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ABSTRACT

Transposable elements (TE) and retroelements egedntly co-localized with heterochromatin
and non-coding regions of genome. MITE elementsni@ire Inverted-repeats Transposable
Elements) is a class of small TE without their otnansposase. Surprisingly, MITEs are often
found in the vicinity of genes in some model spe¢iece, maize). Mechanism of transposition of
these elements to coding regions is still unclBéant genomes have often extremely huge size
and are composed of mainly repetitive sequencesyMaols were designed to subtract coding
DNA (genes) from rest of genomic DNA. In this papee focused on using MITE elements as a
tool to find new genes irsilene latifolia genome.S. latifolia is a model plant for studies
concerning sex chromosome evolution. Non-recompiinromosome Y is potentially affected
by degeneration processes which reduce expreskidiirtked genes. Previous methods used for
identification of Y linked alleles enabled to idiéntonly several candidates. We investigated
distribution of some MITE elements in genomeSflatifolia in context of gene distribution.
Based on GenBank data we identified a MITE elemers vulgaris This species is closely
related toS. latifoliaand enabled us to characterize a homologue oflémeeat in this species.
We screened a BAC library of genomic clones withthbMITE probe and complex probe
containing previously published genes. We foundrsjrco-localization of MITE element and
genes irS. latifolia We suggest to use MITE probe as a useful tobhtbnew genes in genomic
libraries inS.latifoliaand related species.
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UvoD

Transpozony neboli mobilni genetické elementytitvyoravidelnou sotast genori
rostlin. Casto navozuji mutace genjsou odpow¥dny za pestavby chromozofna miZou
pienaSet nové znaky (horizontélni genovy transfer).

Transpozony obeeén délime do dvou itid. Prvni ftida jsou retroelementy a
retrotranspozony a druhfida jsou transponovatelné elementy.

Retroelementy jsou transpozony pohybujici se (noieH) v genomech systémem ,copy
and paste” tzn., Ze dochazi k duplikaci pohybugicse elementu. Hlavnimi zastupci tétaly .
jsou LTR (long terminal repeats) a non-LTR retrostaty.

Transponovatelné elementy séiddo ti skupin na autonomni elementy, neautonomni
elementy a MITEs (Miniature Inverted-repeats Trassle Elements). Tyto elementy jsou
v genomu penaseny zjpsobem ,cut and paste” tzn., Ze se tzquniho mista vyskytu vyishnou
a \leni se na misto nové.

MITE elementy jsoucasto hoj@ zastoupeny v genomech rostlin. Jejictivgd je
pravdEpodobrg odvozen od amplifikace neautonomnich kratkych elsin které ztratily
schopnost samostatné transpozice, kteratigena transpozazou kdédovanouibpznym
autonomnim elementem (Zhargg al., 2001). V sotasnosti je znamo ¢kolik rodin tchto
elemeti: Stovaway (Bureaet Wessler, 1994a), Tourist (BureauWessler, 1992), Spring (Han
et Korban, 2007), mPing (Nakazakt al., 2003), Heartbreaker (Casa al., 2000) a dalsi.
V genomu ryZe fedstavuji nejtSi podil ze vSech TE (Naitt al,2006). Kazdy MITE element
je tvaren koncovou invertovanou repetici (TIRs — Termilmalerted Repeats), interni sekvenci
a kratkou sekvenci, kterou je element ohfania kterou ufgdnostiuje ke své inzerci (TSD —
Target Site Duplication). Zisob jejich transpozice v genomu zatim nebyl oljasmicmér
se edpoklada, Ze jejich transpoziceijeena transpozazou kédovandiibpznym autonomnim
elementem, kterd specificky rozeznd jejich koncoegetice (Casacubertet Santiago, 2003).
V sowasnosti jsou znamé také aktivni MITE elemety, kteeédosud v genomu transponuiji.
Mnoho MITE element jsou nalézany v gendwohatych oblastech, r@stji v tésné blizkosti
geri nebo pimo v intronechti exonech (Bureaet Wessler, 1994b; Bergerial., 2008). MITE
elementy ovliviuji transkripci a translaci gén jejich transpozice f¥e byt také aktivovana
stresem a maji vliv na evoluci gem genond (Casacubertat Santiago, 2003). Pokud jsou
piitomny v pohlavnich chromozomechibou mit vliv na degeneraci chromozomu Y.

Rostliny roduSilenepati do ¢eledi CaryophyllaceaesekceElisanthe V ramci tohoto
rodu mizeme mezi nimi najit mnoho zastups riznym zgisobem rozmnoZzovani (asi 300
celkem). \&tSina druli z tohoto rodu méa 24 chromozém S. latifolia (Silenka Sirolistd) iS.
dioica (Silenka dvoudoma)jsou dvoudomeé (dioecické)Silene latifolia i S. dioica maji
heteromorfni pohlavni chromozomy (XY), podébjako c¢lovek (Vyskot et Hobza, 2004).
Rostliny Silene vulgarigsou jednodomé (monoecické) nebo hermafroditni. Bibehe je velice
vhodny ke studiu: evoluce pohlavnich chromogpmrezistence k¥kym kovam,



cytoplazmatické saan sterility a speciace.

V dnesni dob je znAmo mnoho metod, pomoci kterych se daji héldentifikovat) nové
geny a které byly v minulosti jiz pouzity (difesmtial message display (Liangt Pardee , 1992),
RNA fingerprinting by arbitrarily primed PCR (Welshal., 1992), cONA-AFLP (Bacheratal.,
1996), RDA - Representational Differential Analy$issitsyn et al., 1993; Hubanket Schatz,
1994), SAGE - Serial Analysis of Gene Expressiorl¢ulescuet al., 1995), mikrodisekce
chromozoni (Hozier et al., 1996), IMAGE - integrated molecular analysis ehgmes and their
expression (Lennon, 1996), a dalsi). My v této ipptedkladadme dalSi mozny (alternativni)
zpasob jak nalézt nové geny za vyuziti MITE elenient kterych je ze starSich praci znamo, Ze
se nalézaji v blizkosti gérci ptimo v intronech nebo exonech. Tuto cestu jsmélicbvé&rit
u rostlin z roduSilene speciald u Silene latifolia

Na za&atku této prace jsme si polozilekolik otazek: Nachazeji se MITE elementy také
u rodu Silen® Pokud ano, v kteryctastech genom&ilenese nachézeji? Kolokalizuji MITE
elementy s geny, podobrjako u jinych druf? Jaka je hojnosg€¢hto element v genomu?
Vyskytuji se tyto elementy v repetitivnich jedineinych sekvencich? Daji se MITE elementy
vyuzit ke hledani ger? A na tyto otazky se pokusime odpddt v nasledujicim fispsvku.

MATERIAL A METODIKA

Rostlinny material a izolace DNA

Rostliny Silene vulgaris, Silene dioica, Silene latifolyly péstovany ve skleniku
za standardnich podminek. Genomicka DNA byla izatavz mladych listsemend&ka pomoci
DNAeasy Plant Mini Kitu (Qiagen).

PCR protokol

Standardni PCR podminky byly 95°C po dobu 4 mirsledovany 35 cykly 95°C/45s,
55°C/1 min, 72°C/5 min a finalni inkubace 72°C/5nmPro amplifikaci MITE elementu byl
odvozen primer 5°- TTATACTCCCTCCTATTCACCATTTT — 3e sekvence MITE elementu z
genu glutathione-S-transfera8jlene cucubalysktery byl nalezen prohledavanim jiz znamych
sekvenci gei Silene v databazich. Tento primer byl pouzit pro PCR rsogeickou DNA
S. vulgaris, S. latifolia S. dioica.

Klonovani PCR produlita sekvenovani

Po gelové elektroforéze (1% agar6za), byly PCR yktyd precistény pomoci Qiagen
PCR Purification Kitu a klonovany do pGEM T-easytoeu (Promega, Germeny). Purifikované
vzorky byly sekvenovany v Institutu integrativnioldgie v Curychu (ETH Zirich) pomoci 16
kapilarniho sekvenatoru ABI 3100-Avant dle manuajtobce.



FISH (Fluorescence in situ hybridization)

Mitotické chromozomy byly fipraveny z kéenovych Spiek oSetenych podle Lengerové
et al. (2004) s drobnymi Upravami. Denaturace prob bylaminut g 75°C. Do hybridizani
reakce bylo vzato 100-400 ng denaturované probybaidizace probihala 16 hodifi87°C ve
vihké komirce. DNA byla zné&ena cervert pomoci Fluorolink Cy3-dUTP (Amersham
Pharmacia Biotech) v kombinaci s nick translation (Roche) nebo zel€énse Spectrum Green
direct-labeled dUTP a Nick Translation kit (obojy3is). Chromozomy byly barveny DAPI (47,
6°- diamidino-2-phenylindole). Pozorovani mitoticky prepardt bylo provedeno
fluoresceinim mikroskopem Olympus AX70 a snimky byly zpragowy@omoci programu ISIS.

Screening BACové knihovny Silene latifolia

Pro screening BACové knihovrgy.latifolia byly pouZzity PCR produkty 15 géra PCR
produkty naSeho MITE elementu a elenteBergeroet al. (2008). PCR produkty byly ¥znuty
z 1% agardézového gelu a@episttny pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu. Za@ni sond bylo
provedeno pomoci Prime-It Il Random Labeling Kitjako izotop byl pouZit. -*°P dATP, podle
standardniho protokolu. Membrany byly hybridizovuiy60°C po dobu 16 hodin a odmyvany
v 0,3x SSC/0.1 % SDS 20 minut a 0,1x SSC/0,1 % 3D%$ninut. Signaly byly detekovany
autoradiografii a vyhodnoceny podle manualu dogded@ACové knihovny.

Southernova hybridizace

Southernova hybridizace byla provedena dle South€rfi75). Vybrané BACové klony,
které pozitive hybridizovaly s prébou obsahujici mix 15 @etyly S€peny restriknim
enzymemHindlll (NEB). Southernovou hybridizaci bylyigneseny na membranu Hybond N+.
Pro radioaktivni hybridizaci této membrany byl jad@nda pouzit PCR produkt MITE elementu.
Radioaktivni hybridizace byla provedena stejak je uvedeno v odstavci Screening BACové
knihovnySilene latifolia

VYSLEDKY A DISKUZE

Na paatku této prace u rod@ilenenebyl znam zadny MITE element. Proto jsme
prohledali databaze sekvenci ro@ilenepomoci GenBank. V databazi jsme nalezli jeden MITE
element pobliz 5° konce genu glutathione-S-traégfeiu Silene cucubalusTento gen je
pravdépodobré zodpowdny za rezistencti toleranci k €Zkym kovam (Prandlet Kutchan,
1992)Silene cucubalus = Silene vulgarifracovni nadzev tohoto MITE elementu jsme zvolili
MACAS (Mite As Coding Associated Sequence).



Sekvenovani a slozeni MITE elementu

Pomoci PCR a nasledného sekvenovani jsme ziskiadinae93 sekvenci MITE elementu
ze S. latifolia, S.dioica, S. diclinia S.vulgaris Mezi jednotlivymi druhy nebyl nalezen zadny
rozdil v sekvenci TIRs ani TSO4b. 1). VSechny sekvence se liSi jen svou tmiitésti.

Nazev TIRs TSD délka bp
Silene cucubaluglutathione-

TACTCCCTCCCATCCTCTATTTTCTTCCCT TA 317
S-transferase gene MITE
MITE element (MACAS) TCCCTCCTATTCACCATTTTCTT (23 bp TA 256 - 345
SITO1 GGGGGTGTTTGGTT (14 bp) TTA 290
EITRI CTAGGTAGCAC (11 bp) CTCTTGAQ407

Tab.1 Prehled a porovnani zakladnich vlastnosti MITE elementd v rodu Silene. (Pro srovnani
jsou v tabulce zarazeny v soucasnosti jiz znamé MITE elementy z rodu Silene (Bergero et al.,
2008).

Distribuce MITE elementu v genomu pomoci FISH

Pomaci fluoresceami in situ hybridizace na metafazovych chromozonteddtifolia jsme
zjistili, Ze nas MITE element je lokalizovan v selotmerovych oblastech chromozbrtobr.1).
Toto zjiSeéni je v silné korelaci s vysledky ziskanymi v néboratdi. Vyskot et al(1999)
zjistili, Ze genow bohaté oblasti jsou zvi&subtelomery chromozainVe své praci vyuZziliif
piistupi. Byly to: studium acetylace histbnH4 metodou imunoprecipitace, studium DNA
replikatni kinetiky pomoci 5-bromdeoxyuridinu a cDNA FISH.



MITES

MITES

Obr.1 FISH na metafazovych chromozomech S. latifolia, ¢ervena barva (Cy3) MITE sonda,
zelena barva (Spectrum green) sonda X.43.1(subtelomerova proba vhodna k rozliseni X a Y
chromozomu), chromozomy barveny DAPI (4", 6 - diamidino-2-phenylindole)

Screening BAC knihovny (Kolokalizuji MITE elemesitgeny, podokhjako u jinych druki?
Jaka je hojnostéchto elemernitv genomu?)

Pomoci prohledani (screening) BAC knihovByatifolia byly vybrany a izolovany
BACy obsahujici geny ze sondy (15) a jejidiitgmnost o¥iena pomoci PCR. Poté byly stejné
membrany hybridizovany s MITE sondou. Bylo zji#d, Z2e MITE element je v genomu
S. latifolia zastoupen jtblizné¢ v 1 000 kopiich. Z 15 BAG® obsahujicich geny 11 obsahuje
i MITE element. Tato skut@ost potvrzuje, Ze ndS MITE element kolokalizupgtSinou nami
pouzitych gen.

Abychom pokryli cely genomS. latifolia jehoZ velikost je zhruba 3 x 1Cbp
potrebujeme alespp30.000 BAG:.. Vezmeme-li v Uvahu, Z8. latifolia ma giblizné 20 000
geni a paet kopii naSeho MITE elementu jsme stanovili ndad&khybridizace na 1 000, tak to
znamena, ze jeden MITE element se nachazi v kaa@eBACu. A udomime-li si skuténost,
Ze vice nez polovina BAL obsahuje geny i MITE element,udeme tvrdit, Zze geny jsou
.Klastrovany*.

Vyskytuji se tyto elementy v repetitivnécfedine’nych oblastech genomu?

Pro zodpowzeni otazky, ve kterych oblastech genomu se naEMIEment nachazi, zda
to jsou repetitivni nebo jediteé sekvence jsme provedli nasledujici experimenorahé
BACy, u kterych bylo hybridizaci zji&ho, Ze obsahuji geny i MITE jsmeggili restrikénim



enzymemHindlll a nasled& provedli Southernovu hybridizaci. Tato membrandahyejprve

hybridizovana s genomickou DN8. latifoliaa poté s MITE elementem. Z obrazku 2 jejmé,

Ze MITE elementy se nachazeji v nerepetitivnichastigich genomu afgdstavuji tak vhodny
nastroj pro identifikaci unikatnich marker
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Obr.2 Southernova hybridizace Stépenych BACG a radioaktivni hybridizace s genomickou
sondou a MITE elementem (L — ladder 1kb, 1 — Stépeny BAC, 2 — hybridizace s genomickou
DNA S. latifolia, 3 — hybridizace s MITE elementem)

DalSi MITE elementy u rodu Silene

V letoSnim roce byly publikovany a popsany prvna dITE elementy nalezené u rodu
Silene(Bergeroet al. 2008). V jejich préaci jsou charakterizovany SIT&llene latifoliaTourist-
like element) a EITRI element. Pomoci naSi¢istopi jsme provedli skteré experimenty zatim
jen s SITO1 elementem a zjistili jsme, Ze v gen@ilene latifolia ma giblizn¢ 400 kopii
a nekolokalizuje s Zzadnym genem, ktery byl pougitvySe uvedené studiigsto, Ze se nachazi
v intronu pohlav vazaného genu SICypX/Y (Bergeet al., 2007), ktery jsme v naSich
analyzach nepouzili, protoZze nebyl znanii PISH experimentech jsme ziskali pouze slabé
signaly na metafdzovych chromozomeS$iiene latifolia Z téchto experimerit usuzujeme,
Ze tento MITE element neni tak hojny v geno8ilene latifolig a neni vyznaminkolokalizovan
S genovymi sekvencemi.



ZAVER

MITE elementy se v genomech rostliasto nachazeji v blizkosti gienV této praci jsme
identifikovali novy MITE element u druh@. latifolia Pomoci FISH jsem ukazali, Ze se tento
subtelomerické oblasti jsou 8. latifolia tvoreny frevazi euchromatinem a jsou replikovany
béhem bugéného cyklu jako prvni v gadi. VySe uvedend data ukazuji, Ze identifikovany B
element se v SirSim &fitku nachazi pobliz gén PresrgjSi urkteni vzdalenosti MITE elemeht
gemi bylo ukeno pomoci paralelniho prohledani BACové knihovepnamovych fragmeft
pomoci MITE sondy a sésné sondy obsahujici geny. Bylo ukadzano, ze MITdémehty jsou
vzdaleny maximakadesitky kilobazi od kandidatnich gefkolokalizace MITE a genv jednom
BACu) a jsou inzerovany do unikatnich (ne-repetitiisekvenci (na zakladSouthernovy
hybridizace &tpené BAC DNA s MITE a komplexni genomovou sondd/ySe uvedena data
ukazuji na vhodnost pouziti identifikovaného MITEEmentu jako nastroje pro hledani novych
markef pro genetické mapovani a hledani novychigen
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