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Evoluce pohlavnich Repetice a mobilni
chromozomu elementy

Epigenetické mechanizmy




Evoluce determinace pohlavi a pohlavnich
chromozomu
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Testis determining factor (TDF)
— Gadgetry (MAC-locus)

~ Channel flipping (FLP)

__— Catching and throwing (BLZ-1)

—— Self-confidence (BLZ-2)
' {note unlinked to abitity)

. —/ Ability to remember and tell jokes (GOT-7)

—— Sports page (BUD-E)
Addiction to death and destruction
movies (7-2)
Air guitar (RIF)
Ability to identify aircraft (DC10)

— Preadolescent fascination with
Arachnida and Reptilia (MOM-4U)

Spitting (P2E)
Sitting on the john reading (S/T)

Inability to express affection over
the phone (ME-2)

Selective hearing loss (HUH?)

Total lack of recall for dates {OOFS)

Gitschier, 1993

Predpokladané funkce
chromozomu Y



Y Chromosome

Skutecéna struktura
chromozomu Y
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Stadia evoluce pohlavnich chromozomtu



m  Co se deje s pohlavhimi chromozomy?

Mechanizmy zmény velikosti chromozomu Y
Geny pro determinaci pohlavi
Degenerace gentina Y
Redukce poctu gentina'Y
Y Kompenzace davky gent na X




Mobilni elementy (transpozony)
a
Epigenetika



Vyberte organismus s nejvétsim genomem

Trichoplax adherens Polychaos dubium Paris jpnica Genlisea aurea

Clovék

Psenice Drosophila melanogaster



Organismy podle velikosti genomu

Genlisea aurea Trichoplax adherens  Drosophila melanogaster 06 G /I\gyé _ o
0,064 Gb /17 tisgent 0,098 Gb/11tisgenti 0,14 Gb / 17 tis gen( 6 Gb /20 tis genu

. - :‘:\ c{.i
- 2% .
Clovek PSenice Paris japonica Polychaos dubium

3,3 Gb / 20 tis gend 17 Gb / 110 tis genu 150 Gb / 17 tis genu 670 Gb (67 Gb)



Velikost genomu a komplexita organismu

Protein-coding genes
2%

LINEs Introns

20% NG / 26%

SINEs
13%
N Mice. un
LTR retro-transposons —" 1€ unlq:l;r%sequences
8%
/ \ Misc. heterochromatin
8%
DNA Segmental
transposons duplications

3% Simple 5%
sequence
repeats

3%

Clovék:

transpozony 70 %
geny 1-2 %



Mobilni
elementy

(disponuji vlastnim
aparatem pro transpozici)

TIR transposase TIR cytoplazma
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elementy LTR retrotransposon
(disponuji vlastnim ,COpy and paste“

aparatem pro transpozici)

Reverzni transkripce
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retrovirus

integrace
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TIR transposase TIR cytoplazma

Havecker et al. (2004)




Jaké jsou dusledky aktivity transpozonu?

Transposon =) Genetické choroby
=) Rakovina
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Jak organizmy své transpozony reguluji?

Posttranskripcni umlceni

Epigenetické mechanizmy

Transkripcni umliceni
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Transkripcni umliceni




Metylace DNA
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FISH:

Vetsina rodin TE ma
neobvyklou distribuci na
pohlavnich
chromozomech silenky a
stoviku

Distribuce i pocCet kopii
TE v genomus se lisi
mezi evropskymi
populacemi téhoz druhu




Model pohlavne
specifického sireni
TE u rostlin

! Prokazali jsme scénar B !

Pocitani kopii Ogre CL5 v samdCich a
samicich genomech:

Pocet kopii na X je 1,5-2 x vySSi nez
na A.

Puterova et al. 2016

Hobza et al., 2017



Maji transpozony také pozitivni vliv?

| Francis Crick: Transpozony = Junk DNA, parazitic DNA,
selfish DNA (1980)

Y Sy - o

Susumu Ohno
Feb. 1, 1928 - Jan 13, 2000

Susumu Ohno — evoluce genovou duplikaci (1970)

Transpozony mohou byt ,,domestikovany“ Transpozony , prebudovavaji“ genom
- telomeraza - prestavby genomu, rekombinace
- telomery drozofily — Het-A, TART - duplikace, rodiny, vznik novych genu (Setmar)
- centromery — CENP-B z DNA transposonu - role v segregaci chromosom, izolace, speciace
- imunitni systém — V(D)J rekombinace - reparace zlomU v DNA
- syncytin v placenteé (retroviralni env) - inaktivace chromosomu X

- tvorba novych regulacnich siti

Transpozony jsou extrémné dulezitou evolucni silou!



« Lidsky genom obsahuje ~ 8000 retrokopii genu (Navarro, Galante, GBE, 2015)

Shared retrocopies Species specific retrocopies
’ Human
7,518
o K\ Chimpanzee |§| 255

& Rhesus

63.\
Murine

Rodent

3,978

f Marmoset
2000 4000

« Segmentalni duplikace zodpovidaji za vice nez 90 % genetické variability
mezi lidskymi populacemi (Sudmant et al., Science, 2015)



Co bylo drive — transpozony nebo epigenetické mechanizmy?

Konvencni vyklad: Epigenetické mechanizmy se vyvinuly
na obranu proti transpozonum.
(Francis Crick — parazitické sekvence)

Prokaryota: Eukaryota:

- malé genomy efektivné vyuzité operony - velké genomy plné repetic

7 v é o VS' 7 v ]
- malé mnozstvi transpozonu - obrovské pocty transpozonU

- slozité epigenetické regulacni mechanizmy

- primitivni epigenetické regulacni mechanizmy
uréené k rozliseni vlastni od cizorodé DNA

Nekonvencni: Epigenetické mechanizmy umoznily
mnoZzeni transpozonu v genomech / a duplikace gend,
¢imz se zvysil evolucni potencial organizml a mohly
vzniknout slozité mnohobunécné zZivotni formy.

Nina Fedoroff, 2012, Science 338:758-767




Co bylo drive — transpozony nebo epigenetické mechanizmy?
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* Mit transpozony je evolucni adaptace — transpozony Cekaji na svoji prilezitost, aby
zvysily genetickou variabilitu svého hostitele v kritickém obdobi

* VSechny pohlavné se mnozici organismy, které se zbavily TE, nakonec vymrely
(tridéni z hlediska stability — J. Flegr, J. Toman)



Aplikovany vyzkum (spoluprace)
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Metody a pristrojové vybaveni



Metody molekularni biologie, g~=~=*~ =-ace s DNA a RNA
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Jak ziskavame biologicky material — chromozomy, malé vyrezy

pletiv

Schematic of a Fluorescence
Activated Cell Sorter (FACS)

Laserova mikrodisekce

Priprava knihoven pro
NGS (RNA-seq,
smallRNA-seq, BS-seq)

Bioinformaticka analyza




Vyuzivame modernich metod genomiky a bioinformatiky

Sekvenace genomu, transkriptomu, Bioinformatické analyzy velkych
metylomu... pomoci sekvenovani datovych soubort (NGS i
nové generace (NGS) osekvenovanych genomui)
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Metody klasické genetiky

Fylogenetické stromy
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Jak vizualizujeme repetice/ geny v genomu

Fluorescencni in situ hybridizace

Provadime také
,single copy FISH” s
velmi kratkymi
sondami (nékolik
kbp)

S.latifolia

= muUzeme urdcit
umisténi genu na
chromozomech




Jak vytvarime transgenni rostliny
Silenka je prvni transformovatelna rostlina s heteromorfnimi

pohlavnimi chromozomy > &
Tra nSform ation Inside plant cell, : «
Agrobacterium &
inserts part of its o
Gene to be Agrobacteri E::‘IA HRee
transferred .~ tumefacie chromosome.
/”" %\@h“ Cellular DNA “_

\/ \.

Recombinant

plasmid = « o :
,<:” e
Plant cell > Complete plant
colonies generated from
Transformed bacteria transformed cell.

introduce plasmids into
plant cells.




Umime editovat genom
= genové inzenyrstvi, cilena mutageneze

TALEN - mutageneze CRISPR/Cas9 - mutageneze
TALEN-F . R 0
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University of Minnesota in Mineapolis



Funkcni studie

Transgeneraéni pfenos novych kopii TE ve wild type TTYYYY
rostlinach/ mutantech v RdDM |

mOgre retrotranspozon

e 1o o 7 el W

Qéﬁ%w 0 S
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Zahranicni spoluprace
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The 10th International Ph.D. Student Conference
on Experimental Plant Biology

Brno, September 3-5, 2012 i.
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