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Abstrakt

v

Polyploidni druhy jsou vyrazné zastoupeny mezi rostlinami, ale své vyznamné, nicméné
méné pocetné misto maji i u zivoCichl. Polyploidizace je nestabilni proces, pri kterém dochazi
Kk rychlym zménam genomu a chromozémi. Mezi tyto zmény se Fadi nejriznéjsi chromozémové
mutace, jako jsou translokace, duplikace, inserce a inverze. Stejné jako chromozémové aberace,
tak WGD (whole-genome duplication) neodmyslitelné zastupuji své misto v evoluci organismi, a

proto je studium jejich mechanismui dtlezité pro spravné pochopeni vyvoje genomii.

VsoucCasnosti dochazi kvyznamnému rozvoji technik napomahajicich studium
polyploidnich genomti a pripivajicich k zatazovani polyploidiza¢nich udélosti do evoluc¢nich
souvislosti. Mezi tyto techniky patii pruhovani a také fluorescencni in situ hybridizace, ktera diky
vyuzitelnosti nejriiznéjSich sond velmi dcinné napomahd v odhalovani chromozomalnich

prrestaveb.

Klicovad slova: chromozémové prestavby, polyploid, WGD, cytogenetické techniky, FISH



Abstract

Polyploid species are significantly represented among plants and some animals. Whole-
genome duplication (WGD) is an unstable process with rapid changes in a genome and also
changes in chromosomes. These changes includes chromosomal aberrations, such as
translocations, duplications, insertion and inversions. Chromosomal aberrations and WGD are
strongly represented in the evolution of organisms. Therefore the study of their mechanisms is

important for an understanding of genomic development.

At present, there are developments in technique helping study polypoid genomes and also
helping add polyplodozation events to evolutionary contexts. These techniques includes banding
as well as fluorescent in situ hybridization, which, thanks to the applicability of various probes,

helps to detected chromosomal rearrangements.

Keywords: Chromosome rearrangements, polyploid, WGD, cytogenetic techniques, FISH
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Uvod

Chromozémové prestavby jsou mutace, pri kterych dochazi ke strukturnim zménam
chromozdému. Tyto zmény jsou déleny podle toho, zda je béhem nich zachovano pivodni mnozZstvi
genetického materialu ¢i nikoliv. Kromé strukturnich zmén chromozému rozliSujeme i numerické
zmény oznacovany jako mutace na genomové urovni. Mezi tyto zmény radime polyploidie a

aneuploidie.

Skupina téchto chromozémovych a genomovych abnormalit je velmi poCetna a ma rozdilné
klinické vyznamy. MiiZe se jednat jak o takika zadné fenotypové projevy, tak i rozsahlé poruchy,

v jinych pripadech jsou tyto zmény neslucitelné s zivotem.

Nelze v3ak poprit klicovy vyznam chromozomalnich abnormalit b€hem evoluce, kde nalézame
diikazy o vzniku novych druhii organismii pravé diky mutacim at' uz jen c¢asti chromozému ci
celého genomu. Tyto dlikazy je moZné objevovat a potvrzovat diky rozvoji cytogenetickych metod

vyzkumu.

Mnohdy jsou také polyploidizacni udalosti doprovazeny zménami chromozému v dilisledku
velké nestability takového genomu a zastupce polyploidnich druhti nalézame v riizném spektru

rostlin i Zivo¢ichu.

Cilem této prace je na zakladé dostupnych publikaci popsat mechanismy chromozémovych
prestaveb a jejich souvislost/nesouvislost se vznikem polyploidnich druhti. Dalsim cilem je uvést

zplsoby odhalovani chromozémovych prestaveb a polyploidizaci.



Mutace a jejich déleni

Mutace jsou zmény genotypu. Jsou déleny nékolika moznymi zptlisoby, jednim z téchto
zplsobu déleni je na spontanni (které vznikaji zcela nahodné napriklad chybou replikacnich
mechanismt) a indukované (do této skupiny se radi mutace vyvolany za pouziti znamych
mutagent). Indukované mutageneze se vyuziva v celém spektru odvétvi molekularni biologie a

genetiky.

Dal$im mozné déleni mutaci je podle mista plisobeni na genomové (do kterych radime
polyploidie a aneuplodie). BEhem polyploidizace dochazi k znasobeni celého genomu, aneuploidie
je nasobeni pouze nékterého z chromozému (napt. trisomie). Dal§imi mutacemi podle mista
plisobeni jsou mutace na chromozdmové drovni, jsou to tzv. chromozémové piestavby (viz nize).
A jako dal$i jsou mutace na genové drovni, nebo se jim také rika bodové mutace. Zde radime
napriklad adice (dochazi k zarazeni jednoho nebo vice nadbytecného nukleotidového paru),
delece (dochazi ke ztraté jednoho nebo vice nukleotidového paru) a substituce (jeden

nukleotidovy par je nahrazen jinym).

Chromozdémové prestavby a jejich déleni

Chromozémové prestavby jsou disledkem nestability genetického materidlu. Mohou byt
zplsobeny napriklad tzv. klastogeny (mutageny zptsobujici zlomy chromozémi) nebo také
chybami replika¢nich mechanismii. Jedno z moznych déleni téchto pirestaveb je na balancované a
nebalancované. Pokud dojde k balancované strukturni zméné chromozému, celkové mnozstvi
genetického materialu se nemeéni a nemusi tedy nutné dochazet ke klinickym projeviim, avsak tyto

projevy se mohou vyskytnout v potomstvu, kde uz se mohou objevit v nebalancované formeé.

Dal$i mozné déleni chromozémovych strukturnich aberaci je podle toho, k ¢emu redlné na
chromozému dochazi. Mlze se jednat napriklad o duplikace, kdy dochazi ke zdvojeni casti
genetického materidlu na rameni chromozému, delece, pri kterych urcité ¢asti chromozémi
zaniknou, nebo mohou nastat inserce ¢i translokace. Nékteré z téchto mutaci budou dale popsany

podrobnéji.

Translokace
Jedna z béznych strukturnich zmén chromozému je translokace (Janssen & Medema,

2013). K této abnormalité chromozému dochazi po dvou-retézcovém zlomu (double-strand break
- DSB) dsDNA pfri spojovani ¢asti chromozémul mezi nehomolognimi chromozémy (Richardson,

Moynahan, & Jasin, 1998).



Také bylo dokazano jiz drive, Ze DSB indukujici ¢inidla jako jsou ionizac¢ni zareni, UV svétlo a

chemické mutageny mohou
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Obrdzek 1- Schéma NHE] a HR p¥i translokaci. recombination - HR).

Schéma vyse zndzorriuje, jak dochdzi k translokaci pri spojeni dvou nehomolognich koncti pii DSBEs.
Pravé schéma zndzortiuje priibéh homologni rekombinace nehomolognich chromozémii za
pritomnosti podobné sekvence obou chromozomii. V tomto pripadé se sekvence miiZe potencidlné

prodlouZit aZ na konec ramene. Obrdzek prevzat a upraven z (Ferguson & Alt, 2001).

Existuji dva multi-proteinové komplexy, které jsou faktory ovliviiujici NHE]. Prvnim je DNA-
dependentni protein kinaza (DNA-PK), ktera je sloZena z Ku70 a Ku80 proteini tvorici komplex
(Ku), tento komplex se vaze pouze za pritomnosti koncli DNA (Lieber, 1999), dale obsahuje
katalytickou podjednotku (DNA-PKcs). Druhy komplex je sloZen z DNA Ligazy 4 (Lig4) a XRCC4
(protein opravujici DNA), tento komplex predevsim katalyzuje vazbu komplexi v pribéhu NHE].
Oba tyto komplexy jsou vysoce konzervativni od kvasinek az po ¢lovéka (Ferguson & Alt, 2001).
Bunécné apoptdzy a embryonalni latence pti mutaci v genu pro néktery z téchto komplexi nam
dokazuje, Ze k dvou-tetézcovym zlomlim na DNA dochazi ¢asto a draha NHE] je kriticka pro jejich

opravu (Ferguson & Alt, 2001).

U savcd je HR Castéji pouzivanou metodou pro opravu DSBs (Richardson et al., 1998). BEhem
homologni rekombinace se uplatiiuji proteiny Rad51p, Rad54p, Rad59p, tyto proteiny byly
nalezeny u kvasinek rodu Saccharomyces. Dalsi dilezité proteiny jsou Rad50p, Mrellp a Xrs2p.

VsSechny tyto proteiny maji své homology u obratlovcii (Haber, 2000).



Duplikace
Dal$im prikladem chromozémovych aberaci, pii kterych vtomto ptipadé dochazi
k zachovani celkového poctu chromozomt, avsak zdvojeni ¢asti chromozému, jsou genové

duplikace.

Prvni zminky o genové duplikaci a jejich souvislosti s evoluci pochazeji zroku 1936
(Zhang, 2003). V Casopise Bridges bylo publikovano zdvojeni genu pro velikost o¢i u octomilky

(Drosophila melanogaster).

Genova duplikace miiZe nastat pfi nerovnomérném crossing-overu nebo retropozici. Kdyz
pri crossing-overu dochazi k tandemové duplikaci vicera gentli, znamenda to, Ze geny jsou na
chromozdému spojeny (Yang, Takuno, Waters, & Gaut, 2011). V zavislosti na poloze crossing-overu
muize dochazet kzdvojeni Casti genu, celého genu nebo i nékolika genli. Pokud jsou v
ptvodnich genech piitomny introny, budou také duplikovany - na rozdil u retropozice (Zhang,

2003).

Na obrdzku jsou zndzornény dva

(@) bézné modely duplikace. Schéma a)
Unequal crossing over zndzornuje nerovnomérny crossing-
H_F over, jehoz vysledkem je
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(b)
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komplementdrni DNA (cDNA) a pak
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introny). Obrdzek pfevzat a upraven

podle Zhang (2003).
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Obrdzek 2-duplikace

Retropozice nastava, kdyZ je mRNA reverzné transkribovana - prepsana do komplementarni DNA

a poté vlozena do genomu. Dochazi ke ztraté intrond a regulacnich sekvenci, pritomnosti poly A



sekvenci a k pritomnosti kratkych specifickych repetic (Zhang, 2003). Dalsi velky rozdil oproti
nerovnomérnému crossing-overu je, Ze duplikovany gen je odpojen od ptivodniho genu, protoze

vloZeni cDNA do genomu je viceméné nahodné (Zhang, 2003).

Duplikace se vyskytuji u jedince a mohou byt udrZeny nebo ztraceny v populaci, podobné
jako bodové mutace (Yang et al,, 2011). Pokud je nové vznikla alela selektivné neutralni, ma jen
velmi malou pravdépodobnost, Ze se udrZi v populaci, konkrétné 1/2N, kde N je efektivni velikost
populace. To naznacuje, Ze vétSina duplikaci je v evoluci ztracena a jejich fixace je Casové narocna

(Zhang, 2003).

Delece a Inzerce

v vz

Delece jsou chromozdmové prestavby, pti nichZ dojde ke ztraté ¢asti chromozému, a to at

uz konci ¢i prostrednich ¢asti ramének. K témto ztratdm mize dochazet béhem crossing-overd.

Inzerce funguji na podobném principu jako delece, ale dochazi kvloZeni Ccasti
chromozomu, podle toho odkud pochazi dana sekvence a kam se nasledné vklada dochazi
k urcitému poctu zlomi. MliZe naptiklad dojit ke tfem zlomlim, dva na jednom chromozému, ktery
bude inzert poskytovat a jeden zlom na rameni chromozému, do kterého je inzert vloZen. Jiny
pocet zlomd nastane, pokud dojde k odStépeni telomerickych ¢asti chromozému, pripadné

pericentromerickych oblasti.

Inverze
Inverze je otoCeni ¢asti ramene chromozdému, nastava jako dlsledek dvou zlomt na

jednom rameni chromozému.



Polyploidizace

Polyploidizace je genomova mutace, pri které dochazi k znasobeni celych sad chromozomy,

velmi bézna u rostlin, o néco méné Casta u zivocichi (bezobratlych i obratlovci).

Polyploidizace u rostlin

Pivodné se piredpokladalo, Ze polyploidni jsou pouze rostliny, a proto se vyrazné vice
studii zamérovalo pravé na jejich vyzkum (De Storme & Mason, 2014). U angiospermu kvetoucich
rostlin se nasobeni genomu v priibéhu evoluce prirazuje az 70 % znich (Yang et al, 2011).
Znasobovani chromozdmovych sad prostirednictvim autopolyploidie (v duplikovaném genomu se
nachazi pouze znasobené sady pivodniho genomu, tedy jednoho ptedka) a allopolyploidie (v
duplikovaném ,hybridnim“ genomu se vyskytuji genomy raznych rodicovskych druhti) se
objevovalo jiz v obdobi Kridy, od prvnich objevli angiospermi, které prodélaly nékolik cyklt
polyploidizace v rtznych ¢asovych obdobich. Kvili potencidlné rychlému evolu¢nimu vyvoji jsou
konkrétni polyploidizace a obnovovani diploidniho stavu S$patné rozeznatelné, nazyvame je
»paleopolyploidni“ genomy (Yang et al., 2011). Pravdépodobné pouze posledni duplikace genomu
jsou klasicky uznavany jako polyploidni udalosti, priklady takovychto polyploidi jsou
nejvyznamnéjsi zemédélské komodity jako pSenice, séja, brambory, cukrova titina a bavlna

(Wendel, 2000).

Aplikace molekularné genetickych technik potvrdila, Ze fada fenoménii a procest vede
k stabilizaci polyploidi a k jejich evoluci. Nékteré z téchto poznatki jsou popsany pozorovanim
starSich polyploidd, zatimco jiné byly odhaleny analyzou potencialné mladych polyploidi nebo
dokonce analyzou syntetickych allopolyploidt. Riizné aspekty vyvoje genomu lze popsat podle
studie Wendel (2000) pomoci nasledujicich kategorii: vyvoj chromozomalni struktury, rychlé ne-
Mendelovské zmény genomu, intergenomické invaze a interakce jadra a cytoplazmy. Tyto

kategorie jsou popsany nize.

vvvvvv

vynoril diky rozsahlému vyuziti technologii genetického mapovani, bylo to, Ze mnoho rostlin diive
povazovanych za diploidni jsou ve skutecnosti stabilizovani polyploidni. Také in situ hybridizace
a specialni techniky vizualizace chromozémi jsou mocnymi nastroji k objeveni a poznani davnych
polyploidizacnich udalosti. Pfi vyuZivani téchto metod a porovnavani mapovacich studii bylo
nalezeno velké mnozstvi chromozémovych piestaveb, a to i u diploidnich rostlin, neni tedy
prekvapenim, Ze se chromozémové prestavby (napriklad inverze a translokace) vyskytovaly i u

rostlin, které byly povazovany za starovéké polyploidy.



Rychld genomovd evoluce - ocekdvanym vysledkem fuze dvou jader a nésledné
polyploidizace je kompletni genomova sada obou rodicli. Toto ocekavani slouzi jako vhodna
nulova hypotéza pro predikci podili polyploidniho jadra. Namisto prirozené se vyskytujicich
vhodnéjsi vyuZit experimentalné systetizované allopolyploidy. Nedavné studie ukazuji, Ze
nasyntetizovani allopolyploidi ¢asto neodpovidaji genomiim svych rodict. Misto toho se v jejich
genomech ukazuje vyskyt non-mendelovkych zmén doprovazenych polyplodizaci. Tyto studie

jsou nemalo zodpovédné za rostoucim povédomi o dynamice polyploidnich genomii.

Intergenomické invaze - fada studii zaloZenych na Southern blot hybridiza¢nich analyzach
ukazuje, Ze béhem polyploidizace dochazelo i ke kolonizaci genomu genomové-specifickymi

repetitivnimi sekvencemi.

Interakce mezi jadrem a cytoplazmou - rust a vyvoj rostlin vyZzaduje kromé regulace a
exprese nuklearnich gent také funkci mitochondridlnich genti a gent chloroplastd. Pri
polyploidizaci dojde k znasobeni jadernych genti, nikoli vSak k znasobeni gent mitochondrii a
chloroplastii. To miiZe mit za nasledek problémy s interakci a koordinaci nékterych fyziologickych
déji. Tyto problémy mohou byt horsi u allopolyploidizace, kde ptivodni geny nesou dtlezité

rozdily. Musi dochazet k optimalizaci a stabilizaci béhem evolu¢niho vyvoje.

Podle studie Sémon & Wolfe (2007) jsou interchromozomalni pfestavby ¢astym rysem
evoluce po WGD u rostlin. Také popisuje, Ze epigenetické znaky pred WGD a také epigenetické

zmény po WGD miiZou vyrazné ovlivnit osud duplikovanych geni.



Studie Chen (2007) pribliZzuje rozdily mezi auto- a allopolyploidii a jejich priciny vzniku.
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Obrdzek 3- allotetraploidie a autotetraploidie

Na obrdzku 4 jsou zndzornény a popsdny riizné pripady vzniku allopolyploidii a vznik
autopolyploidii. Schéma 4a zndzorriuje autotetraploidizaci jako ndsledek duplikace diploidniho
genomu, schéma 4b zobrazuje hybridizaci dvou diploidnich genomil za vzniku hybridniho
diploidniho genomu a ndslednou genomovou duplikaci za vzniku allotetraploidii. Dalsi schéma 4c
zobrazuje vznik allotetraploidii fiizi dvou diploidnich genomi. Schéma 4d zobrazuje vznik
allotetraploidii hybridizaci dvou autotetraploidnich genomii. Posledni schéma 4e zobrazuje vznik
segmentdlniho allotetraploidniho genomu, tento pripad miiZe nastat, kdyZ se na homolognich
chromozémech objevi homologni sekvence a dojde ke zméndm genomu u ptivodnich allotetraploidii.

Obrazek prevzat a upraven z (Chen, 2007).

V ramci evoluc¢nich vyhod, polyploidy jednoho druhu mohou lépe prezivat v nepriznivych
podminkach nez diploidni druhy. Pokud se budeme bavit o rozdilnych genovych expresich mezi
allopolyploidy a jejich rodicovskymi genomy, v publikaci Chen (2007) je popsano nékolik dalSich
mechanismu. Zaprvé vétsSina gent je koexprimovana, zadruhé duplicitni geny se ztraceji (Blanc &
Wolfe, 2004) nebo mutuji. Polocas rozpadu aktivniho paralogniho genu, ktery se ztraci nebo

mutuje se odhaduje na 2-7 milion let. Zatfeti epigenetické zmény mohou ovliviiovat genovou



expresi u novych allopolyploidi. Ovsem dopady téchto mechanismi mohou byt u rdznych
polyploidti odlisné, napriklad delece sekvenci je pozorovana u pSenice, translokace a transpozice

byly nalezeny u brukve a zmény genové exprese se zdaji byt vyznamné u husenicku.

Publikace Chen (2007) dale zmituje, Ze allopolyploidie indukuje $ir$i rozsah genové
exprese nez autopolyploidie, naznacuje to, Ze hybridizace ma vétsi ic¢inky na genovou expresi a

fenotypové projevy neZ zdvojeni genomu pomoci jednoho rodi¢ovského druhu.

Vjiné studii Q. Song & Chen (2015) se uvadi, Ze jako odezva na genomovy Sok pri
mezidruhové hybridizaci musi nové vzniklé polyploidy prekonat zvySeni poCtu genti. Mnoho
duplikovanych genti mize projit pseudogenizaci (pseudogeny jsou nefunkéni geny s homologii
k funkénim gentm kodujicich proteiny (Yang et al, 2011)), subfunkcionalizaci (pfi
subfunkcionalizaci dochazi k zachovani funkci obou duplikovanych genti, ale jejich funkce je
vzajemné ovliviiovdina a miZze byt niz8i (Yang et al, 2011)) ¢ neofunkcionalizaci
(neofunkcuonalizaci se mlze vyvinout nova funkce vjednom z duplikovanych genti nebo mize

dochazet k modifikaci ptivodni funkce (Yang et al., 2011)).

Publikace Visger, Blaine Marchant, & Soltis, (2016) vizualizuje sloZitost prechodu mezi

polyploidnimi a zpét diploidnimi druhy do soucasného stavu nasledujicim schématem.
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@ Polyploid {novel diploid)

Diploidization
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Gename rearrangement
Expression level change
. | Neo/subfunctionalization

Mathylation repatterning
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Novel genetic
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(allopolyploidy)

Ancestral diploid

Time

Obrdzek 4- Priibéh polyploidizace v evoluci



Na obrdzku 5 je zobrazen priibéh polyploidnich uddlosti ndsledovanych zpétnym redukovdnim
genomu na diploidni v priibéhu let od ddvného predka. Barevné je zndzornéno, Ze prechody
doprovazi zmensovdni genomu, genomové prestavby, zmeény exprese genu, zmeény funkci genu, a taky

epigenetické znaky. Prevzato a upraveno z (Soltis et al, 2016).

Polyploidizace u Zivoc¢ichi

Polyploidizace byla dokumentovana pfes maly rozsah Zivocisné tiSe (Schmid, Evans, &
Bogart, 2015). Cetné se vyskytuje u Zivocichii s partenogenetickym rozmnoZovani, naopak pfi
sexudlni reprodukci je vzacna. Moznymi bariérami mize byt piitomnost pohlavnich chromozémi
nebo histologické slozitosti vyssich Zivocicht (Schmid et al., 2015). Tyto pirekazky mohou byt také
diivodem, proc se polyploidie vyskytuje daleko ¢astéji u rostlin (Orr, 2018). Uvadi se, Ze ze vSech
trid obratlovct lze u obojzivelnikii pozorovat nejvétsi diversitu polyploidnich biotypt vzniklych

nezavisle na sobé. (Schmid et al., 2015).

U obojzivelniku nalezneme drapatku (Xenopus), ktera ma zastupce mezi polyploidnimi
zivocichy (Uno, Nishida, Takagi, Ueno, & Matsuda, 2013). Studie Evans, Kelley, Tinsley, Melnick, &
Cannatella (2004) uvadji, Ze u drapatek doslo k vice nezavislym polyploidza¢nim udalostem (viz.
Obrazek 5) a nalezne u nich diploidni, tetraploidni, oktoploidnii dodekaploidni druhy (Tymowska
& Fischberg, 1973), (Knytl et al, 2017). Také se predpoklddd vyznamna prevaha
allopolyploidizaci. 1 v téchto pripadech jsou popsany pozitivni i negativni dopady znasobeni
genomu. Allopolyploidni Zaby mohou lépe odolavat parazitim svych predkd, nicméné nevyhodou
muze byt reSeni exprese genti (Ben |. Evans et al., 2004). Prikladem mtze byt X. leavis, ktery ma
diploidni genom, ale téméf dvojnasobny pocet chromozomi nez také diploidni X. tropicalis,
piredpoklada se, Ze v evoluci doslo k allotetraploidizaci a nasledné doslo k opétovnému obnoveni
meiotického parovani (Session et. al, 2016) . Kromé polyploidiza¢nich udalosti ovlivnila evolu¢ni
vyvoj zab i bifurkace. Pfedek da vzniknout populacim, které postupem vyvoje dosdhnout
znacnych odliSnosti, tyto odliSnosti mohly nastat diky fyzickym prekazkam geografického
rozptyleni jedinct (Ben ]. Evans, 2008). I presto vSak nejsou evolu¢né natolik vzdaleni a mize

dochazet k jejich krizeni tzv. retikulace (Ben J. Evans, 2008).
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Na obrdzku 5 je podle
publikace Ben J. Evans et al,
(2015) prevzat a upraven
fylogeneticky strom druht
drdpatek. Symboly pred jmény
znacdi jejich ploidie. Bilé kruhy
vyznacuji allopolyploidizace,
cervené  kruhy  vyznacluji
zndme predky a  kriZe

vyhynulé.

Dalsi polyploidni zastupce obojzivelnikd nalezneme u axolotlti (Bi & Bogart, 2006).

Mnoho polyploidnich zastupci nalezneme také u ryb. Nékteré polyploidni druhy ryb

(napriklad Karas stribfity) vznikly diky partenogeneze, ktera je ¢asto spojena s hybridizaci (C.

Song etal,, 2012).

Mezi plazi nalezneme polyploidniho zastupce z rodu bicochvostti (Wright & Lowe, 1968).

Studie Wright & Lowe, 1968 uvadi dalsi zastupce polyploidnich organismi mezi

ploSténci, hlisticemi, krouzkovci (naptiklad roupcoviti (Christensen, 1961)) , mékkysi, hmyzem

(napt. nékteri zastupci brouki a stejnokiidlych).

V studii Gallardo, Kausel, Jiménez, Bacquet, & Gonzalez, 2018 jsou, i pres piivodni

piredpoklad neudrzitelnosti polyploidi u savcti, uvedeni jejich zastupci zijici na izemi Afriky a to

radu hlodavci ¢eledi osmakoviti.
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Cytogenetické metody zabyvajici se detekci chromozémovych prestaveb a

polyploidizac¢nich udalosti

Pruhovani
Bézné pouzivanou metodou pro barveni a vizualizaci jednotlivych chromozému. Podle

pouzitého barveni nebo zptsobu barveni rozliSujeme:
G-pruhovani (barveni pomoci Giemsového roztoku a ptisobeni trypsinu)
Q-pruhovani (barveni fluorescen¢nimi barvivy)

R-pruhovani (pismeno R zde znaci reverse neboli obracené oproti G, toho se docili pomoci

plisobeni vysoké teploty pred samotnym barvenim)
C-pruhovani (vizualizace konstitutivniho heterochromatinu)
NOR-barveni (pri kterém se navazuje stiibro na aktivni mista organizatort jadérek)

Barveni pomoci antibiotik, jako jsou naptiklad mitramycin, olivomycin a chromomycin, tyto latky

se vyznacuji preferenci vazby k tisekiim bohatym na G-C pary.

Pomoci této metody 1ze detekovat morfologické rozdily chromozémi. Naptiklad C-pruhovani ndm
vizualizuje konstitutivni heterochromatin, ktery se vyznacuje repetitivnimi sekvencemi. Tyto
sekvence mohou mit pfi porovnavani homolognich a homoeolognich part chromozému po

polyploidizaci rozdilné umisténi (Knytl et al., 2017) prave v disledku prestaveb chromozému.

FISH

FISH neboli fluorescencni in situ hybridizace je metoda, ktera se vyuziva pro vizualizaci
nami vybraného genu nebo useku DNA. Principem je vazba sondy na komplementarni isek DNA,
ktery chceme pomoci FISH vizualizovat. Sonda je fluorescen¢né znacena a lze ji pozorovat pod
fluorescenénim mikroskopem. Tuto metodu lze také vyuZit pro vizualizaci RNA. Metody barveni
zaloZené na sondach umoznuji srovnani karyotypt rtiznych fylogenetickych skupin (Pawlina &

Bugno-Poniewierska, 2012).
FISH-TSA

Zkratka TSA znamena Tyramide Signal Amplification, slouzi k svételné mikroskopické
vizualizaci antigend a nukleovych kyselin, respektive fluorescenci a enzymatické vizualizaci
(Raap, 1998). Pii této metodé se pouzivaji cDNA sondy. Technika FISH-TSA umoznila presnou
lokalizaci genii v genomu X. tropicalis (Krylov, Tlapakova, & Macha, 2007) a také sestaveni
genetické mapy X. tropicalis (Wells et al, 2011). Tuto metodu lze aplikovat pti detekovani

chromozémovych prestaveb diky vizualizaci jednotlivych gentli a pfi vzajemném porovnavani
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diploidnich a polyploidnich druhti mizeme predpovidat i evolu¢ni souvislosti béhem

polyploidizace na zakladé zmény umisténi konkrétnich gent na chromozémech.
Zoo-FISH

Jedna zhlavnich metod, kterd umoziiuje porovnat podobnosti a rozdily v organizaci
genomu (Pawlina & Bugno-Poniewierska, 2012). Tato metoda se stala hlavnim ndastrojem pro
urCeni urovné konzervatismu chromozomi (Pawlina & Bugno-Poniewierska, 2012). Tato
technika pouziva specifické barvici sondy (WCP neboli celo-chromozémové sondy) k nalezeni
komplementarity chromozému jinych druhti (Machado et al., 2018). Takto dokaZeme zjistit, které

Casti chromozoému jsou stejné, které rozdilné.

Ve studii Pontes et al., (2004) bylo za pomoci vizualiza¢ni metody FISH zjisténo, Ze u husenicku
(Arabidopsis suecica) doslo ke ztraté, zisku nebo chromozomalnim prestavbam NOR a 5S lokusu
tésné po allotetraploidizaci genomu a to poté vedlo k chromozomalnim zménam, z nichzZ nékteré
jsou k nalezeni v ptirodé. Diky cytogenetickym metoddm bylo moZno pozorovat strukturni
zmény genomu jako jsou delece, inserce, duplikace a translokace i u dalSich rostlinnych
zastupcu, napiiklad tabak a také translokace u allotetraploidniho druhu ovse (C. Song et al.,

2012).

Studie Knytl et al. (2017) odhaluje cytogenetické charakteristiky u tetraploidni drapatky
Xenopus mellotropicalis a porovnava je s pribuznou diploidni drapatkou X. tropicalis a
tetraploidni drapatkou X. epitropicalis. Zoo-FISH analyza vyuzivajici XTR 9 (X. tropicalis
chromozdm cislo 9) WCP dokazala, Ze konstitutivni heterochromaticky blok z chromozému 9 u
piredka se nachazi na chromozémech 2a a 9b u X. mellotropicalis. Tento vysledek miiZe byt
vysvétlen existenci dvou diploidnich predkd, prvni predek by odpovidal X. tropicalis, ktery ma
konstitutivni heterochromatin na chromozdému ¢islo 9 a druhy, pravdépodobné jiz vyhynuly
piedek, mél konstitutivni heterochromatin na chromozému cislo 2. Allotetraploidizace by pak
umoznila vnik predki tetraploidnich drapatek X. mellotropicalis a X. epitropicalis. V takovém
pripadé by rozdilné umisténi konstitutivniho heterochromatinu na chromozémech 2a a 9b bylo

zpusobeno translokaci u diploidnich predka.

GISH, CGH

Genomova in situ hybridizace (GISH) a komparativni genomovéa hybridizace (CGH) jsou
metody piibuzné metodé FISH. Jako sondy se vyuziva genomova DNA (gDNA), ktera je pripravena
z pribuznych druht sledovaného organismu. Komparativni genomova hybridizace pracuje na
principu hybridizace dvou rtzné znaCenych sond na chromozém. Jedna barva odpovida
chromozémové vybavé téhoz chromozdému, na ktery hybridizujeme a druhou barvou je znacena

DNA z vySetifovanych bunék. CGH umoziiuje vySetieni celého genomu v jedné hybridiza¢ni reakci

13



a neni pfi ni zapotiebi kultivace bunék. Tyto metody odhaluji delece a amplifikace genomu,
nevyhodou vsak je, Ze metoda CGH Spatné odhaluje balancované zmény (v pripadé translokaci a

inverzi).

Studie Bogart, Bartoszek, Noble, & Bi, 2009 uvadi, Ze GISH metoda ma velké uplatnéni v
identifikaci genomové evoluci unisexualnich organismi. Ve studii Majtanova et al., 2016 vyuzili
metodu GISH pri detekci genomil diploidnich a triploidnich rybovitych obratlovcd,
rozmnoZzujicich se asexudlné. Diky ¢ervenému a zelenému barveni genomt mohli priradit, ktera
haploidni sada genti patri konkrétnimu predkovi. Karyotypy téchto zivocichli byly jednotné bez
ohledu na stafi jejich ptivodu, a to naznacuje dlouhodobou stabilitu karyotypt téchto asexualné
se rozmnozujicich organismi. Tato metoda se ukazuje jako vhodna a rychla pro zjisténi shod
v genomech diploidnich a polyploidnich organismli jednoho druhu. Shoda miize vést
k predpokladu, Ze se jedna a predka a ptipadné odchylky genomu mohou odhalit chromozémové

prestavby, které miizeme dale a podrobnéji zkoumat metodou FISH.
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Zavér

Tato prace priblizuje, jak pomoci cytogenetickych technik lze odhalit pritomnost
polyploidiza¢nich udalosti ¢i chromozémovych prestaveb. Také popisuje mechanismy nékterych

téchto prestaveb a pribliZuje rozmanitost zastupct polyploidnich druhi.

Zmnoha publikaci je jednoznatné odvoditelné, Ze polyploidizacni udalosti jsou
doprovazeny nékterymi chromozémovymi pirestavbami souvisejici s nestabilitou znasobeného
genomu. Naroc¢néjsi je ovSem posoudit, zda-li procesy polyploidizace a konkrétni translokace

vznikaly zavisle ¢i nezavisle na sobé.

V nékterych studiich uvedenych v praci jiz byla souvislost polyploidizacnich udalosti
nasledovana prestavbami chromozému dokazana a popsana, a to prevazné diky metodam
fluorescencni in situ hybridizace. U mnoha polyploidnich druhii je vsak stale velky prostor
k rozklicovani podstaty souvislosti polyploidizacnich udalosti s translokacemi ¢i dalSimi
chromozémovymi prestavbami. Timto smérem by se také mohly ubirat dalsi prace zaloZené na

této reSersi.
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Seznam zkratek

CGH Comparative genomic hybridization Komparativni genomova hybridizace

DSB Double-strand break Dvou-retézcovy zlom

GISH Genomic in situ hybridization Genomova in situ hybridizace

NHE] Non homologous end joining Spojovani nehomolognich koncti

HR Homologous recombination Homologni rekombinace

DNA-PK DNA-dependent protein kinase DNA dependentni protein kinaza

DNA-PKcs DNA- dependent protein kinase catalytic | Katalyticka podjednotka DNA-PK
subunit

WCP Whole chromosome probes Celo-chromoz6mové sondy

WGD Whole-genome duplication Celo-genomova duplikace

FISH Fluorescent in situ hybridization Fluorescen¢ni in situ hybridizace
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