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Annotation

Telomeres are DNA-protein structures at the ends of chromosomes of eukaryotic organisms. In most
species, they are composed of short tandem repeats. To date only four telomere sequence motifs were
discovered in plants and animals. Phylogenetic distribution of the presumably “insect” and “vertebrate”
motifs were studied in representative sample of the animal phyla. In Vitkova et al. (2005) we proved that
the “insect” motif was ancestral for the whole Arthropoda; in Traut et al. (2007) the “vertebrate” motif

was identified as ancestral for the superclade including all Metazoa and Choanozoa.

Anotace

Telomery jsou DNA-proteinové struktury na koncich chromosomtl eukaryotnich organizmi. U vétSiny
druhti jsou slozeny z kratkych tandemovych repetic. U rostlin a zZivocichi byly dosud objeveny pouze
Ctyfi motivy téchto telomerickych sekvenci. Fylogenetickd distribuce ptvodné ,hmyziho™ a
»obratlovéiho® motivu byla studovana u vybranych zastupct zivoéisnych kmentd. V publikaci Vitkova a
kol. (2005) jsme dokazali, ze ,hmyzi“ motiv je pivodni pro celou skupinu Arthropoda; v Traut a kol.

(2007) pak, ze ,,obratlov¢i® motiv je ancestralni pro supertaxon zahrnujici Metazoa a Choanozoa.
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1 Uvod

1.1 Co jsou telomery

Telomery jsou DNA-proteinové struktury na koncich linearnich chromosomu eukaryotnich organismd.
Pro chromosomy i cely organismus jsou nepostradatelné z mnoha divodi. Jejich pfitomnost brani
spojovani koncti chromosomti (McClintock 1939) a umoziuje reparacnim mechanismiim bunky odlisit
pfirozené konce chromosomi od dvoufetézcovych zlomi DNA (Gottschling a Zakian 1986).
Telomery fesi problém replikace DNA, ktery vede ke zkraceni vlakna DNA béhem kazdé jeji syntézy
(Zakian 1995). Zaroven délka telomer slouzi mnohobunéénym organismiim k odméfovani poctu
bunéénych déleni, kterd jiz konkrétni buiika absolvovala (Harley 1991). Kone¢n¢ telomery napomahaji
béhem meiotické profaze I hledani a sparovani homolognich chromosomti (Siderakis a Tarsounas

2007).

1.2 Typy sekvenci telomerické DNA

U vétSiny dosud zkoumanych eukaryotnich organisml je telomerickda DNA tvofena tandemovymi
repeticemi s motivem dlouhym 5-7 nukleotidd. Délka repetic se 1i$i nejen u riznych druht, ale mize
zaviset 1 na stafi jedince, jeho pohlavi a typu tkané (viz souhrn v Jiang a kol. 2007). Samotny motiv
byva naopak vysoce konzervativni. U rostlin a zivo¢ichii byly dosud nalezeny pouze Ctyfi typy
telomerickych motivii. Hexamer TTAGGG, objeveny u C¢lovéka (Moyzis a kol. 1988), byl pozdéji
nalezen u vSech zkoumanych obratlovcii a nékolika skupin bezobratlych (napf. Meyne a kol. 1989;
Wang a Guo 2001; Plohl a kol. 2002; Vitturi a kol. 2002a,b). Heptamer TTTAGGG byl nalezen u
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) a nasledné u mnoha dalSich rostlin (Cox a kol. 1993; Adams
a kol. 2001), i kdyz u casti rostlinnych druhti byla prokdzana druhotna zména této sekvence na
»obratlovéi® motiv TTAGGG (Fajkus a kol. 2005). Pentamer TTAGG byl prokazan u nékolika druhti
hmyzu a korysii (Okazaki a kol. 1993; Klapper a kol. 1998; Sahara a kol. 1999). Hexamer TTAGGC
byl potvrzen u vSech dosud zkoumanych hlistic (Nematoda) (Muller a kol. 1991; Niedermaier a
Moritz 2000; Ahn a Winter 2006).

1.3 Piivod a distribuce ,,hmyzi“ telomerické sekvence (TTAGG),

Poté, co Okazaki a kol. (1993) publikovali objev sekvence TTAGG u bource moruSového (Bombyx
mori) (Lepidoptera), byla tato sekvence prokazana u nékolika dalSich druhtt hmyzu a korysia (Klapper
a kol. 1998; Sahara a kol. 1999). Zaroven se ukazalo, Zze u jinych druhti hmyzu chybi a nebyla
pfitomna ani u pavouka Tegenaria ferruginea (Araneae). Nestabilita ,,hmyzi“ telomerické sekvence

nas vedla k zmapovani jejiho vyskytu v ramci skupiny Insecta. V praci Frydrychova a kol. (2004) jsme



testovali 22 druhtt z 20 fadd. K tomuto ucelu jsme pouzili tii nezavislé metody: Southernovu
hybridizaci celogenomové DNA s telomerickou sondou, fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH)
telomerické sondy na chromosomy zkoumanych druhli a kone¢né amplifikaci telomerické DNA
z celogenomové DNA pomoci polymerazové fetézové reakce s jednim primerem (single-primer PCR).
Ukézalo se, ze motiv TTAGG je pfitomen u 15 druht, u zbyvajicich 7 chybi. Druhy s telomerickou
sekvenci (TTAGG), i druhy, u kterych tato sekvence pfitomna nebyla, byly distribuovany napfic
skupinou Insecta, coz svédcilo o jeji pravdépodobné druhotné ztraté u neékterych fadi. Extrémem byl
fad brouci (Coleoptera), kde se druhy v pfitomnosti ¢i absenci motivu li§ily i vramci celedi
(Frydrychova a Marec 2002). Protoze sekvence (TTAGG), byla pfitomna u obou zkoumanych
zastupcil primitivniho bezktidlého hmyzu a uz diive byla prokazana u dvou korysi, usoudili jsme, ze
jde o puvodni telomerickou sekvenci minimalné¢ pro hmyz. Patrani po evolu¢nim pivodu této
sekvence bylo pfedmétem prace Vitkova a kol. (2005), ktera je uvedena v kapitole 1. Hledani
ancestralni telomerické sekvence mnohobunéénych zivocichli (Metazoa) pak bylo naplni prace Traut a

kol. (2007) v kapitole 2.



2 Originalni publikace

2.1 Kapitola 1

The evolutionary origin of insect telomeric repeats, (TTAGG),

Magda Vitkova, Jiti Kral, Walther Traut, Jan Zrzavy, FrantiSek Marec
Chromosome Research 13: 145-56 (2005)

Publikace obsazena v této kapitole je pfedmétem autorského prava Casopisu Chromosome Research,
proto zde uvadim pouze vetejné pristupny abstrakt prace. PIné znéni publikace je k dispozici v tisténé
verzi této rigorézni prace, kterd je umisténa ve Spole¢né knihovné Biologického centra AV CR a

Ptirodovédecké fakulty JU, BraniSovska 31, Ceské Budgjovice, 370 05.

Abstrakt

The (TTAGG)n sequence is supposed to be an ancestral DNA motif of telomeres in insects. Here we
examined the occurrence of TTAGG telomeric repeats in other arthropods and their close relatives by
Southern hybridization of genomic DNAs and fluorescence in-situ hybridization (FISH) of
chromosomes with (TTAGG)n probes or, alternatively, with the 'vertebrate' telomeric probe,
(TTAGGG)n. Our results show that the (TTAGG)n motif is conserved in entognathous hexapods
(Diplura and Collembola), crustaceans (Malacostraca, Branchiura, Pentastomida, and Branchiopoda),
myriapods (Diplopoda and Chilopoda), pycnogonids, and most chelicerates (Palpigradi, Amblypygi,
Acari, Opiliones, Scorpiones, Pseudoscorpiones, and Solifugae) but not in spiders (Araneae). The
presence of TTAGG repeats in these groups suggests that the sequence is an ancestral motif of
telomeres not only in insects but in Arthropoda. We failed, however, to detect the TTAGG repeats in
close relatives of the arthropods, Tardigrada and Onychophora. But while Onychophora had the
'vertebrate' (TTAGGG)n motif instead, the Tardigrada did not. The (TTAGG)n motif probably
evolved from the (TTAGGG)n motif. Based on our and compiled data, we presume that the
'vertebrate' motif (TTAGGG)n is an ancestral motif of telomeres in bilaterian animals and possibly

also in the superclade including animals, fungi and amoebozoans.



Kapitola 2

The telomere repeat motif of basal Metazoa

Walther Traut, Monika Szczepanowski, Magda Vitkova, Christian Opitz, Frantisek Marec, Jan Zrzavy
Chromosome Research 15: 371-82 (2007)

Publikace obsazena v této kapitole je predmétem autorského prava Casopisu Chromosome Research,
proto zde uvadim pouze vetejné pristupny abstrakt prace. PIné znéni publikace je k dispozici v tisténé
verzi této rigorézni prace, kterd je umisténa ve Spole¢né knihovné Biologického centra AV CR a

Ptirodovédecké fakulty JU, BraniSovska 31, Ceské Budg¢jovice, 370 05.

Abstrakt

In most eukaryotes the telomeres consist of short DNA tandem repeats and associated proteins.
Telomeric repeats are added to the chromosome ends by telomerase, a specialized reverse
transcriptase. We examined telomerase activity and telomere repeat sequences in representatives of
basal metazoan groups. Our results show that the 'vertebrate' telomere motif (TTAGGG)( n ) is present
in all basal metazoan groups, i.e. sponges, Cnidaria, Ctenophora, and Placozoa, and also in the
unicellular metazoan sister group, the Choanozoa. Thus it can be considered the ancestral telomere
repeat motif of Metazoa. It has been conserved from the metazoan radiation in most animal
phylogenetic lineages, and replaced by other motifs-according to our present knowledge-only in two

major linages, Arthropoda and Nematoda.



3 Vysledky a diskuse

3.1 Puvod ,,hmyzi“ telomerické sekvence (TTAGG),

V praci Vitkova a kol. (2005) se nam podafilo prokazat, ze ,,hmyzi* telomericky motiv je spole¢ny i
korysim (Crustacea), stonozkovcim (Myriapoda), klepitkatcim (Chelicerata) a nohatkam
(Pycnogonida). Sekvence (TTAGG), paradoxné chybéla pouze u pavouki, tedy jediné skupiny
klepitkatct, ktera byla testovana v pfedchozich pracech. Puivodné ,,hmyzi“ telomericka sekvence se
ukazala byt ancestralni sekvenci vSech clenovct (Arthropoda). To, zda jeji piivod nesaha jesté hloubé;ji
do dalSich skupin, jsme testovali na dvou skupinach ¢lenovcim blizce piibuznych: drapkovcich
(Onychophora) a zelvuskach (Tardigrada). Ani u jedné skupiny se nam nepodaftilo nalézt tuto nyni jiz
»Clenovci® telomerickou sekvenci (TTAGG),, avSak u drapkovceil jsme prokézali ,,obratlov¢i® sekvenci
(TTAGGQG),, ktera ale u zelvusek pfitomna nebyla. ,,Obratlov¢i sekvence se vyskytuje u vSech
testovanych druhoustych zivocicht (Echinodermata, Cephalochordata, Urochordata, Vertebrata) i u
vétsiny prvoustych (Annelida, Mollusca, Platyhelminthes, Rotifera, Onychophora). Na zaklad¢ téchto
vysledki je zfejmé, ze se ,,Clenovci® telomerickd sekvence (TTAGQG), ziejmé vyvinula z ,,obratlovci®
sekvence (TTAGGG),. Podle informaci z literatury jsme vyslovili hypotézu, ze motiv (TTAGGG), by
mohl byt ancentralnim telomerickym motivem mnohobunéénych Zivocichti (Metazoa) a zaroven i
supertaxonu Unikonta zahrnujiciho Zivocichy, houby a Amoebozoa.

Krom¢ dikazu plvodu telomerické sekvence (TTAGG), ztéto prace vyplynuly dalsi
fylogeneticky zajimavé informace. Pritomnost ,,Clenov¢i® telomerické sekvence v genomu jazycnatek
(Pentastomida) siln¢ podpofila jejich zatazeni mezi ¢lenovce (patrné dovnité koryst), coz bylo
nékterymi paleontology zpochybnovano (Waloszek a kol. 2005). Naopak jeji absence u drapkovci
predstavuje silny argument, ze drapkovci nejsou modifikovani Elenovei (Mayer a Harsz 2007,
Strausfeld a kol. 2006b), jak v posledni dobé naznacuji nékteré neuroanatomické prace (Strausfeld a

kol. 2006a).

3.2 (TTAGGG), - ancestralni telomericka sekvence mnohobunéénych Zivocichi

Hledani ancestralni telomerické sekvence mnohobunéénych zivodichi (Metazoa) bylo naplni prace
Traut a kol. (2007), uvedené v kapitole 2. ,,Obratlov¢i® sekvenci (TTAGGG), jsme nalezli u vSech
bazalnich skupin mnohobunéénych zivocichl, tedy vlockovel (Placozoa), houbovct (Porifera),
zahavcl (Cnidaria) a Zebernatek (Ctenophora). Sekvence byla pfitomna i u sesterské skupiny
mnohobunéénych zivo€ichi, jednobunéénych trubének (Choanozoa). Je tedy ptivodni minimalné pro
Holozoa, spole¢ny taxon zahrnujici Metazoa a Choanozoa (Lang a kol 2002). Rekonstrukce ptivodni
telomerické sekvence vSech eukaryot vyzaduje dal$i analyzy, ale byvaly ,,obratlov¢i® motiv je zatim

nejpravdépodobnéjsim kandidatem.



3.3 Telomerické motivy jako fylogeneticky znak

Distribuce motivii telomerickych znakli ukazuje na jejich neuvéfitelnou evolucni
konzervativnost. Sekvence (TTTAGGGQG), je vysoce konzervovana v rostlinné tisi (Cox a kol. 1993,
Fuchs a Schubert 1996) a sekvenci (TTAGGG), maji jednobunécéné trubénky, primitivni
mnohobunééni zivodichové i obratlovci. Vyjimeéné byly tyto sekvence nahrazeny alternativnimi
motivy jako u Casti chiestotvarych rostlin (Asparagales), u hlistic a ¢lenovct, nebo zcela odlisSnymi
mechanismy udrzovani telomer, které byly objeveny u drozofily (Levis a kol. 1993), pakomard rodu
Chironomus (Cohn a Edstrom 1992), komara Anopheles gambiae (Roth a kol. 1997) ¢i cibule (Allium
cepa) (Pich a Schubert 1996). Takova homogenita silné¢ omezuje vyuziti telomerickych motivl jako
fylogenetického znaku na vyjimecné ptipady typu jazyCnatek a drapkovct, ale o to vEétsi maji vahu

v ptipadech, kde fylogenetickou informaci nesou.
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