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ABSTRACT

The aim of this study is detection of abundanceepétitive elements and their proportion in sizéhef
Silene vulgariggenome. Furthermore we intend to compare repraemtand localization of individual
repetitive elements i8. vulgarisandS. latifolia Observed data should help to answer why is véitiab
betweenS. latifolia andS. vulgarisgenome so vigorous. Both species are diploid ane lthe same
chromosome number (2n=24), neverthelSsslatifolia has 2.5x larger genome th&h vulgaris
Preliminary data showed that some repetitive setpeerfretrotransposons and tandem repeats) are
unique for first or second species, respectively.tli basis of acquired data we decipher how gsick
evolution of particular sequences regarding thieircsure and relative and absolute proportion i th
genome. Our data can help shed a light on the iqnesthich concrete DNA sequences causes quick
genome expansion of many species from genus SiRarécular representation of repetitive sequences
in individual sexes of dioecious species can furtielp us to understand their role in reproductive
strategies evolution and in sex chromosomes foonati
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UvoD

Velikosti genoni vySSich rostlin jsou zgaé¢ variabilni. Mezi druhy s nejmensimiArabidopsi$
a nejwtSimi (Fritillaria ) genomy je rozdil vice ne#itradi. Mezi zakladni procesy, které formuji
velikost genomu u rostlin patpolyploidie a zastoupeni jednotlivych repetitiimisekvenci v genomu.
U vétSiny rostlinnych rod se oba tyto mechanizmy evoluce gefigumolinaji a spolufisobi. RodSilene
je unikatni tim, ze téi vSichni jeho zastupci jsou diploidni a maji stejrgfet chromozom (2n=24).
Dva nejvyznam@si druhy z hlediska vyuziti v zakladnim a aplikogen vyzkumu jsouS. vulgaris
aS. latifolia S. vulgarisje gynodioecicky druh, jez jeigvazi vyuzivan jako modelovy organizmus
pro studium rezistence rostlin &kym kowim (van Hoofet al.,, 2001) a pro studium evoluce
cytoplasmatické sagnsterility (Tayloret al.,2001).S. latifoliaje jeden z nejzkoumgjsich rostlinnych
druhi z hlediska vzniku dvoudomosti a evoluce pohlavnébhomozoni (Vyskot a Hobza, 2004).
Ackoli oba dva druhy jsou blizceipuzné, liSi se velikost jejich gendérptiblizné 2,5kréat. V nedavné
doke bylo publikovano mnoho dat, ktera se tykaji eveluepetitivnich sekvenci 8. latifolia Bylo
ukazano, ze gktereé retrotranspozony jsou schoprigaSet a roz%vat tandemové repetice v genomu
(Kejnovsky et al, 2006a). Dale bylo prokazano, z&které sekvence centromerickéhtvpdu jsou
znatné akumulovany na nerekombinujigiasti chromozomu Y (Hobzat al., 2007). Nekteré
invertované repetitivni sekvencesu latifoliase v genomu ziaé rozsfily, zvlase pak v centromerach
a na chromozomu Y (Hobzet al., 2006). Podrobna analyza organelové DNA ve frakdiejného
genomu ukazala masivni transfer chloroplastovychigdo jadra Bhem nedavné evoluce druhu
(Kejnovskyet al, 2006b). V nedavné deélbyla provedena podrobna studie sledujicighoi zastoupeni
a distribuci nejpoetnsjSich DNA sekvenci v genomu (Cermak al., 2008). Narozdil odS. latifolia,
uS. vulgaris nejsou k dispozici Zadna data, tykajici se charadce zastoupeni jednotlivych
repetitivnich sekvenci v genomu.

MATERIAL A METODIKA
Rostlinny materiél a izolace DNA

Rostliny Silene vulgarishyly péstovany v kultivéni mistnosti za standardnich podminek (24 °C, 16h
swtlo/8h tma). Genomickd DNA byla izolovana z mladyitt semené&kt pomoci DNAeasy Plant
Mini Kitu (Qiagen).

Konstrukce a analyza (,screening”) knihovny kratkyinzerti

Vyizolovana DNA byla sonikaci (7s) nalamana nagumanou délku 700-1200 fébazi.
Naldmané konce byly naslednoSeteny T4 DNA polymerdzou a fosforylovany pomoci
T4 polynukleotid kindzy. Ziskané Useky bylyiegistétny gelovou elektroforézou. r&istené
fosforylované kratké inzerty byly ligovany pomodfikSmart Cloning Kit (Lucigen) do plazmidového
vektoru pSMART LCAmp a nasledh transformovany do kompetentnich BKIE. cloni 10G. Takto
ziskané transformované bakterie u nichz byla pérR@R owfrena gitomnost inzelt byly pouzity
na konstrukci knihovny kratkych inzért Tato knihovna byla vytiena v Laborat® molekularni
cytogenetiky a cytometrie Ustavu experimentalnabidty AV CR, v.v.i. v Olomouci vyuZitim robota
firmy Genetix. Knihovna celkay obsahuje 7720 kldn aje ulozena ve 20 mikrodedtach.



Pro hybridiz&ni analyzy je ,nati&ha“ na 3 membrany.

Pro analyzu knihovny kratkych inzérS. vulgarisbyla pouzita sonda genomické DN&\ vulgaris.
Znateni sond bylo provedeno pomoci Prime-It II Randaxbédling Kitu (Stratagene) a jako izotop byl
pouZita -*P dATP, podle standardniho protokolu. Membrany bwridizovany pi 60°C po dobu
16 hodin a odmyvany v 0,3x SSC/0.1 % SDS 20 mirmytla SSC/0,1 % SDS 20 minut. Signaly byly
detekovany autoradiografii a vyhodnoceny podle rhandodavatele BACové knihovny.

PCR protokol

Pozitivne hybridizujici klony byly z knihovny vypichnuty ayla na nich provedena PCR. Standardni
PCR podminky byly 95 °C po dobu 3 min, nasledovasigykly 94 °C/30s, 60 °C/30 sec min, 72 °C/1
min a finalni inkubace 72 °C/5 min. Pro amplifikdmily pouzity primery SL1: 5-CAG TCC AGT
TAC GCT GGA GTC-3' a SR2: 5-GGT CAG GTATGA TTT AATGG TCA GT-3'.

Sekvenovani a ptiacova analyza ziskanych dat

Amplifikované PCR produkty byly iggistény pomoci ExoSAP, nazdeny pomoci BigDy&
Terminator Cycle Sequencing Kitu dle manualu vymhcnasledn purifikovany pomoci Agencott
CleanSE@ kitu. Purifikované a naziané vzorky byly sekvenovany v Laborétanolekularni
cytogenetiky a cytometrie Ustavu experimentalniabidy AV CR, v.v.i. v Olomouci, pomoci
96 kapilarniho sekvenéatoru ABI 3730xI dle manugitobce.

Ziskané sekvence byly pitecové analyzovany. Ke slozeni sekvenci byl pouzit progi@eneious,
DNA baser, MAFFT a CLUSTAL W. Pro zji&ti sekverinich homologii mezi jednotlivymi klony byl
vyuZit program JDotter, pro homologie s jiz znamysekvencemi BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) a homologie k repetitivnim sekvenciRepbase) byly zjishy pomoci CENSORu
(compares and mask nucleotide repeats). Tandermepeatice byly identifikovany pomoci Tandem
Repeats Finder 4.0. Ot@né ¢teci ramce byly identifikovany pomoci ORF FindeiGENESH,
GeneScan a konzervativni proteinové domény pombBcBEARCH (NCBI) nebo RPSBLAST.

FISH (Fluorescence in situ hybridization)

Mitotické chromozom)8. vulgarisa S. latifolia byly ptipraveny z kéenovych Spiek oSetenych podle
Lengerové et al. (2004) sdrobnymi UGpravami. Denaturace préb byl rhinut g 75 °C.
Do hybridiza&ni reakce bylo vzato 100-400 ng denaturované pedhybridizace probihala 16 hodin
pii 37 °C ve vihké konirce. Jako sondy byly pouzity Cy3 zemé oligonukleotidy (SV STAR left:
CGAACGATAAGGAGTGACTA @ SV STAR right: CACACAACGAGTCACAAAGACTAA). Chromozomy byly
barveny DAPI (4°, 6'- diamidino-2-phenylindole). Z8oovani mitotickych prepar@atbylo provedeno
fluorescenim mikroskopem Olympus AX70 a snimky byly zpragoy@omoci programu ISIS.

VYSLEDKY A DISKUZE

Prvni ¢asti experimentu byla konstrukce knihovny kratkyoberti Silene vulgariss p@tem kloni
7720. Déle byly provedeny radioaktivni hybridizaé® knihovny, s genomickou DN8ilene vulgaris
Nejsilngji hybridizujici klony byly vybrany (282) a v séasnosti probiha jejich sekvenace &itatova
analyza &chto sekvenci. Z dosud sekvenovanych 130 kI&® vykazuje homologii k sekvenci



gb|EU646284.1| Silene latifolia clone L141_6C1l4elfite STAR sequence a 6Bchto sekvenci
vykazuje homologii s gb|EU646384.1] Silene laidfolclone L141 8J2 putative Athila-like
retrotransposon, complete sequence, and satellA&Sequence.

STAR ( Silene tandem repeat)

Ze ziskanych sekvenci SV STAR, byla vy contig dlouhy 1170 bp a ¥m byla pomoci programu
Tandem Repeat Finder nalezena tandemova repetioehal 43 bp s ptem opakovani 16
(CGAACGATAAGGAGTGACTACACACAACGAGTCACAAAGACTAA). Poovnanim této
tandemové repetice se STARSZene latifolia jsme zjistili, Ze je homologni (obr.1) pouze vijédasti
(right) a druhacast (left) je proS. vulgaris unikatni. Na tyto spotmé a unikatni sekvence byly
navrzeny Cy3 zngné primery slouzici jako sondy pro FISH.

Obr.1 Alignment STAR tandemové repetice S. visga8. latifolia
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>S.vulgarisSTAR (44bp) CGAACGATAAGGAGTGACTACACACAACGAGTCACAAAGACTAA
>S. latifoliaSTAR C (43bp)rAATGAACAAGGACAAATGATT CACACAACGAGTCACAATG

Obr.2 FISH se sondami STAR left a right na mitgiittkchromozomech S.vulgaris a S. latifolia
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DalSi experimenty

Aby jsme ziskali dalSi informace pebné k zji&ni zastoupeni repetitivnich elemé&nt genomu
S. vulgarisk porovnani s daty ziskanymiSu latifoliaa k zodpowzeni givodnich otazek, budeme dale
hybridizovat knihovnu se sondami obsahujici konatwni ¢asti jednotlivych repetitivnich elemént
K ptipraw sond pro analyzu knihovny kratkych inZettudou pouzity tyto degenerované primery
procasti repetitivnich elemeint pro konzervativni¢asti LINE endonukledazy (Nomat al, 1999),
gypsylike reverzni transkriptazu (Friesen al, 2001),copialike reverzni transkriptazu (Flavedt al.,
1992), Alu SINE (Fawcetet al, 2006), CACTA transpozazu (Staginnas al, 2001), mariner
transpozazu (Feschotte and Wessler 2002juatator transpozazu (Lisclket al, 2001). konzervativni
gasti LINE endonukleazy (Nomet al, 1999),gypsylike reverzni transkriptazu (Frieset al, 2001),
copialike reverzni transkriptazu (Flavedt al, 1992), Alu SINE (Fawcetet al, 2006), CACTA
transpozdzu (Staginnwet al, 2001), mariner transpozazu (Feschotte and Wessler 200&)utator
transpozézu (Lisclet al, 2001). S PCR produkty jednotlivych elemebude provedena hybridizace
a nasleda nejsilrgji hybridizujici klony budou sekvenovany. NejrepeamtivrEjSi klony zastupuijici
jednotlivé elementy budou poté vybrany k fluoresoénin situ hybridizaci pro weni paternu
a zastoupeni jednotlivych elemém genomusS. vulgaris

ZAVER

Nejcastjsi repetice genom®. vulgarisje tandemo¥ se opakujici sekvence centromerickélioqalu
STAR, podobs jako v genomuS. latifolia jsou nejpdetnsji zastoupeny tandemové repetice X-43.1
(subtelomericka repetice vyuzivana k odliSeni pafith chromozori) a STAR (Silene tandem
repeat). Restoze je STAR lokalizaci v genomu pang konzervativni, sekveémi divergence mezi

jednotlivymi druhy je zn&na. GenonS.latifoliaje tén¥t 2.5x WtSi nez genom S.vulgaris diky expanzi
riznych typ tranpozof.
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