BIOLOGICKE LISTY 68 (3): 207-211, 2003

Zpusoby detekce polymorfismu homolognich DNA a jejich vyuziti
pri studiu zmén ve struktuie rodi¢ovskych genomi u modelovych
allotetraploidnich druhi rodu Nicotiana a Tragopogon

ROMAN MATYASEK, KAMILA SKALICKA, ALES KOVARIK

Biofyzikalni tstav AV CR, Laboratof molekularni epigenetiky, Kralovopolska 135, 612 65 Brno,
tel.: 541 517 230, e-mail: matyasek@ibp.cz

Uvod

Vyznam studia polyploidie u rostlin spociva ve zjisténi, ze az 95 % kaprad’orostl a az
80 % krytosemennych rostlin je polyploidnich a navic mnoho ekonomicky vyznamnych
plodin a okrasnych rostlin jsou pfirodni autopolyploidy (vojtéska, brambory) nebo pfiro-
zené allopolyploidy (pSenice, je¢men, kavovnik, fepka, sdja, cukrova titina, tabak, bavl-
na, kosatce, rize, jahodnik, ostruzinik, Svestka, atd) Spojené rodiCovské genomy procha-
zeji po vzniku allopolyploidu casto velmi aktivnim procesem genomové reorganizace,
pravdépodobn¢ v diisledku vzniku novych mezigenomovych interakei, jez jsou umoznény
teprve po spojeni ptivodné oddélenych diploidnich genomi. Tato reorganizace zahrnuje
jak genetické (rychlé a v nékterych pfipadech fizené strukturni zmény zahrnujici ztratu
a znovuobjeveni rodiCovskych sekvenci, jako itvorbu novych struktur DNA ptvodné
nepfitomnych v rodiovskych genomech), tak epigenetické (jadérkova dominance,
umlcovani gend, aktivace mobilnich elementtl) procesy. Tyto zmény pravdépodobné sta-
bilizuji ptivodné nestabilni hybridni genom tim, Ze snizuji obsah homolognich lokust
u homeolognich chromosomtl, jez mohou naruSovat spravné parovani homolognich sek-
venci pfi meiose. Aby mohla byt co nejdiive obnovena fertilita allotetraploidu a tim i jeho
uspésnost, musi tento proces probéhnout rychle. Skutecné, u nékterych modelovych allo-
tetraploidnich rostlin jako je Arabidopsis, Brassica, Aegilops-Triticum jsou nékteré tyto
zmény patrné jiz v diploidni F1 generaci a vétSina z nich probéhne v nékolika malo gene-
racich po tetraploidizaci. Naproti tomu existuji allotetraploidni rostliny, jako je Gossypi-
um a Spartina, jez vykazuji i po mnoha generacich téméf uplnou aditivitu rodicovskych
genomtl. Nelze proto dopiedu predvidat, co se stane s rodicovskymi genomy po vzniku
hybridu, zda prob¢hne rychla a rozsahla reorganizace rodi€ovskych genomi nebo bude
hybridni jadro od zacatku stabilni. Porozuméni molekularnim mechanismim, zahrnutym
jak v rychlych zménach genomu ihned po vzniku nového hybridu, tak i ve stabilizaci
polyploidu béhem nasledné diploidizace je dulezité pro zdokonaleni manipulace s jejich
genomy. Pro dostateCnou charakterizaci chovani obou genomil je Casto tfeba analyzovat
co nejvetsi ¢ast genomu, nebot’ ne vSechny lokusy se chovaji stejné. Jak se bude dany
lokus (sekvence) chovat zalezi zfejme na mnoha faktorech jako je rodiCovsky puvod lo-
kusu; fylogeneticky vztah mezi rodicovskymi genomy; charakter sekvence (délka, pocet
kopii ajejich vzdjemné uspofadani, transkripcni aktivita, druhova specifita vzhledem
k rodi¢tim); poloha na chromosomu jak prostorova (subtelomericka, centromericka) tak
i ve vztahu k jejimu molekularné genetickému okoli (sousedstvi heterochromatinu, pro-
motorovych sekvenci); stupeini ploidie; stadium vyvoje rostliny (Wendel 2000). Pro detek-
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ci téchto moznych potencionalné rychlych zmén je tedy vhodné mit k dispozici jednodu-
ché, ¢asove a finan¢né€ nenarocné metody, jez jsou schopny odlisit homologni, ale ne to-
tozné sekvence DNA, pivodem od jednotlivych rodi¢ovskych genomi, poptipadé dete-
govat zmény v jejich okoli. V nasi laboratofi se zabyvame vyvojem repetitivnich sekvenci
u modelovych allotetraploidt rodt Nicotiana a Tragopogon. Rod Nicotiana (tabak) obsa-
huje ptiblizn€ 70 - 100 druht pfi¢emz ptiblizné 10 z nich je polyploidniho ptivodu a u tii
pomérné starych allotetraploidi N. tabacum, N. rustica a N. arentsii jsou s velkou prav-
dépodobnosti identifikovani i diploidni rodice. Rod Tragopogon (kozi brada) zahrnuje
rovnéz nekolik desitek druhti véetné dvou nedavno (fadoveé desitky let) vzniklych allo-
tetraploidit 7. mirus a T. miscellus.

Pi‘ehled metod vhodnych k rychlé detekci polymorfismu v DNA

Jedno z moznych zakladnich déleni elektroforetickych metod, uzivanych k detekcei
polymorfismu v DNA, je zalozeno na stupni struktury DNA, jejiz zména je detegovana
(seznam metod), /vyhody/, {nevyhody}:

primarni struktura (restriction fragment length polymorphism - RFLP, rizné typy PCR
- polymerase chain reactions), /snadno proveditelné/, {ne vzdy se podati detegovat exis-
tujici polymorfismus};

sekundarni a terciarni struktura (single strand conformational polymorphism - SSCP,
denaturing gradient gel electrophoresis - DGGE, heteroduplex analysis - HDA, dsDNA
conformation analysis - DSCA, cleavage fragment length polymorphism - CFLP), /vyssi
pravdépodobnost detekce polymorfismu/, {vyssi pozadavky na technické vybaveni}
jsou zaloZeny na zpUsobu detekce (seznam), /vyhody/, {nevyhody}:

molekularni hybridizace se specifickou sondou (RFLP, DGGE, SSCP, HDA, DSCA),
/vys$si ptesnost, reprodukovatelnost a spolehlivost, sila méfeného signalu je viceméné
umérna obsahu studované sekvence - moznost kvantitativniho stanoveni, mozna rehybri-
dizace s vice sondami/, {nutnost pfenosu na membranu, pouziti znac¢ené sondy }

amplifikace pomoci PCR s pouzitim specifickych (PCR, PCR-RFLP, PCR-SSCP,
PCR-DGGE, PCR-HDA, PCR-DSCA, PCR-CFLP), nebo nespecifickych (RAPD — ran-
dom amplified polymorphic DNA, AFLP - amplified fragment length polymorphism,
MSAP - methylation sensitive amplified polymorphism) primerd, /jednoduchost tj. neni
potfeba znacit DNA a pfenos na membranu a v piipadé RAPD a AFLP neni nutna znalost
sekvence, amplifikaci cDNA Ize analyzovat zmény v expresi prislusného lokusu/, {nelze
snadno kvantifikovat coz mlize v extrému vést k tomu, Ze se amplifikuje pouze Cast ho-
molognich sekvenci pfitomnych v genomu ve vice kopiich}. PCR metody, jez vyuzivaji
nespecifickych primerd detekuji obecné zmény v rozsahlejsi oblasti genomu a tyto je nutno
nasledné dale specifikovat napiiklad pomoci sekvenovani nebo molekularni hybridizace.

Princip a popis jednotlivych zakladnich metod, naroc¢nost, tipy, triky
RFLP

Je zaloZena na pfitomnosti/neptitomnosti cilovych mist pro restrikéni endonukleasy
(RE) v dané oblasti genomové DNA, pricemz piritomnost/nepfitomnost restrikénich mist
je ovlivnéna bodovymi mutacemi. Metoda je velmi jednoducha a reprodukovatelna, ale je
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schopna postihnout pouze ty zmény, jez postihuji cilova mista pro RE. Pro rychlou
a uspesnou detekcei polymorfismu je tedy nutno hned ze zacatku pouzit vice RE se Ctyt-
nukleotidovymi cilovymi misty a teprve na zaklad¢ téchto vysledkt Ize lokus jemnéji
mapovat pomoci RE s vice nukleotidovym cilovym mistem. Vzhledem k tomu, Ze rost-
linny genom obsahuje vysoky obsah 5-methylcytosinu a mnohé RE jsou citlivé k jeho
pritomnosti v cilovém mist¢, je nutno volit pro genetické analyzy methylacné necitlivé
RE. Pouzitim methyla¢né citlivych RE, nejlépe v kombinaci s jejich necitlivymi isoschi-
somery (bohuzel existuje velmi malo takovych dvojic jako jsou Sau 3AI-Mbo I, Bst
NI-Eco RIl, Hpa 11-Mspl), 1ze analyzovat zmény v methylacnim stavu lokusu a tedy sle-
dovat epigenetické zmény. Pii analyze jinymi metyla¢n¢ citlivymi RE je nutné zjistit, zda
porovnavané lokusy dané misto obsahuji a to nejlépe St€penim piislusného PCR produktu
danou RE. Stépné produkty (genomova DNA, specificky PCR produkt) jsou déleny b&z-
nou horizontalni agarosovou elektroforézou a detegovany molekularni hybridizaci nebo
v pripad¢ §tépeni specifického PCR produktu pfimo barvenim.

SSCP (Orita et al. 1989)

Vyuziva skute¢nosti, Ze na rozdil od dvouvlaknové dsDNA, jednovlaknové fragmenty
ssDNA tvofi snadno terciarni strukturu zavislou na potadi nukleotidi v dtsledku rizného
poctu parovanych bazi uvnitt vlakna. Tedy, jak navzajem komplementarni vlakna, tak
homologni vlakna s malymi zménami (v¢etné jediné bodové mutace) v nukleotidové sek-
venci mohou, ale nemusi, vykazovat odlisné pohyblivosti pfi nativni polyakrylamidové
gelové elektroforéze (PAGE). Tercidlni struktura jednovlaknové DNA vSak miize byt
ovlivnéna nejriznéj§imi fyzikalnimi podminkami jako je napf. teplota, pH, iontova sila
a hydrofobnost prostfedi, a proto citlivost SSCP zalezi na téchto (a mnoha jinych) pod-
minkach. I kdyz jsou znama jistd empiricky zjisténa voditka pro vybér separacnich pod-
minek pro sekvencni varianty daného lokusu, neni stile mozné s jistotou predpovedét,
zda ur€itd mutace mize byt za danych podminek zjistitelnd a je proto nékdy nutné pod-
minky pro uspé$nou detekci polymorfismu empiricky zjistit. Usp&snost detekce mutaci
u PCR-SSCP je obecné vyssi nez 80 % pro jeden béh u fragmentu krat$itho nez 300 pb.
Protoze uspésnost neni 100 % ni, absence polymorfismu prouzki jesté nemusi znamenat,
7ze DNA nejsou polymorfni. V porovnani s jinymi metodami je u této metody relativné
nizka citlivost k detekci G-C zamén.

dsDNA fragment urceny k analyze se pfipravuje Stépenim genomové DNA pomoci
vhodnych RE nebo pomoci PCR se specifickymi primery. Citlivost SSCP je optimalni
pro fragmenty vrozmezi 100 az 300 pb, ikdyz iupodstatn¢ delSich fragmentd lze
v nékterych specialnich ptipadech polymorfismus uspésné detegovat (viz. nize), jinak Ize
prilis dlouhé fragmenty PCR produktd zkratit St¢penim vhodnou RE. ssDNA se pak pfi-
pravi bud’ tepelnou denaturaci dsDNA v pfitomnosti latky zabranujici renaturaci (forma-
mid, DMSO), nebo pomoci asymetrické PCR, kdy jeden primer je pfitomen ve velkém
nadbytku. Vyhodou denaturace dsDNA je jednoduchost, nevyhodou je mnohdy pomérné
rychla renaturace vzorku v pocatecnich stadiich elektroforézy a tudiz nutnost rychlého
nanéSeni vzorku, dostateéné ziedéného a za chladu. Nevyhodou asymetrické PCR je po-
mérn€ obtizné stanoveni optimalnich podminek. Jako nosice se pro vlastni elektroforézu
pouziva nejCastéji akrylamidového gelu. VEtsSinou (ale ne vzdy) plati, Ze ¢im je gel hustsi
tim jsou relativné vétsi rozdily v pohyblivostech jednotlivych konformerti, pficemz rov-
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néz stupen zesitovani gelu hraje urcitou roli. Pro fragmenty kratsi nez 200 pb doporucuji

15 % gel zesitovany 44 : 1, pro delsi fragmenty (nad 300 pb) 1ze doporucit gel 7 - 10 %.

Pro stanoveni optimalni délky elektroforézy je nutno upozornit na fakt, ze ¢im delsi

fragment DNA tim se ssDNA pohybuje relativné pomaleji vzhledem k dsDNA pii¢emz

plati, Ze ptiblizné stejnd pohyblivost je u fragmentt délky ptiblizné 100 pb. Lze pouzit
1jiné gelové matrice jako je MDE (mutation detection enhancement), GeneAmp, Hydro-
link gels jakozto i agarosovych gelii pro specialni pfipady jako je napf. rozliSeni minisate-
litnich isoalel az do délky fragmentu 7 kb. Zda se, Ze pro kazdy fragment DNA o urcitém
obsahu GC a sekvenci existuje optimalni teplota, pii niz se nejlépe projevi polymorfis-
mus. Tuto teplotu je vSak nutno empiricky zjistit a proto se vétSinou pouziva nizsi teplota
(4 - 10 °C) z divodu vétsi pravdépodobnosti vzniku stabilni terciarni struktury, ale mohou
byt ptipady, kdy lepsich vysledkd dosahneme pii teploté vyssi. Je vhodné pouzit co nej-
vysS8i napéti, které jesté nezptisobuje zahiivani gelu (napétovy gradient by nemél piesah-
nout 8 V.cm™). Zmén v pH, iontovém sloZeni, poptipadé permitivité elektroforetického
prostfedi mize byt dosaZzeno zménou pufru nebo jeho koncentrace a/nebo piidavkem
inertnich neiontovych komponent jako napt. glycerolu (5 - 10 %) nebo sacharosy (10 %),
které zvysuji citlivost detekce u fragmentd s vysokym obsahem GC. Pii pfimé analyze
genomové DNA se detekce provadi pomoci molekularni hybridizace se znacenou speci-
fickou sondou. Detekce PCR produktd se provadi bud’ barvenim gelu ethidiumbromidem

(protoze ethidiumbromid je interkala¢ni €inidlo neni barveni ssDNA pfili§ ucinné), stiibr-

nymi ionty apod./, nebo se mohou pouzit riizné¢ znacené primery pro PCR a ty detegovat

autoradiografii nebo fluorescenci.
Varianty SSCP:

MS-SSCA (methylation-sensitive single-strand conformation analysis) umoziuje detekci
zmén methylace cytosinti v daném lokusu. Bisulfitova modifikace DNA a nasledna PCR
amplifikace za pouziti primert specifickych pro bisulfitem modifikované sekvence ma
za nasledek pfeménu cytosinli na thyminy, kdeZto methylované cytosiny zistavaji ne-
zménény. Vysledkem modifikace je vytvoreni sekvencnich rozdili mezi methylovanymi
a nemethylovanymi vzorky, jez mohou byt odliSeny pomoci SSCP.

rSSCP (RNA-SSCP). Protoze RNA-RNA parovani je stabilnéjsi nez DNA-DNA parovani
muize sSRNA nabyvat vét§iho poctu stabilnich konformacnich struktur a tedy byt citli-
veéjsi ke zmeénam sekvence a tudiz miize detegovat zmény, jez klasickd SSCP nebyla
schopna detekovat (napfiklad lze efektivné jednorazové analyzovat podstatn¢ delsi
ken naptiklad vnesenim RNA polymerasovych promotort a proto se vyuziva vyjimecné.

REF-SSCP (restriction endonuclease fingerprinting). Kombinaci RFLP a SSCP deteku-
jeme mutace na zakladé vzniku/ztraty restrikénich mist a/nebo anomalni pohyblivosti
fragmentl. Tedy jde o elektroforézu né€kolika dsDNA fragmentli v jednom b¢hu.

HDA (Nagamine CM et al. 1989)

Vyuziva rozdilu v pohyblivostech homoduplexu a heteroduplexu DNA pfi elektrofo-
réze. Dvé srovnavané DNA jsou smichany, denaturovany a ponechany renaturovat. Je
srovnavan elektroforetickd pohyblivost vzniklého heteroduplexu s pivodnimi vzorky
(homoduplexy). Mtze se pouzivat v kombinaci s SSCP na jednom gelu ¢imz Ize dosah-
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nout témeét 100 %-ni uspesnosti pii detekci polymorfismu a v podstaté plati totéz co bylo
feceno u SSCP metody. Pro zvyseni citlivosti je mozno u HDA volit mirn€ denaturacni
podminky elektroforézy. Velikostni limit je vys$si nez u SSCP (800 pb).

DGGE (Fodde a Losekoot 1994)

Vyuziva rozdilu v thermodynamické stabilité dsDNA fragmentl o riznych sekvencich
a obsahu GC. Kratké (200 - 700 pb) genomové nebo PCR restrikéni fragmenty jsou
podrobeny elektroforéze v denaturacnim gradientovém akrylamidovém gelu smérem od
nizs$i k vyssi denaturacni tc¢innosti. Zpocatku se fragmenty pohybuji jako dsDNA tedy
podle molekulové hmotnosti. V zavislosti na sekvenci, kazdy dosahne bodu, kdy dsDNA
zacne denaturovat v jiné sile denaturantu a tudiz iv jiné vzdalenosti od startu. Protoze
Castecna denaturace siln€ snizuje pohyblivost molekuly a navic nakonec mize dojit k se-
paraci jednotlivych vlaken je pozorovana riizna primérna (vysledna) pohyblivost jednot-
livych fragmentl. Denaturace se dosahuje bud’ chemicky (ptidavek mocoviny a formami-
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99 %-ni uspésnosti detekce polymorfismu pro fragmenty krat$i nez 500 pb. Nesnadna
analyza GC bohatych fragmenti DNA.

DSCA

dsDNA obsahuje konformacni polymorfismy (napf. ohyb na sekvencich oligo dA),
které Ize identifikovat pomoci PAGE kdy stejné¢ dlouhé dsDNA fragmenty, riizn¢ ohnuté
v zavislosti na sekvenci, vykazuji pfi nativni PAGE rGznou pohyblivost. Lze fici, Ze tato
metoda je nejjednodussi, ale nejméné citliva. Pro podminky plati v podstaté totéz co bylo
feceno u SSCP.

CFLP (Fofana et al. 1998)

Vyuziva schopnosti specidlnich endonukleds (cleavase I) stépit fetézec DNA na roz-
hrani mezi ssDNA a dsDNA u vzniklé terciarni struktury (zavislé na sekvenci nukleotidt)
jednotlivych vlaken po denaturaci dsDNA. Po $tépeni vznika kolekce fragmentt specific-
ka pro dané vlakno. Vhodné jsou fragmenty do velikosti 2 kb. D¢leni vzniklych fragmen-
tl probiha pfi denaturacni PAGE.

Obsahem presentace bude prednést vysledky aplikace popsanych metod a jejich srov-
nani pii analyze vyvoje druhove specifickych i druhové nespecifickych (rDNA) repetitiv-
nich sekvenci u pfirozenych a synthetickych allotetraploidnich druhii rodu Nicotiana
a Tragopogon ve srovnani s diploidnimi rodici.

Literatura

Fodde, R., Losekoot, M. 1994. - Hum. Mu- Nagamine, C.M., Chan, K., Lau, Y.F. 1989. -
tat.3 (2):83. Amer. J. Hum. Genet. 45:337.

Fofana, B., Martiat, J.C., Baudoin, J.P., Jar- Orita, M., Suzuki, Y., Sekiya, T., Hayashi, K.
din, P. 1998. - Plant Mol. Biol. Rep. 16: 1989. - Genomics 5: 874.
271. Wendel, J.F. 2000. - Plant Mol. Biol. 42: 225.

Podékovani. Tato prace byla podporovana granty GACR 204/01/0313 a 521/01/0037.
211



