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Abstrakt

Tato price je zamétena na evoluci karyotypu rodu thornik (Descurainia, Brassicaceae).
Brukvovité rostliny maji popsany karyotyp spolecného predka celé celedi (ancestrdlni
karyptyp). Jeho srovndnim se sou¢asnymi druhy lze odvodit chromosomové piestavby, k nimz
v prubéhu evoluce doslo. Na karyotypech tii endemickych thorniki z Kanarskych ostrovu
byly zkoumdany druhové specifické chromosomové prestavby a jejich mozny vliv na druhovou

speciaci.

Metodou srovnavacitho malovani chromosomu byla zrekonstruovana struktura karyotypu
kanarskych druht Descurainia gilva, D. millefolia a D. preauxiana. Karyotypy se postupné
meénily v souvislosti s postupnym Sifenim dhornikii po Kandrskych ostrovech. Karyotyp
thornikli je odvozeny od ancestralniho karyotypu brukvovitych. Byl identifikovan
chromosom AKG6/8 spolecny pro vSechny studované druhy. V pribéhu evoluce vznikl tento
fizni chromosom pfestavbami ancestralnich chromosomt AK6 a AKS8, a je pravdépodobneé
spole¢ny u celého tribu Descurainieae. Druhové specifickymi rozdily v karyotypech byly
poCty a umisténi oblasti ribozomové DNA a heterochromatinovych uzli. Pravé velké
mnozstvi heterochromatinovych uzli odliSuje kanarské thorniky od pevninskych druhi, které

je nemaji.



Abstract

The thesis is focused on karyotype evolution in Descuraina (Brassicaceae). The
karyotype of a common ancestor has been described in the mustard family. By comparing the
ancestral karyotype with a recent plant karyotype, it is possible to identify chromosome
rearrangements during species evolution. The species-specific chromosome rearrangements
and their possible impact on speciation was studied in three Descurainia species endemic to

Canary Islands.

Karyotype structure of Descurainia millefolia, D. gilva and D. preauxiana was
recunstructed by the cytogenetic method of comparative chromosome painting. Studied
karyotypes changed during the evolution in connection with the progressive radiation of
Descurainia in Canary Islands. Karyotypes of Descurainia species derived from ancestral
crucifer karyotype. A fusion chromosome AKG6/8, originated by a reciprocal translocation
between ancestral chromosomes AK6 and AKS, was identified in all investigated karyotypes.
It is probably common within whole Descurainieae tribe. Number and localization of
ribosomal DNA and heterochromatic knobs is species-specific. The heterochromatic knobs
are unique for canarian endemic species and differentiate them from the continental

Descurainia species.
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1. UVOD

Celed brukvovitych (Brassicaceae) zahrnuje nejen daleZité ekonomické plodiny a
okrasné rostliny, ale také klicové druhy pro mnoho oblasti vyzkumu rostlin, jako tfeba
husenicek rolni (Arabidopsis thaliana). Vyznam této Celedi vede k intenzivnimu studiu
fyziologie, anatomie, genetiky, genomiky, a samoziejmé i fylogenetickych vztaht mezi rody a
druhy. Zejména genetika a genomika ndm pak napoméhd porozumét evolucnim procesiim a
mechanismim speciace. Diky intenzivnimu vyzkumu brukvovitych byly zavedeny metody
umoziujici studovat strukturu genomu a tedy i vliv chromosomovych pfestaveb na speciaci.
Vyznamné udalosti v historii vyvoje rostlinnych druht totiZ zanechdvaji stopy v genomu.

Stopy, které 1ze vysledovat a doplnit do mozaiky evoluce genomu rostlin.

Metodou srovnavaciho malovani chromosomi je mozné odhalit chromosomové
prestavby, ke kterym doslo v prubéhu vyvoje zkoumaného druhu. Porovnanim struktury
karyotypu a nalezenych chromosomovych pfestaveb ostrovnich endemiti s druhy rostoucimi
na pevniné pak 1ze odvodit, zda chromosomové pfestavby mohou souviset se vznikem téchto

ostrovnich endemitu.

Velkym zdrojem genetické variability jsou chromosomové prestavby. Jejich pfi€iny a
nasledky jsou zkoumdny uz desetileti, pfesto je stdle nezodpoveézend otdzka, zda souvisi s
druhovou speciaci. Jsou dostatecnou silou k rozdé€leni evolucnich linii? Idedlnim rostlinnym
vzorkem pro studium této otazky jsou endemické druhy Kanarskych ostrovi. Izolované
populace bez vzdjemné genetické vymeény s pevninskymi druhy mohou mit specifické
chromosomové piestavby, které potencidlné napomohly reprodukcni izolaci a vzniku téchto
druht. Pro tuto diplomovou praci byly vybrany tfi druhy z kanarskych endemickych dhornika
(Descurainia, Brassicaceae) a metodou srovnavactho malovani chromosomi byla

rekontruovana struktura jejich karyotypu.
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1. 1. Celed’ brukvovitych (Brassicaceae)

Celed brukvovitych je rozsihld monofyleticki skupina krytosemennych
dvoudéloznych rostlin rozSitenych témeér po celém svét€. Rostliny maji typicky Ctyicetné
kvétni koruny a charakteristicky vonici silice — glukosinoldty a produkty jejich hydrolyzy
enzymem mirosindzou (Radojéic et al. 2008). Celed’ zahrnuje mnohé zemé&dglsky vyznamné
plodiny - zeleninu (zeli, brokolice, kien, kapusta atd.), zdroje oleji a maziv (brukev fepka

olejka, brukev cCernd), kofeni (hoiCice, brukev Cernd) atd. Patii sem také nejdulezitéjsi

modelovy organismus kvetoucich rostlin: husenicek rolni (Arabidopsis thaliana).

V soucasné dob¢ je zndmo 51 triba, 325 rodu a vice nez 3740 druht patfiicich do celedi
brukvovitych (Hohmann er al. 2015). Sesterskou skupinou ke vSem ostatnim tribim jsou
Aethionemeae, k rozdé€leni doSlo pred 34 — 40 miliony lety (Schranz a Mitchell-Olds 2006,
Fawcett et al. 2009, Couvreur et al. 2010). Na zdkladé vyzkumu chloroplastového genu ndhF
u 113 riznych druht zastupujicich 101 roda byly druhy Celedi Brassicaceae rozdéleny do ti{

hlavnich fylogenetickych linii (I-III, Beilstein et al. 2006, Franzke et al. 2011).

Linie I je pravdépodobné monofyleticka skupina zahrnujici osm tribti Alyssopsideae,
Boecherae, Camelineae (napt. huseni¢ek rolni), Cardamineae, Crucihimalayeae,
Descurainieae, Erysimeae, Halimolobeae, Lepidieae, Microlepidieae, Oreophytoneae,
Physarieae, Smelowskieae a Yinshanieae. Linie Il je opét pravdépodobné monofyleticka,
obsahuje triby Brassiceae, Isatideae, Sysimbrieae a Thelypodieae, rozsitend linie II obsahuje
jesté dalsi triby Alysseae, Aphragmeae, Arabideae, Asteae, Calepineae, Cochlearineae,
Conringieae, Cremolobeae, Eudemeae, Eutremeae, Heliophileae, Iberideae, Kernereae,
Megacarpeae, Notothlaspideae, Schizopetaleae, Stevenieae a Thlaspideae. V linii Il jsou
triby Anastaticeae, Anchonieae, Buniadeae, Chorisporeae, Donstostemoneae, Euclidieae a

Hesperideae, jeji monofyletiCnost ale neni dostatecné potvrzend (Al-Shehbaz 2012, Beilstein

et al. 2006, Franzke et al. 2011).

Huang a kolektiv (2016) ptedstavili nové pojeti fylogeneze Celedi brukvovitych.
Druhy a rody déli do Sesti skupin A-F. Klad A zahrnuje rody linie I a Macropodium nivale
(roz$itena linie II), a je sesterskou skupinou ke kladim B (linie II a nékteré druhy rozsitené
linie II) a C (Iberideae, Anastaticeae, Cochlearieae, Biscuteleae a Lunaria annua),

dohromady tvoii vétev ABC, sesterskou skupinou je klad D (Alysseae — rozSitend linie II).
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Linie III je nové obsazena v kladu E. Bazdlni pozici zaujimd Aethionemeae (stejné jako u
fylogenetického stromu Beilstein er al. 2006, Franzke et al. 2011), oznacené jako klad F
(Huang et al. 2016).

Obr. 1A (vlevo): Fylogeneticky strom podle nového

Klad A
Caineineae d¢leni (Huang et al. 2016).

Boechereae

Microlepidieae i _ _

Alyssopsideae Obr. 1B (dalsi strana): Fylogeneticky strom celedi

Birerg,ﬁ,dheﬁgneae Brassicaceae s hlavnimi liniemi a triby. Cisla v zdvorkach

Physarieae

| Erysimeae
Cardamineae
Smelowskieae
Lepidieae
Stevenieae

= Klad B

Brassiceae

Sysimbrieae

Thlaspideae

— Eutremeae

= Calepinieae
Cotuleocarpeae
Kemereae

L Klad C

|berideas

— Anastaticeae
Caochlearieae
Biscuteleae
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Alysseae
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Chorisporeae

Dontostemoneas

Buniadeae

Hesperideae
Klad F

Aethionemeae

predstavuji pocty rodi / druhit v jednotlivych tribech

(Franzke et al. 2011, upraveno)
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1. 1. 1. Puvod brukvovitych rostlin

Puvod Celedi saha a7 do eocénu, kdy na Zemi prevladalo teplé a vlhké klima (Zachos
et al. 2001). Vyvinula se v Iransko-Tirdnské oblasti ve stfedni Asii, kde je dodnes nejvétsi
rozmanitost brukvovitych rostlin (Al-Shehbaz et al. 2006). Sesterskou celedi jsou
lusténicovité (Cleomaceae), které pochdzi z oblasti Sttedozemniho mote (Inda et al. 2008),

odkud se rozsitily do stfedni Asie (Feodorova et al. 2010).

Celed brukvovitych prosla obdobim rozsahlé diversifikace kritce po oddéleni tribu
Aethionemeae. Tento tribus se oddélil od brukvovitych jako prvni (asi pred 32 miliony let,
Hohmann et al. 2015) a nejvice diverzifikovany je pravé v Iransko-Turdnské oblasti,
obzvlaste v Turecku (Al-Shehbaz et al. 2006). Nahld diversifikace brukvovitych rostlin
probéhla v obdobi pfed 32 az 22 miliony let, kdy doSlo opét ke zpomaleni Siteni brukvovitych
druht (Couvreur ef al. 2010). Rozsahlé rozsiteni téchto rostlin bylo zplsobeno globdlnim
ochlazenim v raném oligocénu (asi pfed 33 mil. lety, Zachos et al. 2001) a celogenomovou
duplikaci specifickou pro ¢eled’ brukvovitych véetné tribu Aethionemeae (pted 47 miliony let,
Kagale et al. 2014), viz. kapitola 1.3.3. Pravé duplikace genomu pravdépodobné poskytla
rostlindm moznost rychle se pfizptusobit klimatickym zménam (Couvreur et al. 2010). Stari
jednotlivych linif je odhadovano na 27 milionu let (linie I), 28 milionu let (linie IT) a 32
milionu let (linie III, Couvreur et al. 2010) nebo na 36 milionu let (linie I), 31 miliond let
(linie IT) a 47 miliona let (linie III, Beilstein e al. 2010). Nejstarsi pyl zastupct celedi
Brassicaceae byl nalezen v Turecku a pochdzel ze stfedniho miocénu (pred 26 mil. lety,

Yavuz-Isik a Demirci 2009).

1. 1. 2. Puvod tribu Descurainieae

Tribus Descurainieae zahrnuje Sest rodd: Descurainia (asi 48 druht, severni a jizni
Amerika, Eurasie a Kandrské ostrovy, zdkladni chromosomové ¢islo x = 7), Hornungia (3
druhy, Eurasie, x = 6), lanhedgea (1 druh, sttedni Asie, x = 14), Tropidocarpum (4 druhy,
severni a jizni Amerika, x = 8), Robeschia (1 druh, Stfedni vychod, x = 8) a Trichotolinum (1
druh, Patagonie, zdkladni chromosomové €islo nezndmé, Al-Shehbaz et al. 2006, Warwick a

Al-Shehbaz 2006). Podle vyzkumu Goodsonové a kolektivu (2011) se od spolecného piedka
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tribu Descurainieae nejdiive oddélila vétev sesterskych rodu Hornungia a Tropidocarpum (asi
pted 23 miliony let), pak rod lanhedgea a nakonec rody Robeschia a Descurainia asi pred
22,5 miliony lety. Z nékterych vysledkt v§ak vyplyva rod lanhedgea jako blize ptibuzny rodu

Descurainia, nez rod Robeschia (Goodson et al. 2011).

Pavod tribu Descurainieae saha do doby pfed 23 miliony let (oddéleni roda
Hornungia a Tropidocarpum, Goodson et al. 2011) v Irdnsko-turanské oblasti, kterd je také
pravdépodobnym mistem vzniku ¢eledi brukvovitych rostlin (Al-Shehbaz et al. 2006, Franzke
et al. 2011, Goodson et al. 2011). Cst tribu se odtud zfejmé rozsifila vychodni cestou pres
Beringovu uZinu do severni Ameriky a posléze do jizni Ameriky. PfestoZe se v jiZzni Americe
vyskytuje vice druhl, geneticka diverzita je vetSsi v severni Americe, coz naznacuje star$i
puvod severoamerickych taxonu. Rozsiteni Descurainieae timto zptisobem potvrzuje i vyskyt
druhu Descurainia sophioides, kterd roste na vychod od pohoii Ural, pfes severni Sibif,
Aljasku aZ po Kanadu (Aiken et al. 2007). Je pravdépodobné, Ze se touto cestou do severni
Ameriky dostaly i dal$i brukvovité druhy — feficha (Lepidium, Mummenhoff et al. 2001),
chudina (Draba, Koch a Al-Ahehbaz 2002), Smelowskia (Carlsen et al. 2010), ale i napiiklad
je¢men (Hordeum, Celed lipnicovité, Blattner 2006) nebo starCek (Senecio mohavensis, Celed
hvézdnicovité, Coleman et al. 2003). Posledni spolecny piedek vSech americkych druha

Descurainieae rostl pted 4,7-5,7 miliony let.
1. 1. 3. Rod uhornik (Descurainia)

Rod thornik zahrnuje asi 48 druhi z linie, které rostou v mirném podnebném pasu po
celém svété. Poté, co se rod Descurainia rozsitil do Evropy, doslo patrné k diversifikaci druhu
D. tanacetifolia (Pyreneje, severni Spanélsko). Prvni thornik se dostal na Kandrské ostrovy
asi pfed 1 az 2,8 miliony let, pravdépodobné z Pyrenejského poloostrova. Tato oblast byla
ttoCistém mnoha druhti béhem vrcholné doby ledové v pleistocénu (Hewitt 1996, Goodson et

al. 2011, Al-Shehbaz 2012).
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Seznam druht Descurainia podle oblasti pivodu (The International Plant Names Index):

Jizni Amerika: Severni Amerika: Eurasie: Kanarské ostrovy:
D. antarctica D. obtusa D. tanacetifolia D. artemisioides
D. appendiculata  D. cf. streptocarpa  D. kolchii D. bourgeana
D. cf. erodiifolia  D. impatiens D. sophia D. gilva

D. cumingiana D. incisa D. irio D. gonzalezii
D. heterotricha D. pinnata D. boryi D. lepsii

D. glaucescens D. virletii D. millefolia
D. pimpinellifolia  D. paradisa D. preauxiana
D. athrocarpa D. californica

D. depressa D. incana

D. myriophylla D. sophioides

D. leptoclada D. kenheilii

D. stricta D. ramosissima

D. cleefii D. torulosa

D. macbridei D. richardsonii

D. nuttallii D. brachycarpa

D. adpressa D. mencziesii

D. altoandina D. intermedia

D. bravifructa D. longepedicellata

D. pulcherrima D. brevisiliqua

D. nana D. hartwegiana

D. argentea

V diplomové praci se zabyvam vyhradné sedmi endemickymi druhy dhorniku, které
rostou na Kandrskych ostrovech, a to D. artemisioides (ostrov Gran Canaria), D. bourgeana
(Tenerife, La Palma), D. gilva (La Palma), D. gonzalezii (Tenerife), D. lemsii (Tenerife) a D.
preauxiana (Gran Canaria). Druh vyskytujici se na nejvice ostrovech (Tenerife, La Gomera,
La Palma) je thornik tisicilisty (D. millefolia), viz obr. 2 (Schonfelder a Schonfelder 2002,
Goodson et al. 2006). VSechny kanérské dhorniky jsou diploidni (2n =2x = 14, Suda et al.
2003).

Vétsina evropskych pevninskych dhornikd jsou byliny s drobnymi Zlutymi nebo
bilymi CtyfCetnymi kvéty. Oproti tomu sedm endemickych druht z Kanéarskych ostrovii ma
kvéty vetsi a jsou to dievité vytrvalé rostliny. Podle vyzkumu jaderné a chloroplastové DNA
jsou endemické druhy Kandarskych ostrovii odvozeny z jediné kolonizace. Pravdépodobnym
centrem adaptivniho §ifeni pavodnich dhorniki po Kanarskych ostrovech byla nizinna oblast
kfovin na Tenerife, odkud se thorniky rozsifily nejdiive na ostrov La Palma a ndsledné na
ostrovy Gran Canaria, La Gomera a zpét na Tenerife (Goodson et al. 2006). NejbliZ§im

ptibuznym na pevning je druh D. tanacetifolia (D. tanacetifolia subsp. suffructicosa, Goodson
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et al. 2011), trvald bylina rostouci v hordch jihozdpadni Evropy. Stejné jako kandrské
thorniky ma D. fanacetifolia sedm pari chromosomdu, zatimco jiny evropsky thornik D.

sophia ma chromosomovy pocet 2n = 4x = 28 (Goodson et al. 2006).

Obr. 2: Uhornik tisicilisty (Descurainia millefolia, Manuel Luis Gil Gonzalez 2015, upraveno).

1. 2. Karyotypy, chromosomy a jejich prestavby

Pojmem karyotyp se oznaCuje soubor v§ech chromosomu v jadie buriky. Karyotypy se
meéni mutacemi v poctu chromosomd, v poctu celych sad (ploidni mutace) nebo zménami ve
struktufe chromosomu. Mezi zdkladni chromosomové piestavby patii delece, inzerce,
duplikace, inverze a reciproké translokace (Schubert a Lysak 2011). Strukturni pfestavby jsou
zpusobeny zlomem obou vldken DNA, vétSinou v oblasti bohaté na repetitivni sekvence —
zvlasteé, pokud jsou repetice rozptylené v genomu (Devos 2010). Pfestavby mohou byt
ptirozené nebo umeéle vyvolané. Laboratorné se indukuji pasobenim mutagenti nebo paprsky
X, které zpusobuji zlomy chromosomu a opravny systém organismu nékdy zafadi sekvenci v
obrdceném pofadi nebo do jiného zlomu (Snustad a Simmons 2009). Pfestavby mohou
vzniknout i pfirozenou cestou, a to ndhodnymi mutacemi (pisobeni mutagent) nebo
pusobenim transponovatelnych elementt - jsou to obvykle kratké dseky DNA, které maji
schopnost vySteépit se z chromosomu a na jiném misté se opét zaradit (poprvé objeveno u

kukufice, Zea mays, McClintock 1950). Enzym tanspondza rozstfihne DNA na koncich
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transpozonu. Oba volné konce se zafadi na nové misto chromosomu, ¢imz muze dojit k
inverzi segmentu mezi koncem a novou pozici, nebo i k deleci tohoto dseku (Krishnaswamy

et al. 2008).

Delece je ztrata Casti jaderného genomu, zmenSuje tedy genomovou velikost. Dva
zlomy na riznych mistech chromosomu zpusobi vnitini (intersticidlni) deleci. Jediny
dvouvldknovy zlom zplsobi termindlni deleci, kterd ale musi byt na zkrdaceném konci
chromosomu stabilizovdna de novo syntézou telomery, nebo ziskem nové telomerové
sekvence ze sesterské chromatidy nebo z konce nehomologniho chromosomu (Yu a Graf
2010). Pokud jsou v genomu zdvojené chromosomy (polyploidie), jsou delece vice tolerovany
z divodu rezervni kopie funkcnich genu (toto plati i pro dalsi prestavby, Snustad a Simmons

2009, Schubert a Lysak 2011).

K inzerci dojde vloZenim extrachromosomové DNA (napf. kruhovy chromosom, DNA
infikujicich vird nebo bakterii apod.). Vliv této uddlosti zdlezi na misté inzerce a na vloZené
sekvenci. Pokud je DNA vloZena dovnitf genu, pak tento pfestane fungovat nebo jeho expresi
vznika mutantn{ protein neschopny zastdvat pivodni funkci. Dal§im vyznamnym faktorem je
vkladand DNA, pokud obsahuje geny, pak muZe dochazet k jejich expresi. Mira exprese
zéavisi na regula¢ni oblasti daného genu a na mist€ inzerce (Schubert a Lysak 2011). Pokud je
zaClenéna cizorodd DNA, muze dojit i k expresi bakteridlnich nebo virovych gent v burice.

Inzerce vedou k zvétSovani genomu i délky chromosomu.

Duplikace je zpusobena zdvojenim ¢asti chromosomu. Duplikovany gen pak muze
ztratit svou funkci, ziskat funkci novou nebo si svou funkci ponechat, pokud je dvojndsobnd
davka genu pro rostlinu vyhodné nebo tolerovana. Duplikovand kopie je bud’ zatazena hned
za puvodni segment (vznikaji tak tandemové duplikace) nebo na jiné misto (inzercni
duplikace, Nelson a Schoemaker 2006, Lysak a Schubert 2013). Duplikace zptsobuji
zvétSovani genomu. Duplikoviany mohou byt nejen €asti chromosomu, ale i celé chromosomy
(obvykle v dusledku chybného rozestupu chromosomi béhem meiézy) nebo chromosomové

sady (jev oznaCovany jako polyploidizace genomu).

Inverze nastane, kdyZ je tsek chromosomu dvéma zlomy vystfiZzen a opét zafazen do
stejného mista v prevrdacené orientaci. Paracentrickd inverze je pouze na jednom raménku

chromosomu. Nezahrnuje centromeru a nemeéni morfologii chromosomu. U pericentrické
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inverze je kazdy zlom na jiném raménku a meéni pozici centromery na chromosomu. Béhem
meiotického parovani muze dojit k vytvoreni smycky invertovaného segmentu a homologni
nepfevracené oblasti. Pokud nésledné dojde v této oblasti k rekombinaci, vznikaji duplikace a
delece na sesterskych chromatiddch (Snustad a Simmons 2009, Lysak a Schubert 2013).
Inverze obvykle vznikd mezi dvéma oblastmi obrdcenych repetic. Nijak nemeéni velikost
genomu, ale méni pofadi genti na chromosomu, tedy i vazebné skupiny gent. Gen se muze

inverzi dostat z oblasti silné exprese do oblasti s velice nizkou expresi genti a naopak.

Reciproka translokace je mutace, v ramci které si chromosomy vziajemné vyméni
useky (vétSinou koncové Césti), a to beze ztraty genetického materidlu. Translokace zvétSuje
vazebnou vzddlenost mezi geny, muze také vymezit nové vazebné vztahy. Miize byt i pfiCinou
klesajictho chromosomového poctu, pokud probéhne mezi dvéma akrocentrickymi
chromosomy. Dlouhd raménka vytvoifi velky chromosom a z kritkych ramének vznikne
minichromosom, €asto s centromerou, ktery se postupné z karyotypu ztrati. Translokaci nékdy
vzniknou chromosomy s dvéma centromerami (translokace mezi chromosomovymi konci).
Pro dosazeni stability dicentrického chromosomu je jedna z centromer vzdy inaktivovdna
nebo deletovdna (Snustad a Simmons 2009, Murat et al. 2010). Reciproké translokace mohou
vést i k tzv. inzerénim fuzim chromosomu, které jsou zdokumentovdny zejména v cCeledi
Poaceae (Luo et al. 2009, Murat et al. 2010). Po vytvofeni zloma na koncich ramének
jednoho chromosomu dojde k chybné opravé a navdzani ramének do zlomu v centromerické

oblasti jiného chromosomu (Schubert a Lysak 2011).

Mezi nejCastejSi chromosomové prestavby nejen u brukvovitych rostlin patii
translokace a inverze — tedy pfestavby zpusobujici pouze piesun casti DNA mezi
chromosomy, ne jejich ztratu nebo znédsobeni. K translokacim a inverzim €asto dochdzi mezi
chromosomovymi zlomy v oblastech se stejnymi repeticemi, napf. oblasti ribosomélni DNA
(rDNA). Jedna se o oblasti obsahujici tandemové repetice gent pro ribosomovou RNA: 458 a
5S rDNA. Pocet a umisténi tDNA je jednou ze zdkladnich charakteristik karyotypu. 45S
rDNA je navic oblasti organizdtoru jadérka (NOR: nucleolus organizer region) — Cdsti
chromosom, které béhem interfaze spolecné tvoii jadérko (Snustad a Simmons 2009). Dalsi
Casté zlomy jsou v pericentromerickych a v subtelomerickych oblastech bohatych na repetice.
U rostlin jsou velmi Casté polyploidizace, tedy duplikace celych chromosomovych sad (viz

kapitola 1. 3. 3. Polyploidizace).
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1. 3. Speciace

Pojmem speciace rozumime evoluc¢ni proces vzniku novych druhd odstépenim
evolucnich linii od spolecného predka. Jak ale snadno rozlisit, co je jeSté variabilita jedinct v
ramci stejného druhu a co uzZ je novy druh? Mayr a Dobzhansky (1945, Dobzhansky 1975)
definovali na zdklad€ pokust s riznymi druhy octomilek (Drosophila sp.) druh jako skupinu
se spoleCnym genofondem reproduk¢né odde€lenou od ostatnich. Dnes je obvykle druh
charakterizovan jako reprodukcné izolovana skupina organismu s podobnymi vlastnostmi, se
spoleCnym puvodem a historii. Evoluc¢ni genetici urCuji druh zejména podle sdileného
genofondu - sekvenaci genomu a porovnavanim karyotypu jedinct a jednotlivych populaci

(Snustad a Simmons 2009).

Speciace muZe probihat neékolika zdkladnimi mechanismy podle rozloZeni populaci a
miry jejich izolace. U alopatrické speciace jsou od sebe populace odd€lené geografickou
bariérou a postupné dochdzi k divergenci hromadénim specifickych mutaci, pfirodni selekct,
pohlavnim vybérem a genovym driftem. Dojde k vyvoji reprodukéni izolace, a i kdyzZ je
nasledné geografickd bariéra odstranéna, tyto populace uZ nejsou schopny vzdjemné se kiizit.
Sympatrickd speciace probihd na rozdil od alopatrické speciace na stejné lokalit€. U mensi
subpopulace se vyvine reprodukéni bariéra bez geografického rozdéleni. Cést jedincd se
prizptsobi novému hostiteli nebo se ¢lenové subpopulace selektivné kiiZi jen mezi sebou,
takze nedochazi k vyméné gent se zbytkem populace (Snustad a Simmons 2009). U rostlin
muZe byt sympatrickd speciace zpusobena i velkymi zménami karyotypu, jako je
polyploidizace. Peripatrickd speciace probihd, kdyz se z plvodni populace odd€li mald
skupinka, ktera kolonizuje nové tzemdi, tam se rozmnoZi a zaloZi tak novou populaci. Do nové
lokality se dostane jen par jedinct. Proto je nova populace ze za¢atku mald a dochazi k rychlé
divergenci s Castym nedostatkem fosilnich zaznamu. Tento fenomén je oznaCovan jako efekt

zakladatele (Mayr 1954).
1. 3. 1. Izolac¢ni bariéry

Reproduk¢ni izolovanost je jednou ze zdkladnich podminek speciace. Pokud by mezi
populacemi stile dochdzelo ke genovému toku, zmenSovala by se rozdilnost mezi populacemi
a nemohlo by se nahromadit tolik zmén, aby vznikly nové druhy. Reproduk¢ni bariéry jsou

prezygotické (pfed splynutim rodiCovskych gamet) a postzygotické (po splynuti gamet, tedy
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po vzniku zygoty).

Prezygiotické bariéry brani jedincim z odlisnych skupin tvofit hybridni potomstvo.
Bud’ zabrariuji pafeni, nebo blokuji spojeni gamet v zygotu. Patii sem geografickd izolace
(jedinci se vubec nesetkaji), ekologickd izolace (preference raznych stanovist v rdamci
spole¢né lokality) a také etologicka (rizné typy chovani, rizné pafici ritualy) a ¢asova izolace
(riznd doba aktivity jedinct, odliSny Zivotni cyklus, ale i vazba na hostitele s riznym
Zivotnim cyklem, tedy napiiklad riznd doba kveteni stromt apod.). Do prezygotickych
reproduk¢nich bariér se fadi i anatomické a chemické neslucitelnosti partner riznych druht
(inkompatibilita pylu u rostlin apod., Snustad a Simmons 2009). Piikladem geografické
izolace jsou populace endemického druhu Cardamine apennina (Brassicaceae) v Toskanské
provincii a v provincii Abruzzo, vzdilené od sebe 350 km. Mira jejich genetické divergence

odpovidé dlouhodobé izolaci bez genového toku mezi populacemi (Lihova et al. 2004).

Postzygotické izolacni mechanismy brini hybridnimu potomstvu pfeddvat geny do
dalSich generaci. Zygoty nepfezivaji, hybridni potomci maji sniZenou Zivotaschopnost a
poruchy plodnosti. Sem patii i chromosomové piestavby, které ovliviiuji reproduk¢ni bariéru
snizenim schopnosti parovani chromosomu a jejich pravidelné segregace v hybridnich

genomech (Basset et al. 2006).

1. 3. 2. Chromosomova speciace

Jednou z moznych projeva postzygotické reprodukéni izolace jsou poruchy rozestupu
chromosomi béhem bunécného deéleni. Lichy pocet chromosomil v zygoté mezidruhového
hybrida ztézuje tvorbu funkénich gamet. V dusledku chromosomovych prestaveb, zvlasté
inverzi a prestaveb mezi vice chromosomy, dochdzi €asto k delecim a duplikacim genetického
materidlu v dcefinych buiikdch (Coyne a Orr 2004, Snustad a Simmons 2009). Genetické
bariéry zahrnujici chromosomové pfestavby jsou mnohem silnéjsi nez bariéry zpusobené
jednim lokusem. Je u nich tedy mnohem pravdépodobnéjsi, Ze odstartuji akumulaci
postzygotickych inkompatibilit vedouci k reprodukéni izolaci (Navarro a Barton 2003).

Bonasora a kolektiv popsali novy druh Paspalum schesslii (Celed lipnicovité, Poaceae), kvuli

jeho neobvyklému chromosomovému poctu (n = 6), ptestoze druh morfologicky odpovida
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Paspatum malmeanum (n = 10) a vyskytuje se i na stejné lokalité. Pavod snizeného
chromosomového poCtu (n = 6) sice jesté nebyl stanoven, ale pravdépodobné se jednd o fizi

chromosomil a chromosomové piestavby (Bonasora et al. 2015).

Podle hypotézy chromosomové speciace tvoii chromosomové piestavby reprodukéni
izolaci mezi populacemi, a tudiZ napoméhaji speciaci (White 1978). Bylo navrZeno mnoho
modelti chromosomové speciace (shrnuti napf. King 1995). Zakladni myslenka je u vSech
stejna: heterozygotni jedinci maji sniZzenou fertilitu, chromosomové piestavby pusobi jako
genetickd bariéra a zabranuji toku geni mezi populacemi s riznymi zafixovanymi
piestavbami (White 1978). Vyzkum ostfic (Carex scoparia) odhalil variabilni chromosomovy
pocet mezi populacemi (od n = 31 do n = 34), pravdépodobné v duasledku fizi a rozdéleni
chromosomu. I mezi populacemi se stejnym chromosomovym poctem je variabilni velikost
genomu zpusobend chromosomovymi pfestavbami (pii chromosomovém poctu n = 34 je
velikost genomu od 334,9 Mbp do 347,4 Mbp). Ostfive maji tzv. holocentrické chromosomy
(bez lokalizované centromery, tvorba kinetochoru a vazba mitotickych vietének probihd po
celé délce chromosomu), proto nejsou rizné chromosomové pocty prekvapivé. Nicméné z
této studie vyplyva, Ze rychld chromosomova evoluce ziejmé hraje velkou roli v diversifikaci
ostfic (Chung et al. 2011). Chromosomové piestavby omezuji genovy tok mezi populacemi a
zvysuji tak moZnosti lokdlni adaptace a diferenciace populaci (Hipp et al. 2010, Chung et al.

2011).

Nejvyznamnéj$im modelem chromosomové speciace je Whittv stasipatricky speciacni
model. Podle n¢j vznikd v rdmci populace chromosomova mutace, heterozygotni jedinci jsou
pak evolu¢né znevyhodnéni oproti homozygotim a mutace se v populaci fixuje. Evoluce
chromosomul zpusobi i speciaci taxond, které geograficky zustavaji v kontaktu. Dcefiné druhy
obvykle vznikaji ve stiedu puvodni populace, kterou vyuzivaji k vlastnimu Sifeni (White
1978). Vyvstava zde ale problém, ktery resil uz Charles Darwin a jeho kolegové — jak se zvysi
frekvence chromosomové prestavby v populaci, pokud maji heterozygoti snizenou fitness?
Jak zduaraznili Sturtevant a Muller v letech 1938 a 1940 (v Coyne a Orr 2004), ¢im vEtsi je
reproduk¢ni izolace zpisobend chromosomovou prestavbou, tim je uz od pocatku silnéjsi
selekce proti ni (Coyne a Orr 2004). Futuyma a Mayer (1980) také upozormiuji na selekci proti

novym pfestavbam chromosomu, dokud nedosdhnou dostatecné frekvence v populaci.

MoZznym feSenim otdzky zvySeni frekvence chromosomové piestavby v populaci je
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epistaze gend zpusobujicich reprodukéni izolaci. Tedy nadfazené pusobeni genu reprodukéni
izolace oproti ostatnim genim (Coyne a Orr 2004). Dalsi moznosti je fixace zmény v malych
populacich, kde genovy drift prevazi vliv selekce. Bylo vSak spocitdno, Ze efektivni velikost
takovéto populace by musela byt velmi mald (méné nez 50 jedinct, Walsh 1982). Populace
této velikosti s nejveétsi pravdépodobnosti vyhyne nebo se spoji s jinou vétsi populaci drive,
nez dojde k zafixovani chromosomové prestavby. Tato studie také ukazuje, Ze je reprodukéni

izolace mnohem cast€ji zptuisobena vice prestavbami s malym vlivem na fitness heterozygota,

nez neékolika zménami velkého ucCinku (Walsh 1982).

V malych populacich jsou dvé vysvétleni fixace mutace — zvyhodnéni homozygota a
meioticky drive. Zvyhodnéni homozygoti s danou piestavbou by mohlo vyvazit snizené
fitness heterozygott (White 1978). Pokud vsak neni toto zvyhodnéni opravdu vyrazné, pak
ma jen maly vliv na frekvenci pfestavby v populaci. Mutace jsou nejnichylné&jsi ke ztraté,
kdyz jsou v populaci vzacné. Nicméné€ vzacné piestavby jsou vétSinou v heterozygotnim stavu
a vliv homozygoti na populaci je minimdlni (Hedrick 1981, Walsh 1982). Druhym
vysvétlenim fixace mutace je meioticky drive - CastéjSi pfenos urCité kopie genu nebo
urcitého heteromorfniho chromosomu na potomstvo, nez je o¢ekdvanych 50 % (White 1978,
Lyttle 1991, King 1995). Segregac¢ni nerovnovdha muze byt zpusobena napiiklad mirnou
interakci mezi ur€itymi oblastmi chromosomu a Castmi meiotického apariatu (Freeling a
Thomas 2006). Meioticky drive se obvykle vyskytuje u samicich pohlavnich buné€k, kdy se po
meiotickém deleni pouze jedna ze Ctyf sesterskych bun€k zméni v oocyt. Toto vajicko pak
Castéji obsahuje chromosomy se zvyhodnénim pii pohybu po meiotickém vieténku k
bunénym polim. Tedy napf. krat$i chromatida chromosomu asymetrického v dusledku
crossing-overu  (Zimmering a Bendbow 1973), nebo chromosom obsahujici
heterochromatinové uzly, které zptusobuji pfedCasny pohyb chromosomu po délicim vieténku
(Rhoades a Dempsey 1966). Heterochromatinové uzly se Casto vyskytuji u kukufice (Zea
mays), zpusobuji meioticky drive a zmény genomu (Buckler et al. 1999). Vypocty ale
prokazaly, ze by meioticky drive chromosomovych prestaveb musel pasobit opakované pro
vytvofeni silné izolace béhem nepfili§ dlouhé doby (Futuyma a Mayer 1980, Walsh 1982).
Prestoze se toto vysvétleni zda nepravdépodobné, faktory meiotického drivu rozdé€luji nekolik
blizce piibuznych druht (kukufice setd, Zea mays ssp. parviglumis a mexicana, Buckler et al.
1999) a jsou cCasté u novych mutaci dalSich prozkoumanych organismu (§tovik kysely Rumex

acetosa, Wilby a Parker 1988, hrabo§ polni Microtus arvalis, Gileva a Rakitin 2006,
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octomilka Drosophila simulans, Montchamp-Moreau 2006).

Rieseberg (2001) se domnivd, Ze pokud jsou geny reprodukéni izolace umistény v
oblasti chromosomové prestavby rozliSujici dva alopatrické taxony, pak asociace mezi témito
geny a prestavbou pretrvava i po sekundarnim kontaktu obou taxond. Je to z toho diivodu, Ze
heterozygotnost pro tyto pfestavby brani rekombinaci obsazenych geni. Mensi rekombinace
znamend sniZzenou eliminaci genu pfirodni selekci znevyhodnujici hybridy. Celkovym
vysledkem je tedy oddéleni fize taxond po sekunddrnim kontaktu. Popsany mechanismus
poskytne taxonim dostatek Casu pro nahromadéni izola¢nich bariér procesem reinforcementu
(silné znevyhodnéni hybridd, vytvofeni uplné reprodukéni izolace) a dokonceni speciace
(Rieseberg 2001, Noor et al. 2001). Hipp a kolektiv (2010) svym vyzkumem ostfic (Carex
scoparia) potvrdili, Ze geografickd vzdalenost a pocet chromosomovych pfestaveb, které
rozdéluji populace, vyrazné ovliviiuje genovy tok mezi zminénymi populacemi (Hipp et al.

2010).

Chromosomové speciace tedy spocivd v hromadéni chromosomovych piestaveb,
dokud nezpuisobi reprodukéni izolaci a sniZi tak Zivotaschopnost heterozygotnich potomku po
zpétném kiizeni s plvodni populaci. Rekombinacni speciace je méné prozkoumana. Druhy
vznikaji rekombinaci rodi¢ovskych genomu, obsahuji chromosomy obou rodicu a lisi se ve
sloZeni karyotypu (Harini a Ramachandra 2003). K reproduk¢ni izolaci dochdzi bez zmény v
poctu chromosomovych sad, podobné¢ jako u chromosomové speciace. Pokud se rodicovské
druhy 1i§i nejmén€ dvéma chromosomovymi pfestavbami (translokace nebo inverze),
crossing-over u potomka sniZi pocet Zivotaschopnych gamet (duplikace a delece rozsahlych
segmentti chromosomu). V ndsledujici generaci jsou pak dostatecné plodni pouze potomci s
homozygotni variantou rodicovskych pfestaveb. Vznika tak ¢dstecnd izolacni bariéra snizené

plodnosti v ptfipad€ zpétného kiiZzeni s rodiCovskymi druhy nebo se sesterskymi druhy

homozygotnimi pro jinou pfestavbu (McCarthy et al. 1995).

1. 3. 3. Polyploidizace

Nové druhy nemusi vznikat pouze rozdelenim druhu spole¢ného piedka, lze také

zkfizit dva druhy pro vznik druhu spolecného potomka (Coyne a Orr 2004). Polyploidie je
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stav, kdy je pocet chromosomovych sad v buiice vétsi nez dvé. Pri polyploidizacni speciaci
vznikd novy druh zndsobenim poctu chromosomovych sad oproti pavodnimu druhu. Novy
druh je v podstate ihned reprodukéné izolovany: u diploidni rostliny (2x) nedojde k rozestupu
chromosomil a vznikne tetraploidni potomek (4x). Pokud by se zpétné kiizil s rodicovskym
druhem, byl by vysledkem triploidni jedinec (3x) s poruchami meidzy, problémy s parovdnim
chromosomi a s Casto aneuploidnimi gametami (Coyne a Orr 2004, Snustad a Simmons

2009).

Jsou rozezndvéany dva typy polyploidie: autopolyploidie a allopolyploidie. V ptipadé
autopolyploidie pochdzi chromosomové sady ze stejného druhu, Casto z jednoho jedince.
Nejcastéji je pri¢inou polyploidie je porucha rozestupu chromosomu do dcefinych jader
(Coyne a Orr 2004, Snustad a Simmons 2009). Né¢které druhy trpi sniZenou fertilitou v
diasledku vzniku aneuploidnich gamet (Ramsey a Schemske 2002).

Allopolyploidie vznikd hybridizaci mezi riznymi druhy. Genom obsahuje kompletni
chromosomové sady nejméné dvou druhd. Pokud jsou tyto sady chromosomu dostatecné
strukturné rozdilné, vzdjemné se neparuji. Chromosomy tvoii béhem meidzy pouze bivalenty
(dvojice), gametogeneze probihd standardné a fertilita je obvykle vysokd (Coyne a Orr 2004,
Stebbins 1947). U segmentové allopolyploidie jsou nékteré chromosomy dostate¢né rozdilné
a nepdruji se. Jiné jsou podobng&jsi a seskupuji se ve vétSich poCtech. Segmentova polyploidie
je nestabilni a v genomu probihaji dal§i zmény, dokud vétSina chromosomu netvoii klasické
bivalenty (genom Leucaena confertiflora nebo L. pallida, Boff et al. 2003). Také tyto rostliny
mohou mit sniZzenou plodnost. Nicméné€ i velmi nizkd fertilita polyploidi muze byt
kompenzovdna jejich rychlejsim rustem a vysokou schopnosti piezivat v prostiedi (Ramsey a

Schemske 2002).

Znasobeni chromosomového poctu pusobi ztratu bunécné rovnovahy. Je exprimovano
prili§ mnoho proteinti, dochazi k poruchdm pfi rozestupu chromosomt a genom je celkové
nestabilni. Pravé genomova nestabilita je spojovdna s poruchami mitdzy a s rakovinou (Tan et
al. 2015). Nasleduje tedy faze diploidizace, kterd zahrnuje vyrazné chromosomové piestavby
a delece genomovych sekvenci, dokud neni genom opét funkén€ podobny diploidnimu.
Duplikovany gen je prostorem pro mutace. MiZe ziskat novou prospéSnou funkci (je
zachovan), muze byt umlCen, nebo si zachova svoji funkci, pokud je jeho zvySena exprese pro

rostlinu  vyhodnd (Lynch a Conery 2000). Celogenomovd duplikace také zvySuje
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pravdépodobnost rekombinace mezi homeolognimi chromosomy, pfedevSim v oblasti repetic.
Asi nejvyrazné€jSi diploidizace probéhla u australského druhu Stenopetalum nutans
(Brassicaceae), kde byl karyotyp redukovan z n = 16 (po celogenomové duplikaci) na n = 4

(Mandédkova et al. 2010a).

Vétsina kvetoucich rostlin prosla v prubéhu své evoluce celogenomovou duplikaci.
Podle analyzy genomovych sekvenci probéhla pred 175-235 miliony let (Yang ef al. 1999)
pied rozdélenim jednodéloZnych a dvoudéloznych rostlin triplikace genomu, oznacovand jako
triplikace y (Ziolkowski et al. 2006, Tang et al. 2008a, Baker et al. 2009, Jiao et al. 2011). Pro
celed” brukvovitych rostlin ndsledovaly dvé dal$i zndsobeni genomu. Celogenomova
duplikace B je datovand po oddéleni Celedi Caricaceae od zbytku tadu Brassicales pred 124
miliony let (Ming et al. 2008, Baker et al. 2009, Kagale et al. 2014). Nejnovejsi
celogenomovou duplikaci je duplikace a, kterd je typicka pro ¢eled brukvovitych. Probéhla
pied 47 miliony let, pred oddé€lenim sesterské skupiny Aethionemeae (Schranz a Mitchell-

Olds 2006, Franzke et al. 2011, Kagale et al. 2014, Hohmann et al. 2015).

1. 3. 4. Ostrovni speciace

Ostrovni speciace se velmi lisi od speciace probihajici na pevnin€. Hlavnim divodem
je geografickd izolace ostrova a také omezené mnoZstvi vhodnych stanovist pro rust
zavleCenych rostlin. Semena a spory se na ostrovy obvykle dostdvaji vétrem, s ptdky nebo
jsou zaneseny motrem. Akumulace druhii na ostrovech zavisi na rychlosti evoluce a frekvenci
kolonizace ostrova. V extrémnich pfipadech dojde k rychlé adaptivni radiaci druhu vlivem
stabilizovanych mutaci spolu s adaptaci na osidlovani novych stanovist’ (Gillespie 2007, Qiao
et al. 2016). Na odlehlejSich ostrovech je tempo kolonizace novymi druhy velmi pomalé,
proto maji vyraznou roli mutace. Nové varianty genl nejsou prindSeny migrujicimi jedinci a
diversifikace proto probihd hlavné prostfednictvim mutaci. Nejvyrazngjsi diversifikace je na
vétsich ostrovech vyskytujicich se na hranici distribuéniho dosahu pevninskych taxonu
(Gillespie 2007, Whittaker et al. 2008). Biodiverzita odlehlych ostrovt z velké Casti vychazi z
evolu¢ni adaptace nékolika prvnich pionyrskych druht a obvykle tedy zahrnuje velké

mnozstvi endemickych druhdg.
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Uspéch druha kolonizujicich ostrov zdvisi z velké &sti na dostupnosti Zivotniho
prostoru, kde se dany druh muZe uchytit, rist a rozmnoZovat se. Vyhodou jsou v tomto
piipadé mladsi ostrovy, kde jeste neni tak velka konkurence dal$ich druhl. Kolonizujici druhy
prochdzi mnoha zménami. Jednak to jsou zmény ekologické, které umozni expanzi druhti na
dal$i volna stanoviSté. DalSimi vyznamnymi zmeénami jsou evolu¢ni zmény. Na mnoha
odlehlych souostrovich je Casté adaptivni Sifeni druhu z jediného kolonizujiciho jedince nebo
malé skupiny. MuzZe se stat, Ze se v této malé skupin€ vyskytne urcitd chromosomova aberace,
kterd se pak ve vznikajici populaci snadno rozsiii a stabilizuje. Tento jev se oznacuje jako tzv.
efekt zakladatele. Geografickd izolace ostrovni populace umoZzni hromadéni dal$ich mutaci v

genomu, az nakonec muze vzniknout i novy druh se specifickou chromosomovou piestavbou.

Pevninské taxony, ze kterych pochdzi kolonizujici druhy, obvykle rostou ve velmi
odlisnych podminkéch oproti druhiim ostrovnim. Z tohoto divodu mohou ostrovni populace
postupné vyhynout, nebo se naopak zachovaji, pfestoZze rodiCovsky taxon na pevnin€ uz
zaniknul. Duvody pfeZiti jsou rizné — mensi kompetice ostatnich druhti na ostrovech, mirn&jsi
klima, ekologicka katastrofa na pevniné. Ostrovni druhy se pak povazuji za relikty a obvykle
se vyskytuji na starSich ostrovech (Gillespie 2007). Ptikladem jsou druhy Myrica faya a
Myrica rivas-martinezii z rodu voskovnik (Celed” voskovnikovité, Myricaceae) rostouci na
Havaji a na Kandrskych ostrovech (Huguet et al. 2005). Druhy rostouci na ostrovech jsou ale
také vice nachylné k vyhynuti vlivem ndhodnych jevi. Mivaji omezeny rozsah Sifeni a
populace jsou obvykle malé. Vyhynuti populace miiZe zpusobit kompetice invazivnich druhi,
znehodnoceni mista vyskytu geologickymi a klimatickymi zménami a dalSi klicové uddlosti
formujici ostrovni biotu. V neposledni fad€ je potfeba zminit vliv lidské ¢innosti, a to nejen

jako pricinu vyhynuti ostrovnich druhd, ale také jejich Siteni na dalsi ostrovy (Gillespie 2007).

Kandrské ostrovy se nachdzi zapadné€ od pobteZzi jizniho Maroka v Atlantickém ocednu
a jsou sopecného puvodu. K vyzvednuti nejstarSich casti nad hladinu oceanu doslo na konci
oligocénu (pfed asi 25 miliony let). Stdld sopecnd Cinnost m4 silny vliv na podobu jejich
krajiny. Mlad$i lavy zatuhlé v nejrizné&jSich tvarech jesté netvoii pudu, ale jsou cCasto
osidlovany liSejniky a pionyrskymi druhy rostlin zavleCenymi vétrem nebo prostfednictvim
ptdkd z pevniny (Schonfelder a Schonfelder 2002, Padilla er al. 2012). Nékteré druhy
nekolonizuji ostrovy pouze jednou, jako napiiklad endemicky druh vecernice kandrska

Matthiola bolleana (Brassicaceae). Jeji jednotlivé populace na ostrovech Lanzarote a

Fuerteventura jsou geneticky znacné odliSné. Proto je pravdépodobné, Ze doSlo k vice
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nezdvislym kolonizacim z pevniny (Jaén-Molina et al. 2009). Na Kandarskych ostrovech je
ptes 40 % druht kvetoucich rostlin endemickych (Gillespie 2007). Patii do nich i sedm druha

thornikt (Descurainia), jejichZ karyotyp je predmétem vyzkumu této diplomové prace.

1. 3. 5. Sifeni thornikd na Kanarskych ostrovech

Cela skupina kanarskych thornikt je monofyletickd, pochdzi tedy z jediné kolonizace.
Jejim pocatkem byl ostrov Tenerife, kam dhorniky pfisly pfed 1,8-2 miliony let (Goodson et
al. 2011, Hewitt 1996). Z analyzy sekvenci chloroplastové DNA (cpDNA, Goodson et al.
2006) vyplyva, Ze se thorniky po pfichodu na Kanérské ostrovy rozdé€lily na dvé hlavni linie.
Jedna zustala na ostrové Tenerife, ktery byl kolonizovén jako prvni. Sem patii D. lemsii, D.
gonzalezii a n€které populace D. millefolia. Druhou vétev tvoii thorniky, které se rozSifily na
dalsi ostrovy. Po Tenerife byl kolonizovén ostrov La Palma. Sem se rozsitil druh D. millefolia
a vznikly druhy D. gilva a D. bourgeana. Expanze thornika probihala i opacnym smérem, a
proto se na Tenerife dostal druh D. bourgeana. Z ostrova La Palma pokracovalo S§ifeni
nejdiive na ostrov La Gomera (D.millefolia) a pozdéji na ostrov Gran Canaria (D.
preauxiana, D. artemisioides). Vyména genu z populaci téchto ostrovi zpét na ostrov La

Palma nebo mezi sebou zatim nebyla prokdzana.

Kanarské ostrovy
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Lanzarote
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La Palma 12 mya 4

\ Tenerife
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Obr. 3: Kolonizace Kandrskych ostrovii thorniky — smér jejich Sifeni od prvni kolonizace. Cisla
oznacuji rozsifeni jednotlivych druhti. Stafi ostrovi je udano v milionech let (mya — millions years

ago). Upraveno z Goodson et al. 2006.
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Kanarské dhorniky se béhem kolonizace novych ostrovll pfizpisobily raznym
Zivotnim prostiedi. Adaptace jednotlivych thornikl na nové ekologické stanovisté by mohla
souviset s druhové specifickymi pfestavbami chromosomi. Obsazeni raznych stanovist
zfejmé koreluje s postupnym $ifenim thornikli. Prvni thornik se dostal na ostrov Tenerife
pfes mofe (vétrem, vodou nebo s ptactvem) a roz§ifil se v oblasti niZinnych kfovin. Tam
vznikl druh D. millefolia a ze stejné vétve se pak dhorniky rozsitily na horni hranici borovych
lest ostrova (D. gonzalezii a D. lemsii). Piedek D. millefolia se déle rozsitil do nizinnych
kfovin ostrova La Palma. Odtud se thorniky $ifily do vysSich poloh borovych lesa (D. gilva)
a stdle vySe do pousti ve velkych nadmotskych vySkdch, kde nejspiSe vznikl druh D.
bourgeana (a posléze se roz$ifil zpét na ostrov Tenerife). Druhy D. preauxiana a D.
artemisioides rostou pfedev§im v niZinnych kfovindch ostrova Gran Canaria a vyvinuly se

pravdépodobné z niZinného predka D. millefolia (Goodson et al. 2006).

I D. bourgaeana (Tenerife)
D. lemsii

[ D. artemisioides

[ D. preauxiana

il D. bourgaeana (La Palma)
i D. gilva

fl D. gonzalezii

0 D. millefolia (Tenerife)

4D D. millefolia (La Gomera)
\D D. millefolia (La Palma)

nizinné kioviny
borovicové lesy
vysokohorské pousté
nejasné

if 1

Obr. 4: Rekonstrukce vztahii mezi kanarskymi uthorniky metodou maximdlni parsimonie

fylogenetické analyzy cpDNA, jejich souvislost s ekologickou zénou vyskytu (Goodson et al. 2006).

Je zajimavé, Ze populace D. gonzalezii z Las Canadas (Tenerife) byla analyzou
cpDNA zarazena do vétve uhornikl rozsifenych na dal$i ostrovy, zatimco jina populace D.
gonzalezii z lokality Vilaflor (Tenerife) byla zafazena do vétve zustavajici na Tenerife. Je
mozné, aby se populace D. gonzalezii rozsitila na jiny ostrov a migrovala zpét na Tenerife,
aniZ by na ostrové La Palma zanechala jakékoliv stopy? Odpovéd se podafilo nalézt diky
analyze chromosomovych poc¢td (Bramwell 1977, Suda et al. 2003). V populaci D. gonzalezii

v Las Canadas byli zjiStény nejen diploidni rostliny, ale i jedinci s triploidnim a tetraploidnim
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poctem chromosomu. VSechny ostatni druhy Kanarskych dhornikii jsou vyhradné diploidni.
Populace zde neni pfili§ velkd a roste sympatricky s druhem D. bourgeana. Je tedy
pravdépodobné, Ze D. gonzalezii zde hybridizuje s dalSim druhem a D. bourgeana je
geograficky nejpiithodné€jsi. SmiSené geny cpDNA téchto dvou druhit v populaci pak
zpusobily zafazeni druhu D. gonzalezii do vétve thorniki expandujicich na dalsi ostrovy,

piestoZe nikam neexpandoval (Bramwell 1977, Suda et al. 2003, Goodson et al. 2006).

1. 4. Ancestralni karyotyp celedi brukvovitych (A CK)

vvvvvv

otdzka: jak vypadal karyotyp spolecného predka celé Celedi? Na zdklad¢ fylogenetickych
analyz rDNA (rody Arabidopsis a Arabis) mél pfedek chromosomové Cislo n = 8, ze kterého
pochdzi odvozené poCty n =5, n =6 an =7 (Koch er al. 1999), a které je také nejcastéjSim

chromosomovym poctem v ¢eledi (Warwick a Al-Shehbaz 2006).

Prvni studie evoluce karyotypu byly cilené na huseniCek rolni (Arabidopsis thaliana),
jeho blizce piibuzné druhy a ekonomicky vyznamné druhy patfici zejména do tribu
Brassiceae. Problémy vSak zpusoboval paleopolyploidni puvod tribu Brassiceae, i jeho
relativné velkd fylogenetickd vzdédlenost od tribu Camelineae (A. thaliana, Lysak et al. 2005,
Parkin et al. 2005). Arabidopsis thaliana je prvni rostlinou s osekvenovanym genomem (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Vybrana byla hlavné kvuli nizkému chromosomovému
poctu (n = 5) a malé velikosti genomu. ProtoZe ale vétSina brukvovitych rostlin mé zakladni
chromosomové &islo x = 8, A. thaliana neni idedlnim referencnim genomem pii rekonstrukci
evoluce genomu v Celedi brukvovitych. Srovndvacim genetickym mapovanim byly
analyzovany genomy dvou druhd tribu Camelineae s osmi chromosomovymi pary —
Arabidopsis lyrata (Kuittinen et al. 2004, Yogeeswaran et al. 2005) a Capsella rubella
(Boivin et al. 2004), a tyto porovndny s genomem A. thaliana. Ukéazalo se, Ze oba genomy (A.
lyrata i C. rubella) jsou z vétSiny kolinedrni s genomem A. thaliana. Studované genomy také
sdileji rozsidhlé konzervované genomické bloky. Srovndvaci sekvencni analyzy druhu
Brassica napus pomohly identifikovat nejméné 21 konzervovanych genomickych bloku v
genomu A. thaliana, které (s duplikacemi a prestavbami) zahrnuji 90 % genomu B. napus

(Parkin er al. 2005). Mimo jiné také vyslo najevo, Ze diploidni druhy Brassica pochdzi z
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hexaploidniho predka (Lysak et al. 2005, Parkin er al. 2005). Schranz a kolektiv (2006) na
zéklad€ porovnéni genetickych map A. lyrata, A. thaliana a C. rubella s genomem brukve
(Brassica rapa) navrhli ancestrdlni karyotyp (ancestral crucifer karyotype, ACK) s osmi pary
chromosomi (n = 8). Ancestrdlni chromosomy byly rozdéleny do 24 konzervovanych
genomickych blokli (rozsifeni 21 genomickych bloku dle Parkin er al. 2005), oznacenych
pismeny A-X (Schranz et al. 2006). V nejnovéjsi studii Lysak a kolektiv (2016) vyhodnotili
organizaci genomickych blokd na zdkladé cytogenetickych analyz 35 brukvovitych druht a
navrhli redukci Ctyf genomickych bloki (K, L, M a N) na dva (K-L, M-N). V nové
definovaném ancestralnim karyotypu je tedy 22 konzervovanych genomickych blokd, z nichz
10 zahrnuje celé chromosomové raménko a 12 zbyvajicich je v parech na Sesti riznych

chromosomovych raméncich (Lysak et al. 2016).
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Obr. 5: Ancestralni karyotyp brukvovitych rostlin (ACK), 8 chromosomovych para, 22
konzervovanych genomickych blokii A-X (podle Lysak et al. 2016).

Pro nasledné srovndvaci malovani chromosomt byly pouzity sondy ze sad
chromosomove¢ specifickych BAC klont A. thaliana (bacterial artificial chromosome - umély
bakteridlni chromosom s vloZenou cizi DNA, viz kapitola 3.3.), sefazenych a nabarvenych
podle kolinearnich genomickych blokt A. lyrata a C. rubella (Lysak et al. 2006). Tyto sondy
byly hybridizovany na chromosomy druhl z tribu Camelineae: A. lyrata, A. thaliana, C.
rubella, Neslia paniculata (n = 7), Turritideae: Turritis glabra (n = 6) a tribu Descurainieae:

Hornungia alpina (n = 6). Byla potvrzena kolinearita konzervovanych chromosomovych
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bloki mezi vSemi studovanymi druhy. Timto byl potvrzen ACK, coby piedek studovanych
druhti, a byla umoznéna rekonstrukce evoluce karyotypu odvijejici se od pravdépodobného

ancestralniho karyotypu (Lysak et al. 2006).

1. 4. 1. Zmény karyotypu v priubéhu evoluce brukvovitych rostlin

Po celogenomové duplikaci o (spolecné pro Celed Brassicaceae) prosly nékteré
skupiny brukvovitych rostlin i1 dal§imi polyploidizacemi. Tyto druhy prochazi diploidizaci
genomu, tedy sniZovanim chromosomového poctu, zatim ale maji chromosomové Cislo stdle
vys§i nez ACK (n = 8), nebo diploidizace uZz probéhla a druhy jsou tedy podle
chromosomového poctu diploidni, pfestoZze maji vétSinu nebo i vSechny genomické bloky
duplikované oproti ACK. Na piiklad v tribu brukvi (Brassiceae, linie 11, klad B) doSlo k
hexapoidizaci genomu, patrné pred 7,9-14,6 miliony let (Lysak et al. 2005, 2007). Predek
tribu Brassiceae proSel celogenomovou duplikaci za vzniku tetraploidni rostliny. Ta se
zkfizila s jedincem s diploidnim genomem za vzniku hexaploidniho pfedka dneSnich brukvi.
Po této uddlosti probehla diploidizacni redukce genomu, a proto je soucasnd brukev zelnd
(Brassica oleracea, 2n = 18) funk&né diploidni (Parkin et al. 2005, Ziolkowski et al. 2006). V
tribu Microlepidieae (linie I, klad A) probéhla celogenomova duplikace pred asi 5,9 miliony
let. Nésledovala diploidiza¢ni redukce karyotypu, a to aZ na chromosomovy pocet niZsi, nez
je u ACK (n = 8): Stenopetalum nutans n = 4, Stenopetalum lineare n = 5, Ballantinia
antipoda n = 6. Po této celogenomové duplikaci a diploidizaci pro§ly presklddané genomy
nékterych druha dalsi duplikaci bez nésledné diploidizacni redukce karyotypu: S. anfractum

(n=10) a S. velutinum (n = 8, Mandédkova et al. 2010a).

Klesajici chromosomovy pocet je ale patrny i u diploidnich rostlin, které po
celogenomové duplikaci o neprosly Zadnou dalsi polyploidizaci. Spole¢ny predek celedi mél
osm chromosomovych pard, ale mnoho druhtl jich md méné (napf. Ghornik, Descurainia, n =
7). Jaké jsou nejcastéjSi mechanismy redukce karyotypu? Z analyz druhd se sniZenym
chromosomovym poctem (n = 5, 6, 7) vyplyva, Ze nejcastéjSimi prestavbami chromosomi u
brukvovitych rostlin jsou inverze a translokace. Redukce chromosomového poctu je typicky
zprostiedkovand vytvofenim ftizniho chromosomu translokaci mezi chromosomovymi konci

dvou nehomolognich chromosomd. Tim vznikne chromosom se dvéma centromerami a
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chromosomovy fragment dvou subtelomerickych oblasti, ktery je v prubéhu déleni buriky
ztracen. Jedna z centromer fizniho chromosomu je pozdéji inaktivovdna nebo vyStépena, aby
se zabranilo roztrzeni chromosomu béhem anafaze (viz obr. 6A, Manddkova et al. 2010a,
Murat et al. 2015). Jinym velmi castym mechanismem je tvorba akrocentrickych
chromosomu pericentrickou inverzi, reciprokou translokaci mezi dvéma chromosomy a
nasledné eliminaci minichromosomu vzniklého pfi translokaci. Timto zplsobem vznikl

napiiklad karyotyp A. thaliana (viz obr. 6B, Lysak et al. 2006)

zlomy v subtelomerowyjch
oblastech
centromera
™
inaktivace jedna i
.. I CEntromer : Pericantricka Ratlpm}wl Frdta
translokace minichremosomu

invarze

translokace
mezi zlomy

Obr. 6.: Mechanismy redukce chromosomového poctu u brukvovitych. Varianta A: schéma
translokace mezi zlomy v subtelomerickych oblastech dvou chromosomu, inaktivace jedné z

centromer (podle Manddkova et al. 2010a). Varianta B: Schéma redukce karyotypu prostfednictvim

pericentrické inverze a reciproké translokace (Schranz et al. 2006, upraveno).

Manddkova a Lysak (2008) zkoumali evoluci karyotypu Sesti rodu z rozsitené linie 11
(klad B) s chromosomovym ¢&islem n = 7. Triby Coringieae, Calepineae a Coluteocarpeae
(difve Noccaeeae) sdileji strukturu dvou fiznich chromosomi AK6/8 a AKS5/6/8. Nékteré
druhy (Goldbachia laevigata, Calepineae a Noccaea caerulescens, Coluteocarpeae) pak maji
navic dal$i inverze a rody Calepina a Goldbachia prosly celogenomovou duplikaci. VSechny
tyto rody ale pochazi ze spole¢ného predka se sedmi chromosomovymi pary. P&t chromosomu
odpovidd struktute ACK (AK1-4, AK7) a dva jsou prestavéné (chromosomy AK6/8 a
AKS5/6/8, viz obr. 7). Karyotyp je odvozeny z ACK (n = 8) a oznacuje se jako Proto-
Calepineae Karyotyp (PCK). Chromosom AKG6/8 pravdépodobné vznikl diky dvéma
reciprokym translokacim mezi chromosomy AK6 a AKS8 (viz obr. 7, Manddkova a Lysak

2008). U dalSich zkoumanych tribu Isatideae, Sysimbrieae a Eutremeae byla objevena
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evolu¢né mladsi varianta PCK, obsahujici navic jednu dalsi reciprokou translokaci. Vyménou
kratkych ramének chromosomu AK2 (genomicky blok D) a chromosomu AKS5/6/8 (blok M-
N) vznikly rekombinantni chromosomy AK2/5 a AK2/5/6/8. Tato odvozena varianta PCK se
oznaCuje jako tPCK (Manddkova a Lysak 2008, Cheng er al. 2013). Genomova struktura
tPCK byla potvrzena sekvenovanim genomu druht Thellungiella salsuginea (Wu et al. 2012)
a Schrenkiella parvula (Dassanayake et al. 2011). Analyzy karyotypu dalSich druht potvrdili
tPCK jako spolecného piedka i u tribu Brassiceae (Cheng et al. 2013).

Vznik rekombinantnich chromosomu PCK
AK5/6/8

AK6 AKS8

trans. 1

—_—

trans. 2

Obr. 7: Schéma vzniku rekombinantnich chromosomu AK6/8 a AK5/6/8 (Proto-Calepineae Karyotyp,
PCK, Manddkov4 a Lysak 2008, upraveno).

1. 5. Malovani chromosomu

Malovani chromosomu je znaceni rozsahlych chromosomovych oblasti nebo celych
chromosomi metodou FISH (fluorescencni in situ hybridizace). Termin malovan{
chromosomu (chromosome painting) poprvé pouZzil Pinkel er al. (1988), kdyZz hybridizovali
chromosomové specifické sondy. Jejich fluorescence identifikovala chromosomy 4 a 21
karyotypu Clovéka a usnadnila tak identifikaci translokace a aneuploidie téchto chromosomu
(Pinkel et al. 1988). Metoda se bézné pouziva pii studiu savca (Yang et al. 1997), ptakt (Nie
et al. 2009), hmyzu (Fuchs et al. 1998b) i pfi klinickych diagnostickych testech (Liehr et al.
2013).

//////

mnoZstvi repetic (retroelementy, tandemové repetice) rozptylenych mezi vice chromosomy. U

ZivoCichti bylo zabranéno vazbé sond na tyto repetice pridinim nadbyte¢ného mnozstvi
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neoznacené celogenomové DNA. Technika se nazyvd chromosomov4 in situ suprese (CISS,
Lichter et al. 1988), bohuZel u rostlin nezabranila nespecifické vazbé sondy na celé
chromosomy. Pravdépodobnou pfi€inou selhdni této metody byl nadbytek roztrousenych
repetic ve srovnani s genomy zivocCichi. Navic u rostlin byvaji unikdtni chromosomové
sekvence pro vazbu sondy prili§ daleko od sebe, oddéleny oblastmi repetic. Vysledny signél
po malovani chromosomu je proto piili§ slaby, neZ aby se daly rozli§it konkrétni chromosomy
(Schubert et al. 2001). Dals§i moZnou pfiCinou je rozdilnd organizace rostlinného genomu.
Jednotlivé chromosomy rostlin maji velmi podobny pomér bazi AT:CG, coZ bylo vyloZeno
jako zndmka aktivni mezichromosomové homogenizace sekvenci. Prostfednictvim
nerovnomérného crossing-overu mezi homolognimi chromosomy a genové konverze (zména
sekvence jedné alely genu podle druhé alely na sesterském chromosomu) jsou puvodné

specifické sekvence Sifeny mezi ostatni chromosomy (Schwarzacher et al. 1997).

Prvniho malovdni chromosomt rostlin bylo dosazeno tzv. genomovou in situ
hybridizaci (GISH) s vyuzitim genomové DNA jako sondy. Rodi¢ovské genomy rostlinného
hybridu (Hordeum chilense X Secale africanum) byly oznaceny rozdilnymi fluorescencnimi
barvivy a nasledné hybridizovany k chromosomtm hybrida (Schwarzacher et al. 1989). Tato
metoda funguje pouze u mezidruhovych hybrida a jejich rodi¢l, presto je Casto vyuZzivana.
Pomoci GISH byl zjistén pivod allotetraploidniho druhu Cardamine flexuosa (Brassicaceae,
2n = 32), ktery vznikl zkiiZenim druhti C. amara a C. hirsuta (obé 2n = 16, Mandakova et al.
2014). Také u fefichy (Lepidium, Brassicaceae) byla metoda GISH vyuzita k odhaleni ptivodu
polyploidnich druhi z Austrdlie a Nového Zélandu. Tyto fefichy vznikly hybridizaci afrického
druhu L. africanum (2n = 16) a australského/novozélandského druhu Lepidium

muelleriferdinandi (2n = 56, Dierschke et al. 2009).

Dalsi pokusy o malovani jednotlivych chromosomu byly provedeny s chromosomové
specifickymi repeticemi. Sonda byla pfipravena z amplifikované DNA, kterd byla ziskdna
mikrodisekci cilového chromosomu. Timto zpisobem byla napfiklad pfipravena knihovna
sekvenci chromosomu Y $toviku kyselého (Rumex acetosa, Polygonaceae) a nasledné byly
vyhleddny chromosomové specifické repetice (Shibata er al. 1999), nebo byly také touto
metodou oznaceny repetitivni sekvence B chromosomi rodu vselicha (Brachycome,
Asteraceae). B chromosomy jsou nadpocetné k zdkladnimu chromosomovému poctu rostliny,
jsou zpravidla mensi, do dcefinych buné€k pii déleni se rozestupuji ndhodné a jsou plné

postradatelné, neobsahuji zadné dulezité geny (Houben et al. 1997). Dal§im piikladem vyuziti
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popisované metody je nabarveni ciziho chromosomu TAi-27 linie vzniklé kifZenim pSenice
(Triticum aestivum, 2n = 42) a Thinopyrum intermedium (2n = 42). Tato linie hybridd (2n =
44) nese nejmén¢ dva chromosomy druhu 7. intermedium. Sonda byla opét pfipravena
mikrodisekci ciziho chromosomu (nipadn€¢ mensi neZ ostatni), amplifikaci a nabarvenim
ziskané DNA (Deng et al. 2013). Do malovani chromosoma s pouZitim chromosomové

specifickych repetic patii i sondy satelitové DNA a ribosomové DNA (Schubert ef al. 2001).

U nékterych druhti s malym genomem a relativné nizkym obsahem repetitivnich
sekvenci byla dspésné provedena metoda FISH se sondou z jednotlivych BAC-klona
(brambor Solanum bulbocastanum, Solanaceae, Dong et al. 2000, ryze Oryza sativa,
Poaceae, Jiang et al. 1995). Systém pouZziti BAC-klont pro pfipravu sond na malovani
chromosomu je bliZze popsan v kapitole 3. 3. Piiprava a zna¢eni BAC sond (nick translace).
Vyhoda této metody je vynechdni amplifikace DNA. Neni tedy riziko amplifikace jiného nez

cilového useku v dusledku nedostatecné specifity primerta PCR.

V roce 2001 se podafilo malovani jednoho chromosomu Arabidopsis thaliana
pouzitim sond sestavenych z celych sad chromosomové specifickych BAC klont. Rozdilnym
barvenim jednotlivych BAC-kloni bylo mozné zvyraznit specifickou oblast, nebo i cely
chromosom v pribéhu vyvoje bunék (Lysak er al. 2001). Vysokého rozliSeni (vzdélenost
rozlisitelnych sond az 75 kb, Fransz et al. 2000) je dosazeno malovanim chromosomi v
pachytenni fazi profaze prvniho meiotického déleni, kdy jsou chromosomy nataZené v
bivalentech (Lysak e al. 2001). Pfedpokladem pro tspésné malovani celych chromosomu s
vyuzitim sad BAC klont je vytvoteni knihovny BAC klona se znimym pofadim jednotlivych
BAC klonti na chromosomech a relativné maly genom, ktery neobsahuje velké mnozstvi
rozptylenych repetic. Dosud byla metoda BAC-FISH uspé€Sné provedena u celedi
brukvovitych (Fransz et al. 2000, Lysak et al. 2001, 2005, 2007, Manddkova et al. 2010a,
2010b, 2013, 2015), lipnicovitych (Cheng et al. 2001, Ma et al. 2010, Wolny et al. 2011,
2012), bobovitych (Bonifdcio et al. 2012, Almeida a Pedrosa-Harand 2013, Fonséca a
Pedrosa-Harrnd 2013, Vasconcelos et al. 2015), lilkovitych (Tang et al. 2008b, Szinay et al.
2012) a tykvovitych (Koo et al. 2010, Pawelkowicz et al. 2016). Malovani celych
chromosomi se vSak podafilo pouze u brukvovitych (Lysak er al. 2001, 2005, 2007,
Mandédkova et al. 2010a, 2010b, 2013, 2015), lipnicovitych (Idziak et al. 2011, Betekhtin et
al. 2014) a u tykvovitych rostlin (bez pouziti BAC klont, Han ef al. 2015).
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Srovnavaci malovani chromosomu (CCP, comparative chrmosome painting) je velmi
efektivni metodou studia evoluce chromosomu a genomu. Vyuzivd mezidruhovou hybridizaci
fluorescencné znacenych chromosomoveé specifickych sond, ¢imZ jsou odhaleny homologni
chromosomy nebo jejich ¢asti sdilené piibuznymi druhy. S pouZitim referen¢niho genomu pro
ptipravu sond lze porovnavat strukturu jednotlivych chromosoma u raznych druha a odvodit
tak zmény, ke kterym doslo v pribéhu evoluce celého karyotypu (Lysak et al. 2006) i
jednotlivych aberantnich chromosomu (Mandakova er al. 2015). V piipadé brukvovitych
rostlin se jako referencni genom pouziva ACK. Skupiny BAC-klont A. thaliana jsou
rozdéleny do 22 genomickych blokli (A-X) referencniho genomu ACK. Pofadi genomickych
bloku na jednotlivych chromosomech pak odhali chromosomové prestavby v prubéhu evoluce

(napf. Lysak et al. 2006).
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Urceni struktury karyotypu endemickych druhti dhornika (Descurainia) z Kanarskych
ostrovu

Hleddni mezidruhové genomové kolinearity a druhové specifickych chromosomovych
piestaveb

Srovnani struktury karyotypu mezi ostrovnimi a kontinentdlnimi druhy rodu
Descurainia

Stanoveni vlivu chromosomovych piestaveb na druhovou radiaci rodu Descurainia na

Kandrskych ostrovech
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3. MATERIAL A METODY

3. Sbér materidlu, fixace 3.3. Izolace BAC DNA
3.1. Pfiprava chromosomovych preparatd 3.3. Znaceni sond (nicktranslace)
3.2. Odstranéni RNA a cytoplasmy 3.3. Priprava sondy

Y

3.4. In situ hybridizace

3.5. Detekce chromosomovych sond
3.6. Mikroskopicke pozorovani

3.6. Whodnoceni

Obr. 8: Schéma postupu metody malovani chromosomi, podrobné popsano v nésledujicich
kapitolach. Fotky: D. millefolia, E. coli, FISH ancestrdlntho chromosomu 4 na chromosomech D.

gilva (fotky D. millefolia Gonzélez, E. coli Chandra).

Pro pfipravu chromosomovych preparatd a srovnavaci malovani chromosomi byl pouzit

ndsledujici protokol (upraveno z Lysak a Mandakova 2013, Mandakov4 a Lysak 2008).

Pouzity rostlinny material, ptivod:

Descurainia gilva (La Palma)
Descurainia millefolia (Tenerife)
Descurainia preauxiana (Gran Canaria)

Semena rostlin byla nasbirdna na Kandrskych ostrovech, rostliny byly péstovany v Botanické

zahrad¢ Piirodovédecké fakulty MU Brno.
Sbér materidlu:

Cerstvé piipravend Carnoyova fixdz (96 % etanol + ledova kyselina octovad, 3:1)

70 % etanol
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1. Sbér celych kvétenstvi nebo jednotlivych poupat, fixace v Carnoyove fixdzi

2. Vymena fixdze za 70 % etanol, skladovani materidlu pfi -20 °C

3. 1. Piiprava chromosomovych preparatiu

VétsSinou jsou pro cytogenetické analyzy pouZivané mitotické chromosomy. U
brukvovitych rostlin jsou vSak pfili§ malé (5 uym) a kondenzované, proto neumoZziuji
dostatec¢né rozliSeni fluorescencnich signald pro malovani chromosomu. Proto se zde
vyuzivaji méné kondenzované chromosomy ve fizi pachytene. Pachytenni chromosomy jsou
rozprostfené v bivalentech a snadno se analyzuje umisténi hybridizovanych sond (Lysék ez al.
2003). Rostlinnym materidlem jsou fixovana kvétenstvi s poupaty v riznych stupnich vyvoje.
Buiky prochdzi meiotickym délenim za vzniku haploidnich gamet. Na preparatech z poupat
ruzného stafi budou chromosomy v riznych fazich meiézy. Mitotické chromosomy umozni
snadné pocitani chromosomu a lokalizaci rDNA. Jsou k nalezeni ve velmi malych poupatech
nebo u velkych kvéta v prasnicich (konkrétné€ v prasnych pouzdrech obalujicich zralé pylové
buriky), nekdy se vyuzivaji i délivé meristémy kotfenovych Spicek. Jejich pouZziti mé tu
vyhodu, Ze neni potieba, aby rostlina kvetla, staci vykliCeny semenacek.

Fixovana kvétenstvi se nejdiive travi ve smési pektolytickych enzymu (pektolyaza,
celuldza, cytohelikdza). Enzymy narusi pektiny a celulé6zu bunécné stény, takZe rostlinny
materidl je m&kky, snadno se z n¢j déld suspenze a chromosomy nejsou prekryty tak silnou
vrstvou cytoplazmy. Doba trdveni enzymy se li§i mezi jednotlivymi druhy, hlavné podle

tloustky a sloZeni bun&cné stény.

Ixcitratovy pufr (10xcitratovy pufr: 40 ml 100 mM kyseliny citronové, 60 ml 100 mM
citrat trisodny, pH 4.8)

smés pektolytickych enzymu v citratovém pufru (0.3 % pektolyazy, 0.3 % celulazy,
0.3 % cytohelikazy)

60 % ledova kyselina octova v destilované vode

Cerstvé piipravend Carnoyova fixdz (96 % etanol + ledova kyselina octovad, 3:1)

Cerstvé pripraveny 4 % formaldehyd v destilované vodé

1. Oplachnout kvétenstvi destilovanou vodou, odstranit piebyte¢né Casti (poupata se

zralymi pylovymi zrny v tyCinkach, malé listky)
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2. Vymenit vodu za citratovy pufr, proplachovat 2x5 min

3. Vymeénit pufr za smés pektolytickych enzymi, inkubovat 3 h pfi 37 °C ve vlhké
komdrce (poupata by méla byt ponofena)

4. Vymeénit smés enzymu za citratovy pufr (mozno skladovat pii 4 °C pfes noc i déle)

5. Déat jedno z poupat na podlozni sklicko, odstranit pfebytecnou tekutinu,
rozsuspendovat pomoci preparacni jehly

6. Pridat 20 pl 60 % kyseliny octové, polozit na horkou plotynku (50 °C) a roztirat po
sklicku asi 30 s

7. Zafixovat chromosomy 100 pl Carnoyovy fixdze, okapat a vysusSit sklo fénem

8. Prohlédnout preparit na svételném mikroskopu s fazovym kontrastem, hledat
pachytenni fazi chromosomu

9. Vybrand skla propldchnout 1-2 min v destilované vod¢, findlni fixace v 4 %

formaldehydu (7 min), nechat oschnout

3. 2. Priprava preparati k hybridizaci sond

Pripravené preparaty je nutné zbavit cytoplasmy, kterd prekryva chromosomy a brini
piistupu znaCené sondy. Cytoplasma se odstrani pusobenim roztoku pepsinu v kyseling
chlorovodikové. Také se musi z prepardtu odstranit RNA enzymem ribonukledzou A, protoze
by zpusobila pomalejsi traveni cytoplasmy pepsinem a zvySené pozadi vysledného

fluorescenc¢niho signdlu (Lysak a Manddkova 2013).

2xSSC (20xSSC: 3 M chlorid sodny, 300 mM citrét trisodny, pH 7.0)

RNéza (zdsobni roztok 1 pg mL-1 ribonukledzy A v destilované vodé, bez obsahu
DNazy)

pepsin (0.1 mg mL-1)

Cerstvé pripraveny 4 % formaldehyd v 2xSSC

etanol (70 %, 80 %, 96 %)

DAPI: 4,6-diamido-2-fenylindol ve Vectashieldu (mediu proti vyblednuti)

1. Proplachnout skla 2x5 min v 2xSSC
2. Pridat 100 pl roztoku RNazy (10 pl RNazy + 90 pl 2xSSC), ptikryt krycim sklickem a

inkubovat 1 h pii 37 °C ve vlhké komurce
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Odstranit kryci sklicko, promyt skla 2x5 min v 2xSSC

4. Pro odstranéni cytoplasmy ptsobime pepsinem 2 min (50 pl pepsinu v 50 ml HCI, ve
vodni 14zni pti 37 °C)

5. Opét promyt 2x5 min v 2xSSC

6. Dehydratace v etanolové fade (70 %, 80 % a 96 % etanol), nechat oschnout

7. Pridat 15 pl DAPI ve Vectashieldu, kryci sklicko a zkontrolovat pod fluorescenénim
mikroskopem. Pokud je okolo chromosomu stéle cytoplasma, proplachnout 2x5 min v
2xSSC a opakovat pasobeni pepsinem (body 4-7.)

8. Pokud jsou chromosomy bez cytoplasmy, propldchnout 2x5 min v 2xSSC

9. Fixovat skla v 4 % formaldehydu v 2xSSC

10. Proplachnout 2x5 min v 2xSSC

11. Dehydratace v etanolové fade (70 %, 80 % a 96 % etanol), nechat oschnout

3. 3. Piiprava a znaceni BAC sond (nick translace)

Systtm BAC je zalozeny na dobie prostudovaném jednokopiovém F-plasmidu
bakterie Escherichia coli. Do tohoto plasmidu se vloZi ptiblizn€ 300 kb inzert DNA spolu s
genem pro rezistenci k antibiotiku, ktery umoziuje selekci transformovanych kolonii (napf.
chloramfenikol, Schizuya et al. 1992). Bakterie obsahujici upraveny F-plasmid jsou pak
kultivovany a uloZeny do specidlnich sbirek — knihoven BAC klond. Ty jsou pak vyuZivany
jako zdroj jednodus$e izolovatelné DNA napfiklad k sekvenaci genomu (Farrar a Donnison
2007) nebo pro piipravu fluorescenCnich sond metodou nick translace. Pfi tvorbé¢ BAC
knihovny A. thaliana (Wang et al. 1996) bylo pouzito 9,000 klont s kratSimi 60 kb inzerty.
Pro sekvenaci genomu A. thaliana byly pouzity BAC klony s inzerty velikosti 100kb (The
Arabidopsis Genome Initiative 2000). Plasmidové vektory mohou nést inzert o velikosti az
zivocichli kvili narocné izolaci Cisté DNA o velké molekulové hmotnosti. Problémy pfi
izolaci DNA pro tvorbu BAC jsou hlavn€ s bunéénymi sténami a zdsobnimi uhlovodiky v
rostlinnych buiikach (Peterson et al. 2000).

Dalsim krokem pfi piiprave sond pro FISH je znaceni DNA izolované z BAC klonu E.
coli. Metoda nick translace umoznuje zaclenéni znacenych nukleotidi do molekuly DNA.
Zahrnuje dva enzymy — savc¢i deoxyribonukledzu I (DNéza I) a DNA polymerdzu I z E. coli.
Dale je potifebna smés neoznacenych nukleotidi (dATP, dCTP a dGTP) a oznacenych dUTP

(deoxiuridin trifosfat). Na dUTP je navdzdno piimo fluorescencni barvivo (napt. Cy3) nebo
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molekula haptenu (digoxigenin, biotin) a do molekuly se zac¢leniuji misto tyminu (Zhu et al.

1994). DNaza I tvoii ndhodné zlomy v dvouSroubovici DNA (tzv. nicky). DNA polymeraza I

svoji exonukledzovou aktivitou odstrani nasledujici bazi ve sméru od 5" k 3” a polymerdzovou

aktivitou doplni znaCené a neznaCené nukleotidy podle templdtu druhého vldkna

(Schwarzacher a Heslop-Harrison 2000).

Znaceni sond probihd v zatemnéné mistnosti, mikrozkumavky s pfipravovanymi

sondami a roztoky jsou po celou dobu chlazené na ledové tristi.

ok »en

izolovand BAC DNA

IOXNT pufr: 500 mM Tris. HC1 (pH 7.5), 50 mM MgCl12, 0.05 % kravské sérum
albumin

nukleotidovy mix: 2 mM dATP, dCTP, dGTP, 400 mM dTTP

0.1 mM x-dUTP (x je biotin, digoxigenin nebo Cy3 podle cilové barvy sondy)

0.1 M B-merkaptoetanol

DNaéza I (1:250 fedéni roztoku 1 mg mL-1 DNézy v 0.15 M NaCl v 50 % glycerolu)
DNA polymeréaza I (10 pL-1)

0.5 M EDTA (pH 8.0)

100 bp DNA marker (dseky DNA po 100 bp pro stanoveni délky DNA vzorku)

Do 0.5 ml mikrozkumavky smichat:
1 ug BAC DNA v 32 pl deionizované destilované vody
5 ul 10xNT pufr
5 ul nukleotidovy mix
1 pl komercné doddvaného x-dUTP
5 ul B-merkaptoetanol (0.1 M)
1 ul DNazy I
1 ul DNA poylmerézy 1
Jemn¢ protiepat, stoCit smeés
Inkubovat 2 h pfi 15 °C
Prenést mikrozkumavky na led

Kontrola délky fragmentt elektroforézou: nanést 5 pl reak¢éni smési na 1 % agarézovy

gel spolu s 100 bp DNA markerem (elektroforéza 40 min, 100 V).

43



6. Pokud jsou znacené fragmenty 200-500 bp dlouhé (srovnéni pozice s 100 bp DNA
markerem), ukoncit nick translaci - ptidat 1 pul EDTA (0.5 M) a zahfat na 60 °C po
dobu 10 min. Pokud jsou fragmenty delsi, prodlouZzit inkubaci a opakovat body 4., 5.

7. Az do pouziti skladovat pti -20 °C

3. 4. Hybridizace in situ

Pivod této metody sahda az do roku 1969, kdy Pardue a Gall vyvinuli metodu
zvyraznéni tandemovych repetic pfipojenim jednovldknové radioaktivni molekuly DNA
komplementarni k cilovym sekvencim.

Fluorescenéni in situ hybridizace je metoda mikroskopické detekce specificky
znaCenych sekvenci na chromosomu. VyuZivaji se fluorescencné znacené sondy (kréatké useky
umelé DNA). Kritké zahtati prepardtu na 80 °C denaturuje chromosomovou DNA. Béhem
pozvolné rehybridizace se kratké udseky sondy navdZou ke komplementidrnim
chromosomovym sekvencim rychleji nez ptvodni dlouhé fetézce a zviditelni tak cilovou
DNA. Na sondy se ndsledn€ navdzou protilitky a fluorescencni barviva (tzv. detekce

hybridizovanych sond).

3 M octan sodny (pH 5.2)
70 % etanol, 96 % 0 °C etanol
hybridizaéni pufr (50 % formamid a 10 % dextran sulfat v 2xSSC)

lepidlo

1. Smichat jednotlivé nabarvené BAC klony - 5 ul kazdého BAC klonu barveného
biotinem nebo digocygeninem (tedy asi 100 ng DNA) a 10 ul kazdého BAC klonu
barveného Cy3 do 2 ml mikrozkumavky

2. Pro sniZeni objemu a odstranéni pfebytecnych nukleotidi vysrazet DNA pfidanim 0.1

nasobek objemu smési 3 M octanu sodného a 2.5 nasobek objemu 0 °C 96 % etanolu

Dukladné protiepat, ponechat nejméné 30 min pfi -20 °C

Centrifugace 13500xg 30 min (pfedem vychlazené na 4 °C)

Opatrné odstranit tekutinu (supernatant)

Pridat 500 pl 70 % etanolu, centrifugace Smin

N kW

Opatrné odstranit tekutinu (supernatant) Vysusit pelet v exsikatoru
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8. Rozpustit v 20 ul hybridiza¢niho pufru, inkubovat pfi 37 °C pies noc (nejméné 2 h)

9. Pridat 20 pl pripravené sondy na chromosomovy preparat, piikryt krycim sklickem,
utésnit okraje lepidlem proti vyschnuti

10. Denaturovat sondu a chromosomovou DNA - zahitét na horké ploténce (80 °C, 2 min)

11. Inkubovat preparaty ve vlhké komirce (37 °C) ptes noc

3. 5. Fluorescenéni detekce hybridizovanych sond

Pokud byly pouzity pouze piimé fluorochromy (Cy3, emise zdfeni 570 nm), neni po
hybridizaci na preparat potfeba dalSich imunohistochemickych metod vizualizace. U sond
nepiimo znacenych biotinem a digoxygeninem je nezbytna detekce a amplifikace signdlu. Na
biotin je béhem detekce navdzdna molekula fluorochromu Texas Red (avidin-Texas Red). Je
vSak nezbytnd amplifikace signdlu, proto nasleduje vazba protildtky (anti-avidin-biotin) a opét
fluorochromova molekula avidin-Texas Red (emise 610 nm). Sondy znacené digoxigeninem
jsou znacené molekulou anti-digoxigeninu a fluorochromu Alexa Fluor 488 (emise 520 nm,

Schwarzacher a Heslop-Harrison 2000).

Promyvéni v roztocich probihd ve vodni ldzni pii 42 °C, inkubace jsou ve vlhké
komdarce pii 37 °C, preparaty piikryté krycim sklickem. Béhem celé detekce by preparaty
nemely oschnout ani byt vystaveny ptimému svétlu.

2xSSC

20 % formamid v 2xSSC

4T pufr (4xSSC, pH 7,0 + 0,05 % Tween-20)

Blokovaci roztok (5 % albumin — kravi sérum + 0,2 % Tween-20 v 4xSSC )

TNT pufr (100 mM Tris-HCI, pH 7,5 + 150 mM NaCl + 0,05 % Tween-20)

TNB pufr (100 mM Tris-HCI, pH 7,5 + 150 mM NaCl + 0,5 % blokovaci ¢inidlo)

protildtky: kozi anti-avidin-biotin, kozi anti-myS$i Alexa Fluor 488, avidin-Texas Red,

myS$i anti-digoxigenin

etanol (70 %, 80 %, 96 %)

DAPI: 4,6-diamido-2-fenylindol ve Vectashieldu (mediu proti vyblednuti)

1. Opatrné odstranit lepidlo i s krycim sklickem
2. Promyt 2x5 min v 2xSSC
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3. Promyt 3x5 min v 20 % formamid (pro mezidruhovou in situ hybridizaci, pokud je
hybridizace vnitrodruhova — homologni sekvence, pak pouzit 50 % formamid)

Promyt 2x2 min v 2xSSC

Promyt v 5 min 4T pufru

Inkubovat 30 min se 100 pl blokovaciho roztoku

Promyt skla v 4T pufru 2x5 min

Inkubovat 30 min s 100 pl avidin-Texas Red v TNB pufru (1:1000)

e T A N -

Promyt skla v TNT pufru 2x5 min

10. Inkubovat 30 min s 100 pl smési koziho anti-avidin-biotinu (1:200) a myS$iho anti-
digoxigeninu (1:250) v TNB pufru

11. Promyt v TBT pufru 2x5 min

12. Inkubovat 30 min s 100 pl smési avidin-Texas Red (1:1000) a kozi anti-mysi Alexa
Fluor 488 (1:200) v TNB pufru

13. Promyt 2x5 min v TNT pufru

14. Dehydratovat v etanolové fadé (70 %, 80 % a 96 %), nechat oschnout

15. Pridat 15 pl DAPI ve Vectashieldu, prikryt krycim sklickem

3. 6. Vyhodnoceni

Vysledné chromosomové preparaty se prohlizi pod fluorescenénim mikroskopem.
Svétlo prochdzi pres soustavu kondenzorovych Cocek a tzv. budici filtr. Ten zachycuje vétSinu
prochézejictho svétla s vyjimkou toho, které odpovidd vlnové délce excitatniho svétla
fluorochromu. Dopadé na obarveny preparat, fluorochromy zachyti excitacni zdfeni a pfemeéni
na emitované. Nasleduje bariérovy filtr, ktery do okulari mikroskopu propusti pouze
emitované zifeni o delsi vilnové délce a odfiltruje prebytecné zafeni excitacni. PouZivaji se
filtry vizualizujici zeleng, Zluté a Cervené emitujici fluorochromy na znaCenych sondéch a filtr
propoustéjici emitované modré zafeni pro viditelnost celych chromosomu. Interkalacni
fluorescenc¢ni barvivo 4,6-diamido-2-fenylindol (DAPI) se vdZe na vazby mezi adeninem a
tyminem. Pohlcuje excitaéni UV zdfeni a emituje modré svétlo, ¢imZ zviditelni celé
chromosomy. VInova délka excitaéniho zafeni se 1isi podle jednotlivych fluorochromu, vzdy
je vSak kratS$i neZ u zéreni emitovaného. B&hem absorpce a emise zédfeni ve fluorochromu
totiz zafeni pfijde o Cast energie. Proto m4 napt. fluorochrom Texas Red vlnovou délku
excitatniho zafeni 595 nm (zZluté) a emisniho zafeni 610 nm (Cervené, Schwarzacher a

Heslop-Harrison 2000).
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Figury chromosomovych sad jsou vyfotografovany kamerou pfipojenou k
mikroskopu. Nejdfive je vyfocena figura vSech chromosomt (DAPI), pak fotografie signalti
jednotlivych  fluorochromti (Schwarzacher a Heslop-Harrison 2000). Po vyfoceni
reprezentativniho poctu chromosomovych figur jsou fotografie pfevedeny do Cernobilého
zobrazeni a exportovany. V nékterém z programi pro dpravu fotografii jsou pak signaly
sloucené do jediného barevného obrizku. Ziskaji se tak barevné signdly hybridizovanych
sond na Cernobilém pozadi celych chromosomu. Pro vyhodnoceni vysledki byl v tomto

piipadé¢ pouZit program Adobe Photoshop CS2.
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4. VYSLEDKY

Metodou srovnavacitho malovani chromosomi byly zrekonstruovany karyotypy tif
endemickych dhorniki z Kandrskych ostrovii — Descurainia gilva, D. millefolia a D.
preauxiana. Byly pouzity sondy odpovidajici jednotlivym chromosomim ACK, nabarvené
fluorescencnimi barvivy Cy3, Texas Red a Alexa Fluor 488. Podle pofadi nabarvenych tseku
je mozné rozliSit genomické bloky na chromosomu a jejich orientaci. VSechny studované
druhy maji sedm chromosomovych part. Jeden chromosomovy par je metacentricky, ostatni
jsou submetacentrické (viz obr. 9).

Na chromosomech thornikti bylo zji§téno mnoZstvi heterochromatinovych uzla (viz
obr. 10 spodni fada). Jednd se o akumulované repetice, na které se nehybridizuji sondy pro
srovndvaci malovani chromosomu Pocet a umisténi téchto uzli je jednim z rozdila v
karyotypech studovanych druhd. Byla urCena pozice ribozomalni DNA lokusu (45S a 5S
rDNA). U druhu D. millefolia byla sonda pro rDNA pouZita spoleCné¢ se sondami pro
jednotlivé ancestralni chromosomy. U druht D. gilva a D. preauxiana byly sondy pro rDNA
navizany na mitotické chromosomy spolu se sondami sestavenymi z péti markerovych BAC-
klont umoziujicich rozlisit jednotlivé chromosomy. Struktura chromosomu byla porovnana s
chromosomy ancestralniho karyotypu ACK. U vSech studovanych druht Sest chromosomu
odpovidalo Sesti chromosomim ACK, na sedmy chromosom se vazaly sondy ancestralnich

chromosomu AK6 a AKS.

D. millefolia D. gilva D. preauxiana
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Obr. 9: Lokalizace 45S a 5S rDNA a heterochromatinovych uzli u kandrskych druha rodu

Descurainia.
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D. millefolia

Obr. 10: Srovnani chromosomt studovanych druhit D. millefolia, D. gilva a D. preauxiana. V horni
Fadé jsou mitotické chromosomy, modré Sipky oznacuji lokalzaci rDNA (zluté nabarvena sonda 45S
rDNA a ¢ervene oznacena 5S rDNA). D. millefolia ma onacené i mitotické chromosomy AKS5 (zeleno-
Cerveny chromosomovy pdr), D. gilva a D. preauxiana maji na mitotickych chromosomech navdzany
sondy markerovych BAC klonu bloku X (zelené signdly). Ve spodni fad¢ jsou fotografie pachytennich

chromosomu jednotlivych druhi, ¢ervené Sipky upozoriiuji na priklady heterochromatinovych uzli.

s

Vsechna méfitka: 10pm.
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4. 1. Descurainia millefolia
Tento druh ma dva pary chromosomu nesoucich oblasti 45S rDNA (chromosomy DM2
a DM4) a jednu oblast 5S rDNA (chromosom DM4). Bylo spocitino celkem 32

heterochromatinovych uzld. Chromosom DM?7 vznikl z ancestralnich chromosomi AK6 a

AKS.

DM7
DM1 DM2 DM3 DM4 DM5 DM6
K
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® heterochromatinovy uzel () 455 rDNA > 55 rDNA Il centromera

Obr. 11: Karyotyp druhu Descurainia millefolia. Pismeny A-X jsou oznaceny konzervované
genomické bloky, blok W je rozdélen na dvé ¢asti (W, a W,). Barva genomickych blokt odpovidaji

jejich umisténi na chromosomech ACK.

Obr. 12 (nasledujici strana): Fotografie srovndvaciho malovani chromosomu D. millefolia.
Lokalizace 45S rDNA na chromosomech DM?2 a DM4, lokalizace 5S rDNA na chromosomu DM4.
Pismeny A-X jsou oznadeny konzervované genomické bloky ACK. Zluté signily odpovidaji sonddm
znaéenym Cy3, zelené signdly odpovidaji sonddm znacenym Alexa Fluor 488 a cervené signaly
odpovidaji sonddm znaCenym Texas Red. DNA chromosomu byla vizualizovdna pomoci DAPIL

N

Vsechna méfitka: 10pm.
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4. 2. Descurainia gilva

Druh Descurainia gilva se od predchoziho studovaného druhu se lisi v pozici a poctu
heterochromatinovych uzli (celkem 38). Na mitotické chromosomy byla hybridizovana sonda
45S a 5S rDNA a markerovych bloki pro identifikaci chromosomu. Timto byly lokalizovany
dvé oblasti 45S a 5S rDNA (chromosomy DG2, DG4). Chromosom DG7 je stejny jako u D.

millefolia (hybridizace sond ancestralnich chromosomt AK6, AKS).
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Obr. 13: Karyotyp druhu Descurainia gilva. Pismeny A-X jsou oznaCeny konzervované genomické
bloky, blok W je rozdélen na dvé casti (W, a W,). Barva genomickych bloku odpovidaji jejich

umisténi na chromosomech ACK.

Obr. 14 (nasledujici strana): Fotografie srovnavaciho malovani chromosomu Descurainia gilva.
Lokalizace 45S a 5S rDNA na chromosomech DG2 a DG4, byla zjiSténa navdzanim sond pro rDNA a
markerové BAC-klony na mitotické chromosomy. Pismeny A-X jsou oznafeny konzervované
genomické bloky ACK. Zluté signaly odpovidaji sondam znaenym Cy3, zelené signdly odpovidaji
sonddm znacenym Alexa Fluor 488 a ¢ervené signdly odpovidaji sonddm znaenym Texas Red. DNA
chromosomu byla vizualizovdna pomoci DAPI. Byla zménéna hranice genomického bloku I oproti D.
millefolia a D. preauxiana — blok I je barven pouze biotinem a Texas Red (Cervend) a blok J je nové

rozdélen na Ctyfi €asti (viz nize schéma DG4). VSechna méfitka: 10pm.
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4. 3. Descurainia preauxiana

Druh D. preauxiana ma celkem 20 heterochromatinovych uzli. Na mitotické
chromosomy byla hybridizovand sonda 45S a 5S rDNA a markerovych bloku jednotlivych
chromosomu pro identifikaci chromosomu. Timto byly lokalizovany dva pary chromosomu s
oblastmi 45S a 5S rDNA (chromosomy DP3, DP4) a jeden par chromosomu s oblasti 45S
rDNA (chromosom DP2). Na chromosom DP7 se vaZou sondy ancestralnich chromosomu

AK6 a AKS.
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Obr. 15: Karyotyp druhu Descurainia preauxiana. Pismeny A-X jsou oznaceny konzervované
genomické bloky, blok W je rozdélen na dvé casti (W, a W»). Barvy genomickych bloki odpovidaji

jejich umisténi na chromosomech ACK.

Obr. 16 (nasledujici strana): Fotografie srovndvaciho malovani chromosomu D. preauxiana.
Lokalizace rDNA na chromosomech DP2 (45S rDNA), DP3 a DP4 (45S a 5S rDNA) byla zji$téna
navdzdnim sond pro rDNA a markerové BAC-klony na mitotické chromosomy. Pismeny A-X jsou
oznadeny konzervované genomické bloky ACK. Zluté signaly odpovidaji sonddm znacenym Cy3,
zelené signdly odpovidaji sonddm znacenym Alexa Fluor 488 a cervené signdly odpovidaji sondam

zna¢enym Texas Red. DNA chromosomu byla vizualizovdna pomoci DAPI. V§echna méritka: 10pum.
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5. DISKUZE

5. 1. Evoluéni vztahy tribu Descurainieae

Tato diplomova prace byla zaméfena na rekonstrukci karyotypu endemickych druha
thornikti z Kanarskych ostrova, identifikaci mechanismi zodpovédnych za soucasnou
strukturu karyotypti, chromosomové piestavby v prabéhu evoluce a jejich potencidlni
souvislost s chromosomou speciaci u téchto druhti. Rod thornik (Descurainia) patii do tribu
Descurainieae spolu s péti dalSimi rody. VSechny zkoumané druhy uhorniki mély
chromosomovy pocet n = 7. Také ostatni thorniky (rod Descurainia) maji zdkladni
chromosomovy pocet x = 7. Pouze na zdkladé zdkladnich chromosomovych poéti by bylo
pravdépodobné, Ze rod lanhedgea (x = 14) je blizsi piibuzny thornikim (x = 7) neZ rod
Robeschia (x = 8, Warwick a Al-Shehbaz 2006). D4 se usuzovat, Ze po oddéleni rodu
Robeschia doslo k redukci chromosomového poctu na x = 7 (Descurainia) a néslednou
polyploidizaci u rodu lanhedgea (x = 14). Podle sekvenéni analyzy ITS oblasti a
chloroplastové DNA je naopak rod Robeschia blizsi ptibuzny rodu Descurainia a k jejich
rozdéleni doslo pred 22,5 miliony let (Goodson et al. 2011). U rodu Ianhedgea by potom
muselo dojit k nezavislé redukci karyotypu (z puvodnich x = 8 na x = 7) a nasledné
celogenomové duplikaci (x = 14), nebo by spolecny piedek Descurainieae mél uz karyotyp
redukovany a u rodu Robeschia doslo k rozdéleni jednoho z chromosomi na dva. Tento
model je pravdépodobnéjsi, protoZze i rod Hornungia, ktery se evolu¢né odstepil jako prvni,

ma redukovany karyotyp (x = 6).

Descurainia (x=T7) Obr. 17: Jeden z moznych fylogenetickych stromu
lanhedgea (x=14) tribu Descurainieae, v z4dvorkdch jsou uvedeny
~~ Robes chia (x=8) zakladni chromosomové pocty. Rod Trichotolinum

* ?Trichotolinum? (x=6)

Hornungia (x=6)

obsahuje jediny druh, ktery stdle neni prozkoumadn

(Warwick a Al-Shehbaz 2006).
Tropidocarpum (x=8)

5. 2. Heterochromatinové uzly

Na chromosomech studovanych druhd se vyskytuje mnoho heterochromatinovych

uzli. Heterochromatin je oznaceni konstitutivné kondenzovaného chromosomového
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materidlu. Histony heterochromatinu jsou vétSinou metylované, coz ptispiva ke kondenzaci
chromatinu. Transkrip¢ni aparat buiky se nemize dostat k DNA a nedochazi k expresi gend.
Heterochromatinové uzly jsou malé izolované oblasti heterochromatinu oddé€lené vétSimi ¢i
mensimi udseky euchromatinu. Uzly obsahuji akumulované repetitivni sekvence, mivaji jen
malo exprimovanych gent a nizkou rekombinaéni aktivitu. Poprvé byly objeveny u kukufice
v roce 1950 (McClintock 1950). Velké oblasti satelitni DNA jsou v subtelomerické a
pericentrické oblasti a prolinaji se s elementy odvozenymi od retrotranspozonti (Hemleben ez
al. 2005). Také sekvenace heterochromatinovych uzlii Casto obsahuji velké mnoZstvi
retrotranspozond. Opakovand integrace retrotranspozoni do jedné oblasti muze vést k
tandemovym repeticim, akumualci heterochromatinu a vytvotreni uzlu (CSHL/WUGSC/PEB
Arabidopsis Sequencing Consortium, 2000). Také satelitni repetice se nejspiSe mohou
amplifikovat, a to nerovnhomérnou vymeénou sekvenci po excizi transpozoni. Chybnou excizi
mezi dvéma transpozony se pak satelitni sekvence mohou §ifit podobné jako mobilni element
genomu (CSHL/WUGSC/PEB Arabidopsis Sequencing Consortium, 2000).

PocCty a pozice téchto uzli se 1iSi mezi analyzovanymi druhy, u 12 uzla je vSak
spole¢na pozice u vSech tif druhti Ghornikl (viz obr. 18). Druhy D. millefolia a D. gilva jsou si
ztejme bliZ$i nez je k nim D. preauxiana - maji spoleCnych dalSich 10 heterochromatinovych
uzli (viz obr. 18). D. preauxiana ma oproti nim vyrazné méné heterochromatinovych uzla —
pouze 20 oproti 32 (D. millefolia) a 38 (D. gilva). Bliz§i ptibuznost mezi D. millefolia a D.
gilva odpovida i predpokladanému Sifeni dhorniki po Kanarskych ostrovech. Na prvnim
osidleném ostrové Tenerife se vyvinul druh D. millefolia a déle se rozsifil na ostrov La Palma.
Tam se se pak vyvinul dal$i druh — D. gilva (Goodson et al. 2006). Proto maji mezi sebou vice
spolecného nez s druhem D. preauxiana. Ten vznikl az pozdé€ji po rozSifeni predka D.
millefolia na ostrov Gran Canaria (D. preauxiana a D. artemisoides). Protoze ma ale D.
preauxiana vyrazné méné uzli (jen 20) prestoze je evolucné mladsi, doslo zde bud ke
stagnaci poctu uzli (zatimco u ostatnich druht se jejich pocet zvySoval), nebo byly uzly v
prubéhu evoluce D. preauxiana z genomu eliminovany. Pocet heterochromatinovych uzli
pravdépodobné souvisi i s velikosti genomu. BohuZel je zatim zndma genomova velikost jen
dvou ze tif studovanych druhti — D. millefolia a D. gilva (oba maji 216 Mb, Suda et al. 2003),
které maji podobny pocet uzla (32 a 38). Srovnani s velikosti genomu D. preauxiana (20

uzlIl) tedy zatim neni mozné.
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W je rozd€len na dvé ¢asti (W, a W»).

5. 3. Ribosomova DNA

Dalsi ze studovanych charakteristik karyotypu byla lokalizace ribosomdlni DNA
(rDNA) — oblasti 45S a 5S. Tyto oblasti obsahujici tandemové repetice gend pro ribosomovou
RNA pro malou (5S) a velkou (45S) podjednotku ribosomu. 45S rDNA je navic oblasti
organizatoru jadérka NOR (nucleolus organizer region) — ¢dsti chromosomit, které béhem
interfdze spolecné tvoii jadérko (Snustad a Simmons 2009).

V pocitcich cytogenomickych vyzkuma se pocet a umisténi 45S a 5S rDNA vyuzivalo
k rozliseni blizkych druht a k charakterizaci chromosomu. Tyto sekvence byly poprvé vyuzity
pii sekvenovani hvézdnicovitych (Compositae) a uz tehdy byly ITS slibnym fylogenetickym
markerem (Baldwin 1992). Pfi studiu rDNA vSak byla objevena vnitrodruhova variabilita u
nekterych brukvovitych rostlin (Arabidopsis arenosa, A.thaliana, Brassica juncea, B. napus,
Camelina microcarpa a dalsi, Ali et al. 2005) i u dalsich skupin (napf. riizné kultivary hrachu
Pisum sativum, Fuchs et al. 1998a). RozliSeni jednotlivych druhii vyhradné na zdkladé rDNA
proto neni vZdy spolehlivé a dnes se pouziva jen jako jeden z mnoha markeru.

VSechny tfi studované druhy maji oblasti rDNA na krat§im raménku blizko

centromery, 458 je vzdy bliZze centromefe nez 5S rDNA. VSechny studované druhy maji 45S 1
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5S na ¢tvrtém chromosomovém paru (krdtké raménko pobliZ centromery). Druh D. gilva ma
dalsi oblast DNA (45S i 5S) na druhém chromosomovém péru. D. millefolia a D. preauxiana
ma na chromosomu 2 pouze oblast 45S rDNA. Druh D. preauxiana ma oblast 45S a 5S rDNA
i na tfetim chromosomovém paru. Je mozné, Ze spolecny predek kandrskych thornik(i mél
45S a 5S rDNA nejen na Ctvrtém, ale i na druhém chromosomu. Po rozsiteni z prvotni lokality
ostrova Tenerife na ostrov La Palma doSlo ke ztrat€ 5S rDNA na druhém chromosomovém
paru. Tato delece se pak dostala s Ghorniky na Gran Canaria (D. preauxiana) a zpéatky na

Tenerife (D. millefolia).

5. 4. Fazni chromosom AK6/8

Metodou srovnavactho malovani chromosomi byl zrekonstruovan karyotyp tif
studovanych druhti v porovnani s ancestralnim karyotypem ACK. VétSina chromosomu (1-6)
odpovida ancestrdlnim chromosomim (AK1-5, AK7). U vSech druhti byl zjistén chromosom
7 s hybridizovanymi sondami ancestrdlnich chromosomu AK6 a AKS.

Fizni chromosom studovanych druhti mohl vzniknout dvéma zpusoby. Podle prvniho
scénafe (obr. 19, varianta A) doSlo k reciproké translokaci mezi zlomem v centromerické
oblasti chromosomu 6 a zlomem uvnitf bloku W na chromosomu 8. Vznikly tak dva
rekombinované chromosomy, které se v ndsledujicim kroku spojily vyménou mezi dvéma
zlomy v subtelomerickych oblastech kritkych ramének. Probéhla inaktivace centromery
pivodniho chromosomu 8 a fizni chromosom AK6/8 byl stabilizovan. Druhou moZnou
cestou (obr. 19, varianta B) vzniku chromosomu AK6/8 by byla nejdiive translokace mezi
zlomy v subtelomerickych oblastech krat§tho raménka (a tedy flize chromosoma 6 a 8),
néasledovand inverzi mezi zlomem v oblasti centromery ptivodniho chromosomu 6 a zlomem v
bloku W. Opét by byla nutnd stabilizace chromosomu inaktivaci centromery puvodniho
chromosomu 8. Oba popsané zpusoby zahrnuji stejny pocet evolucnich krokd, nedd se proto
urcit, ktery je pravdépodobnéjsi. Translokace i inverze patii mezi nejcastéj$i chromosomové
prestavby, protoze se organismus nemusi vyrovnavat se ztratou nebo ziskanim genu, jako je
tomu u duplikace nebo delece. Translokace mezi chromosomovymi konci za vzniku
dicentrického chromosomu a ztrata zbylého fragmentu je u brukvovitych Castym zpisobem

redukce karyotypu ( napt. Manddkov4 et al. 2010a).
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Obr. 19: Dva mozné zpiisoby vzniku fizniho chromosomu AK6/8 s popsanymi jednotlivymi kroky.
Cervené tsedky oznaduji mista zlomii na chromosomech, pismeny A-X jsou oznadeny jednotlivé

genomické bloky. Blok W je rozd€len na ¢asti W1 a W2.

V obou piipadech vzniku dicentrického fizniho chromosomu byla nutnd inaktivace
jedné z centromer. Funkéni centromera zajiStuje spravnou segregaci chromosomu pii meioze
a mitéze. Pokud by byly zachovdny obé& centromery fizniho chromosomu, byly by casto
tazeny mitotickymi vfeténky k opacnym pdélim délici se buriky a dochazelo by k trhan{
chromosomu. Osud dvou centromer na chromosomu zdvisi na jejich vzdalenosti. Pokud jsou
dostatecné blizko sebe, mohou zistat obé aktivni a fungovat jako jedna velka centromera.
Cim vzdélengj§i jsou centromery na spole¢ném chromosomu, tim pravdépodobné&jsi je vznik
zlomu mezi nimi. Je to v disledku mozného pretoceni sesterskych chromatid mezi
centromerami a jejich taZenim mitotickym aparitem k opacnym pdlim (Lysak 2014).
Maximdlni vzdélenost mezi dvéma centromerami byla stanovena na 20 Mb u upravenych
lidskych dicentrickych chromosomu (Higgins et al. 2005). Pokud je vzdélenost veétsi,
chromosom musi byt stabilizovan inaktivaci nebo deleci jedné z centromer. K tomu dochdzi
rekombinaci mezi okrajovymi repeticemi (a tedy deleci) nebo epigenetickym umlcenim
prostiednictvim metylovanych histont v centromefe. MoZnd je samoziejmée i kombinace —
CasteCnd ztrata DNA centromery spolu s inaktivaci (Lysak 2014, Manddkova et al. 2015,
Murat et al. 2015).

Stejna fize ancestralnich chromosomi 6 a 8 byla objevena i v karyotypu rostliny
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Hornungia alpina (n = 6, Lysak et al. 2006, T. Manddkovad - nepublikovdno). Fuazni
chromosom AK6/8 druhu H. alpina obsahuje navic jednu dal$i inverzi s chromosomovymi
zlomy mezi bloky R a Q a mezi bloky V a O (viz obr. 20). Rod Hornungia se od zbyvajicich
rodu tribu Descurainieae oddélil jako prvni. Zda se tedy, Ze je stejnd flize chromosomu
spole¢nd nejen pro predka rodu Ghornik (Descurainia), ale i pro celou skupinu Descurainieae.
Pro potvrzeni tohoto predpokladu jsou vSak nutné vyzkumy dalSich druht a rodi tribu.

Inverze chromosomu Hornungia alpina
karyotyp podle prestaveb ACK

o uy E...
W Lo . - LX)
> E ¥ 2 = Q o
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Obr. 20: Paracentrickd inverze na chromosomu AK6/8 a schéma karyotypu Hornungia alpina (n = 6).
Cervené tsecky oznaduji mista chromosomovych zlomi. Genomické bloky jsou oznadené pismeny A-
X. Barvy genomickych blokii odpovidaji jejich pozici na chromosomech ACK (T. Manddkovd —

nepublikovéano).

5. 5. Spolecny predek rodu thornik (Descurainia)

Pokud shrneme vysledky diplomové price a jejich zasazeni do souvislosti s evoluci
druhti, mizeme odhadovat podobu karyotypu spolecného piedka kanarskych tdhornikd. Tento
spoleny predek meél sedm chromosomovych pard, na kterych bylo nejméné 12
heterochromatinovych uzli, ale spiSe vice (D. millelfolia a D. gilva maji spole¢nou pozici
dalsich 10 uzli). Na chromosomu 2 byla pobliz centromerické oblasti na kratkém raménku
lokalizovédna 435S ribosomélni DNA, na chromosomu 4 byla ve stejné pozici 45S a 5S rDNA.

Karyotyp predka zahrnoval i fdzni chromosom formovan translokaci mezi ancestralnimi
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chromosomy AK6 a AKS (viz obr. 21).
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Obr. 21: Pravdépodobny karyotyp spolecného predka kandrskych thorniki ma sedm
chromosomovych pért, rDNA lokalizované blizko centromery na kratkém raménku druhého (45S) a
ctvrtého (45S a 5S) chromosomu. Pismena A-X oznacuji konzervované genomické bloky

ancestralniho karyotypu, barvy genomickych boka odpovidaji jejich pozici na chromosomech ACK.

5. 6. Chromosomové prestavby a speciace thorniki

Mezi jednotlivymi studovanymi druhy kandrskych endemickych thornikii nebyly
prokazany zadné druhové specifické prestavby chromosomu. Fizni chromosom AK6/8 je
stejny u vSech zkoumanych karyotyptu a byl zjistén i u zastupce jiného rodu (Hornungia
alpina, T. Manddkova - nepublikovdno). Chromosomové piestavby zde tedy se speciaci
nejspiSe nesouvisi. Jedinym viditelnym rozdilem mezi druhy jsou polty a pozice
heterochromatinovych uzli a rDNA. Podobné se také Ctyfi karyotypy rodu Pachycladon
(Pachycladon cheesemanii, P. enysii, P. exile a P. nova-zelandie) z Nového Zélandu 1isi pouze
v poctu heterochromatinovych uzli a v pozici rDNA (Mandakova et al. 2010b). Je mozné, Ze
tyto akumulace heterochromatinu mohou mit vliv na speciaci. ProtoZze vSak jde o
heterochromatin - kondenzovanou DNA s nizkou transkripci a pravdépodobné bez genu, je
tento vliv diskutabilni a bude nezbytné ho prokdzat dalS§imi studiemi.

Studie rodu Pachycladon odhalila genomova stabilita a karyotypova stdze beze zmén

od doby spole¢ného predka rodu (Manddkova et al. 2010b), podobné jako u druha
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Descurainia. Prave tato stabilita prokazuje, Ze druhova radiace rodu Pachycladon na Jiznim
ostrové Nového Zélandu béhem pleistocénu (Heenan er al. 2003) nebyla spojena s velkymi
chromosomovymi piestavbami. Také dals{ studie krytosemennych druht z ostrova Ullung-do
(Korea) prokazala, ze vétSina endemickych taxoni neprosla béhem speciace vétSimi
chromosomovymi pfestavbami nebo zménami chromosomového poctu (Weiss et al. 2002).
Tato tendence karyotypové stdze je prekvapiva vzhledem ke geografické izolaci ostrovu a
jejich promeénlivému prostiedi. Nicméné kolonizace ostrovi a ndsledné adaptivni $ifeni druht
Casto probéhlo evolu¢né relativné nedavno (jednotky miliont let). Mnoho endemickych druha
tedy predstavuje blizce piibuzné monofyletické skupiny na jednotlivych ostrovech, které maji
stéle jeste stejny pocet chromosomu a velmi podobnou strukturu karyotypu (Mandéakova et al.

2010b).

5. 7. Srovnani s kontinentalnimi druhy

Béhem dalStho vyzkumu evoluce tribu Descurainieae budou zrekonstruovany
karyotypy dal$ich endemickych druhi z Kanarskych ostrovi spolu s dhorniky z jinych ¢asti
svéta — Amerika (D. californica, D. paradisa), Evropa (D. sophia) a dal$i. Bude moZno 1épe
popsat vztahy mezi jednotlivymi dhorniky i jejich specifické chromosomové prestavby. Podle
prvnich vysledki Mandédkové a kolektivu (nepublikovdano) ma D. sophia stejny karyotyp jako
kanarské dhorniky, ale neobsahuje Zadné heterochromatinové uzly (viz obr. 22). Ani u druht
D. californica a D. paradisa nebyly objeveny. Je ztejmé, Ze heterochromatinové uzly jsou
specifickym znakem endemitd rodu Descuraina z Kanarskych ostrova.

A
1

e
7 Y
W, 5

Obr. 22: Srovnani pachytennich chromosomu kontinentdlniho druhu Descurainia sophia (2n = 28,
fotografie vlevo, T. Manddkova - nepublikovdno) a kanarského endemitu D. gilva (2n = 14, fotografie
vpravo). U D. sophia jsou vyrazné pouze centromery (nckteré oznaceny modrymi Sipkami), zatimco u

D. gilva jsou patrné centromery i heterochromatinové uzly (n¢které oznaceny cervenymi Sipkami).
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V navazujicim studiu tdhornikii je v planu také sekvenace genomu dhornikd,
identifikace a kvantifikace repetic. Naslednd FISH se sondami odpovidajicimi t€émto repeticim
umozni jejich pfifazeni k heterochromatinovym uzlim. Snad tak bude odpovézena otdzka, zda
maji uzly spolecny puvod nebo jsou tvofeny vice riznymi satelity, piipadné zda je obsah
repetic uzld druhové specificky. Vysledkem bude Sir§i studie evoluce genomu rodu

Descurainia publikovana v nékterém z mezinarodnich védeckych Casopisu.
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6. ZAVER

Poznani mechanismu evoluce a speciace rostlin nim poméha porozumét piirodé okolo
nas. Mnoho faktord ma vliv na rozdélovani druhti — zmény v prostiedi, izolovanost ¢asti
populace od zbytku, kolonizace novych lokalit a také mutace a chromosomové prestavby.
Jednim z efektl vzniklé izolace skupiny rostlin je zastaveni genové vymény s matefskou
populaci. Pfirozené vznikajici mutace se hromadi, dokud jedinci izolované a matefské
populace uZ nejsou schopni tvofit fertilni potomstvo. Pak se povazuji za oddé€lené druhy.
Chromosomové prestavby vyrazn€ ovliviiuji evoluci rostlin a ve své diplomové prici jsem se
pokusila prokazat jejich vliv i na speciaci druht. K tomuto ucelu byly vybrany tfi druhy
endemickych dhornikt (D. gilva, Descurainia millefolia, D. preauxiana) z Kanarskych
ostrovu. Jejich karyotyp byl analyzovdn metodou srovnavacitho malovani chromosomu s
vyuZzitim ancestrdlniho karyotypu brukvovitych jako reference.

V karyotypech bylo lokalizovdno mnoZstvi heterochromatinovych uzli a pozice
ribosomalnich DNA. Podobnost mezi karyotypy studovanych kanarskych thorniki odpovida
jejich predpokladanému Siteni od prvniho kolonizujiciho pfedka. Spole€ny predek se dostal
na ostrov Tenerife, odtud na ostrov La Palma. Nésledné se thorniky Sifily i na ostrovy Gran
Canaria a La Gomera. Pocet heterochromatinovych uzll a jejich umisténi je podobné&jsi mezi
D. millefolia (Tenerife) a D. gilva (La Palma) neZ u D. preauxiana (Gran Canaria). Ve&tsi
podobnost mezi témito druhy byla i u pozice oblasti ribosomové DNA.

Srovndvacim malovanim chromosomu byl zji§tén fizni chromosom vznikly
translokaci mezi ancestralnimi chromosomy AK6 a AKS8. Zbyvajicich Sest chromosomu vSech
studovanych druhti odpovida ancestralnim chromosomim AK1-5, AK7. Fizni chromosom je
strukturné shodny u vsech tfi studovanych druht. Tuto pfestavbu mél zfejmé spolecny predek
kanarskych dhornikti a mozna dokonce i ptedek celého tribu Descurainieae. Stejna fize byla
totiz dfive objevena 1 u rodu Hornungia (Lysak et al. 2006). Byly navrZzeny dva mozné
mechanismy vzniku tohoto fizniho chromosomu AK6/8. Oba zahrnuji stejny pocet
evolu¢nich krokii. Neda se tedy s jistotou fici, ktery z nich je pravdépodobnéjsi. Vztah mezi
chromosomovymi pfestavbami a speciaci kanarskych thornika nebyl prokazan.

Z vysledkt byl odvozen karyotyp spole¢ného predka kanarskych thornikt. Tento
karyotyp obsahoval sedm chromosomovych pard s nejméné 12 heterochromatinovymi uzly.
Ribosomdlni DNA byla lokalizovdna na kratkém raménku pobliZ centromer chromosomu 2

(45S rDNA) a 4 (45S a 5S rDNA). Karyotyp predka byl porovnan s kontinentdlnimi druhy
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Descurainia sophia, D. californica a D. paradisa. Karyotyp D. sophia je strukturné shodny s
karyotypy  kanarskych  udhorniki, ale  neobsahuje  heterochromatinové  uzly.
Heterochromatinové uzly jsou tedy ziejmé specifickym znakem kandrskych endemitd rodu

Descurainia a je mozné, Ze jejich vznik souvisi s jejich speciaci.
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