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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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Cirkularné dichroicka (CD) spektroskopie

Cirkularni dichroismus DNA vyplyva z asymetrického vrstveni nukleotidi do Sroubo-
vicového uspotadani. Proto je CD spektroskopie citliva ke zméndm ve vzajemné orientaci
bazi v DNA, a proto je vhodna ke studiu konformacnich zmén dvojité Sroubovice (John-
son et al. 1981). Nukleové kyseliny se stejn€ jako fada jinych biologicky aktivnich latek
vyznacuji chiralitou, ktera je zptisobena pfitomnosti asymetrickych prvka v téchto mole-
kulach. Makromolekuly mohou byt chiralni, i kdyz jejich nizkomolekularni slozky tuto
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aktivitu nevykazuji. Pfikladem jsou pravé nukleové kyseliny. Baze opticky aktivni ne-
jsou, ale po vazbé€ na opticky aktivni deoxyribosu (ribosu) se takto vznikly nukleosid
anasledné i nukleotid stava opticky aktivnim. DalSim vyznamnym prispévkem k asy-
metrii je typ usporadani molekuly DNA.

Cirkularni dichroismus je jev vznikajici v disledku rozdilné interakce chiralnich mo-
lekul s elektromagnetickym zafenim kruhové polarizovanym vlevo a vpravo. Pfi priicho-
du opticky aktivnim prostfedim maji pravotociva a levotociva slozka odlisnou rychlost,
a tedy index lomu, coz ma za nasledek stoceni roviny polarizovaného svétla o thel a - op-
tickou rotaci (obr.1 A). Slozky kruhové polarizovaného svétla jsou zarovenn v absorbu-
jicim prostfedi rozdiln¢ absorbovany, coz dava vznik elipticky polarizovanému svétlu.
Tento jev se jmenuje cirkularni dichroismus a je charakterizovan thlem y (obr.1 B),
a nebo v praxi byva Castéji vyjadien rozdilem g - &g.

Obr. 1. Prichod polarizovaného svétla (A) opticky aktivnim prostiedim, (B) absorbujicim opticky
aktivnim prostiedim.

Experimentalni ziskavani spekter CD

Spektra CD SE méfi na relativné nakladnych dichrografech, v nasem piipadé na
dichrografu znac¢ky Jobin — Yvon model VI fizeném pomoci pocitace. Roztok DNA je
ozatovan vlevo a vpravo kruhové polarizovanym monochromatickym svétlem. Rozdil
absorpce obou slozek pii dané vinové délce je fotondsobiCem pifeménén na elektricky
signal, ktery je zpracovan pomoci fazoveé synchronniho detektoru. Vystupem na obra-
zovce pocitace je spektrum CD vynesené jako zavislost rozdilu absorpce vlevo a vpravo
kruhové polarizovaného svétla na vinové délce. Nukleové kyseliny absorbuji svétlo
v ultrafialové oblasti, spektra jsou tedy zaznamenavana v rozsahu 190 - 330 nm. Pfi-
stroj je tfeba kalibrovat za pouziti chemicky cisté opticky aktivni latky se znamym
spektrem CD. Pouziva se isoandrosteron a kyselina kamforsulfonova. Pro optimalni
pomer signal/Sum by mély vzorky mit absorbanci A ~ 0,8, coz odpovida koncentraci
DNA ~ 0,7 mM v kyveté s optickou drahou 1 mm. Rozdil v absorbanci vztahujeme na
molarni nukleosidovy zbytek. Takto miizeme porovnavat rizné dlouhé fetézce DNA.
Kyvety s optickou drahou 0,01 mm az 10 cm poskytuji Siroké koncentraéni rozmezi ke
studiu zavislosti jednotlivych struktur na koncentraci DNA. Kyvety jsou kiemenné, vyso-
ce kvalitni (od fy Hellma), aby nestacely polarizované svétlo. Jsou umistény v kyvetovém
prostoru dichrografu v kovovém drzaku, ktery je mozné temperovat pomoci obé¢hového
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termostatu a Ize métit v rozsahu teplot 0 - 90 °C. Teplotni ¢idlo je umisténo v kovovém
drzaku vedle kyvety. Spektra CD jsou vétSinou zaznamenavana s krokem 0,5 nm za 1 s
(doba snimani jednoho spektra je asi 6 minut). Ke zpracovani namétenych dat se pouziva
program Dichro dodany vyrobcem spolu s pfistrojem.

Vyhody a nevyhody metody

Pro méfteni cirkularniho dichroismu jsou pouzivany specialni valcovité kyvety, riz-
nych optickych drah, které zajistuji vzdy stejnou polohu vzorku v kyvetovém prostoru.
Musi byt naplnény celé, coz umoznuje zméfit spektrum jen v daném prostiedi. Po sestro-
jeni specialniho drzaku jsme mohli zacit pouzivat kyvety pravouhlé, ve kterych rovnéz
stanovujeme koncentraci DNA na UV/VIS spektrofotometru. Timto jednoduchym zptso-
bem jsme nejen snizili spotiebu materidlu, zjednodusili a urychlili manipulaci se vzorky,
ale hlavné dosahli moznosti pridavat do méfeného vzorku indukujici ¢inidla a tak s jed-
nim vzorkem prozkoumat jeho konformacni vlastnosti v §irokém rozmezi experimental-
nich podminek.

Pravé zminénd skuteCnost, Ze mizeme pomoci CD spektroskopie studovat konfor-
macni pfechody DNA v mnoha prostiedich je hlavni vyhodou CD spektroskopie. Dalsi
vyhodou je jeji extrémni citlivost. Moznost métit nizké koncentrace DNA ptedchazi pii-
padnym agregacim, které Casto vznikaji v DNA za extrémnich podminek. Spektra CD
jsou velmi dobie reprodukovatelna.

Nevyhodou metody je slozitost vztahu mezi spektry DNA a jeji konformaci. Dodnes
neexistuji spolehlivé explicitni vztahy, pomoci kterych by bylo mozné z naméfeného
spektra zjistit pfesnou konformaci dané¢ho vzorku. Proto se spektra CD vyhodnocuji pie-
devsim empiricky.

Optimalni experimentalni pfistup predstavuje kombinace spektroskopie CD s nuklear-
ni magnetickou rezonanci, takika absolutni metodou pro urceni konformace DNA v roz-
toku. Pracuje s vysokou koncentraci DNA a ptiprava vzorkd k méfeni je naro¢na, v né-
kterych prostfedich nemozna.

Strukturni vlastnosti trinukleotidovych opakovani

V nasi laboratoii se v posledni dobé zabyvame studiem konformacnich vlastnosti tri-
nukleotidovych motivi (CCG),, (CGG),, (CAG),, (CTG),, (GAA),, (GAC), aj. Tyto mo-
tivy se vyskytuji zejména u vy$sich eukaryot a vyznacuji se délkovym polymorfismem
(Tautz et al. 1986). Vyznam studia vlastnosti téchto motivi vyplyva ze skutecnosti, ze
jejich expanze stoji v pozadi nékterych neurodegenerativnich onemocnéni cloveka
(Ashley a Warren 1995). U zdravého jedince se vétSinou vyskytuje pocet opakovani
v desitkach, u nemocnych pak ve stovkach az tisicich. Prodluzovani opakujicich se moti-
vu velice pravdépodobné souvisi s jejich zvlastnimi konforma¢nimi vlastnostmi (Wells
1996, Kypr a Vorlickova 1997). Motiv (CAG), tvoii velmi stabilni vlasenku, (GAC),
isomerizuje mezi vlasenkou a homoduplexy s paralelnim i antiparalelnim uspofadanim
fetézcll a rovnéz prechazi v levotocivou formu Z (Kejnovska et al. 2001, Vorlickova et al.
2001). (CCQG), tvoii v zavislosti na experimentalnich podminkach vlasenku a dva typy
tetraplext a (CGG), kromé¢ vlasenky tvofi G-tetraplex (Fojtik a Vorlickova 2001). Studo-
vané trinukleotidové motivy tedy mohou nabyvat riznych usporadani vyrazn¢ odlisnych
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od klasického modelu Watsona a Cricka. Studium konformacnich vlastnosti trinukleoti-
dovych opakovani ptispiva k poznani mechanismu jejich expanze v genomech.
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Uvod

Potieba u¢innéjsi analyzy vysoce komplexnich genomi rostlin a Zivocicht, predstavo-
vana Casto genomovymi projekty, vede k zavadéni stale novych sofistikovanych metod
umoznujicich sledovat genomy jako celek a v §irSich souvislostech, pfedevsim evoluc-
nich. Zde bude pojednano o neékterych modernich technikach pouzivanych v nasi labora-
tofi pfi studiu struktury a evoluce pohlavnich chromosomi rostlin, které jsou vsak pouzi-
telné obecné pii studiu genom rostlin. Jedna se o (i) konstrukei a vyuziti BAC knihoven
a dale techniky fyzikalniho mapovani genomt pomoci (ii) FISH s vyuzitim BAC kloni
a (ii1) lokalizaci genti pomoci PCR na tfidénych chromosomech.

Rostlinné BAC knihovny

Pilifem soucasné stukturni genomiky je existence systémti umozinujicich klonovani
dlouhych fragmenti DNA. Patii sem jednak kosmidové vektory dovolujici klonovat
fragmenty o délce desitek kb, jednak vektory typu YAC (yeast artificial chromosome),
BAC (bacterial artificial chromosome) a PAC (Pl-derived artificial chromosome)
s fragmenty o velikosti stovek kb. V soucasné dob¢ se staly klonovacim systémem prvni
volby vektory typu BAC (Schizuya et al. 1992), vyznacujici se oproti difive pouzivanym
vektorim YAC fadou vyhod vyssi stabilitou inzertu, nizkym chimerismem, snadnéjsi
manipulaci. VétSina soucasnych genomovych projektii je na bazi BAC knihoven. Zaklad-
ni kroky pfi konstrukei a vyuziti rostlinnych BAC knihoven jsme popsali diive (Kejnov-
sky 2000). BAC klony umoziuji studovat organizaci sekvenci DNA v $ir§im kontextu,
napt. geny s jejich regulacnimi oblastmi. Lze izolovat ¢asto dlouhé intaktni elementy,
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