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SUHRN

B chromozomy sU nadpocéetné chromozoémy nachadzajuce sa v rastlinach,
zivocichoch a hubéch. Typickym znakom je, Zze sa ich prenos neriadi mendelovskou
dedi¢nost’ou, preto sa ich poc¢et moze 1isit’ v ramci jedincov toho istého druhu aj v rdmci
pletiv toho istého jedinca. Sorghum purpureo-sericeum je plany diploidny druh, ktory
disponuje tymito chromozémami, a u ktorého bola preukdzana ich pritomnost’ iba
v generativnych organoch.

Ciel'om tejto prace bolo odvodit PCR $pecifické markery, ktoré by vykazovali
Specifickost’ v prostredi Direct PCR s moznost'ou ich vyuzitia pri detekcii B chromozému
v endosperme a selekcii B-pozitivnych jedincov. Pre experiment bolo navrhnutych
celkovo 29 parov primerov $pecifickych pre B chromozom, ktoré boli otestované na DNA
jedincoch vybranych liniach izolovanych tromi réznymi kitmi. Testovanie pomocou
metddy PCR preukazalo $pecifickost’ 2 markerov. Bohuzial’ v§ak ani jeden marker nebol
Specificky v prostredi Direct PCR a pre detekciu B chromozému v endosperme tak bude

nutné pouzit’ alternativny pristup izolacie DNA z limitovaného mnozstva pletiva.
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SUMMARY

The B chromosomes are supernumerary chromosomes that have been found in
plants, animals and fungi. Typically their transmission is not governed by Mendelian
inheritance, so their number may vary within individuals of the same species, as well as
within the tissues of the same individual. Sorghum purpureo-sericeum is a wild diploid
species carrying this kind of chromosomes and their presence has been proven almost
exclusively in generative organs.

The aim of the thesis was to develop B-specific PCR markers that would reliably
work in Direct PCR with application in detection of the B chromosome in the endosperm
and selection of B-positive individuals. A total of 29 pairs of B-specific primers were
designed for the experiment and tested on selected lines. Out of all, 2 markers were found
to be B-specific. Nevertheless, none of them did not target B chromosome sequence
reliably in Direct PCR and alternative approach of mini DNA isolation have to be used

to detect the B chromosome in endosperm.
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1 UvOoD

B chromozomy st nadpocetné chromozomy vyskytujlce sa v karyotype priblizne
15 % eukaryotickych organizmov, vratane tych rastlinnych (D’ Ambrosio et al., 2017).
Predstavuju akysi doplnkovy geneticky material k Standardnému genému. Napriek tomu,
ze tvoria dodatocni DNA, ich pritomnost je vo véc¢Sine pripadov pre jedinca
postradatel'na, pretoze svojim nositelom neposkytuju takmer ziadne vyhodné vlastnosti,
naopak, ich pritomnost’ je spojena s negativnymi dopadmi na fenotyp (Jones, 1995;
Houben et al., 2014). Ich vyskyt bol preukdzany u piatich druhov rodu Sorghum, pricom
jednym z nich je plany diploidny druh Sorghum purpureo-sericeum, u ktorého bola
zistena pritomnost’ B chromozdémov v rozmedzi az Siestich kopii (Janaki-Ammal, 1940;
Bednarova et al., 2021). Ich typickym znakom je nemendelovska dedi¢nost’ (Camacho et
al., 2000). Pocas svojej existencie si vytvorili stratégie, ktoré im umoziujl pretrvavat’
v populécii. Jednou z nich je mechanizmus non-disjunkcie. T4 u rodu Sorghum nastava
v prvej pelovej mitéze pocas dozrievania gametofytov. V dosledku nepravidelnej
dedi¢nosti sa pritomnost’ B chromozémov méze 1isit’ nie len medzi jedincami rovnakého
druhu, ale i medzi pletivami toho istého jedinca. V pripade Sorghum purpureo-sericeum
sa preukazala ich absencia v korenioch, stonkach a listoch a vyskyt je obmedzeny takmer

vyhradne na generativne organy (Darlington a Thomas, 1941).



2 CIELE PRACE

Cielom tejto prace bolo odvodit PCR markery Specifické pre B chromozém
ciroku Sorghum purpureo-sericeum, ktoré by vykazovali dostato¢nu Specifickost’
v metdde Direct PCR, ktora by velmi rychlo aspolahlivo umoznila detekciu B-
pozitivnych jedincov. Vzhladom Kk tomu, Zze u Sorghum purpureo-sericeum nosia
B chromozom obe spermatické bunky, je mozné stanovit’ status jedinca uz v Stadiu

semena.



3 LITERARNY PREHI’AD
3.1 Sorghum (Cirok)

Cirok je jednou z piatich plodin, ktoré predstavuji obZivu pre miliony 'udi, vd’aka
¢omu sa stava hospodarsky jednou z najvyznamnejsich obilnin sucasnosti (Vanamala et
al., 2018). Je nie len stcastou potravy pre ¢loveka, ale taktiez je dblezitou zloZzkou
roznych krmiv (Ananda et al., 2020). Jedna sa o kratkodennu Cs rastlinu, ktora vd’aka
svojej vysokej fotosyntetickej schopnosti dokaze rast’ v miernych aj tropickych oblastiach
(Hariprasanna a Patil, 2015; Chadalavada, 2021).

3.1.1 TaxonOmia ciroku

Rod Sorghum prvykrat klasifikoval $védsky taxoném Carl Linneaus ako rod
Holcus v roku 1753 (Ananda et al., 2020). O 41 rokov neskor, v roku 1794 Conrad
Moench zaradil Sorghum do samostatného rodu.

Podra klasifikacie patri do ¢el'ade lipnicovité (Poaceae), kmena Andropogoneae,
podkmena Sorghinae. Rod Sorghum je na zdkladne morfologickych znakov este ¢leneny
na pat podrodov: Eusorghum, Chaetosorghum, Heterosorghum, Parasorghum
a Stiposorghum. Rod pozostava z 25 rastlinnych druhov (Dillon et al., 2004). Niektoré
druhy sekcie Eusorghum sa este d’alej delia na poddruhy (obr. 1).

ﬂhnm

Subgenera
l Eu Sorghum ! l Chaetosorghum I Heterosorghum Parasorghum Stiposorghum |
Species Species Species Species Species
[ Hybrid * 8 macrospermum + S laxiflorum * S grande o 8, amphum
* & nitidum * & brachypodum
5 £ 5 £ * & matarankense 8§ angustum
i lalepense propingunm bicolor 8 leiocladum & intrans
* S purpureosericeim = X ecarinalum
+ X imorense | * S bulbosum
* X versicolor = 5 plumasum
8 halepense = * & stipoidenm
. 5 mill * 5 interjectum
* & confroversum Sub sp. Sub sp. nothosubsp, s
bicolor verticilliflorum drimmaondii
§. tricho .
= = e |
Guinea- * Bicelor * Verticilliflorum (| « 5. elliotii
margaritiferum * Guiinea o Arundinacenm * & hewisonit
* CaffraKafir ||+ Aeiliopicum * & sudamense
* Candatum * Virgatum * & niboticum
* Durra & atterimmm
* 5 dramrmondii
* K nirens

Obrazok 1 Klasifikacia rodu Sorghum. Cervenou je zdéraznené zaradenie divokého druhu S. purpureo-sericeum.
U druhu S. trichocladum (*) je presna pozicia v rdmci fylogenézie stale nejasna. Modifikované z: Ananda et al., 2020



3.1.2 Geografické rozsirenie ciroku

Niektoré druhy ciroku st $pecifické pre uréity biotop, av§ak mnohé z nich su
schopné adaptacie na prostredie (Lazarides et al., 1991). Archeologické dékazy ukazuju
miesta pdvodu ciroku v Sudane, Etiopii a zapadnej Afrike (Ananda et al., 2020). Tieto
oblasti st typické pre cirok, ked’Zze je schopny rast' aj v suchych oblastiach, ktoré
neumoziuju pestovanie hlavnych hospodarskych plodin.

Druhy podrodu Eusorghum sa vyskytuju hlavne v Afrike a juznej Azii (Ananda
et al., 2020). Sorghum halepense, ktory taktieZ spada do tohto podrodu, je ale rozptyleny
v Stredomori a tiahne sa az k ostrovom juhovychodnej Azie (de Wet, 1967).

Podrod Parasorghum zahriiuje sedem druhov, pét’ z nich osidl'uji Australiu (S. grande,
S. leiocladum, S. matarankense, S. nitidum aS. timorense.), S. purpureo-sericeum sa
vyskytuje v Indii a na juznom okraji Sahary a S. versicolor sa nachddza na juhu a na
vychode Afriky (Ananda et al., 2020). Sacastou podrodu Stiposorghum je desat’
endemickych druhov vyskytujucich sa v Australii (Ananda et al., 2020). V Australii sa
taktiez vyskytuju druhy podrodov Chaetosroghum a Heterosorghum (Price et al., 2005).

Heterosorghum sa naviac vyskytuje aj na Novej Guinei (Ananda et al., 2020).

3.1.3 Anatdémia rastlin ciroku

Vramci rodu existuje 25 druhov, pricom polymorfizmus je rozsiahly
a pravdepodobne vznikol v dosledku vel'kej variability biotopov (Ananda et al., 2020).
Zahriiuje jednak jednoro¢né aj trvalé byliny, ¢o st napriklad S. halepense
alebo S. nitidum.

Najvyznamnej$im a najviac charakterizovanym druhom je kultivovany S. bicolor
(L) Moench (Cirok dvojfarebny). Ide o start kultarnu rastlinu, ktora sa pestuje v Afrike
viac ako 5 000 rokov. Sucasnosti patri medzi pit’ celosvetovo najdolezitejSich obilnin,
hned’ po pSenici, ryzi, kukurici a ja¢meni (Lewington, 2003).

Patri medzi jednoro¢né byliny bez oddenku, cepel’ listov mdze dosahovat
1—-8 cm, lata byva hustd, vajcovita az elipsovitd. Vreteno laty je vzdy zakryté vetvami.
Vetvenie je priame mnohokvetné. Velkost' prisadnutych klaskov sa pohybuje medzi 4—6
mm (obr. 2A), tvar semien byva vajcovity az gul'ovity. Obilky dosahuji vel’kost’ 2—8 mm
(Kaplan et al., 2002). Taxonomicky spada do podrodu Eusorghum a ¢leni sa na d’alSie tri
poddruhy: S. bicolor, S. verticilliflorum a S. drummondii.

Morfologia medzi kultitovanymi a planymi druhmi ciroku je vyrazne odli$na.

Sorghum laxiflorum sa zarad’'uje medzi plané jednoroéné ciroky. Stebla st vzpriamené



alebo genikularne stupajdce s dizkou 1—2 m. Listové &epele dosahuju irku 3—16 mm,
povrch byva holy alebo pokryty chipkami, Gepel’ listu ma $picaty tvar. Lata je otvorena,
elipsovita s dizkou priblizne 7—17 cm as vetvami tvoriace strapce (obr. 2B).
S. purpureo-sericeum je plana jednoro¢na bylina. Na rozdiel od kultivovaného S. bicolor,
ktorého vyska moZze dosahovat’ az 2 m, je pomerne mensi, ma priblizne 80—100 cm.
Cirok je primarne samopras$ny, ale vyznamné mnozstvo semien moéze vzniknut
sprasnenim s inou rastlinou. Pocetnost’ vzajomného opelenia je vyssia u planych druhov,
kde moze dosahovat’ az 30 % (House, 1985).

Obréazok 2 Detail kvetenstva kultivovaného a planého ciroku. A — Cirok dvojfarebny (Sorghum bicolor (L.) Moench).

B — Sorghum laxiflorum. Prevzaté z: https://powo.science.kew.org

3.1.4 Vyutzitie ciroku

Cirok, ako plodina Ca, ktora je odolna voc¢i suchu a vysokym teplotam, disponuje
nizkymi poziadavkami na vstupy umoziujuce vysoké vynosy, vd’aka Gomu patri medzi
zakladné potraviny pre miliony T'udi v tropickych a subtropickych oblastiach, najmé
v Afrike (Ananda et al., 2020, Epitia-Hermandez et al., 2020).

Vyuzitie ciroku je takmer vyhradne obmedzené na Sorghum bicolor. V USA,
ktora je zaroven v sucasnosti najva¢sim producentom ciroku, je jeho primarne vyuzitie

pre vyrobu biopaliv (http://sorghumchechoff.com). V Australii sa vyuziva ako hlavny

zdroj krmiva pre hospodarske zvierata (Ananda et al., 2020; Hao et al., 2021). Podla

uvedenych dat USDA (Foreign Agricultural Service) sa v roku 2018/2019 celosvetovo


https://powo.science.kew.org/
http://sorghumchechoff.com/

vyprodukovalo 59 milidnov ton ciroku. Z toho priblizne 64 % sa pouzilo na priemyselné

0sivo potravin a 36 % prave na spotrebu krmiv (http://apps.fas.usda.gov).

Uplatnenie sa nachadza aj vo vyrobe bioproduktov (Silva et al., 2021). Biomasa sa
podrobuje intenzivnemu skdmaniu, kvOli jej potencidlu vyuzitia v celulézovych

a v lignocelul6zovych obnovitenych zdrojov (Hao et al., 2021).

3.2 B chromozémy

B chromozomy st nadpocéetné chromozomy Vvyskytujuce sa Vv mnohych
organizmoch. Predstavuju dodatoéni DNA ku §tandardnym chromozémom, takzvanym
A chromozomom. Ich pocet je variabilny a bezne sa lisi v ramci jednej populéacie medzi
jednotlivcami (Houben et al., 2014). Tieto chromozémy boli objavené v genémoch
priblizne 15 % eukaryotickych organizmov z toho predstavuju 2 087 rastlinné druhy, 736
zivocisne druhy al4 druhov hub (D’Ambrosio et al., 2017). Za objavitela
B chromozomov sa povazuje Edmund B. Wilson., ktory ich objavil v hmyzu
Acanthocephal v roku 1907 (Jones et al., 2008). V risi rastlin o nich pochadza prva
zmienka z 20. rokov 20. storo¢ia, kedy boli objavené v razi Secale cereale a nasledne aj
v kukurici siatej Zea mays (Kuwada, 1925; Longley, 1927). V literature sa mozno stretnat’
s anglickym vyrazom ‘supernumerary*, ktoré im priradil Longley a az o rok neskér ich
Randolph klasifikoval ako ‘B chromozomy* (Randolph, 1928). Toto oznaéenie sa
pouziva dodnes.

U rodu Sorghum bola zistena pritomnost B chromozomov u piatich druhov:
Sorghum verticilliflorum, Sorghum purpureo-sericeum, Sorghum nitidum, Sorghum
halepense a Sorghum stipoideum (Huskins a Smith, 1934; Janaki-Ammal, 1940; Raman
a Krishnaswami, 1960; Raman et al., 1964; Wu, 1992) U druhov, u ktorych existuju aj
tetraploidné formy, je pritomnost’ B chromozémov obmedzena len na diploidné variety

(Raman, et al., 1976).

3.2.1 Morfologia

Typicky st B chromozoémy mensie nez A chromozomy (Bauerly et al., 2014).
Zatial’ nie je znamy Ziadny druh v rastlinne; ri$i, ktorého B chromozomy by mali vacsiu
velkost” ako chromozomy A. Vo vicsine pripadoch vel'kost' B chromozému dosahuje V4
az % velkosti najmenSiecho Standardného chromozomu (Jones, 1995). Zrovnatelna

velkost’ s A chromozomami je skér vynimkou, i napriek tomu sa vyskytujd v druhoch
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ako cirok Sorghum nitidum, prsiarka Alopecurus myosuroides alebo trstinovec
Saccharum ravennae (Raman a Krishnaswami, 1960; Jones, 1995).

B chromozémy vykazuju vysokd mieru polymorfizmu ato aj vramci
jednotlivych druhov. U niektorych druhov mo6zu byt rovnaké (monomorfné), u inych
druhov sa rozdiely v morfologii (polymorfné). Jeden druh moze mat’ v jednej bunke viac
ako jeden typ B chromozomu. Prikladom je pazitka Allium schoenoprasum, kde bola
zistena pritomnost’ telocentrického B chromozému o dizke priblizne 1,15 pm (obr. 3A)
a metacentrického s dizkou priblizne 1,35 um (obr. 3B) (Stevens a Bougourd, 1994).

Chromatin B chromozémov moéZze vykazovat réznu mieru kondenzécie. VO
véacsine pripadov rastlin su chromozomy tplne alebo prevazne heterochromatické,
napriklad v kraslici Briza media, kukurici Zea mays (Battaglia, 1964). U niektorych
druhov rastlin boli popisané B chromozdmy tvorené prevazne euchromatinom, prikladom
su cesnak Allium cernuum, Skarda Crepis pannonica, bledavka Ornithogalum
pyrenaicum (Battaglia, 1964).

Poloha centroméry byva rozlicna (Jones, 1995). B chromozomy mozu byt
akrocentrické (kratke rameno je vyrazne kratSie ako dIhé rameno) vyskytujlce sa
napriklad u Skrecka Tscherskia triton, telocentrické (centroméra na konci ramien), ktoré
boli objavené u mloka Dicamptodon tenebrosus a metacentrické (centroméra sa nachadza
uprostred ramien) nachadzajuce sa napriklad u ryby Characidium alipioi (Green, 2004;
Borisov, 2008; Serrano et al., 2017).
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Obrazok 3 B chromozomy pazitky Allium schoenoprasum v metafaze. A — 2 telocentrické B chromozémy. B —

5 metacentrickych B chromozémov. B chromozomy st nazna¢ené $ipkami. Modifikované z: Stevens a Bougourd, 1994

V ramci rodu Sorghum B chromozomy vykazuju réznu morfoldgiu v jednotlivych
druhoch. S. purpureo-sericeum disponuje heterochromatickymi chromozémami, ktoré su
navzajom odlisné. Boli zistené tri typy: S (short), M (medium) a L (long) a medzi
jednotlivymi typmi nedochédza k parovaniu a vzniku bivalentov (Darlington a Thomas,

1941). Druh S. nitium, ma najvacésie B chromozomy zo vSetkych cirokov a jeho vel'kost’



je rovnaka ako velkost' chromozému A (Raman a Krishnaswami, 1960). Pritomnost’
euchromatického izochromozému bola potvrdend u S. stipoideum, ktory vykazoval
medziramenné péarovanie (Wu, 1992). US. halepense boli zistené tri typy
B chromozémov, z ktorych dva vykazovali ¢iastoént homoldgiu (Raman et al., 1976).
U S. verticilliflorum bol behom saméej meidézy pozorovany d’alsi par chromozémovych
fragmentov (Huskins a Smith, 1934). To ¢i i§lo skuto¢ne 0 B chromozomy je vSak otazne,
pretoze pozorované fragmenty boli vel'mi malé a taktiez boli pripojené k bivalentu A.
Nakol’ko je toto jedina $tudia zaoberajuca sa ich pritomnost'ou u tohto druhu, je neisté
tvrdit’, Ze Slo skuto¢ne o B chromozomy alebo skor islo o chromozomalne fragmenty
(Bednarova et al., 2021).

3.2.2 Dedicnost’

Pre B chromozémy je charakteristické, Ze sa ich prenos do potomstva neriadi
mendelovskou dedi¢nostou (Camacho et al., 2000). Ztoho doévodu sa pocty
B chromozémov moézu odliSovat’ medzi populaciami a jedincami totozného druhu, medzi
roznymi pletivami rovnakého jedinca aj medzi bunkami jedného pletiva (Ruban et al.,
2020).

B chromozomy si pocas svojej existencie vytvorili rézne mechanizmy, ktoré ich
udrzuju v populdcii. Ide 0 akumulaéné mechanizmy, z ktorych najéastejSie su takzvané
‘drive‘ procesy. Podla nacasovania, kedy k nim doch&dza su zname tri typy: pre-
meioticky, meioticky a post-meioticky (obr.4) (Banaei-Moghaddam et al., 2012).

Pri pre-meiotickom akumula¢nom mechanizme B chromozémy smeruju k pélu,
Z ktorého vznikaju bunky zarodo¢nej linie, v ktorych je priemerny pocet B chromozémov
vy$§i ako pdvodny pocet v zygote (obr. 4A). Tento mechanizmus bol prvykrat opisany
u kobylky Calliptamus palaestinensis (Nur, 1963).

Meioticky akumula¢ny mechanizmus je typicky pre Zivocichy a bol pozorovany
v primarnych oocytoch saranc¢ata Myrmeleotettix maculatus (Hewitt, 1976). V désledku
asymetrie vretienka B chromozdm prednostne migruje ku Zivotaschopnému polu bunky,
dostava sa do sekundarneho oocytu (obr. 4B) (Hewitt, 1976; Camacho, 2005).

Post-meioticky akumulaény mechanizmus je velmi cCasty urastlin pocas
dozrievania gametofytov a dochadza k nemu v priebehu pelovych mitéz (Camacho,
2005). U razi Secale cereale ho podrobne skumal Hasegawa (1934) a zistil, ze non-
disjunkcia chromatid nastava v anafdze prvej pelovej mitéze a dvojchromatidovy

chromozém potom putuje smerom ku generativnemu jadru (obr. 4C). Podobnym



akumula¢nym mechanizmom disponuju B chromozomy kukurice, u ktorej ale dochéadza
k non-disjunkcii v druhej pel'ovej mitoze, pocas ktorej sa tvoria dve spermie. Vysledkom
je umiestnenie oboch képii B chromozdmov len v jednej z nich (obr. 4D). Spermia nestca

nadpocetné chromozémy potom prednostne oplodnuje vajicko (Roman, 1947; Carlson,

1978; Lamb et al., 2006).
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Obrazok 4 Diagram zobrazujici akumulaéné mechanizmy B chromozémov. A — Pre-meioticky akumulaény

mechanizmus (B chromozémy sa dostavaju do buniek zarodo¢nej linie), B — Meioticky akumulaény mechanizmus
(B chromozoémy sa dostavaju do jadra vajecnej bunky), C — Post-meioticky akumulaény mechanizmus v I. pelovej
mitéze (B chromozdmy sa dostavaju do generativneho jadra), D — Post-meioticky akumulaény mechanizmus v II.
pelovej mitoze (tvoria sa dve spermie, z toho len jedna obsahuje obe kdpie B chromozémov). Modifikované z:
Camacho, 2005

3.2.3 Povod a evollcia

Pévod B chromozémov bol skimany v réznych organizmoch. Zvycajne sa
predpoklada, ze vznikli z A chromozdémov. Prikladom podporujuci tato teoriu je
B chromozom razi, u ktorého zistili vyskyt génovych sekvencii pochadzajucich od
roznych A chromozdmov, primarne z oblasti chromozomov 3R a 7R (Martis et al., 2012).
Taktiez moézu vzniknut' z pohlavnych chromozomov, ako je tomu urodu ryb
Characidium. V tomto pripade maji pévod z chromozémov Z a W (Pansonato-Alves
etal., 2014).

B chromozbmy moézu mat pbévod vrovnakom druhu, vtedy sa hovori

o intraspecifickom pdvode (Camacho et al.,, 2000). Tento p6vod bol preukdzany



v kukurici Zea mays, u sarancat’a Locusta migratoria a u ryby Astyanax scabripinnis
(Mestriner et al., 2000; Teruel et al., 2010; Serrano et al., 2017). Druhy pripad je vznik
medzidruhovym kriZzenim — inter$pecificky povod (Camacho et al., 2000). Prikladom

tohto pdvodu st B chromozomy ryby Poacilia formosa (Serrano et al., 2017).

3.2.4 Funkcie

Je obecne zname, Ze B chromozémy neprindsaju Ziadne vyhodné vlastnosti ich
nositel'om, tj. nie sU nevyhnutné pre rast a vyvoj, a preto sa do istej mieri povazuju za
parazitické az sebecké elementy (Banaei-Moghaddam el al., 2012; Houben, 2017; Ruban
et al., 2020; Dos Santos et al., 2021).

Pritomnost mensieho poctu B chromozdmov v organizme nema vo vicSine
pripadov takmer ziadny fenotypovy prejav (Houben et al., 2014). Na druhd stranu,
vysoké pocty su letalne a dochadza k znizeniu vitality a sterility jedinca (Jones, 1995).
Tolerancia buniek k pritomnosti B chromozému je pomerne variabilnd a druhovo
Specificka. Napriklad u kokoriku Polygonatum falcatum je rozptyl v pocte
B chromozémov 4-8, u pazitky Allium schoenoprasum 1-13 a urastliny Scilla
scilloides je pritomnost’ B chromozémov v bunkéach v rozsahu 1 az 31 (Tamura, 1990;
Stevens a Bougourd, 1994; Choi et al., 2004).

B chromozomy st tvorené prevazne repetitivnymi sekvenciami DNA,
predovsetkym satelitnou DNA, ribozomalnou DNA (rDNA) a mobilnymi elementami
(Teruel et al., 2010). V niekol’kych pripadoch sa vsak preukézalo, ze B chromozémy nesu
Struktarne gény kodujuce proteiny (Miao et al., 1991; Teruel et al., 2010). Jednym z nich
je patogénna huba Nectria haematococca, ktorej rodina genov cytochromu P-450 (PDA)
zodpoveda za detoxifikaciu antimikrobialnej zlG¢eniny - pisatinu. Prave géen PDAG bol
identifikovany na B chromozdme (Miao et al., 1991).

V dnesnej dobe sa diskutuje 0 tom, ze na B chromozdémoch sa nachadzaji gény
pre urCité proteiny, ktoré zohravaju tlohu pri organizacii mikrotubulov a Strukture
kinetochoru a mohli by hrat’ Glohu pri prenose chromozéomov do dcérskych buniek
(Valente et al., 2014). S tym suvisi zapojenie B chromozdémov do regulécie ich prenosu
v populdcii. Konkrétne B chromozom razi nesie gény zodpovedajlce za regulaciu non-
disjunkcie pocas post-meiotického akumula¢ného procesu (Banaei-Moghaddam et al.,
2012).

Existuje priklad, kedy B chromozémy predsa len zasahujd do fenotypu jedinca.

Ukézalo sa, ze B chromozémy, ktorymi disponuju druhy ryb celade Cichlidae su
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zapojené do urCovania pohlavia ato tym, ze ovplyviuju vyvoj jedinca ku samifiemu

pohlaviu (Yoshida et al., 2011).

3.3 Vyskum B chromozomov

Stadium B chromozémov zadalo pred viac ako storo¢im, pri¢om za ten as bola
ich pritomnost’ zistena u 2 828 eukaryotickych druhov, zahfiajtc rastliny, Zivoéichy aj
huby (D’Ambrosio et al., 2017). Napriek skuto¢nosti, ze vyskyt B chromozémov sa
potvrdil takmer u patnasobne viac druhov rastlin nez zivocichov, pocet preskiimanych
Zivo¢isnych druhov nesticich chromozém B je vyrazne vacsi ako rastlinnych (Camacho
et al., 2000).

Vyskumy u rastlin ostdvaju v UGzadi a su obmedzené na identifikaciu
B chromozémov a cytologické stadie, ktoré preukazali ich premenlivy vyskyt v ramci
riSe. Navzdory vel'kému zastupeniu druhov v oddeleni Chlorophyta (priblizne 12 000
druhov) nebola zaznamenana pritomnost’ nadpocetnych chromozomov ani u jedného
druhu (D‘Ambrioso et al., 2017). Podobne aj v oddeleni krytosemennych rastlin sd
Celade, u ktorych doteraz nebol preukézany vyskyt B chromozémov — Ericaceae,
Apocynaceae (Camacho et al., 2000).

Naopak, ¢elade Poaceae, Asteraceae a Asparagaceae maju najviac druhov,
u ktorych bol zisteny B chromozom, a to prave kvoli ich intenzivnym stadidm (Camacho
et al., 2000). Pozornost’ je zamerana na rastliny ¢el'ade Poaceae, do ktorej spadaju
plodiny, podliehajuce ekonomickému zaujmu. Ked’Ze kukurica, raz, cirok su celosvetovo
vyznamné, je miera vedomosti o ich B chromozome vyrazne vyssia ako u inych druhov,
pri¢om su podrobené pocetnym molekularnym stadiam, ktoré poskytli informécie o ich
povode, evollcii, dedi¢nosti a funkcii. Aj navzdory nespocetnym vyskumom, ktorymi
boli podrobené, ich dedi¢nost’ a spésob, akym odolavaju selekénému tlaku, nie je eSte
stale dostatocné objasnena (Jones et al., 2008).

Jednym z najdokladnejSie prestudovanych je B chromozoém kukurice, ktory
vykazuje vysoku mieru heterochromatinu. V nedavnej $tadii sa podarilo zostavit’
referencnu sekvenciu a Vv nej identifikovat’ 758 genov kodujucich protein. Velkost
sekvencie chromozomu bola odhadnuta na 125,9 Mb (Blavet et al., 2021). Chromozom
disponuje nie len sekvenciami podobnymi na chromozémoch A, ale aj $pecifickymi
repeticiami typickymi len pre B chromozdém. Bola detegovand organelarna DNA
(721kbp) pochadzajuca z chloroplastovych a mitochondridlnych sekvencii.

Mitochondrialne sekvencie boli zvi¢sa umiestnené v proximalnom euchromatine (PE),
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distalnom heterochromatine (DH3) a distalnom euchromatine (DE) (obr. 5) (Blavet et al.,
2021). B-specifickd repeticia ZmBs bola identifikovana v oblasti centroméry,
v distdlnom heterochromatine (DH4) a distalnom euchromatine (DE), CL-repeticia je
pritomna v ¢astiach DH1, DH2 a DH3 a repeticia Stark sa nachddza vo véc¢sine DH3
a distalnej casti DH4 (obr.5) (Birchler a Yang, 2021).

S CCK PE] PE2 DHI DH2 DH3 DH4 DE

lIIIC} x [P—=

" Brepeticia uzol B CL repeticia B Stark

Obréazok 5 Schéma zobrazujica B chromozém kukurice. Chromozom je deleny na kratke rameno (S), centroméru (C),
centroméricky uzol (CK), proximalny euchromatin (PE1, PE2), $tyri bloky distalneho heterochromatinu (DH1, DH2,
DH3, DH4) a distalny euchromatin (DE). Modifikované z: Birchler a Yang, 2021

Non-disjunkcia B chromozému kukurice nastava v druhej pelovej mitdze
(Roman, 1947). Faktor potrebny na adhéziu sesterskych chromatid je prave B-specificka
repeticia ZmBs nachadzajuca sa aj v oblasti centroméry, ktora pdsobi ako cis faktor
(Blavet etal., 2021). Avsak, adhézia zavisi aj na trans faktoroch. Jeden z nich sa nachadza
v distélnej oblasti dlhého ramena a druhy v oblasti proximalneho euchromatinu (Ward,
1973; Lin, 1978; Lamb et al., 2006). Analyza ukazala, ze aby doslo k non-disjunkcii,
musi byt’ v jadre pritomn préave aj distalna oblast’ dlhého ramena B chromozomu, avsak
nie je podmienkou, aby tato oblast’ bola pritomnd na rovnakom chromozoéme, preto je
oznac¢ovana za trans faktor (Blavet et al., 2021). Podobny mechanizmus sa nachadza aj
u B chromozému razi (Endo et al., 2008).

Okrem kukurice je raz d’alS$im druhom, ktorého B chromozém bol podrobeny
dokladnym Stadiam. Analyzy stanovili vel'kost’ nadpocetného chromozému na priblizne
580 Mbp a odhalili vysoku mieru podobnosti medzi A a B chromozdémami, pri¢om
najviac zastupené sekvencie zodpovedaju tym, ktoré su na Standardnych chromozémoch
3R a7R. (Martis et al., 2012). Chromozémy B akumuluji velké mnozZstvo
mitochondrialnej a plastidovej DNA (Martis et al., 2012). Okrem toho, s bohaté na
vysokokopiové opakovania v centromérickej oblasti av terminalnej oblasti dlhého
ramena sa nachadzaju dve B-$pecifické rodiny opakujtcich sa sekvencii D1100 a E3900
(Sandery et al., 1990; Blunden et al., 1993, Martis et al., 2012). Analyza expresie odhalila
skuto¢nost’, Ze tieto sekvencie st transkripéne aktivne a zohrdvaju tlohu pri procese non-
disjunkcie (Carchilan et al., 2007).
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Cytologické stiidie zamerané na raz odhalili, ze miera non-disjunkcie sa pohybuje
v rozsahu 88 %—95 % v zavislosti od populécie (Chen et al., 2022). Non-disjunkcia
B chromozomov razi nastava nie len v samotnej razi, ale aj vtedy, ked’ su zavedené do
karyotypu hexaploidnej pSenici Triticum aestivum (Lindstrom, 1965). B chromozém razi
je schopny riadit' proces non-disjunkcie ato dvoma odlisnymi chromozomalnymi
oblastami (Endo et al., 2008). Koniec dlhého ramena chromozomu B, ktory je tvoreny
heterochromatinom sa podiel'a na kontrole non-disjunkcie. Ide o takzvand non-
disjunkénu kontrolna oblast’ (NCR). Deficitné B chromozomy (defB), ktorym chyba
heterochromaticka koncova oblast’ dlhého ramena, podliehaji normalnej disjunkcii
Vv prvej pel'ovej mitoze (Jones, 1995). V tejto oblasti je umiesteny trans-pdsobiaci faktor,
ktory ovplyvniuje (peri)centromerické adhézne miesta na chromozome (Endo et al.,
2008). Vd’aka schopnosti posobit’ v trans, k non-disjunkcii méze déjst’ aj v pripade, kedy
v bunke su oba typy B chromozémov — standardny B chromozom aj defB (Endo et al.,
2008).

V nedavnej stadii, ktora sa venovala B chromozomom Aegilops speltoides sa
prislo k pozoruhodnému zisteniu (Ruban et al., 2020). Uz skor sa vedelo, Ze u tohto druhu
sa B chromozomy nevyskytuja v koretioch dospelych rastlin (Jones a Rees, 1982). Studia
ale odhalila, Ze B chromozomy podliehajd eliminécii v korenovom pletive uz v ranom
Stadiu vyvoja embrya, priCom je tento proces striktne kontrolovany. 3—5-dnové embryo
vykazovalo B-specifické signaly vo vSetkych bunkach. Pocas vyvoja embrya dochadza
postupne k znizeniu B-$pecifickych signalov v koreiovom pletive a v zrelom embryu je
embryonalny koreni uz Uplne prosty B chromozomu (obr. 6). O distriblcii B chromozomu
Vv dospelej rastline je tak uz definitivne rozhodnuté v rdmci embryonéalneho vyvoja
(Ruban et al., 2020).
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Obrazok 6 15 DAP staré embryo Aegilops speltoides vykazujtce GpInt absenciu B chromozdmov v bunkéch korena.
B chromozdm je detegovany pomocou B-specifickej fluorescencne znacenej sondy (Cerveno). Koreiiova oblast’ (prosta

signalu) je znadena Sipkami. Prevzaté z: Ruban et al., 2020

Molekuldrny mechanizmus tkaninovo Specifickej distribicie nie je znamy.
Predpoklada sa vsak, ze bude vyrazne podobny mechanizmu non-disjunkcie. Konkrétne
udruhu A. speltoides je rozhodujucim faktorom pre osud B chromozdému symetria
delenia. V pripade symetrického delenia v somatickych bunkach korefia dochadza
k eliminacii. Naopak, I. pelova mitéza je typicky asymetrickd a B chromozdém je
vplyvom priestorového usporiadania vtiahnuty do generativneho jadra (Ruban et al.,
2020).

Budice pochopenie mechanizmu eliminacie by tak mohlo poskytnut’ viac

informacii aj o procese non-disjunkcie. Hoci tento proces je vyuzivany B chromozémami

14



k ich udrzaniu v populécii, non-disjunkcia chromozomov A je pri¢inou genetickych

porlch u ¢loveka aj inych druhov (Banaei-Moghaddam et al., 2012; Ruban et al., 2020).

3.3.1 B chromozomy rodu Sorghum

DoterajSie vyskumy B chromozomov rodu Sorghum zahifiaji takmer vyhradne
stadium morfologie, vyskytu, dedi¢nosti a ich vplyvu na fenotyp jedincov.

Vramci rodu Sorghum B chromozémy vykazuji odlisnt morfologiu
v jednotlivych druhoch (vid’ kap. 3.2.1). Distribucia B chromozémov je nepravidelna
a ich vyskyt je obmedzeny na urcité typy pletiv. Ich absencia bola prvykréat pozorovana
v pletive korefiov Sorghum purpureo-sericeum anasledne v stonkach a listoch S.
purpureo-sericeum (Janaki-Ammal, 1940; Darlington a Thomas, 1941). Naopak, ich
stabilny vyskyt bol preukazany v generativnych organoch S. purpureo-sericeum
a v kvetenstve S. stipoideum sa vyskytuji mozaikovo (Darlington a Thomas, 1941; Wu,
1978).

V ramci dedi¢nosti bola dobre prestudovana pel'ova mitdza S. purpureo-sericeum.
Priebeh primarneho delenia pelovych zin je nepravidelny a dochadza k non-disjunkcii
B chromozomov. U jedincov nesucich B chromozomy sa doslo k zaveru, Ze vegetativne
jadro moze prechadza nadpocetnym delenim - polymitdézou, coho vysledkom je vznik
nadpocetnych generativnych jadier obsahujice B chromozémy. Pocas delenia
nedochéadza k rozdeleniu chromatid, chromozémy smeruji vzdy ku generativnemu péolu
nerozdelené, ¢o ma za nasledok zdvojenie ich genetickej davky (Darlington a Thomas,
1941).

Fenotypovy prejav ¢iastocne stvisi so vzrastajicim poctom B chromozémov.
U S. purpureo-sericeum maji nepriaznivy vplyv na saméiu fertilitu. Cim va&si je pocet
B chromozomov v karyotypu, tym je menSia zivotaschopnost’ produkovaného pelu
(Janaki-Ammal, 1940). U S. halepense s 4—6 B chromozémami nevykazovali nijaké
fenotypové rozdiely oproti svojim rodi¢om, avSak produkcia deformovanych pelovych
zin dosahovala az 60 %. Hybridi sS. bicolor, ktorych karyotyp obsahoval 8 a viac
B chromozomov, boli menej vitalni a vykazovali redukciu vegetativnych a generativnych
organov a hybridi s 10 B chromozomami vykazovali vyssie percento sterility semien, tie
boli pomerme zmensené (Raman et al., 1976).

Zo vsetkych druhov z rodu Sorghum nesucich B chromozom je najpodrobnejsie
preskimany S. purpureo-sericeum. Ako je uvedené v odstavci vysSie, uz davnejsie sa

zistila nepravidelnost’ v prenose a vysledky publikované v nedavnej studii len potvrdzujd
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tento fakt. Analyza casti celych rastlin nesucich B chromozom s cielom identifikovat’
tkaniva, v ktorych je zachovana ich pritomnost’ ukazala, Ze okrem kvetenstva, kde st
stabilne pritomné, bola rezidudlna populécia jadier s B chromozémami detegovana
v listovom meristéme a poslednom uzle (Karafiatova et al., 2021). B chromozom je
konzistentne detegovany v meristémoch, z ktorych sa vytvoria generativne organy
azvicsiny pletiv je eliminovany pravdepodobne mechanizmom totoznym tomu
v mnohostetu A. speltoides (Ruban et al., 2020; Karafiatova et al., 2021).

Cytogenetické stidie zohravaji nesmierne dolezitt ulohu vo vyskume
B chromozomov, ale len molekularne $tadie, ako je sekvenovanie, sl nastrojom, ktoré
moézu poskytnut’ rozsirené poznatky o génovom obsahu, pévode a evoltcii (Bednatrova et
al., 2021). Hoci B chromozomy boli objavené u piatich druhov rodu Sorghum, cirok
S. purpureo-sericeum predstavuje jediny druh, uktorého je znalost nadpocetného
chromozému na sekvenénej urovni. Karafiatova et al. (2021) poskytli prvé informacie
o0 sekvencii B chromozoému ao jeho velkosti, ktoru odhadli na 421 Mb. Analyza
sekvencie odhalila pritomnost B-Specifického DNA transpozonu/hAT, dlhého
rozptyleného jadrového elementu (LINE) atandemové repeticie (satelity) boli taktiez
identifikované. S amyslom sledovat’ B chromozoém in situ, na zéklade vybranych
repetitivnych sekvencii boli vyvinuté spol’ahlivé PCR a cytogenetické markery $pecifické

pre B chromoz6m S. purpureo-sericeum.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pre experiment boli pouzité rastliny druhu Sorghum purpureo-sericeum; jedinci

diploidného kultivaru nesuci B chromozomy (2n=2x=10+B) (ziskany z ICRISAT,
polozka IS 18947) a ich F1 potomstvo jedincov oznacenych ako 541, 571, 577, 578

premnozenych na UEB AV CR. Zoznam jedincov pouZitych v experimentoch je uvedeny

v tab. 1. Rastliny boli pestované vo fytotrone v rezimu 10 h/den (29 °C) a 14 h/noc (25 °C)
pri vlhkosti 60 %.

TabuPka 1 Zoznam rastlin druhu Sorghum purpureo-sericeum pouzitych v experimentoch a informéacie o pritomnosti

B chromozému

Generacia | Jedinec B status | Generacia | Jedinec B status
FO 578 B+ FO 571 B+
578 1 B+ 571 1 BO
578 2 B+ 571 2 B+
578 3 B+ 571 3 B+
578 6 BO 571 4 BO
578 7 B+ 571 5 B+
[e0] —
5 578 8 B+ 5 571 6 B+
— —
- 578 9 BO -
578 10 B+
578 11 BO
578 12 B+
578 13 B+
Generacia | Jedinec B status | Generacia | Jedinec B status
FO 541 B+ FO 577 B+
541 1 B+ 577 1 B+
— N~
¥ 541 2 BO 5 577 4 BO
— —
- 541 3 B+ H

17



4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

Agaroza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9539)

Bromfenolova modra (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B0126)

Cresol Red (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P5631)

2¢-Deoxyadenosin 5’-trifosfat (JATP) 100 mM (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D4788-
25UMO)

2¢-Deoxycytidin 5°-trifosfat (dACTP) 100 mM (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D4913-
25UMO)

2°-Deoxyguanosin 5°-trifostat (dGTP) 100 mM (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D5038-
25UMO)

2°-Deoxythymidin 5°-trifosfat (dTTP) 100 mM (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T9656-
25UMO)

Dihydréat disodnej soli kyseliny ethylendiamintetraoctovej (Sigma-Aldrich, kat.
&. E5134)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 817034)

Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E8751)

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, kat. ¢. SM0321)

Glycerol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G5516)

Kyselina borita (Lach-Ner, kat. ¢. 10017-AP0)

Sacharo6za (Lach-Ner, kat. ¢. 40135)

Tag DNA polymeréza a pufr pre Tagq polymerazu (New England Biolabs, Kkat.
& M0273L)

Tris base (Sigma-Aldrich, kt. ¢. 77-86-1)

Xylencyanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. X4126)

Pouzité kity

Monarch® Genomic DNA purification kit (New England Biolabs, kat. ¢. T3010S)
NucleoSpin Plant Il kit (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740770)
Phire Plant Direct PCR Master Mix kit (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. F160S)
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PouZité roztoky a ich priprava

4.3

0,05% Cresol Red (100 ml): odvazit' 50 mg Cresol Red a 7,5 g sachar6zy a za
staleho miesania a zahrievania na 50 °C rozpustit' v 100 ml destilovanej vode. Po
rozpusteni prefiltrovat’ cez 0,2um filter arozpipetovat po 1 ml do 1,5ml
mikroskimaviek

0,5M EDTA (1 I): 186,1 g dihydratu disodnej soli ethylendiaminotetraoctovej
kyseliny rozpustit’ v 800 ml destilovanej vode, doplnit’ do 1 1 a upravit pH na 8
5x TBE pufr (1 1): rozpustit vo vode 54 g Tris base a 27,5 g kyseliny boritej,
pridat’ 20 ml 0,5M EDTA, doplnit’ destilovanou vodou do 1 | a upravit pH na 8
0,5x TBE pufr (1 1): zmiesat’ 100 ml 5x TBE pufru a 900 ml destilovanej vody
6x STOP C (10 ml): odvazit' 5 mg bromfenolovej modrej a 5 mg xylencyanolu,
pridat 2 ml 0,5M EDTA, 5 ml 42,5% glycerolu, 1 ml 1% SDS, doplnit’ vodu do
10 ml

Marker molekulovej hmotnosti (520 pl): zmiesat’ 20 pl GeneRuler 100 bp, 200 pl
6x STOP C a 300 pl vody, svortexovat

Roztok ethidium bromid (1 I): v 100 ml destilovanej vode rozpustit’ 50 g ethidium

bromidu, doplnit’ destilovanou vodou do 11

Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni
Centrifuga Mega Star 600R (VWR International)
Elektroforetické horizontélna aparatira Owl A6 (ThermoFisher Scientific)
Laboratorna vaha ViBRA AJ-820CE (Shinko Denshi)
Lyofilizator CoolSafe s vakuovou pumpou VacSafe (LaboGene)
Oscilaény mlyn MM301 (Retsch)
Spektrofotometer NanoDrop One/One® Microvolume UV-Vis (ThermoFisher
Scientific)
Stolna centrifiga MiniStar silverline (VWR International)
Thermal mixer (ThermoFisher Scientific)
Thermoycler C1000 touch (Bio-Rad)
Thermocycler Mastercycler (Eppendorf 5333)
UV transluminator InGenius3 (Syngene)
Vodna kupel’ SUB6 (Grant Instruments)
Vortex REAX Top (Heidolph)
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e Zdroj elektrického napétia Consort E122 (Sigma-Aldrich)

4.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 lzolacia gendmovej DNA Sorghum purpureo-sericeum

Gendémova DNA bola izolovana z klasov vybranych jedincov druhu Sorghum
purpureo-sericeum (tab. 1). Klasy boli susené v lyofilizatoru po dobu 24 h a nasledne
homogenizované za pridania sklenenych guli¢iek v mlynéeku (3 minuty, 27 otacok/s).
Izolacia DNA bola prevedena pomocou NucleoSpin Plant 1l kitu podl'a protokolu
vyrobcu. Koncentracia vyizolovanej DNA sa stanovila spektrofotometricky pomocou

pristroja NanoDrop.

4.4.2 Navrhnutie B-§pecifickych primerov

Celkovo bolo navrhnutych 29 parov primerov vtroch naslednych setoch.
Navrhnutie oligonukleotidov cielilo na nizkokopiové sekvencie Specifické pre
B chromozom identifikované v publikovanej genémovej sekvencii B-pozitivnych rastlin
druhu S. purpureo-sericeum (Karafiatova et al., 2021). Prvé dve sady desiatich parov
primerov boli navrhnuté na sekvencie identifikovane ako B-$pecifické na zaklade
porovnania sekvencie rastliny nesucej B chromozém abez B chromozému. Pre
navrhnutie poslednych deviatich parov boli pouzité génové lokusy identifikované na
zéklade transkriptomu embrya. Primery boli navrhnuté pomocou online softwaru Primer3
(Koressaar et al., 2007; Untergasser et al., 2012). Sekvencie vSetkych primerov su

uvedené v prilohe (priloha 1).

4.4.3 Testovanie Specifickosti primerov navrhnutych pre B chromozom

v Standardnej PCR reakcii

Specifickost’ primerov bola otestovana pomocou polymerazovej ret'azovej reakcie
(PCR). Objem reak¢nej zmesi jednej reakcie ¢inil 25 pl a obsahoval 1x koncentrovany
pufr pre Tag Polymerazu (New England Biolabs), 1 U Tag DNA polymerazy (New
England Biolabs), 0,2 mM zmesi neznac¢enych nukleotidov, 50 ng gendémovej DNA, R a
F primery, kazdy o koncentracii 0,5 uM, 1x koncentrované farbivo Cresol Red
adestilovani vodu do 25 ul. Amplifikacia produktov prebiehala za nasledujucich
podmienok (vid’ tab.2):
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Tabul’ka 2 Podmienky PCR reakcie pre testovanie primerov. Teploty nasadania pre konkrétne markery su uvedené

v prilohe 1
Proces Teplota[°C] Cas Poket cyklov
Uvodna denaturacia 94 10 min
Denaturacia 94 30s
Nasadanie primerov 60—62 30s 34
Extenzia 72 60 s
ZavereCna extenzia 72 10 min

Vysledné produkty boli skontrolované elektroforézou v 1,2% agar6zovom gélu
v 0,5x TBE pufru.

4.4.4 Testovanie primerov metédou Direct PCR

Direct PCR je modifikacia PCR reakcie uréena pre vzorky s obmedzenym
mnozstvom pletiva. Templat v reakcii nie je izolovand gendmova DNA, ale hruby lyzat,
ktory vznika hned’ v prvom kroku protokolu. Tento variant je vel'mi efektivny pretoze
Uplne odpadé praca s izolaciou DNA.

Lyzéty boli pripravené z prasnikov rastlin uvedenych v tab.1. Objem reakénej
zmesi jednej reakcie bol 10 pl. Podl'a protokolu odporic¢aného vyrobcom Phire Plant
Direct PCR Master Max kitu reakcia obsahovala 1x Phire Plant Direct PCR Master Mix,
R a F primery, kazdy o koncentracii 0,5 uM (priloha 1), 0,5 pl lyzatu DNA a destilovani
vodu do 10 ul. Amplifikécia produktov prebiehala za $pecifickych podmienok uvedenych
vyrobcom kitu (vid’ tab. 3):

TabuPka 3 Podmienky Direct PCR reakcie pre testovanie primerov

Proces Teplota[°C] Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturacia 98 5 min
Denaturécia 98 5s
Nasadanie primerov 63 5s 36
Extenzia 72 30s
ZavereCna extenzia 72 2 min
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Vysledné produkty boli skontrolované elektroforézou v 1,2% agarézovom gélu
v 0,5x TBE pufru.

4.4.5 lzolacia DNA Sorghum purpureo-sericeum pomocou Kitu pre malé mnozstvo
pletiva
Dal§im variantom pre pracu s pletivami s limitovanou vel’kostou st izola¢éné kity
upravené na nizsie vstupné mnozstvo materialu oproti klasickym izolaénym kitom. Jedna
z aplikéacii odvodenych markerov bola detekcia B chromozdému v embryu a endosperme,
na zéklade ¢oho, bol pouzity prave kit na izolaciu z malého mnozstva pletiva.
Templatom pre izolaciu DNA bol opat’ bunkovy lyzat, ktory sa pripravil v prvej Casti
izol4cie podla instrukcii odporucanych vyrobcom. Bunkové lyzaty boli pripravené
zembrya a endospermu jedincov linie 578. Embryo aendosperm z vyvijajucich sa
semien rastlin F1 populacie 578 boli oddelené a zvlast zmrazené v tekutom dusiku
a rozdrvené pomocou malého plastového ti¢iku. K vzniknutému homogenéatu bol pridany
lyzaény pufr aproteindza K. Protokol je primarne optimalizovany pre izolaciu zo
zivo¢idnych pletiv. Pre pouzitie urastlin bola potrebna modifikacia: predizit &as
inkub&cie na 3 hodiny a pouzit’ maximalne doporu¢ené mnozstvo proteinazy K (10 pl).
Izolacia DNA bola prevedena pomocou Monarch® Genomic DNA purification Kitu
podra protokolu vyrobcu. Ellcia bola prevedena do 35 pl elu¢ného pufru a koncentrécia

vyizolovanej DNA sa stanovila spektrofotometricky pomocou pristroja Nanodrop.
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5 VYSLEDKY

5.1

Izol4cia gendbmovej DNA

Z klasov pouzitych v experimentoch (tab. 1) bola vyizolovana DNA. Zoznam

koncentracii DNA jednotlivych jedincov je uvedeny vtab. 4. VV experimentoch sa

pracovalo vzdy s vybranym setom rastlin.

Tabulka 4 Vysledné koncentrécie vyizolovanej gendmovej DNA pouZitych rastlin Sorghum purpureo-sericeum

Generécia | Jedinec B status Koncentracia Generacia | Jedinec B status Koncentracia
[ng/ul] [ng/ul]

FO 578 B+ 174,8 FO o571 B+ 163,1
578_1 B+ 171,8 5711 BO 23,8
578_2 B+ 220,8 571 2 B+ 30,8
578_3 B+ 448,3 571_3 B+ 21,7
578 6 BO 19,6 571 4 BO 28,2
578_7 B+ 160,8 571 5 B+ 143,9

E 578 8 B+ 229,2 E 571 6 B+ 160,8

w 578_9 BO 1244 w
578 10 B+ 138,7
578_11 BO 136,6
578_12 B+ 51,7
578 13 B+ 1441

Generacia | Jedinec B status Koncentracia Generécia | Jedinec B status Koncentracia
[ng/pl] [ng/ul]

FO 541 B+ 142,2 FO 577 B+ 153,9
541 1 B+ 77,1 5771 B+ 97,4

§) 541 2 BO 15,4 Lf":) o717 _4 BO 109,2

w 541 3 B+ 30,7 "
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5.2 Overenie Specifickosti primerov pre B chromozém ciroku

5.2.1 Testovanie primerov navrhnutych na sekvencie vzi§lé z komparativnej
analyzy sekvencii B+ x BO rastlin

Pre B chromozom Sorghum purpureo-sericeum bolo najprv navrhnutych 20 (2 x
10) pérov primerov na zéklade sekvencii pochédzajucich z rastlin 578. Vyznamna miera
cudzoprasnosti u druhu S. purpureo-sericeum je pri¢inou zna¢ne heterogenného genému.
Jednotlivi jedinci sU heterozygotni a existuje vel’ky polymorfizmus aj v rdmci populdcii.
Testovanie Specifickosti markerov bolo preto cielené primarne na potomkov jednej
rastliny FO 578.

Specifickost’ prvych desiatich navrhnutych markerov (01—10) bola testovana na
genémovej 578 FO B+ DNA a BO DNA PCR reakciou a produkty boli skontrolované
elektroforézou v agarézovom gélu (obr. 7). Pritomnost’ PCR produktov odpovedajlcej
dizky u markerov 02, 03, 07, 08, 09 vyhradne vo vzorkach B+ DNA naznauje ich
Specifickost’ pre B chromozém. Ostatné pary primerov nevykazovali Specificku

amplifikéaciu. Marker 168 sluzil ako pozitivna kontrola.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

B+ BO B+ B0 B+ B0 B+ B0 B+ B0 B+ B0 B+ BO B+ B0 B+ B0 B+ BO B+ B0
| o4 | o5 | 06 | o7 08 | oo | 10 |
Obrazok 7 Elektroforéza PCR produktov prvych desiatich parov primerov (01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10)
testovanych na 578 FO B+ DNA a BO DNA. Marker 168 — pozitivna kontrola; M — GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Druhy set desiatich parov markerov bol otestovany za rovnakych podmienok na
totoznej B+ a BO DNA (obr. 8). Amplifikacia parov primerov 14, 15 a 18 vylu¢ne vo
vzorke B+ DNA indukuje ich Specifickost’. Na zaklade amplifikacie vo vzorke B+ aj BO
DNA boli markery 11, 12, 13, 16, 17 a 20 oznacené ako neSpecifické. Marker 19 sa
neamplifikoval v B+ DNA ani v BO DNA, jeho specifickost teda nie je mozné hodnotit’.
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11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M

B+ B0 B+ B0 B+

Obrazok 8 Elektroforéza PCR produktov desiatich parov primerov (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20) testovanych
na 578 FO B+ DNA a BO DNA. M — GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Prvé experimenty odhalili sadu 8 markerov, ktoré boli Specifické pre
B chromozdém v linii 578. Ciel'om experimentu bolo ale odvodit’ ¢o najviac spol'ahlivé
a robustné markery, ktorych pouzitie nebude obmedzené iba na jednu liniu. Rovnaky set
20 markerov bol preto d’alej otestovany aj na d’alSich troch liniach FO 577, 571 a 541.
Z 20 testovanych parov primerov, 8 z nich (02, 03, 07, 08, 09, 14, 15, 18), vykazovalo
Specifickost’ aj medzi jednotlivymi liniami FO generacie. Elektroforetogramy tychto linii

nie st prilozené a vysledky su zhrnuté v nasledujticej tabul’ke (tab. 5).
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Tabulka 5 Specifickost’ parov primerov 01—20 na FO generacii rastlin pouZitych v experimentu

578 | 577

(&)
~
[E=N
(62
N
=

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

RN AN AN D P N A AN AN RN P S P AN RN P
ol AN IR N N NN Pl P P P N NN P P P NN P
XX XX XXX XS NX XXX
ol NN NN NN P P b P N AN N Pl Pl Pl AN N b

Vzhl'adom k zameru pouzit’ odvodené markery pre rychly skrining endospermu,
bolo d’alsim krokom otestovanie $pecifickych markerov v prostredi Direct PCR, ktorej
reakéné podmienky st vzhladom k povahe templatovej DNA vyrazne volnejsie a sU
vhodné naozaj iba pre vysoko $pecifické markery. Na zaklade navrhnutia vSetkych parov
primerov na rovnakom principe, v ramci d’alsej faze experimentu bol ich vyber zizeny
na pat’, ktoré boli nésledne otestované v prostredi Direct PCR na potomkoch 578 1 F1
B+ DNA a578 6 F1 BO DNA. Pary primerov 02, 15 a 18 neboli Specifické, pretoze
kazdy sa amplifikoval vo vzorke B+ aj BO DNA. Nepritomnost PCR produktov 03 a 07
vo vzorke B+ DNA naznacuje na nevhodné podmienky pre vznik produktu. Kedze
program pre amplifikaciu produktov v ramci Direct PCR je pevne stanoveny vyrobcom
a neumoziuje modifikaciu, nie je mozné stanovit’ $pecifickost’ tychto markerov. Ziadny
z testovanych 5 markerov tak nebol preukazany za Specificky v podmienkach Direct PCR
(obr. 9).
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B+ B0 B+ B0 B+ B0 B+ B0

03 07 ‘ 15 18

Obrazok 9 Elektroforéza PCR produktov Direct PCR piatich parov primerov (02, 03, 07, 15, 18) testovanych na 578 1
F1 B+ DNA a578_6 F1 BO DNA. M — GeneRuler 100 bp DNA Ladder

5.2.2 Testovanie primerov navrhnutych na génoveé oblasti vzi§lé z transkriptomu
B+ embrya
Vzhl'adom na to, ze z5 testovanych parov primerov ani jeden nevykazoval
Specifickost’ v prostredi Direct PCR, bol navrhnuty d’alsi set primerov — tentokrat na
génové sekvencie identifikovanych v transkriptomickych datach embrya 578 1.
V dosledku toho, ze Specifickost’ primerov nebola vzdy konzistentnd medzi jednotlivymi

liniami, bola pozornost’ smerovana na liniu 578 a jej potomstvo.

Specifickost’ navrhnutych parov primerov 21—29 bola otestovana na genémovej
578 6 F1 BO DNA a578 1 B+ DNA PCR reakciou a produkty boli skontrolované
elektroforézou v agarézovom geélu (obr. 10). Z testovanych primerov boli $pecifické

markery 24, 26, 27 a 28. U ostatnych bol produkt detegovany aj u BO rastliny.
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500 bp

Obrazok 10 Elektroforéza PCR produktov deviatich parov primerov (21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29) testovanych
na578 6 F1 BO DNA a578 1 F1 B+ DNA. M — GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Vyslednych 5 parov primerov, ktoré vykazovali B $pecifickost, sa testovalo na
dalsich jedincoch F1 populacii 578. Z 5 parov primerov sa medzi jedincami najviac
Specifické javili 24 a 27 a tie boli otestované kitom pre Direct PCR. Bohuzial’ vSak ani
tieto markery navrhnuté na génové lokusy neboli dostatocne robustné, aby fungovali
v tomto prostredi Specificky.

Alternativne boli preto tieto markery otestované na DNA izolovanej pomocou Kitu
Monarch® Genomic DNA purification kit pre pletivd s limitovanou velkostou,
konkrétne DNA z embrya a endospermu F1 potomstve linii 578 pomocou PCR reakcie
a produkty sa skontrolovali elektroforézou v arag6zovom gélu (obr. 11). Amplifikéacia
produktov oboch pérov primerov, 24 a 27, vyluéne vo vzorkach B+ DNA F1 potomstve

linii 578 naznacuje ich Specifickost’.
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A A A A

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3031 32 M

500 bp

100 bp

N -~ N AN~~~ -, =~ N =~ —~A - N o~ N = N —~&
~ e ~ v ] ~ o P ) ~
B8 a8 = S S A 8% 88 == aF Y dq S5 a6 888 QS S a6
09 || % % w© o oo 1 _| © 00 0 0 || 0 0 90 0 90 0 | | o o 0 wn
PR 0o R R R2RBL 0o PR PR W PR R R rre
MmN SN N RN i N R nn N\ o on nn

w N w n v v o n

Obrazok 11 Elektroforéza PCR produktov dvoch parov primerov (24, 27) testovanych na embryu a endospermu F1
potomstve linii 578. M — GeneRuler 100 bp DNA Ladder
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6 DISKUSIA

Tato praca sa venovala odvodzovanim PCR markerov $pecifickych pre
B chromozém ciroku Sorghum purpureo-sericeum aich vyuzitim pre selekciu B-
pozitivnych jedincov. Detekciou B chromozomu za vyuzitia PCR $pecifickych markerov
sa zaoberali aj Fantinatti a Martins (2016), ktori v ramci svojej prace navrhli $pecifické
PCR markery ktoré poskytli informacie o pritomnosti B chromozému ryby Astatotilapia
latifasciata. Na zaklade testovania ziskali dostato¢ne $pecifické markery, vd’aka ktorym
dokazali vyselektovat’” B-pozitivnych jedincov, pricom vysledné markery vykazovali
amplifikéciu dvoch fragmentov v B+ vzorkéch a jedného fragmentu v kontrolnych (B0)
vzorkach (Fantinatti a Martins, 2016). V pripade tejto bakalarskej prace bola detekcia
B chromozomu ciroku Sorghum purpureo-sericeum postavena na podobnom principe.

Charakteristickou vlastnost'ou B chromozémov je ich nemendelovska dedicnost’.
V dbsledku nepravidelnosti v deleni vznika u niektorych druhov zaujimavy fenomén —
pritomnost’ chromozému B je obmedzena len na uréity typ pletiv. Jednym z prikladov je
Sorghum purpureo-sericeum, ktorym sa zaoberd tato bakalarska praca. Darlington
a Thomas (1941) v ramci svojej Studie prisli k zaveru, ze vyskyt B chromozomu Sorghum
purpureo-sericeum je obmedzeny len na generativne organy. Toto zistenie limituje
vedcov v detekcii B chromozdému u potomstva. V sucasnej dobe sa k detekcii rastlin
nesucich B chromozém pouziva cytometricky pristup, kedy je v histograme B-
pozitivnych rastlin detegovand extra populdcia jadier nesucich B chromozom
(Karafiatova et al., 2021). Tento postup vSak ur¢i status rodi¢a nie vznikajucich
potomkov. Preto sa v tejto praci smerovalo na moznost’ jeho detekcie uz v endosperme
za vyuzitia dostato¢ne Specifickych markerov navrhnutych pre B chromozém.

Detekcia B chromozému v endosperme ciroku je mozna v désledku non-
disjunkcie v prvej pelovej mitoze, vysledkom ktorej st dve spermatické bunky, obe
nesice B chromozom, ¢o ma za nasledok pritomnost’ nadpocetného chromozému
v bunkéach jednak embrya aj endospermu. Rovnaky model sa vyskytuje aj urazi
a mnohostetu A. speltoides (Hasegawa, 1934; Mendelson a Zohary, 1972). Naopak,
v kukurici tato moznost’ detekcie nie je realizovatel'na, pretoze dochadza k non-disjunkcii
v druhej pelovej mitoze, kedy B chromozoémy su pritomné iba v jednej z dvoch
spermatickych buniek a tato bunka vo vacsine (75 %) pripadov oplodni vajic¢ko, z ktorého

nasledne vznik& embryo nesuce B chromozomy, (Roman, 1947, Roman, 1948).
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V endosperme, ktory vznikne oplodnenim druhou spermiou, sa potom B chromozém
nenachadza. Na zaklade tejto skuto¢nosti cirok predstavuje sP'ubny model, u ktorého je
mozné detegovat B chromozomy uz v endosperme aembryo, ktoré by vykazovalo
pritomnost’ tychto chromozémov je mozné vyuzit' v dalSich experimentoch.

Nevyhodou je vSak ¢asova narocnost’ pripravy biologického materialu. Z toho
ddvodu bolo idedlnym cielom tejto prace ziskat' Specifické markery navrhnuté pre
B chromozom, ktoré by fungovali aj v prostredi modifikovanej PCR reakcie takzvanej
Direct PCR. Tento model je uz rutinne pouzivany v kukurici siatej, kde je B chromozom
spol'ahlivo detegovany v listoch tyZdnovych semenacikov (Svacina et al., v priprave). To
sa v8ak v ramci nasich experimentov nepodarilo, pretoze testované markery vykazovali
Specifickost’ iba V pripade, ze templatom PCR reakcie bola genomova DNA. Ich
nefunkénost’ v Direct PCR je pripisovana nekvalitnej anotacii, na zaklade ktorej boli
markery navrhnuté, taktiez s heterozygotnostou genomov, ktora je typickym problémom

cudzosprasnych druhov.
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7 ZAVER

Tato bakaldrska praca sa zaoberala odvodzovanim PCR markerov Specifickych
pre B chromozom ciroku Sorghum purpureo-sericeum aich vyuzitim pre detekciu
B chromozomu v endosperme a naslednu selekciu B-pozitivnych jedincov. Celkovo bolo
navrhnutych 29 markerov atie boli otestované pomocou metédy PCR za rdznych
podmienok. Bohuzial’, ziadny z markerov nevykazoval $pecifickost’ v podmienkach
Direct PCR atdto rychlu metédu teda nie je mozné pouzit' pre skrining. V ramci
testovania sa vSak podarilo ziskat' 2 dostatoéne Specifické PCR markery, 24 a 27,
odvodené z génovych oblasti. Pouzitie tychto markerov na DNA vyizolovanej kitom pre
obmedzené mnozstvo materialu je zastupnou alternativou, ktora rovnako dobre posluzi

k detekcii B chromozomu v embryach ¢i endospermoch.
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9 PRILOHY

Priloha 1 Zoznam navrhnutych primerov $pecifickych pre B chromozém Sorghum purpureo-sericeum

Velkost’ TepIotaT
Primer Sekvencie (5¢ — 3¢) produktu nas-adanla
primerov
[bp]
[°C]
tig132484_F CCTACTACTCGGCCATCAGG 240 60
tig132484_R GTTAGCCCAAAGGGGAGATG
0 tig00064641_F ATAGGAGGACGAGGTTGTG 219 50
tig00064641_ R CCTTGCTACCAGAGCTGTCC
tig0032340_F ACCTTACCAATCACTGCAAGG
o tig0032340_R CATAGGCTTTGCAACGGAGT L ®0
tig00074034_F TCCTTGGCAGCTTTTCTGAT
o4 tig00074034_R GATCGAGGTGACGAAAGAGC 103 °0
- tig00025846_F AGGGAGCTGGCTAGCATTTT 193 60
tig0025846_R TAGTGACGGTCCCTTGGAGT
tig00183170_F GTGGGCATACTTCTCGTCGT
0 tig00183170_R CCTTGTCCTGGAACTGGACT 195 ®0
07 tig00154980_F TCAGCCTGCTGCTTCTTACA " 50
tig00154980_R AGGAACCAATCACTGCAAGG
08 tig00123827_F  TTGCAATTAACACAATGAGCAG 207 60
tig00123827_R TTGGACTGTTCCGGTATTGA
1ig125134 F TTTGGTGACCTTCAAAACCA
” 1ig125134 R TGCCCTTACGTTGCAATACA 240 ®0
tig00050186_F CAGCTTTTTGTGTCCTGCTG
10 tig00050186_R GTTGGCAATCTATGCGGAAT 202 ®0
tig00179413 1F ATGTACAGGCCAACGGAAAT
H tig00179413 1R GAGGAAGGCGAGCATCTG 23t 0
1 tig00179413_2F CGGTCGTGAATCGTGATGTA 240 60
tig00179413 2R TGGTTATGTCCCTGATAGTAGGC
13 tig00179413 3F TGTGAATATGATTACCTCCTGGT 245 50
tig00179413_3R GAAACCACCGGCAATAAGAA
tig00025963_F CAGCCATGTCACGAAGTACC 201 60

1ig00025963 R GGGAAAAAGAAGGATAAATGCAG
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Pokracovanie prilohy 1 Zoznam navrhnutych primerov $pecifickych pre B chromozom Sorghum purpureo-sericeum

Teplota
Velkost’ .
Primer Sekvencie (5‘— 3¢) produktu nas-adanla
primerov
[op]
[°C]
15 tig00076920_F CGCGCAAGACAAGCCTACT 289 60
tig00076920_R GCGTTTCTGTTTTGGCAAGT
tig00196121 F CCATTAATGCAGGCCCTAAA
10 tig00196121 R TGAGGAGCTGCTTAGGTTGC 243 ®0
1ig00196212_F CACGATCAGGAACTTCAGCA
o 1ig00196212_R CAATGTGGCGTAATCACTGG 202 0
18 tig00029617_F ATGCTAAAGCACCGATTCGT 259 60
tig00029617_R ACTAATGCCAGCCATGTGAA
19 tig00009278_F GCAGCTCTGCCTGTAGGAAA 248 60
tig00009278 R TCATGCCATTTTACACTCCTG
20 1ig00124878 F TGCATTGATCGAAGTCGAAG 267 60
1ig00124878 R GAACCTAACCACCAGCAGGA
utg5646_gene227940 1F  AGGATGTCATAGTACTCAGCTCC
ot utg5646_gene227940 1R GCAGCCAGGAATTACTAGAGC ot o2
utg22491_genel12652 2F TGCTGAAATTGGAGTGGTACT
2 utg22491_genell2652 2R TGGCTTGCCTGTTTCTTGATTA 120 o2
utg5450_gene22376_1F TCCAATCCAATCTACTCCTCCC
23 utg5450_gene22376_1R ACTACTTTCCACCACATTAGCT i o2
Y utg312_genel55643 2Fa AACAGCATTGCACACCGTTA 173 6
utg312_genel55643 2Ra GTTAGCGTTGCAACATGAGC
- utg312_genel55643 2Fb GCATTGCACACCGTTATTCATCA - 6
utg312_genel55643 2Rb CCATGTCCGGTCATTTTCCTTT
25 utg15627_gene60894F CGCGTACTCAGAGTGGAAC 100 52
utg15627_gene60894R CGACAGCTCTAGTATCGGCA
7 utg5443_gene386712F TTTCCAGCATAGACCCACT 103 6
utg5443_gene386712R TCCAAATAGCAGAGACAGGG
28 utg312_genel55643_1F CTGGGTCGATCTTGCAGT 180 6
utg312_genel55643_1R ACTAATTCAAAACCCTTGCCGA
2 utg_5646_gene227940 2F GCACGTTGGAGCTGCT % 6
utg_5646_gene227940 2R TGCATTCACTGAAACATCG
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