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Uvod

Determinace pohlavi je jednou z klicovych otdzek vyvojové biologie. Rtzné typy
determinace pohlavi, od environmentalniho po genetické, byly dopodrobna studovany
u Siroké skaly organismt. Stale vSak nejvice pozornosti pfitahuji systémy genetické a to
predevsim ty zalozené na existenci pohlavnich chromosomt. Nejlépe charakterizovan je
Y dominantni typ determinace pohlavi se dvéma chromosomy X pfitomnymi u samic
a X a'Y chromosomy u samct. Pfedpoklada se, Ze pohlavni chromosomy savci se vyvi-
nuly postupnou diferenciaci paru autosomtl. Vzajemna diferenciace paru autosomti zacala
nejspiS hromadénim antagonistickych genil zapojenych do procesii sex determinace na
jednom ¢i druhém chromosomu, coz mélo za nasledek ztratu homologie a zastavu rekom-
binace v urCité oblasti ptivodné¢ homolognich chromosomi. Tato piechodna stadia ve
vyvoji pohlavnich chromosomi se oznacuji jako proto-X a proto-Y chromosomy (Ellis
1998). Proces diferenciace byl zptsoben ichromosomalnimi piestavbami - delecemi
a inzercemi riznych DNA sekvenci, inversemi a translokacemi ¢asti proto-sex chromo-
somi (Lahn a Page 1999). Tento pfedpoklad je ziejmé platny i pro evoluci pohlavnich
chromosomu rostlin. Z analyz srovnavajicich strukturu pohlavnich chromosomii rostlin
a zivocichti vyplyva, Ze pohlavni chromosomy rostlin vznikly daleko pozdéji v pribchu
evoluce a poskytuji tedy jedinecnou prilezitost studovat uréité kroky vyvoje pohlavnich
chromosomt, ke kterym u ZivocisSnych systémt jiz pfistup nemame.

Model Silene latifolia

Jednim z nejlépe prostudovanych rostlinnych modeli z hlediska sex determinace je
Y aktivni systém S. latifolia. Determinace pohlavi u S. latifolia ptitahuje pozornost védci
uz od zacatku 20. stoleti, ale teprve poslednich 10 let je diky identifikaci molekularnich
markertt mozné realizovat analyzy pohlavnich chromosomu. Prvni aktivni geny lokalizo-
vané na rostlinném chromosomu Y byly identifikovany prohledavanim sam¢i cDNA kni-
hovny. Timto zpisobem bylo izolovano pét gend vazanych na Y chromosom (S/YI-5)
(Delichere et al. 1999). Pti podrobngjsich analyzach bylo zjisténo, Ze tfi z téchto péti
gentl, SIXI, SIX3 a SIX4 maji své homology také na chromosomu X (Delichere et al.
1999; Atanassov et al. 2001). Dalsi z genti, gen DD44, byl izolovan metodou differential
diplay. Jeho lokalizace na X a Y chromosomech S. /atifolia byla prokazana fluorescencni
in situ hybridizaci (Moore et al. 2003). Identifikace molekularnich markerti na hetero-
morfnich pohlavnich chromosomech S. latifolia poskytla piilezitost sledovat evoluci po-
hlavnich chromosomt v ramci celého rodu Silene. Dosud nejlépe charakterizovanné geny
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majici své homology na chromosomu X - geny S/Y1, 3, 4 a gen DD44, byly vybrany pro
nasi analyzu.

Srovnavacim mapovanim téchto markerovych geni na pohlavnich chromosomech
dvoudomych rostlin (S. latifolia, S. dioica, S. diclinis) a na autosomech gynodioecickych
(S. noctiflora) a hermafroditnich (S. conica) druhli, mizeme ziskat informace pottebné
k zodpovézeni nejcastéji kladenych otazek souvisejicich s evoluci pohlavnich chromosomi.
Ktery z paru autosomd stal na pocatku vyvoje pohlavnich chromosomi? K jakym pte-
stavbam (inzercim, delecim, translokacim, inversim) doslo v pribéhu vyvoje pohlavnich
chromosomti? Je ptivod pohlavnich chromosomi v ramci rodu Silene monofyleticky?

Rod Silene je velmi vhodnym modelem ke studiu evoluce pohlavnich chromosomi,
zvlaste diky ptitomnosti druhi s rozdilnymi zplsoby reprodukce. Predpoklada se, ze po-
hlavni chromosomy dvoudomych druhti maji svlij ptivod v autosomech druhti herma-
froditnich. Za prechodné stadium mezi hermafroditismem a dioecii je povazovana gyno-
dioecie (Westergaard 1958, Degreave 1980, Desfeux et al. 1996). Proto jsme pro nase
analyzy vyvoje pohlavnich chromosomil rodu Silene vybrali tésné sousedici druhy se
zminénymi reprodukénimi systémy - dvoudomé druhy (S. latifolia, S. dioica a S. diclinis)
spolu s druhem gynodioecickym (S. noctiflora) a hermafroditnim (S. conica). Fakt, Ze
vSechny druhy maji stejny pocet chromosomui (2n=24) nam tyto analyzy do zna¢né miry
usnadnuje. Pfi vybéru druhti jsme vychazeli z fylogenetického stromu rodu Silene sesta-
veného na zéklad¢ ITS sekvenci rDNA (sekvenci mezernik v genech pro ribosomalni
DNA) (Desfeux 1996; Obr.1).

Obecné je mozné mapovani genll na chromosomech provadeét fyzikalné a geneticky.
Pro sestrojeni fyzikalnich map se v nasi laboratofi vyuzivd metoda fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Pro genetické mapovani ¢ty markerovych genli na chromosomech
vybranych druhti Silene jsme se rozhodli vyuzit metody zalozené na stanoveni frekvence
rekombinace mezi geny.

Fyzikalni mapovani markerovych geni u Silene latifolia

Vyhodou FISH jako metody k mapovani pohlavnich chromosomt je moZnost mapovat
geny jak na X tak na Y chromosomu. S/Y - geny, stejn¢ jako gen DD44 jsou lokalizovany
v nerekombinujici oblasti Y chromosomu S /latifolia, a proto metody zalozené na sledo-
vani frekvence rekombinace pro mapovani Y chromosomu u tohoto druhu nemiizeme
pouzit. Dalsim ptinosem této metody je vizualizace pozice markerovych genil, moznost
orientace mapy vzhledem k ramenim chromosomu a korekce vypoctl vzdalenosti mezi
jednotlivymi geny, které mohou byt genetickym mapovanim zkresleny. Komplikovana
ptiprava vhodnych sond pro FISH ndm vsak dosud umoznila lokalizovat touto metodou
pouze gen DD44 (Moore 2003; Lengerova et al. in press).

Genetické mapovani

Genetické mapovani je zalozeno na stanoveni frekvence rekombinace mezi geny.
Podstatou rekombinace je meioticky crossing-over, probihajici mezi homolognimi
oblastmi chromosomi. Z tohoto faktu vyplyva, ze geneticky je mozné mapovat pouze geny
lokalizované na autosomech, X chromosomech a geny lokalizované v pseudoautosomalni
oblasti Y chromosomu.
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Obr. 1. Fylogeneticky strom rodu Silene sestaveny na zakladé ITS sekvenci rDNA 22 druhti Silene
(podle Desfeux et al. 1996). Na prvni pohled je z fylogenetického stromu zfejmé, ze v ramci 22
vybranych druhti Silene je gynodioecie nejrozsitenéjsi reprodukéni strategii. Kromé druhid gynodi-
oecickych zde pozorujeme existenci dvou vzdalenych skupin dvoudomych druhti (skupina A a B),
které sousedi vzdy s jednim druhem hermafroditnim (S. galica resp. S. conica). V nasi studii vyvo-
je pohlavnich chromosomil jsme se zaméfili na skupinu B dvoudomych druhd — S. latifolia,
S. dioica, S. diclinis, hermafroditni druh - S. conica, a gynodioecicky druh - S. noctiflora

Obecné plati, ze pravdépodobnost crossing-over mezi geny je mirou vzdalenosti mezi
geny na chromosomech. Vzdalenosti mezi geny jsou na genetické mapé vyjadiovany
pomoci mapovych jednotek, pficemz jedna mapova jednotka, oznacovana jako centimor-
gan, odpovida jednomu procentu rekombinace. V pfipadé, Ze jsou geny od sebe dostatec-
n¢ vzdalené, mize mezi nimi dojit ke dvéma i vice crossing-over. Pokud druhy cros-
sing-over vraci geny na chromosomech zpét do vychozi pozice, stavaji se oba cros-
sing-over nedetegovatelnymi. Na vysledné genetické mapé se tato skuteCnost projevi
zmenSenim vzdalenosti mezi geny oproti vzdalenosti realné. Naopak existence oblasti
chromosomtl, ozna¢ovanych jako ,horka mista* rekombinace (%ot spots), ve kterych de-
tegujeme vyrazné vice crossing-over nez v oblastech jinych, mapovou vzdalenost mezi
geny oproti realné vzdalenosti zvétSuji. Vzdalenost mezi geny stanovena na zakladé frek-
vence rekombinace je tedy ozna¢ovana za vzdalenost relativni.
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Genetické mapovani gent SIX7, SIX3, SIX4 a DD44 na chromosomech druht Silene

Pro srovnavaci mapovani Ctyf vybranych markerovych gent, SiX1,3,4 a genu DD44
na X chromosomech S. latifolia a chromosomech S. dioica, S. diclinis, S noctiflora
a S. conica jsme zvolili vySe popsanou metodu zalozenou na stanoveni frekvence rekom-
binace mezi geny. Pfed vlastni analyzou bylo nejprve nutné rozlisit dvé alely kazdého
mapovaného genu u vSech vybranych druhi tak, aby bylo mozné sledovat priib¢h cros-
sing-over. Mapovaci populace byly pfipraveny kiizenim samici rostliny heterozygotni pro
vSechny Ctyfi markerové geny se samci rostlinou s nahodnou, avsak znamou kombinaci
alel v téchto genech. U kazdého jedince z potomstva tohoto kiiZeni byla sledovana kom-
binace alel ve vSech Ctyfech lokusech, stanovena frekvence rekombinace mezi geny, vy-
pocitany relativni vzdalenosti a sestaveny genetické mapy.

Hledéni sekvencnich rozdilth mezi alelami markerovych genti

V ptipadé€ S. latifolia, kde jiz byla metodou Southernovy hybridizace ovétena lokali-
zace vSech markerovych gend na chromosomu X, jsme hledali sekvencni rozdily mezi
dvéma alelami genti lokalizovanymi na X chromosomech pomoci PCR metody s vyuzi-
tim X-specifickych primerd. V pfipadé genu S/IX4 se nam podafilo rozlisit jeho dvé alely
pouze touto PCR reakci, na zakladé rozdilné velikosti produkti amplifikace. U gent
SiX1, SIX3 a DD44 byly specifické PCR produkty sekvenovany a teprve na zaklade téch-
to sekvenci jsme urcili rozdily mezi alelami. Sekvence alel se liSily v mistech, ktera se
shodovala s rozpoznavacimi misty pro restrikéni enzymy. Alely jsme proto detegovali
restrikéni analyzou.

U S. dioica, S. diclinis, S. noctiflora a S. conica, u kterych nezname piesné sekvence
markerovych genti, nemame k dispozici ani X-specifické primery. Vychazeli jsme proto
z primeri navrzenych pro S. latifolia. U S. dioica bylo mozné alely genti SIX 1 genu DD44
odlisit stejné jako u S. latifolia sekvenaci PCR produktu a restrikéni analyzou. U ostatnich
jmenovanych druhd vSak musime nejprve metodou RACE PCR (rapid amplified ¢cDNA
ends) na samic¢i cDNA amplifikovat 3 konce mapovanych gent, které jsou obecné pova-
Zovany za nejvice polymorfni mista, produkty reakce klonovat do vektoru pGEMT-easy
a sekvenovat. Ziskané sekvence jsme srovnavali a hledali rozdily mezi alelami. V mapo-
vanych populacich rostlin jsme alely opét detegovali restrikéni analyzou.

Genetické mapovani markerovych gentii na chromosmu X Silene latifolia

Poté co byly nalezeny vzdy dv¢ alely vSech markerovych gent a kiiZzenim pfipravena
populace potomstva, bylo provedeno vlastni mapovani. Pomoci PCR (pro gen SIX4)
a restrikéni analyzy PCR produktid (pro geny SIX1, SIX3 a DD44) byly stanoveny genoty-
py jednotlivych rostlin mapovaného potomstva. Samici genotypy mohly byt ptimo pouzi-
ty pro vypocet frekvenci rekombinace, zatimco sam¢i genotypy, které jsou v dusledku
ptitomnosti pouze jednoho X chromosomu v hemizygotnim stavu, je nutné pomoci zpét-
ného kfizeni ptevést do stavu dvou chromosomti X. Takto upravena data byla vlozena do
programu JoinMap verze 1.4., ktery pak urcil procento rekombinace mezi kazdym moz-
nym parem analyzovanych gend, stanovil pofadi mapovanych genti a vypocital relativni
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vzdalenosti mezi mapovanymi geny. Tento program na zakladé rekombinacnich frekven-
ci geny rozdéli do vazebnych skupin a v pfipadé, ze jde pouze o jednu vazebnou skupinu,
hodnoty procent rekombinace pievede na mapovou vzdalenost. Pro vypocet vzdalenosti
mezi geny pouziva dvou mapovacich funkci, Haldanovy a Kossambiho. Funkce se od
sebe odlisuji zptisobem piepoctu mapovych vzdalenosti na relativni vzdalenost mezi ge-
ny. Haldanova funkce na rozdil od funkce Kossambiho ptfedpoklada absenci interference
mezi crossing-over béhem meiosy. Pro vétsinu vyssich organismut je Kossambiho funkce,
uvazujici urCity stupen interference, obecn¢ povazovana za presné€jsi. Programem Join-
Map 1.4. je zarovenn vypoctem standardnich odchylek ovéiena statistickd vyznamnost
vysledki.

Genetické mapovani markerovych genii na chromosomech dalSich dvoudomych
druhu, S. dioica a §. diclinis

Analyzy markerovych genti u dvoudomych druht, S. dioica a S. diclinis, komplikuje
fakt, Ze nevime, zda jsou lokalizovany na pohlavnich chromosomech nebo na autoso-
mech. Proto je nutné po nalezeni alel pro kazdy markerovy gen provést segregacni analy-
zu._Segregacnimi analyzami zjistime zda geny segreguji jako geny vazané na chromo-
som X (obr. 2) nebo jako geny vazané na autosomy (obr. 3). Jako reprezentativni vzorek
mapované populace analyzujeme matefskou rostlinu, otcovskou rostlinu a 10 potomka
kfizeni, z toho 5 potomkii samciho a 5 sami¢iho pohlavi.

Na zakladé segregacnich analyz jsme zjistili, ze markerové geny segreguji v popula-
cich téchto dvou druhti jako geny vazané na pohlavni chromosomy, analyzy jsme proto
provadéli stejnym zpiisobem jako u S. latifolia.

P F1
" o x3|d & 333999 29
T -1 |
XX XY
I

Obr. 2. Segregacni analyza genti lokalizovanych na X chromosom. Sekven¢ni rozdil mezi alelami
genu je v tomto pfipadé detegovan metodou PCR a gelovou elektroforézou na zakladé rozdilné
velikosti PCR produkti. V potomstvu saméich rostlin, vzniklych kiizenim heterozygotni samici
rostliny se sam¢i rostlinou nesouci alelu a, nachazime vzdy jen jednu alelu, A nebo a, nesenou
jedinym chromosomem X. V potomstvu samicich rostlin jsou vzdy alely dvé€, od otce dostavajici
alelu a , od matky A nebo a. Samic¢i potomstvo je tedy bud’ heterozygotni (Aa) nebo homozygotni
(aa) pro alelu nesenou sam¢im rodicem.
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Obr. 3. Segregacni analyza genll vazanych na autosomy. Sekvencni rozdil mezi alelami genu je
v tomto pfipadé detegovan metodou PCR anésledné restrikéni analyzou produkt. V saméim
potomstvu nachazime téz heterozygotni konstituce alel (Aa), coz neni v ptipade lokalizace genu na
X chromosomu mozné, kvili pfitomnosti pouze jediného X chromosomu.

Genetické mapovani markerovych genii na autosomech gynodioecické S. noctiflora
a hermafroditni S. conica

Mapovani genti na autosomech S. noctiflora a S. conica se od mapovani na X chromo-
somu S. latifolia 1i8i ptipravou mapovacich populaci, tedy kiizenim rodi¢ovské generace.
U S. noctiflora ptipravujeme mapovaci populace rostlin opylenim samici (matetské) rost-
liny pylem rostliny hermafroditni (otcovské). V ptipadé¢ hermafroditni S. conica, kvili
zajisténi dostatecného stupné polymorfismu, nevychdzime z populaci vzniklych samo-
spraSenim, ale kastraci tyCinek hermafroditniho jedince pfipravime matefskou rodicov-
skou rostlinu a opylime ji pylem jiné rostliny. Pro kontrolu, zda analyzovani jedinci
vznikli skute¢né cizosprasenim, jsme k mapovanym gentim piidali jesté jednu kontrolni
markerovou sekvenci. Kazda z rodi¢ovskych rostlin bude homozygotni pro jednu ze dvou
alel tohoto markeru. Potomstvo kfizeni takovych rodicd, a tedy potomstvo vhodné pro
mapovani markerovych gentd, musi byt v tomto kontrolnim markeru heterozygotni. Sek-
ven¢ni rozdily mezi alelami u téchto dvou druhii hleddme pomoci RACE PCR, tak jak jiz
bylo popsano v predchazejicim paragrafu, a genotypy jednotlivych rostlin potomstva
stanovujeme restrik¢éni analyzou. Vyhodou mapovani gend na autosomech oproti mapo-
vani genll X chromosomu je, ze odpada problém hemizygotniho stavu X chromosomu
u samcich rostlin dvoudomych druhti. Genotypy samiciho i hermafroditniho potomstva
mohou byt pfimo analyzovany programem JoinMap verze 1.4. Stanoveni frekvence re-
kombinace a vypocet vzdalenosti mezi geny se u téchto dvou druhti od genetického ma-
povani S. latifolia, S. dioica a S. diclinis nelisi.

Analyza genetickych map

Poslednim krokem analyz je srovnani ziskanych genetickych map S. latifolia, S. dioi-
ca, S. diclinis, S. noctiflora a S. conica. Srovnavame vzajemné pozice markerovych gent
a vzdalenosti mezi témito geny u jednotlivych druhd. Na zakladé vzdalenosti mezi geny
muZeme usuzovat na piipadné inzerce nebo delece v oblastech mezi jednotlivymi geny
ana zakladé vzijemnych pozic genli odvodime k jakym piestavbam, inversim C¢i
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translokacim mohlo v pribehu evoluce pohlavnich chromosomu dojit. Stanovenim poctu
vazebnych skupin u druht hermafroditnich pak mizeme definovat, zda na pocatku vyvoje
pohlavnich chromosomt stal jeden nebo vice parii autosomd.

Procesy sex determinace u rostlin, nebyly dosud pfesné prozkoumany. Analyzami
pohlavnich chromosomi dvoudomych rostlin a autosomt rostlin gynodioecickych a her-
mafroditnich jsme schopni sledovat mechanismy, kterymi vyvoj probihal v rdmci tohoto
rodu. Fylogenetické analyzy sekvenci SIX a SIY gend probihajici paralelné s mapovanim
jejich pozice na chromosomech, poskytnou dalsi informace potfebné ke stanoveni doby,
kdy doslo ke ztraté rekombinace mezi geny a tedy k diferenciaci X a Y chromosomu.
Spojenim téchto dvou studii vznika komplexni analyza evoluce pohlavnich chromosomu
rodu Silene, ktera mlize ovétit, zda obecné hypotézy vypracované pro savei systémy plati
také u rostlin.
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Strukturni vlastnosti DNA studované pomoci
cirkularniho dichroismu

IvA KEINOVSKA

Biofyzikélni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno, (tel.: 541 517 123, e-mail:
kejnovska@ibp.cz)

Cirkularné dichroicka (CD) spektroskopie

Cirkularni dichroismus DNA vyplyva z asymetrického vrstveni nukleotidi do Sroubo-
vicového usporadani. Proto je CD spektroskopie citliva ke zménam ve vzajemné orientaci
bazi v DNA, a proto je vhodna ke studiu konformacnich zmén dvojité Sroubovice (John-
son et al. 1981). Nukleové kyseliny se stejné jako tada jinych biologicky aktivnich latek
vyznacuji chiralitou, ktera je zplisobena pfitomnosti asymetrickych prvki v téchto mole-
kulach. Makromolekuly mohou byt chiralni, i kdyz jejich nizkomolekularni slozky tuto

189



