitomnosti v genomech obilovin a inzerénimu polymorfismu jsou

CACTA elementy vhodné jako molekuldrni markery pro konstrukci map, studium genetické
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diverzity a pro genetické analyzy (Kwon et al., 2005; Lee et al., 2005). CACTA elementy
byly pouzity i pro znaceni genl pii molekularnim klonovéni, a to kvuli jejich ndhodnému

inzerénimu polymorfismu a ptisobeni genovych mutaci (Gierl ef Saedler, 1992; Tian, 2006).

3.4.2.2 Retrotranspozony

Retrotranspozény, neboli transpozony II. tfidy, jsou mobilni genetické elementy
schopné pohybovat se v genomu pomoci RNA meziproduktu, vznikajiciho transkripci
elementu, a jeho naslednym zaclenénim do genomu s vyuzitim reverzni transkripce (Feschotte
et al., 2002). Proces jejich transpozice mé za dusledek duplikativni charakter retrotraspozonti
(Kazazian, 2004). Transpozény II. tfidy zahrnuji dvé skupiny — LTR- a Non-LTR
retrotranspozony, které mohou byt jak autonomni, tak neautonomni, v zavislosti na jejich
struktute (Feschotte et al., 2002). Retrotranspozony maji potencidl vyznamné modifikovat
funkci gend a strukturu genomu, ztoho divodu je jejich transpozi¢ni aktivita regulovana
pomoci faktor pivodem z hostitele i samotného elementu (Kumar ef Bennetzen, 1999).

Velmi vyznamné jsou centromerické retrotranspozony (CR), patfici do 7y3/Gypsy
rodiny retrotranspozonti s dlouhymi koncovymi repeticemi (LTR retrotranspozontll). Na
zéklad¢ fylogenetické analyzy, zaloZené na piitomnosti reverzni transkriptizy (RT), se
ukazalo, ze CR patii do skupiny Chromoviridea (chromoviry), a jsou Siroce rozsifené a
vysoce konzervované u semennych rostlin (Gorinsek et al., 2004). Prvni ¢len CR rodiny o
plné délce byl objeven v centromerach jeCmene, Zita a pSenice (Presting et al., 1998). Na
rozdil od ostatnich rostlinnych LTR retrotranspozénid, CR se akumuluji pfevazné
v centromerickych a pericentromerickych oblastech, coZ bylo mnohokrat potvrzeno pomoci
FISH analyz (Miller et al., 1998; Langdon et al., 2000; Hudakova et al., 2001), a pozd¢ji 1
pomoci imunobarveni protilatkou specifickou pro CENH3 protein, s navazujici FISH
analyzou (Li et al., 2013). Obvykle se vyskytuji v blizkosti satelitni DNA, kterd tvofi
pfevaznou cast centromerickych sekvenci vétSiny druhtt (Jiang et al., 2003). Nicméné
v centromerach nékterych druhil rostlin, jako napfiklad pSenice, pfevazuji centromerické
retrotranspozoény (Liu et al., 2008). Zatim nebylo objasnéno, zda se cileni CR do centromer
vyvinulo z toho divodu, Ze je mén¢ pravdépodobnd disrupce genti v téchto oblastech, anebo
proto, Ze CR ve skutec¢nosti maji podil na funkci centromer (Sharma et Presting, 2014), coz
naznacuje jejich kolokalizace s CENH3 proteinem, ktery je nezbytny pro funkéni centromery.
Nepiimé dikazy naznacuji, Ze CR mély vliv na evoluci centromer, jejich struktury a funkce
(Neumann et al., 2011). Jejich transpozi¢ni aktivita pfispivd k vysoké evolu¢ni dynamice

centromer generovanim novych inzerci, které mohou dale podléhat nehomologni rekombinaci
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(Ma et al., 2007). Nedavno bylo zjisténo, ze CR mohou dat vznik tandemovym repeticim,
které jsou dalSim typickym znakem nékterych centromer (Sharma et al., 2013).

V genomech riznych druht trav a obilovin bylo jiz identifikovano a charakterizovano
mnoho CR. Jmenovité byly charakterizovany naptiklad CRM elementy u kukutice (Zea mays)
(Nagaki et al., 2003), RIRE7 a CRR elementy u ryze (Oryza sativa) (Kumekawa et al.,
2001b; Cheng et al., 2002; Nagaki et al., 2005), CRW elementy u divoké formy pSenice
jednozrnky (7riticum boeoticum) (Liu et al., 2008), Cereba elementy u jeCmene (Hordeum
vulgare) (Presting et al., 1998) nebo Bilby elementy u Zita (Secale cereale) (Francki, 2001).
Z dvoudéloznych rostlin stoji za zminku napiiklad CRA elementy u husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana) (Gorinsek et al., 2004; Sharma et Presting, 2008).

Pro CR je charakteristickd pfitomnost integrazové chromodomény. Predpoklada se, ze
integrazova chromodoména zajist'uje spravné cileni do centromerické oblasti (Kordis, 2005).

Dalsi fylogenetickd klasifikace chromovird ukézala, ze tato rodina 7y3/Gypsy
elementi obsahuje 5 podrodin (Gorinsek et al., 2004). CR tvoii podrodinu popsanou jako
CRM (déle jen CRM elementy), kterd byla pojmenovana podle CRM elementli kukufice
(Gorinsek et al., 2004, Kordis, 2005). Ackoli jsou chromoviry Siroce rozsifené v genomech
eukaryot, CRM elementy jsou specifické pouze pro rostliny (Gorinsek et al., 2004).

Neumann et al. (2011) provedli podrobnou charakterizaci elementli nalezicich ke
skupiné CRM chromovirt. Pfestoze se pfedpokladalo, Ze C-koncové sekvence integrazy
obsahujici PTD (putative targeting domain), jsou zodpovédné za cileni elementu do
centromerické oblasti, in silico analyza 190 CRM elementl, identifikovanych v rGznych
rostlinnych genomech, ukézala, ze tyto sekvence (PTD) jsou u CRM elementii necekané
heterogenni. Na zaklad¢ rozdild byly CRM elementy rozdéleny do tii skupin — A, B a C.
Skupiny se od sebe liSily z hlediska své distribuce na chromozémech, coz korelovalo
s rozdilnymi C-termindlnimi sekvencemi integraz. Pro elementy ze skupiny A je typicky CR
motiv a jsou koncentrované v centromerickych oblastech. Oproti tomu elementy ze skupiny C
maji chromodoménu typu II a jsou rozptylené po celém genomu. Ackoli elementy ze skupiny
B postradaly PTD jakéhokoli typu, tak se u testovanych druht jevilo, Ze jsou elementy
preferen¢né lokalizovany v centromerach. Analyza ukézala, ze CR v pravém slova smyslu
reprezentuji pouze jednu skupinu (skupinu A) CRM elementl. Tyto CR jsou pfitomny u
jednodéloznych 1 dvoudéloznych rostlin, zatimco u nahosemennych a vyvojové starSich
rostlin zatim nalezeny nebyly. Neumann et al. (2011) také zjistili, Ze vSechny testované
elementy jsou transkripéné aktivni, coZ koresponduje s ptedstavou, zZe transkripce CR ma roli

pii normalni funkci centromer.
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Sharma et Presting (2014) provedli rozsahlou fylogenetickou analyzu CR v ramci
Celedi Poaceae. Ziskané vysledky naznacuji, ze mezi podceledémi Oryzoideae (ryze) a
Panicoideae (kukufice, proso, ¢irok, aj.) mohlo dochéazet k horizontalnimu pienosu CR, a
zaroven k nasledné rekombinaci mezi takto ziskanymi CR a endogennimi elementy, coz m¢lo
vyznamnou roli v evoluci CR. Sharma et Presting (2014) také zavedli nové nazvoslovi pro
CR celementy, zalozené na jejich fylogenetickych vztazich, nezavislé na hostitelském
organismu. CR kukufice, rozdélené do Sesti podrodin, byly vyuzity jako standard. CR2
podrodina je v genomech trav ze vSech nejrozsifenéjsi, a proto je také nejpravdépodobnési

jeji role pfti funkci centromer u trav.
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4 Materialy a metodika

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

V experimentech byla pouzita semena druhli Festuca pratensis ,Fure® (FPF), Festuca
pratensis ,Westa® (FPW), Festuca arundinacea (FAR), Festuca glaucescens (FGL), Festuca
gigantea (FGI), Festuca mairei (FMA), Lolium multiflorum ,Mitos‘ (LMM), Lolium perenne
(LP), Lolium perenne ,Neptun‘ (LPN), Avena sativa ,Atego‘ (ASAT), Secale cereale
,Dankowskie Diament‘ (SCER), Hordeum vulgare ,Morex‘ (HVUL), Triticum aestivum
,Chinese Spring‘ (TAES), Aegilops tauschii (ATAU) a Triticum monococcum (TMON).

Semena druhtt LMM, LP, FAR, FPW a FGI byla ziskdna z genové banky IPK,
Gatersleben, Némecko. Semena druhu FMA byla ziskana z USDA/GRIN databaze. Semena
druhtt FGL, FPF a LPN byla ziskdna od Ing. Vladimira Cernocha z DLF, Hladké Zivotice.
Semena druhu ASAT byla ziskana ze Slechtitelské stanice Krukanice. Semena druhu SCER
byla ziskdna z genové banky Vyzkumného tustavu rostlinné vyroby, Praha-Ruzyné (GRIN
Czech). Semena druhu HVUL byla ziskéna ze Zemédélského vyzkumného tstavu, Krométiz.
Semena TAES poskytl Dr. Adam Lukaszewski z Kalifornské univerzity v Riverside,
Kalifornie, USA. Semena ATAU byla ziskana z Centra pro zem&délsky vyzkum, Martonvasar,
Mad’arsko. Semena TMON poskytl Dr. Jorge Dubcovsky ze Statni univerzity v Kansasu,
Kansas, USA.

4.1.2 Pouzité chemikalie a kity

e 35% kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

e 998% etylalkohol pro UV spektroskopii (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceské
republika)

e 99,8% kyselina octova p.a. (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

e 99,9% glycerol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

e A DNA 300 ng/pl (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

e agaroza (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
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anti-digoxigenin-fluorescein, Fab fragments (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Némecko)

Biotin-16-dUTP (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

Biotin-Nick Translation Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
Blocking reagent (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Velké Britanie)

BM Purple AP substrat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

Cy3-Streptavidin 1 mg/ml (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

dextran sulféat, sodna stil (SERVA Electrophoresis HmbH, Heidelberg, Némecko)

DIG — Nick Translation Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
dihydrat citratu sodného (PLIVA — Lachema a.s., Brno, Ceska republika)

dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA)

dodecylsiran sodny (SERVA Electrophoresis HmbH, Heidelberg, Némecko)

dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

Digoxigenin-11-dUTP, alkali-stable (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
ethidium bromid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

hexahydrat chloridu hote¢natého (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
hydroxid sodny (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

chlorid sodny (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

imerzni olej Immersol 518F (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko)

karmin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

kyselina borita (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

kyselina maleinova (P-LAB, Praha, Ceské republika)

NucleoSpin® Plant IT kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Némecko)

Pstl restrik¢éni endonukledza (New England Biolabs, Ipswick, Massachusetts, USA)
pufr pro polymerazu 10x Standard 7aq Reaction Buffer (New England Biolabs,
Ipswick, Massachusetts, USA)

roztok formaldehydu min. 37 % p.a. (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Streptavidin-AP Conjugate (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
Trizma® base (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
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e Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
e Tag DNA polymeraza (New England Biolabs, Ipswick, Massachusetts, USA)

e Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornie, USA)

e xylenecyanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

4.1.3 Roztoky

Fixacni roztok 3:1

7,5 ml
2,5ml

1% acetokarmin

10g
11

20x SSC

1753 g

88,2 ¢g
doplnitdo 11
pH 7,0

0,1x SSC

5ml

0,406 g

1 ml

doplnit do 11
pH 7,0

2x SSC

100 ml
doplnit do 11
pH 7,0

99,8% etylalkohol pro UV spektroskopii
99,8% kyselina octova

karmin

45% kyselina octova

chlorid sodny
dihydrat citratu sodného

redestilovana voda

20x SSC
hexahydrat chloridu hofe¢natého
Tween 20

redestilovana voda

20x SSC

redestilovana voda
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4x SSC

200 ml 20x SSC

2 ml Tween 20
doplnitdo 11 redestilovana voda
pH 7,0

4% formaldehyd

10,8 ml roztok formaldehydu min. 37 % p.a.

Doplnitdo 100 ml  2x SSC

50% dextran sulfat

25¢g dextran sulfat sodna sul
5 ml redestilovana voda

1% blokovaci ¢inidlo

0,5¢g Blocking reagent

50 ml 4x SSC

(),Smg.ml'1 ethidium bromidu

50 mg ethidium bromid

100 ml redestilovana voda
Pracovni roztok ethidium bromidu

100 ml 0,5mg.ml" ethidium bromid

Doplnitdo 11 redestilovana voda

0,5mol.I" EDTA

18,61 g dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctova

doplnit do 100 ml  redestilovana voda

pH 8,0
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6x STOP C

2 ml 0,5mol.I"" EDTA

1 ml 10% SDS

4,3 ml 99,9% glycerol
5mg bromfenolova modft
5mg xylenecyanol
doplnit do 10 ml redestilovana voda

5x TBE (pH 8,0)

54 ¢g Trizma® base

275¢g kyselina borita

20 ml 0,5mol.I"" EDTA (pH 8,0)
doplnitdo 11 redestilovana voda

pH 8,0

5 x pufr 1

58¢g O,Smol.l'1 kyselina maleinova
44 ¢ O,75mol.l'1 chloridu sodného

doplnitdo 100 ml  redestilovana voda

Blokovaci pufr I1

10 ml 5x Pufr1

5ml 10% Blocking reagent
4.1.4 Pristroje

o autokldv 2340E (Tuttnauer, Breda, Nizozemsko)

e centrifuga IEC Micromax RF Refrigerated Microcentrifuge (International Equipment

Company, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e clektroforetickd aparatura Owl A6 (Owl Separation Systems, Inc., Thermo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e fluorescencni mikroskop Axio Imager.Z2 (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko) s CCD
kamerou, zdroj Power Supply 232 (Eplax GmbH, Bremen, Némecko), UV lampa X-
Cite exacte (Excelitas, Technologies, Waltham, Massachusetts, USA)

31



hybridizacni pec SM30 pro FISH (Boekel Scientific, Feasterville, Pennsylvania, USA)

lyofilizator Heto Drywinner (Trigon-plus spol. s r.0., Ri¢any u Prahy, Ceska
republika) a vakuova pumpa (Vacuubrand GMBH + CO KG, Wertheim, Némecko)

mikrocentrifuga Mini Star silverline (VWR International, Radnor, Pennsylvania,

USA)
mikrovinna trouba KOR-6C2B (Daewoo, Soul, Jizni Korea)
oscilacni mlyn MM301 (Retsch, Haan, Némecko)

piistroj na tGpravu vody Aqua Osmotic 04 (AquaOsmotic s.r.o., Tignov, Ceska

republika)

spektrofotometr NanoDrop ND — 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

svételny mikroskop Primo Star (Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko)
termocykler Mastercycler pro FISH (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

termocykler na 96-jamkové desky C1000 Touch (Bio — Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, Kalifornie, USA)

termocykler na mikrozkumavky PTC-200 (Major Science, Saratoga, Kalifornie, USA)
termostat BT 120 (LABO-MS spol. s.r.0., Praha, Ceska republika)

tiskarna Digital Graphic Printer UP — D897 (Sony Corporation, Tokio, Japonsko)
trepacka Duomax 1030 (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)

UV Stratalinker 2400 (Stratagene, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, Kalifornie,
USA)

UV transiluminator InGenius (Syngene, Synoptics, Cambridge, Velka Britanie)

vahy Vibra AJ — 820CE (Shinko Denshi Co., Ltd., Tokio, Japonsko)

vodni lazent WB14 (Memmert, Schwabach, Némecko)

vortex Reax top (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)

vyrobnik ledové tfist€¢ Scotsman MF 26 Ice Flaker (Scotsman Ice Systems, Ipswich,

Velké Britanie)
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e zdroj MP — 300V (Major Science, Saratoga, Kalifornie, USA)

4.1.5 Software

MMC v. 2.4.1, ISIS v. 5.4.7, GeneSnap V 7.07 (Syngene, Synoptics, Cambridge, Velka
Britanie), ND-1000 V3.1.2 (Coleman Technologies, Inc., Newtown Square, Pennsylvania,
USA)

Adobe Photoshop CC 2015 (Adobe Systems, San Jos¢, Kalifornie, USA)

4.2 Metodika

4.2.1 Identifikace kontigi nesoucich homologii k vybranym

mobilnim elementum

Kontigy predstavujici repetitivni DNA sekvence byly ziskany de novo analyzou
[Mlumina sekvenacnich dat. Tato ¢ast prace byla provedena skolitelem, a to pted zapocetim
diplomov¢ prace (Hfibova et al., nepublikovano).

Casteéna sekvenaéni data osmi analyzovanych zastupct byla ziskdna metodou
[llumina. Illumina sekvence byly selektovany na kvalitu (-q 20 -p 90) a na délku (250 bp)
programem FASTX-Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html), a nasledné
byl vybran ndhodny soubor dat predstavujici 1% genomu analyzovanych druht. Tento soubor
dat byl pouzit pro de novo identifikaci a charakterizaci repetitivnich sekvenci DNA pomoci
programu RepeatExplorer (Novak et al., 2010). Tento program pracuje jako tzv. programova
pipeline, tedy soubor jednotlivych na sebe navazujicich programi, které v prvnim kroku
roztfidi sekvenacni ¢teni do jednotlivych skupin (klastrli) na zdkladé jejich podobnosti (94%),
a to tak, Ze kazda sekvence méa homologii alespon k jedné dalsi sekvenci v daném klastru.
Tento proces vyuziva teorii grafi (tzv. graph-based clustering), kdy sekvenac¢ni ¢teni tvofi
vrcholy grafii a vzajemné homologie tvofi spojnice mezi sekvencemi - vrcholy grafii. A
zaroven sila spojnic je pfimo imérna poctu nalezenych homologii. Dilezitym krokem této
casti programové pipeline je, kromé vytvofeni klastri obsahujicich navzijem vysoce
homologni sekvenac¢ni ¢teni, také grafické zndzornéni grafii.

Jednotliva sekvenacni ¢teni jsou dale v rdmci jednotlivych klastri sestavovdna do
delSich kontigli, a to programem CAP3 (Huang ef Madan, 1999). Jednotlivé kontigy i
jednotlivé sekvence v ramci kazdého klastru, ktery predstavuje alesponl 0,01% analyzovanych

sekvenci, jsou charakterizovany programy BLASTN a BLASTX (Altschul et al., 1990), a to
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jak s databazi sekvenci ulozenych v NCBI, tak s pouzitim specifickych databazi, vytvotrenych
pro RepeatExplorer, obsahujicich kodujici domény jiz znamych repetitivnich elementd
(Novék et al., 2010).

Vzhledem k tomu, ze pomér sekvenacnich ¢teni daného klastru ku poctu vsech
sekvenacnich Cteni pouzitych pro klastrovani pomoci grafii vyjadiuje reprezentaci daného
sestaveného elementu v genomu, umoziuje RepeatExplorer zaroven také in silico identifikaci
jeho Cetnosti v genomu.

Stejny postup byl zvolen také pro de novo identifikaci a charakterizaci repetitivnich
DNA elementt ptibuznych druht, s tim rozdilem, Ze pro analyzu byla pouzita data stazena z
databaze SRA: Ade. Tauschii (SRR124194), Hordeum vulgare (SRR490932), Secale cereale
(ERR493591), Triticum monococcum (ERR657693) a Triticum aestivum cv. Renan (illumina
sekvenaCni data ziskana od zahrani¢niho partnera — INRA, Francie, v ramci spolecného
projektu).

Pro identifikaci elementti homolognich k DNA transpozénu CL4 a pravdépodobnému
LTR elementu CL38, puvodné identifikovanych v sekvenacnich datech chromozému 4F
druhu Festuca pratensis ,Fure‘ (Kopecky et al., 2013), byly nasledné pouzity kontigy
sestavené pro jednotlivé analyzované druhy pomoci programu BLASTALL v2.2.26 (Altschul
et al. 1990).

Veskeré analyzy probihaly na IBM serverech Gambrinus (Linux Red Hat systém; 16
procesort, 100Gb RAM, 17Tb disk) a Radegast (Linux Debian systém; 40 procesord, 1.5Tb
RAM, 90Tb disk), které jsou napojeny na gridovou infrastrukturu CESNET MetaCentrum

(https://metavo.metacentrum.cz/).

4.2.2 Fylogeneticky analyza vybranych elementu

V piipadé centromerického LTR retrotranspozonu byly pouzity proteinové sekvence
kodujici doménu pro reverzni transkiptdzu a chromodoménu a zaclenény do jiz existujiciho
souboru dat znamych kodujicich domén, ktery byl déale doplnén o domény CRM-like
element (Neumann ef al., 2011) ziskanych analyzou ptibuznych druht.

Pro fylogenetickou analyzu DNA transpozonti bylo vyuzito proteinovych sekvenci
kodujicich doménu pro DNA transpozazu a spolecné s jiz znamymi proteinovymi sekvencemi
(Buchmann et al., 2014) byly, stejné¢ jako v predeslém piipad€, pouzity pro mnohocetné
pfifazeni (tzv. multiple alignment) pomoci programu MAFFT v7.158 (--globalpair --
maxiterate 1000) (Katoh et al., 2005) a vysledek byl graficky zndzornén v programu SeaView
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v4.2.1. (Galtier et al., 1996). Fylogenetickd analyza byla provedena pomoci metody
maximum likelihood, a také pomoci programu SplitsTree (Huson et Bryant, 2006). Vysledné
fylogenetické stromy byly editovany programem FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

4.2.3 Roztlakové preparaty

Semena jednotlivych druhti byla 2 h namocena v kadinkach s redestilovanou vodou, a
poté byla vyseta na Petriho misky vystlané dvéma vrstvami buni€ité vaty a jednou vrstvou
filtra¢niho papiru. Petriho misky se ulozily na 1 den do lednice, a nasledné se pfesunuly do
termostatu nastaveného na 27 °C. V téchto podminkach se semena nechala kli¢it po dobu 3 —
10 dni, v zavislosti na druhu.

Koftinky nakli¢enych rostlin se odebraly pinzetou do kadinek s redestilovanou vodou,
které byly umistény na ledové tiisti. Kofinky se odebiraly asi mezi 11:00 a 13:00, kdy maji
nejvyssi mitoticky index, tedy podil délicich se bun¢k. Odebrané kotinky byly v ledové vodé
nechany 26 — 27 h, a poté byly kofinky pfeneseny do fixa¢niho roztoku (3:1), ve kterém byly
ponechany 7 dni ve 37 °C. Po tydnu se kofinky nabarvily v 1% roztoku acetokarminu po dobu
2 h. Nasledné¢ se mohly kofinky pouZit k ptipravé roztlakovych preparati nebo se mohly
ulozit v -20 °C ve fixa¢nim roztoku (3:1).

Po vytaZeni z -20 °C se kofinky dobarvily po dobu asi 15 min v roztoku acetokarminu.
Pro pfipravu preparati byla pouzita mikroskopicka skla, ktera byla 2 dny ulozena v 96%
ethanolu, kvili jejich odmasténi. Z kotinku byla skalpelem ufiznuta kofenova Spicka a byla
pfenesena do kapky 45% kyseliny octové na mikroskopickém sklu. Kofenovéa $picka byla
prikryta krycim sklem, které bylo ¢astecné podlozeno ziletkou, aby mély bunky prostor se
rozestoupit. Tukanim paratkem bylo pletivo roztladeno, Ziletka byla odstranéna a preparét byl
nekolikrat opalen nad kahanem. Diamantem se oznacila poloha preparatu a nazev vzorku. Na
preparat se poté siln€ zatlacilo a polozil se krycim sklem dolii na blok suchého ledu, na némz
se vSechny preparaty ponechaly po dobu 1 h. Nasledné byla kryci sklicka z preparati
odstranéna za pomoci ziletky a preparaty byly vlozeny do 45% kyseliny octové pii laboratorni
teploté. Po chvili se preparaty prenesly do 45% kyseliny octové nahiaté na 50 °C, kde se
inkubovaly 3 min. Po samovolném uschnuti byly preparaty prohlédnuty pod svételnym
mikroskopem a nejvhodnéjsi preparaty byly pouzity pro dalsi praci.

Nasledné byla provedena postfixace preparati pro zvyseni stability chromozomi pii

FISH. Preparaty byly postfixovany pomoci 4% roztoku formaldehydu, ve kterém byla skla
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inkubovédna 10 min pfi laboratorni teploté. Nasledné byla skla dehydratovana ve
vzestupné ethanolové tadé, tj. 2 min postupné v 70%, 90% a 99,8% ethanolu. Poté se skla

nechala pofadné uschnout.

4.2.4 Izolace genomové DNA

Malé mnozstvi rostlinného materialu bylo vlozeno do 1,5 ml zkumavky spolu s dvéma
sklenénymi kulickami a materidl byl homogenizovan v oscilacnim mlynu MM301
nastaveném na frekvenci 27 Hz a ¢as 4 min. Po homogenizaci byla vyizolovana genomova
DNA vSech druht pomoci komeréniho kitu NucleoSpin® Plant II, pfi¢emz se postupovalo
podle protokolu dodaného vyrobcem kitu. Uspé&snost izolace byla potvrzena pomoci
elektroforézy v 1,2% agar6zovém gelu, kde se jako molekularni marker pouzilo 150 ng A
DNA stépené enzymem Pstl. Elektroforéza probihala pii 4 V/cm po dobu 90 min, a DNA byla
v gelu vizualizovana barvenim v roztoku ethidium bromidu.

Koncentrace vyizolované DNA byla stanovena pomoci spektrofotometru NanoDrop

ND-1000.

4.2.5 Priprava sond

Sondy byly pfipraveny bud’ pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) anebo
pomoci nick translace.

PCR reakce byla provedena v celkovém objemu 20 ul a obsahovala 10x natedény pufr
pro Tag polymerazu, biotinem nebo digoxigeninem znaceny nukleotidovy mix o koncentraci
200 pmol.I" (pomér biotin-16-dUTP, resp. digoxigenin-11-dUTP : dTTP = 1:3, koncentrace
biotin-16-dUTP, resp. digoxigenin-11-dUTP = 12,5 pmol.l'l), specifické primery o
koncentraci 1 pmol.I"', 0,4 U Tag polymerazy a 30 ng templatové genomové DNA. Objem
PCR reakce byl doplnén sterilni redestilovanou vodou.

PCR reakce probihala za nasledujicich podminek:

Pocatecni denaturace 94 °C 5 min

Denaturace 94 °C 50s

Nasedani primert 56 °C 1 min 35 cykla
Extenze 72 °C 1 min

Zavérecna extenze 72 °C 5 min

Sekvence primeri jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tab. 1 Sekvence primert pro piipravu sond

Sondy Nazev primeru Sekvence primeru
CL4 contigl4l L 5‘-ATGGAACGCAATGGAGAAAG-3°
CL4
CL4 contigl4l R 5¢-CCACACACGTACACCAGGTC-3¢
CL22 DNAtransp L 5‘-GACCTGGTGTACGTGTGTGG-3¢
CL22
CL22 DNAtransp R 5¢-TCCCTTCGGAACTGATTGTC-3¢
CL38 contig72 L S¢-TTCTGGGTCGGTTATTTTGG-3¢
CL38
CL38 contig72 R 5“-GATTGATTCCTGTCGCCAAT-3¢
CRM RT L 5¢-GGCGCATGTGTGTAGATTGT-3¢
RT
CRM RT R 5¢-ATCACGCAACACTTGCAAAA-3¢
FPF 5S L 5*-CTAGGATGGGTGACCTCCTG-3¢
5S rRNA
FPF 5S R 5“-ACGCTTTTCCCCTTATGCTT-3¢

Po probehnuti PCR reakce byla provedena kontrolni elektroforéza v 1,2% agar6zovém
gelu, kde se jako molekularni marker pouZilo 150 ng A DNA Stépené enzymem Pstl.
Elektroforéza probihala pii 4 V/cm po dobu 90 min, a vizualizovana barvenim gelu v roztoku
ethidium bromidu.

Pomoci nick translace byly pfipraveny sondy specifické na 45S rDNA, které byly
naznacené biotinem nebo digoxigeninem. Jako templatova DNA byl pouZit vyizolovany klon
pTa7l nesouci 4,6 kbp dlouhy fragment 45S rDNA druhu Triticum aestivum (Barker et al.,
1988). Do nick translacni reakce bylo pouzito 1,5 pg templatové DNA o objemu 16 pl a do
reakce byly pfidany 4 pl Biotin nebo Digoxigenin Nick translaéniho mixu. Reakce probihala
2 h pfi 15 °C. Nasledné byla zkontrolovana uspé&Snost nick translacni reakce pomoci
elektroforézy v 1,2% agardézovém gelu, kde se jako molekuldrni marker pouzily 150 ng A
DNA/Pstl. Spravné probéhnuta reakce se projevila vytvofenim DNA fragmentii o velikosti asi
200 - 500 bp po obarveni gelu v roztoku ethidium bromidu. Poté se reakce zastavila pfidanim

0,5mol.I"" EDTA.
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4.2.6 Ovéreni sond

Byla ptipravena koncentra¢ni fada péti roztokd sondy, kdy kazdy vzorek byl vzdy 10x
nafedén z pfedchoziho redestilovanou vodou. Vzniklé vzorky byly napipetovany na
nylonovou membranu Hybond N+ (GE Healthcare, Chicago, USA) a nechaly se uschnout.
Membrana byla inkubovéana 10 min v pufru 1 za stalého tiepani pfi laboratorni teploté. Roztok
Pufru 1 byl vyménén za blokovaci pufr 11, ve kterém byla membrana inkubovana 30 min za
stalého tiepani pii laboratorni teploté. Poté byla k blokovacimu pufru pfidana protilatka anti-
digoxigenin-AP (fedéni 1:10 000) nebo anti-biotin-AP (fedéni 1:30 000), a mebrana byla
inkubovéna dalSich 30 min za stalého tfepani pii laboratorni teploté. Nasledné byla protilatka
vymyta za mirného ttepani v pufru 1 s ptidavkem 0,3 % Tweenu 20, a to 2x po 15 min pfii
laboratorni teploté. Membrana byla nakonec oplachnuta v redestilované vodé a signaly byly
detekovany pomoci chromogenniho substratu. Membrana se zalila nékolika kapkami roztoku
BM purple AP substratu tak, aby byla rovnomérné pokryta. Inkubace se substratem probihala

30 min - 2 h ve tm¢. Poté se membrana oplachla redestilovanou vodou a nechala se ususit.

4.2.7 Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Na jeden preparat bylo pouzito 30 pl hybridizaéni mixu, ktery obsahoval 50%
formamid, 1x SSC, 10% dextran sulfat, 5 ng/ul zna¢ené sondy a vodu pro doplnéni objemu.
Stringence reakce byla 82 %.

Na preparat se napipetoval hybridiza¢ni mix, pfikryl se krycim sklem a denaturoval se
v termocycleru 3 min pii 80 °C. Poté se nechala probihat hybridizace sondy pii 37 °C ptes
noc ve vlhké komtrce.

Druhy den byly preparaty promyty a nechaly se inkubovat s protilatkami. Nejprve se
preparaty promyvaly pii 42 °C 10 min ve 2x SSC, 5 min v 0,1x SSC a 5 min ve 2x SSC. Poté
byly promyvany pfi laboratorni teploté 10 min ve 4x SSC. Poté se na preparaty napipetovalo
po 90 ul 1% blokovaciho ¢inidla, ptikryly se parafilmem a nechaly se inkubovat 5 min pii
laboratorni teploté. Poté se na preparaty napipetovalo 100 pl smési 1% blokovaciho ¢inidla
s protilatkou streptavidin Cy3 (fedéni 1:1 000) pro detekci biotinem znafenych sond a anti-
digoxigenin FITC (fedeni 1:200) pro detekci digoxigeninem znacenych sond. Preparity se
piikryly parafilmem a nechaly se inkubovat pii 37 °C po dobu 1 h. Poté byly preparaty
promyty pii 42 °C 3x po 5 min ve 4x SSC. Preparaty byly oplachnuty redestilovanou vodou a
nechaly se voln¢ uschnout. Poté bylo na preparaty ptilozeno kryci sklo se 14 ul montovaciho

média Vectashield s DAPI. Tlakem rukou na kryci sklo byly odstranény ptipadné vzduchové
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bubliny a skla se vlozila na 1 h do lednice.

Preparaty byly poté prohlidnuty pod fluorescenénim mikroskopem a nasnimany
pomoci CCD kamery. Obrazky byly ziskany pomoci softwaru ISIS v. 5.4.7. Chromozémové
figury byly nasnimény, uloZeny a upraveny pomoci softwaru Adobe Photoshop CC 2015.

39



5 Vysledky

Vysledky ziskané v prubéhu diplomové prace jsou predstaveny v této kapitole a jsou
rozd€leny na tii hlavni ¢asti. V prvni ¢asti byla provedena in silico analyza vybranych
mobilnich elementi — DNA transpozénu CL4 a pravdépodobného LTR retrotranspozonu
CL38, jejiz soucasti byla identifikace a charakterizace sekvenci homolognich k t¢mto
elementiim a jejich fylogeneticka analyza. Druha ¢ast predstavuje ovéfeni sily sond,
specifickych na vybrané mobilni elementy a 5S rDNA, pfipravenych pomoci PCR. A tfeti ¢ast

je zaméfena na cytogenetické mapovani obou elementd.

5.1 Identifikace a charakterizace sekvenci homolognich k

DNA transpozonu CL4

Ackoliv DNA transpozén CL4, pavodné identifikovany v sekvenacnich datech
chromozomu 4F druhu Festuca pratensis ,Fure‘, obsahoval kdédujici doménu pro DNA
transpozazu a byl jiz v pfedchozi studii charakterizovdn pomoci fylogenetické analyzy jako
zastupce CACTA nadrodiny DNA transpozonu (Ktivankova et al., 2017), cilem této prace
bylo zjistit, zda se tento element vyskytuje také v dalSich pfibuznych druzich rodit Festuca a
Lolium, respetive u dalSich ptibuznych druht obilovin, pouZzitych v pfedkladané praci.

Na zakladé¢ homologii byly identifikovany vSechny kontigy vykazujici vysokou
similaritu  vi¢i DNA transpozonu CL4. Tento typ elementu byl nalezen ve vSech
analyzovanych druzich, a to ve vysokych kopiich (Tab. 2). Pro podrobnou charakteristiku
byly vyuZity proteinové sekvence domény kodujici DNA transpozazu, které byly spolecné s
jiz zndmymi proteinovymi sekvencemi (Buchmann et al., 2014) pouZity pro konstrukci

fylogenetického stromu (Obr. 9).
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Tab. 2 Zastoupeni

analyzovanych druht

elementd homolognich k DNA transpozénu CL4 v genomech

Homologie k DNA Genomov
Nazev druhu Ploidie transpozonu CL4-
reprezentace [%]
4F
F pratensis ,Fure* 2n=2x=14 CL28 0.44 (~28 Mbp)
F. pratensis ,Westa“ 2n=4x =28 CL38 0.36 (~44 Mbp)
F mairei 2n=4x =28 CL21 0.28 (~45 Mbp
F arundinacea 2n=6x =42 CL46 0.27 (~40 Mbp)
F gigantea 2n=6x =42 CL28 0.54 (~107 Mbp)
F. glaucescens 2n=4x =28 CL57 0.21 (~22 Mbp)
L. ]
multiflorum 2n=4x =28 CL38 0.28 (~28 Mbp)
,Mitos
L. perenne 2n=2x=14 - -
L. perenne ,Neptun® 2n=4x =28 CL22 0.4 (~43 Mbp)
Aegilops tauschii 2n=2x=14 CL112 +CL151 0.24 (~19 Mbp)
Tviti CL454 +CL458 +
rittcum monococcum 2n=2x=14 CL 619 + CL253 + 0.05 (~3 Mbp)
CL454
Triticum aestivum 2n = 6x =42 CL146 0.1 (~34 Mbp)
,Chinese Spring*
Hordeum vulgare
. 2n=2x =14 CL29 0.52 (~53 Mbp)
,Morex
Secale cereale
,Dankowskie 2n=2x =14 CL28 0.58 (~106 Mbp)
diament
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Obr. 9 Fylogeneticky strom sekvenci homolognich k DNA transpozénu CL4.
Fylogram byl vytvofen s pouZitim domén pro DNA transpozazu, a to metodou BioNJ (A) a

metodou maximum likelihood
analyzovanych trav.

(B). Modie je vyznaCena vétev elementu Caspar a

Jak je patrné z fylogenetického stromu (Obr. 9), DNA transpozény homologni k CL4

elementu, identifikované ve vSech analyzovanych druzich kostfav 1 jilkli, jsou vysoce

konzervované a blizce piibuzné jiz dfive identifikovanému elementu Caspar ze skupiny

En/Spm transpozént nadrodiny

CACTA (Buchmann et al., 2014). Podobné jako u trav, i

analyzovani zastupci obilovin obsahuji vysoce homologni DNA transpozény této nadrodiny

(Obr. 9).
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Na zékladé mnohocetného pfifazeni (multiple alignmentu) a homologie s jiz zndmymi
sekvencemi byly identifikovany také dva tseky, které byly pouzity pro navrzeni specifickych
primertt s cilem ziskat specifické sondy pro cytogenetické mapovani. Jeden tsek (CL4)
predstavoval nekddujici oblast DNA transpozonu, ktera byla identifikovéana jiz v ptvodnich
datech specifickych pro chromozom 4F (Kopecky et al., 2013; Ktivankova et al, 2017) a
druhy usek (CL22) pouzity pro navrzeni primerti obsahuje vysoce konzervovanou oblast

DNA transpozazy.

5.2 Identifikace a charakterizace sekvenci homolognich k

LTR elementu CL38

Cilem této ¢asti prace bylo podobné jako v ptedeslém piipad¢ identifikovat homologni
sekvence ve studovanych druzich. Dal$i podstatnou casti vSak bylo zjistit, o jaky piesné typ
elementu se jednd. Vzhledem k tomu, Ze v plvodnich datech byl tento repetitivni DNA
element sestaven jen do velmi kratkych kontigt, které neobsahovaly zddnou kédujici doménu,
potfebnou k jednoznacné identifikaci, se jen na zdklad¢ ptfitomnosti pravdépodobné LTR
sekvence a jeji cytogenetické lokalizace do centromerické oblasti vSech chromozomu
spekulovalo o jeho podstaté (Kopecky et al. 2013; Ktivankova et al. 2017).

Ve vSech analyzovanych druzich byly identifikovany klastry homologni k ptivodnimu
elementu CL38 (Tab. 3). Diky analyze celogenomovych dat, ackoliv data ptredstavovala jen
1% genomu, byly sestaveny dlouhé kontigy odpovidajici elementu CL38 a obsahujici kddujici
domény. Fylogenetickd analyza prokazala, ze se skutecné jedna o 7y3/Gypsy element ze

skupiny Chromoviridea, a podrodiny CRM (Obr. 10).
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Tab. 3 Zastoupeni elementli homolognich k LTR retrotranspozénu CL38 v genomech

analyzovanych druht

Homologie k LTR | Genomova Homologie Genomova
. - , k LTR
Nazev druhu | Ploidie | retrotranspozonu / | reprezentace reprezentace
Grasses (%] retrotranspo- (%]
zonu CL38-4F
F pratensis | 2n = 2x CL103 +CL110 0.28 (~18 CLS 1.15 (~72
,Fure* =14 (Cereba) Mbp) Mbp)
F pratensis | 2n = 4x CL85 0.19 (~23 CL9 1.08 (~132
, Westa“ =28 (Cereba) Mbp) Mbp)
. 2n = 4x CL276 0.04 (~5 1.26 (~200
E CL3
e (Cereba) Mbp) Mbp)
F 2n = 6x CL172 0.08 (~130 CL14 4.9 (~820
arundinacea =42 (Cereba) Mbp) Mbp)
) 2n = 6x CL73 0.21 (~42 2.28 (~452
E t L3
greanied 1 _ yp (Cereba) Mbp) ¢ Mbp)
E 2n = 4x CL331 0.02 (~2 CL17 0.4 (~420
glaucescens =28 (Cereba) Mbp) Mbp)
L.
: 2n = 4x CL83 + CL87 0.29 (~29 0.34 (~34
multiflorum CL32
=2 M M
Mitos* 8 (Cereba) bp) bp)
I 2n = 2x
. perenne - -
P =14
L. perenne | 2n =4x CL96 + CL125 0.21 (~23 CL4 0.34 (~37
,Neptun* =28 (Cereba) Mbp) Mbp)
Aegilops 2n = 2x CL29 0.34 (~27 0.5 (~39
CL29 + CL88
tauschii =14 (Cereba) Mbp) Mbp)
Triticum
2n=2 0.09 (~5 0.09 (~5
monococcum i 14 X CL8S (Cereba) M9b[()) CL85 M9b]g)
Triticum
aestivum 2n = 6x CL19 0.52 (~177 CL19 0.52 (~177
,Chinese =42 (Cereba) Mbp) Mbp)
Spring*
Hordeum
2n =2x 0.34 (~34 0.34 (~35
vulgare CL37 (Cereba) CL37
=14 M M
,Morex* op) op)
Secale
cereale 2n = 2x CL26 a CL40 1.1 (~200 1.1 (~200
CL26 a CL40
Dankowskie | =14 (Cereba) Mbp) 4 Mbp)
diament*
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Jak je patrné z fylogenetického stromu (Obr. 10), LTR retrotranspozény homologni
k CL38 elementu, identifikované ve vSech studovanych druzich, jsou blizce ptibuzné jiz diive
identifikovanému 7y3/Gypsy elementu Cereba piivodem z jeCmene (Presting et al., 1998).

Na zakladé¢ mnohocetného pfifazeni (multiple alignmentu) byly, podobné¢ jako pro
DNA transpozoén, identifikovany dva tuseky a nasledné pouzity pro navrzeni specifickych
primert s cilem ziskat specifické sondy pro cytogenetické mapovani. Jeden usek (CL38)
predstavoval LTR oblast retrotranspozénu, kterd byla identifikovana jiz v ptavodnich datech
specifickych pro chromozom 4F (Kopecky et al., 2013, Kiivankova et al., 2017) a druhy tsek
(RT), pouzity pro navrzeni primerd, obsahuje vysoce konzervovanou oblast pro reverzni

transkriptazu.
5.3 Ovéreni sond

Sondy pro cytogenetické mapovani byly vytvofeny pomoci PCR s pouzitim
specifickych primert a smési znacenych nukleotidli. PCR produkty byly nasledné pouzity pro
pripravu koncentracni fady a nanesené na nylonovou membranu Hybond N+. Pouzitim
specifickych protilatek anti-digoxigenin-AP a anti-biotin-AP byly detekovany signély, které
byly néasledn€ vizualizovany za pomoci chromogenniho substritu BM purple AP.
Vyhodnoceni bylo provedeno prostym okem na zaklad¢ poc¢tu zabarvenych signali (kolecek),
odpovidajicich péti vzorklim koncentracni fady, po inkubaci se substratem. Pocet zabarvenych
kolecek predstavuje pfibliznou koncentraci sondy, kdy ctyfi viditelné signdly znamenaji
koncentraci 20 — 50 ng/ul a pét signalti koncentraci 50 — 100 ng/pl. Pro ptiklad je uvedeno
ovéfeni né€kolika sond znacCenych biotinem a digoxigeninem (Obr. 11). Vyhodnoceni je

uvedeno v Tab. 4.
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Obr. 11 Ovéteni sond znacenych biotinem specifickych na: (1) CL4 oblast, (2) CL38 oblast,
(3) RT doménu, (4) 5S rDNA; a sond znacenych digoxigeninem specifickych na: (5) CL4
oblast, (6) CL38 oblast, (7) RT doménu, (8) 5S rDNA

Tab. 4 Oveéteni sily sond

Pocet zabarvenych

Koncentrace sondy

Sonda

kolecek [ng/nl]

CL4 4 25-50
Biotinem znacené CL38 5 50 -100
sondy RT 4 25-50
5S 5 50-100

CL4 4 25-50

Digoxigeninem CL38 4 25-50
znacené sondy RT 4 25-50
5S 4 25-50

VétSina sond ma shodné koncentraci 25 — 50 ng/ul, sondy CL38 a 5S znacené

biotinem maji koncentraci dokonce 50 — 100 ng/ul. VSechny sondy maji vysokou koncentraci,

a jsou tak vhodné pro cytogenetické mapovani.
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5.4 Cytogeneticka lokalizace DNA transpozonu a

centromerického LTR elementu

Vybrané mobilnich elementy, spolecné¢ s rRNA geny, byly cytogeneticky mapovany
pomoci fluorescencni in situ hybridizace na metafaznich mitotickych chromozémech ctyrt
zastupct rodu Festuca, tii zastupct rodu Lolium a né€kolika druhti obilovin. Pro FISH byly
pouzity Ctyii rtizné sondy, a to sonda specifickd pro nekodujici oblast DNA transpozonu
(CLA4), pro vysoce konzervovanou oblast DNA transpozazy tohoto elementu (CL22), pro LTR
oblast retrotranspozonu (CL38) a pro vysoce konzervovanou oblast pro reverzni transkriptazu
LTR retrotranspozénu (RT). U nékterych druhii vSak nebyly lokalizovany vSechny ¢&tyfi
sondy, protoZze nebyly k dispozici pouzitelné metafdzni figury, a to z divodu nizkého
mitotického indexu na preparatech. Kromé sond specifickych pro mobilni elementy byla na
nékterych metafaznich chromozémech lokalizovana i 5S nebo 45S rDNA jako kontrola

spravného prib¢hu FISH.

5.4.1 Lokalizace DNA transpozonu CL4 z nadrodiny CACTA

Jak je vidét na Obr. 12, 13, 14 a 15, sonda specifickd pro nekodujici oblast DNA
transpozonu CL4 (CL4) je prednostné lokalizovana v subtelomerickych oblastech
chromozému, a to u vSech studovanych druhti. Sonda specifickd pro konzervovany tusek
domény kodujici DNA transpozazu (CL22) poskytla u vétSiny druhii velmi podobny pattern
na chromozomech studovanych druhti. Jedinou vyjimkou byl druh Secale cereale, kde sonda
specifickd pro doménu kdédujici DNA transpozézu elementu CL4 poskytla mnohem silnéjsi
signaly, a to po celé délce chromozoémi kromé centromerické oblasti a telomerickych
heterochromatinovych oblasti (Obr. 14, F). U druhu Triticum aestivum byla navic testovana
interakce CL4 elementu s Afa repeticemi (Obr. 16). Z vysledku bylo ziejmé, Ze na nékterych
chromozomech je CL4 element sice lokalizovan ve stejnych oblastech chromozému jako Afa
repetice, jejich signaly se vSak zcela nepiekryvaji. Afa repetice jsou specifické repetitivni

DNA sekvence pro subgenom D u Triticum aestivum.

5.4.2 Lokalizace Ty3/Gypsy retrotranspozonu CL38

Jak 1ze vidét na Obr. 12 a 13, sonda specifickd pro LTR oblast retrotranspozénu CL38
(CL38) je prednostné lokalizovana v centromerickych a pericentromerickych oblastech

chromozému zastupct rodu Festuca a Lolium. Na rozdil od kostfav a jilki, u vétSiny druhti
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obilovin tato sonda nebyla lokalizovana vibec (Obr. 14 a 15). U druhu Avena sativa tato
sonda poskytovala jen velmi slabé signaly (Obr. 14, C). Sonda specificka pro konzervovanou
oblast koédujici reverzni transkriptazu LTR retrotranspozonu (RT) byla taktéz lokalizovéana
v centromerickych a pericentromerickych oblastech chromozémi, a to u trav i obilovin (Obr.

12,13, 14 a 15).

5.4.3 Lokalizace rRNA genii

Jak jiz bylo uvedeno, geny kodujici 5S nebo 45S rRNA byly vyuzity jako kontrola
spravného pribc¢hu FISH. Pocty lokalizovanych 5S a 45S rDNA lokust se liSily u
jednotlivych druhti a jsou uvedeny v Tab. 5.

Obecné lze fici, ze sonda specificka pro 45S rDNA byla lokalizovana do oblasti
organizatoru jadérka, a to u vSech analyzovanych druhti. U nékterych analyzovanych druht
byly na chromozémech viditelné jen tzv. majoritni signdly, které pfedstavuji vysoké pocty
kopii v genomu, jako naptiklad u druhu Lolium perenne ,Neptun‘ (Obr. 13, F). U Triticum
aestivum byly viditelné ¢tyfi nebo pét signalti 45S rDNA, pricemz vétSinu minoritnich signalt
nebylo mozné lokalizovat (Obr. 15; G, H, I). U druhu Festuca mairei byly navic viditelné dva
chromozomy, které nesly signaly 45S rDNA na obou svych ramenech (Obr. 12, H).

Sondy specifické pro 5S rDNA poskytly signaly viditeln€ oddélené od signall pro 45S
rDNA a poc¢ty lokust pro 5S rDNA jsou uvedeny taktéz v Tab. 5. Podobné jak tomu bylo pfi
nekterych experimentech se 45S rDNA, také pii pouziti 5S rDNA sond byly v nékterych
experimentech viditelné jen silné, majoritni signdly, a to v ptipad¢ druhu Festuca mairei (Obr.

12,71).
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Tab. 5 Pocet 5S a 45S rDNA lokusti u jednotlivych druhti

Nazev druhu Ploidie 5S 45S
FAR 2n=6x =42 6 6
FGI 2n=6x =42 8 4
FMA 2n=4x =28 6 (8 5
FPW 2n=4x =28 4 4

LMM 2n=4x =28 4 14
LPN 2n=4x =28 4 12 (16)

LP 2n=2x =14 2 8
ASAT 2n=6x =42 - 6
SCER 2n=2x=14 2 2
HVUL 2n=2x=14 2 4
ATAU 2n=2x=14 2 2
TMON 2n=2x=14 - 4
TAES 2n=6x =42 - 7
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Obr. 12 Lokalizace vybranych mobilnich elementi na mitotickych chromozémech druht F
arundinacea (A — C), F. gigantea (D — G), F. mairei (H — J) a F. pratensis ,Westa‘ (K — M).
Sonda specificka pro nekodujici oblast DNA transpozénu CL4 je lokalizovana na obréazcich
A, D, H, K; sonda specifickd pro doménu koédujici DNA transpozdzu je lokalizovéna na
obrazku E; sonda specificka pro LTR oblast retrotranspozonu CL38 je lokalizovana na
obrazcich B, F, I, L a sonda specifickd pro doménu kodujici reverzni transkriptazu
retroelementu CL38 je lokalizovana na obrazcich C, G, J a M.). Sipkami jsou vyznaeny
signaly rDNA: 5S rDNA (B — G, I - K, M), 45S rDNA (A, H). Méfitko odpovida 10 pm.




Obr. 13 Lokalizace vybranych mobilnich elementi na mitotickych chromozémech druht L.
multiflorum (A — D), L. perenne ,Neptun‘ (E — G) a L. perenne (H —J).

Sonda specificka pro nekodujici oblast DNA transpozénu CL4 je lokalizovana na obréazcich
A, E, H; sonda specificka pro doménu kodujici DNA transpozédzu je lokalizovana na obrazku
B; sonda specifickd pro LTR oblast retrotranspozonu CL38 je lokalizovana na obrazcich C, F,
I a sonda specifickd pro doménu kodujici reverzni transkriptazu retroelementu CL38 je
lokalizovana na obrazcich D, G, J. Sipkami jsou vyznadeny signaly rDNA: 5S rDNA (B, D,
E, ), 45S rDNA (F — H, J). Méfitko odpovida 10 pm.
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Obr. 14 Lokalizace vybranych mobilnich elementd na mitotickych chromozémech druhi
Avena sativa (A — D), Secale cereale (E — H) a Hordeum vulgare (1 — K).

Sonda specifickd pro nekodujici oblast DNA transpozonu CL4 je lokalizovana na obrazcich
A, E, I; sonda specificka pro doménu kodujici DNA transpozazu je lokalizovana na obrazcich
B, F; sonda specificka pro LTR oblast retrotranspozonu CL38 je lokalizovana na obrazcich C,
G, J a sonda specifickd pro doménu kodujici reverzni transkriptazu retroelementu CL38 je
lokalizovéana na obrazcich D, H, K. Sipkami jsou vyznageny signaly rDNA: 5S rDNA (I), 45S
rDNA (B, C, F — H, J). M¢titko odpovida 10 pm.
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Obr. 15 Lokalizace vybranych mobilnich elementd na mitotickych chromozémech druhi
Aegilops tauschii (A — D), Triticum monococcum (E, F) a Triticum aestivum (G —J).

Sonda specifickd pro nekédujici oblast DNA transpozonu CL4 je lokalizovana na obrazcich
A, E, G; sonda specifickd pro doménu kodujici DNA transpozazu je lokalizovdna na
obrazcich B, H; sonda specifickd pro LTR oblast retrotranspozénu CL38 je lokalizovana na
obrazcich C, F, I a sonda specificka pro doménu kodujici reverzni transkriptdzu retroelementu
CL38 je lokalizovana na obrazcich D, J. Sipkami jsou vyzna¢eny signaly rDNA: 5S rDNA
(B), 45S rDNA (C —I). M¢titko odpovida 10 pm.
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Obr. 16 Lokalizace DNA transpozénu CL4 a Afa repetic u Triticum aestivum. (A) slouceny
obrazek, (B) lokalizace sondy specifické pro nekodujici oblast DNA transpozonu CL4, (C)
lokalizace Afa repetic
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6 Diskuze

Travy a obiloviny maji relativné velké genomy, obsahujici pfevazné repetitivni DNA
sekvence. Repetitivni sekvence DNA zastavaji rizné funkce v genomech rostlin, a jsou tak
nezbytné pro jejich spravné fungovani. Mimo jiné, i geny pro ribozomalni RNA maji
charakter repetitivni DNA a jsou v genomu uspoiadany do tandemti. Krom¢é tandemovych
repetic jsou v genomech vyznamné zastoupeny i mobilni elementy, jak DNA transpozony,
tak pfedevSim retrotranspozény. Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat dva
vybrané mobilni elementy, identifikované v Illumina sekvenacnich datech chromozému 4F
druhu Festuca pratensis ,Fure‘, a to DNA transpozon CL4 z CACTA nadrodiny a
studii podrobnéji charakterizovan.

V prvni ¢asti byly in silico identifikovany homologni sekvence k t¢émto elementim u
nékolika zastupcit z rodl Festuca a Lolium a u ptibuznych obilovin. Oba mobilni elementy
byly pfitomny v genomech analyzovanych druht, a to ve velkém poctu kopii. Navic byla
provedena i fylogenetickd analyza, ktera ukézala, ze DNA transpozény homologni k CL4
elementu, identifikované v analyzovanych druzich, jsou blizce ptfibuzné elementu Caspar ze
skupiny En/Spm transpozontit CACTA nadrodiny. Piibuznost DNA transpozénu CL4 a Caspar
elementu byla popsana jiz v dfivejsi studii (Kiivankova ef al., 2017). DNA transpozony
ptibuzné Caspar elementu byly jiz diive nalezeny ve velkém poctu kopii v genomech riznych
zastupct Celedi Poaceae (Wicker et al., 2003; Zhang et al., 2004; Wicker et al., 2009;
Sergeeva et al., 2010).

Cytogenetické mapovani tohoto elementu u nékolika zastupcii rodit Festuca a Lolium
a u piibuznych obilovin prokazalo jejich specifickou organizaci v jaderném genomu. DNA
transpozon CL4 z CACTA nadrodiny ve vétSiné piipadi vykazoval preferencni lokalizaci
v subtelomerickych oblastech, coz bylo pozorovéano jiz dfive u druhu Festuca pratensis
zjisténo, ze Caspar elementy jsou preferencné lokalizovany v subtelomerickych oblastech
rostlinnych chromozomt (Sergeeva et al., 2010), zatimco nekteré jiné DNA transpozony
z CACTA nadrodiny jsou rozptyleny po celych chromozdémech zastupcii Poaceae (Altinkut et
al., 2006). Lokalizace obou sond (sonda pro DNA transpozazu a sonda pro nekodujici oblast)
specifickych pro CL4 (Caspar-like) element byla velmi podobna u témét vSech studovanych
druht.

U allohexaploidni pSenice, jejiz genom je slozen ze tii subgenomti — A, B a D, byla
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sonda specificka pro DNA transpozon kolokalizovana také s tandemovou repetici rodiny Afa.
Tandemova repetice rodiny Afa je lokalizovana v subtelomerickych oblastech chromozomil
subgenomu D u druhu Triticum aestivum. S cilem zjistit kolokalizaci signalii byla provedena
FISH na mitotickych chromozomech. Kolokalizace (ptekryti) signalit CACTA elementu a Afa
repetice by mohla naznacovat podil CACTA elementu na evoluci této specifické tandemové
repetice. Jedna z teorii evoluce tandemovych repetic totiz je, ze se vyvinuly z mobilnich
z diploidniho druhu lilku brambor (Solanum bulbocastanum) ma vysokou homologii k LTR
sekvencim 7y3/Gypsy retrotranspozénu Sorel zhexaploidniho lilku brambor (Solanum
demissum), z ¢ehoz je patrné, ze tento satelit tak pravdépodobné vznikl amplifikaci oblasti
genomu obsahujici LTR sekvenci tohoto retrotranspozonu (Tek et al., 2005). FISH na
mitotickych metafaznich chromozémech vSak pies relativné nizké rozliSeni neposkytla
jednoznacné dikazy o tom, ze se v subgenomu D psenice seté piekryvaji signaly obou
lokalizovanych DNA sekvenci — tedy DNA transpozoénu a tandemové repetice Afa, a neda se
tedy spekulovat, ze by tandemova repetice Afa mohla ptivodné vzniknout z DNA transpozénu
CL4 z CACTA nadrodiny. Pro podrobné&jsi ovéteni by bylo potieba pouzit chromozémovych
preparati s vysSim rozliSenim, napf. pachytennich chromozomii nebo FISH na DNA
vladknech, anebo ziskat kvalitni celogenomovou sekvenci.

Odlisna lokalizace sondy specifické pro doménu kdodujici DNA transpozazu a sondy
specifické pro nekodujici oblast CL4 elementu byla zjiSténa u druhu Secale cereale. Zatimco
sonda specifickd pro nekddujici cast CL4 elementu je, stejné¢ jako u vSech ostatnich
analyzovanych druhi, pfednostné lokalizovdna do subtelomerickych oblasti vSech
chromozému, sonda specifickd pro doménu koédujici DNA transpozazu je v genomu
organizovana odlisn€ — poskytla silny signal po celé délce chromozémi kromé centromerické
oblasti a telomerickych heterochromatinovych oblasti. Z tohoto vysledku je tak moZzné
usuzovat, ze doména kodujici DNA transpozazu tohoto elementu je, na rozdil od jeho
nekddujicich oblasti, vysoce konzervovand a v prubéhu evoluce podléhala pravdépodobné
vysokému selekénimu tlaku. Da se tedy usuzovat, Ze v genomu Secale cereale se vyskytuji
dva pfibuzné elementy této skupiny DNA transpozonu, jejichZ rozdilné evoluce, respektive
diverzifikace v genomu Zita set¢ho, vedla také k jejich odlisné organizaci v jaderném genomu.
Cytogenetickd lokalizace domény kodujici DNA transpozézu elementu CL4 z nadrodiny
CACTA v jaderném genomu zita setého, kdy byla zjiSténa jeho pfitomnost v podstaté po celé
délce chromozémi, v euchromatinovych oblastech, mlize také naznaCovat jeho preferencni

inzerci do oblasti obsahujicich geny, jak bylo zjiSténo napiiklad pro zastupce CACTA
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elementll v genomu sdji (Zabala et Vodkin, 2005). Preferenci nékterych zastupci CACTA
elementit vkladat se do genovych oblasti v jaderném genomu Zita set¢ho bude ale mozné
potvrdit az po ziskani celogenomové sekvence tohoto vyznamného druhu. Nedavno
publikovana prace o vytvoieni tzv. ,,draft sekvence (prvni nastin celogenomové sekvence)
druhu Secale cereale totiz zatim ptedstavuje jen asi 30% genomu a celogenomova assembly
ma zatim velmi nizkou kvalitu (Bauer ef al. 2017).

Fylogenetickd analyza sekvenci homolognich k CL38 retroelementu prokazala, ze se
jedna o 7y3/Gypsy element ze skupiny Chromoviridea a podrodiny CRM, o ¢emz se jiz diive
spekulovalo (Kfivankova et al., 2017). Vroce 2002 bylo na zikladé¢ chromatinové
imunoprecipitace objeveno, ze CRM elementy a CENH3 proteiny u kukufice spolu interaguji,
coz ukazuje na pravdépodobnou roli téchto elementli ve funkci centromer (Zhong et al.,
2002). Z fylogenetického stromu sekvenci homolognich k LTR retrotranspozénu CL38 je také
ziejma blizkd piibuznost Cereba elementu plvodem z jeémene (Presting et al., 1998)
k tomuto retroelementu.

V ptedlozené diplomové préci bylo zjisténo, ze 733/Gypsy LTR retrotranspozén CL38
byl preferencné lokalizovéan v centromerickych a pericentromerickych oblastech chromozémi
vSech studovanych druhli, coz bylo pozorovano jiz diive u druhu Festuca pratensis
(Ktivankova et al., 2017). V diivéjsich studiich bylo potvrzeno, ze zastupci nékterych skupin
centromerickych retrotranspozonti jsou preferencné lokalizovani v centromerickych oblastech
u riznych druhii (Miller et al., 1998; Langdon et al., 2000; Hudakova et al., 2001; Nagaki et
al., 2005; Bao et al., 2006b; Neumann et al., 2011), coz bylo pozdé&ji potvrzeno 1 pomoci
imunobarveni protilatkou specifickou pro CENH3 protein, s navazujici FISH analyzou (Li et
al., 2013). Lokalizace do centromer byla pozorovana i u Cereba elementu pivodem z jeCmene
(Presting et al., 1998), jehoZ pfibuznost k CL38 elementu byla v této praci potvrzena.

Pii experimentech byly v diplomové praci pouzivany dva typy sond pro lokalizaci
CL38 elementu, a to sonda specificka pro jeho LTR oblast a sonda specifickd pro doménu
kodujici reverzni transkriptdzu. Pouze sonda specifickd pro doménu reverzni transkriptazy
byla lokalizovana na metafdznich chromozémech vSech druhti. Lokalizovat LTR oblast tohoto
elementu bylo mozné pouze u kostrav, jilkii a ¢aste¢né u druhu Avena sativa. Signdly obou
sond specifickych na CL38 retrotranspozon byly velmi podobné u kostfav a jilkd. Sonda
specificka na LTR oblast tohoto elementu vSak poskytovala pouze velmi slabé signaly u druhu
Avena sativa a v ptipad€ ostatnich studovanych druhti obilovin neposkytla zddné viditelné
signaly. Tento jev byl s nejvétsi pravdépodobnosti zplisoben tim, Zze LTR oblasti retroelementi

jsou vysoce variabilni, a sonda navrzena na LTR oblast CL38 elementu je specificka jen pro
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uzsi fylogenetickou skupinu studovanych druhd. Ackoli je tento retroelement pfitomen
v genomech vSech studovanych druhti, v ramci SirSich fylogenetickych skupin doslo k jeho
divergenci.

Kromé¢ sond specifickych na vybrané mobilni elementy byly také mapovany sondy
specifické na 5S nebo 45S rDNA, a to ptfedevsim jako kontrola spravného pribéhu FISH.
Pocty lokalizovanych 5S a 45S rDNA lokusiti se liSily u jednotlivych druhii a v nékterych
piipadech nebylo mozné lokalizovat minoritni nizkokopiové signaly rDNA. Naptiklad
Triticum aestivum nese v genomu celkem sedm lokust 45S rDNA, piicemz pouze Ctyfi z nich
poskytuji silné majoritni signaly (Flavell et O’Dell, 1979; Werner et al., 1992; Dubcovsky et
Dvortak, 1995). V této praci bylo mozné lokalizovat pouze Ctyfi nebo pét ze vSech sedmi 45S
rDNA lokust.

Druh Festuca mairei po FISH se sondou specifickou na 45S rDNA poskytl signaly na
obou ramenech dvou chromozémi. Tento jev byl ojedinély, nevyskytoval se u zddného jiného
ze studovanych druhd, a je tak mozné, Ze doslo k Castecné piestavbé karyotypu v prabéhu

evoluce druhu Festuca mairei.
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7 Z.avér

V teoretické Casti této prace byla charakterizovana Celed’ Poaceae a popséana struktura
genomu u této Celedi. Dalsi kapitoly se vénovaly repetitivnim DNA sekvencim, jejich
funkcim v jaderném genomu a vyuziti. Pozornost byla vénovana také cytogenetickému
mapovani u pododdéleni Loliinae.

V experimentalni ¢asti byla provedena Castecna in silico analyza DNA transpozonu
CL4 a LTR retrotranspozonu CL38. Byly identifikovany sekvence homologni k témto
mobilnim elementiim u nékolika zastupct z rodlt Festuca a Lolium a ptibuznych obilovin, a
dale byla provedena fylogeneticka analyza. Oba elementy byly identifikovany ve studovanych
druzich ve velkém poctu kopii. Fylogeneticka analyza prokazala, Zze CL38 element je Cereba-
like retrotranspozon, patiici do 7y3/Gypsy rodiny elementd, skupiny Chromoviridea a
podrodiny CRM, o ¢emz se diive jen spekulovalo. Sondy specifické na vybrané mobilni
elementy byly vyuzity pro navazujici cytogenetické mapovéani téchto elementli pomoci
fluorescenéni in situ hybridizace na metafdznich chromozomech studovanych druhi.
Cytogenetické mapovani ukdzalo, Ze oba elementy maji unikdtni lokalizaci v jaderném
genomu vSech studovanych druht. CL4 element byl preferenéné lokalizovan
v subtelomerickych oblastech u vétSiny druhii, zatimco CL38 element byl lokalizovan

v centromerickych a pericentromerickych oblastech vSech druht.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AP
ASAT
ATAU
BAC
BioNJ
bp
CENP-A/CENH3
CR
Cy3
DAPI
dATP
dCTP
dGTP
DIG
DNA
dTTP
dUTP
EDTA
EST
FAR
FGI
FGL
FISH
FITC
FMA
FPF
FPW
Gbp
GISH
HVUL
IRAP
ISBP

alkalicka fosfatdza

Avena sativa ,Atego*

Aegilops tauschii

um¢ély bakterialni chromozom
bio neighbor-joining

pary bazi

centromericky protein A/centromericka varianta histonu H3
cenromerické retrotranspozony
cyanin 3
4’,6-diamidin-2-fenylindol
2¢-deoxyadenosin-5‘-trifosfat
2‘-deoxycytidin-5°‘-trifosfat
2°‘-deoxyguanosin-5‘-trifosfat
digoxigenin

deoxyribonukleova kyselina
2°-deoxythymidin-5°-trifosfat
2°-deoxyuridin-5‘-trifosfat
ethylendiamintetraoctova kyselina
expressed sequence tag

Festuca arundinacea

Festuca gigantea

Festuca glaucescens
fluorescen¢ni in situ hybridizace
fluorescein isothiokyanat
Festuca mairei

Festuca pratensis ,Fure*
Festuca pratensis ,Westa‘

giga pary bazi

genomova in situ hybridizace
Hordeum vulgare ,Morex*
inter-retrotransposon amplified polymophism

insertion site-based polymorphism
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ISSR
LINE
LMM
LP
LPN
LTR
MARs
Mbp
MITE
p.a.
PCR
PTD
REMAP
rDNA
RNA
RNaza H
rRNA
RT
SCER
SDS
SINE
SSC
TAES
TBE
TIR
TMON
TSD

inter-simple sequence repeats

dlouhé rozptylené jaderné elementy

Lolium perenne ,Mitos*

Lolium perenne

Lolium perenne ,Neptun*

dlouhé koncové repetice

oblasti asociované s jadernou matrix

mega pary bazi

miniature inverted-repeat transposable elements

pro analyzu

polymeréazova fetézova reakce

putative targeting domain
retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism
ribozomalni DNA

ribonukleova kyselina

ribonukledza H

ribozomalni RNA

reverzni transkriptaza

Secale cereale ,Dankowskie Diament®
dodecylsiran sodny

kratké rozptylené jaderné elementy
citrat sodny

Triticum aestivum ,Chinese Spring*
Trizma® base, kyselina boritd, EDTA
obracené koncové repetice

Triticum monococcum

zdvojeni cilového mista
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