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Abstrakt

Polyploidie je vyznamnym fenoménem v evoluci eukaryotickych organismui. Je
predmétem zajmu biologi jiz nékolik desetileti a byla studovéana z vétsi Casti u rostlin, u kterych
se nejcastéji vyskytuje. Tato prace fesi jeji vyskyt u organismii, zvlastni diraz je zde kladen na
evoluéné staré polyploidie a vyskyt polyploidie u zivo¢isnych taxond. Jsou probirany typy
polyploidie a piekazky, které musi polyploidni organismus piekonat, aby byl stabilizovan jeho
genom. To zahrnuje 1 zajisténi spravné segregace chromozomu v meiotickém dé€leni. Zvlastnim
piipadem polyploidie je paleopolyploidie, tedy evolucné stara udalost polyploidizace, po které
dochazi k procesu diploidizace. Tento proces se vyznacuje mimo jiné velkym poctem
strukturnich zmén na chromozomech a ztratou mnozstvi sekvenci DNA a postupnym
pfechodem genomu do cytologicky diploidniho stavu. Kvili témto zménam je obtizné
paleopolyploidii detekovat. Hlavni ¢ast prace je vénovana pravé této problematice, jsou

probirany jednotlivé piistupy, které mohou vést k detekci paleopolyploidni udalosti.

Kli¢ova slova: polyploidie, zivocich, rostlina, meidza, paleopolyploidie, detekce



Abstract

Polyploidy is a significant phenomenon in the evolution of eucaryotic organisms. It has
been a subject of interest of biologists for decades and it has been studied particularly largely
in plants, where it most often occurs. This thesis handles occurrence of poylploidy in organims
and a special emphasis is laid on old polyploidization events occurrence of polyploidy in animal
taxa. Furthermore, the types of polyploidy and obstacles are discussed here, that a polyploid
organism has to tackle to stabilize its genome. That also includes the need to ensure the correct
chromosome segregation in a meiotic division. A special case of polyploidy is paleopolyploidy
(sometimes refered to as ,,ancient polyploidy” in English), which is an evolutionary old
polyploidization event, that is followed by the process of diploidization. This process is
characterized besides others by a large number of structural changes in chromosomes and a loss
of some DNA sequences and a gradual transition of the polyploid genome to the cytologically
diploid state. Because of these changes, it is difficult to detect a paleopolyploidy and the main
part of this thesis is dedicated to this problem, in which the main approaches that might lead to

its detection are discussed.
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1. Uvod

Polyploidizace, jev, pii kterém je v genomu pocet chromozomovych sad vyssi nez dve,
je jedna z nejdramatictéjSich modifikaci genomu. Dnes je jiz obecné zndmym a piijimanym
faktem, ze sehrala dulezitou roli v evoluci nekterych velkych skupin, jako jsou naptiklad
semenné rostliny ¢i obratlovci. Polyploidie ma Siroké spektrum nasledki pro samotnou buiiku
1 cely organismus. Polyploidni butiky jsou naptiklad diky vy$Simu obsahu DNA v jadie vetsi.
Polyploidni organismy se mohou vyznacovat rozdilnymi ekologickymi naroky ¢i snasenlivosti
k urCitym vnéjsim podnétim a také vétsi velikosti a rychlejsim ristem. Nékterych z téchto
atributli se vyuziva i v hospodafstvi a Slechtitelstvi. Velka fada hospodarsky vyznamnych
rostlin je polyploidni a velké snahy o vyuziti polyploidii jsou dnes vyvijeny napiiklad
v akvakultute, jelikoZ jsou pfislibem vysSich a rychlejSich vynosii u hospodéisky vyuZzivanych
druhii ryb ¢i mlzi. Oproti diploidnimu stavu pifinasi polyploidie také nékteré problémy, a to
napiiklad v buné¢ném déleni, kdy v dasledku vétsiho poctu homologickych nebo strukturné
podobnych (homeologickych) chromozomii musi dochazet k modifikacim v jejich parovani,

polyploidni linie mohou mit ¢asto problémy s fertilitou.

Cilem této prace je shrnout soucasné poznatky o vyskytu a evoluénim vyznamu polyploidie,
s vétsim dirazem kladenym na Zivoc€isSné taxony. V praci jsou dale probirany prekazky vedouci
k ustanoveni polyploidie a souvislost s reprodukénimi strategiemi. Hlavnim cilem préce je
shrnout informace o paleopolyploidii, mechanismech vedoucich k jeji existenci a uk4zat hlavni

piistupy, které se daji vyuzit k jeji detekci.



2.  Polyploidie

Podle poctu chromozomovych sad klasifikujeme polyploidii na orthoploidii a
anorthoploidii (pfi sudém resp. lichém poctu sad). Anorthoploidni cytotypy (napt. v piipadé
triploidie, pentaploidie) jsou mén¢ stabilni, jelikoz v meioze produkuji ve vétsi mife
nebalancované gamety. Je také dulezité, zda se jedna o polyploidii celého organismu nebo jen
somatickych tkani. Moznosti vzniku polyploidie je nékolik. Jednou je vznik neredukovanych
gamet v prabéhu meiozy a nasledné po oplozeni vznik polyploidni zygoty (Leitch 2008).
Polyploidni organismy také mohou vznikat vzdalenou hybridizaci (napft. interspecifickou).
Tyto dva mechanismy jsou nejcastejsi, mimo to mize diploidni butika fizovat s jinou bunikou,
chybou v bunééném déleni mlize vzniknout buiika tetraploidni jednojadernd nebo buitka
s dvéma diploidnimi jadry, dal$i z moznosti je dale probirand endoreplikace (Storchova a
Pellman, 2004). Podle zptisobu vzniku se daji rozlisit dva zakladni typy polyploidni udélosti.
V piipad¢ alopolyploidie organismus vznikd vySe zminénou vzdalenou hybridizaci, u
autopolyploidie polyploid vznika duplikaci jedné nebo vice chromozomovych sad téhoz druhu

(popf. organismu).

3.  Vyskyt polyploidie
3.1.  Vyskyt polyploidie u rostlin

Polyploidie je jev velmi casty v evoluci genomu krytosemennych rostlin. Tato
skute¢nost byla pfedmétem zajmu botanikil jiz od pocatku 20.stoleti, jak doklada naptiklad
studie karyotypu rodu Oenothera - pupalka (Lutz, 1907). Odhaduje se, Ze 2 az 4% speciaci u
krytosemennych rostlin probéhlo praveé polyploidizaci genomu (Otto, Whitton, 2000). Co se
samotného zastoupeni polyploidnich taxont ty€e, pohybuji se odhady mezi 30 az 80%
(Masterson, 1994). Nékteré recentni studie se dokonce pfiklani k tomu, ze na pocatku vyvoje
linie semennych rostlin doslo ke dvéma kolim celogenomové duplikace, podobné jako u
Ohnovy 2R hypotézy v ptipadé obratlovcii (Jiao et al., 2011). Polyploidie je obecné u rostlin
dilezity evolu¢ni proces a sehrala roli v evoluci fady kulturnich plodin jako je napftiklad
jemen, oves, tabdk ¢i kavovnik (Feldman, Levy 2005). Nelze ptesné fici, zda je v evoluci
vyznamnéjs$i auto- ¢i alopolyploidie , ale jak naznacuje Soltis et al. (2007), pocet rostlinnych
autopolyploidi by mohl byt podhodnocen kvili jejich vétsi morfologické podobnosti

s parentalnim druhem.



Kromé¢ semennych rostlin se polyploidie vyskytuje i u mechorostii, a to pfevazné u mechi, u
jatrovek a hlevikl jen vyjimecné (Villarreal a Renner, 2013; Wyatt et al., 1988). Je také velmi
Castad u kaprad'orostti (Wagner a Wagner, 1980).

3.2.  Vyskyt polyploidie u hub

Co se tyce hub, je s podivem, ze tato velkd skupina nebyla co do vyskytu polyploidie
prilis studovana. Ackoliv je dobfe znamo, Ze se polyploidie uplatnila v evoluci kvasinek (Kellis
et al., 2004), studii, vénujicim se ostatnim skupinam, je pomérné malo. Pfesto jsou piipady
piirozené se vyskytujich polyploidii u hub znamé a jeji vyskyt je predpokladan v mnoha
riznych vyvojovych vétvich hub (Albertin a Marullo, 2012).

3.3.  Vyskyt polyploidie u Zivocicht

Oproti rostlinam se vyskytuje polyploidie u zivocichii podstatné ménég. Ptic¢inou vyssi
prevalence u rostlin mize byt Casty vyskyt nepohlavniho rozmnozovani ¢i hermafroditismu. U
prevazné pohlavné se rozmnozujicich zivocichi, je polyploidie mén¢ Castd, protoze narusuje
proces determinace pohlavi (Muller 1925). Muller ve své praci vychazel ze situace u octomilky
(Drosophila), u které je pohlavi determinovano pomeérem gonozomi X vici poctu sad
autozomutl. Vychazel ze studii, které ukazovaly, Ze pravé kvuli naruseni tohoto poméru se
triploidni populace nemuze ustanovit v disledku neplodnosti triploidd s jednim nebo dvéma
chromozomy X (Bridges 1921). Tetraploidi, pokud by néjaci vznikli, by byli podle Mullera ve
zjevné reprodukéni nevyhodé, jelikoz pii kiizeni s Castéji se vyskytujicimi diploidy by ve
vetsing piipadh dali vzniknout sterilnim triploidnim hybridim. Jak se vSak ¢asem ukazalo, typ
determinace pohlavi zavisici na poméru gonozomu k autozomiim neni u gonochoristickych

zivo¢ichli dominantni (Manolakou et al., 2006).

Jednim z problémi komplikujicich Mullerovu teorii je, ze u dvoudomych rostlin
s ur¢enim pohlavi XY, by se m¢li polyploidi vyskytovat stejn€ vzacné jako u gonochoristickych
zivocichi, coz sam Muller ve své praci zminuje. Jak se vSak pozd¢ji ukazalo, u dvoudomych
rostlin je polyploidie pomérné Castd a je zde 1 Casty vyskyt polyploidnich fad (Westergaard,
1958). Ze studie sexudlni determinace dvoudomych rostlin (Matsunaga a Kawano, 2001) ale
vyplyva, Ze rostliny jsou obecné k aneuploidiim gonozoml pomérné snasenlivé a v nékterych
pfipadech mohou pii inaktivaci genli determinujicich samc¢i pohlavi vzniknout linie

hermafroditii, ktefi jsou schopni samooplozeni (Donnison et al., 1996). Ackoliv se
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hermafroditismus a samooplozeni vyskytuje i u fady zivoCichii, neni u gonochoristl
s pohlavnimi chromozomy. Sexudlni determinace dvoudomych rostlin se tedy vyznacuje
ur¢itymi specifickymi rysy, které usnadiiuji navozeni polyploidie.

Mullerovu hypotézu déle rozvadi Orr (1990). Orr tvrdi, ze hlavnim problémem pro
vyskyt polyploidie u Zivocichti je degenerace alozomu, jako je napfiklad chromozom Y u
XX/XY systému urceni pohlavi. Chromozom Y je u fady zivocicht siln¢ degenerovan, coz
znamena, ze ztratil vétSinu funkcnich geni a je na ném tedy minimum transkribovanych oblasti.
Takové organismy si tedy musely vyvinout urcity systém kompenzace genové
davkychromozomu X popt. Z u heterogametického pohlavi. Téchto systému je nckolik, u
Drosophila je to hypertranskripce X u samciho pohlavi, u savcl lyonizace -
heterochromatinizace jednoho z chromozomu X u samic (Lyon, 1999). Indukci polyploidizace
vSak miize dojit k pfipadu, kdy v uréitém genotypu nebude odpovidajici mira transkripce
gonozomu Vvic¢i poc¢tu autozomdlnich sad. Jedinci stakovym genotypem by byli
nezivotaschopni a tudiz by se polyploidie nemohla u takovych zivocichi fixovat.

Pro tuto teorii hraje i fakt, Ze u dvoudomych rostlin jsou heterochromozomy Y mnohem
méné degenerované nez u vétSiny zivocichii a zachovavaji si tedy vétsi miru transkripce
(Charlesworth 2002). Podobné vysvétleni rizné frekvence polyploidie mezi jednotlivymi
taxony, konkrétné u obratlovcli nabizi Ohno (1970), ktery ve své knize piSe, Ze u obojzivelnika
a ryb jsou pohlavni chromozomy stale jest¢ v pocCateCnim stavu diferenciace, maji mnoho
spole¢nych genovych lokusti podobné jako autozomy. Jejich duplikace by tedy neméla byt tak
problematicka. U fady obojzivelniki se polyploidie skute¢né vyskytuje (Otto a Whitton, 2000).
U paprskoploutvych ryb jsou také dobte zdokumentované piipady. Kromé navrhované 3R
hypotézy pro skupinu Teleostei byly doloZzeny piipady polyploidie u nékolika dalSich skupin.
Dobie znamy je tento fakt u jeseterti, mezi kterymi existuji tfi skupiny s vyrazné odliSnymi
pocty chromozomil — prvni skupina 112-146, druha 250-270 a tieti s 360-370. Tyto vznikly
naslednou polyploidizaci (Vasil’ev, 2009). Poznatky o vyskytu polyploidie u obojzivelniki a
ryb tedy taktéz zapadaji do Orrovy teorie o tom, pro¢ se polyploidie u nékterych zivocicht
vyskytuje ziidka. Dalsi tfidou obratlovcet, kterd Orrovu teorii podporuje, jsou savci. Jak jiz bylo
vySe zminéno, vyskytuje se u vSech jejich zastupcli kompenzace genové davky — lyonizace. U
savcl se pritom polyploidi prakticky nevyskytuji, je zndm pouze jediny druh, jehoz
Tympanoctomys barrerae. N&které studie ukazuji na mozny allotetraploidni ptivod (Gallardo et
al., 2006). Situace okolo toho druhu vsak stale neni jasna a je mozné, Ze se jedna o diploidni

organismus, v jehoZ vyvoji doSlo jen k nckolika parcidlnim duplikacim, napt. urcitych
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chromozomu nebo jejich usekl. K tomuto scénaii se priklani Evans et al. (2017) v recentni
studii genomu tohoto druhu. Orrova teorie vSak stile pln¢ nevysvétluje vzacnost vyskytu
polyploidie u zivocicht, jelikoz u nékterych ptaka se kompenzace genové doze nevyskytuje,
nebo alespon ne v plné mife. Ptaci by tedy teoreticky méli byt skupinou s vyssim vyskytem
polyploidie. Pravé u ptaka vSak doposud neni znam jediny ptipad polyploidniho druhu (Otto,
2007).

Naptiklad autorky Otto a Whitton (2000) vsak tvrdi, ze ve vySe zminénych piipadech

ptakl a savct je polyploidie méné Casta, protoze vede k celkovému naruSeni embryonalniho
vyvoje a nelze tvrdit, Zze by vyskyt polyploidie byl otdzkou kompenzace genové davky.
Jak zdtraziiuje Mable (2004), neni zcela piesné na celou tuto problematiku nahlizet, jako na
tidky vyskyt polyploidie u zivoc¢icht, ale spise jako na vzacny vyskyt u nékterych zivoc¢isnych
taxonl. Kromé vySe zminénych piipadl u obratlovct se také polyploidie vyskytuje u nékolika
desitek druhit hmyzu (Otto a Whitton, 2000). Vzhledem k celkové rozmanitosti hmyzu je vSak
mira zaznamenané polyploidie velmi nizka (Lokki a Saura, 1980). Vyskytuje se také u mekkysi
(Hallinan a Lindberg, 2011; Neiman et al., 2013) Pravdépodobny je i jeji vyskyt u pavoukt
(Krél et al., 2013). DalSich ptipadu jejiho vyskytu u zivocichi je vSak vice.

Mullerova teorie je nejstarSim pokusem o vysvétleni vzacnosti polyploidie u Zivocichil
v porovnani s rostlinami. Nebylo by v zadném ptipadé spravedlivé ¢i presné tvrdit, ze poznatky
Mullera ¢i Orra nejsou spravng, ale spiSe, Ze s novymi objevy na poli zivociSné cytogenetiky a
ur¢itymi konkrétnimi ptiklady se celd situace komplikuje. Vyznam polyploidie ve vyvoji

zivociSnych taxonll v soucasnosti stale nelze obecné shrnout, neni vSak zanedbatelny.

4. Reprodukce u polyploidnich Zivocicht

4.1. Partenogeneze

Jednim z Castych jevli doprovazejici polyploidii byva asexualni reprodukce. U vétSiny
polyploidniho hmyzu byla zaznamenana pokrocila forma thelytokie, a to thelytokie
apomikticka, pii které je vyloucena meioza (Lokki a Saura 1980, cit. dle Soumalainen 1950).
Takovy zplsob rozmnozovéni se elegantné vyhyba fad¢ problému spojenych s determinaci
pohlavi a pohlavnimi chromozomy u polyploidii obecné. Otto a Whitton se ve své studii (2000)
vénovaly vyskytu polyploidie u Zzivoc¢isnych skupin, zcelkového poctu v této studii
zapocitanych zivocicht se priblizné dvé tfetiny rozmnoZzuji partenogeneticky. Zajimavé ovsem
Je, Ze se tyto druhy vyskytuji pfednostné u nékterych skupin, pfevladaji hlavné u hmyzu a plazt.

Vétsina takovych polyploidi je linii druhu diploidniho. Polyploide u plazii je omezena na ¢eled’
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jestérkoviti, ve vSech ptipadech se jedna o triploidni jeStérky rozmnozujici se thelytokni
partenogenezi (Bogart, 1980). Pfechody na partenogenetickou reprodukci po polyploidizaci
jsou pozorovatelné naptiklad i u nékterych nosatcti (Stenberg et al., 2003).

S velmi zajimavym fenoménem se 1ze setkat také u nékterych ryb. Konkrétné u ryb rodu
Cobitis 1ze pozorovat ze hybridizace mezi nékterymi druhy spusti pfechod na klonalni
reprodukci, zpétnym kiizenim se sexualni populaci vznikne triploidni linie téchto ryb. Tento
jev je dokonce mozné pozorovat v laboratofi se synteticky vytvofenymi hybridy (Janko et al.,

2012).

4.2. Polyploidie a sexualni reprodukce

Na rozdil od polyploidnich piipadti u plazii, u nichz se v§echny zndmé¢ druhy rozmnozuji
partenogenezi, je o néco v¢Etsi variabilita rozmnozovacich systémii u polyploida z fad
obojzivelniki. Ve studii vedené Bogartem (1980) je zaznamenéano 15 ptipadi polyploidnich
obojzivelniki s klasickym gonochorismem. VSechny pfitom spadaji do fadu zaby. Mezi témito
ptipady lze nalézt obecn¢ znamé rody zab jako Xenopus, Bufo, Hyla ¢i Ceratophrys. Zvlastnim
ptipadem je hybridni komplex u skokana zeleného — Pelophylax esculentus (diive Rana
esculenta) v jehoz vyvoji dochazi k odvrzeni jednoho z matetskych genomt v germindlni linii.
Tento hybridni druh je za normalnich okolnosti diploidni (s jednou sadou chromozomi od
kazdého matetského druhu), ale v nékterych populacich se vyskytuji triploidni jedinci, tvofici
jak haploidni, tak diploidni gamety, které napomahaji udrZeni triploidnich jedinct v populaci
(Christiansen, 2009). Poslednim doloZzenym typem rozmnoZovani u polyploidnich
obojzivelnikd je gynogeneze, tedy typ rozmnozovani na pomezi sexualniho a asexudlniho
procesu, pii kterém se jedinec vyviji z neoplozeného vajicka (jako pii thelytokii), ale k zahajeni
vyvoje je potieba stimul od spermatické burky, ktera se v§ak nepodili svou genetickou vybavou
na dal§im vyvoji jedince. Tento pifipad je zndm u polyploidnich druhli axolotli rodu
Ambystoma (Bogart, 1980).

Neméné zajimavé piipady se vyskytuji 1 u ryb. U polyploidnich populaci karase
stiibfitého dochazi k situaci, kdy se zvifata mohou rozmnozovat bud’ pomoci gynogeneze nebo

klasickou sexudlni reprodukei (Gui a Zhou, 2010).



5.  Meioza u polyploidi

Zvyseny pocet homolognich chromozomii popiipadé vyskyt homeolognich
chromozomu si zada odliSnou organizaci jaderného déleni (Comai, 2005). Pro polyploidni
speciaci je zasadni ptesny rozchod chromozomi do dcetfinnych bunék. Proces vedouci k tvorbé
chromozomové¢ balancovanych gamet se nazyva cytologicka diploidizace a li§i se vyrazné
v ptipad¢ autopolyploidi a alopolyploidt (Cifuentes et al., 2010). V ptipad¢ autopolyploida
nejsou jednotlivé chromozomy vice diferencovany nez bézny par homologii u diploida a maji
tudiz potencidl parovat s jakymkoliv z ostatnich homologii (Lloyd a Bomblies, 2016).
Chromozomy maji obecné tendenci u autopolyploidl parovat v multivalentech (Cifuentes et
al.,2010 ; Wu et al., 2014) To, jak chromozomy paruji v bunééném délenti, je dilezité i pro dalsi
vyvoj genomu jak na piikladu autotetraploidi uvadi Ohno (1970). Ctyii homologni
chromozomy musi parovat po dvojicich aby mezi nimi mohlo dojit k diverzifikaci. Pokud by
parovaly jako kvadrivalent, dochazelo by v meioze k jejich ndhodnému rozdéleni, coz by jejich
diverzifikaci narusilo avedlo by ke sterilité. U neoautopolyploidli jsou multivalenty pomérné
Casté a Casto vedou k produkci aneuploidnich gamet (Ramsey a Schemske, 2002). Zajimavé je,
7e u piirozené se vyskytujicich polyploidi je né€kdy pozorovana vyssi mira bivalentniho
parovani nez u jejich artificidlnich protéjskti a to i piesto, ze je zachovano nepreferencni
parovani (Wu et al., 2014). Pfechod autopolyploidi k dizomickému stavu potvrzuji i jiné studie
(Parisod et al., 2010). U artificidlnich autopolyploidii byla cytologické diploidizace pozorovana

v pribéhu nékolika malo generaci (Santos et al., 2003).

V ptipad¢ autotetraploida se da obecné fici, ze pokud maji chromozomy spravné
segregovat, musi byt kazdy jednotlivy chromozom pfipojen v meiéze minimalné k jednomu, ne
vSak vice nez dvéma dal§im chromozomim (viz. obr.1) (Bomblies et al., 2016). Tvorbu
multivalent pak omezi snizeni miry crossing-overil, které se Casto vyskytuje po indukci
polyploidie (Lloyd a Bomblies, 2016). Za niz§im vyskytem crossing-overd u autopolyploida
V piipadé, Ze je tato vzdalenost rovna ¢i vétsi nez délka celého chromozomu, bude chromozom
parovat praveé s jednim homologem. Tuto hypotézu podporuje pozorovani meidzy nékterych
polyploidnich skupin (Bomblies et al., 2016). Molekularni podstata cytologické diploidizace
vS$ak stale neni uspokojivé vysvétlena zadnou studii.

Le Comber et al. (2010) pfedpoklada, Ze cytologickou diploidizaci by mohla ¢aste¢né
jednotlivych kopii zduplikovaného genu. V ptipadé€ vétsiho poctu takovych gent vyskytujicich
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se po celém genomu by mohlo dochazet k podpotfe dizomické dédicnosti. Tyto zavéry Le

Comber opira o pocitacové simulace vyvoje polyploidniho genomu v prabéhu 10 000 generaci.

Konfigurace chiasmat u auto-tetraploida

A Efektivni
] 4 fetdzovy t $ prstencovy +
bhclcnty kvadrivalent kvadrivalent A
v ¥ A Voov ot
B Neefektivni
trivalent + chybné& segregujici
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Obrazek 1 — chiasmatické konfigurace, které jsou ve 3 pfipadech (A) efektivni tim, Ze zvySuji pravdépodobnost
spravného rozchodu chromozomti, zatimco v pfipadech B dojde k nespravnému rozdéleni kvili $patnému

parovani chromozomti (Bomblies et al., 2016)

U alopolyploidil je situace jina diky existenci homeologl v disledku hybridniho
puvodu. Kazdy chromozom bude v tomto pfipadé podle o¢ekavani parovat ochotnéji se svym
homologem neZzli homeologem (Comai et al., 2003). Nejlépe prozkoumanym organismem je
v tomto ohledu pSenice, u které napomaha parovani homologii lokus Ph1 (pairing homologous)
(Riley a Chapman 1958 cit dle. Griffiths et al., 2006). Za jeho parovaci funkci jsou
pravdépodobné zodpovédné geny kodujici enzymy s kindzovou aktivitou, hlavné ,,CDK like
genes* (Griffiths et al., 2006) pficemZ piibuzné geny jsou zodpovédné za homologni parovani
naptiklad u mysi (Viera et al., 2009). Phl je v tomto ohledu jediny lokus charakterizovany na
molekuldrni urovni, molekularni mechanismy zodpovédné za parovani a segregaci

hom(e)ologickyh chromozom u alopolyploidil si Zadaji dalsi vyzkum (Cifuentes et al., 2010).



6.  Vyznam polyploidie v evoluci

Jak ukazuje ve své studii Mayrose et al. (2011), je ve vétSin€ piipadi polyploidizace
chapéana jako evolu¢ni ,,dead-end*, jelikoz nové vznikajici polyploidi vykazuji niz§i miru
diversifikace. Ackoliv byla sledovand mira speciace podobna nehledé¢ na stupen ploidie,
vyznacovali se polyploidi vys§i mirou extinkce. Jak Mayrose poznamenava, toto zjisténi by
mohlo na prvni pohled odporovat vysokému vyskytu paleopolyploidie (evolucné stary ptipad
polyploidie, pti kterém organismus prosel procesem diploidizace) u krytosemennych rostlin, na
kterych byla studie provedena. Ocekavany pocet paleopolyploidizaci by vsak v ptipadé, ze by
mira diversifikace polyploidi byla stejna jako u diploida, byl jesté vyssi. K podobnym zavérim
dospél i Liu et al. (2012) ve studii vlivu apomixie (asexualni zptisob klonalni reprodukce, pii
kterém je vyloucena meid6za) na evoluéni dynamiku kaprad’orostli. Apomixie se u fady
kapradorostii vyskytuje spolecné s polyploidii. Ackoliv tedy ve velké ¢asti pripadi nejsou
polyploidni linie dlouhodobé evoluéné tspésné, mohou byt kratkodobé uspésné v nékterych
specifickych ekologickych podminkach (Liu et al., 2012) a rozsifeny genomovy potencial miize
byt vyhodou u téch linii, které ptetrvaji (Mayrose et al., 2011). Mira diversifikace je ve dvou
vySe zminénych studiich odhadovana pomoci pravdépodobnostniho modelu BiSSE, ktery se
obecné pouziva k odhadu diversifikace v zavislosti na jednom konkrétnim faktoru (Maddison

et al., 2007).

Polyploidizace mlze mit rizné vyhody pro nové vznikajici organismus. Jako jedny z téch
ocividnéjSich se daji uvést heteroze a genova redundance (Comai, 2005) Ptipad, kdy najednou
dojde k znasobeni celého genomu dava organismu moZnost v duplikovanych genech hromadit
mutace a postupné tak mize dochézet k diferenciaci jejich funkce (Ohno, 1970).

Zakladnim pfedpokladem fungovani polyploidie jakoZto specia¢niho procesu je
vytvofeni reprodukéni bariéry mezi pivodnim druhem a nové vznikajicim druhem
polyploidnim. Polyploidi maji po svém vzniku pomémné casto snizenou fertilitu
a zivotaschopnost (Ramsey a Schemske, 1998; 2002) coz muze byt vyraznou piekazkou
k ustanoveni jejich populace. Zaroven se vSak mezi polyploidy a jejich diploidnimi predky
vytvaii jak pre-, tak postzygotické izolacni mechanismy a polyploidie miize byt nastrojem
sympatrické speciace (Mayr, 1942). Ptiklad takové reprodukéni izolace ukazuji napiiklad
Husband a Sabara (2004) ve studii na di- a tetraploidnich populacich rodu Chamerion
(vrbovka). Z prezygotickych procest hrala v tomto ptipadé vyznamnou roli 1) geograficka
izolace, jelikoZ diploidni populace se vyskytovaly ve vysSich nadmotskych vySkach a

2)preference opylovacii navstévovat po sob¢ rostliny se stejnym stupném ploidie. Tyto procesy



byly pozorovany i v jinych studiich podobného zaméieni (Segraves a Thompson, 1999;

Thompson a Merg, 2008) Jednou ze sledovanych postzygotickych bariér byla selekce proti
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Obrazek 2 — Rozsifeni diploidnich a tetraploidnich druhii australskych Zab rodu Neobatrachus. Tento rod
obsahuje celkové 10 druhi, ze kterych je 6 diploidnich a 4 tetraploidni. V ¢asti a je vidét rozsiteni téchto druhi
na mapé¢ Australie, kde je pozorovatelny sklon tetraploidnich druhl k obsazovani sussich stanovist. Tento trend
je pak dobfe patrny v ¢asti b zobrazujici rozsifeni z ¢asti a vztazené k roénimu thrnu srazek. Bila tecka znaci
median, ¢erné pruhy mezikvartilové rozpéti. (**Mann—Whitney test P-hodnota<0.01) (Van de Peer et al., 2017)

triploidim. Soucet vlivu vSech izola¢nich mechanismi ukazoval na vysokou reprodukéni miru
izolace (99,7%) mezi diploidy a tetraploidy. Na tomto konkrétnim piikladu se d4 demonstrovat,
ze polyploidizace miiZze vést k posunu ekologickych narokil organismu a postupné speciaci.
K témto zavéraim dochdazeji i jiné recentni studie (Ramsey, 2011). Polyploidni druhy casto
mohou obsazovat ekologické niky v limitujicich, naptiklad susSich prostiedich (viz. obr. 2)

(Van de Peer et al., 2017).

Co se ekologickych naroku ty¢e, mize byt polyploidie také limitujici z hlediska narokt
na Ziviny, a to hlavné na fosfor, ktery je podstatnou souéasti nukleovych kyselin (Smarda et al.,
2013). Smarda v této studii potvrzuje, Ze na pidach bohatych na fosfor se polyploidnim
rostlinam a obecné rostlindm s vét§im genomem dafilo 1épe. DoloZené piipady této limitace se
neomezuji jen na rostliny jak dokldda Neiman et al. (2013) ve studii na sladkovodnich plzich
Potamopyrgus antipodarum. Tento druh se rozmnoZzuje asexualné a vyskytuji se u néj jak tri-,
tak tetraploidni linie. V prostfedi chudém na fosfor méli tetraploidi ve srovnani s triploidy

n¢kolikandsobné sniZzenou miru rastu. V jiné své studii ze stejného roku Neiman et al. (2013)
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piedpoklada, ze v prostiedi limitovaném na fosfor by polyploidie, Casto doprovazejici

asexualitu mohla své nositele znevyhodnovat oproti sexudlné se rozmnozujicim diploidim.

6.1. Evoluce genovou duplikaci

Jednou z teorii je, Ze ve vyvoji obratlovct sehrala dalezitou roli duplikace genomu, tato
teorie se také oznacuje jako 2R hypotéza (Ohno 1970). Dva rizné geny vzniklé duplikaci se
oznacuji jako paralogni ¢i paralogy. V dnesSni literatufe se také mlzeme setkat s pojmem
ohnolog, ktery oznacuje dva ptibuzné geny vzniklé genomovou duplikaci. Jak nazev napovida,
byl tento termin zaveden na pocest Susumo Ohna. Ohno piedpokladal, ze na zacatku vyvoje
obratlovct doslo ke dvéma kompletnim genomovym duplikacim a ze obratlovci véetné clovéka
jsou tim padem piikladem paleopolyploidie. K dal$i genomové duplikaci navic doslo ziejme na
pocatku vyvoje kostnatych ryb - Teleostei, coz je n€kdy oznaovéano jako 3R hypotéza (Meyer
a van de Peer, 2005).

V prubéhu dalsich let bylo provedeno n¢kolik studii, které Ohnovu teorii podpofily.
Jednou z nich je naptiklad studie hox genti u obratlovcl. Hox geny u ¢loveéka ¢i mysi jsou
lokalizovany ve ¢tyfech genovych klastrech, pficemz jejich orientace v ramci nich je velmi
podobna. Tyto klastry pochazeji pravdépodobné z jednoho plivodniho primordidlniho klastru,
v rdmci néhoZ dochdzelo k lokalnim genovym duplikacim a pozdéji doslo k duplikacim celého
klastru. Ze skuteCnosti, Ze jde o celé klastry a ne samotné geny, je zfejmé, Ze Slo o duplikaci
vétsiho rozsahu a je nasnadé¢, Ze by mohlo jit o duplikaci genomovou (Kappen et al., 1989).
Metodami komparativni genomiky byly zjistény duplikace i v pfipadé€ jinych klastra, naptiklad
klastru Fox (Wotton a Shimeld, 2006)

Vzhledem k tomu, Ze podle 2R hypotézy doslo k duplikacim genomu pii vyvoji
obratlovct, da se predpokladat, ze u Zivoc¢icht, u nichZ se neuplatnila v evoluci polyploidizace
by se genové klastry mély vyskytovat pouze v jedné kopii oproti kopiim ¢tyfem u obratlovci.
Toto pravidlo se oznacuje jako ,,one-to-four rule® (Meyer a Schartl, 1999). Neni vSak
uplatnitelné vSeobecné, jelikoz nékteré z kopii genu ¢i celé klastry mohou byt v priabéhu
evoluce z genomu deletovany a jak je uvedeno niZe, pravé k takovym redukcim dochazi po

polyploidizaci hojné.

V souvislosti s osudem jednotlivych duplikovanych geni se Casto mluvi o dvou
zékladnich cestach, kterymi se muze gen dale vyvijet. Chromozomovymi ptestavbami ¢i

genovymi mutacemi muze dojit k procesu, ktery se oznacuje jako ,,non-funcionalization®.
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Postupné muze dojit k promeéné genu na pseudogen nebo jeho uplné ztrate, pricemz tento proces
je obecné Castéjsi (Prince a Pickett, 2002). Druhou moZznosti je funkéni divergence genu. Tento
proces je podstatnou soucasti evoluce polyploida, jelikoz se geny po duplikaci mohou vyvijet
odlis$nou rychlosti (Blanc a Wolfe, 2004) V souvislosti s funkcni divergenci se vétSinou zmiiuji
dva mozné osudy genu a to ,,neofunctionalization* v ptipad¢ ziskani nové, adaptivni funkce, ¢i
,subfunctionalization* v ptipad¢ ¢aste¢né degenerace duplikovanych genii, kdy ma kazda kopie
mirné odlisnou funkci odvozenou od funkce genu pivodniho (Force et al., 1999). Tato funkce

muze byt napiiklad i tkdnové specificka (Le Comber et al., 2010).

7. Somaticka polyploidie a patologie

Polyploidni buiiky se mohou vyskytovat mozaikovité¢ 1 v somatickych tkanich
diploidnich organismi. K takové polyploidizaci dochazi v ramci jedné buniky endoreduplikaci
DNA. Tento jev méa velky vyznam v diferenciaci bunéénych linii (D'Amato 1989).
Endopolyploidni genomy se piirozené¢ vyskytuji napiiklad v jaternich bunkach. Lidské
hepatocyty mohou byt az oktoploidni a pocet polyploidnich bunék pozitivné koreluje s vékem
jedince (Swartz 1956). Endopolyploidni buiikky jsou znamy i v orgdnovych soustavach
¢lenovct, napiiklad v buiikach snovacich zlaz bource morusového (Bombyx mori), kde dochéazi
az k 20 endomitotickym cykliim v ramci jedné bunky (Perdrix-Gillot 1979). Jako dalsi priklad
1ze uvést somatické tkané€ pohlavnich zlaz pavouki (Martin Forman, Gstni sdéleni). V ptipadé,
ze replikované chromozomy zstavaji pfilozeny u sebe, tvoii jeden velky celek, ktery se
oznacuje jako polyténni chromozom. Tyto chromozomy jsou naptiklad ve slinnych Zlazach
larev dvouktidlych a pocty jednotlivych kopii mohou ptresdhnout 1 16000 » (Zhimulev et al.,
2004). Somaticka polyploidie v§ak mize byt 1 proces patologicky a polyploidni nalezy jsou
pomérné Casté u fady lidskych tumorti (Davoli a Lange 2011), déle také naruSuje embryonalni
vyvoj. Jako ptiklad lze uvést studii chromozomovych abnormalit u kura domaciho (Bloom,
1972) kde triploidni a tetraploidni konstituce je dfiveé ¢1 pozd€ji v embryonalnim vyvoji letalni.
Stejné tak v pripadeé Cloveka je polyploidie ve vétsin€é piipadd letalni jiz v embryondlnim
vyvoji. Tri- a tetraploidni nalezy jsou v nékterych studiich nachazeny az u 10% spontannich
potratii (Hassold et al.1980). Polyploidie jde pomoci riznych technik indukovat i uméle,
naptiklad ptisobenim mitostatik (Dermen 1940) a v pfipadé nékterych rostlin lze vytvofit
syntetické polyploidni linie (Hufton a Panopoulou, 2009; Song et al., 1995). Takov¢ linie Ize

ziskat uméle provedenou hybridizaci i u nékterych Zivocichi.
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8.  Diploidizace a paleopolyploidie

Obecn¢ se da fici, ze polyploidni genom ma tendenci se navracet do diploidniho stavu
a proto se tento jev oznacuje terminem diploidizace. Béhem tohoto procesu dochazi k velké
fad¢ strukturnich zmén na chromozomech, delecim wurcitych usekii ¢i aktivaci
transponovatelnych elementd (Ma a Gustafson, 2005; Wolfe, 2001), zménam v methylaci DNA
a RNA interferenci (Soltis a Soltis, 1999). Kvili t€émto postupnym zménam miize byt velmi
obtizné polyploidni ptivod prokézat a je tfeba ovéfit, zda opravdu dosSlo v minulosti k duplikaci
celého genomu a nikoliv jen k duplikacim mens$iho rozsahu. Organismus, ktery prosel
procesem diploidizace se oznacuje jako paleopolyploid. Jedna se tedy o polyploida, ktery se
vSak jevi cytologicky jako diploid.

Studie provedena na alopolyploidnich rostlinach rodu 7Tragopogon ukazuje, ze n&které
lokusy jsou zachovany v duplikované podob¢ u vSech zkoumanych jedincti, zatimco nekteré
dalsi homeologické lokusy jsou z genomu ztraceny, pfiCemz proces jejich ztraty je ziejmé
stochasticky. Bylo vSak objeveno, ze dochdzi ve vétsi mife ke ztratam lokusti jednoho
rodicovského genomu oproti druhému (Tate et al., 2009). Jev, kdy je z jednoho genomu
zachovano vice gentli nez z druhého a jeden z genom se tedy podili vét§i mérou na celkovém
genomu resp. transkriptomu, je u alopolyploidii pomérné Casty a pouzivaji se v souvislosti s nim
oznaceni jako ,,souboj genomi“ ¢i ,,dominance genomu®. Této problematice se vénoval
napiiklad Edger et al. (2016), ktery pozoroval, Ze zmény v expresi jednotlivych subgenomi
jsou patrné hned v nasledujicich generacich po hybridizaci a v genomu dochazi
k epigenetickym zméndm, napiiklad k methylaci nékterych usekti. Podobna studie faktort
majicich vliv na pfednostni zachovani nékterych duplikovanych sekvenci byla provedena na
husenic¢ku (Thomas et al., 2006) Thomas v tomto piipadé zjistil, Ze nékteré duplikované geny
musi byt pravdépodobné zachovany v obou subgenomech pro zachovani genomové rovnovahy,
jelikoz jejich produkty interaguji s produkty jinych genli a vytvari tim jakési pomyslné genové
sité. Tato hypotéza se obecné oznacuje jako ,,gene balance hypothesis* (Birchler a Veitia,

2007).

8.1. Paleopolyploidie versus neopolyploidie

Chépani pojmi neopolyploid a paleopolyploid se v priabehu historie menilo. V dnesni
dobé se jako paleopolyploid chape vétSinou organismus, ktery prosel polyploidizaci v prubehu
svého vyvoje, ale jak je zminéno vyse, prosel procesem diploidizace a jevi se cytologicky jako
diploid. Guerra (2008) vSak dodava, ze jako paleopolyploid by mél byt klasifikovan
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organismus, jehoz nejblizsi diploidni pfedci jsou vymieli a naopak u neopolyploida jsou tyto
linie stale zijici. Tato definice je vSak sama o sobé¢ pomérné radikélni, protoze ve vétSing
literatury je paleopolyploid spojovan hlavné s procesem diploidizace. Jako jakysi mezikrok
nekteré studie uvadéji termin ,,mesopolyploid® u kterého dosud existuje diploidni piedek, a
podobnost s nim je stale pomérné dobie patrnd a detekovatelna (Ehrendofer 1980; Guerra
2008). Ve vétsing studii se vsak s timto terminem nesetkame.

Jak bylo zminéno v této préci, polyploidie je vétSinou evoluéni ,,dead-end®,
proces diploidizace navic komplikuje detekci polyploidii. Mnozstvi  dolozenych
paleopolyploidii neni proto vysoké (Van de Peer et al., 2009). Neopolyploidi ale ¢asto pomérné
rychle v pfirod¢ tvofi stabilni populace. Bylo dolozeno i né€kolik recentnich ptipada
z poslednich desetileti. Jednim z nich je pfipad n€kolika rostlin z rodu 7ragopogon — Cesky kozi
brada. Tragopogon je rod vyskytujici se pfirozen€ v Eurasii. K introdukei tfech druhti tohoto
rodu do USA doslo n¢kdy na zacatku 20. stoleti. Ve Starém svét€ se tyto druhy vyskytuji
alopatricky a ke kontaktu dochazi malokdy (Soltis et al., 2004). V USA se vSak pomérné rychle
roz§itily v ramci jedné oblasti a v misté prekryvu jejich populaci dochazi k interspecifické
hybridizaci a to mezi libovolnymi dvéma druhy z téchto tii. VSechny tfi hybridni formy se
vyznacuji velmi nizkou fertilitou. U dvou z téchto hybridnich forem byly objeveny tetraploidni
populace, které se vyznacovaly relativni stabilitou genomu v bunééném de€leni a dobrou
fertilitou (Ownbey, 1950). Vzhledem k dobé€ introdukce téchto druhti a s pfihlédnutim k jejich
Sifeni jsou tyto pfipady polyploidizace kolem 90 let staré.

Jak tedy doklada tato a fada dalSich studii zminénych v této préci, polyploidie je fenomén casty,
avSak neopolyploidy od paleopolyploidii rozliSuje hlavné jejich dlouhodoby evolu¢ni uspéch,

které¢ho fada neopolyploidli nedosahne (Madlung, 2013).

9. Moznosti detekce paleopolyploidie
9.1. Cytogenetické pristupy

9.1.1. Velikost genomu a pocet chromozomii

KdyZz vroce 1970 vydal Susumo Ohno svou knihu Evoluce genovou duplikaci,
podporoval svou teorii genomové duplikace hlavné porovnavanim velikosti genomil riiznych
taxoni. Po polyploidizaci vSak dochéazi k vyznamnym ptestavbam genomu, a nedd se tudiz
automaticky ptedpokladat, ze by polyploidni organismus mél vysSi obsah DNA nez jeho

diploidni pfedek. Komparace velikosti genomu u jednotlivych polyploidnich druhli rodu
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Nicotiana ukazala, ze ve Ctyfech ptipadech doslo ke zmenSeni genomu a v péti k jeho zvétSeni

(Leitch et al., 2008).

Moznosti odvodit stupeii ploidie od poctu chromozom se zabyval jiz Stebbins (1938).
Svou studii provadél na riznych skupinach rostlin, u kterych stanovoval zékladni
chromozomové ¢islo v ramci kazdé skupiny a snazil se u kazdé kvantifikovat relativni Cetnost
polyploidie ve vyvoji taxonu. Jeho metodikou vétsinou bylo stanovit urcitou hranici/pocet
chromozom od kterého je druh klasifikovan jako polyploidni. Obecnym problémem takového
piistupu je, Ze opomiji zmény v poctu chromozomu v pribéhu evoluce, které nastaly nasledkem

jinych procest nez polyploidie (Glick a Mayrose, 2014).

V modern¢jsich studiich se k odhadu evoluce po¢tu chromozomu v ramci zkoumaného
taxonu pouzivd metoda maximalni parsimonie (napt. Hansen et al., 2006; Baldwin et al., 2002).
Tato metoda se snazi hledat co nejjednodussi evoluéni scénat v ramci fylogeneze daného
taxonu. Tento pfistup ma vSak nékolik nedostatkii. Evolu¢nich scéndit pro dany piiklad mize
byt napt. nékolik, mize tedy dojit k podhodnoceni vyskytu nékterych udalosti, naptiklad prave
polyploidie (Mayrose et al., 2010).

Ke zméné poctu chromozomt mize kromé polyploidie dojit mnoha rliznymi procesy.
V genomu muze dojit k nondisjunkcim v bunééném d¢leni, déale také k fuzim ¢i rozpadu
chromozomt. Pravé posledni zminény ptipad mize zptsobit nahly nartst poctu chromozomi.
Pokud dojde k rozpadu celé chromozomové sady, vznikne diploid s dvojndsobnym poctem
chromozoml, tento proces se nazyva agmatoploidie (Guerra, 2016). Opacny proces, pii kterém
dochazi k fuzi se nazyva symploidie. Tyto dva procesy znesnadiiuji diagnostiku stupné ploidie
daného genomu, jelikoz je potieba rozpoznat rozdil mezi nartistem C-hodnoty a nartstem poctu
chromozomil. C-hodnotou se bézné chape mnozstvi DNA obsaZzené v haploidni sad¢ v
pikogramech. Tato hodnota vSak nebere v ivahu stupenn ploidie organismu, proto je lepsi
vymezit termin jako mnoZstvi DNA obsazené v nezreplikovaném jadie. Pocet chromozom ,,n*
je pak jednoduse oznaceni po¢tu chromozomu v haploidni sad¢é. Pii agmatoploidii dojde ke
zvyseni hodnoty 7 na dvojnésobek avSak hodnota C zlstane stejna. Vzhledem k povaze tohoto
procesu k nému dochéazi hlavné u organismu s holokinetickymi chromozomy, jelikoZ u nich
vétSinou nedochazi po rozpadu chromozomu k problémim s jejich segregaci. To je zplisobeno
tim, Ze kinetochor holokinetickych chromozomi je rozptylen témét po celé jejich délce, takze
se po rozpadu chromozomu mohou na vzniklé fragmenty stdle napojit mikrotubuly déliciho
vieténka. Ptikladem zde mohou byt nékteré celedi motyli, u nichz se i druhy jednoho

rodumohou znaéné liSit v poctu chromozomi (Lukhtanov, 2014). Ptikladem budiz celed
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Lycaenidae zahrnujici rod Agrodiaetus, ve kterém se haploidni pocet chromozomii pohybuje
od n=10 do n=134. Na prvni pohled by se mohlo zdat, ze u tohoto rodu dochazelo
k polyploidizaci. Diverzita v po¢tu chromozomi je vSak dana pouze fuzemi a rozpady

chromozomu (Kandul et al., 2007).

S metodou pro vypocet incidence polyploidie v taxonu na zaklad¢ sudosti ¢i lichosti
haploidniho poc¢tu chromozomt n piiSly autorky Otto a Whitton (2000). Vychazi pfitom
z predpokladu, Ze rozlozeni sudych a lichych hodnot by mélo byt pfiblizné stejné. Pokud ve
zkoumaném taxonu vyrazn¢ pievazuji u druhi sudé pocty chromozomii, Ize usuzovat na casté;si
polyploidii, jelikoz polyploidie zdvojnasobenim poctu chromozomii vytvoii sudy pocet i
v pripadé ptedchoziho lichého poctu. Ve své metod¢ uvazuji tii zdkladni stavy kterymi miize
dojit ke zméné poctu chromozomu (vzestupna dysploidie, sestupna dysploidie, polyploidie) a

z jejich miry vypocitavaji tzv. ,,polyploidni index* (viz. obr.3).

Parametry miry zmén:

X =# zmeéna o jeden chr.
P =# zdvojndsobeni poctu chr.

&%

X Obrazek 3 — model znazoriyjici pfechod mezi sudym
| Sudé n _,‘ Liché n a lichym n. Polyploidni index (PI) se vypocita
O X nasledujicim zpisobem: Pl = ﬁ , coz se da dale
p N
upravit na: P = #oude - # lieh? (Otto a Whitton, 2000)

# sudé

Dysploidie je zména poctu chromozomu o jeden, zpisobend jejich rozpadem ¢i fuzi.
Polyploidni index miiZze byt vyuZzit k vypoctu miry speciaci, které se v daném taxonu udaly diky
polyploidii. Jak samy autorky poznamendavaji, je tato metoda vhodna pouze pro velké
taxonomické skupiny a delsi ¢asové ramce, jelikoZ u blizce ptibuznych skupin nemusi byt
rozdily v po¢tu chromozomti pro tyto vypocty relevantni. Tuto metodu dale rozviji Mayrose a
Otto (2010), kdy navrhuji celkem Sest pravdépodobnostnich modell zaloZenych na
Markovovych fetézcich pro studium vyvoje poctu chromozomu v ramci fylogenetickych linii.
Kazdy model predpoklada jinou hypotézu vyvoje. Tato metoda ma vyhodu oproti predchozi
v tom, Ze je mozno s jeji pomoci testovat hypotézy mozného vyvoje a pro kazdou pfiradit
urcitou miru spolehlivosti a da se uplatnit i v taxonech o relativné malém poctu druhti. Pro praci

s témito modely byl vyvinut volné dostupny software ChromEvol (Glick a Mayrose, 2014).
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Podobnou pravdépodobnosti metodu zalozenou na Markovovych fetézcich vytvofili
Hallinan a Lindberg (2011). Rozdilem oproti Mayrosové metod¢ je pouziti ,birth-death*
procesu, tedy specidlniho ptipadu Markovova fetézce, ve kterém se uvazuji pouze dva mozné
piechody mezi jednotlivymi stavy. Halliman s Lindbergem pouzili tuto metodu proto, ze
dysploidie, tedy ztrata Ci ziskani samotného chromozomu je nejcastéji nasledkem nondisjunkce
a tudiz oba procesy nastavaji se stejnou pravdépodobnosti. Druhym ptechodem v tomto
schématu je tedy logicky duplikace genomu. S touto metodou pracovali na analyze kmene
mekkyst, pro kterou méli urceny pocet chromozomu pro 997 druhti. Na zaklad¢ této analyzy

identifikovali 3 mozné paleopolyploidni udalosti.

9.1.2. Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Podstatou této metody je denaturace DNA chromozomli na preparatu za piidani
fluorescen¢né znacenych sond, které jsou k urcité ¢asti zkoumané DNA komplementéarni. Za
reasocia¢nich podminek dojde k hybridizaci vySetfované DNA a sondy, vysledkem je
hybridiza¢ni fluorescenéni signal, pozorovatelny ve fluorescencnim mikroskopu. Metoda FISH
ma velké mnozstvi modifikaci. Jednou z téchto metod pouzivanych pii analyze polypoidu je
ZOO-FISH, nazyvana také ,,cross-species chromosome painting*. Pfi pouziti tohoto typu FISH
se vyuzivaji celochromozomové sondy ze dvou rodi¢ovskych druhi/karyotypt, které se nechaji
hybridizovat na preparatu ptredpokladaného polyploida a umozni tak identifikaci usekt
pochézejicich od urcitého druhu. ZOO-FISH je tedy urcitou variaci GISH — genomové in situ
hybridizace. Problémem této metody je, Ze DNA knihovny a tudiZ chromozomové sondy nejsou
komercné€ dostupné pro vSechny druhy. Ptikladem feSeni tohoto uskali je analyza zmén poctu
chromozoml u ov¢ich embryi pomoci ZOO-FISH s chromozomy tura domaciho. JelikoZ jsou
si tyto dva druhy geneticky blizké, daly se pomoci hovézich chromozomu identifikovat
chromozomy ov¢i a tim i abnormality po¢tu chromozomil nalezené u embryi véetné riznych

polyploidnich stavii (Coppola et al. 2007).

ZOO-FISH, resp. GISH jsou tedy metodami vhodnymi pro studium hybridnich
karyotypi, jelikoz umoznuji pouziti rodi¢ovskych chromozomi ¢i genomi jako sond pro jejich
vizualizaci v karyotypu jejich hybridniho potomka. ZOO-FISH byla pouZzita naptiklad
k identifikaci chromozom v hybridnim komplexu skokani rodu Pelophylax (Zale$na et al.,
2011). Vzhledem k tomu, ze alopolyploidie je procesem souvisejicim se vzdalenou hybridizact,

je hlavnim piinosem ZOO-FISH pro problematiku polyploidie studium karyotypu
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alopolyploidt. Takové studie byly provadény naptiklad u Oryza (Wang et al., 2009) a Nicotiana
(Chase et al., 2003).

Dalsi ptiklad vyuziti FISH pfi studiu polyploidi ukazuje analyza provedena na ctyiech
diploidnich a jednom tetraploidnim druhu (J. thurifera) jalovce (rod Juniperus) (Valles et al.,
2015). Chromozomy byly v této studii barveny chromomycinem Ajs pro detekci GC bohatych
usek a pomoci FISH byly detekovany sekvence pro 18S, 5.8S a 26S rDNA. V ptipadé
tetraploidniho druhu nebyly detekovany duplikované tiseky pro rDNA a GC bohaté regiony, ve
kterych se rDNA lokusy nachazi. V podobné studii provedené na jinych druzich tohoto rodu
(Nagano et al., 2007) zahrnujici taktéz jeden polyploidni druh - J. chinensis var. procumbens ,
byly u tohoto druhu duplikované rDNA tuseky detekovany. Tato skute¢nost i s pfihlédnutim ke
stafi J. thurifera ukazuje na mozny paleopolyploidni pivod tohoto druhu (Vallés et al., 2015).

9.2.  Ostatni pristupy

9.2.1. Fylogeneticka analyza

Pro detekcei polyploidie je dalezité znat evolucni historii zkoumaného taxonu a proto se
v souvislosti s detekci polyploidie vyuziva fylogenetické analyzy. Vysledkem takové analyzy
je fylogeneticky strom znéazoriujici nejpravdépodobnéjsi scénat vyvoje daného taxonu.
K analyze jsou pouZivany geny ¢i sekvence DNA, které byly naklonovany a osekvenovany
(Triplett et al., 2012). Problémem fylogenetickych stromii je, Ze v nich nemohou byt
znazornény udalosti jako laterdlni pfenos genl ¢i hybridizace, at’ uz diploidni ¢i polyploidni
(alopolyploidie) (Linder a Rieseberg, 2004). V ptipadé duplikace genu nebo celého genomu
muZe nastat ptipad, kdy v disledku pfitomnosti duplikované kopie dvé (nebo vice) vétvi tohoto
stromu mohou byt oznaceny stejn€. V takovém genetickém stromu miize byt timto oznacenim
naptiklad nazev taxonu (druhu). Takovy strom se oznacuje jako ,,multilabeled tree* — MUL tree
(Czabarka et al., 2013). Ze stromu se pak da ziskat fylogenetickd sit. Zatimco v klasickém
fylogenetickém stromu vychazi kazdd vétev jen z jedné rodicovské vétve, znazoriuji se ve
fylogenetické siti 1 hybridni vztahy a jedna vétev tak mize vychazet ze dvou rodicovskych.
Timto se daji vyznacit udalosti jako alopolyploidie ¢i lateralni pfenos DNA. Touto metodou se
tedy da rekonstruovat evolu¢ni historie dané¢ho taxonu resp. genu (genomu) (Huber et al., 2006).
Variace v analyzované sekvenci nemusi automaticky znamenat polyploidii, ale mize se jednat

o alelickou variaci, duplikaci mensiho rozsahu ¢i pravée lateralni ptenos gent (Popp et al., 2005).
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Proto se v téchto analyzach uziva souboru stromti pro riizné geny/sekvence DNA a hleda se
mezi nimi korelace tak, aby vysledna sit’ odpovidala co mozna nejptesnéji skutecnému vyvoji

taxonu. Pfikladem miize byt studie na polyploidnim komplexu silenek (Popp et al., 2005).

Obrazek 5 — fylogeneticky MUL strom odvozeny

z dilé¢ich genovych stromi, podrobenych analyze.
Tmaveé vyznacené sekvence indikuji podporu pro dané
znazorméni vétve, $edé ji naopak kontraindikuji (Popp
2005) et al., 2005)

Obrazek 4 — fylogeneticka sit’ znazoriujici vztahy
mezi dvéma diploidnimi druhy Silene ajanensis a
Silene uralensis. Z analyzy genti jsou patrné dvé
hybridiza¢ni/polyploidiza¢ni udalosti a a b (Popp et al.,

V této studii byla provedena analyza dvou plastidovych a péti jadernych DNA sekvenci.
Z jednotlivych genovych strom byla pak vyhotovena fylogenetickd sit, znazornujici

nejpravdépodobnéjsi vyvoj v daném kladu a odvozen konsenzualni MUL strom (viz. obr. 4,5).

Rada recentnich studii se soustied’uje na vytvafeni algoritmi pro praci se sadami genovych
stromi tak, aby se znich dala vytvofit jedna fylogeneticka sit’ ¢i strom a tim urcit
nejpravdépodobnéjsi vyvojovy scénaf (viz. Lott et al., 2009; Marcussen et al., 2012; Jones et

al., 2012; Triplett et al., 2012).

9.2.2. Molekularni hodiny

Jelikoz je polyploidizace udalost, pti které dochéazi k duplikaci celého genomu, jednou
z metod nabizejicich se pro jeji detekci jsou molekularni hodiny. V priibéhu Casu dochazi
v sekvenci nukleotidii v DNA k mutacim. Tato metoda vychazi z ptedpokladu, ze mutacni
rychlost v sekvenci DNA je za urcitou dobu zhruba konstantni a tudiz duplikované useky

vznikly ve stejnou dobu a mély by vykazovat i stejnou miru substitu¢nich mutaci. To je zaroven
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1 uskali této metody, jelikoz se odhady mutacni rychlosti mohou v jednotlivych studiich lisit

(Doyle a Egan 2010), ba co vic, li$i se u jednotlivych organismti.

Pti pouziti tohoto ptistupu se zkouma pocet vzniklych substituci v nukleotidové sekvenci. Ty
se obecné déli na synonymni (Ks) a nesynonymni (K,) podle toho, zda ve vysledku méni
koédovanou aminokyselinu ¢i nikoliv. Pro ucely studii odhadujicich stafi a divergenci danych
sekvenci se pouzivaji hlavné substituce synonymni a to kvili jejich selekéni neutralité (Blanc
a Wolfe, 2004; Cui et al., 2006) Vyuziti této metody v praxi lze dolozit naptiklad na studii
Schlueter et al. (2004), ve které byly studovany synonymni a nesynonymni vzdalenosti (tedy
pocet substituci nukleotidi v synonymnich/nesynonymnich pozicich) u 1392 potencialné
duplikovanych genti v rdmci 8 rostlinych druhti, mezi néz byly zahrnuty i dva blizce ptibuzné
druhy bobovitych rostlin — sdja a tolice, které zde budou rozebrany jako ptiklad. U kazdého
z téchto dvou druhii byly nalezeny dvé duplikace vétSiho rozsahu, pfi¢emZ prvni z nich by

mohla znamenat spole¢nou polyploidizaci pted divergenci obou druhti (viz. obr. 6). Této

= - !
Cas [miliony let)
10 20 m L= 1] & ] an

— tolice s0ja

Obrazek 6 — diagram In-normalniho rozdéleni
) synonymnich vzdalenosti (rozdil mezi dvéma

porovnavanymi sekvencemi) ve studovanych

genovych clusterech jednotlivych druht.

: Pokud jsou star$i udalosti v ptipadé obou
druhti, tedy 44 mya a 58 mya disledkem jedné
polyploidizace pted rozdélenim obou druht,
vykazuje tolice 1,3x odli$nou miru K

/ (synonymni substituce v synonymni pozici
. kodonu) nez soja (Schlueter et al., 2004).

Hustota pravdepodobnosti

o a1 [ B} o3 o0& 0.3 [0 oz o.B o9

Synonymni vedalenost

konkrétni udalosti se dale vénuje Pfeil et al. (2005) ve studii 39 genovych rodin u séji a jejich
predpokladanych orthologli u tolice, u kterych se pomoci fylogenetické analyzy genovych
strom1 a studiem synonymnich substituci snazi odhadnout zda k duplikacim doslo pted a nebo
az po divergenci obou druhil. Z celkového poctu 39 genovych rodin bylo 11 ve prospéch jedné
udalosti pfed divergenci oproti 2 ve prospéch samostatnych udélosti po divergenci. Zbytek byl
nejednoznacny ve prospéch kterékoliv z hypotéz nebo nepodporoval ani jednu z nich. Tato
studie ukazuje, ze ackoliv vysledky ze samotného studia synonymnich substituci a informace

z fylogenetické analyzy mohou byt samy o sob¢ zavadéjici a neptesné, mohou byt v kombinaci
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silnym indikatorem pro piijeti hypotézy o ptivodu polyploidni udalosti. Kombinaci téchto
metod byly identifikovany i dvé ancestralni duplikace ve vyvoji semennych rostlin — jedna pied
divergenci krytosemennych a nahosemennych a druhd v linii krytosemennych pravé po této

divergenci (Jiao et al., 2011).

Problémem pftistupti vychdzejicich z molekularnich hodin je proces diploidizace, a s nim
spojena ztrata genl, ktera polyploidizaci provazi. Absence synonymnich substituci pii
komparativni analyze dvou homologli nemusi znamenat absenci polyploidie ve vyvoji dané
linie (Leebens-Mack et al., 2006) Problémy také nastavaji v ptipad¢, kdy polyploidni linie
urcitého organismu byla zaloZzena né¢kolikrat nezévisle na sobé a polyploidii neni mozné
s jistotou datovat. Dal§im problémem jsou linie, ve kterych jsou nejblizsi pribuzni diploidni
linie polyploida vyhynuli a datovani polyploidni udalosti mize byt tim padem vyrazné

nadhodnoceno (Doyle a Egan, 2010)

9.2.3. Mapovaci techniky a sekvenace DNA

Genetické mapovani je soubor technik pouzivanych k urceni pozice ¢i orientace
sekvenci/gent na chromozomech a k ur¢eni vzajemné polohy s ostatnimi sekvencemi/geny. U
zkoumaného genomu se hledaji pravé duplikované sekvence vzniklé polyploidii. Z jejich
mnoZstvi a z orientace jednotlivych sekli DNA se pak da usoudit, zda k polyploidizaci doslo
¢1 nikoliv. Paleopolyploidii lze dolozit naptiklad u kvasinky Saccharomyces cerevisiae, a to
porovnanim jejich sekvenci se sekvenci jejich nejblizSich ptibuznych. K polyploidizaci doslo
vtomto piipad€ zjevn€ po odStepeni linie Kluyveromyces od spole¢né linie srodem
Saccharomyces, cely proces byl provazen ztratou velkého mnoZstvi duplikované DNA.
Polyploidizace je vSak patrnd ze zachovaného mnozstvi duplikovanych sekvenci a jejich

orientace na chromozomech (Kellis et al., 2004).

Timto pfistupem byly také potvrzeny domnénky o vyskytu polyploidie v evoluci husenicku -
Arabidopsis (Wolfe, 2001).

Diive byla pomérné¢ hojné vyuzivana technika RFLP mapovani, kterd se dnes kviili
dostupnéj$im modernim sekvenacnim metodam vyuzivd méné. RFLP — Cesky ,,polymorfismus
délky restrik¢nich fragment funguje na principu St€peni DNA restrikénimi endonukleazami
ve specifickém misté s naslednym porovnavanim délky Stépenim vzniklych fragmentt. Tuto

techniku pouzila Reinisch et al. (1994) k mapovani genomu tetraploidniho hybrida baviniku,
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které odhalilo homeologické vazebné skupiny v 35,6% genomu. Vztahy mezi témito
vazebnymi skupinami ukazuji na relativn€ nedavnou polyploidizaci, ktera nastala po
hybridizaci Gossypium hirsutum X Gossypium barbadense pted cca 1,1- 1,9 miliony let.
Asociace mezi dvéma vazebnymi skupinami obsahujicimi zduplikované useky vsak byla
v nékolika ptipadech pozorovana i v rdmci téchto subgenomi. Tyto pfipady proto nasveédcuji
ojedin¢lou duplikaci, ale 5 riznych pripadi (Reinisch et al., 1994). Diky RFLP mapé byly
detekovany také nékteré duplikované useky v genomu dalsiho rostlinného paleopolyploida —
s0ji (Shoemaker et al., 2006). Mapovaci techniky vSak samy o sobé nemusi pfinést dostacujici
dikazy o paleopolyploidnim ptvodu, proto se Casto kombinuji s jinymi zde zminénymi

detek¢cnimi pristupy.

Moderné&j$i mapovaci ptistup vyuziva detekcei paleopolyploidie sekvenovani. Ackoliv
se podafilo ziskat padné dikazy pro vyskyt polyploidie v evoluci mapovadnim genomu na
zéakladé sekvenovani (napt. vyse zminéna Saccharomyces ¢i Arabidopsis), narazi tento piistup
na problém, ze kompletni sekvenovani genomu je naro¢na a nakladna zalezitost a je provedeno
pouze u nckterych modelovych ¢i jinak vyznamnych druhii. Diky metoddam NGS (,,next
generation sequencing‘) jsou vSak jiz dnes pomérné dostupné ¢astecné sekvenované genomy,
jako jsou naptiklad ,,ESTs* (expressed sequence tag) data. Jedna se o fragmenty cDNA ziskané
pomoci reverzni transkripce mRNA studovaného organismu, které se pak ukladaji do cDNA
bank a dale sekvenuji. Tyto fragmenty jsou pomérné kratké a mohou se v nich vyskytovat
chyby, ale pomoci nékterych bioinformatickych alogritml z nich Ize poskladat delsi tseky,
vypovidajici nezanedbatelnou mérou o daném genomu (Blanc a Wolfe, 2004). Genomy druhii,
u kterych je nashromazdén dostatecny pocet EST dat, mohou byt podrobeny komparativni

analyze homolognich sekvenci, naptiklad vyuzitim vySe zminénych molekularnich hodin.

Data ziskana sekvenovanim se také daji vyuzit k fylogenetické analyze gent, jak
ukazuje studie 12 jadernych a 1 plastidové sekvence jeCmene — Hordeum, kdy byly lokusy
osekvenovany metodou 454 sekvenovani a poté podrobeny analyzovany evolu¢ni vztahy mezi
nekterymi diploidnimi a alopolyploidnimi druhy tohoto rodu (Brassac a Blattner, 2015). Autofi
poznamenavaji, Ze tato studie dokazuje, ze lze vyuzit PCR v kombinaci s NGS metodami
k ur€eni fylogeneze u nékterych taxond, aniz by bylo potfeba generovat/sekvenovat velké

mnozstvi nadbyte¢nych dat.

Na zéklad€ pifimého sekvenovani genomu byl doloZen prvni ptipad paleopolyploidie

vramci oddéleni Ecdysozoa. Tyto vysledky byly ziskdny sekvenovanim genomu 3 ze 4
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existujicich druhii ostrorept a nasledné provedenim fylogenetické analyzy jejich Hox genti

(Kenny et al., 2016).

10. Zaveér

Polyploidie je pfedmétem zajmu biologt jiz ptes 100 let. Dnes je zndmo, Ze sehréla
vyznamnou roli v evoluci mnoha velkych a diverzifikovanych skupin. Genova redundance
spojenas polyploidii dava organimu potencial k rozvoji novych adaptaci a neni tedy ndhodou,
ze se polyploidie vyskytuje na bazi evolu¢né velmi uspésnych linii jako jsou semenné rostliny,

obratlovci ¢i hlavonozci v rdmci mekkysu.

Polyploidie ma na organismus velmi komplexni dopad a organismy se musi vyporadat s fadou
jejich nasledkd. Vzhledem k vy$S§imu vyskytu v rdmci riznych skupin Ize fici, Ze nékteré
skupiny jeji dopady snaseji 1épe a dliivody, pro¢ tomu tak je, stale nelze uspokojivé shrnout a
zadaji si hlubsi vyzkum. U polyploidnich organismid dochazi c¢asto ke zménam
v rozmnozovacich strategiich a neziidka lze pozorovat souvislost polyploidie s klondlni
reprodukcei. K tomu dochazi také z toho divodu, ze kvili zmnozeni poc¢tu chromozomi musi
dojit k zabezpeceni spravné segregace chromozomil v bunééném déleni, coz miize byt problém
v pfipad¢ meiotického déleni. Pro komplexni pochopeni nésledkii polyploidie na organismus je
tedy podstatné studium meidzy a cytologické diploidizace. Adaptivni potencial polyploidie je
patrny 1 na Urovni jednotlivych bunék v pfipadé¢ endopolyploidie, ktera méa vyznam
v diferenciaci bunécnych linii jinak diploidniho organismu a klinicky vyznam ma jeji souvislost
s nddorovym bujenim. Nasledky polyploidie vSak zdaleka nejsou pouze cytologické a
genetické. Polyploidi maji ¢asto oproti blizce pribuznym diploidiim odlisné ekologické naroky

které je mohou jak zvyhodnovat, tak znevyhodiiovat v urcitych prostredich.

Evolu¢né mladé neopolyploidni linie 1ze béZné nalézt u fady organismi a daji se Casto 1 vytvofit
v laboratofi. Detekce v pfipad€ neopolyploidii nebyva problematicka, jelikoz jsou duplikované
useky ve velké mife zachovany. Problematické jsou v tomto ohledu linie paleopolyploidni.
Ackoliv se o polyploidnim piivodu fady skupin organismti dnes jiz nepochybuje, u velké ¢asti
dalSich je potieba ziskat vice diikazli pro pfipadné potvrzeni €i vyvraceni tohoto scénéfe.
Znamky polyploidie v pribéhu ¢asu mizi s procesem diploidizace, a je to pravé kryptickd
povaha paleopolyploidnich genomt, kterd polyploidni pivod maskuje a znesnadiuje jeho
detekci. Ackoliv v del§im ¢asovém métitku dochazi k vyznamnym prestavbam duplikovaného
genomu, jsou diky vyvoji citlivych a modernich detekénich metod ziskavany nové ditkkazy pro

polyploidni piivod fady taxonil. Presvédcivé ditkazy mohou Casto ptinést i teoretické piistupy
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zalozené na statistické kvantifikaci pravdépodobnosti evoluce po¢tu chromozomii ve studované
linii. Podle miry zachované syntenie a konzervace sekvenci DNA jsou pak do urcité miry
pouzitelné mapovaci ptistupy ¢i FISH. Velky potencial pro detekci paleopolyploidie pfinasi
mnozstvi dat. Tato data jsou pak dale vyuzitelna pro vyhotoveni komplexnich fylogenetickych

analyz vyuzitim genovych stromi.

I po desitkéch let vyzkumu ziistava kolem polyploidie a jejiho vyznamu fada nezodpovézenych
otazek a dalsi vyzkum je nutny pro pochopeni molekularni podstaty diploidizace a evolu¢niho
vyznamu polyploidie. Nové poznatky také slibuji ptinos pro hospodaiské vyuziti polyploidnich

organismi ¢i medicinu.
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